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RESUMO

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

A família Annonaceae inclui aproximadamente 130 gêneros. Desses, quatro
(Annona, Rollinia, Duguetia e Asiminá) produzem frutos comestíveis. As
espécies com maior importância comercial são propagadas sexual e
vegetativãmente. A propagação pela via sexual contribui para a produção de
plantas heterogêneas, com características agronômicas indesejáveis. Além disso,
os métodos de propagação sexuada podem produzir porta-enxertos com variação
na resistência a doenças, no vigor e, conseqüentemente, desuniformidade no
crescimento da copa, afetando a produção. Objetivou-se estudar o controle da
morfogênese in vitro em A. squamosa L., A. glabra L, A. coriacea Mart., A.
caulijlora Mart., A. bahiensis St. Hill. e Rollinia sylvatica St. Hill. verificando o
efeito do uso de 1) fungicida, antibiótico, antioxidante e absorventes de
compostos fenólicos, 2) diferentes fontes de carbono, 3) reguladores de
crescimento e, 4) tipos de selamento dos tubos de ensaio, com vistas a
implantação de um BAG in vitro e obtenção de um protocolo de
micropropagação das espécies estudadas. Os resultados mostraram que não foi
possível regenerar plantas a partir de segmentos foliares de R. sylvatica. O
estabelecimento in vitro de A. glabra, A. caulijlora, A. coriacea, A. bahiensis e
R. sylvatica via segmento nodal foi obtido utilizando apenas o BAP como
indutor. As folhas cotiledonares apresentaram maior potencial organogênico
para a micropropagação de A. squamosa. A indução de múltiplas brotações
adventícias em hipocótilos e epicótílos de A. squamosa foi induzida apenas com
o uso do BAP como indutor. O potencial regenerativo do hipocótilo foi maior
que o do epicótilo. A polaridade dos explantes afetou a organogênese e o maior
número de brotações (8,30 por explante) foi obtido em hipocótilos inoculados na
posição vertical normal. A inoculação de segmentos de hipocótilos e epicótílos
na orientação vertical constituiu um método eficiente para a regeneração de
plantas de A. squamosa. A aeração dos recipientes de cultura foi um dos fatores
que mais contribuiu na morfogênese in vitro de brotações de A. glabra, além de
controlar a processo de abscisão foliar. A aeração das culturas combinada com
uma redução no conteúdo de sacarose no meio de cultura para 58,42 ou 29,21

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



mM trouxe ganhos de 17 e 23 vezes na matéria seca das brotações,
respectivamente. A aquisição do comportamento fotoautotrófíco em A. glabra
foi obtido com sucesso durante a fase de enraizamento in vitro. O enraizamento

de brotações de A. glabra em condições fotoautotroficas permitiu
desenvolvimento anátomo-fisiológico semelhante àquele observado em
condições ex vitro, o que tomou a adimatização mais fácil e rápida,
minimizando as perdas nesse processo crucial da propagação 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. Fourgenera (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 efTects
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. caulijlora 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 inorder to obtain an in vitro plantgene 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. caulijlora, 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 còmbined 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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médium 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 vitro conditions, turning the
acclimatization easier and fàster minimizing losses at this crucial process of in
vitro plant propagation.

iv



CAPITULO I.

INTRODUÇÃO GERAL



1 INTRODUÇÃO

O Brasil vem, a cada ano, intensificando sua participação no mercado

internacional de frutos. A exportação está baseada em frutas exóticas de clima

temperado ou tropicais e subtropicais já adaptadas. Não obstante seja elevado o

número de espécies autóctones que produzem frutas comestíveis que desde a era

pré-colombiana foram conhecidas e utilizadas pelas populações indígenas, quase

a totalidade delas permanece silvestre, sendo utilizada pelo extrativismo

regional. Muitas dessas espécies têm grande potencial de exportação, tanto para

os mercados do sudeste e sul do país quanto para o mercado exterior, ainda

inexplorado.

Atualmente, várias espécies estão sob o risco de extinção por diferentes

motivos, entre os quais a destruição a ritmo acelerado das vegetações nativas

pelo avanço das fronteiras agrícolas e pelo extrativismo. Durante uma parte do

ano, inúmeras famílias têm na colheita e venda dos Araticuns uma importante

fonte de renda. Entre essas espécies, listam-se algumas pesquisadas neste

trabalho: Annona caulijlora Mart., A. coriacea Mart., A. glabra L, A. bahiensis

St. Hill. (endêmica da região sulda Bahia) e Rollinia sylvatica (St. Hill.) Mart.

Além do extrativismo dos frutos destas plantas, existem ameaças que se

agravam com a expansão da fronteira agrícola, indústrias madereiras e

carvoarias no bioma cerrado, o que coloca em risco espécies como A. coriacea e

A. crassijlora Mart. Na mata atlântica correm risco de extinção espécies

endêmicas como A bahiensis, e na caatinga, R. sylvatica.

Paralelamente às outras ações conservacionistas, a conservação in vitro é

uma altemativa que pode ser desenvolvida para espécies dessa família. A base

da conservação in vitro é o conhecimento da morfogênese que, uma vez

entendido, pode ser utilizado para a produção de mudas de qualidade em larga



escala, contribuindo para o aumento de populações degradadas pelo

extrativismo.

Algumas estratégias de preservação devem ser adotadas para evitar o

desaparecimento de diversas espécies de Annona. Dentre essas, destacam-se a

conservação in situ (reservas ambientais) e os bancos de germoplama. As

reservas ambientais são de difícil manutenção devido à falta de fiscalização e à

ocupação indevida.

Os bancos de germoplama podem ser formados pelo armazenamento de

sementes, pela multiplicação dos vegetais em sistemas protegidos ou pelo uso de

sistemas de micropropagação.

O estabelecimento de bancos de germoplasma in vitro baseia-se na

utilização de técnicas de cultura de tecidos, sendo indicado para a multiplicação

de germoplasmas ameaçados ou que tenham ciclos reprodutivos muito longos.

Além disso, um grande número de indivíduos pode ser mantido em ambientes

livres de patógenos e protegidos de alterações ambientais (Vilela-Morales et ai.,

1997).

Essas espécies de inegável potencial na fruticultura carecem de estudos

botânicos básicos como fenologia, caracterização morfológica, forma de

propagação e estabelecimento de plantas, polinização, fisiolpgia da germinação

e de pós-colheita. Existem alguns poucos trabalhos nessas diferentes áreas em

uma ou outra espécie da família (Ribeiro et ai., 1981; van der Heijden &

Bouman, 1992; Maas & Westra, 1992; Caldas, 1996; Lima et ai., 1999, Deccetti,

2000).

Diante do exposto, é de grande importância o conhecimento da

morfogênese in vitro visando a conservação da variabilidade genética por meio

de Banco Ativo de Germoplasma (BAG) in vitro, o que possibilitará o estudo, a

domesticação e a indicação de formas de manejo racional pelas populações que

utilizam e dependem destes recursos.

.w^i.



O objetivo deste trabalho foi estudar o controle da morfogênese in vitro em

A. squamosaL., A. glabra, A. coriacea, A. caulijlora, A. bahiensis e R. sylvatica,

verificando o efeito do uso de: 1) antibiótico e fungicida, 2) antioxidante (ácido

ascórbico) e absorventes (PVP e carvão ativado), 3) diferentes fontes de

carbono, 4) reguladores de crescimento e, 5) tipos de selamento dos tubos de

ensaio, com vistas à implantação de um BAG in vitro e obtenção de um

protocolo de micropropagação das espéciesestudadas.

2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Aspectos botânicos e econômicos

A família Anonaceae compreende 130 gêneros e cerca de 2300 espécies

com distribuição marcadamente tropical e subtropical em todo o mundo. De toda

a família Annonaceae, apenas quatro gêneros produzem frutos comestíveis com

reais possibilidades de aproveitamento comercial: Annona, Rollinia, Duguetia e

Asimina (Lemos, 2000). Os gêneros Annona (que compreende mais de 100

espécies) e Rollinia, que compreendem cerca de 44 espécies (Maas & Westra,

1992), são considerados de grande importância horticola pela abundância de

espécies frutíferas e pela qualidade de suas frutas.

No Brasil, apenas as espécies do gênero Annona são cultivadas

comercialmente, sendo as mais importantes a graviola, a fruta-do-conde, a fruta-

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

No gênero 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 anonácea frutífera são dados vários nomes

vulgares e, por outro lado, o mesmonome vulgar é aplicado a várias espécies, de

acordo com a região 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. são comuns os nomes de graviola, cruaçá, coração de

rainha, condessa e jaca do para, entre outros. Dezenas de espécies de anonáceas

são conhecidas como "araticuns" e, dependendo da espécie ou região, recebem o

complemento "do brejo, "apé" "do cerrado", "cagão", "patiá" , "alvadio", dentre

outros (Hoehne, 1946).

Frutos de plantas dos gêneros Rolinia e Duguetia sãoencontrados em feiras

livres, chácaras e fundos de quintais do Nordeste e outras regiões do Brasil. O

"biribá" (R. mucosà), com o seu fruto amarelo claro, muito saboroso, pode ser

encontrado em cultivos em quintais de casas no Nordeste. A "pindaíba"

(Duguetia Jurjuracea) possui frutos vermelhos que podem ser consumidos

frescos ou utilizados em decoração pelo seu apelo ornamental. O gêneroAsimina

(A. triloba) é originário da América do Norte e produz frutos bastante apreciados

no leste dos Estados Unidos (Callaway, 1992).

2.2 Cultura de tecidos e morfogênese in vitro

As técnicas de cultura de tecidos têm sido utilizadas principalmente quando

a propagação sexuada é insatisfatória, quando a progênie obtida é muito

heterogênea (devido a uma forte heterozigose) ou em casos emquea propagação

por sementes não ocorre naturalmente. É importante ressaltar a grande utilidade
das técnicas de cultura de tecidos em programas de melhoramento. Na

multiplicação in vitro há grande economia de tempo e possibilidade de

produção de clones promissores e livres de patógenos 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 órgão) é isolado e cultivado sob

condições assépticas em um meio artificial. O princípio básico da cultura de

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



vegetal contém toda a informação genética necessária para a regeneração de uma

planta completa (Torres et ai., 1998).

A cultura de tecidos tem como base os mesmos princípios anatomo-

flsiológicos envolvidos no crescimento e desenvolvimento de qualquer planta

sob outras condições. Três processos interagem no desenvolvimento: o

crescimento, a diferenciação celular e a morfogênese. O crescimento é o

aumento irreversível no tamanho, que pode ou não estar acompanhado de um

incremento de massa. A diferenciação celular consiste na transformação de

células geneticamente idênticas em células especializadas bioquímica,

fisiológica e estruturalmente. A morfogênese pode ser definida como o processo

resultante da integração e coordenação da divisão e diferenciação celular

(Moore, 1979).

Durante o desenvolvimento de um organismo, o processo de diferenciação

celular reflete o efeito de pelo menos três grupos de fatores: o fator genético, as

características originadas durante a ontogênese e as características cuja

expressãodependem apenasdo ambiente (Kerbauy, 1999).

Em vários tecidos cultivados in vitro, a utilização de substâncias

reguladoras de crescimento apresenta importância fundamental para o

estabelecimento da competência e determinação, imprescindíveis para a

formação de meristemas caulinares e/ou radiculares (Kerbauy, 1999). Os

reguladores de crescimento exercem sua ação por reconhecimento de receptores

específicos, presentes em células responsivas, traduzindo sinais hormonais em

eventos bioquímicos e fisiológicos (Guerra et ai., 1999).

Reguladores de crescimento são usados para suportar um nível de

crescimento básico e são igualmente importantes para direcionar a resposta do

propágulo ao desenvolvimento. O sinergismo entre auxinas e citocininas é

crítico para o controle da morfogênese in vitro. Elevadas concentrações de

citocininas e baixas de auxinas induzem, predominantemente, a formação de



gemas em detrimento da formação de raízes e calos e vice-versa . Em geral, a

rizogênese é induzida pela presença isolada de auxina ou em combinação com

uma citocinina em baixa concentração.

As diversas técnicas de cultura de tecidos vegetais podem ser dividas em

dois grupos: organogênese e embriogênese somática (Pasqual et ai., 1997). Este

último, que consiste do desenvolvimento de embriões a partir de células

somáticas, não será abordado neste trabalho.

A organogênese é definida como a formação de estruturas a partir de

tecidos e/ou células, podendo ocorrer por duas vias: via direta, através da

regeneração de plantas provenientes de tecidos não meristemáticos, sem passar

pela fase de calo, apresentando alta fidelidade genética; e, por via indireta,

quando o processo de regeneração é precedido pela formação de calo. A partir

das células do calo surgem gemas adventícias capazes de desenvolverem novas

estruturas (parte aérea ou raiz) (Grattapaglia & Machado, 1998).

Após o desenvolvimento das brotações oriundas de gemas cultivadas in

vitro, essas são repicadas e transferidas para um meio de cultura suplementado

com auxina e carvão ativado para favorecer o desenvolvimento do sistema

radicular, resultando, assim, na formação de novas plantulas, que seguem para a

fase mais crítica do cultivo in vitro (adimatização). /\;

A adimatização se caracteriza pela mudança de uma condição heterotrófica

para autotrófica. Plantulas oriundas do cultivo in vitro podem apresentar

algumas deficiências anatômicas, morfológicas e fisiológicas, como a redução

no número de estômatos e epiderme com cutícula reduzida. Isto contribui para a

rápida desidratação da plântula quando transferida para o ambiente normal,

comprometendo, assim, seu estabelecimento ex vitro (George, 1993).

A manutenção do crescimento ativo das brotações é importante porque a

adimatização e o desenvolvimento de condições autotróficas dependem do novo

crescimento após a transferência para o ambiente. Imediatamente após o



transplante, as plantulas enraizadas devem ser mantidas em alta umidade e

gradualmente expostas às condições ambientais para prevenir a desidratação

(Zimmerman, 1988).

2.3 Propagação in vitro de Annonaceae

/ A consulta bibliográfica efetuada resultou nos trabalhos listados nas tabelas

1 e 2, nas quais é mostrado um resumo dos métodos de cultura de tecidos usados

para diferentes espécies de Annona, relacionando fonte de explante, espécie ou

cultivar, número ou porcentagem de brotações por explantes, porcentagem de

enraizamento, meio de cultura, reguladores de crescimento e aditivos para

indução de brotações.

Das seis espécies da presente pesquisa, A. bahiensis, A. caulijlora, A.

coriacea e R. silvativa, segundo a bibliografia consultada, ainda não foram

estudadas sob os aspectos aqui abordados.



TABELA 1- Resumo métodos utüizados na cultura de tecidos de espécies de Annona relacionando fonte de explante,
espécie ou cultivar, número ou porcentagem de brotações por explante (NBE), porcentagem de enraizamento
(ENRAIZ.), meio de cultura (MEIO), reguladores de crescimento e aditivos (mg.L') para indução de
brotações e referências2

Fonte de Espécie ou cultivar NBE
explante

Atemóia (híbrido) 6-7
Segmento A. cherimola 40 %
Nodal cv. 'ConchaLisa'

'African Pride'
(híbrido)

A. muricata 3,8
A. cherimola 1,4
cv.'Fino de Jete' 1,7
A. glabra 1,5

ENRAIZ MEIO Reguladores de Crescimento Referências

Interno

Folhas

com

peciolo

A. cherimola
cv.'Concha Lisa'
A. muricata

43

19 40

**

**

MS

N

MS

WPM

MS

2BAP+0,5cinetina
1 BAP+ 0,1 ANA

Nairetal. (1984 a)
Jordanetal.(1991)

2 BAP +0,5 cinetina + 0,1 biotina Rasai et ai. (1994)
+ 0,1 pantotenato de Ca + 1000
NH4NO3
2 BAP +0,1 ANA Lemos & Blake (1996)
0,25 BAP ou0,3 Zeatina Encina etai. (1994)

90% MS Sem regulador Deccetti (2000)
2 BAP +0,5 cinetina +200 CH + Jordan etai. (1991)
1000 PVP
2BAP+0.5ANA Lemos &Baker (1998)

5,8

A. squamosa 15,6
A. cherimola 100%
cv.'Concha Lisa'
A. muricata e A. 60%
cherimola

10

Muito

baixo
*

N

N

MS
MS

N

2 BAP +0,5 cinetina
2 BAP+ 0,5 ANA +200CH

Nairetal. (1984b)
Jordan (1988)

2 BAP+0,5 ANA +200 CH+1000 Bridg (1983) ***
PVP

z aa *a~L Pocoi m«1 (\ 995V »não estudado- »» oenraizamento foi feito utilizando outro balanço hormonal; »»» citado por



TABELA 2- Resumo métodos utilizados na cultura de tecidos de espécies de Annona relacionando fonte de explante,
espécie ou cultivar, número ou porcentagem de brotações por explante (NBE), porcentagem de
enraizamento (ENRAIZ.), meio de cultura (MEIO), reguladores de crescimento e aditivos (mg.L"1) para
indução de brotações e referências2.

Fonte de Espécie
explante cultivar

ou NBE ENRAIZ MEIO Reguladoresde Crescimento Referências

Hipocótilo

A. cherimola 100% Muito

cv.'Concha Lisa' baixo
100% Muito

baixo

A. muricata 4,8 88

'African Pride' 12,6 41
(híbrido)
A. muricata 19 **

A. muricata 4,8

Antera A. squamosa 10%

Endosper- A. squamosa 25%

ma

Embrião A. cherimola 30,8% *
(Zigótico) cv.'Concha Lisa'

MS 2 BAP + 0,5 ANA + 1000 PVP Jordan (1988)

N 0,1 BAP+ 1 ANA Jordan (1988)

MS 2 BAP+ 0,1 ANA Bejoy & Hariharan
(1992)

MS 2 BAP + 0,5 cinetina + 0,1 biotina Rasai et ai. (1994)
+ 0,1 pantotenato de Ca

WPM 0,5 BAP Lemos &Blake (1996)

MS 2BAP+ 0,1 ANA

N 2 BAP+ 0,1 ANA
N 2 BAP+ 0,5 ANA

N 1BAP+0,1 2,4-D

Bejoy & Hariharan
(1992)
Nairetal. (1983)
Nairetal. (1986)

Jordan et ai. (1991)

Adaptado de Rasai et ai. (1995); * não estudado; ** o enraizamento foi feito utilizando outro balanço hormonal; *** citado por
Rasai et ai. (1995); CH = caseína hidrolizada; MS = Murashige e Skoog; N= Nitsch; WPM = Woody Plant Médium.
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CAPITULO II

ESTABELECIMENTO IN VITRO DE ANNONACEAE E

CONTROLE DE CONTAMINAÇÃO E OXIDAÇÃO NO

MEIO DE CULTURA



1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Estabelecimento in vitro de Annonaceae e
controle de contaminação e oxidação no meio de cultura. In: . Controle
da morfogênese in vitro em algumas espécie At 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 caulijlora 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 adição de diferentes substâncias no controle da contaminação (benomyl
e ampicilina) e oxidação (PVP e ácido ascórbico) e na promoção de calogenese
(AIA, 2,4-D e TDZ) e organogênese (BAP). Após a inoculação, os tubos
contendo os explantes foram mantidos em sala de crescimento com radiação
fotossintética ativa de 45-56 umol.sVm"2 a 25 ± 3 °C. Os resultados indicaram
que o uso do benomyl na concentração de500 mg.L"1 foi eficiente para eliminar
todos os fungos em segmentos foliares de A. caulijlora, A. bahiensis e A.
glabra. O controle da oxidação em segmentos foliares de A. caulijlora foi mais
eficiente quando os explantes foram mantidos inicialmente no escuro. O PVP,
quando adicionado em concentrações maiores que 200 mg.L*1, reduziu a
intensidade da oxidação, enquanto o ácido ascórbico foi completamente
ineficiente. A indução de calos foi obtida utilizando TDZ ou 2,4-D
isoladamente. A combinação de 2,26 uM TDZ +9,04 \M 2,4-D produziu 100%
de calogenese em A. bahiensis. A indução de calogenese em R. sylvatica foi
obtida utilizando 4,52 uM TDZ + 1,13 uM 2,4-D. Não foi possível regenerar
plantas a partir de segmentos foliares de R. sylvatica. Plantas de A. caulijlora
foram obtidas facilmente por meio da germinação in vitro das sementes,
utilizando como substrato o plantmax. O estabelecimento in vitro deA. glabra,
A. caulijlora, A. coriacea, A. bahiensis e R. sylvatica via segmento nodal foi
obtido utilizando apenas o BAP como indutor.
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2 ABSTRACT

SANTANA, José Raniere Ferreira de. In vitro establishment oi Annonaceae
species and control of the contaminatíon and oxidation in culture médium. 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 caulijlora Mart., Annona coriacea Mart., Annona bahiensisSt Hill. and
Rollinia sylvatica St. Hill., the effect of the addition of different substances for
the control of contaminatíon (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*2 and temperature of 25 ± 3 °C. Benomyl at the concentration of 500
mg.L'1 was efficient to eliminate ali the fungi in leafsegments of A. caulijlora,
A. bahiensis and A. glabra. Best control of oxidation in leaf segments of A.
caulijlora was obtained when the explants were maintained initially in the dark.
PVP when added in concentrations above 200 mg.L"1, 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 uM TDZ + 9.04 u.M 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 uM 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.
caulijlora seeds. Tlie in vitro establishment of A. glabra, A. caulijlora, A.
coriacea, A. bahiensis e R. sylvatica through nodal segment was obtained using
BAP as inductor.
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3 INTRODUÇÃO

Muitas espécies frutíferas da família Annonaceae são pouco conhecidas e

não têm sido suficientemente exploradas, apesar de apresentarem grande

potencial econômico. As Annonaceae apresentam dificuldades de multiplicação

pelos métodos tradicionais, suas sementes apresentam germinação irregular,

rápida perda da viabilidade, a progênie obtida é muito heterogênea, e ainda

apresentam certo grau de recalcitrância, o que impede a conservação por

métodos convencionais. Neste contexto, a cultura de tecidos oferece novas

alternativas para a propagação assexuada dessas espécies.

Apesar de muitas pesquisas com cultura de tecidos serem realizadas em

grande número de espécies tropicais, as Annonaceae tem recebido pouca atenção

e somente limitado sucesso têm sido reportado (Jordan et ai., 1991; Nair et ai.,

1984a; Nair et ai., 1984b; Lemos & Blake, 1996a,b; Encina et ai., 1994;

Deccetti, 2000).

A micropropagação tem se mostrado uma técnica altamente viável na

clonagem comercial de muitas plantas lenhosas. Entretanto, em espécies da

família Annonaceae ela ainda permanece como uma ferramenta tecnicamente

viável. O seu uso comercial em larga escala, contudo, necessita de ajustes para

reduzir o metabolismooxidativo dos explantes e a abscisão foliar precoce.

O presente trabalho teve por objetivo promover o estabelecimento in vitro

de espécie de Annonaceae, a partir de várias fontes de explantes; estudando o

efeito da adição de diferentes substâncias no controle da contaminação e

oxidação e na promoção de calogenese e organogênese.
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4 REFERENCIAL TEÓRICO

4.1 Controle de contaminações in vitro

A aplicação da técnica de propagação vegetativa in vitro em espécies

arbóreas freqüentemente encontra problemas de contaminação no início das

culturas (Murashige, 1977). Esses se agravam nos trópicos úmidos, onde o clima

favorece a proliferação demicrorganismos (Enjaric et ai., 1988).

A contaminação em cultura de tecidos pode originar-se de duas fontes:

microrganismos presentes na superfície ou no interior do explante, ou através de

falhas nos métodos de assepsia. Assim, o meio de cultura pode desenvolver flora

endofítica de diversas espécies que incluem vírus, viróides, procariontes

(bactérias) e fungos.

A contaminação por microrganismos endofíticos 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 endofíticos podem ser levados

para a cultura in vitro. A maioria dos microrganismos pode ser eliminada via
cultura de meristema, enquanto, a partir de folhas, pecíolos ou explantes nodais,

muitos ou quase todos os microrganismos podem ser levados para a cultura

(Cassells et ai., 1988).

O descontaminante mais utilizado na cultura de tecidos é o hipoclorito de

sódio ou de cálcio, diluído em água com cerca de 1% de cloro ativo. Para

melhorar o contato com a superfície do explante, o tratamento com hipoclorito é

freqüentemente precedido por uma lavagem em álcool. O etanol remove

parcialmente ceras hidrofíticas e resinas que protegem os microrganismos do

contato como descontaminante (Bonga & von Aderkas, 1992).
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A descontaminação tradicional, quando ineficiente, pode ser melhorada

com o uso de fungicidas e bacterícidas. Essas substâncias podem ajudar na

desinfestação do explante, apresentando características desejáveis para uso em

cultura de tecidos vegetais, tais como: solubilidade, estabilidade, não ser afetada

pelo pH e pelo meio de cultivo, efeitos colaterais reduzidos, amplo espectro de

ação, passível de combinação, chances reduzidas de resistência e baixo custo.

Como é improvável que uma substância possa preencher todos esse critérios

(Falkiner, 1988), normalmente utiliza-se a combinação de diferentes substâncias

para a assepsiados explantes.

O benomyl, quando dissolvido em água, não apresenta toxidez e pode ser

utilizado em concentrações de 50-1000 mg.L"1, adicionado diretamente no meio

de cultura para controlar as contaminações fúngicas endógenas, sem

retardamento do crescimento das culturas (Haldeman et ai., 1987). O benomyl

pode ser autoclavado e durante esse processo ele é desnaturado, mas o produto

da quebra, 2-benzimidazole, é o princípio anti-füngico do benomyl (Haldeman et

ai., 1987).

A ampicilina não apresenta toxidez em cultura de tecidos quando utilizada

em concentrações até 400 mg.L*1 (George, 1993). Com algumas exceções, os

antibióticos são temolábeis e devem ser filtrados a frio e adicionados ao meio

após esse ser autoclavado. A maioria dos antibióticos se degrada lentamente no

meiode cultura durante a incubação(George, 1993).

4.2 Controle da oxidação in vitro

Em cultura de tecidos o termo oxidação corresponde à mudança de

coloração do meio devido à liberação de compostos fenólicos pelo explante

(Gould & Murashige, 1985).

Muitos autores têm descrito esse escurecimento como conseqüência de

oxidações, provavelmente em decorrência da liberação de compostos fenólicos
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pelo tecido em resposta à ferimentos (Preece & Compton, 1991) e pela oxidação

de polifenóis e quininas, os quais são inibidores da formação de calos e do

processo deembriogênese (Jordan et ai., 1991).

O escurecimento do meio de cultura afeta a propagação vegetativa,

limitando o enraizamento de estacas e as respostas morfogênicas em cultura de

tecidos (Jordan et ai., 1991). Esse problema pode ser resolvido utilizando

antioxidantes como ácido ascórbico, ácido cítrico, carvão ativo, PVP, cisteína,

bem como pela incubação no escuro ou freqüentes transferências para meio

líquido (Bajaj & Hariharan, 1992).

A ocorrência de oxidação pode ser geneticamente correlacionada, pois

plantas com maiores teores de tanino ou hidroxifenóis como Quercus,
Rhododendron, sorgo e coníferas apresentam maior tendência à oxidação in

vitro (George, 1993). De acordo com esse autor, a idade dos explantes também

influencia na ocorrência de oxidação e, de um modo geral, explantes mais jovens

são menos propícios à oxidação que explantes mais velhos.

A oxidação pode ser prevenida através da redução de ferimentos causados

ao explante, sendo que discos foliares apresentam maior oxidação do que

segmentos nodais por sofrerem mais ferimentos (Preece & Compton, 1991) e

pela inoculação inicial dos explantes no escuro. Aatividade das enzimas ligadas
à biossíntese e oxidação de fenóis é estimulada pela luz (Adams et ai., 1979). A

diminuição dos níveis de ferro e cobre (co-fatores enzimáticos) também pode ser

eficiente no controle da oxidação.

Gould & Murashige (1985) sugerem, para o controle da oxidação, a

lavagem do explante com antioxidantes, como ácido cítrico ou ácido ascórbico

antes da inoculação e a adição de carvão ativo ao meio. O pré-tratamento

(lavagem) dos explantes e a adição de substâncias adsorventes ao meio de

cultura têm sido utilizados em várias espécies. Os produtos mais utilizados têm

sido cisteína, PVP,ácido ascórbico, ácido cítrico e carvãoativado.
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A poliamina PVP reage com os exudatos liberados pelo explante, além de

adsorver os compostos fenólicos, evitando que estes oxidem e polimerizem.

Normalmente é adicionada ao meio de cultura em concentrações entre 0,01 a 4%

(George, 1993).

A cisteína e os ácidos ascórbico e cítrico reagem com metais presentes no

meio de cultura evitando que estes estejam disponíveis para oxidar. O ácido

ascórbico, que normalmente é adicionado ao meio em concentrações entre 10 a

140 mg.L'1, possui também a propriedade de estimular a atividade metabólica

dos tecidos (George, 1993).

4.3 Indução de calogenese

Uma das metodologias para a propagação in vitro mais aplicadas é a

indução de calogenese. Calos são definidos como aglomerados de células

parenquimáticas não organizadas, irregularmente diferenciadas, que se

multiplicam desordenadamente e se desenvolvem em resposta a injúrias

químicas ou físicas. No entanto, os calos podem se diferenciar em tecidos e

órgãos (Torres et ai., 1998).

Na cultura de calos distinguem-se três fases: indução, divisão e

diferenciação celular. Na fase de indução, as células preparam-se para a divisão,

o metabolismo é ativado e as células permanecem com tamanho constante

(Aitchison et ai., 1977).

Os principais fatores que influenciam a formação de calos são o tipo de

explantes, a composição do meio de cultura e condições físicas de incubação

como luz e temperatura. Os melhores resultados de calogenese são obtidos

utilizando tecidos jovens, cujas células possuem maior potencial de crescimento

e divisão do que células adultas. A época do ano em que é feita a coleta de

explantes é considerada por Bonga (1987) como fator de grande importância

para o sucesso do estabelecimento in vitro.
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Desdiferenciação, indução e regeneração de plantas a partir de calos são,

muitas vezes, processos difíceis de serem obtidos e podem demandar algum

tempo (Grattapaglia & Machado, 1998). Espécies lenhosas, por exemplo, são

mais difíceis de se propagarem in vitro quando comparadas à espécies

herbáceas, por apresentarem maior variabilidade genética, menor capacidade

regenerativa dos tecidos, menor taxa de multiplicação e maior concentração de

fenóis.

A adição de reguladores de crescimento ao meio de cultura visa suprir as

possíveis deficiências de fítohormônios nos explantes que se encontram isolados

das regiões produtoras da planta matriz. As auxinas têm sido amplamente

utilizadas nos meios de cultivo para a indução de calos. Entretanto, o balanço

auxina/citocinina é, na maioria das vezes, determinante na indução de

calogenese.

O thiadiazuron (TDZ) é uma feniluréia que exibe o mais alto nível de

atividade citocinínica em cultura e regeneração a partir de calos, quando

comparado a BAP, cinetina e zeatina (Capelle et ai., 1993; Huetteman & Preece,

1993; Lu, 1993).

O uso do TDZ apresenta algumas vantagens, como resistência à degradação

por citocinina-oxidase (Mok et ai., 1987), sendo muito estável no meio de

cultura. De acordo com Lu (1993), o TDZ biologicamente é mais ativo que o

BAP ou zeatina e pequenas concentrações são necessárias em cultura de tecidos.

O TDZ é mais efetivo na maioria das espécies testadas, particularmente nas

lenhosas. Entretanto, seu uso requer cautela, já que problemas como hiper-

hidricidade de brotações, folhas com morfologia anormal, brotações curtas e

compactas e dificuldades no alongamento e no enraizamento têm sido

observados na sua presença (Lu, 1993).
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4.4 Indução de organogênese

A partir das zonas de atividades meristemáticas no explante, as divisões

celulares e o padrão de diferenciação podem ocorrer de maneira que conduzam a

um grau de organização morfo-anatômico peculiar. No caso de caracterizar um

órgão definido, este processoé denominado organogênese (George, 1993).

Segundo Hicks (1980), a organogênese in vitro envolve uma variedade de

seqüências complexas de desenvolvimento, resultantes da manipulação

experimental de partes de uma planta, culminando na formação de primórdios de

órgãos ou plantas inteiras.

Quando a organogênese ocorre a partir de tecidos do explante ou de

pequenas proliferações dos mesmos, ainda sobre o explante inicial sem a

formação do calo, denomina-se organogênese direta. A via indireta é

caracterizada quando a organogênese ocorre a partir de calos isolados do

explante inicial (Stirmart, 1986).

O meio MS (Murashige & Skoog, 1962) é largamente utilizado na

propagação in vitro. Entretanto, para algumas lenhosas, composições mais

diluídas em macronutrientes, como o meio WPM (Lloyd & McCown, 1980),

melhoram os processo morfogenéticos (Grattapaglia & Machado, 1998). Para a

família Annonaceae, a indução de organogênese direta tem sido obtida

utilizando os meios MS (Nair et ai., 1984a; Rasai et ai., 1994; Encina, 1994;

Deccetti, 2000), N - meio de Nitsch - (Jordan et ai., 1991) e WPM (Lemos &

Blake, 1996b) e emsegmentos nodais como fonte de explante.

A indução de processos morfogenéticos, na maioria dos casos, requer a

adição de reguladores de crescimento ao meio de cultivo e, em geral, a indução

das brotações está fortemente correlacionada com a concentração de citocinina.

O aumento dos níveis de citocinina promove o aparecimento de brotações

laterais, mas pode inibir o alongamento das mesmas, sendo necessários ajustes

na concentração (Stimart, 1986).
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Nair et ai. (1984a) obtiveram múltiplas brotações em segmentos nodais de

atemóia em meio MS suplementado com 8,87 uM BAP + 2,32 uM de cinetina,

resultando em 6 a 7 brotações por explante. Para o alongamento desses brotos,

os autores utilizaram o mesmo meio acrescido de 0,44 uM BAP + 0,87 uM de

cinetina.

Jordan et ai. (1991) observaram organogênese 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 ai. (1994) reportam quebrotações

axilares foram obtidas de seções 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 uM BAP ou 1,36 uM zeatina, resultando em

1,4 e 1,7brotações axilares porexplante, respectivamente.

Segmentos nodais de graviola (Annona muricata) cultivados em meio

WPM (Lloyd & McCown, 1980) suplementado com 8,87 uM BAP + 0,53 uM

ANA produziram 3,8brotos porexplante (Lemos & Blake, 1996b).

Além do uso de reguladores de crescimento, outros aditivos tem sido

usados no meio de cultura para maximizar o número de brotações por explante.

Rasai et ai. (1994) mostram que segmentos nodais maduros coletados do último

fluxo de crescimento de brotações laterais de atemóia cv. 'African Pride' e

cultivados em meio MS suplementado com 8,87 uM BAP, 2,32 uM cinetina, 0,1

mg.L"1 biotina, 0,1 mg.L*1 pantotenato de cálcio e 1000 mg.L"1 NH4NO3
produziram 19 brotações por explante. Os autores argumentam que o aumento

no número de brotações adventícias de segmentos nodais maduros pode ser

devidoa alta concentração de nitrato no meio de cultura.

No entanto, em segmentos nodais de Annona glabra, a organogênese direta

pode ser alcançada sem o uso de qualquer aditivo no meio de cultura. Deccetti

(2000) reportou que brotações axilares (máximo 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 Germinação in vitro

A germinação é considerada um dos mais críticos estádios do

desenvolvimento vegetal, sendo caracterizada por processos físio-metabólicos de

natureza complexa que levam à retomada do crescimento do eixo embrionário

da semente e à protrusão da radícula no tegumento (Bewley & Black, 1994).

Basicamente, a germinação é composta por três fases: embebição (quando

acontece a reativação do metabolismo), indução de crescimento e protrusão da

radícula.

A embebição é um conjunto de processos físicos que ocorrem em função

das propriedades dos colóides e sua dimensão varia com a permeabilidade do

tegumento, composição química da semente, da área de contato entre a semente

e a água, com a pressão hidrostática e o estado fisiológico da própria semente

(Bewley & Black, 1994).

Embora a família Annonaceae apresente espécies que produzem sementes

viáveis, a taxa de germinação é baixas, mesmo em condições de temperatura,

água e oxigênio consideradas adequadas (Lima et ai., 1999). Espécies dessa

família apresentam, portanto, algum tipode dormência, o querepresenta entrave

à germinação da semente.

Uma possibilidade para obtenção de plantas matrizes, para serem usadas

como fonte de explantes em experimentos in vitro, é a germinação in vitro.

Como substrato, pode ser usado vermiculita, plantmax e ágar. A esse último

normalmente são acrescidos sais do meio MS, podendo ainda ser suplementado

com sacarose. Entretanto, de acordo George (1993), os meios de cultura são

compostos por soluções de sais inorgânicos que, além do efeito nutritivo,
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possuem propriedades osmóticas que influenciam o crescimento celular e

morfogênese (George, 1993).

Recentemente descobriu-se que açúcares solúveis, tais como glicose e

sacarose, agem como moléculas sinalizadoras, que podem regular grande

número de processos fisiológicos (Jang & Sheen, 1997; Sheen et ai., 1999),

incluindo a germinação (Pego et ai., 1999). Existem evidências de que a quebra

de lipídios em sementes oleaginosas (como as Annonaceae) é também regulada

por açúcares (Grahan et ai., 1994). Segundo esses autores, a expressão de pelo

menos dois genes envolvidos no metabolismo dos lipídios é regulada por

açúcares sendo que a sacarose pode afetar o conteúdo total de lipídios em

sementes em germinação. Em Arabidopsis, a quebra de lipídios é

significativamente retardada durante a germinação, quando as sementes são

expostas a glicoseexógena (To et ai., 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 vegetação traz o problema da contaminação endógena

severa.

5 MATERIAL E MÉTODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratório 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, esterilização e condições experimentais

O meio de cultura básico utilizado foi o WPM (Lloyd & McCown, 1980).

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,7 ±0,1, antes da adição do ágar,

utilizando-se KOH ou HC1 0,1N.
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A esterilização dos meios de cultura foi feita por autoclave? à temperatura

de 121°C e à pressão de 1,05 kg.cm'2, durante 15 minutos; posteriormente à

autoclavagem, os tubos foram esfriados com inclinação de 30 a 45°. Dentre os

compostos adicionados ao meio de cultura, somente o antibiótico ampicilina foi

esterilizado a frio através de filtro de membrana (millipore) e acrescido a cada

tubo de ensaio, em processo de resfriamento, na respectiva concentração de cada

tratamento, em câmara de fluxo laminar.

O ambiente na sala de crescimento, para todos os experimentos, foi mantido

na temperatura de 25 ± 3°C, com fotoperíodo de 16 horas com radiação

fotossintética ativa de 45-56 umol m"2 s"1 fornecidos porlâmpadas florescentes.

5.2 Uso de diferentes concentrações de benomyl e de ampicilina em meio

de cultura para controlar contaminações em explantes foliares de Annona

caulijlora Mart., Annona bahiensisSt. Hill. e Annona glabra L.

Foram utilizadas como fonte de explante folhas jovens completamente

expandidas coletadas de plantas de Annona caulijlora, A. bahiensis e A. glabra

com três anos de idade, mantidas em casa de vegetação sob radiação

fotossintética ativa de 130-170 umol m"2 s"1, obtidos pela combinação de

lâmpadas gro-lux e branca fria, fotoperíodo de 16 h, sem controle de

temperatura. Os explantes consistiram de segmentos foliares com 1,5 a 2,5 cm

de comprimentoe 1 cm de largura, secionadosdo meio da folha.

A assepsia padrão constou de lavagem das folhas por 10 a 15 minutos com

detergente e água corrente. Após, em câmara de fluxo laminar, as folhas foram

imersas em etanol 70% por 30 segundos e, em seguida, em solução de

hipoclorito de sódio (1% de cloro ativo) acrescida de 4 gotas de detergente por

100mL(para quebrara tensão superficial da gota e melhorara aderência) por 15

minutos. As folhas foram lavadas cinco vezes em água destilada e autoclavada,

seccionadas e os explantes foram então inoculados em meio de cultura.
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Como a desinfestação com hipoclorito foi insatisfatória em experimentos

preliminares, substâncias antimicrobiais (antibiótico e fungicida) foram

incorporados ao meio de cultura.

Após a desinfestação padrão, os explantes foram inoculados no meio WPM

solidificado com 0,7% de ágar e suplementado com 3% de sacarose e

combinações de diferentes concentrações do fungicida benomyl (0; 500; 1000 e

2000 mg.L*1) e o antibiótico ampicilina (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L'1). O benomyl

foi introduzido no meio antes da autoclavagem, enquanto a ampicilina foi

esterilizada a frio (Millipore 0.22um) e introduzida no meio após a

autoclavagem (antes da solidificação). Após a inoculação 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 concentrações de

ampicilina, benomyl) com 4 repetições. Cada parcela foi formada por 4 tubos de

ensaio (um explante por tubo).

Os resultados foram expressos em porcentagem de explantes sem

contaminação, 30 dias após a inoculação.

5.3 Influência do ácido ascórbico e do PVP no controle da oxidação in vitro

de explantes foliares de Annona caulijlora Mart.

Foram utilizadas como fonte de explante folhas jovens completamente

expandidas coletadas de plantas de Annona caulijlora com três anos de idade.

Os explantes foliares foram retirados com auxílio de um vazador, com área de 1

cm"2. Aassepsia seguiu o padrão descrito no item5.2.

O meio WPM foi suplementado com 3% de sacarose e 250 mg-L'1 de
benomyl. O ácido ascórbico e o PVP foram acrescidos ao meio nas seguintes

concentrações: ácido ascórbico 0 (TI- controle), 50 (T2) , 100 (T3), 200 (T4),

400 (T5), PVP 50 (T6), 100 (T7), 200 (T8), 400 (T9) e 800 (TIO) mg.L"1 eTI1
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(escuro). Após a inoculação dos explantes, as culturas foram mantidas ns

condições descritas no item 5.1, exceto o tratamento Tll que permaneceu na

ausência de luz

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com

12 repetições e dois tubos por parcela.

As avaliações foram realizadas 30 dias após a inoculação, observando a

intensidade da oxidação. Atribuíram-se notas 0 (zero) paraausência de oxidação,

1 oxidação leve, 2 oxidaçãomoderada e 3 oxidação intensa.

5.4 Indução de calogenese em segmentos foliares de Annona bahiensis St.

Hill, Annona glabra e Rollinia silvatica St. Hill.

5.4.1 Injluência do 2,4-D e TDZ na calogenese de Annona bahiensis e Annona

glabra.

Os explantes foliares foram obtidos a partir de segmentos de

aproximadamente 1 cm2, excisados de folhas jovens, provenientes de plantas
matrizes com 3 anos de idade, mantidas em casa de vegetação.

A desinfestação foi realizada através da lavagem inicial das folhas em água

corrente e detergente neutro por 20 minutos. A seguir, em câmara de fluxo

laminar, as folhas foram imersas inicialmente em álcool 70% (v/v) por 30

segundos e em solução de hipoclorito de sódio (0,5% de cloro ativo) mais gotas

de detergente neutro por 15 minutos. Em seguida, as folhas foram lavadas (5

vezes) em água destilada e estéril. A excisão dos explantes foi feita com as

folhas imersas emáguadestilada e estéril para reduzir a oxidação.

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 ágar e diferentes combinações 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 uM).
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em

arranjo fatorial 2x4x4 (sendo que 2 representa as espécies, 4 as concentrações de

TDZ e 2,4-D), com 5 repetições por tratamento, sendo cada repetição formada

por 4 tubos. Foi avaliado o percentual de calo formado 45 dias após a

inoculação.

5.4.2 Indução de calos e regeneração de brotações adventícias a partir de

Jolhas de Rollinia sylvatica.

Os explantes primários consistiram de folhas jovens intactas de plantas

Rollinia sylvatica mantidas em casa de vegetação, sob radiação fotossintética

ativa de 130-170 umol.m"2.s*1, obtida pela combinação de lâmpadas gro-lux e

branca fria, fotoperíodo de 16 h, sem controle de temperatura.

A desinfestação e assepsia dos explantes seguiu o procedimento descrito no

item anterior.

Indução de calo. Os explantes primários 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 ágar, 4,52 uM TDZ e 1,13 uM 2,4-D (com

base em experimentos preliminares).

Manutenção, multiplicação do calo e indução à morfogênese . Após 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 rápido, a primeira

repicagem foi aos 30 dias, diretamente para o meio de regeneração. A indução

de morfogênese foi realizada em meio WPM acrescido de combinações de TDZ

(5 e 10 uM) e AIA (0,0; 1,0; 2,5 e 5,0 uM). O calo foi repicado em explantes

secundários (o calo foi subdivididos em pedaços de 5-8 mm) e cada pedaço 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 concentrações de TDZ, 4 as
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concentrações de AIA e o número de repetições), sendo cada parcela composta

por 5 tubos de ensaio.

As avaliações foram realizadas semanalmente observando a formação de

estruturas morfogênicas e a presença de raízes.

5.5 Indução de brotações em segmentos nodais de algumas espécies de

Annonaceae

Os explantes foram obtidos a partir de plantas, com três anos de idade, das

espécies Annona glabra L., Annona caulijlora Mart., Annona coriacea Mart.,

Annona bahiensis St.Hill. e Rollinia silvatica St. Hill., mantidas em casa de

vegetação sob radiação fotossintética ativa de 130-170 umol.m^.s"1, obtida pela

combinação de lâmpadas gro-lux e branca fria, fotoperíodo de 16 h, sem

controle de temperatura.

Secções laterais de hastes caulinares semi-lignificadas foram utilizadas

como fonte de explante. Para a desinfestação, os segmentos foram mantidos em

água corrente por 20 minutos e lavados com detergente neutro. Em seguida, em

câmara de fluxo laminar, os segmentos nodais foram secionados (l,0-l,5cm) e

imersos em álcool 70% (v/v) por 1 minuto, seguido de nova imersão em

hipoclorito de sódio (1% de cloro ativo) e gotas de detergente durante 15

minutos. Finalmente, os explantes foram lavados, por cinco vezes, em água

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

ágar, suplementado com 3% de sacarose, 8,87 uM BAP e 500 mg.L'1 de

benomyl.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento nas condições descritas

no item 5.1.
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Foi utilizado o delineamento estatístico inteiramente casualizado, com seis

repetições por espécie, sendo cada parcela formada por 10 tubos. As médias

foram comparadas pelo teste de Tukey.

Após 40 dias foi observado o número médio de brotações por explante e a

porcentagem de explantes responsivos.

5.6 Efeito do substrato na germinação in vitro deAnnona caulijlora Mart.

Sementes de Annona caulijlora Mart. foram lavadas em água corrente por

10 minutos. Em seguida, foi feita a assepsia através de imersão em álcool 70%

por 2 minutos, seguido de imersão em solução de NaOCl (água sanitária

comercial com 2-2,5% de cloro ativo) por 15 minutos e várias lavagens em água

destilada estéril. Todo o procedimento de desinfestação foi realizado sob capela

de fluxo laminar.

Foram utilizados, neste experimento, quatro tipos de substrato para

germinação: 1) meio WPM, 2) meio MS, os dois meios com apenas metade da

concentração de sais e suplementados com 1% de sacarose, 3) Plantmax e 4)

areia lavada. Para os dois últimos substratos, inicialmente determinou-se a

capacidade de campo (CC) e em seguida distribuíram-se 50cm de cada

substrato em frascos grandes (300 mL), aos quais foi acrescentada água 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 repetições por tratamento, sendo cada parcela formada por 4 frascos. As

médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

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

após a inoculação das sementes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO

6.1 Influência de diferentes concentrações de benomyl e de ampicilina no

cultivo in vitro de segmentos foliares de Annona caulijlora Mart., Annona

bahiensis St. Hill. e Annona glabra L.

Os resultados revelam considerável variação na taxa de contaminação.

Diferenças significativas (P<0.05) foram observadas entre espécies (Tabelas 1 e

2, Figura 1). O experimento mostrou que a ampicilina nas concentrações

testadas não foi eficiente para eliminar bactérias endógenas de cultivos in vitro

(Tabela 3).

TABELA 1- Resumo da análise de variância para porcentagem de explantes
sadios e porcentagem de contaminação bacteriana e fúngica em
segmentos foliares de Annona glabra L, Annona bahiensis St.
Hill. c Annona caulijlora Mart., em diferentes concentrações de
ampicilina e benomyl. Lavras - MG, 2001.

Fontes de GL Quadrados médios

Variação Explantes
sadios (%)

Contaminação
bacteriana (%)

Contaminação
fúngica (%) z

Espécie (E) 2 48.289,5** 47.972,3** 0,205 ns

Ampicilina (A) 3 43,0 ns 90,7 ns 0,173 ns

Benomyl (B) 3 13.316,6** 9.585,2** 21,832**

ExA 6 188,8** 202,2** 0,307 ns

ExB 6 4.952,0** 4.679,9** 0,205 ns

AxB 9 333,7** 315,7** 0,173 ns

Ex AxB 18 242,1** 252,2** 0,307 ns

Resíduo 144 36,8 46,3 0,777

C.V.(%) 10,1 17,4

ns - Não-significalivo ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste F.
**- Significativo ao nível de 1% de probabilidade, pelo teste F.

z- Dados originais transformados em \x +1 .
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A ação combinada do fungicida e do antibiótico não foi significativa na

redução da contaminação dos explantes. O efeito isolado do benomyl foi efetivo

sobre os explantes tratados e todos os tratamentos diferiram estatisticamente do

controle, mas não diferiram entre si (Tabela 1). A introdução de ampicilina no

meio de cultura não foi eficientepara eliminarcontaminantes bacterianos.

i A. glabra A A. bahiensis *A. cauliflora
Annona glabra
Y= 75,27+19,114x-3,8636x2
R2= 99,67%**

Annona bahiensis
Y= 9,47+66,324x-13,1390x2
R2= 85,15%**

Annona caulijlora
Y= 29,25+7,806x-l,7468x2
R2= 52,22%**

500 1000 1500 2000

Concentração 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
caulijlora Mart. em função de diferentes concentrações de
benomyl. Lavras - MG, 2001.

A porcentagem de material asséptico variou fortemente com a espécie

(Tabela 2) e mudanças fisiológicas do material vegetal parecem ser um fator

decisivo na descontaminação. Devido ao rápido crescimento, a parte superior

das brotações é menos colonizada por microrganismos, fornecendo explantes

com melhores condições assépticas (dados não mostrados).
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TABELA 2- Porcentagem de explantes sadios em segmentos foliares de
Annona glabra L, Annona bahiensis St. Hill. e Annona caulijlora
Mart., em diferentes concentrações de benomyl. Lavras - MG,
2001.

Espécie Concentração debenomyl (g.L*1) Média

Õ^ Õ^ Í^Õ 2\Õ

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

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

A. caulijlora 27,50 b 40,00 c 34,37 c 33,12 c 33,37c

z- Médiasseguidas pela mesma letra, em cada coluna, não diferementre si, ao nível de
5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Estudos realizados em fumo (Shields et ai., 1984) com os compostos

cabendazime, fendedazole e imazalil forneceram um amplo espectro de

atividade antifúngica, sem ser tóxico para o material vegetal (protoplastos,

raízes, calos e sementes em germinação). Meristemas de Camellia sinensis e C.

japonica tratados com benomyl e o antibiótico rifampicina por 24 h, após a

assepsia inicial em hipoclorito, reduziram a taxa de contaminação e não foram

observados efeitos fitotóxicos (Haldeman et ai., 1987). Resultados similares

foram encontrados por Viana et ai. (1997) com rifampicina (50 mg.L*1) em

meristemas de mamão. Os autores concluíram que esse antibiótico não modifica

o desenvolvimento dos explantes e nenhum efeito tóxico foi observado.

Kritzinger et ai. (1998) pré-trataram rizomas de Zantedeschia aethiopica com

uma mistura de fungicidas comerciais de amplo espectro, captab 500 WP (5

g.L'1) e dithane (5 g.L*1), pertencentes ao mesmo grupo de benomyl, e os
resultados mostraram que um pré-tratamento com fungicida por pelos menos 24

h é necessário para se obtero controle máximo da contaminação.

O benomyl na concentração de 500 mg.L'1 é capaz de eliminar totalmente a

contaminação fúngica (Figura 2). Os fungos endógenos não são eliminados pela

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

efeito inibitório sobre a cultura de tecidos (Shields et ai., 1994).
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FIGURA 2 - Porcentagem média estimada para explantes com contaminação
fúngica em segmentos foliares de Annona glabra L, Annona
bahiensis St. Hill. e Annona caulijlora Mart. em função de
diferentes concentraçõesde benomyl. Lavras - MG, 2001.

A idade do tecido foi acompanhada por um incremento na infecção

microbial, freqüentemente agravada por ferimentos superficiais. Explantes

obtidos de folhas do último surto de crescimento originou mais espécimes sadios

do que explantes obtidos de folhas abaixo daquelas do último surto de

crescimento (dados não mostrados). Esses resultados confirmam a deterioração

do estado sanitário do material vegetal com a idade.

Provavelmente, a concentração máxima de antibiótico usada (4,0 mg.L")

(Tabela 3) não foi suficiente para desinfectar os explantes. Scortichini &

Chiariotti (1988) empregaram três antibióticos, sulfato de estreptomicina,

piperacilina e rifampicina (de 25 a 200 mg.L'1), para testar os efeitos

antibacteriais e fitotóxicos desse compostos sobre meristemas de Prunus

pérsica. Todos os antibióticos apresentaram amplo espectro de ação, eliminando
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parcialmente os contaminantes (30% dos explantes sadios), e piperacilina e

estreptomicina claramente mostraram fitotoxidade. Reed et ai. (1998) reportaram

que bactérias endógenas em cultura de tecidos de avelã foram eliminadas por

tratamentos com antibióticos. O uso de um único antibiótico foi ineficiente, mas

a combinação 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 concentração de antibiótico necessária para eliminar bactéria

endógena é 3-4 vezes maisalta do queaquela efetiva sobrea bactéria isolada.

TABELA 3- Porcentagem de explantes com contaminação bacteriana em
segmentos foliares de Annona glabra L, Annona bahiensis St.
Hill. e Annona caulijlora Mart., em diferentes concentrações de
ampicilina. Lavras - MG, 2001.

Espécie Concentração deampicilina (mg.L*1) Média

Õ^ Tfi 2\Õ 4^
A. caulijlora 60,00 a

A. bahiensis 45,00 b

A. glabra 11,87 c

71,37 a 64,37 a 63,75 a 64,84 a

42,50 b 40,00 b 40,00 b 41,87 b

8,75 c 11,87 c 8,75 c 10,31 c

z- Médias seguidas pela mesma letra, em cadacoluna, não diferementre si ao nfvel de
5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Muitos autores têm considerado a origem endofitica da contaminação.

Entretanto, o uso de antibiótico para desinfectar as culturas in vitro de

microorganismos é muito controversa. Alguns autores, tais como, Brown et ai.

(1982), usaram antibióticos para desinfectar suas culturas; outros autores como

Knauss & Knauss (1979), usaram antibiótico mas apresentam certas dúvidas

quanto a sua eficácia e observaram fitotoxidade de algumas substancias usadas.

Por outro lado, Pollock et ai. (1983) reportaram que antibióticos não são muito

efetivos contra contaminantes e são definitivamente fitotóxicos.
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Os resultados deste estudo indicam que é possível atingir a

descontaminação fúngica total dos segmentos foliares de Annonaceae

adicionado 500mg.L'1 debenomyl nomeio decultura.

Novos estudos para avaliar os efeitos de diferentes concentrações e

combinações de antibióticos sobre a regeneração in vitro em Annonaceae são

necessários para esclarecer a relação entre concentração e efeito fitotóxico dos

químicos.

6.2 Influência do ácido ascórbico e do PVP no controle da oxidação de

explantes foliares de Annona caulijlora Mart.

Os resultados observados mostram que houve efeito significativo de

tratamentos (Tabela 4). Diferenças na redução da oxidação foram observadas

quando se utilizaram concentrações de PVP iguais ou superiores a 200 mg.L*.

Entretanto, a maior concentração de PVP ainda foi incapaz de adsorver os

compostos exudados pelo explante. O ácido ascórbico em sua maior

concentração só foi capaz de reduzir levemente o processo de oxidação (Tabela

5) e, segundo Fridborg et ai. (1975), é incapaz de evitar os efeitos tóxicos dos

exudatos do explante.

TABELA 4- Resumo da análise de variância de efeito de diferentes
concentrações de PVP e ácido ascóbico no controle ou redução
da oxidação de segmentos foliares de Annona caulijlora Mart.
Lavras -MG, 2001.

Fontes de variação GL Quadrado médio

Tratamentos

Resíduo

10

121

8,9969 **

0,2789

CV. (%) 25,17

**- Significativo ao nível de 1% de probabilidade pelo teste F.
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O único tratamento capaz de controlar o processo de oxidação foi o escuro

(Tabela 5). Possivelmente a atividade das enzimas ligadas a biossíntese e

oxidaçãode fenóis foi reduzida pela ausência da luz , o quejá foi constatado por

Adamsetal. (1979).

TABELA 5- Intensidade média de oxidação de segmentos foliares de Annona
caulijlora Mart., em função de diferentes concentrações de PVP e
ácido ascórbico. Lavras - MG, 2001.

Tratamento Intensidade de oxidação

TI (controle) 3,00 az

T2 (50 mg.L"1 PVP) 2,83 a

T6 (50 mg.L"1 Ácido ascórbico) 2,75 a

T7 (100 mg.L*1 Ácido ascórbico) 2,75 a

T8 (200 mg.L"1 Ácido ascórbico) 2,50 a

T3(100mg.L-1PVP) 2,50a

T9 (400 mg.L"1 Ácido ascórbico) 2,33 a b

TI0 (800 mg.L*1 Ácido ascórbico) 1,67 bc

T4 (200 mg.L"1 PVP) 1,33 c

T5 (400 mg.L*1 PVP) 1,08 c d

TI 1 (ESCURO) 0,33 e

zMédiasseguidas pela mesma letranãodiferem entre si ao nívelde 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.
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6.3 Indução de calogenese em segmentos foliares de Annona bahiensis St.

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

6.3.1 Influência de 2,4-D e TDZ na calogenese de Annona bahiensis e Annona

glabra.

A calogenese nas duas espécies estudadas foi induzida com sucesso. O

teste F mostra que existe variabilidade dentro de espécie para a calogenese

(Tabela 6). Os dados obtidos revelam variação considerável 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 análise de variancia para a indução de calos a partir
de segmentos foliares de Annona bahiensis St. Hill. e Annona
glabra L. Lavras - MG, 2001.

Fonte de Variação GL QM

22.652,50 **

6.421,87 **

6.807,29 **

2.572,91 **

7.875,00 **

2.380,20 **

954,86 **

376,95

C.V.(%) 36,33

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

Espécie 1

TDZ 3

2,4-D 3

Espécie x TDZ 3

Espécie x 2,4-D 3

TDZ x 2,4-D 3

Espécie x TDZ x 2,4-D 9

Erro 128

Em várias espécies, tem sido sugerido que diferenças nas respostas in vitro

entre genótipos podem ser relacionadas a diferenças no conteúdo endogeno de

fitorreguladores (Looney et aí., 1988; Alvarez et ai., 1989; Grónroos et ai., 1989;
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Péros et ai., 1998). A mesma sugestão podeser aplicada à variabilidade entre as

espécies de Annona.

TABELA 7- Valores médios para a formação de calos a partir de segmentos
foliares de Annona bahiensis St. Hill. e Annona glabra L., na
presença de TDZ e 2,4-D, 60 dias após a inoculação. Lavras -
MG, 2001.

Espécie % de calos formados

Annona bahiensis 65,31 az

Annona glabra 41,56 b

Médias seguidas pela mesma letra nãodiferem entre si pelo teste deTukey, P<0,01.

A calogenese foi inexpressiva na ausência 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 ausência decalos na espécie A. glabra, quando

os reguladores 2,4-D e TDZ estavam ausentes. A calogenese na espécie A.

glabra parece ser mais dependente da adição externa de reguladores de

crescimento capazes de promover um balanço interno auxina / citocinina

favorável à indução de calos.

Em concentrações altas de TDZ (9,04 uM) e na ausência de auxina, a

calogenese 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

capazde induzir a formação de calos nas duas espécies. O efeito isolado do 2,4-

D só foi capazde estimular a calogenese na espécie A. bahiensis.

O melhor resultado para a espécie A. bahiensis foi obtido quando se utilizou

a combinação 2,26 uM TDZ + 9,04 uM 2,4-D, produzindo 100%de calogenese.

A interação entre auxina e citocinina para a indução de calos também tem sido

reportado para outras espécies lenhosas, como Lithospermum erythrorhizon

(Hee-Ju et ai.,1997), Jatrapha curcas (Sujatha & Mukta, 1996) e amoreira

(Gomes, 1999).
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120 n

_ 100-

2,4-D (uM)

2,26 4.52 6,78 9,04 11,3

TDZ (mM)

2,4-D (uM)

2.26 4,52 6.78 9,04 11.3

TDZ (pM)

Y(o)= 8,18+23,528X-2,6022X2
R^ 80,19-

Y( A)=73,68+6,017X-l ,3893X2
R^ 94,57*»

Y(A)= 68,09+29,900X-ll,8181X2
R2= 79,74 ns

Y( • )= 87,59+3,173X-0.3308X2
R^ 79,74 ns

Y(a)= 9,77+17,671X-l,4775X2
R2= 51,76ns

Y( A)=24,18+57,818X-23.6363X2
R2= 98,68 »"

Y(A)= 23,90+72,090X-28,1818X2
R2= 98,61 **

Y( • )= 15,31+51,681X-21,3636X2
R2= 58,10 *

FIGURA 3- Porcentagem estimada de explantes com calo para as espécies
Annona bahiensis St. Hill.(A) e Annona glabra L (B) em função
de diferentes concentraçõesde TDZ e 2,4-D. Lavras - MG, 2001.
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TDZ(uM)

2.26 4.52 6.78 9.04

2,4-D (pM)

TDZ (uM)

11.3

2.26 4.52 6.78

2,4-D (pM)

9.04 11,3

Y (o)= 34,02+6,564X
R2= 67,73 "»

Y(A)=46,02+7,006X
R2= 76,65**

Y(o)= 9,00+46,877X
R2= 74,46 **

Y( • )= 69,71+9,714X
R2= 63,52 ns

Y (d)= 20,00+15,00OX-10,OO0OX2
R^ 100,00 ns

Y(A)= 16,77+57,227X-20,4545X2
R^ 95,48 *

Y(0)= 79,00^»,483X
R2= 80,49**

Y( • )=43,09+19,909X-11,8181X2
R^ 77,73 ns

FIGURA 4- Porcentagem estimada de explantes com calo para as espécies
Annona bahiensis St. Hill. (A) eAnnona glabra L (B) ) em função
dediferentes concentrações de2,4-D e TDZ. Lavras - MG, 2001.
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6.3.2.Indução de calos e regeneração de brotações adventícias de segmentos

foliares de Rollinia silvatica St. Hill.

A indução de calogenese em segmentos foliares de Rollinia silvatica foi

obtida facilmente utilizando 4,52 uM TDZ + 1,13 uM 2,4-D. Após 3 semanas a

massa de calo friável foi subdividida e aumentou seu volume rapidamente.

Entretanto, após três sucessivas repicagens, os calos tornaram-se compactos e de

coloração escura sendo que o processo de regeneração de brotações via

organogênese indireta não foi observado em combinação algumade TDZ e AJA.

O declínio gradual do potencial morfogênico do calo pode ser devido a

acumulação de substancias inibidoras, ao declínio no metabolismo, transporte e

interação entre reguladores de crescimento (Hansen et ai., 1987; Van Staden &

Moony, 1987; Palni et ai., 1988) ou ao aumento no numero de células

poliplóides e aneuplóides no calos devido ao prolongamento das subculturas

(Nehra et ai., 1990).

Aspectos da calogenese em segmentos foliares de Rollinia silvatica são

apresentadosna Figura 5.
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FIGURA 5= Indução de calogenese em Rollinia sylvatica St. Hill. a partir de
folhas de brotações cultivadas in vitro. A, B,C calos formados 21
dias após inoculação. D,E,F,G calos 30 dias após a primeira
repicagem. H, I calos 30 após a segunda repicagem. J, L, M calos
emprocesso defalência, 45dias após aterceira repicagem. Lavras
-MG, 2001. Barra =10 mm.
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6.4 Indução de brotações em segmentos nodais algumas espécies de

Annonaceae

De acordo com a análise de variancia, foi observado efeito altamente

significativo para espécie sobre o número médio de brotações por explante e a

porcentagemde explantes responsivos (Tabela 8).

TABELA 8- Resumos da análise de variancia para a indução de brotações e
porcentagem de explantes responsivos em segmentos nodais em
função das espécie Annona glabra L, Annona caulijlora Mart,
Annona coriacea Mart, Annona bahiensis St.Hill e Rollinia
sylvatica St. Hill. Lavras - MG, 2001.

Fontes de variação GL Quadrado médio

Número de

Brotações

Porcentagem de explantes

responsivos

Espécie

Resíduo

4

25

2,4238 **

0,1122

7.139,54 **

488,58

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

Significativo ao nível de 1%de probabilidade peloteste F.

As espécies Annona glabra e Annona caulijlora produziram,

respectivamente, 1,50 e 1,49 brotações por segmento nodal (Tabela 9). Esses

valores corroboram aqueles reportados por Deccetti (2000) para a espécie

Annona glcabra (1,5) e por Encina et ai. (1994) para Annona cherimola cv.

'Fino de Jete' (1,4-1,7). Entretanto, estão muito abaixo dos valores encontrados

por Nair et ai. (1984a) para atemóia (6-7) e por Lemos & Blake (1996b) para

Annona muricata (3,8 brotações 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 três espécies foi muito baixa (Tabela 9). Diferentes
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concentrações e tipos de reguladores de crescimento devem ser testados visando

obter uma combinação que aumente o número de brotações em segmentos

nodais em Annona coriacea, Annona bahiensis e Rollinia silvatica. A utilização

de outras fontes de explante, como segmento intemodal, pecíolo, gema apical,

hipocótilo e epicótilo, devem ser igualmente testados para essas espécies.

TABELA 9- Resultados médios para número de brotações por explante e
porcentagem de explante responsivos para as espécies Annona
glabra L, Annona caulijlora Mart, Annona coriacea Mart,
Annona bahiensis St.Hill e Rollinia sylvatica St. Hill.Lavras -
MG, 2001.

Espécie Número médio de Porcentagem deexplante

Brotações / explante responsivo

Annona glabra 1,50a2 100,00 a

Annona caulijlora 1,49 a 83,35a

Annona coriacea 0,49 b 44,43 b

Annona bahiensis 0,27b 22,15 b

Rollinia silvatica 0,27b 27,76b

Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de
Tukey, P£0?01.

Aspectos gerais da indução de brotações em segmentos nodais de Annona

glabra, Annona caulijlora, Annona bahiensis e Rollinia silvatica podem ser
observados na Figura 7.
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FIGURA 1- Brotações em segmentos nodais de Annona glabra L (A), Rollinia
silvatica St.Hill. (B), Annona caulijlora Mart. (C) e Annona
bahiensis St.Hill. (D) 40 dias após a inoculação. Lavras - MG,
2001.
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6.5 Efeito do substrato nagerminação in vitro Annona caulijlora Mart.

A análise de variancia detectou efeito significativo para substrato na

germinação de A. caulijlora (P<0,01) (Tabela 10). O substrato plantmax

promoveu maior porcentagem de germinação aos 120 dias (65%), bem superior

aos 22% de germinação do substrato areia lavada. Os meios de cultura WPM e

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

TABELA 10- Resumo da análise de variancia porcentagem de acumulada em
sementes de Annona caulijlora Mart. após 60, 90 e 120 dias, sob
diferentes substratos in vitro. Lavras- MG, 2001

Fonte de variação GL Quadrados médios (Germinação acumulada)

60 dias 90 dias 120 dias

Substrato

Resíduo

3

19

124,58 **

18,75

2.317,91 **

51,25

48,53

4.623,33 **

118,75

CV. (%) 91,16 49,53

**- Significativo ao nível de 1% deprobabilidade pelo teste F

germinação baixa ou nula (Tabela 11). Esses resultados concordam com

Deccetti (2000), que obteve maiores porcentagem de germinação em sementes

de Annona glabra na ausência de sacarose no meio de cultura. Essa autora

reportou que o aumento na concentração de secarose no meio de cultura diminui

a porcentagem de germinação. A elevada taxa de contaminação, quando as

sementes foram inoculadas nos meios de cultura WPM e MS, pode ter
contribuído para uma menor emergência de plantulas.

A pressão osmótica é um fator a ser considerado, uma vez que elevadas

pressões reduzem a absorção de água das sementes e afetam o metabolismo

celular. Além do mais, é possível que a exposição das sementes de Annona

caulijlora à sacarose exógena tenha afetado o processo de quebra de lipídios, o
que pode terresultado numa germinação baixa ou nula (To etai., 2001).
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TABELA 11- Porcentagem de germinação acumulada em sementes de Annona
caulijlora Mart. após 60, 90 e 120 dias, sob diferentes substratos
invitro. Lavras - MG, 2001.

Substrato Germinação acumulada (%)

60 dias 90 dias 120 dias

Plantmax 10 az

Areia lavada 8 b

WPM 50% + 1% sacarose 1 c

MS 50% + 1% sacarose 0 c

LEm cada coluna, médias seguidas pela mesma letra nãodiferem entre si pelo testede
Tukey, Pá0,01.

A germinação em plantmax proporcionou a emissão de um sistema

radicular desenvolvido e bem ramificado com muitos pelos absorventes.

Provavelmente, a maior aeração promovida por esse substrato favoreceu a

germinação e o desenvolvimento das plantulas.

6.6 Problemas encontrados no cultivo in vitro de Annonaceae

Durante o estabelecimento in vitro, observaram-se anormalidades como

necrose no ápice das brotações, abscisão foliar, com maiorou menor severidade,

em todas as espécies estudadas e hiper-hidricidade em Rollinia silvatica (Figura

8).

As Annoanceae são plantas tropicais com mecanismos fisiológicos de

resistência à seca, o que inclui a abscisão foliar. No cultivo in vitro, em função

do ambiente peculiar, esse fenômeno ocorre rapidamente, o que reduz o

crescimento e o vigor do explante e pode até impossibilitar a continuação do

processode micropropagação (Lemos & Blake, 1996a).
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FIGURA 8- Anormalidade observadas durante a indução de brotações em
segmentos nodais de Annonaceae 40 dias após a inoculação:
morte da gema apical em Annona caulijlora Mart (A), Rollinia
silvatica St.Hill. com hiper-hidricidade em tubos completamente
vedados (B) e planta normal (C) em tubos com tampa sem a
película de PVC, abscisão 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 esem
a película de PVC.Lavras - MG, 2001.
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O etileno está envolvido no processo que regula o fenômeno da abscisão

foliar. Nas condições do cultivo in vitro, dada a natureza do selamento dos

frascos para evitar contaminações e a reduzida evapotranspiração, o etileno

produzido pelos tecidos pode se acumular em níveis fisiologicamente ativos

(Lemos & Blake, 1996a). Esses autores sugerem que a abscisão foliar pode ser

controlado de três maneiras: a) por compostos absorventes do etileno produzidos

pelas plantas (permanganato de potássio), b) por compostos inibidores da

biossíntese de etileno (cloreto de cobako, L-a-aminoetoxivinil glicina e ácido

amino-oxiacético) e c) por compostos inibidores da ação do etileno (nitrato de

prata e tiosulfàto de prata). Os autores ainda reportam que compostos à base de

nitrato de prata e tiosulfàto de prata foram efetivos no controle da abscisão foliar

de Annona squamosa e produziramefeitosmais duráveis (30 dias).

A necrose de gema apical parece ser uma desordem fisiológica normal

encontrada em condições de cultivo in vitro (Sha et ai., 1985). Várias hipóteses

têm sido reportadas, mas a deficiência de boro, e particularmente de cálcio, são

as causas mais prováveis. As plantas translocam nutrientes minerais via fluxo de

massa através do xilema (Biddulph et ai., 1961). Quando a taxa detranspiraçãoé

alta, o fluxo de nutriente é grande. A redução no fluxo transpiratório acarreta a

deficiência de cálcio, e a morte da gema apical é um sintoma característico.

Assim, a melhora nas trocas gasosas, para facilitar a transpiração, pode ser mais

efetiva que o aumento nos níveis de cálcio no meio de cultura sugerido por Sha

et al.(1985) e Abousalim& Mantell (1994) para resolvero problema.

As características anatômicas e fisiológicas de uma espécie propagada in

vitro podem refletir a troca gasosa entre o frasco de cultura e o meio (Majada et

ai., 1998). O grau com que essas plantas se diferem daquelas cultivadas no

campo ou em casa de vegetação depende de muitos fatores, incluindo genótipo e

variáveis restritas ao ambiente de cultura, como troca gasosa por unidade de

tempo e disponibilidade de água (Ziv, 1991). Com base numa faixa de
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severidade da anormalidade pode se ter plantas com aparência claramente

malformadas, vitrificadas ou, mais apropriadamente, hiper-hidratadas (Debergh

et ai., 1992).

Plantas hiper-hídricas, quando transferidas para condições ex vitro, são

mais susceptíveis à dessecação. Essas plantas requerem nebulizações adicionais

para reduzir as perdas, o que aumentao ataquede fungos.

Um possível mecanismopara melhorar as trocas gasosas e o fluxo de vapor

de água é a ventilação forçada (Amstrong et ai., 1997) ou natural através de

selamento dos frascos com membranas (Talavera et ai., 2001).

Novos sistemas para controle ambiental dentro do frasco de cultura

implicarão em melhorias na qualidade da planta, autotrofía e automação (Kozai

e Smith, 1995) e também facilitarão a adimatização (Majada et ai., 2001).

Entretanto, poucas informações estão disponíveis sobre o controle do ambiente

de cultivo durante a micropropagação e também são bastante escassas as

informações sobre as características fisiológicas de plantas produzidas in vitro

ondeo ambienteinternoé modificado (Majeda et ai., 2001)

7 CONCLUSÕES

a) O benomyl, inoculado no meio de cultura, controla 100% das

contaminações fúngicas em explantes foliares de Annona bahiensis e Annona

glabra.

b) A manutenção das culturas inicialmente no escuro é o tratamento mais

efetivo no controle da oxidação em explantes foliares de Annona caulijlora. O

PVP em concentrações elevadas (superior a 200 mg.L"1) reduz parcialmente a

oxidação das culturas.
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c) A calogenese, na espécie Rollinia sylvatica, é estimulada utilizando

como indutor o TDZ; nas espécies Annona bahiensis e Annona glabra quando

são usados TDZ e 2,4-D combinados ou isoladamente.

d) Segmentos nodais das espécies Annona glabra e Annona caulijlora são

mais responsivos à indução com BAP do que aqueles das espécies Annona

coriacea, Annonabahiensis e Rollinia sylvatica.

e) A maior taxa de germinação em Annona caulijlora (65%) é obtida

utilizando o substrato plantmax.
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CAPITULO III

INDUÇÃO DE BROTAÇÕES ADVENTÍCIAS EM FOLHAS

DE ANNONA GLABRA L, ANNONA BAHIENSIS ST. HILL. E

ANNONA SQUAMOSA L E EM SEGMENTOS DE

HIPOCÓTILO E EPICÓTILO DE ANNONA SQUAMOSA L.



1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Indução de brotações adventícias em
folhas de Annona glabra L, Annona bahiensis St. Hill. e Annona squamosa L e
em segmentos de hipocótilo e epicótilo de Annona squamosa L. In: .
Controle da morfogênese 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 condições in vitro, o potencial
regenerativo de folhas das espécies Annona squamosa L, Annona glabra L e
Annona bahiensis St. Hill. e de segmentos de hipocótilo e epicótilo de A.
squamosa. No primeiro estudo, a organogênese foi induzida através da
inoculação de folhas de A. squamosa, A. bahiensis e A. glabra em meio WPM
suplementado com diferentes concentrações de BAP (2,22; 4,44; 8,88 e 17,76
uM) e ANA (0,00; 1,34; 2,68 e 5,37 uM). No segundo estudo, segmentos de
hipocótilo e epicótilo de A. squamosa foram inoculados em meio WPM
suplementado com BAP (0,00; 2,22; 8,87; 17,74 e 35,48 p.M) e solidificado com
7 g.L' de ágar. Após a inoculação, os tubos contendo os explantes foram
mantidos sala de crescimento sob radiação fotossintética ativa de 45-56
umol.s" .m" a 25 ± 3 °C. A análise dos resultados mostrou quea organogênese
em folhas de Annona é dependente do tipo de explante utilizado e do balanço
auxina-citocinina. As folhas cotiledonares apresentaram maior potencial
organogênico para a micropropagação de A. squamosa. A indução de múltiplas
brotações adventícias em hipocótilos e epicótílos de A. squamosa foi induzida
apenas com o uso do BAP como indutor. O potencial regenerativo do hipocótilo
foi maior que o do epicótilo. As maiores brotações em segmentos de hipocótilo
(26,4 mm) e epicótilo (14,0 mm) foram obtidas com a menor concentração de
BAP (2,22 uM).
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2 ABSTRACT

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Induction of adventitious shoots in leaves
ofAnnona 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 médium
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, A. squamosa hypocotyl and epicotyl segments were inoculated in WPM
médium 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. Resuits 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 oiA. 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 uM).
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3 INTRODUÇÃO

Atualmente, muitas espécies da família Annonaceae apresentam riscos

consideráveis de extinção devido, principalmente, à destruição das vegetações

nativas.

O conhecimento da morfogênese in vitro pode facilitar os processos de

melhoramento (ainda inexistentes) através da multiplicação de plantas elite ou

espécies com sério risco de extinção, além de facilitar a troca de material entre

centros de pesquisa.

A conservação in vitro de espécies ameaçadas, pela regeneração 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 utilização de seedlings, como fonte de tecidos, propicia a

representação de maior variabilidade genética, especialmente de espécies como a

Annona squamosa, que tem base genética estreita. A desinfestação do explante

não é requerida e, finalmente, o uso de tecidos jovens pode reduzir a freqüência

de variação somaclonal (Mercier & Kerbauy, 1993).

O trabalho teve como objetivos avaliar, sob condições in vitro, o potencial

de regeneração de folhas das espécies Annona squamosa L, Annona glabra L e

Annona bahiensis St. Hill. e de segmentos de hipocótilo e epicótilo de Annona

squamosa L.

4 REFERENCIAL TEÓRICO

O emprego das técnicas de cultura de tecidos, especialmente na

micropropagação, tem sido amplamente utilizado, principalmente quando a

propagação generativa é insatisfatória, quando a progênie obtida é heterogênea,

devido à heretorigose, ou em casos em que a propagação por sementes não
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ocorre naturalmente. Por outro lado, é importante ressaltar sua grande utilidade

em programas de conservação e /ou melhoramento, dada a economia de tempo

na multiplicação de variedades, assim como na produção de clones promissores

e livres de patógenos.

Várias pesquisas utilizando meristemas, gemas ou segmentos nodais têm

sido realizadas objetivando a propagação de frutíferas (Jordan, 1988). De acordo

com esse autor, os processos de organogênese e embriogênense têm sido

induzidos diretamente em muitas espécies herbáceas. Entretanto, trabalhos

visando induzir a regeneração de brotações em folhas em espécies lenhosas, em

especial as Anonáceas, ainda são raros (Nair et ai., 1984; Rasai et ai., 1994).

Estudos mostram que a adição de BAP e ANA é essencial na indução de

organogênese. Por exemplo, Jordan (1988) induziu brotações em 100% de

explantes foliares deA. cherimola cv. 'Concha Lisa' emmeio MS suplementado

com 8,87 uM BAP, 2,68 pjvl ANA e 200 mg.L"1 decaseína hidrolizada.

O sucesso da cultura de tecidos e a morfogênese dependem do tipo, do

tamanho, da idade do explante e das condições in vitro. As taxas de

sobrevivência, de crescimento e de multiplicação nos mais variados tipos de

explantes dependem do tamanho do explante inicial (Murashige, 1977; Tisserat,

1985). Explantes muito pequenos apresentam baixa sobrevivência em cultura e

os maiores são de difícil descontaminação (Murashige, 1977).

Explantes de tecidos novos, ainda sob divisão celular, em geral formam

calo mais prontamente do que as partes mais velhas da planta, havendo maior

probabilidade de que este seja organogênico. Explantes retirados de órgãos

novos também possuem maior capacidade de induzir organogênese direta

(George, 1993).

Em plantas lenhosas, os tecidos jovens são usados predominantemente

como fonte de explantes devido a seu grande potencial regenerativo. A
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organogênese a partir de explantes oriundos de plantulas tem sido reportado em

Citrus spp (Barlass & Skene, 1982) e carambola (Litz & Conover, 1980).

A organogênese em Annonaceae tem recebido pouca atenção e somente um

limitado sucesso tem sido reportado na literatura. Rasai et ai. (1994) reportaram

a indução de brotações múltiplas de hipocótilo excisado de plantulas de atemóia

cv "African Pride". O número máximo de brotações por explante foi obtido

quando se utilizaram secções da parte distai (próximo a raiz) do hipocótilo. Em

Annona cherimola cv "Concha Lisa", Jordan (1988) também reportou a

formação de brotações múltiplas a partir de segmentos do hipocótilo. As

brotações adventícias 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 hipocótilo de plantulas

obtidas através de sementesgerminadas in vitro.

5 MATERIAL E MÉTODOS

5.1 Organogênese direta em folhas de Annona glabra L, Annona squamosa

L e Annona bahiensis St. Hill.

5.1.1 Assepsia e obtenção dos explantes.

As sementes de Annona squamosa foram descontaminadas, conforme

procedimento descrito no item 5.6 do capítulo II e a assepsia dos segmentos

nodais deA. bahiensis e A. glabra seguiram o procedimento descrito no item 5.5

do referido capítulo.

Sementes de Annona squamosa foram germinadas in vitro em meio WPM

suplementado com 10 g.L"1 de sacarose, 7 g.L"1 de ágar e pH ajustado para 5,7
antes da autoclavagem. Após a inoculação, as sementes foram mantidas em sala

de crescimento com temperatura de 25° ± 3 °C sob baixa radiação fotossintética

ativa (2-5 umol. m^.s"1) por um período de 15 dias após a germinação. 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 brotações in vitro de segmentos nodais, mantidos em tubos de ensaio

completamente vedados durante 5 semanas, em meio WPM suplementado com

30 g.L"1 de sacarose e 8,88 p.M BAP, solidificado com 7 g.L"1 de ágar e pH

ajustado para 5,7 antes da autoclavagem. Após a inoculação, os segmentos

nodais foram mantidos sob radiação fotossintética ativa de 45-56 umol.m"2.s"

fornecidos por lâmpadas florescentes frias, fotoperíodo de 16h e temperatura de

25°±3°C.

5.1.2 Meio básico e condições de incubação.

Os explantes, foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL do

meio WPM enriquecido com 30 g.L"1 de sacarose e diferentes combinações de

BAP e ANA e solidificado com 7 g.L"1 deágar. O pH do meio foi ajustado para

5,7 antes da autoclavagem. Após a inoculação, as culturas foram mantidas em

sala de crescimento sob radiação fotossintética ativa de 45-56 pmol.m" .s*

fornecidos por lâmpadas florescentes frias, fotoperíodo de 16h e temperatura de

25°±3°C.

A organogênese foi induzida através do efeito de diferentes combinações 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 repetições, sendo cada repetição constituída de um tubo (um

explante/ tubo).

Foi avaliado também o efeito do tipo de explante sobre a organogênese,

inoculando-se folhas definitivas e cotiledonares de A. squamosa em diferentes

combinações de BAP (2,22; 4,44; 8,88 e 17,76 uM) e ANA (0,00; 1,34; 2,68;
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5,37 uM). Cada tratamento era formado por 8 repetições, cada uma constituída

por um tubo (um explante /tubo).

Foram avaliadas as percentagens de calos e brotações induzidas. A

calogenese foi avaliada aos 30 dias após a inoculação e as brotações adventícias,

aos 30 e 60 dias após a inoculação.

5.2 Indução de múltiplas brotações adventícias em hipocótilo e epicótilo de

Annona squamosa L.

5.2.1 Assepsia e obtenção dos explantes.

As sementes de Annona squamosa foram descontaminadas e inoculadas no

substrato Plantmax® da Eucatex, conforme procedimentos descritos no item 5.6

do capítulo II.

Após a germinação, as plantulas foram mantidas em sala de crescimento

sob baixa radiação fotossintética ativa (2-5 umol. m^.s*1) durante 15 dias. O

hipocótilo foi decapitado exatamente abaixo do primeiro par de folhas

cotiledonares e acima da radícula e dividido em segmentos com comprimento

entre 15 e 20 mm. O epicótilo 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.

5.2.2Meiobásico e condições de incubação.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL do

meio WPM enriquecido com 30 g.L'1 de sacarose e diferentes concentrações de
BAP (0,00; 2,22; 8,87; 17,74; 35,48 uM) e solidificado com 7 g.L*1 de ágar. O

pH do meio foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem. Após. a inoculação dos

explantes, as culturas foram mantidas sob radiação fotossintética ativa de 45-56

umol.m* .s"1 fornecidos por lâmpadas florescentes frias, fotoperíodo de 16h e
temperatura de 25 ° ± 3 °C.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com

arranjo em fatorial 2x5 (em que 2 representa os tipos de explantes utilizados e 5

as concentrações de BAP), com 5 repetições, sendo cada repetição formada por

4 tubos (um explante / tubo).

Foram avaliados a porcentagem de calos e brotações formadas, o número

médio de brotações, o tamanhos e o número de entrenós da maior brotação, aos

30, 45 e 60 dias após a inoculação.

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO

6.1 Organogênese direta em folhas de Annona glabra L, Annona squamosa

L e Annona bahiensis St. Hill.

Os explantes de Annona squamosa e Annona bahiensis apresentaram

organogênese direta sem formação de calos e em algumas combinações de BAP

e ANA houve formação de calos na base do explante. Em todas as combinações,

observou-se que o fator genótipo teve a maior contribuição na indução de

brotações adventícias. Nenhuma combinação entre BAP e ANA foi capaz de

induzir brotaçõesem folhas definitivas de A glabra (Tabela 1).

A proliferação de gemas adventícias foi evidente na base dos explantes

foliares 20-30 dias após a inoculação. Brotações originaram-se diretamente das

protuberâncias formadas na base da folha e não foi observada a fase

intermediária de calo (Figura 1).

As folhas de Annona glabra apresentaram incapacidade para a produção de

brotações adventícias e trinta dias após a inoculação os explantes estavam

completamente amarelados. Os explantes utilizados eram provenientes de

brotações com cinco semanas de idade, mantidas em tubos totalmente vedados.

Nessas condições, provavelmente, para essa espécie, o processo de senescencia

já estava desencadeado e as células já nãoestavam maiscompetentes.
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TABELA 1- Efeito de interação BAP e ANA sobre a porcentagem de calos aos
30 dias (C), porcentagem de brotações, 30 (BI) e 60 dias (B2)
após a inoculação, em folhas intactas de Annona squamosa L (z),
Annona bahiensis St. Hill.*"* eAnnona glabra L (x). Lavras - MG,
2002.

Espécie BAP (uM)

2^2 ÃÃÃ M8 17/76
~~C BI B2 ~C BI B2 C BI B2~ C BI B2~

0,00 uM ANA

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

A. bahiensis

A . glabra

1,34 uJvl ANA ~

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

A. bahiensis - -50 50- -50

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

2,68 uM 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 -.___

,XJ Explantes provenientes deplantas germinadas invitro.
we(í Explantes provenientes de brotações in vitro de segmentos nodais.
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FIGURA 1- Aspectosda indução de brotações adventícias em folhas definitivas
de Annona bahiensis St. Hill. (A, B) e Annona squamosa L (C, D)
120 dias após a inoculação. Lavras - MG, 2002. Barra = lOmm.

A citocinina e a auxina agem sinergisticamente para produzir brotações

vigoras em A. squamosa e A. bahiensis in vitro. A resposta morfogenica de

explantes foliares, para diversas combinações de BAP e ANA, tem sido descrita
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em Annona squamosa por Nair et ai. (1984) e Lemos & Blake (1996) em meio

MS, que obtiveram múltiplas brotações em explantes foliares estimulados por

BAP e cinetina.

O tipo de explante usado é um fator importante na indução de brotações. As

folhas cotiledonares apresentaram maior potencial organogênico, sendo,

portanto, uma excelente fonte de explantes para a micropropagação de Annona

(Tabela 2). Em baixas concentrações de BAP observou-se maior indução de

brotações, independentemente da concentração de ANA. Os maiores números de

gemas (dados não mostrados) e brotações foram observados em explantes

oriundas de folhas cotiledonares, as quais apresentavam também maior

capacidade organogênica em relação às folhas definitivas deAnnona squamosa

TABELA 2- Efeito de interação BAP e ANA sobre a porcentagem brotações
(60 dias após a inoculação) 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 ausência ou em baixas concentrações de ANA (1,34

uM), a capacidade organogênica das folhas cotiledonares foi fortemente

influenciada pelo BAP. As folhas definitivas não apresentaram um padrão de

resposta à combinações entre ANA e BAP (Tabela 2), indicando a necessidade

de repetição do experimento para que sejam feitas melhores inferências. As

condições de cultivo das plantulas doadoras de explantes devem ser mais

estudas.

Os resultados aqui obtidos são relevantes, considerando que algumas

espécies de Annona apresentam dificuldade de regeneração in vitro. A indução

de organogênese foi conseguida com sucesso em folhas de Annona squamosa e

Annona bahiensis.

Com o processo de regeneração descrito nesse trabalho, dependendo do

balanço entre o BAP e ANA, a produção de gemas e brotações adventícias na

região do pecíolo das folhas de A. squamosa atingiu 100%. Esses resultados

corroboram aqueles reportados por Nair et ai. (1984) para a espécie A.

squamosa. De acordo com esses autores, a porção da folha utilizada como

explante é um fator muito importante na formação de brotações, sendo a base da

folha com o pecíolo a região mais responsiva na indução de brotações. Os

valores encontrados aqui são maiores quando comparados com outras espécies.

Hervé et ai. (2001) reportam que apenas 10% das folhas de um clone elite de

Eucaliptus gunnii produziram gemas adventícias.

O processo de organogênese nas espécies A. squamosa e A. bahiensis ocorre de

maneira semelhante (Figura 2). Inicialmente, uma protuberância é formada

próximo ao pecíolo da folha, seguida de iniciação das gemas na

superfície da mesma. Os tipos de células presentes nessas protuberâncias não

foram identificadas nesse estudo.
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tIGUrA 2- Aspectos da indução de brotações adventícias em folhas
cotiledonares de Annona squamosa L. 120 dias após a inoculação
Lavras - MG, 2002. Barra = lOmm.

Aperspectiva fisiológica dos processos celulares associados àmorfogênese
não foi tema de estudo neste trabalho mas, diante de respostas pouco
homogêneas observadas para as três espécies, torna-se relevante reportar a
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literatura sobre estes processos, para melhor entendimento das variações

observadas.

O aparecimento de gemas adventícias é explicado por Van Amold &

Hawes (1989) como decorrente de meristemóides originados pela diferenciação

de tecidos epidérmicos e sub-epidérmicos, ocasionado pela ação de citocininas.

Somente células com receptores específicos são capazes de ligar-se ao BAP

recebendo, assim, o estímulo para disparar o processode morfogênese (Osbome,

1984). Estas células existem em diferentes níveis de competência, requerendo

períodos variados de exposição 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 alterações do material genético. O processo de

regeneração de organogênese direta em folhas de A. squamosa e A. bahiensis

descrito nesse trabalho é o primeiro passo para estudos posteriores de análise da

integridadegenética e molecular dessas espécies.

6.2 Indução de múltiplas brotações adventícias em hipocótilo e epicótilo de

Annona squamosa L.

Brotações adventícias formaram-se diretamente em toda a extensão do

hipocótilo, enquanto no epicótilo, as brotações ocorreram somente na

extremidade apical do explante. Houve formação de 100% de calos na base de

ambos os tipos de explantes, em todas as concentrações de BAP utilizadas.

Embora não tenha sido observado formação de calos na ausência de BAP, este

afetou diretamente o tamanho e número de entrenós das brotações. O aumento

na concentração de BAP reduziu o tamanho e o número de entrenós das

brotações, sendo que as maiores brotações (28,5mm) foram obtidas com a menor

concentração de BAP (Tabela 3).
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TABELA 3- Porcentagem de calos, comprimento e número de entrenós da
maior brotação em hipocótilo (H) e epicótilo (E) de Annona
squamosa L em função da concentração de BAP utilizada.
Lavras - MG, 2002.

BAP Calos na base Comprimento da N5 de entrenós

(uM) do explante (%) maior brotação (mm) da maior brotação

H E H E H E

2,22 100,0 100,0 28,4 14,0 4,6 3,0

8,87 100,0 100,0 25,0 13,4 3,6 3,0

17,74 100,0 100,0 21,4 9,8 3,2 2,4

35,48 100,0 100,0 8,0 8,6 2,0 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 correlação direta entre

concentração de BAP e o tamanho do calo formado (dados não mostrados),

sendo detectado um aumento do tamanho do calo com o incremento na dose do

regulador.

O número de brotações formadas no hipocótilo foi sempre menor que o
número degemas induzidas e em muitos explantes as gemas nãodesenvolveram.

Aprodução de gemas que originaram brotações foi mais alta nas concentrações
mais baixas deBAP (dados não apresentados).

O número de brotações formadas no epicótilo aumentou com o incremento

na concentração de BAP. Para a regeneração a partir do hipocótilo, a

concentração de 8,87 uM BAP induziu o maior número de brotações (4,47) e
diferiu significativamente do controle e da concentração 2,22 uM BAP (Tabela
4).

A comparação dos dois tipos de explantes mostra que o potencial
regenerativo do hipocótilo é maior que o do epicótilo. Quando induzidos com

8,87 uM BAP, os segmentos de hipocótilo produziram 4,47 brotações por
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TABELA 4- Dados cumulativos do número de brotações em hipocótilo e
epicótilo de Annona squamosa L em função da concentração de
BAP utilizada e da fonte deexplante. Lavras - MG, 2002.

Dias após a inoculação

BAP (uM) 30 45 60 Média

Hipocótilo

8,87 4,20 4,20 5,00 4,47 az

17,74 3,40 3,40 3,40 3,40 ab

35,48 2,40 2,80 3,40 2,87 abe

2,22 2,40 2,40 2,20 2,33 bc

0,00 1,60 1,60

Epicótilo

1,60 1,60 c

35,48 2,00 2,40 3,20 2,53 a2

17,74 2,00 2,40 3,00 2,47 a

8,87 1,80 1,80 2,40 2,00 a

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, não
difere entre si pelo teste de Tukey. P< 0,05.

explante contra 2,0 do epicótilo, diferenciando de maneira significativa (P<

0,05) (Tabela 5).

Pelo menos para os segmentos de hipocótilo, observou-se uma tendência à

redução no número de brotações por explantes quando a concentração de BAP

foi superior a 8,87 uM.

A obtenção de múltiplas brotações adventícias, via organogênese direta,

através da utilização de segmentos de hipocótilo e epicótilo de A. squamosa,

pode ser facilmente induzida com o BAP (Figura 3). Os resultados encontrados

corroboram Rasai et ai. (1994), que reportaram a indução de múltiplas brotações
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em hipocótilos excisados de atemóia cv. 'African Pride'. O número máximo de

gemas verificadas nessa cultivar foi de 12,6 por explante na parte distai do

hipocótilo inoculado em meio MS suplementado com 8,87 uM BAP e 0,46 uM

cinetina e o incremento do nível de BAP acima 8,87 uM decresceu o número de

gemas, o comprimento das brotações e o peso fresco das brotações. A formação

demúltiplas brotações em segmentos dehipocótilo sem passar pela fase de calo

TABELA 5- Dados cumulativos do número de brotações em hipocótilo e
epicótilo de Annona squamosa L em função da fonte de explante
e das concentrações de BAP utilizadas. Lavras - MG, 2002.

Dias após a inoculação

Tipo de explante 30 45 60 . Média

0.00 uM BAP

Hipocótilo 1,60 1,60 1,60 1,60 a2

Epicótilo 0,80 0,80 0,80 0,80 a

2.22 uM BAP

Hipocótilo 2,40 2,40 2,20 2,33 a

Epicótilo 1,40 1,60 1,60 1,53 a

8.87 uM BAP

Hipocótilo 4,20 4,20 5,00 4,47 a

Epicótilo 1,80 1,80 2,40 2,00 b

17.74 uM BAP

Hipocótilo 3,40 2,60 3,80 3,60 a

Epicótilo 2,00 2,40 3,00 2,47 a

35.58 uM BAP

Hipocótilo 2,40 2,80 3,40 2,87 a

Epicótilo 2,00 2,60 3,20 2,60 a

Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, para cada concentração de BAP.
nãodiferem entre si pelo testede Tukey. P£ 0,05.
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Figura 3. Aspectos morfológicos de brotações adventícias em segmentos de
hipocótlio (A) e epicótilo (B) de Annona squamosa L. 45 dias após a
inoculação. Barra = 10 mm.

também foi reportada por Jordan (1988) e as maiores percentagens de brotações

adventícias foram obtidas em meio MS suplementado com os reguladores BAPe

ANA (8,87 e 2,68 uM, respectivamente).

A formação de brotações na extremidade apical dos segmentos de epicótilo

está diretamente relacionada com a concentração de BAP. Houve beneficio de

altas concentrações desse fitorregulador sobre o número de brotações em
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segmentos de epicótílos de Citrus, para os quais a concentração próxima do

nível ótimo para a regeneração de brotações adventícias está entre 4,44 e 17,76

uM (Durán Vila et ai., 1989; Maggon & Singh, 1995; Moreira-Dias et ai., 2000,

2001). A melhor condição para regeneração de brotações de Citrus foi obtida

nas concentrações mais elevadas de BAP, mas entre os tratamentos, as

diferenças, embora aparentemente expressivas, não foram significativas quando

comparadas pelo teste de Tukey (Tabela 4). Entretanto, Lemos & Blake (1996)

reportaram que em segmentos e hipocótilo de A. squamosa, quando inoculados

em meio de cultura com concentrações superiores a 35 pM BAP, esse regulador

inibiu a formação de gemas. O número de gemas reduziu significativamente com

o incremento da concentração de BAP, sugerindo que a citocinina não era

necessária para a iniciação das gemas adventícias. Entretanto, Lemos & Blake

(1996) destacam que, devido ao grande número de gemas adventícias produzidas

nos explantes, o crescimento posterior é muito lento. Portanto, os autores

concluíram que o BAP pode aumentar a porcentagem de conversão de gemas em

brotações, favorecendo o crescimento.

A capacidade de produzir brotações regeneradas que enraízam quando

excisadas é um fator primário para a micropropagação. Otamanho das brotações

em segmentos de hipocótilo e epicótilo foi inversamente proporcional à

concentração de BAP utilizada. As maiores brotações em hipocótilo (26,4 mm)e

epicótilo (14,0 mm) foram obtidas com o menor nível de BAP (2,22 uM )

(Tabela 3). Em Citrus, o tamanho das brotações formadas é um fator limitante

na micropropagação (Durán Vila et al.f 1989). Em adição ao efeito do BAP

(Tabelas 3 e 4), o comprimento das brotações adventícias nas seções de

hipocótilo parece ser limitado pelo suplemento nutricional, já que esse

parâmetro é inversamente relacionado com onumero de brotações.
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Futuros trabalhos devem ser conduzidos para determinar o comprimento

ideal das brotações a serem utilizadas com sucesso para a indução do

enraizamento.

7 CONCLUSÕES

a) As folhas cotiledonares apresentam maior potencial organogênico para a

micropropagação de Annona squamosa.

b) O uso de folhas jovens intactas mostrou-se promissor com fonte de

explante para proliferação de brotações adventícias, 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 hipocótilo é maior que o do epicótilo e as

brotações formadasnos hipocótilo são mais vigorosas.

d) Brotações adventícias formam-se diretamente em toda a extensão dos

segmentos de hipocótilo, enquanto, nos segmentos de epicótilo, ocorrem

somente na extremidade apical, quando esses são induzidos com uma pequena

concentração de BAP (2,22 uM).
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CAPITULO IV

INFLUÊNCIA DA POLARIDADE DO EXPLANTE NA

RESPOSTA MORFOGENICA DE SEGMENTOS DE

HIPOCÓTILO E EPICÓTÍLOS DE ANNONA SQUAMOSA L.



1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Influência da polaridade do explante na
resposta morfogenica de segmentos de hipocótilo e epicótílos de Annona
squamosa L. In: . Controle da morfogênese in vitro em algumas
espécies de Annonaceae. 2003. p. 86-99. Tese. (Doutorado em Fisiologia
Vegetal) - Universidade Federal deLavras, Lavras, MG.

O trabalho teve como objetivos avaliar, sob condições in vitro, a influência
da polaridade de explantes na resposta morfogenica. Segmentos de hipocótilo e
epicótilo de Annona squamosa L. foram inoculados em meio de cultura WPM
acrescido de 8,87 uM BAP e 250 mg.L*1 de benomyl nas seguintes orientações:
horizontalmente sobre a superfície do meio de cultura, verticalmente no meio na
posição normal ou na posição invertida (somente hipocótilo), em tubos de ensaio
fechados com tampa plástica (selada ou nãocom a película de PVC) e tampão de
algodão. Após a inoculação, os tubos contendo os explantes foram mantidos
sala de crescimento sob radiação fotossintética ativa de 45-56 umol.s" .m* a 25
± 3 °C. A análise dos resultados mostrou que polaridade dos explantes afetou a
organogênese e o maior número de brotações (8,30 por explante) foi obtido em
hipocótilos inoculados na posição vertical normal. Não houve influência
significativa da forma de fechamento dos tubos na resposta morfogenica dos
explantes. A inoculação de segmentos de hipocótilos e epicótílos na orientação
vertical constituiu um método eficiente para a regeneração de plantas de A.
squamosa.
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2 ABSTRACT

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Influence of the explant orientation on
morphogenic response of hypocotyl and epicotyl segments oiAnnona squamosa
L. In: . Control of the in vitro morphogenesis in some Annonaceae
species. 2003. p. 86-99. Thesis. (Doctorate in Plant Physiology) - Federal
University ofLavras, 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 médium supplemented with 8.87
uM BAP and 250 mg.L"1 benomyl in three orientations: placed horizontally on
the médium surface, inserted vertically in the normal 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 umol.s*'.m*2 and
temperature of 25 ± 3 °C. Resuits 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 ofA. squamosa.
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3 INTRODUÇÃO

A posição do explante sobre o meio de cultura parece desempenhar função

importante na calogenese e organogênese. Os explantes inoculados in vitro

normalmente exibem uma acentuada polaridade na proliferação celular e na

morfogênese. Isso pode está relacionado com a posição ei ou orientação que

órgão ou pedaço de tecido tem na planta intacta e também com sua orientação

dentro do recipiente de cultivo. A polaridade de regeneração varia com o

genótipo (até entre variedades dentro de uma mesma espécie) e pode, às vezes,

ser revertido pelo tratamento com reguladores decrescimento (George, 1993).

Uma explicação geral para a polaridade é que quando um segmento de

tecido é cortado, a unidade fisiológica é perdida. Isso pode causar a

redistribuição de algumas substâncias, provavelmente auxinas, o que explica as

respostas diferentes nocrescimento (Hartmann et ai., 1997).

O trabalho teve como objetivos avaliar, sob condições in vitro, à influência

da polaridade de explantes de hipocótilo e epicótilo de Annona squamosa L na

resposta morfogenética.

4 REFERENCIAL TEÓRICO

Quando um órgão completo é secionado em pedaços, os vários segmentos

diferem na sua capacidade morfogenica. Existe, freqüentemente, um gradiente

na morfogênese nas segmentos progressivas. Por exemplo, segmentos de 5 mm

do meio do hipocótilo de Helianthus annuus são os melhores explantes para se

obter calo capaz de regenerar brotações adventícias (Grecco et ai., 1984). Em

Citrus sinensis 'Valencia', a capacidade morfogenica do epicótilo decresce à

medida que seafasta docotilédone (Burger & Hackett, 1986).
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Em macieira cv. "Delicious", maior produção de brotações axilares foi

verificada quando os explantes foram posicionados na forma invertida, no meio

de cultura, do que na posição correta (Zimmerman & Fordhan, 1989). Segundo

Byeong et ai. (1987), o posicionamento horizontal do explante no meio de

cultura aumentou significativamente o número total de brotações. A regeneração

in vitro a partir de hipocótilo tem sido reportado em algumas espécie de Annona

(Rasai et ai., 1995) e em outras frutíferas, como os Citrus (Garcia-Luiz et ai.,

1999).

A polaridade natural de eventos regenerativos é normalmente atribuída ao

movimento de substâncias reguladoras do crescimento no interior da planta,

principalmente o transporte polar da auxina A1A. A adição de auxinas e

citocininas no meio de cultura pode reforçar a polaridade normalmente

observada no explante, induzindo regeneração de partes não responsivas de

órgão ou conduzindo ao desaparecimento ou reversão da tendência polar

(George, 1993).

5 MATERIAL E MÉTODOS

5.1 Assepsia e obtenção dos explantes.

As sementes de Annona squamosa foram descontaminadas e inoculadas no

substrato Plantmax® da Eucatex, conforme procedimentos descritos no item 5.6

do capítulo II.

Após a germinação, as plantulas foram mantidas em sala de crescimento

sob baixa radiação fotossintética ativa (2-5 umol. m^.s"1) durante 15 dias. O

hipocótilo foi decapitado exatamente abaixo do primeiro par de folhas

cotiledonares e acima da radícula e dividido em segmentos com comprimento

entre 15 e 20 mm. O epicótilo 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 10e 15 mm.

5.2 Meio básico e condições de incubação.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10mL de meio

WPM, enriquecido com 30 g.L"1 de sacarose, 8,87 uM BAP, 250 mg.L*1 de
benomyl e soüdificado com 7 g.L"1 ágar. O pH foi ajustado para 5,7 antes da

autoclavagem. Após a inoculação dos explantes, as culturas foram mantidas sob

radiação fotossintética ativa de 45-56 umol.m'2.s"', fornecidos por lâmpadas

florescentes frias, fotoperíodo de 16h e temperatura de 25 °± 3°C.

Em um primeiro experimento, segmentos de hipocótilo com comprimento

entre 10 e 15 mm foram inoculados no meio de cultura em três orientações: 1)

horizontalmente sobre a superfície do meio de cultura, 2) verticalmente na

posição 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 posição 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 hipocótilo e

epicótilo com comprimento entre 10 e 15 mm, os quais foram inseridos no meio
nas seguintes posições: 1) horizontalmente sobre a superfície do meio de cultura

e 2) verticalmente na posição 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 três tipos de fechamento

dos tubos de ensaio: tampa plástica com a película de PVC, tampa plástica sem a

película de PVC e tampão dealgodão.

91



O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. No

primeiro experimento foi utilizado um esquema fatorial 3x3 (em que 3

representa os tipos de orientações e de selamento dos tubos) com 4 repetições,

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 orientações

e 3, os tipos de selamento) com 2 repetições, sendo cada parcela formada por 4

tubos (um explante/ tubo).

Foram avaliados o número de brotações por explante e a percentagem de

explantes resposivos, 45 dias após a inoculação.

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO

A interação "orientação dos explantes x tipos de selamento" foi

significativa para a percentagem de explantes responsivos (P< 0,05). O efeito

isolado da orientação dos explantes foi altamente significativo para o número de

brotações (P< 0,01) e percentagem de explantes responsivos (P< 0,01) (Tabela

1). Os segmentos de hipocótilo inseridos verticalmente no meio na orientação

normal emitiram maior número de brotações adventícias (8,30 por explante) e a

maior percentagem de explantes responsivos (72,25), diferindo

significativamente dos segmentos inoculados na posição horizontal (Tabela 2).

Observou-se que, em qualquer orientação dos segmentos, a formação das gemas

e brotações adventícias ocorreu ao longo do segmento.

Nos segmentos inseridos verticalmente no meio na orientação invertida,

verificou-se que a extremidade apical, em contato com o meio, formou um calo

não friável e vigoroso, embora o número de gemas tenha sido menor (dados não

mostrados). Todavia, o número de brotações não diferiu estatisticamente de

segmentos inoculado verticalmente na orientação normal. O menor número de
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brotações (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 análise de variancia para número médio de brotações e
percentagem de explantes responsivos provenientes hipocótilos de
Annona squamosa L., em diferentes tipos de orientações e
selamentos. Lavras - MG, 2002.

Fonte de variação GL

Número de

brotações2

Quadrados médios

Explantes

responsivos'

Orientação 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 *

Resíduo 27 0,1452 1,2988

CV. (%) 14,31 14,86

ns -Não-significativo ao nível de 5%de probabilidade pelo tcslcF.
* - Significativo ao nível de 5%de probabilidade pelolesteF.
** - Significativo ao nível de 1%de probabilidade pelo lesteF.

z- Dadosoriginaistransformados em Vx +1.

TABELA 2- Número médio de brotações e percentagem de explantes
responsivos provenientes de hipocótilos de Annona squamosa
L., em diferentes tipos de orientações . Lavras - MG, 2002.

Tipo de orientação Número médio brotações Explantes responsivos (%)

Vertical

Horizontal

Invertido

8,30 a'

4,49 b

6,11a

72,25 a

44,44 b

63,91 a

*- Médias seguidas pela mesma letra, cmcada coluna, nãodiferem entre si ao nível de
5% de probabilidade pelo leste de Tukey.
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Não houve diferença significativa entre os três tipos de selamentos no

número de brotações e na percentagem de explantes responsivos (Tabela 3).

Entretanto, o tampão de algodão promoveu maior evaporação do meio de

cultura, o que ocasionou redução no potencial hídrico do substrato e,

conseqüentemente, diminuição no tamanho das brotações (dados não

mostrados).

TABELA 3- Número médio de brotações e percentagem de explantes
responsivos provenientes de hipocótilos de Annona squamosa
L., em diferentes tipos de selamentos . Lavras - MG, 2002.

Tipo de selamento Número médio de Explantes responsivos

brotações (%)

Tampa plástica sem PVC 6,80 az 61,13 a

Tampa plástica com PVC 6,44 a 58,34 a

Tampão de algodão 5,66 a 61,13 a

z - Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, não diferem entre si ao nível de
5% de probabilidade pelo tesle de Tukey.

Com relação à origem do explante, a interação dupla "origem do explante x

orientação do explante" foi altamente significativa para número de brotações por

explante (P< 0,01). A interação tripla "origem do explante x orientação do

explante x tipos de selamentos" foi significativa para percentagem de explantes

responsivos (P< 0,05). Para os dois parâmetros avaliados (número de brotações

por explante e percentagem de explantes resposivos) não foi verificado efeito

isolado de tipos selamento, enquanto os fatores origem e orientação dos

explantes isoladamente foram altamente significativos(Tabela 4).

Os segmentos de hipocótilo mostraram-se com maior capacidade

organogênica, independentemente do tipo de orientação, do que aqueles de

epicótilo. O maior valor para hipocótilo (8,30) foi superior a seis vezes aquele
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TABELA 4- Resumo da análise de variancia para número médio de brotações e
da percentagem de explantes responsivos hipocótilos e epicótílos
provenientes de Annona squamosa L., em diferentes tipos de
orientações e selamentos. Lavras - MG, 2002.

Fonte de variação GL Quadrados médios

Número de Explantes responsivos

brotações7 (%r

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

Orientação 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 3,5173 ns

BxC 2 0,1134 ns 23,8401 **

AxBxC 2 0,0559 ns 11,1168*

Resíduo 36 0,1353 3,1871

CV. (%) 17,68 26,54

ns -Não-significativoao nível de 5% de probabilidadepelo teste F.
* - Significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo leste F.
** - Significativoao nível de 1%de probabilidade pelo teste F.

z- Dadosoriginais transformados em VX" +1.

encontrado para os segmentos de epicótilo (1,27), quando inoculados na posição

vertical (Tabela 5). A percentagem de explantes responsivos de hipocótilos não

diferiu entre os tipos de selamento, dentro de cada tipo de orientação. Na

comparação de tipos de explantes, os resultados mostram que os segmentos de

hipocótilo são mais responsivos que os de epicótilo, independentemente da

orientação do explante ou do tipo de selamento dos tubos (Tabela 6).

Tecidos oriundos de seedlings de A. cherimola mostram grande potencial

regenerativo (Tazzari et ai., 1990). A regeneração de brotações de hipocótilo tem
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TABELA 5- Número médio de brotações provenientes de hipocótilos e
epicótílos de Annona squamosa L., em diferentes tipos de
orientações do explante . Lavras - MG, 2002.

Origem de explante Orientação do explante

Vertical Horizontal

Hipocótilo

Epicótilo

8,30 AV 4,49 B a

1,27 A b 1,36 A b

z - Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, cm cada linha, não diferem entre si ao
nível de 5 % de probabilidade pelo tesle de Tukey.
y - Médias seguidas pela mesma letra minúscula, em cada coluna, não diferem entre si
ao nível de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

TABELA 6- Percentagem de explantes responsivos provenientes de hipocótilos
e epicótílos de Annona squamosa L., em função da origem e da
orientação do explante e dos tipos de selamento . Lavras - MG,
2002.

Origem Orientação do explante

de Vertical Horizontal

explante Tampa Tampa Tampão Tampa Tampa Tampão

com sem de com sem de

PVC PVC algodão PVC PVC algodão

Hipocótilo 83,35azAy 75,00 aA 66,70 aA 41,62 aA 50,00 aA 58,35 aA

Epicótilo 66,67 aA 66,70 aA 24,97 bB 24,97 aA 16,65 aB 24,97 aB

z- Médias seguidas pela mesma letra minúscula, em cada coluna, não diferem entre si,
ao nível de 5 % de probabilidade, pelo tesle de Tukey.
y - Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, em cada linha, dentro de cada tipo de
orientação, não diferem entre si, ao nível de 5 %de probabilidade, pelo teste de Tukey.

sido reportado para espécies de Annona. Rasai et ai. (1994) mostraram que a

formação de múltiplas brotações, sem a passagem pela fase de calo, foi possível

em segmentos de hipocótilo de A. cherimola cv. 'Concha Lisa' (Jordan, 1988) e

A. squamosa (Lemos & Blake, 1996), A. muricata (Bejoy & Hariharan, 1992) e
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atemóia cv. 'African Pride' (Rasai et al.f (1994). O número médio de brotações

por explante (6,80) é superior àquele encontrado por Bejoy & Hariharan (1992).

Esses autores reportaram que uma média de 4,8 brotações por explante foi

alcançada em meio MS suplementado com 8,87 uM BAP e 0,54 uM ANA. Em

concentrações superiores, de acordo com os mesmos autores, houve indução de

poucas brotações.

Nos segmentos de epicótílos, observou-se que quanto mais próximo do nó

cotiledonar, maior o número de gemas e brotações (dados não mostrados). Essa

correlação inversa entre distância do nó cotiledonar e número de gemas também

foi verificado em "Troyer citrange" por Moreira-Dias et ai. (2001). A razão para

essa perda na regeneração à medida que se distancia do nó cotiledonar até o

momento não foi determinada. Gunkel et ai. (1972) demonstraram a importância

do transporte de fitorreguladores notecido vascular ao anulara polaridade coma

adição de reguladores de crescimento no meio. Com base nessas informações,

pode-se inferir que a influência da polaridade no potencial morfogenético é um

fenômeno provavelmente ligado ao transporte de fitorreguladores.

Até o momento, os estudos aqui reportados referem-se ao primeirotrabalho

que descreve a regeneração de brotações adventícias a partir de segmentos de

epicótílos de Annona. Em outras espécies, principalmente em Citrus, a

regeneração de brotações em epicótílos, sem a passagem pela fase de calo, já foi

reportado (Garcia-Luis, et ai., 1999).

Em resumo, esse trabalho demonstra que a inoculação de segmentos de

hipocótilos e epicótílos na orientação vertical, constituindo um método eficiente

para a obtenção de brotações adventícias em segmentos de hipocótilos de

A.squamosa. Adicionalmente, esse procedimento de regeneração de brotações a

partir de segmentos de hipocótilos e epicótílos constitui mais uma fonte para a

micropropagação de espécies de Annona, principalmente aquelas com base

genética estreita.
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7 CONCLUSÕES

A melhor resposta morfogenica é obtida quando os segmentos de

hipocótilos de Annona squamosa são inoculados na orientação vertical normal,

independentemente do tipo de selamento dos tubos de ensaio. A inoculação dos

explantes na posição horizontal reduz à metade a expressão do potencial

organogênico.
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CAPITULO V

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



1. RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Fatores que afetam a morfogênese in vitro
em segmentos nodais de Annonaceae. In: . Controle da morfogênese 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 indução,
crescimento e desenvolvimento de brotações em segmentos nodais de
Annonaceae. No primeiro experimento, segmentos nodais de Annona glabra L.
foram inoculados em meio de cultura WPM suplementado com diferentes
concentrações (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 caulijlora Mart., Annona coriacea Mart., e Rollinia sylvatica St. Hill.
foram inoculados em meio WPM acrescido de 8,87 uM de BAP, 250 mg.L"1 de
benomyl e 87,64 mM de diferentes fontes de carbono (glicose, sacarose, frutose,
galactose, sorbitol e maltose). No último experimento, segmentos nodais de A.
glabra foram inoculados em meio WPM suplementado com diferentes
concentrações de sacarose (0,00; 29,21; 58,63 e 116,84 mM) e carvão ativado
(0,0 e 2,0 g.L"1) e 250 mg.L"1 de benomyl e foram avaliados também dois tipos
de fechamento dos tubos de ensaio (tampa com película de PVC e tampão de
algodão). Após a inoculação, os tubos contendo os explantes foram mantidos
sala de crescimento sob radiação fotossintética ativa de 45-56 umol.s" .m" a 25
± 3 °C. Os resultados mostraram que entre as citocininas testadas, o BAP é o
que promoveu as melhores respostas na indução de brotações em segmentos
nodais de A. glabra. O TDZ induziu brotações em forma de roseta, sendo
inadequado para a espécie em questão. O aumento na concentração de citocinina
de 17,76 para 35,62 uM no meio de cultura teve um efeito negativo sobre o
comprimento das brotações e sobre a porcentagem de explantes responsivos. A
fonte de açúcar influenciou as variáveis: número de folhas, comprimento e
matéria seca das brotações das espécies A. bahiensis, A. caulijlora, A. coriacea,
A. glabra e R. sylvatica. Aaeração dos recipientes de cultura foi um dos fatores
que mais contribuiu na morfogênese in vitro na indução e crescimento de
brotações de A. glabra. A mudança do modo tradicional de fechamento dos
tubos para o selamento alternativo contribuiu com acréscimos significativos no
crescimento das brotações, além de controlar a processo de abscisão foliar. A
aeração das cukuras, combinada com uma redução no conteúdo de sacarose no
meio de cultura para 58,42 ou 29,21 mM, trouxe ganhos de 17 e 23 vezes na
matéria seca das brotações, respectivamente. Os beneficios encontrados com o
uso do tampão de algodão no fechamento dos recipientes de cultura foram
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similares àqueles obtidos com o uso de ventilação forçada ou com a adição no
meio de cultura de compostos inibidores da ação do etileno. Esse trabalho
forneceu uma contribuição original para a micropropagação de Annonaceae com
importância econômica; foi apresentada uma altemativa acessível e
economicamente viável para resolver o problema da abscisão foliar precoce,
principal problema ligado à propagação in vitro de várias espécies dessa
importante família.
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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 médium supplemented with different concentrations (17.76 or 36.52 uM)
and types (BAP, TDZ, kinetin) of cytokinins. In the second experiment, Annona
bahiensis St. Hill.,Annona glabra L.,Annona caulijlora Mart.,Annona coriacea
Mart. and Rollinia sylvatica St. Hill. nodal segments were inoculated in WPM
enriched with 8.87 uM BAP, 250 mg.L"1 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 médium
supplemented with different sucrose concentrations (0.00; 29.21; 58.63 or
116.84 mM), activated charcoal (0.0 or 2.0 g.L*1) and 250 mg.L"1 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 umol.s"\m'2 and temperature of 25 ± 3 °C The resuits
showed that the cytokinin BAP produced the largest number of shoots in A.
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 uM in culture médium had a
negative effect on shoot and percentage of responsive explants. The source of
carbon influenced ali 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. caulijlora, 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
médium 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
médium. This work contributed to the micropropagation of Annonaceae with
economical importance. It was presented an accessible and economically viable
altemative to solve the problem of precocious leaf abscission, a main problem to
in vitroculture of several species oftheAnnonaceae family.
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3 INTRODUÇÃO

A micropropagação é uma ferramenta tecnicamente viável para a

propagação de Annonaceae com importância econômica. Contudo, a

multiplicação em forma massiva necessita de um melhor conhecimento dos

fatores que controlam a morfogênese in vitro, principalmente a abscisão precoce

das folhas em algumas espécies importantes, o que limita a taxa de multiplicação

e o enraizamento.

Sistemas convencionais de indução de respostas morfogenéticas podem ser

melhorados manipulando in vitro os fatores que as determinam. Comumente, os

níveis de reguladores de crescimento têm sido bastante estudados em plantas

lenhosas e a variação somaclonal decorrente do uso desses químicos tem sido

reportado com frenquência. Entretanto, outros fatores como fontes e

concentrações de carbono no meio, presença de carvão ativado e o tipo de

fechamento dos recipientes de cultivo são igualmente importantes. Esses fatores

são mais fáceis e seguros de serem manipulados, contudo em Annonaceae têm

recebido pouca atenção.

O presente trabalho teve por objetivo determinar os fatores que afetam a

indução, crescimento e desenvolvimento de brotações em segmentos nodais de

Annonaceae. Os efeitos de tipos de citocininas, fontes de carbono, aeração das

culturas, sacarose e carvão ativado na morfogênese in vitro foram avaliados

através do estudo do efeito de diferentes concentrações de BAP, TDZ e cinetina

na indução e regeneração de plantas em segmentos nodais, do efeito de

diferentes fontes de carbono na indução de brotações em segmentos nodais de

Annonaceae e da influência da forma de fechamento dos tubos, das

concentrações de sacarose e de carvão ativado na indução, crescimento e

desenvolvimento de brotações in vitro de segmentos nodais de Annona glabra.
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4 REFERENCIAL TEÓRICO

A composição e a concentração dos reguladores de crescimento no meio de

cultura são fatores determinantes no crescimento e no padrão de

desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultura de tecidos. Entretanto, a

necessidade dessas substâncias varia consideravelmente com o tecido e o nível

endogeno do regulador no explante. Entre as principais classes de reguladores de

crescimento utilizados in vitro estão as citocininas.

Existem diferenças entre as diversas citocininas; porém, na regeneração das

Annonaceae, o BAP (benzilaminopurina) tem sido o mais empregado (Rasai et

aí., 1995). Individualmente ou combinado com pequenas concentrações de

outras citocininas, tais como cinetina, o BAP tem induzido a proliferação de

brotações em segmentos nodais de Annona cherimola cv. 'Concha Lisa* (Nair et

ai., 1984). O BAP isoladamente dentro da faixa de 1,0-8,8 uM é comumente

usado na maioria dos sistemas de micropropagação 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 ai., 1998) Entretanto, não há 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 alcançada quando o ambiente in vitro é o mais

próximo daquele em que as plantas crescem in vivo. Uma possibilidade é a

estimulação da fotoautotrofia, através da redução de carboidrato no meio de

cultura, aumentando a intensidade luminosa e elevando a concentração de C02

(Kozai, 1991). Uma outra possibilidade é normalizar o ambientegasoso, 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 fornece energia

metabólica e esqueletos de carbono para a síntese de polissacarídeos estruturais,

assim como qualquer composto orgânico necessário ao crescimento das células

(Caldas et ai., 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 diferenciação.

Estudos sugerem que carboidratos podem atuar diferentemente em relação à

morfogênese 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 organogênese em segmentos intemodais de A.

muricata, em meio Nitsch suplementado com BAP e ANA. Brotações

adventícias foram desenvolvidas apenas quando os explantes foram transferidos

para um meio sem regulador de crescimento contendo sacarose, galactose ou

glicose.

Em outras espécies frutíferas como a avelã (Corylus avelana L.), Yu &

Reed (1993) estudaram o efeito de cinco fontes de carbono (frutose, galactose,

lactose, glicose e sacarose) na indução de brotações em segmentos nodais e os

melhores resultados foram obtidos em meio contendo 87,64 mM de glicose.

Segundo Welander et ai. (1989), em macieira (Malus domestica) o uso do

sorbitol como fonte de carbono possibilita um melhor desenvolvimento in vitro

dos tecidos.

As principais características do ambiente gasoso in vitro nos sistemas

convencionais de cultura de tecidos são a alta umidade relativa, a grande

flutuação diurna na concentração de CO2 e o acúmulo de etileno e outras

substâncias tóxicas (Kozai et ai., 1992), que ocorrem principalmente devido à

restrição 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 condições ex

vitro e a taxa de sobrevivência no campo é baixa devido, principalmente, a uma

perda da função dos estômatos e à pouca capacidade das folhas de controlar a

perda de água. Alguns autores atribuem a deficiência no controle da perda de

água à alta umidade ou ao acúmulo de gases, tais como etileno e C02, dentro do

recipiente de cultivo (De Pruft et ai., 1985; Buddendorf-Jooten & Woltering,

1996). Um possível mecanismo para aumentar as trocas gasosas e aumentar o

fluxo transpiratório é a ventilação dos frascos de cultura através de perfurações

nas tampas ou vedando os mesmos com membranas (Buddendorf-Jooten &

Woltering, 1996) ou algodão. A aeração dos frascos de cultura reduz a

acumulação de gases, facilitando a adimatização por produzir plantas com

melhor controle da transpiração (Santamaría et ai.,2000).

A literatura sobre aeração de culturas in vitro de Annonaceae é raríssima.

Apenas A. squamosa e A. muricata foram estudas e estas espécies, bem como as

outras espécies dessa família, apresentam dificuldades propagadação in vitro,

devido a caducifolia, estimulada pela produção e acúmulo de etileno nos tecidos

confinados no ambiente in vitro. De acordo com Lemos (2000), em A. squamosa

o vigor das brotações e o crescimento dos explantes obtidos in vitro são

prejudicados pela abscisão das folhas ainda jovens produzidas nos explantes.

Lemos & Blake (1996a) estudaram o controle da ação do etileno e, por

conseguinte, a abscisão foliar em explante de A. squamosa cultivados in vitro

através do uso de compostos absorventes do etileno (carvão ativado e

permanganato de potássio), compostos inibidores da síntese de etileno (Cloreto

de cobalto, L-a.aminoetoxivinil glícina - AVG e ácido amionooxiacético) e

compostos inibidores da ação do etileno (nitrato de prata e tiosulfàto de prata).

Embora os resultados obtidos tenham mostrado redução significativa da abscisão

foliar, principalmente utilizando os compostos inibidores da ação do etileno, os

efeitos produzidos não são duráveis. Ultrapassar esta dificuldade foi e tem sido o
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grande desafio na obtenção de um protocolo consistente para a micropropagação

de A. squamosa (Lemos, 2000).

Amstrong et ai. (1997) estudaram os benefícios da ventilação forçada na

cultura in vitro de A. squamosa e encontraram resultados estimuladores na

emissão de folhas das brotações e na redução dos efeitos do etileno. Zobayed et

ai. (2002) estudaram o efeito da aeração dos frascos na indução de brotações em

segmentos nodais de A. squamosa e A. muricata de cultura sob três tipos de

ventilação. Os autores reportaram que em ambas as espécies o número de folhas,

a área foliar e o número de nós por brotação aumentaram com a melhora na

aeração dos frascos. A ventilação forçada inibiu a abscisão foliar precoce.

Entretanto, esse método requer uma aparelhagem considerável para gerar uma

ventilação pressurizada nos recipientes de culturadetecidos vegetais.

A inclusão de carvão ativado ao meio de cultura tem sido relatada como

uma condição indispensável na indução dos processos de morfogênese e

rizogênese em muitas espécies (Fridborg et ai., 1978; George, 1993).

O carvão ativado tem uma rede muito fina de poros com grande área

superficial interna, na qual substâncias podem ser adsorvidas (Mohamed-

Yasseen, 2001). De acordo com esse autor o carvão ativado pode promover

embriogênese somática, androgênese, enraizamento, alongamento do caule,

formação de bulbos e ainda inibir o escurecimento do explante. Pode também

adsorver reguladores de crescimento, metabólitos tóxicos e exudatos fenólicos

(Fridborg et ai., 1978).

O mecanismo exato pelo qual o carvão ativado estimula o crescimento

ainda é desconhecido (George, 1993). Entretanto, segundo alguns autores seu

efeito estimulador sobre a morfogênese pode ser devido à adsorção irreversível

de compostos inibidores e metabólitos tóxicos (notavelmente fenóis) produzidos

pelo explante in vitro, ao escurecimento e aeração do meio de cultura, à

liberação de substâncias naturalmente presentes no carvão ativado, que
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promovem o crescimento e a diminuição dos efeitos tóxicos da interação de altas

concentrações de reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura,

com substâncias secretadas peloexplante (Fidborg et ai..1978; Stein & Stephens,

1981, George, 1993; Mohamed-Yasseen, 2001).

5 MATERIAL E MÉTODOS

5.7 Materialvegetalt assepsia e condições experimentais

Os explantes foram obtidos a partir de plantas, com três anos de idade, das

espécies Annona glabra L, Annona caulijlora Mart., Annona coriacea Mart.,

Annona bahiensis St. Hill. e Rollinia silvatica St. Hill., mantidas em casa de

vegetação sob radiação fotossintética ativa de 130-170 umol.m^.s*1, obtida pela

combinação de lâmpadas gro-lux e branca fria, fotoperíodo de 16 h, sem

controle de temperatura.

Secções laterais de hastes caulinares semi-lignificadas foram utilizadas

como fonte de explante. Para a desinfestação, as folhas foram retiradas e os

segmentos foram mantidos em água corrente por 20 minutos e lavados com

detergente neutro. Em seguida, em câmara de fluxo laminar, os segmentos

nodais foram secionados em segmentos com comprimento de 10-15 mm,

contendo uma única gema, e imersos em álcool 70% (v/v) por 1 minuto,

seguido de nova imersão em hipoclorito de sódio (1% de cloro ativo) e gotas de

detergente durante 15 minutos. Finalmente, os explantes foram lavados, por

cinco vezes, em água destilada e autoclavada.

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem à

temperatura de 121°C, durante 15 minutos; posteriormente à autoclavagem, os

tubos foram esfriados com inclinação 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, fotoperíodo de 16 h sob, radiação

fotossintética ativa de 45-56 umol m"2.s"\ fornecidos por lâmpadas florescentes.

5.2 Efeito comparativo de diferentes tipos e concentrações de citocinina na

indução de brotações em segmentos nodais de Annonaglabra L.

Segmentos nodais de Annona glabra foram inoculados em tubos de ensaio

(25x150 mm) contendo 10 mL do meio de cultura WPM (Lloyd & McCown,

1980), solidificado com 6 g.L"1 de ágar, suplementado com 30 g.L'1 de sacarose

e duas concentrações (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 plástica e película 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

concentrações) com 5 repetições, sendocada uma formada por 12 tubos.

Foram avaliados o número brotações, a porcentagem de explantes

responsivos e o comprimento da maior brotação 42 dias após a inoculação.

5.3 Efeito da fonte de carbono na indução de brotações em segmentos

nodais de Annonaceae

Segmentos nodais de Annona bahiensis St. Hill., Annona caulijlora 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 g.L*1 de ágar,

suplementado com 8,87 uM de BAP, 250 mg.L"1 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 plástica sem película 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 repetições, sendo cada uma formada por 4 tubos.

Foi avaliado o número brotações aos 21 dias e 42 dias após a inoculação. O

comprimento da maior brotação, o número de folhas expandidas por brotação e

o comprimento da maiorfolhas foram avaliados 42 dias após a inoculação.

5.4 Efeito do tipo de selamento do recipiente de cultura e de diferentes

concentrações de carvão ativado e sacarose na indução e crescimento de

brotações in vitro de segmentos nodais de Annonaglabra h.

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"1 de ágar, suplementado com quatro concentrações de

sacarose (0,00; 29,21; 58,63 e 116,84 mM) combinado com dois níveis de

carvão ativado (0,0 e 2,0 g.L'1) e 250 mg.L'1 de benomyl.

Foram avaliados dois tipos de selamento nos tubos de ensaio: tampa com

película de PVC (tampa com PVC ou selamento tradicional) e tampão de

algodão (selamento alternativo).

Foram usados 10 mL de meio de cultura nos tubos de ensaio com tampa e

película de PVC e 20 mL de meio nos tubos fechados com o tampão de algodão

(experimentos preliminares mostraram que a evapotranspiração é maior em

tubos comesse tipo de fechamento, por isso foi utilizado um maior volume).

Para esse experimento, antes de ferver o ágar foi adicionado o carvão

ativado e, em seguida, o pH foi ajustado para 5,7. Todos os tubos foram

fechados com tampa plástica e o algodão foi autoclavado à parte. Após a
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inoculação dos segmentos nodais, as tampas plásticas foram substituídas pelo

tampão de algodão 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

concentrações de carvão ativado e os tipos de selamentos) com 4 repetições.

Cada repetição foi formada por 5 tubos.

Foram avaliadas as seguintes variáveis: número brotações, porcentagem de

explantes responsivos, número de folhas expandidas por brotação, comprimento

da maior folha, abscisão foliar (número de folhas caídas por brotação),

comprimento e matéria seca das brotações, 42 dias após a inoculação.

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO

6.1 Efeito comparativo de diferentes tipos e concentrações de citocinina na

indução de brotações em segmentos nodais de Annona glabra L.

A interação "tipos de citocininas x concentração" foi altamente significativa

para o comprimento das brotações (P< 0,01). Não foi observado interação

significativa para o número de explantes e a porcentagem de explantes

responsivos (P>0,05). Houve efeito significativo de tipos de citocininas para o

número de brotações (P< 0,01) e porcentagem de explantes responsivos (P<

0,01). A concentração das citocininas influenciou o número de brotações (P<

0,01) (Tabela 1).

O BAP promoveu o maior número médio de brotações (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 induçãode brotaçõesem segmentos nodais (Nair et ai., 1984; Jordan

113



TABELA 1- Resumo da análise de variancia para número médio de brotações,
porcentagem de explantes responsivos e comprimento das
brotações em segmentos nodais de Annona glabra L em função de
tipos e concentração de citocininas. Lavras - MG, 2002.

Fonte de Variação GL Quadrados médios2

Número de Explantes Comprimento

brotações responsivos (%) das brotações

Tipo de Citocinina (A) 2 0,1533** 4,8731*

Concentrações (B) 1 0,1200* 3,7475ns

AxB 2 0,0058ns 0,5336ns

Resíduo 24 0,0184 1,3889

CV.(%) 9,26 4.78

ns - Não-Significativo ao nívelde 5% de probabilidade pelo teste F.
* - Significativo ao nível de 5% de probabilidadepelo leste F.
** - Significativo ao nível de 1%de probabilidade pelo teste F.

7- Dados originais transformados em V* +1.

10,9440**

0,1171ns

2,5603**

0,3935

20,68

TABELA 2- Resultados médios para número de brotações e porcentagem de
explantes responsivos em segmentos nodais de Annona glabra em
função de citocininas. Lavras - MG, 2002.

Tipo decitocinina Número médio de brotações Explantes responsivos (%)

Cinetina

TDZ

BAP

0,92 b?

0,99 b

1,61a

62.48 ab

47.49 b

68,31 a

7- Médias seguidas pela mesma letra minúscula, cm cada coluna, não diferem entre si
ao nível de 5 % de probabilidade peloteslede Tukey.

et ai.,1991; Encina et ai., 1994; Rasai et ai.,1995; Lemos & Blake, 1996b). Em

outras espécies frutíferas, como Prunus armenica L, Marino et ai. (1993)

reportaram aumento no número de brotações por explante utilizando o BAP em

níveis superiores a 8,88 uM. Pérez-Tornero et ai. (2000) estudando a mesma

espécie, reportam que o BAP na concentração de4,44 uM estimulou a formação
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de brotações na forma de roseta em segmentos nodais de plantas mantidas in

vitro. Essa característica de brotações no formato de roseta também foi

verificada no presente estudo, quando se utilizou o TDZ na maior concentração

(35,52 uM).

O aumento na concentração de citocinina teve um efeito negativo sobre o

número de brotações e a porcentagem de explantes responsivos (Tabela 3).

Entretanto, a maior concentração de TDZ e cinetina favoreceu o comprimento

das brotações. O BAP e a cinetina promoveram maior crescimento das brotações

nas concentrações de 17,76 e 35,52 uM, respectivamente. No entanto, o TDZ na

concentração de 35,52 uM induziu brotações com um comprimento médio de

4,03 mm, quatro vezes menor quando comparado com as brotações induzidas

com a mesma concentração de cinetina (Tabela 4).

TABELA 3- Valores médios para número de brotações e porcentagem de
explantes responsivos em segmentos nodais de Annona glabra L,
em função da concentração decitocinina. Lavras - MG, 2002.

Citocinina (uM) Número de brotações Explantes responsivos (%)

17/76 1,36 az 64,43 ab

35,52 0,99 b 54,43 b

7- Médias seguidas pela mesma letra minúscula, cm cada coluna, não diferem entre si
ao nível de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Foi observado um grande número de segmentos nodais com raízes,

principalmente quando esses foram inoculados em meio contendo cinetina

(Tabela 4).

O BAP foi mais efetivo para a indução de brotações em segmentos nodais

de A. glabra quando se utilizou a menor concentração (17,76 uM), obtendo-se

1,61 brotações por explante (Tabela 4). Esses resultados são semelhantes àqueles

reportados por Deccetti (2000), que obteve 1,5 brotações por explante em meio

WPM sem o uso de reguladores.
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TABELA 4- Valores médios para comprimento das brotações (mm) e
porcentagem de segmentos nodais com raiz em Annona glabra
L em função de tipos e concentrações de citocininas. Lavras -
MG, 2002.

Tipo de Concentrações de citocininas (uM) Média

citocinina 17,76 35,52

Comprimento das brotações (mm)

TDZ 1,13 Bzay 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 32,49 A

BAP 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 B

7- Médias seguidas pelamesma letra maiúscula, emcada coluna, nãodiferem entresi ao
nível de 5 % de probabilidade peloteste de Tukey.
y- Médias seguidas pela mesma letra minúscula, cmcada linha, nãodiferem entre si ao
nível de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Em A. muricata, Encina et ai. (1994) reportam 1,4 e 1,7 brotações por

explante em meio MS suplementado com 1,1 uM BAP ou 1,36 pM zeatina,

respectivamente. Entretanto, o número de brotações por explante é muito baixo

quando comparado a 3,8 brotos obtidos por Nair et ai. (1984) em atemóia,

utlizando meio MS suplementado com 8,87 uM de BAP e 2,32 pM de cinetina,

ou ainda às 3,8 brotações por explantes reportados por Lemos & Blake (1996b)
emA. muricata, em meio WPM enriquecido com 8,87 pM de BAPe 0,54 uM de

ANA.

A eficiência da cinetina e TDZ sobre a indução de brotações em

comparação com BAP mostrou-se inferior. Paudyal & Haq (2000) obtiveram

mais brotações por explantes (média de 5,2) quando ápices caulinares de
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seedlings de pomelo (Citrus granais L. Osbeck) foram cultivados em meio MS

suplementado com 1,8 p.M de BAP.

As respostas dos segmentos nodais ao TDZ foram as mais baixas (47% de

explantes responsivos) em comparação com BAP e cinetina. O TDZ é uma fenil-

uréia com alta atividade citocinínica, sendo mais ativa em baixas concentrações

do que citocininas derivadas da purina. O TDZ é muito efetivo na indução de

brotações em espécies lenhosas (Huettman & Preece, 1993; Mok et ai., 1982).

Entretanto, os resultados do presente estudo indicaram que o TDZ em

concentração elevada (35,52 uM) produziu brotações pouco desenvolvidas em

forma de roseta, sendo então inadequado na propagação in vitro para a espécie

de A. glabra. Paudyal & Haq (2000) também reportam uma redução no

crescimento de brotações de pomelo usando o TDZ.

Em um clone híbrido de castanha (Castanea saliva x Castanea crenata) foi

reportado que o TDZ induziu brotações adventícias a partir do nó cotiledonar

(San-José et ai.. 2001). Esses autores reportam que a produção de brotações foi

alta na presença de 4,54-9,08 uM de TDZ, mas a proporção de explantes com

brotações alongadas foi reduzida. Já é sabido que brotações induzidas em

respostas ao uso do TDZ são geralmente aglomeradas, com dificuldade de

alongamento e incapacidade para enraizamento. Para superar essas dificuldades,

os explantes devem ser transferidos para um meio contendo um nível mais baixo

de TDZ ou que possua outro regulador de crescimento vegetal (Huettman &

Preece, 1993; Lu, 1993). Bhagwat et ai. (1996) reportam que a formação de

múltiplas brotações não ocorre em segmentos nodais de mandioca cultivados

continuamente em meio contendo TDZ, provavelmente devido ao efeito inibidor

desse composto sobre o alongamento das brotações.

A morfogênese, tanto in vivo quanto in vitro, requer uma constante

regulação da divisão e diferenciação celulares, estando ambos os processos sob o

controle dos fitorreguladores auxinas e citocininas. A aplicação do TDZ resulta
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em uma variedade de respostas em tecidos cultivados in vitro, mas as bases

bioquímicas e fisiológicas da modulação da resposta morfogenética induzida

pelo TDZ são ainda pouco compreendidas (Murthy et ai.. 1998).

6.2 Efeito da fonte de carbono na indução de brotações em segmentos

nodais de Annonaceae

A análise de variancia mostrou efeito altamente significativo do genótipo

para número de brotos, comprimento das brotações e número de folhas

expandidas (P<0,01). A fonte de carbono e a interação "espécie x fonte de

carbono" não foram significativas para as variáveis avaliadas (P>0,05) (Tabela

5).

TABELA 5. Resumo da análise de variancia para número brotações por explante
em segmentos nodais de Annona bahiensis St. Hill., Annona
caulijlora Mart.. Annona coriacea Mart., Annona glabra L. e
Rollinia silvatica St. Hill. em função de fontes de carbono. Lavras -
MG, 2002.

Fonte de variação GL Quadrados médios'

Espécie (A) 4

Fonte carbono (B) 5

AxB 20

Resíduo 90

Número de brotações 21
dias após a inoculação

Número de brotações 42
dias após a inoculação

CV.(%)

0,8802**

0,0415ns

0,0243ns

0,0451

15.93

ns - Não-Significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F.
** - Significativo ao nível de 1% de probabilidade pelo teste F.

' -Dados originais transformados em -Jx+ 1.

2,1858**

0,1402ns

0,0812ns

0,1137

22.16

O número de brotações por explante mostrou-se genótipo-dependente. Na

primeira avaliação, 21 dias após a inoculação, o número de brotações (1,77 por



explante) de A. caulijlora superou significativamente as demais espécies. O

menor número de brotações por explante (0,51) foi encontrado na espécie

A.bahiensis. Após 42 dias de inoculação, os maiores valores para número de

brotações foram observados nas espécies A. bahiensis (3 por explante) e A.

caulijlora (2,23 por explante), superando significativamente as outras espécie

(Tabela 6).

TABELA 6- Valores médios para número de brotações acumuladas 21 e 42 dias
após a inoculação em segmentos nodais das espécies Annona
bahiensis St. Hill.. Annona caulijlora Mart.. Annona coriacea
Mart., Annona glabra L. e Rollinia silvatica St. Hill.. Lavras -
MG, 2002.

Espécie Número de brotações 21 Número de brotações 42
dias após a inoculação dias após a inoculação

A. bahiensis 0,51b2 3,00 a

A. coriacea 0,54 b 0,79 b

R. silvatica 0,55 b 0,58 b

A. glabra 0,84 b 0,87 b

A. caulijlora 1,77 a 2,23 a

z - Médias seguidas pela mesma letra minúscula, cm cada coluna, não diferem entre si
ao nível de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

Observou-se efeito altamente significativo de espécie e fonte de carbono

para número de comprimento das brotações e número de folhas expandidas

(P<0,01). A interação "espécie x fonte de carbono" foi significativa (P<0,01)

para comprimento da maior folhas e matéria seca das brotações (Tabela 7).

Os resultados também indicam que o tamanho das brotações correlaciou-se

com o número de brotações por explante. As maiores brotações 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 análise de variancia para comprimento das brotações,
número de folhas expandidas por brotação, comprimento da maior
folha e matéria seca das brotações em segmentos nodais de
Annona bahiensis St. Hill., Annona caulijlora Mart., Annona
coriacea Mart., Annona glabra L. e Rollinia silvatica St. Hill.em
função de fontes de carbono. Lavras - MG, 2002.

Fonte de variação GL Quadrados médios2

Comprimento Número Comprimento Matéria seca
das brotações folhas da maior das brotações
(mm) expandidas folha (mm) (mg)

Espécie (A) 4 9,9283** 1,3547**

Fonte carbono (B) 5 11,4762** 1,3790**

AxB 20 l,2373ns 0,2124ns

Resíduo 90 1,0788 0,1353

CV.(%) 25.30 18.08

4,0015** 16,3122**

13,7008** 25,0997**

2,4972** 4,4093**

1,0797 1,3682

27,91 24.47

ns - Nâo-Significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F.
** - Significativo ao nível de 1% de probabilidade pelo tesle F.

Dados originais transformados cm v x +1

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

Espécie Comprimento das brotações Número de folhas expandidas

A. bahiensis 13,3 b2

A. coriacea 25,3 a

R. silvatica 13,9 b

A. glabra 23,0 a

A. caulijlora 14,9 b

2,54 b

5,33 a

2,81b

2,92 b

3,28 b

z - Médias seguidas pela mesma letra minúscula, cm cada coluna, não diferem entre si
ao nível de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.
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O maior número de folhas expandidas foi encontrado na espécie A.

coriacea (5,33 por brotação), diferindo estatisticamente das outras espécies

(Tabela 8).

A fonte de carbono, com exceção do sorbitol, não interferiu no

comprimento das brotações e no número de folhas expandidas. As brotações

obtidas em meio de cultura suplementado com sorbitol foram três vezes menores

que aquelas obtidas em meio suplementado com glicose, sacarose, frutose,

maltose ou galactose (Tabela 9). De acordo com Lemos & Baker (1998), não há

evidência do transporte de sorbitol em Annonaceae e o tecido de Annona não

consegue metabolizar e converter em outras fontes de carbonos, permitindo

TABELA 9- Valores médios para comprimento das brotações (mm) e número
de folhas expandidas por brotação de segmentos nodais de
Annona bahiensis St. Hill., Annona caulijlora Mart., Annona
coriacea Mart., Annona glabra L. e Rollinia silvatica St. Hill. em
função defontes decarbono. Lavras - MG, 2002.

Fonte de carbono Comprimento das brotações Número de folhas
(mm) expandidas

Glicose 22,1 az 3,92 a

Frutose 20,3 a 3,97 a

Sacarose 19,7 a 3,92 a

Maltose 18,6 a 3,64 a

Galactose 18,4 a 3,30 a

Sorbitol 6,8 b 1,50 b

7- Médias seguidas pela mesma letra minúscula, cm cada coluna, não diferem entre si,
ao nível de 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

acúmulo e, conseqüentemente, aumento no potencial osmótico dentro dos

tecidos. Esses resultados corroboram Yu & Reed (1993), que btiveram respostas

similares na indução de brotações em segmentos nodais de avelã (Corylus

avellana L.) quando a glicose foi utilizada como fonte de carbono.
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Na comparação 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 não houve diferença significativa,

mas todas superam ao nível de 5%de probabilidade o sorbitol, que apresentou o

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

TABELA 10- Comprimento médio da maior folha (mm) em brotações de
segmentos nodais de de Annona bahiensis St. Hill., Annona
caulijlora Mart., Annona coriacea Mart., Annona glabra L. e
Rollinia silvatica St. Hill. em função 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 23,5AV 25,7 Aa 13,7 Aa 18,5 Aa 17,7 Aa 19,8 A

Sacarose 23,5 Aa 24,5 Aa 13,7Aa 12,5 Aa 16,5Aa 18,1 A

Frutose 32,0 Aa 13,5 ABb 10,0 Ab 11,7Ab 13,2Ab 16,1 A

Galactose 29,2 Aa 3,7 Bb 12,7 Ab 14,5 Ab 11,2 Ab 14,3 A

Maltose 24,2 Aa 14,5ABab 12,5Aab 9,7 Ab 22,5 Aab 16,7 A

Sorbitol 0,0 Ba 5,5 Ba 5,0Aa 4,0 Aa 8,2 Aa 4,5 B

Média 22,1a 14,6b 11,3 b 11,8 b 14,9 b

z- Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, emcada coluna, nãodiferem entresi ao
nível de 5 % de probabilidade pelo teste deTukey.
y- Médias seguidas pela mesma letraminúscula, cmcada linha, nãodiferem entre si ao
nível de 5 % de probabilidade pelo tesle deTukey.

A matéria seca das brotações foi influenciada pela fonte de carbono. Com

exceção da espécie A. coriacea, não houve diferença 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 exceção da

espécie Annona caulijlora, não houve ganho significativo de matéria seca com o

uso das fontes de carbono glicose, frutose, galactose, maltose e sorbitol em

comparação com a sacarose, para as outras espécies. A conversão de substâncias

inorgânicas do meio de cultura em compostos orgânicos foi influenciada pela

fonte de carbono. Os maiores valores de matéria seca foram obtidos em meio

enriquecido com sacarose ou maltose (33,8 mg / brotação) e a menor em meio

de cultura suplementado com sorbitol, indicando claramente que esse açúcar não

é metabolizado pelo tecido de Annona. Esses resultados divergem daqueles

encontrados por Welander et ai. (1989), que reportaram maior crescimento das

brotações in vitro de macieira utilizando o sorbitol como fonte de carbono.

Aspectos das brotações de A. bahiensis, A. coriacea, A. caulijlora, A.

glabra e Rolliniasilvatica sãomostrados na Figura 1.

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

Fontes

de

carbono

Matéria seca de brotação
Annona Annona Rollinia Annona Annona

glabra coriacea silvatica bahiensis caulijlora
Glicose 14,4ABV 55,0Ba 22,9ABb 21,7ABb 28,6Bb

Sacarose 14,3ABb 90,6Aa 20,6ABb 22,5ABb 20,8Bb

Frutose 20,5ABa 39,0BCa 29,0Aa 32,9Aa

Galactose 23,0Aa 23,3CDa 19,9ABa 20,3ABa

Maltose 10,2ABb 45,8BCa 35,0Aa 40,lAa

Sorbitol 3,4Ba 7,7Da 7,1 Ba 4,6Ba

Média 14,4b 43,6a 22,5b 23,7b

17,lBa

13,lBa

37,8Aa

13,2Ba

21,8b

Média

28,6AB

33,8A

27,7AB

19,9B

33,8A

7,2C

z- Médias seguidas pelamesma lclra maiúscula, em cada coluna, nãodiferem entre si ao
nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
y- Médias seguidas pelamesma letra minúscula, em cada linha, não diferem entre si ao
nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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r-*GURA L- Aspectos das brotações em segmentos nodais Annona bahiensis
St.Hill. (A), Annona coriacea Mart. (B), Annona cauliflora Mart.
(C), Annona glabra L. (D) eRollinia silvatica St. Hill. (E) 43 dias
após a inoculação. Lavras - MG, 2002.
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6.3 Efeito do tipo de selamento do recipiente de cultura e de diferentes

concentrações de carvão ativado e sacarose na indução e crescimento de

brotações in vitro de segmentos nodais de Annona glabra L.

A interação "concentração de sacarose x tipo de selamento" foi altamente

significativa para número de brotações, porcentagem de explantes responsivos,

número de folhas e comprimento da maior folha (P<0,01). A interação

"concentração de carvão ativado x tipo de selamento" foi significativa para

número de brotações (P<0,01) e porcentagem de explantes responsivos

(P<0,05). O carvão ativado isoladamente não apresenta efeito sobre o número de

folhas e o comprimento da maior folha (P>0,05) (Tabela 12).

O tipo de selamento influenciou significativamente a organogênese em

segmentos nodais de A.glabra. O maior número de brotações (0,57 por explante)

e a maior porcentagem de explante responsivos (56,25%) foram obtidos quando

os tubos foram fechados com tampão de algodão. Esses valores, quando

comparados com o selamento com tampa plástica e película PVC (selamento

tradicional), representaram um acréscimo de aproximadamente 40% no número

de brotações por explante (Tabela 13). Ao provocar uma vedação total do

frasco, o selamento tradicional, com tampa plástica e película PVC, causa um

acúmulo de gases liberados pelas culturas e uma saturação de vapor de água,

induzindo a uma redução da transpiração capaz de causar deficiências minerais

como o cálcio e, conseqüentemente, ocasionando a necrose de gemas apicais

(Grattapaglia & Machado, 1988). Em cultura de batata, frascos vedados com

parafilme (filme parafinado impermeável à água) mostraram maior incidência de

necrose apical (Sha et ai., 1985). Segundo esses autores, a vedação total do

frasco de cultura pode também acarretar acúmulo de alguns metabólitos

liberados pela cultura, os quais, ao se complexarem com o cálcio, tomam este

indisponível, intensificando os sintomas de deficiência.
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TABELA 12- Resumo da análise de variancia para número de brotações por
explante, porcentagem de explantes responsivos, número de
folhas e comprimento maior folha provenientes de segmentos
nodais de Annona glabra L., em função de diferentes
concentrações de sacarose, carvão ativado e tipos de selamentos.
Lavras - MG, 2002.

Fonte de GL Quadrados médios7

Variação Número de Explantes Número de Comprimento

Brotações responsivos folhas maior folha

Cone. sacarose (A) 3 0,4161** 246,1383** 3,2114** 33,4188**

Cone. Carvão (B) 1 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 0,045 lns 0,5688ns

Resíduo 64 0,0042 1,3574 0,0508 0,4975

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

ns -Não-Significalivo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F.
* - Significativo ao nível de 5%deprobabilidade pelo tesle F.
**- Significativo ao nível de 1%de probabilidade pelotesleF.

Dados originais transformados cm -yjx + ]

Na ausência de sacarose não houve indução de brotações nos segmentos

nodais. Entretanto, alta concentração de sacarose (116,86 mM) combinado com

carvão ativado (2 g.L*) inibiu a organogênese de brotações. Para todas as

concentrações de sacarose, a indução de brotações foi superior na ausência de

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

Tipo de selamento Número de brotações Explantes responsivos (%)

Tampão de algodão 0,57 a7 56,25 a

Tampa plástica com PVC 0,41 b 41,25 b
z- Médias seguidas pela mesma lclra. cm cada coluna, não diferem entresi ao nível de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A concentração de sacarose influencia na indução de brotações em

segmentos in vitro. Reduzindo-se a concentração de sacarose no meio de cultura,

as plantulas mudam do crescimento heterotrófico para autotrófíco, aumentando

sua capacidade fotossintética (Wainwright & Scarce, 1987).

Bhatt & Dhar (2000) reportam que o pré-condicionamento do explante do

nó cotiledonar de Bauhinia vahlii em concentrações de sacarose entre 58,43-

87,64 mM produziu plantas com melhor qualidade em termos de comprimento

das brotações, matéria fresca e seca das brotações, mas não foram encontradas

diferenças significativas no número de raízes e pesos fresco e secode raízes. Em

concentrações de sacarose superiores a 87,64 mM, o crescimento das brotações

foi reduzido. Silvente & Trippi (1986) também reportaram o efeito inibidor de

concentrações de sacarose superiores a 87,64 mM na indução e crescimento de

brotações deAnagalis arvensis.

A análise de regressão mostra um comportamento quadrático das

concentrações de sacarose para as variáveis número de brotações por explante e

porcentagem de explantes responsivos, tanto na presença (P<0,01) quanto na

ausência (P<0,01) de carvão ativado (Figura 2 A, B).
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TABELA 14- Resultados médios para número de brotações por explante e
porcentagem de explantes responsivos em segmentos nodais de
Annona glabra L., em função de sacarose e carvão ativado.
Lavras - MG, 2002.

Carvão Sacarose (mM) Média

ativado (g.L'1) 0,00 29,21 58,42 116,86

Número de brotações por explante

0,0 0,00az 0,65 a 0,70a 0,82a 0,54 a

2,0 0,00 a 0,45 a 0,72 a 0,57 b 0,43 b

Explantes responsivos (%)

0,0 0,0 a 65,0 a 70,0 a 82,5 a 54,37 a

2,0 0,0 a 45,0 a 72,0 a 57,5 b 43,12 b

:- Médiasseguidas pela mesma emcadacoluna, nãodiferem entre si ao nívelde 5 % de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Y(A)= 0.0497+0,01917X-O.O00I0X2 R2=92,62%*» Y(A)- 4,977+1,91740X-0.01085X2 R2=92,62%**
Y(«)=-0.0047+O.O1968X-O.O0012X2 R2=99,91%** Y(«)=-0,067+1,90106X-0.01205X2 R2=100%"

29,21 58.42 87.63 116.84

Sacarose (mM)

29.21 58.42 87,63 116.84

Sacarose (mM)

FIGURA 2- Valores médios estimados para número de brotações por explante
(A) e porcentagem de explantes responsivos (B) em função de
concentrações de sacarose e carvão ativado (—A— 0,0 g.L*1; —•—
2,0 g.L"') em segmentos nodais de Annona glabra L. Lavras - MG,
2002.
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A combinação de concentração de sacarose e tipo de selamento produziu

efeitos positivos na indução de brotações. Quando os tubos foram fechados com

tampão de algodão, nas concentrações 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 concentração

mais alta de sacarose (116,86 mM) na indução de brotações no selamento

tampão de algodão. Foi observado um número de brotações por explante 36,58%

maior quandose utilizou o tampãode algodão comoselamento (Tabela 15).

A porcentagem de explantes responsivos seguiu a mesmo padrão do

número de brotações. A análise de regressão desses dados mostra tendências

diferente da concentração de sacarose para as variáveis número de brotações por

explante e porcentagem de explantes responsivos em função do tipo de

selamento. Quando se utilizou o selamento tradicional, o comportamento foi

linear (P<0,01) e o maior número de brotações (0,7 / explante) foi obtido quando

se utilizou a maior concentração de sacarose, enquanto, para o selamento

alternativo, o modelo matemático mais representativo foi o quadratico (P<0,01)

e o maior número de brotações (0,85 / explante) foi observado com a 58,42 mM

de sacarose no meio de cultura (Figura 3 A, B). Possivelmente a alta

concentração de sacarose levou a um aumento no potencial osmótico e com

menos água disponível, a transpiração foi reduzida e, conseqüentemente, o

crescimento das brotações foi afetado.

O maior número de folhas expandidas (3,22 por brotação) foi obtido

quando se utilizou 58,42 mM de sacarose em tubos selados com tampão de

algodão. Em tubos com tampão de algodão, o número de folhas expandidas

superou em aproximadamente 40% aquele obtido com o método tradicional de

selamento (Tabela 16). O modelo de regressão quadratico das concentrações de

sacarose apresentou melhor ajuste para a variável número de folhas expandidas

por brotação tanto para o selamentotampa com película PVC (P<0,05) quanto

129



TABELA 15. Resultados médios para número de brotações por explante e
porcentagem de explantes responsivos em segmentos nodais de
Annona glabra L., em função de sacarose e selamento. Lavras -
MG, 2002.

Tipo de

Selamento 0,00

Sacarose (mM)

29,21 58,42

Média

116,86

Número de brotações por explante

Tampão dealgodão 0,00 a2 0,72 a 0,85 a 0,70a 0,56a

Tampa com PVC 0,00a 0,37 b 0,57b 0,70a 0,41 b

Explantes responsivos (%)

Tampão de algodão 0,0 a

Tampa com PVC 0,0 a

72,5 a 82,0 a 70,0 a 56,25 a

37,5 b 57,5 b 70,0 a 41,25 b

z- Médias seguidas pela mesma cm cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Y(A)= 0.0068+0.01400X-0.00007X2 R2=99,80% **

\(u )- 0.0381+O.02484X-O,00016X2 R2=95,89% *»

0 29.21 58.42 87.63 116.84

Sacarose (mM)

Y(A)= 0,6810+4,0909X-0?05901X2 R2=99,80% *

Y(b)= 4,227h 7,06363X-0,13636X2 R2=94,93% **
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FIGURA 3- Valores médios estimado para número de brotações por explante
(A) e porcentagem de explantes responsivos (B) em função de
concentrações de sacarose e tipos de selamento (—•— tampão de
algodão, -A- tampa com PVC) em segmentos nodais de Annona
glabra L. Lavras - MG, 2002.
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para o selamento tampão de algodão (P<0,01) (Figura 4, A). Os resultados

obtidos com o uso da aeração natural dos tubos são similares àqueles reportados

para A.squamosa (Armstrong et ai., 1997; Zobayed et aí., 2002) e A.muricata

(Zobayed et ai.,2002) utilizando a ventilação forçada nos recipientes de cultivo.

O comprimento da maior folha foi aproximadamente 92% maior quando os

tubos foram selados com o tampão de algodão. Na concentração de 29,21 mM

de sacarose, o selamento com tampão de algodão produziu folhas com

comprimento seis vezes maior, quando comparado com o selamento tampa com

película PVC (Tabela 16). Foi observado uma tendência quadrática das

concentrações de sacarose para a variável comprimento da maior folha quando

se utilizou o selamento tampão de algodão (P<0,01) e um ajuste linear quando o

selamento foi tampa com película PVC (P<0,05) (Figura 4, B).

Para as variáveis abscisão foliar, comprimento da parte aérea e matéria seca

das brotações, a análise de variancia detectou efeitos significativos. A interação

tripla "concentração de sacarose x concentração de carvão ativado x tipo de

selamento" foi altamente significativa para comprimento das brotações

(P<0,01). As interações duplas "concentração de sacarose x concentração de

carvão ativado" e "concentração de sacarose x tipo de selamento" foram

significativas para a abscisão foliar (P<0,01) (Tabela 17).

O carvão ativado reduziu à metade a abscisão foliar, passando de 0,18

folhas caídas por brotação para 0,09 (Tabela 18). Observaram-se

comportamentos diferenciados das concentrações de sacarose para a variável

abscisão foliar, a qual na ausência de carvão ativado foi linear (P<0,01), e na

presença de carvão ativado, quadratico (P<0,05) (Figura 5, A).

A abscisão foliar foi controlada com sucesso somente quando se utilizou o

selamento tampão de algodão nos recipientes de cultivo. O uso desse tipo de

selamento reduziu a abscisão foliar em 12 vezes, quando comparado com o
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TABELA 16- Resultados médios para número de folhas expandidas por
brotação e comprimento da maior folha em segmentos nodais de
Annona glabra L., em função de sacarose e selamento. Lavras -
MG, 2002.

Tipo de

Selamento 0,00

Sacarose (mM)

29,21 58,42

Média

116,86

Número de folhas expandidas por brotação

Tampão de algodão 0,0 az 1,94a 3,22 a 1,90 a 1,76 a

Tampa com PVC 0,0 a 0,42 b 2,27 b 2,37 a 1,26 b

Comprimento da maior folha (mm)

Tampão de algodão 0,00 a 20,64 a 17,96 a

Tampa com PVC 0,00 a 3,01 b 8,91 b

12,57 a 12,79 a

14,78 a 6,67 b

' - Médias seguidas pela mesma cm cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Y(A)= -0,2147+0,04775X-0,000214X2 R2=87,63%* Y(A)= 0,030540,12997X R2=98,04% **

Y(«)--0.0504+0,09183X-0,000642X2 R2=99.41%** Y(«)- 1,9075+0,5942X-0.004351X2 R2=94,93%**
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FIGURA 4- Número médio estimado de folhas expandidas por brotação (A) e
comprimento da maior folha (B) em função de concentrações de
sacarose e tipos de selamento (—•— tampão de algodão, —A
tampa com PVC) em segmentos nodais de Annona glabra L.
Lavras - MG, 2002.
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TABELA 17- Resumo da análise de variancia para abscisão foliar (número de
folhas por brotação), comprimento das brotações e peso de
brotações provenientes de segmentos nodais de Annona glabra
L., em função de diferentes concentrações de sacarose, carvão
ativadoe tipos de selamentos. Lavras - MG, 2002.

Fonte GL Quadrados médios2

de Abscisão Comprimento Matéria seca

Variação foliar das brotações brotações

Cone. sacarose (A) 3 0,0364 ** 55,8081 ** 22,6174**

Cone. carvão (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 I 0,0099 ns 7,3598 ** 3,5963 **

AxBxC 3 0,0157 ns 1,6721 * 2,0714 **

Resíduo 64 0,0075 0,4477 0,3443

CV. (%) 8.17 20.19

ns -Não-Significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo leste F.
* - Significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F.
** - Significativo ao nível de 1% de probabilidade pelo teste F.

7 - Dados originais transformados cm Vx + 1 .

24.50

método tradicional de selamento (Tabela 19). A análise de regressão das

concentrações de sacarose mostra que o valor de R não foi significativo

(P>0,05) para a variável abscisão foliar quando se utilizou o tampão de algodão,

enquanto a tendência da resposta às diferentes concentrações do carboidrato para

a mesma variável foi quadrática (P<0,01) quando os recipiente de cultura in

vitro foram selados pelo método tradicional (Figura 5, B).

O controle da abscisão durante o período de cultivo (42 dias) mostra

claramente que os resultados obtidos são duráveis (45 dias de cultivo), o que

permite passar para a outra etapa da micropropagação sem que ocorra perda de
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TABELA 18- Resultados médios para abscisão foliar (número de folhas por

brotação) em segmentos nodais de Annona glabra L., em função

de sacarose e carvãoativado. Lavras - MG, 2002.

Carvão Sacarose (mM) Média

ativado (g.L*1) 0,00 29,21 58,42 116,86

0,0

2,0

0,00 a7

0,00 a

0,10 a

0,05 a

0,28 a

0,12 a

0,38 a

0,20 b

0,18 a

0,09 b

- Médias seguidas pela mesma em cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelotestede Tukey.

folhas e do vigor da brotação. Os resultados encontrados para abscisão foliar são

similares àqueles obtidos com a ventilação forçada dos recipientes de cultivo já

utilizado nas espécies A.squamosa e A.muricata por Zobayed et ai.(2002) ou

com o uso de compostos inibidores da ação do etileno, capazes de que controlar

95% da abscisão foliar de A. squamosa por um período de 30 dias de cultivo,

como reportado por Lemos & Blake (1996).

TABELA 19- Resultados médios de abscisão foliar (número de folhas por

brotação) em segmentos nodais deAnnona glabra L., em função

de diferentes concentrações de sacarose e tipos de selamento.

Lavras - MG, 2002.

Tipos de Sacarose (mM) Média

selamento 0,00 29,21 58,42 116,86

Tampão de algodão

Tampa com PVC

0,00 a7

0,00 a

0,00 b 0,03 b

0,30 a 0,38 a

0,05 b

0,38 a

0,02 b

0,26 a

- Médias seguidas pela mesma em cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelo leste de Tukey.
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de selamento tampão de algodão, o que aumentou a transpiração e,

conseqüentemente, o crescimento das brotações. Entretanto, esse beneficio

advindo da melhor aeração dos recipientes de cultivo é perdido quando a

concentração de sacarose no meio é elevada e sendo a perda mais acentuada na

ausência de carvão ativadono meiode cultura (Tabela 20).

Com o selamento tradicional ocorreu o oposto, ou seja, a presença do

carvão ativado no meio se tomou quase inócua e o crescimento das brotações foi

dependente do nível de carboidrato no meio de cultura. As maiores brotações

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

TABELA 20- Resultados médios para comprimento de brotações (mm) para
segmentos nodais de Annona glabra L., em função de sacarose,
carvão ativadoe selamento. Lavras - MG, 2002.

Tipos de Sacarose (mM) Média

Selamento 0,00 29,21 58,42 116,86

Og.L" de carvão ativado

Tampa com PVC 0,00 a 4,30 b 16,50a 21,25 a 10,51 a

Tampão de algodão 0,00 a 17,35a 18,00 a 12,75 b 12,02 a

2,0 g.L* de carvão ativado

Tampa com PVC 0,00 a 2,00 b 9,50 b 23,75 a 8,81 b

Tampão de algodão 0,00 a 20,25 a 38,50 a 26,75 a 21,37 a

7- Médias seguidas pela mesma em cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidadepelo teste de Tukey.

Foi observado também um comportamento linear (P<0,01) das

concentrações de sacarose para a variável comprimento das brotações, tanto na

presença quanto na ausência de carvão ativado, quando se utilizou tampa com

PVC como selamentodos tubos (Figura 6 A, B), enquanto houve uma tendência

quadrática (P<0,01) das concentrações para a mesma variável,

independentemente da presença ou ausência de carvão ativado(Figura6 A, B).
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FIGURA 6- Valores médios estimados para comprimento de brotações (mm) em
segmentos nodais de Annona glabra L. em função de sacarosee de
tipos de selamento (tampa com PVC —A—, tampão de algodão
—•—). A, na ausência de carvão ativado. B, na presença de 2,0 g.L'
de carvão ativado. Lavras - MG, 2002.

O efeito estimulador do carvão ativado no crescimento só foi verificado em

tubos com o selamento alternativo. Essa mudança de tipo de selamento contribui

com um acréscimo médio de 142,56% no crescimento das brotações (de 8,81

mm no selamento tampa com película PVC para 21,37 mm no selamento tampão

de algodão) (Tabela 20). Segundo Fridborg et ai. (1978), o carvão ativado tem

sido utilizado como um coadjuvante útil no crescimento das brotações pela sua

capacidade de reter concentrações excessivas de fitorreguladores e compostos

tóxicos que inibem a morfogênese.

O escurecimento do explante e subsequente morte, usualmente devido a

compostos fenólicos, é dos maiores problemas na iniciação de culturas de

plantas lenhosas. Os compostos fenólicos estão envolvidos na regulação dos

processos de crescimento e alguns são protetores de auxina. Os protetores de

auxina devem ser mantidos dentro do tecido para estimular o crescimento e sua
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liberação para o meio de cultura deve ser reduzido para aliviar os efeitos

fitotóxicos (Debergh & Read, 1991).

A matéria seca das brotações variou em função da concentração de carvão

ativado, do tipo de selamento e da concentração de sacarose, seguindo a mesma

tendência descrita para comprimento das brotações.

Com o selamento alternativo, dentro do menor nível do carboidrato

obtiveram-se brotações 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 tampão de algodão,

foi neutralizado no nível mais elevado de sacarose, principalmente na ausência

de carvão ativado no meio de cultura (Tabela 21). As maiores brotações (38,50

mm) foram obtidas quando o meio de cultura com foi suplementado com carvão

ativado e 58,41 mM de sacarose e os recipientes de cultivo foram fechados com

o tampão de algodão. Na ausência de carvão ativado, observaram-se tendências

diferentes das concentrações de sacarose para a variável matéria seca nos dois

tipos de selamentos, observando-se comportamento linear em tampa com PVC

(P<0,01) e quadratico com o tampão de algodão (P<0,05) (Figura 7, A).

O efeito da combinação do selamento alternativo com o carvão ativado e o

nível intermediário de sacarose (58,42 mM) resultou em brotações com maior

biomassa seca (23,12 mg). Esse valor é 23 vezes maior que aquele obtido nas

mesmas condições com o selamento tampa e película de PVC. Na média geral, o

ganho em biomassa com o tampão de algodão em meio contendo carvão ativado

foi de aproximadamente 234 % (Tabela 21). A análise de regressão desses

dados mostra um comportamento linear das concentrações de sacarose para a

variável matéria seca das brotações quando se usou como selamento a tampa

com película PVC (P<0,01). Entretanto, quando os tubos foram fechados com o

tampão de algodão, observou-se uma tendência quadrática (P<0,01) das

concentrações de carboidrato para a mesma variável (Figura 7, B).
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TABELA 21- Resultados médios para matéria seca das brotações (mg) em
segmentos nodais deAnnona glabra L., em função de diferentes
concentrações de sacarose, carvão ativado e tipos de selamento.
Lavras-MG, 2002.

Tipo de

selamento

Sacarose (mM) Média

0.00 29,21 58,42 116,86

0,0g.L"1 decarvão ativado

Tampa com PVC 0,00 a 0,56 b 3,80 b 8,95 a 3,32 a

Tampão de algodão 0,00 a 10,30 a 8,24 a 7,80 a 6,58 a

2,0g.L"1 decarvão ativado

Tampa com PVC 0,00 a 0,62 b 0,96 b 13,60 a 3,80 b

Tampão de algodão 0,00 a 9,98 a 23,12 a 17,66 a 12,69 a

z- Médias seguidas pela mesma cm cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5%de
probabilidade pelotestede Tukey.

Y(A)- -0.8045+0.08085X R2- 96,54% **

Y(«)= 1-405 H0.26100X-O.O0I8OX2 R2= 70.39%*

0 29.21 58.42 87.63 116.8

Sacarose (mM)

Y(A)=-2,2797+0,11882X R2=96,97 %**

Y(»)--1,1241+0.58900X-0,003637X2 R2=98,l 1%**

-5-

B

29,21 58.42 87,63 116,8

Sacarose (mM)

FIGURA 7- Valores médios estimados para matéria seca das brotações (mg) em
segmentos nodais de Annona glabra L., em função de diferentes
concentrações de sacarose e tipos de selamentos (tampa com —
A—, tampão de algodão —•—) na ausência (A) e na presença (B)
de2,0g.L"1 decarvão ativado. Lavras - MG, 2002.
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O tipo de selamento foi o fator que mais contribuiu na composição do

matéria seca das brotações. Em meio com carvão ativado e independente da

concentração de sacarose, o selamento com tampão de algodão promoveu um

sistema superior ao método tradicionalmente utilizado em cultura de tecidos.

Os efeitos benéficos do tampão de algodão podem ser mascarados quando

a concentração de sacarose no meio cultura é elevada (116,86 mM) (Tabela 21),

possivelmente devido ao efeito osmótico da sacarose. Concentrações elevadas de

sacarose podeM reduzir o potencial hídrico do meio e a transpiração e,

conseqüentemente, a absorção de nutrientes do meio, principalmente o cálcio e o

boro, que dependem da corrente transpiratória. Quando a taxa de transpiração é

alta, o fluxo de nutrientes é grande. Assim, a redução no fluxo transpiratório

acarreta pode induzir uma deficiência de cálcio, e a morte da gema apical é um

sintoma característico (Sha et ai., 1985; Abousalim & Mantell, 1994). Portanto,

uma melhora nas trocas gasosas facilita a transpiração e, conseqüentemente,

aumenta a absorção de nutrientes do meio de cultura.

A sacarose exerce uma função central no crescimento e no desenvolvimento

vegetal, como açúcar e como molécula sinalizadora. De acordo com Farrar et ai.

(2000), a sacarose tem um efeito regulatório e uma função integrativa. Esses

autores afirmam que o excesso de sacarose pode regular, por feed-back, a

fotossíntese. Assim, a redução no crescimento das brotações observadas em

meio de cultura com elevadas concentrações de sacarose pode ter ocorrido

devido à redução na transpiração e à inibição da fotossíntese, mesmo quando o

tipo de fechamento dos tubos não restringe as trocas gasosas.

A diferença entre os dois sistemas é notória e, nas condições em que o

experimento foi conduzido, o método de selamento alternativo foi superior, em

todas as variáveis estudas, ao tipo de selamento padrão utilizado na maioria dos

estudos de propagação in vitro. Em adição, o tipo de selamento dos recipientes

de cultura in vitro potencializa o efeito estimulador do carvão ativado na
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morfogênese in vitro. No selamento tampa com película PVC, o benefício do

carvão ativado no desenvolvimento é insignificante.

Observações no final do experimento (dados não mostrados) revelam que o

sistema com o tampão de algodão proporcionou a conversão da maior parte do

meio nutritivo em compostos orgânicos. A matéria seca das brotações foi de

9,63 mg com este selamento, em comparação aos 3,35 mg obtidos com o

método tradicional de selamento, o que representa um ganho médio de 187% na

matéria seca das brotações (Tabela 22).

TABELA 22- Matéria seca de parte aérea (mg) em brotações de segmentos
nodais de Annona glabra L., em função de diferentes
concentrações de carvão ativado e tipos de selamento. Lavras -
MG, 2002.

Carvão Tipode selamento Média

ativado (g.L'1) Tampão dealgodão Tampa com película PVC

"Õ^j 6,58 Azby 3,32 Ba 4,95 b

2,0 12,69 Aa 3,79 Ba 8,24 a

"Média 9,63 A 3,35 B

z- Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, cm cada linha, não diferem entre si ao
nívelde 5% de probabilidade pelo tcslcde Tukey.
y- Médias seguidas pela mesma letra minúscula, cm cada coluna, não diferem entre si
ao nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Resultados similares foram encontrados para outras espécies. Cournac et ai.

(1991) reportaram um aumento na matéria seca (aproximadamente 400%) e

altura (77%) em batata devido à aeração dos recipientes de cultura, enquanto

Jackson et ai. (1991) reportaram redução na altura das brotações na mesma

espécie em frascos com trocas gasosas reduzidas, o que resultou numa alta

concentração de etileno.
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O aumento na matéria seca das brotações em tubos com tampão de algodão

pode ser devido a uma melhor performance na transpiração, já que nessas

condições os estômatos funcionam normalmente. É razoável também sugerir que

plantas in vitro com estômatos operantes indicam um tipo fisiológico mais

próximo do normal, o que pode aumentar o crescimento e, posteriormente,

facilitar a adimatização.

De acordo com Murphy et ai. (1998), a melhora na transpiração, capaz de

resultar em maior incorporação de biomassa em frascos que possibilitam trocas

gasosas, pode ter três possíveis razões. Primeiro, a permeabilidade do algodão

causa uma redução na umidade relativa, aumentando o gradiente de pressão de

vapor da folha para a atmosfera do frasco, o que leva a um aumento na taxa de

transpiração da folha. A segunda possibilidade é de que a redução na resistência

a difusão de gases permite que o vapor deágua difunda mais rapidamente para a

atmosfera externa e; finalmente, o aumento nas trocas gasosas entre o tubo e a

atmosfera evita o acúmulo de gases, particularmente C02 e etileno, em

concentrações potencialmente danosas.

Os resultados apresentados confirmam que a melhora na aeração do

recipiente de cultivo reduz a umidade relativa e o acúmulo de gases dentro dos

tubos. Ou seja, facilitando a difusão do vapor de água, através da ventilação,

haverá um aumento na difusão de gases como etileno e gás carbônico no interior

dos tubos, resultando na regeneração de plantas bem formadas e sem

anormalidades fisiológicas.

Esses resultados estão de acordo com aqueles reportados pela literatura.

Thomas et ai. (2000) e Murphy et ai. (1988) reportam que a perfuração e o

fechamento de um orificio 1,25 cm com algodão ou filtro nas tampas de frascos

grandes melhoraram a aeraçãono interior dos recipientes, em culturas in vitro de

melancia tiplóide e de Delohinium. A melhor provisão para aeração também
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permite as trocas de gases, incluindo o etileno, que é conhecido por sua relação

com a abscisão e com a hiperhidricidade (Dillan & Buysens, 1989; Ziv, 1991).

O tratamento que ajuda a controlar a senescencia também contribui para a

redução ou eliminação do problema do amarelecimento das culturas. A melhor

aeração das culturas acentuou a coloração verde das plantas e evitou a

senescencia precoce das folhas.

Alguns aspectos das brotações de segmentos de A. glabra são mostrados na

Figura 8. Observa-se que houve interação positiva entre o selamentos tampão de

algodão e o carvão ativado sobre o crescimento das brotações, e essas

apresentavam aspectos morfológicos normais.

O tampão de algodão fornece um sistema permeável às trocas gasosas, que

permite a realização da fotossíntese pelas brotações em uma escala suficiente

para induzir a passagem do modo de crescimento heterotrófico para

autototrófico em meio contendo baixa concentração de sacarose. O sistema

testado se mostra um método muito útil para a conservação de clones, com uma

menor probabilidade de variação somaclonal, requeridos como estoques para

propagação contínua in vivo ou in vitro ou como pais em programas de

melhoramento genético.

Este trabalho fornece uma grande contribuição para a micropropagação de

Annonaceae com valor econômico, uma vez que apresenta uma alternativa

acessível e economicamente viável para resolver o problema da abscisão foliar

precoce, principal problema ligado ao cultivo in vitro de várias espécies dessa

importante família.

143



Tampão de algodão

Tampa + PVC

-CA

FIGURA 8- Aspectos das brotações em segmentos nodais de Annona glabra L
emfunção dotipo deselamentos dos tubos e presença (+CA) e na
ausência de carvão ativado (-CA) no meio de cultura, 42 dias após
a inoculação. Lavras - MG, 2002.
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7 CONCLUSÕES

a) Na comparação entre as três citocininas (BAP, cinetina e TDZ), o BAP é

o que promove as melhores respostas na indução de brotações em segmentos

nodais de Annona glabra. O TDZ induz brotações em forma de roseta, sendo

inadequado para a espécie em questão.

b) O aumento na concentração de citocinina de 17,76 para 35,62 uM no

meio de cultura tem um efeito negativo sobre o comprimento das brotações e

sobre a porcentagem de explantes responsivos.

c) A fonte de açúcar influencia as variáveis número de folhas, comprimento

e matéria seca das brotações das espécies Annona bahiensis, Annona caulijlora,

Annona coriacea, Annona glabra e Rollinia silvatica.

d) A aeração dos recipientes de cultura é um dos fatores que mais contribui

na indução e crescimento de brotações de Annona glabra. A mudança do modo

tradicional de fechamento dos tubos para o selamento alternativo contribui com

acréscimos significativos no crescimento das brotações, além de controlar a

processo de abscisão foliar.

e) A aeração das culturas, combinada com uma redução no conteúdo de

sacarose no meio de cultura para 58,42 ou 29,21 mM, traz ganhos de 17 e 23

vezes na matéria seca das brotações, respectivamente.

f) Os beneficios encontrados com o uso do tampão de algodão no

fechamento dos recipientes de cultura são similares àqueles obtidos com o uso

de ventilação forçada ou com a adição no meio de cultura de compostos

inibidores da ação do etileno.
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CAPITULO VI

FATORES QUE AFETAM O ENRAIZAMENTO IN VITRO
EM BROTAÇÕES E ESTACAS DE ANNONA GLABRA L



1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Fatores que afetam o enraizamento in
vitro em brotações e estacas de Annona glabra L In: . Controle da
morfogênese 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 brotações de Annona glabra L. Foram conduzidos dois
experimentos para avaliar o enraizamento. No primeiro, brotações 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"1 de carvão
ativado e diferentes concentrações de AIB (0,0; 4,9 e 9,8 uM). Foram avaliadas
três formas de fechamento dos tubos de ensaio: tampa plástica com e sem a
película de PVC e tampão de algodão. No segundo, estacas (segmentos nodais)
de A. glabra foram inoculados em meio WPM contendo diferentes
concentrações de sacarose (0,00; 29,21; 58,63 e 116,84 mM) em combinação
com dois níveis de carvão ativado (0,0 e 2,0 g.L"1). Após a inoculação, os tubos
contendo os explantes foram mantidos sala de crescimento sob radiação
fotossintética ativa de 45-56 umol.s^.m^a 25 ± 3 °C. Os resultados mostraram
que houve formação de raízes adventícias em brotação sem folhas, mesmo
quando estimuladas pelo AIB. O método de fechamento dos tubos com tampão
de algodão ou tampa plástica sem a película de PVC, trouxe ganhos
significativos na porcentagem de enraizamento, na matéria seca das raízes e no
número de raízes adventícias em brotações de A. glabra. O efeito promotor do
carvão ativado na rizogênese foi maximizado quandoo enraizamentodas estacas
ocorreu em meio de cultura com baixa concentração de sacarose (58,42 mM) e
em tubos com provisão para trocas gasosas. Com a melhora na aeração, a
rizogênese em estacas de A. glabra ocorreu em meio de cultura com baixo
conteúdo de sacarose (29,21 mM) e nessas condições foi verificado um
expressivo incremento no número de raízes adventícias e secundárias (laterais).
A aeração dos tubos estimulou o desenvolvimento de um sistema radicular
morfologicamente normal, com formação de raízes adventícias e raízes
secundárias (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 tiie first experiment, shoots (with and without
leaves) obtained in vitro were inoculated in WPM médium supplemented with
87.64 mM sucrose, 2.0 g.L"1 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 médium 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"1). After inoculation, the
tubes with explants were maintained in growth room under photosynthetic active
radiation of 45-56 umol.s^.m*2 andtemperature of 25 ± 3 °C. The resuits 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 signíficant 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 médium 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 médium
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 INTRODUÇÃO

O enraizamento é uma etapa decisiva da micropropagação e influencia

diretamente a sobrevivência durante o transplantio e adimatização. Quando

comparado com espécies herbáceas, o enraizamento de espécies lenhosas é mais

difícil de ser obtido, e a dificuldade se agrava à medida que se usa material

vegetal menos juvenil.

\^ O processo de enraizamento tanto in vitro quanto ex vitro é fortemente

influenciado por fatores ligado à planta doadora de explantes (estresse hídrico,

substâncias de reservas, nutrição mineral, condições 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 formação de raízes.

O presentetrabalho teve como objetivos: avaliar a influência da presença de

folhas, AIB, carvão ativado, sacarose e do fechamento dos tubos sobre o

enraizamento de microbrotações de Annona glabra L.

4 REFERENCIAL TEÓRICO

\A Arizogênese apresenta as seguintes fases: indução, iniciação e alongamento
das raízes. Enquanto as duas primeiras fases (às vezes consideradas como uma

só) respondem ou dependem de auxinas, o crescimento das raízes é inibido na

sua presença. A dificuldade em um sistema de micropropagação está em

determinar uma condição in vitro na qual todas essas fases possam ocorrer

normalmente e, de preferência, sem demandar manipulação adicional de uma

fase para outra (Grattapaglia & Machado, 1998).
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A indução de raizes in vitro é um importante passo na micropropagação e

em protocolos de transformação genética de plantas (George, 1993). A maioria

dos trabalhos de indução de enraizamento adventício de espécies lenhosas

envolve tratamentos com auxinas exógenas, tais como AIB, ANA e AI A

(George, 1993).

Alguns pesquisadores têm atribuído às auxinas a capacidade de induzir as ^/
mudanças intercelulares necessárias para a indução do enraizamento. Para a

maioria das espécies, a indução ao enraizamento é feita com a presença de uma

auxina no meio de cultura (De Klerk et ai., 1995) e a quantidade a ser adicionada

depende das concentrações endógenas de auxinas do explante utilizado (James

& Thurbon, 1981; Blakesley et ai., 1991). No entanto, Druart et ai. (1982),

sugerem que o processo pode ser induzido apenas pela ausência de luz e que as

auxinas são necessárias principalmente nas fases subsequentes ao enraizamento

(iniciação c alongamento das raízes). Algumas espécies, no entanto, induzem o

enraizamento sem a necessidade da aplicação de reguladores de crescimento.

Por exemplo, brotações axilares de Acácia aldiba produzem raízes utilizando

meio diluído sem adição de reguladores (George, 1993). Grattapaglia &

Machado (1998) reportam que diversas espécies, principalmente herbáceas,

enraízam na presença de níveis muito reduzidos de auxinas no meio ou em meio

básico sem fitorregulador. Neste caso, as partes aéreas em rápido crescimento

são fontes de intensa produção de auxina, a qual é translocada para a base,

estimulando a rizogênese.

O nível das auxinas endógenas é o que determina a formação de raízes

adventícias, ou seja, é o acúmulo de auxina endogeno que induz a formação de

raízes. Geralmente, o uso de reguladores de crescimento acelera

consideravelmente o processo enraizamento. O número de raízes formadas no

explante normalmente aumenta com o incremento do conteúdo de auxina,
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porém, quando concentrações elevadas são utilizadas, a formação de calo é

verificada (George, 1993).

Várias substâncias de reação sinergística com auxinas têm sido isoladas em

estacas de fácil enraizamento (Assis & Teixeira, 1998). Para esses autores,

compostos fenólicos (polifenóis) são, em geral, considerados co-fatores de

enraizamento, multiplicando o efeito indutor das auxinas, sendo que alguns deles

(catecol, floroglucinol e os ácidos floréticos, caféicos, ferúlico, p-cumárico e

clorogênico) podem atuar independentemente da presença de auxinas. Os

produtosda oxidação de fenóis (as quinonas) são, entretanto, inibidores.

O mecanismo de iniciação radicular em tecidos caulinares, principalmente

nos aspectos da fisiologia da diferenciação, é ainda pouco entendido, uma vez

que os reguladores de crescimento apresentam outros efeitos no metabolismo, no

crescimento e na diferenciação, afetando outros processos fisiológicos (Hatney,

1980, citado por Assis & Teixeira, 1998).

Apesar de as auxinas promoverem consistentemente a formação de

primórdios radiculares, pelo menos em tecidos que naturalmente apresentam

certa predisposição ao enraizamento, sua adição no meio de cultura pode

promover a produção de etileno por estimular a biossíntese da ACC (ácido 1-

aminociclopropano-1-carboxílico) (Yang & Hofrman, 1984).

E bem conhecido que o etileno promove abscisão de frutos e folhas de

muitas espécies. Algumas espécies de Annona, como, por exemplo, A.

squamosa, são conhecidas por sua sensibilidade ao etileno (Lemos & Blake,

1996). Conforme resultados mostrados nesse trabalho (capítulo II), parece

razoável atribuir a outras espécies dos gêneros Annona e Rollinia sensibilidade

ao etileno, manifestada através de abscisão foliar ou hiperhidricidade. De

acordo com Zobayed et ai. (2002), A. muricata é mais sensível ao etileno do que

a A. squamosa e abscisão é o maior problema na micropropagação de Annona

spp, além do mais, a adição de ANA ao meio aumenta a abscisão. De acordo
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com Hartmann et ai. (1997), o etileno pode estimular, reduzir ou não ter efeito

sobre a formação de raízes adventícias. A promoção do enraizamento ocorre

mais em plantas intactas do queem estacas e mais em espécies herbáceas do que

emplantas lenhosas, e emplantas quepossuem raízes pré-formadas.

Além das auxinas, outros compostos podem ser utilizados para estimular o

enraizamento. O carvão ativado em concentrações 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 carvão ativado estimula o

crescimento e o enraizamento ainda seja desconhecido, Grattapaglia & Machado

(1998) mencionam que fisicamente o carvão ativado simula a condição de

escuro no qual as raízes normalmente se desenvolvem. Quimicamente, ele tem

efeito diluidor, retendo parte de todos os elementos que compõem o meio de

cultura, fixando citocininas residuais dos tecidos das plantas e absorvendo

compostos tóxicos inibidoresdo enraizamento.

A fixação de auxina pelo carvão ativado, em geral, exerce uma ação

benéfica no alongamento de raízes (Drew, 1988, Mohamed-Yasseen, 2001). As

raízes crescem rapidamente, ramificando-se bastante e mantendo cor mais clara

do que quando expostas à luz.

O carvão ativado é usado também para evitar a luz exclusivamente na base

dos explantes, o que contribui para a diminuição no enraizamento.

Quimicamente, a luz contribui para a diminuição nos teores endógenos de AIA,

assim como o acúmulo de fenóis e seus subprodutos que inibem o enraizamento

(Grattapaglia & Machado, 1998). A luz na base do explante pode estimular a

formação de uma camada de esclerênquima, células lígnificadas que agem como

uma barreira física que dificulta a passagem das raízes. Segundo Rasai et ai.

(1995), a utilização de carvão ativado aumentou o potencial de enraizamento de

espécies de Annona, principalmente porque reduz o problema da oxidação,

muito freqüente nessas espécies.
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Outros fatores determinantes do enraizamento dizem respeito às plantas

doadoras de explantes. O estresse hídrico, substâncias de reservas como

carboidratos, nutrição mineral, condições de crescimento da planta, substâncias

reguladoras de crescimento, juvenilidade e sazonalidade da planta matriz têm

sido apresentados como aqueles que apresentam efeitos mais relevantes no

enraizamento (Assis & Teixeira, 1998).

Além das características ligadas às plantas doadoras de explantes, fatores

relacionados com o próprio explante podem exercer influência no seu

enraizamento in vitro.

E bem conhecido que a presença de folhas nas estacas exerce um forte

estímulo sobre o enraizamento (Hartmann et ai., 1997). O efeito estimuladordas

folhas sobre o enraizamento de estacas foi demonstrado com muita clareza em

abacateiro (Reuveni & Raviv, 1981). Folhas e gemas produzem auxinas, que

sãotransportadas para a base, o que é essencial para o enraizamento. Neste caso,

a sua ausência não é suprida por auxinas, sacarose ou compostos nitrogenados.

Esses compostos estimulam o enraizamento na presença de folhas, onde são

produzidas auxinas e outros fatores de crescimento (Assis & Teixeira, 1998).

Esses autores afirmam que o número de folhas tem influencia, principalmente,

na velocidade de enraizamento e no número de folhas formadas.

5 MATERIAL E MÉTODOS

5.1 Enraizamento de brotações de Annona glabra L. em função de presença
de AIB, folhas e tipo de selamento dos tubos.

Foram utilizadas brotações de Annona glabra L. com aproximadamente 20

mm de comprimento, originadas de cultivos em tubos completamente vedados,

de onde foram coletadas brotações sem folhas expandidas, e de cultivos em

tubos fechados com tampa plástica e PVC ou tampão de algodão, deonde foram
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coletadas brotações com pelo menos um par de folhas expandidas. Foram

avaliados três tipos de selamento dos tubos: tampa plástica com PVC, tampa

plásticas sem PVC e tampão de algodão.

O meio utilizado foi WPM (Lloyd & McCown, 1980), suplementado com

87,64 mM de sacarose, 0,70% de ágar, 2.g.L*1 de carvão ativado e as seguintes

concentrações 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 distribuídos 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

plástica com película de PVC e 20 mL de meio nos tubos fechados com tampa

sem PVC ou em tubos comtampão de algodão. Em câmara de fluxo laminar, as

brotações foram inoculadas e os tubos de ensaio foram fechados com os três

tipos de selamento. No caso do tampão de algodão, inicialmente os tubos foram

autoclavados com tampa plástica e somente após a inoculação das brotações é

que esses foram fechados com algodão (autoclavado separadamente) e em

seguida mantidos em sala de crescimento sob radiação fotossintética ativa de 45-

55 pmol.s', a uma temperatura de 25 ± 2°C, durante 60 dias, quando foram

avaliadas as seguintes variáveis: porcentagem de enraizamento, número de

raízes adventícias, número de raízes secundárias, 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 concentrações de AIB e os tipos de

selamento dos tubos, 2 representa os tipos de brotações) com 4 repetições, sendo

cada uma formada por três tubos.
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5.2 Microestaquia

Segmentos nodais de Annona glabra foram obtidos de plantas-estoque com

três anos de idade, mantidas em casa de vegetação sob radiação fotossintética

ativa de 130-170 umol.m^.s*1, obtida pela combinação de lâmpadas gro-lux e

branca fria, fotoperíodo de 16h, semcontrole de temperatura.

Brotações laterais de hastes caulinares semi-lignificadas foram utilizadas

como fonte de explante. Para a desinfestação, as folhas foram retiradas e os

segmentos foram mantidos em água corrente por 20 minutos e lavados com

detergente neutro. Em seguida, em câmara de fluxo laminar, foram secionados

segmentos com comprimento de 20-30 mm, contendo uma única gema, e

imersos em álcool 70% (v/v) por 1 minuto, seguido de nova imersão em

hipoclorito de sódio (1% de cloro ativo) e gotas de detergente durante 15

minutos. Finalmente, os explantes foram lavados, por cinco vezes, em água

destilada e autoclavada.

O segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio

WPM solidificado com 7 g.L*1 de ágar, suplementado com quatro concentrações

de sacarose (0,00; 29,21; 58,63 e 116,84 mM) em combinação com dois níveis

de carvão ativado (0,0 e 2,0 g.L"1) e 250 mg.L"1 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 plástica com

película de PVC e tampão de algodão. Foram usados 10 mL de meio de cultura

nos tubos de ensaio com tampa e película de PVC e 20 mL nos tubos fechados

com tampão de algodão. Após a inoculação, as culturas foram mantidas em sala

de crescimento com temperatura de 25 ± 3°C, fotoperíodo de 16 horas com

radiação fotossintética ativa de 45-56 umol m*2 s"1, durante 45 dias, quando

foram avaliadas as seguintes variáveis: porcentagem de enraizamento, número

de raízes adventícias, número de raízes secundárias (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 concentrações de sacarose, 2 representa

os tipos de selamentos e as concentrações de carvão ativado) com 5 repetições,

sendo cada uma formada por quatro tubos.

5.3 Análises estatísticas.

Os dados de cada um dos três experimentos foram analisados

separadamente. Os experimentos foram avaliados estatisticamente, mediante a

análise de variancia usando arranjo fatorial, testando-se as médias pelo teste de

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

número de contagem, em -ylx + \. Os dados foram analisados usando o

programa S1SVAR, v 4.3, desenvolvido pela UFLA.

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO

6.1 Enraizamento de brotações de Annona glabra L. em função da presença

de AIB, folhas e tipo de selamento dos frascos.

Porcentagem de enraizamento, número de raízes adventícias, número de raízes

secundárias (laterais)

A interação tripla "concentração de AIB x folha x tipo de selamento" foi

altamente significativa para as variáveis porcentagem de enraizamento (P<0,01)

e número de raízes adventícias (P<0,01). A interação "folha x tipo de selamento"

foi significativa (P<0,05) para a variável número de raízes secundárias (laterais)

(Tabela 1).
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TABELA 1- Resumo da análise de variancia para porcentagem de enraizamento,
número de raízes adventícias e número de raízes secundárias
(laterais) em brotações deAnnona glabra L. com ou sem folha, em
função de diferentes concentrações de AIB e tipos de selamento dos
tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Fonte de GL Quadrados médios

Variação Enraizamento2 N2 raízes
adventícias y

N9 raízes

secundáriasy

Concentração 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

Resíduo 54 49,37 0,04121 0,0383

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

ns -Nâo-Significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F.
* - Significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F.
** - Significativoao nível de 1% de probabilidade pelo teste F.

z- Dados originais transformados em arco-seno y/% .

y- Dados originais transformados em Vx +1.

Não houve formação de raízes adventícias em brotações sem folhas,

oriundas de cultivo em tubos completamente vedados e sob o efeito do etileno

(Tabela 2).

Na ausência de AIB no meio de cultura, a maior porcentagem de

enraizamento (66,7%) foi obtido nos tubos com tampa sem PVC, enquanto na

presença de 9,8 uM AIB, os melhores resultados foram verificados quando se

utilizou o tampão de algodão. Os selamentos tampa sem PVC e tampão de

algodão promoveram um acréscimo de 111 e de 89%, respectivamente, na

porcentagem de brotações 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 semadiçãode AIB.

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

Tipos de AIB(uM)

Selamento 0,0 4,9 9,8 Média

+ folha / - folha

Tampa com PVC 33,30 b77- 33,30 b/- 8,32 b / - 24,97 b

Tampa sem PVC 66,70 a / - 66,70 a / - 24,98 b / - 52,79 a

Tampão algodão 33,33 b / - 41,63 b/- 66,70 a / - 47,21 a

z- Médias seguidas pela mesma cm cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

Observaram-se comportamentos quadráticos (P<0,01) das concentrações de

AIB para a variável porcentagem de enraizamento em tubos fechados com

tampa, com ou sem PVC, enquanto, quando os tubos foram fechados com o

tampão de algodão, a tendência de incremento na porcentagem de enraizamento

foi linear (P<0,01) em função do aumento na concentração de AIB (Figura 1).

As curvas de respostas indicam que a utilização de AIB, principalmente em

concentrações superiores a 4,9 uM, reduz o número médio de raízes emitidas por

brotação de Annona glabra (Figura 2). Esses resultados concordam em parte

com os reportados para outras espécies. Em Rollinia mucosa, a formação de

raízes foi dificultada quando as brotações alongadas oriundas de hipocótilo e

epicótilo foram inoculadas diretamente em meio suplementado com AIB

(Figueiredo et aí., 2001). Entretanto, as concentações 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 ai., 2001). Essa dificuldade pode estar ligada ao efeito residual de

citocininas requeridas para induzir a proliferação de brotações e o pré-

condicionamento das brotações em meio contendo carvão ativado, durante 7 dias

no escuro, aumentou o enraizamento de A cherimola (Encinaet ai.,1994).

y (#) = 33,300+ 2,5484 x - 0,52000 x2
y(A) = 66,700+ 4,2576x - 0,86890 x2
y(X) = 30,529 +3,4056 x

R2= 100**
R2= 100**
R2= 92.23**

FIGURA 1- Valores médios estimados para porcentagem de enraizamento de
brotações de Annona glabra L., com folhas, em função de AIB e
tipo de selamento ( # tampa com PVC, -- A- - tampa sem PVC,
—X— tampão de algodão). Lavras - MG, 2002.

O percentual de enraizamento encontrado é superior aos resultados

encontrados por Nair et ai. (1984). Esses autores reportaram 43% de

enraizamento quando as brotações obtidas de uma árvore de atemóia adulta

foram mantidas em meio MS semi-sólido (1/2 macronutrientes) contendo 50

mg.L'1 (245 uM) AIB por três dias no escuro, seguidos por 13 dias na luz.
Resultados mais laboriosos foram reportados por Encina et ai. (1994), que
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incubaram brotações de cherimola in vitro por 7 dias em meio MS suplementado

com 0,1 g.L"1 carvão ativado, seguidos de inoculação em meio de cultura

contendo 500 uM AIB, 2,13% sacarose e 200 mg.L"1 deácido cítrico por 10dias

(7 dias no escuro, seguidos por 3 dias na luz), em meio solidificado com ágar.

Os autores obtiveram 95% de enraizamento quando as brotações foram

transferidas para um mesmo meio sem AIB e com a metade dos

macronutrientes.

O maior número de raízes adventícias (3,75 por brotação) foi induzido

quando se utilizou a tampa sem PVC, diferindo significativamente dos outros

tipos de selamento, tanto na ausência quanto na presença de pequenas

concentrações de AIB (4,9 uM). No geral, foi observado um ganho de 124% no

número de raízes adventícias efetuando a retirada da película de PVC da tampa

dos tubos de ensaio (Tabela 3).

TABELA 3- Resultados médios para número de raízes adventícias em brotações
de Annona glabra L., com e semfolhas, em função 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 1,31b2/- 1,87 b/- 0,25 b/- 1,14b

Tampa sem PVC 3,75 a / - 3,46 a / - 0,50 b / - 2,56 a

Tampão algodão 1,25 b/- 1,00 b/- 2,25 a / - 1,50 b

2- Médias seguidas pela mesma em cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelo testede Tukey.

As concentrações de AIB mostraam comportamentos quadráticos (P<0,01)

para a variável número de raízes adventícias em tubos fechados com tampa com

ou sem PVC e uma tendência quadrática ascendente (P<0,01) quando os tubos

foram fechados com o tampão de algodão (Figura 2).
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Os resultados obtidos para número de raízes adventícias são superiores

àqueles reportados por Deccetti (2000), que obteve o maior número (2 por

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

completamente vedados.

y (•) = 1,317 + 0,3364 x - 0,04540 x2
y(A) = 3,750+ 0,2122 x - 0,05540 x2
y(X) = 1,250 - 0,2030 x + 0,03118 x2

R2= 100**
R2= 100**
R2= 100**

FIGURA 2- Valores médios estimados para número de raízes adventícias em
brotações de Annona glabra L., com folhas, em função de AIB e
tipo de selamento ( # tampa com PVC, - - A- - tampa sem
PVC, -X-tampão de algodão). Lavras - MG, 2002.

O maior número de raizes secundárias (0,72 por brotação) foi observado

utlizando-se AIB na concentração mais reduzida (Tabela 4). Observou-se um

comportamento quadratico das concentrações de AIB para a variável número de

raízes secundárias, embora o valor de R2 não tenha sido significativo (P>0,05)

(Figura 3). A presença das raízes secundárias (laterais) aumenta a superfície

radicular e o volume de substrato explorado. A curva de regressão para número
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de raízes secundárias (laterais) apresentou um comportamento quadratico para as

concentrações de AIB (Figura 3).

TABELA 4- Resultados médios para número de raízes secundárias (laterais) em
brotações de Annona glabra L., com e sem folhas, em função de
diferentes concentrações de AIB. Lavras - MG, 2002.

Tipos de AIB (uM)

brotação 0,0 4,9 9,8 Média

Com folha

Sem folha

0,30

0,00

0,72

0,00

0,47

0,00

0,50 a

0,00 b

z- Médias seguidas pela mesma cm cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

V(•) = 0.304+ 0.1533 x - 0.01390 x:
y(A)= o

0A-

0.0 4,9

AIB (pM)

R-= 100 ns

9.8

FIGURA 3- Valores médios estimados para número de raízes secundárias
(laterais)em brotações com folhas ( # ) e sem folhas (-A-) de
Annona glabra L., em função de diferentes concentrações de AIB.
Lavras - MG, 2002.
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O alto percentual de enraizamento e o maior número de raízes adventicias

formadas, na ausência da auxina, sugerem que, pelo menos em parte, a formação

de raízes adventícias, em brotações de Annona glabra, não depende do

suprimento exógeno de AIB. Todavia, a presença de 4,9 uM de AIB aumentou o

número de raízes secundárias (laterais). Esse fato pode indicar o alto nível

endogeno de auxina nos explantes e caracterizar a facilidade de enraizamento da

espécie. Hartmann et ai. (1997), afirmam que auxinas são produzidas porgemas

e folhas jovens em quantidade suficiente para induzir o enraizamento, pois na

ausência de AIB no meio de cultura, a porcentagem de enraizamento foi de

66,7%, em tubos com tampa sem PVC.

A indução de primórdios radiculares em Annona glabra pode ser obtida

facilmente sem a adição de AIB. Esses resultados sugerem que a

desdiferenciação e a indução à divisão celular para a formação dos primórdios

radiculares não dependem da aplicação exógena desta auxina e a aplicação de

concentrações elevadas de auxinas pode ocasionar aumento da oxidação (James

& Thurbon, 1981) e da atividade da peroxidase, reduzindo as concentrações

endógenas de ácido indolilacético (Harbage et ai., 1998). Isto pode explicar, em

parte, a redução no enraizamento das brotações cultivadas em meio de cultura

com9,8 uM de AIB emtubos comtampa plástica.

Comprimento da maior raiz, matéria secade raiz e departe aérea

A interação tripla "concentração de AIB x folha x tipo de selamento" foi

altamente significativa para as variáveis 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 rizogênese. Na ausência de AIB,

as raízes apresentaram o maior comprimento (17,17 mm) em tubos fechados

com tampa sem PVC, enquanto na presença de 9,8 uM AIB no meio de cultura,

as maiores raízes (44,25 mm) foram obtidas quando se fecharam os tubos como
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TABELA 5- Resumoda análise de variancia para porcentagem de enraizamento,
matéria seca de raiz e matéria seca da parte aérea em brotações de
Annona glabra L. com ou sem folha, em função de diferentes
concentrações de AIB e tipos de selamento dos tubos de ensaio.
Lavras - MG. 2002.

Fonte de GL Quadrados médios

Variação Comprimento) Matéria seca Matéria seca

maior raiz de raiz parte aérea

Concentração AIB (A) 2 22,77 ns 0,78* 18,29ns

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* 18,29ns

AxC 4 409,17** 3,32** 180,97**

BxC 2 271,89** 7,16** 178,69**

AxBxC 4 409,17** 3,32** 180,97**

Resíduo 54 13,92 0,24 6,97

CV. (%) 42,50 42,43 42,07

ns -Não-Significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste F.
* - Significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste F.
** - Significativo ao nível de 1% de probabilidade, pelo teste F.

tampão de algodão. Esse resultado é 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 concentração

mais elevada de AIB (9,8 pM) causou inibição da divisão e alongamento

celulares. Observaram-se tendências quadráticas (P<0,01) das concentrações de

AIB para a variável comprimento da maior raiz nos três tipos de selamentos.

Entretanto, com o tampão de algodão, a tendência foi diferente e nenhum

modelomatemático se ajustou aos dados (Figura 4).
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TABELA 6- Resultados médios para comprimento da maior raiz (mm) em
brotações de Annona glabra L., com e sem folhas, em função de
diferentes concentrações 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 b77- 13,50 b/- 3,16 b/- 9,58 c

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

Tampão algodão 12,41 b/ - 12,08 b/- 44,25 a / - 22,91 a

2- Médias seguidas pela mesma em cadacoluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

y (#) = 12,082+ 1,4882 x - 0,24474x2 R2= 100**
y(A) = 17,165+ 2,2632 x - 0,34027 x2 R2= 100**
y(") = ns

50 -

I45i "
2 35 -[
.2 30-'
CD ,

Ê 25-
2 oo i•£ 20 -' *
E 15 " - **-*„

FIGURA 4- Valores médios estimados para comprimento da maior raiz (mm)
em brotações de Annona glabra L., com folhas, em função de
diferentes concentrações de AIB e tipos de selamento ( 0 tampa
com PVC, -- A- tampa sem PVC, • tampão de algodão). Lavras -
MG, 2002.
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O provável acúmulo de etileno no tubo de ensaio pode explicar o menor

enraizamento em tubos complentamente vedados. De acordo com Biddington

(1992), a função geral do etileno na cultura de tecidos não é clara, embora ele

possa mudar a capacidade organogênica de explantes in vitro. O acúmulo desse

gás em quantidades excessivas é provavelmente o gatilho que dispara vários

processos fisiológicos, os quais, além da abscisão foliar precoce, em muitas

espécies promovem o enraizamento (Dimassi-Theriou et ai., 1993). Entretanto,

de acordo com Hartmann et ai. (1997), o etileno pode estimular, reduzir ou não

ter efeito sobre a formação de raízes adventícias.

Na comparação entre os três tipos de selamento, na ausência de AIB, o

maior matéria seca de raízes (2,25 mg / brotação) foi obtido com a tampa sem

PVC, enquanto, na presença de 9,8 uM AIB, o tampão de algodão proporcionou

melhores condições 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 película PVC (Tabela 7).

TABELA 7- Resultados médios para matéria seca de raiz (mg)em brotações de
Annona glabra L., com e sem folhas, em função de concentrações
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 2,26 ab?7- 1,10c/- 0,33 c / - 1,23 c

Tampa sem PVC 2,85 a / - 2,85 b / - 1,17b/- 2,29 b

Tampão algodão 1,86 b/- 4,06 a / - 4,32 a / - 3,41a

z- Médias seguidaspela mesmacm cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelotestede Tukey.
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Observou-se um comportamento linear (P<0,01) decrescente nas

concentrações de AIB para a variável matéria seca de raiz quando os tubos

foram fechados com tampa plástica com ou sem PVC. Por outro lado, com o

tampão de algodão, o matéria seca das raízes cresceu linearmente (P<0,01) com

o aumento das concentrações de AIB (Figura 5).

y(#) = 2,201-0.1974 x
y(A) = 3,135-0,1716 x
y(X) = 2,187 +0,2510 x

R2= 98,63**
R2= 75,33**
R2=83,18**

FIGURA 5- Valores médios estimados para matéria seca de raiz (mg) em
brotações de Annona glabra L., com folhas, em função de
diferentes concentrações de AIB e tipos de selamento dos tubos de
ensaio ( # tampa com PVC, - - A- - tampa sem PVC, —X—
tampão de algodão). 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 produção de matéria seca

das plantas coincidiu com os tratamentos que apresentaram as maiores

percentagens de enraizamento. Na ausência de AIB, a retirada da película de
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PVC da tampa proporcionou um ganho de 284% de biomassa seca quando

comparada com o método de vedação total do tubo. Com otampão de algodão e

meio suplementado com 9,8 uM AIB, obteve-se a maior biomassa seca da parte

aérea (16,55 mg) e de raízes (3,41 mg), o que corresponde a acréscimos de 10,4

e 12,1 vezes na matéria seca departe aérea e de raiz, respectivamente (Tabelas 7

e8).

TABELA 8- Resultados médios para peso da parte aérea (mg) brotações de
Annona glabra L., com e sem folhas, em função de diferentes
concentrações 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 c2/* 10,09a/* 2,28 b/* 6,23 b

Tampa sem PVC 25,47 a/* 14,08 a/* 4,73 b/* 14,76 a

Tampão algodão 11,22 b/* 12,46a/* 25,97a/* 16,55 a
2- Médias seguidas pela mesma cmcada coluna, não diferem entre si ao nível de 5%de
probabilidade pelo teste de Tukey.
* - Não determinado.

Aspectos do enraizamento das brotações de A. glabra são mostrados na

Figura 7.
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y (•) = 9,627 + 1,8576 x - 0,23479 x* R'= 100**
y(A) = 25,134 - 2,1163 x R2= 99.68**
y(X) = 9,177+ 1.5053 x R2= 81,29**

4,9

AIB (pM)

FIGURA 6- Valores médios estimados para peso da parte aérea (mg) de
brotações de Annona glabra L., com folhas, em função de
diferentes concentrações de AIB e tipos de selamento dos tubos de
ensaio ( # tampa com PVC, - - A- tampa sem PVC, ~X~
tampão de algodão). Lavras - MG, 2002.
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FIGURA 7- Enraizamento de brotações de Annona glabra L. em função da
presença ou ausência de folhas e tipos de selamento dos tubos de
ensaio (SI,tampa com PVC; S2, tampa sem PVC; S3, tampão de
algodão) em meio de cultura sem regulador de crescimento.
Lavras - MG, 2002. Barra = lOmm.
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6.2 Microestaquia

Porcentagem de enraizamento, númerode raízes adventícias e número de raízes

secundárias

A interação tripla "concentração de sacarose x concentração de carvão

ativado x tipos de selamento" foi significativa para a variável porcentagem de

enraizamento (P<0,05). Houve signifícancia das interações "concentração de

sacarose x concentração de carvão ativado" para a variável número de raízes

adventícias (P<0,01), "concentração de sacarose x tipo de selamento" para as

variáveis número de raízes adventícias (P<0,01) e número de raízes secundárias

(laterais) (P<0,05) e "concentração de carvão ativado x tipo de selamento" para

as variáveis numero de raízes adventícias (P<0,01) e número de raízes

secundárias (laterais) (P<0,01) (Tabela 9).

Não houve enraizamento dos segmentos nodais na ausência de sacarose,

indicando que a quantidade de reservas nas brotações utilizadas não foi

suficiente para iniciar o processo de enraizamento (Tabela 10).

A porcentagem de enraizamento foi muito baixa na ausência de carvão

ativado, não havendo diferenças significativas entre os dois tipos de selamentos

para as concentrações de sacarose utilizadas. Em meio de cultura com carvão

ativado, a taxa de enraizamento foi de 40% nos segmentos nodais cultivados na

presença de 29,21 mM de sacarose e com tubos fechados com tampão de

algodão (Tabela 10). É importante ressaltar que nessa menor concentração de

sacarose ocorreu a indução de primórdios radiculares (dados não mostrados) ou

raízes muito pequenas, característica desejável por facilitar o transplantio e a

adimatização.

A contribuição da aeração na porcentagem de enraizamento, calculada com

base nos resultados apresentados na tabela 10, foi de 118,6% em meio com

carvão ativado.
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TABELA 9- Resumo da análise de variancia para porcentagem de enraizamento,
número de raízes adventícias e secundárias (laterais) de brotações
provenientes de segmentos nodais de Annona glabra L., em
função de diferentes concentrações de sacarose, carvão ativo e
tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Fonte de GL Quadrados médios

Variação Enraizamento2 N9 raízes N9 raízes

adventícias* secundáriasy

Cone. de sacarose (A) 3 4.590,00 ** 1,0938** 0,4970 **

Cone. de carvão (B) 1 7.605,00 ** 2,2535 ** 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

Resíduo 64 146,25 0,0263 0,0985

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

ns -Não-significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F.
* - Significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F.
** - Significativo ao nível de 1% de probabilidade pelo teste F.

z- Dados originaistransformados em arco-seno V%

y- Dados originais transformados cm -yjx +1.

Em meio de cultura com baixo conteúdo de sacarose (58,42 mM)

suplementado com carvão ativado, obteve-se a maior porcentagem de

enraizamento (75%) (Tabela 10). Esse resultado é muito superior àquele

encontrado por Figueiredo et ai. (2001) para Rollinia mucosa. Os autores

obtiveram um percentual de 53% de enraizamento e número médio de 3,5 raízes

por brotação, em meio de cultura suplementado com um baixo nível de sacarose

(58,42 mM).
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Em meio de cultura com elevado conteúdo de sacarose (116,86 mM) e 2,0

g.L"1 carvão ativado, houve um decréscimo na porcentagem de enraizamento em

tubos fechados com o tampão de algodão (Tabela 10). Esse aumento no

conteúdo de sacarose provavelmente elevou o potencial osmótico do meio e o

tampão de algodão permitiu uma maior evapotranspiração, proporcionando uma

mudança no estado físico do meio, alterando a disponibilidade de água,

nutrientes e reguladores de crescimento nele contidos. Segundo Taiz & Zeiger

(1998), o estresse hídrico pode provocar aumento nos conteúdos endógenos 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 g.L* de carvão

ativado, obteve-se 75% de enraizamento com o selamento tampão de algodão,

em relação aos 20% obtidos em tubos fechados com tampa e PVC, ou seja, uma

diferença 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 função de diferentes
concentrações de sacarose, carvão 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

0,0g.L"1 decarvão ativado

Tampa com PVC

Tampão de algodão

0,00 a2

0,00 a

0,00 a 10,00 a

0,00 a 10,00 a

20,00 a

15,00 a

7,50 a

6,25 a

2,0g.L"1 decarvão ativado

Tampa com PVC

Tampão de algodão

0,00 a

0,00 a

10,00 b 20,00 b

40,00 a 75,00 a

50,00 a

60,00 a

20,00 b

43,73 a

z- Médiasseguidaspela mesmacm cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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Na ausência de carvão ativado, observou-se um comportamento linear das

concentrações de sacarose para a variável porcentagem de enraizamento, tanto

com o selamento tampa com PVC (P<0,01) quanto com o tampão de algodão

(P<0,05) (Figura 8 A), enquanto, na presença de carvão ativado no meio,

observou-se tendências linear e quadrática das concentrações de sacarose para a

mesma variável, em tubos com tampão de algodão (P<0,01) e tampa com PVC

(P<0,01), respectivamente (Tabela 8, B).

O enraizamento, como evidenciado neste trabalho, é fortemente estimulado

pela presença do carvão ativado no meio de cultura. Entretanto, a interação

concentração de açúcar, carvão ativado e tipo de selamento dos recipientes de

cultivo é inédita, pelo menos em Annonaceae.

Y(A)--1,9992+0.18581X

Y(«)= -0,9993+0.14180X

R2- 93,7% ** Y(A)--1,9985+0,43030X R2- 98,78%**

R2= 88,99%* Y(«)=-1,9087+1,96683X-0.()1225X2 R2= 98,59%**
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29,21 58.42 87,63 116.84 0

-5

Sacarose (mM)

-10

| A 1 I B

Ó 29,21 58.42 87,63 116,84

Sacarose (mM)

FIGURA 8- Valores médios estimados para porcentagem de enraizamento em
função de diferentes concentrações de sacarose e tipos de selamento
dos tubos de ensaio (--A-tampa com PVC; —•— tampão de
algodão) em segmentos nodais de Annona glabra L, inoculados na
ausência (A) e na presença (B) de 2,0 g.L"1 d carvão ativado. Lavras
- MG, 2002.
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O efeito benéfico do carvão ativado no enraizamento também foi observado

por Encina et ai. (1994). Esses autores reportam que a pré-indução das brotações

deA. cherimola em meio de cultura contendo 1,0 g.L*1 carvão ativado aumentou

o enraizamento, atribuindo isto à sua provável função de absorver inibidores,

como por exemplo, exudatos ou citocininas residuais.

A atividade estimulatória do carvão ativado em induzir o enraizamento de

brotações 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 atuação de

compostos antioxidantes, como o carvão ativado, para minimizar os efeitos

maléficos dos compostos fenólicos presentes em grandes quantidades. O

escurecimento do meio de cultura provocado pelo carvão ativado pode ter

favorecido o incremento na indução e no crescimento de raízes (Figuras 8 B e 9

A, B), pois Druartet ai. (1982) afirmam que apenas a ausência de luz na base do

explante é suficiente para a indução do enraizamento. Esse fato foi comprovado

em pereira por Wang (1991), o qual também observou aumento no enraizamento

nessas condições.

Provavelmente, o principal efeito do carvão ativado no meio de cultura está

relacionado com a sua capacidade de adsorver metabólitos produzidos pelo

explante in vitro, como compostos fenólicos, bem como de reduzir os efeitos

tóxicos da interação entre altas concentrações de reguladores de crescimento,

adicionados ao meio de cultura, e substâncias secretadas pelo explante (Fridborg

et ai..1978; Stein & Stephens, 1981). O efeito estimulatório do carvão ativado

sobre o enraizamento pode ser devido, também, ao escurecimento e aeração do

meio de cultura (Mohamed-Yasseen, 2001). Quimicamente, a luz contribui para

a diminuição nos teores endógenos de AIA, assim como o acúmulo de fenóis e

seus subprodutos, que inibem o enraizamento (Grattapaglia & Machado, 1998).
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Anatomicamente, a luz na base do explante pode estimular a formação de uma

camada de células de esclerênquima, que dificultam a passagem das raízes.

Em todas as concentrações de sacarose, o número de raízes adventícias e

secundárias foi maior na presença de carvão ativado. Na média geral, a presença

desse composto no meio aumentou em 5,1 vezes o número de raízes adventícias

e em 6,3 vezes o número de raízes secundárias. Na presença de carvão ativado a

rizogênese foi estimulada mesmo em meio contendo pequenas concentrações de

sacarose (Tabela 11).

TABELA 11 - Resultados médios para número de raízes adventícias e número
de raízes secundárias (laterais) em segmentos nodais de Annona
glabra L., em função de sacarose e carvão ativado. Lavras -
MG, 2002.

Carvão Sacarose (mM)

ativado (g.L*1) 0,00 29,21 58,42 116,86 Média

Número de raízes adventícias

0,0

2,0

0,00 az

0,00 a

0,00 b 0,20 b 0,57 b

0,75 a 1,43 a 2,51a

0,19 b

1,17a

Número de raízes secundárias (laterais)

0,0

2,0

0,00 a

0,00 a

0,00 b 0,00 b 0,64 b

1,31a 1,72 a 1,67 a

0,16 b

1,17a

- Médias seguidas pela mesma emcada coluna, nãodiferem entre si ao nível de 5%de
probabilidade pelo testede Tukey.

Observou-se um comportamento linear das concentrações de sacarose para

a variável número de raízes adventícias na presença (P<0,01) e ausência de

carvão ativado (P<0,01) (Figura 9, A). Para a variável número de raízes

secundárias (laterais), observou-se tendência quadrática das concentrações de

sacarose na presença de carvão ativado (P>0,05) (Figura 9, B).

181



Y(a)=- -0,0074+0,15229X

Y(»)= 0,0084+0,06220X

R2= 93,65%** Y(A)= ns

R2-99,31%** Y(b)= 0,0049+0.13605X-0.00242X2 R2=98,43%*

0 29,21 58.42 87,63 116,84
-0.5 J

Sacarose (mM) B

29,21 58.42 87.63 116,84

Sacarose (mM)

FIGURA 9- Valores médios estimados para número de raízes adventícias (A) e
número de raízes secundárias (laterais) (B) em função de
concentrações de sacarose e carvão ativo (—A—O g.L"; —•— 2 g.L"
') em segmentos nodais de Annona glabra L. Lavras - MG, 2002.

O tipo selamento dos tubos influenciou diretamente a indução de raízes

adventícias e secundárias. Com o tampão de algodão, a rizogênese foi induzida

em meio com pequena concentração de sacarose (29,21 mM), enquanto, em

tubos fechados com tampa e PVC, a indução da raízes adventícias e secundárias

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

respectivamente. Na média geral, com o selamento com tampão de algodão

houve ganho de 61,5% no número de raízes adventícias e de 354% no número

de raízes secundárias (laterais) (Tabela 12).
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TABELA 12- Resultados médios para números de raízes adventícias e número
de raízes secundárias (laterais) em segmentos nodais de Annona
glabra L., em função de concentração 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

Números de raízes adventícias

Tampão de algodão

Tampa com PVC

0,00 a

0,00 a

0,69 a 1,20 a 1,47 a

0,06 b 0,43 b 1,61a

0,84 a

0,52 b

Números de raízes secundárias

Tampão de algodão

Tampa com PVC

0,00 a

0,00 a

1,31a 1,72 a 1,35 a

0,00 b 0,00 b 0,96 a

1,09 a

0,24 b

Médias seguidaspela mesma em cada coluna, não diferementre si ao nível de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Observaram-se tendências lineare quadrática das concentrações de sacarose

para a variável número de raízes adventícias com o tampão de algodão (P<0,01)

e com a tampa com PVC (P<0,01), respectivamente (Figura 10 A). Para a

variável número de raízes adventícias (laterais), observou-se um comportamento

quadratico das concentrações de sacarose quando os tubos foram fechados com

o tampão de algodão (P<0,01) (Figura 10 B).

O tipo de selamento maximizou o efeito promotor de rizogênese do carvão

ativado em segmentos nodais de A. glabra. Em meio contendo carvão ativado, o

número médio de raízes adventícias por explante foi 1,56 com o tampão de

algodão contra 0,78 do selamento tampa com PVC, uma diferença de 100% em

favor do primeiro. Essa tendência foi mais acentuada na indução de raízes

secundárias, em que o selamento tampão com algodão promoveu um

enraizamento mais de 10 vezes superior àquele obtido com o método tradicional

de fechamento dos frascos (Tabela 13).
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Y(A)--0.1972+ 0.01972X R2= 93,17% ** Y(A)- ns

Y(«)= 0.0093+0.02288X-0,0001X2 R2=99,99% ** Y(»)= -0.183+0.0414X-0,0002X2 R2=84,75% *

29.21 58.42 87.63 116,8
-0.5-'

A i Sacarose (mM)

29,21 58.42 87,63 116,8

Sacarose (mM)

FIGURA 10- Valores médios estimados para número de raízes adventícias (A) e
número de raízes secundárias (laterais) (B) em função de
concentrações de sacarose e tipos de selamento dos tubos de
ensaio (—A—tampa com PVC; —•— tampão de algodão) em
segmentos nodais deAnnona glabra L. Lavras - MG, 2002.

O tipo de selamento dos recipientes de cultura influenciou diretamente a

rizogênese. A tampa com a película de PVC é capaz de vedar totalmente os

tubos e a energia necessária à indução e crescimento radicular vem

exclusivamente da fonte exógena 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 tampão de

algodão proporcionou trocas gasosas suficientes para compensar a falta de

energia nos meios de cultura com concentração de carboidrato inferior àquela

normalmente utilizada (87,63 mM ou 3% p/v).

Tem sido reportado que o crescimento de plantas in vitro pode ser

melhorado através da manipulação da umidade relativa dentro dos frascos

(Wardle et ai..1983). O aumento nas trocas gasosas promovido pelo tampão de

algodão foi responsável pela redução da umidade relativa dentro dos tubos.
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Assim, a melhora no crescimento obtido sob aeração natural pode ter sido,

pelo menos parcialmente, resultado do aumento da absorção de minerais do

meio de cultura. Esses resultados corroboram aqueles encontrados para A.

muricata e A. squamosa utilizando a aeração forçada (Zobayed et ai.. 2002).

TABELA 13. Resultados médios para números de raízes adventícias e número
de raízes secundárias (laterais) em segmentos nodais de Annona
glabra L., em função de diferentes concentrações de sacarose,
carvão ativado e tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras
- MG, 2002.

Carvão Tipo de selamento

ativado (g.L"1) Tampão de algodão Tampa com parafilme Média

Números de raízes adventícias

0,0 0,11 Aybz 0,27 A b 0,19 b

2,0 1,56 A a 0,78 Ba 1,17a

Média 0,84 A 0,52 B

Número de raízes secundárias (laterais)

0,0 0,03 A b 0,29 A a 0,16 b

2,0 2,16 A a 0,19 Ba 1,17a

Média 1,09 A 0,24 B

2- Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, em cada linha, não diferem entre si ao
nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
y- Médias seguidas pela mesma letra minúscula, cm cada coluna, não diferem entre si o
nível de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Na Figura 11 podem ser observados aspectos das plantas após 60 dias de

inoculação. Na ausência de sacarose no meio de cultivo não houve crescimento

das gemas axilares. O melhor desenvolvimento da parte aérea e do sistema

radicular ocorreu em meio de cultura com sacarose e carvão ativado e quando os

tubos de ensaio foram fechados com o tampão de algodão.
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FÍOÜRA II- Microsestaquia em segmentos nodais de Annona glabra L. em
função desacarose (A-B, 0mM; C-E, 10 mM; F-I, 20 mM; J-M,
40 mM) na ausência (0) e na presença (1) de carvão ativados e
tipos de selamento dos tubos de ensaio (A,C,F,H,J,L, tampa com
PVC; B,D,E,G,I,K,M, tampão de algodão) em meio de cultura
sem regulador de crescimento. Lavras - MG, 2002. Barra =
I Omm.
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Comprimento da maior raiz e matéria seca das raízes

A interação tripla "concentração de sacarose x concentração de carvão

ativado x tipo de selamento" foi altamente significativa para variáveis

comprimento da maior raiz (P<0,01) e matéria seca das raízes (P<0,01) (Tabela

14).

TABELA 14- Resumo da análise de variancia para comprimento da maior raiz
e matéria seca das raízes provenientes de brotações de Annona
glabra L., em função de diferentes concentrações de sacarose,
carvão ativo e tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras -
MG, 2002.

Fonte de

variação

Concentração sacarose (A)

Concentração carvão (B)

Tipodeselamento (C)

AxB

AxC

BxC

AxBxC

Resíduo

CV. (%)

GL

3

1

1

3

3

1

3

64

Quadrados médios

Comprimento da Matéria seca das

maior raiz raízes

2.817,18**

2.965,70 **

712,04 **

913,71 **

387,49 **

1.037,44**

339,57 **

59,95

80,48

67,43 **

135,07**

2,66 ns

48,35 **

15,29**

10,40**

10,13 **

1,36

77,16

ns -Não-significativo ao nível de 5% deprobabilidade, pelo teste F.
** - Significativo aonível de 1% deprobabilidade, pelo teste F.

O comprimento da maior raiz foi sempre maior na presença de carvão
ativado, em qualquer concentração de sacarose ou tipo de selamento. Em meio
com 58,42 mM de sacarose e sem carvão ativado, houve um crescimento

radicular inexpressivo, enquanto com meio suplementado com carvão ativado e
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a mesma concentração 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 tampão de algodão,

o que significa um ganho de 10 e 15,6 vezes sobre os valores obtidos na

ausência de carvão 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 função de diferentes
concentrações de sacarose, carvão 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

0,0g.L"1 de carvão ativado

Tampa com PVC

Tampão de algodão

0,00 az

0,00 a

0,00 a 0,60 a

0,00 a 2,55 a

16,00 a

9,10 a

4,15 a

2,91a

2,0g.L'1 decarvão ativado

Tampa com PVC

Tampão de algodão

0,00 a

0,00 a

0,25 a 6,60 b

1,72 a 42,40 a

29,65 b

45,05 a

9,15 b

22,29 a

7- Médias seguidas pela mesma cm cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Os dois tipos de selamento apresentaram diferenças em todas as

concentrações de sacarose. O selamento com tampão de algodão foi superior ao

método de vedação total com tampa e PVC. A resposta à adição do carvão

ativado no meio de cultura é facilmente perceptível em tubos com tampão de

algodão e dentro da concentração 58,42 mM de sacarose houve um acréscimo de

542% no comprimento da maior raiz (Tabela 15).

Na ausência do carvão ativado, observou-se tendência linear das

concentrações para a variável comprimento da maior raiz, tanto com selamento

tampa com PVC (P<0,01) quanto com o tampão de algodão (P<0,05) (Figura 12,
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A). Em meio de cultura com carvão ativado, observou-se um comportamento

quadratico das concentrações de sacarose para essa variável, em tubos com

tampa e PVC (P<0,05) e com tampão de algodão (P<0,01) (Figura 12, B).

Y(A)- -3,0797+0,14142X
Y(b)= -1,3113+0,Ü4068X-0,0016

R2=79.67% **
R*= 91,98%*
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FIGURA 12- Valores médios estimados para comprimento da maior raiz (mm)
em função de concentrações de sacarose e tipos de selamento dos
tubos de ensaio (-A-tampa com PVC; —•— tampão de algodão)
em segmentos nodais de Annona glabra L. inoculados na ausência
(A) e na presença (B) de 2,0 g.L"1 d carvão ativado. Lavras - MG,
2002.

A matéria seca das raízes foi muito baixo na ausência de carvão ativado,

mesmo na presença de elevadas concentrações de sacarose (116,86 mM).

Entretanto, em meio suplementado com carvão ativado e baixas concentração de

sacarose (58,42 mM), a matéria seca das raízes foi de 5,48 mg por segmento

nodal com o selamento tampão de algodão e de apenas 0,27 mg com o sistema

tradicional de fechamento dos tubos, uma diferença de mais de 19 vezes em

favor do selamento alternativo (Tabela 16). A concentração mais elevada de

sacarose favoreceu a rizogênese somente quando combinada com carvão ativado

e vedação total dos tubos.
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TABELA 16- Resultados médios para matéria seca das raízes (mg) em
segmentos nodais de Annona glabra L., em função de diferentes
concentrações de sacarose, carvão 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 carvão ativado

Tampa comPVC 0,00 a7 0,00 a 0,37 a 1,20 a 0,39 a

Tampão de algodão 0,00 a 0,00 a 0,15 a 0,00 a 0,04 a

2,0 g.L"1 de carvão ativado

Tampa com PVC 0,00 a 0,10 a 0,27 b 8,70 a 2,24 a

Tampão de algodão 0,00 a 1,52 a 5,48 a 6,42 b 3,35 a

7- Médias seguidas pela mesma cm cada coluna, não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Observaram-se comportamentos lineares das concentrações de sacarose

para a variável matéria seca das raízes em meio sem carvão ativado e tubos

fechado com tampa e PVC (P>0,05) e tampão de algodão (P>0,05),

respectivamente (Figura 13, A), enquanto, em meio com carvão, verificou-se

uma tendência linear das concentrações de sacarose para os dois tipos de

selamento (P<0,01) (Figura 13, B).

Resultados similares foram encontrados para outras espécies. Coumac et ai.

(1991) reportaram um aumento no matéria seca (aproximadamente 400%) e na

altura (77%) em plantas de Solanum tuberosum quando a aeração dos recipientes

de cultivo foi melhorada.

Em meio contendo carvão ativado, a contribuição da aeração 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 razoável afirmar que o tampão de algodão potencializou o

efeito benéficodo carvão ativado na rizogênese de segmentos de A. glabra.
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FIGURA 13- Valores médios estimados para o matéria seca das raízes (mg) em
função de concentrações de sacarose e tipos de selamento dos
tubos de ensaio (--A-tampa com PVC; —•— tampão de algodão)
em segmentos nodais de Annona glabra L inoculados na ausência
(A) e na presença (B) de 2,0 g.L"1 de carvão ativado. Lavras -
MG, 2002.

O carvão ativado contribuiu para a formação de raízes adventícias com

morfologia externa normal, finas, flexíveis, de coloração branca e com raízes

secundárias, em comparação às raízes adventícias grossas, quebradiças, de

coloração amarelada e sem raízes secundárias (laterais) em meio sem carvão

ativado.

O tipo de sistema radicular obtido no enraizamento in vitro determina o

sucesso do transplantio e adimatização. De acordo com Grattapaglia e Machado

(1998), raízes curtas são desejáveis, pois facilitam a lavagem e retirada do meio

de cultura aderido, bem como a introdução da planta no substrato. Além disso,

afirmam os autores, raízes curtas ou ainda na forma de primórdios radiculares

estão 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 é indispensável na rizogênese de

segmentos nodais de A .glabra. Entretanto, a redução na concentração de

sacarose para 29,21 mM foi capaz de induzir o enraizamento quando carvão

ativado estava presente no meio de cultura. Esse resultado indica que o carvão

ativado fornece fatores capazes de induzir o enraizamento em baixas

concentrações de sacarose (29,21 mM) em tubos selados com o tampão de

algodão.

A redução na concentração da fonte de carbono combinado com os efeitos

estimuladores do carvão ativado e a aeração dos tubos (que permitiu

permeabilidade a gases tóxicos, como o etileno e o CO2), constitui um método

eficiente para estimular a indução do enraizamento e a fotossíntese nas plantas, o

que facilita a adaptação 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

conteúdo de carboidrato normalmente utilizado em meio de cultura para

enraizamento. Altas concentrações de carboidratos no meio de cultura têm um

efeito negativo sobre o enraizamento, devido ao acúmulo de açúcar acima dos

níveis fisiológicos nos tecidos (Veierskov et ai., 1982). O pré-condícionamento

de brotações oriundas do nó cotiledonar de Bauhinia vahlii em meio com 58,42

mM de sacarose produziu plantas com melhor qualidade em termos de

comprimento de brotações, matérias fresca e seca das brotações, mas não foi

observado nenhum efeito significativo entre as concentrações de sacarose (de 0 a

146 mM) sobre o número de raízes e as matérias fresca e seca de raízes (Bhatt &

Dhar, 2000).

O crescimento das raízes depende de condições físicas e químicas do meio

de cultura utilizado e das substâncias de reservas que a planta utiliza para

divisão e alongamento celulares. A redução da fonte de açúcar no meio estimula

a pré-adaptação in vitro à condição autotrófica. Com o selamento tampão de
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algodão, as trocas gasosas são facilitadas, permitindo que a fotossíntese seja

estimulada.

Esse sistema permite o enraizamento diretamente no meio de indução de

brotações sem a necessidade de transferência para um meio de enraizamento, o
que pode ser vantajoso por evitar uma fase de labor intensivo e bastante

dispendiosa.

7 CONCLUSÕES

a) Brotações de Annona glabra sem folhas expandidas não enraízam,

mesmo quando estimuladas pelo AIB.

b) O método de fechamento dos tubos com tampão de algodão ou tampa
plástica sem a película de PVC traz ganhos significativos na porcentagem de
enraizamento, na matéria seca das raízes e no número de raízes adventícias em

brotações de Annona glabra.

c) Oefeito promotor do carvão ativado na rizogênese émaximizado quando
o enraizamento ocorre em meio de cultura com baixa concentração de sacarose

(58, 42 mM) e em tubos com provisão paratrocas gasosas.

d) Aaeração dos tubos estimula odesenvolvimento de um sistema radicular
morfologicamente normal, com formação de raízes adventícias e raízes
secundárias (laterais).
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CAPITULO VII

AQUISIÇÃO DO COMPORTAMENTO
FOTOAUTOTROFICO DURANTEO ENRAIZAMENTO IN

VITRO DE BROTAÇÕES BE ANNONA GLABRA L.



1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Aquisição do comportamento
fotoautotrófico durante o enraizamento in vitro de brotações Annona glabra L.
In: . Controle da morfogênese 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 aquisição do comportamento
fotoautotrófico durante o enraizamento in vitro em brotações de Annona glabra
L. Brotações oriundas de cultivo em tubos fechados com tampa e película de
PVC (cultivo sem aeração) e com tampa sem a película de PVC ou tampão de
algodão (cultivo com aeração) foram inoculadas em meio WPM suplementado
com 4,9 uM de AIB e 2,0 g.L"' de carvão ativado na presença (58,42 mM) ou
ausência de sacarose. Durante o enraizamento, foram mantidas as mesmas
condições de fechamento dos tubos de ensaio em que as brotações foram
induzidas. Após a inoculação, os tubos contendo os explantes foram mantidos
em sala de crescimento sob radiação fotossintética ativa de 45-56 umol.s" .m" a
25 ± 3 °C. Os resultados mostraram que o enraizamento das brotações de A.
glabra não dependeu do suprimento de carbono no meio de cultura, em tubos
fechados com o tampão de algodão ou tampa plástica sem PVC. A aeração dos
tubos de ensaio trouxe incrementos de significativos (até 250%) na matéria seca
radicular. A indução de raízes secundárias (laterais) emA. glabra só ocorreu em
culturas com aeração, independentemente da presença ou ausência de sacarose
no meio de cultura. Com os resultado desse experimento, conclui-se que a
aquisição do comportamento fotoautotrófico em A.glabra pode ser obtido com
sucesso durante a fase de enraizamento in vitro.
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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 vitro
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 médium supplemented
with 4.9 pM IBA and 2.0 g.L"1 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.sVm"2 and oftemperature 25 ±3°C. The resuits showed that the rooting of
A. glabra shoots do not depend on the supply of carbon into culture médium, 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 ofthe photoautotrophic behavior in A. glabra may
beobtained with success during the in vitro rooting phase.
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3 INTRODUÇÃO

Tradicionalmente, a cultura de tecidos envolve recipientes vedados com

plantas crescendo heterotroficamente sobre meio solidificado com ágar e

suplementado com sacarose. Entretanto, é consenso que, melhorando a

performance das plantas cultivadas in vitro, especialmente durante a fase de
enraizamento, a etapa seguinte de adimatização ocorre com mais facilidade.

As plantas produzidas in vitro apresentam modificações na estrutura e nas

funções fisiológicas do sistema fotossintético como resultado de condições
peculiares de cultivo, que incluem baixa radiação fotossintética ativa, alto
conteúdo de sacarose e baixa disponibilidade de C02. Essas condições podem

afetar o sucessoposteriorda adimatização.

O enraizamento in vitro em condições fotoautotroficas (livre de açúcar)

pode ter ainda, como vantagem sobre oenraizamento tradicional, a produção de
mudas com característica anatomo-fisiológicas superiores. Uma outra vantagem

é o baixo risco de contaminação das culturas, o que facilita a introdução de

grandes frascos de cultivo, o que pode seguramente reduzir o custo da
micropropagação.

O presente trabalho teve como objetivo induzir a aquisição do
comportamento fotoautotrófico durante oenraizamento in vitro em brotações de
Annona glabra L.
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4 REFERENCIAL TEÓRICO

As plantas propagadas in vitro são potencialmente capazes de desenvolver

um aparelho fotossintético funcional (Yue et ai., 1993) e a taxa fotossintética

pode ser mensurável (Van Huylenbroeck et ai., 1998, 2000). Entretanto, é

fundamental que novas estruturas (autotróficas) sejam formadas durante a fase

de enraizamento. Entre os fatores que podem ser manipulados, a concentração

de sacarose no meio e aeração dos recipientes de cultivo parecem ser os mais

promissores.

A cultura de tecidos autotrófica (sem açúcar) tem muitas vantagens sobre a

cultura de tecidos heterotrófica convencional: a ausência de açúcar no meio

permite o uso de frascos de cultura maiores, menor contaminação, menor hiper

hidricidade, menor labor e o enraizamento e a adimatização podem ser obtidos

mais facilmente (Kozai, 1991a,b). A redução ou eliminação da sacarose no

meio de enraizamento pode acelerar a aquisição de estruturas autotróficas e,

conseqüentemente, facilitar e encurtar a fase posterior de adimatização.

Em condições heterotróficas, a utilização do dióxido de carbono é

reprimida pela presença de sacarose exógena (Langford & Wainwright, 1987).

Grout & Donkin (1987) sugerem que esta repressão ocorre devido à inibição da

enzima ribulose bisfofato carboxilase, a qual, segundo George (1993),

permanece após a transferênciapara um meio de cultura livre de sacarose.

Pesquisas recentes revelam que plantas cultivadas in vitro têm habilidade

fotossintética suficiente para desenvolver a fotoautotrofia, mas essa atividade é

restringida principalmente pela baixa concentração de C02 nos frascos de

cultura durante o fotoperíodo e também pela presença de açúcar no meio de

cultura (Hdider & Desjardins, 1994; Kozai, 1991a).

A autotrofia pode ser estimulada através da redução de carboidrato no

meio, aumentando a intensidade luminosa e elevando a concentração de C02
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(Kozai, 1991b). Alguns métodos, tais como perfurar a tampa e preencher o

orifício com tampões, fazer aberturas laterais nos recipientes de cultura ou

tampar os frascos com um filtro, podem ser usadas para aumentar as trocas

gasosas (Murphy et ai., 1998).

Armstrong et ai. (1997) descrevem um aparelho simplificado para gerar um

fluxo de ventilação pressurizada nos recipientes de cultivo, sem o uso de bombas

ou cilindrosde gás, através de membranas porosas. Com esse sistema, os autores

reportam um aumento na produção de folhas de A. squamosa e a abscisão foliar

atribuída ao etileno é consideravelmente reduzida. Entretanto, o sistema de fluxo

de pressão induzida apresenta a desvantagem de necessitar de ajustes diários do

nível da água no torreão para manter o fluxo de água alto.

A melhora nas trocas gasosas entre a atmosfera interna do frasco de cultura

e o meio externo conduz a um efeito positivo sobre o crescimento (capítulo IV) e

sobre a aquisição do comportamentoautotrófíco.

O crescimento das plantas in vitro pode ser maior sob condições

fotoautotroficas do que heterotróficas (Kozai, 1991 a,b). Serret et ai. (1997)

avaliaram o crescimento de plantas de Gardênia jasminoides e o

desenvolvimento da fotoautotrofia durante os estádios de multiplicação e

enraizamento in vitro. Os autores concluíram que a fotoautrotofia é mais fácil de

ser induzida na fase de enraizamento e a baixa concentração de sacarose induziu

o mais alto grau de fotoautrotofia, sendo que o efeito mais evidente foi

verificado emplantas cultivadas emtubos frouxamente selados.

Uma das vantagens da micropropagação fotoautotrófica (meio sem açúcar)

é a possibilidade de usar grandes recipientes de cultura com o risco mínimo de

contaminação (Zobayed et ai.,2000).
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5 MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizadas brotações coletadas de cultivos mantidos in vitro com três

tipos de fechamento dos tubos de ensaio: tampa com película de PVC, tampa

sem película de PVC e tampão de algodão, com comprimento médio de 31,00,

23,00 e 22,75 mm, respectivamente. Todas as brotações tinham pelo menos um

par de folhas expandida.

As brotações foram inoculadas em dois meios de enraizamento: 1) meio

WPM solidificado com 7g.L'1 de ágar e suplementado com 4,9 uM AIB, 2 g.L"1

carvão 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 três tipos de fechamento dos tubos: tampa plástica com ou

sem a película de PVC e o tampão de algodão. Foram usados 10 mL de meio de

cultura nos tubos de ensaio com tampa e película de PVC e 20 mL nos tubos

fechados com tampa sem PVC ou em tubos com tampão de algodão. Após a

inoculação, as culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura

de 25 ± 3°C, fotoperíodo de 16horas com radiação fotossintética ativa de 45-56

pjnol m" s". durante 60 dias, quando foram avaliadas as seguintes variáveis:

comprimento da maior folha (mm), matéria seca da parte aérea (mg),

porcentagem de enraizamento, número de raízes adventícias, número de raízes

secundárias (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 concentrações de sacarose e 3, os tipos de

selamentos) com 5 repetições, sendo cada uma formada por três tubos.

Os dados foram avaliados estatisticamente, mediante a análise de variancia

usando arranjo fatorial, testando-se as médias pelo teste de Tukey. Os dados de
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percentagens foram transformados em arco-seno v% e os número de contagem,

em V-f + l - Os dados foram analisados usando o programa SISVAR, v 4.3,

desenvolvido pela UFLA.

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Porcentagem de enraizamento e número de raizes adventícias e secundárias

A interação "concentração de sacarose x tipos de selamento" foi altamente

significativa para a variável número de raízes secundárias (laterais) (P<0,01).

Observaram-se efeitos significativos da sacarose para a variável número de

raízes adventícias (P<0,05) e dos tipos de selamento para as variáveis

porcentagem de enraizamento (P<0,01) e número de raízes adventícias (P<0,01)

(Tabela 1).

TABELA 1- Resumo da análise de variancia para porcentagem de enraizamento,
números de raízes adventícias e secundárias (laterais) de plantas de
Annona glabra L., em função depresença ou ausência de sacarose e
de diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG,
2002.

Fonte de

Variação
GL

Enraizamento7

Quadrados médios
N° raízes

adventícias*

N9 raízes

secundárias'

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**

Resíduo 24 277,50 0,0247 0,0397

C.V.(%) 28,72 10,29 13,97

ns - Não-significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo tesle F.
* - Significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelolesteF.
**- Significativo ao nível de 1%de probabilidade, pelo teste F.

u) - Dados originais transformados cm arco-seno V% ;

(y) - Dados originais transformados cm Vx +1 .
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O enraizamento das brotações não 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 com o

tampão de algodão e com tampa sem a película de PVC (Tabela 2). Nos dados

apresentados na Tabela 2, na média, a porcentagem de enraizamento foi 87,5 e

112,5% maiornos tubos fechados comtampão de algodão e tampa sem PVC,

respectivamente, quando comparados ao método tradicional de fechamento dos

tubos.

TABELA 2- Porcentagem deenraizamento de plantas deAnnona glabra L., em
função de diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio.
Lavras - MG, 2002.

Tipo de selamento Enraizamento (%)

Tampão de algodão 75,0 a*

Tampa sem PVC 85,0 a

Tampa com PVC 40 0 b

z- Médiasseguidas pela mesma letra maiúscula, em cada linha não diferementre si ao
nível de 5% de probabilidade pelolestede Tukey.

Na comparação entre os meios com e sem suplementação de sacarose,

observou-se que apesar de o maior número de raízes adventícias 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 três métodos de selamento, os maiores

números de raízes adventícias foram obtidos em brotações cultivadas em tubos

fechados com tampa sem PVC (1,82 por brotação) e tampão de algodão (1,75

por brotação), que diferiram significativamente do valor obtido com o método

tradicional de fechamento dos tubos. A retirada da película de PVC da tampa

206



contribuiu com aumento de 193,5% no número de raízes adventícias. Entre os

selamentos tampão de algodão e tampa sem PVC, não houve diferenças

significativas (Tabela4).

TABELA 3- Número de raízes adventícias de plantas de Annona glabra L., em
função de função da presença ou ausência de sacarose no meio de
cultura. Lavras - MG, 2002.
Sacarose (mM) Número de raízes adventícias

0,00 1,18b7

58,42 1,61 a

r- Médias seguidas pela mesma não diferem entre si ao nível de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

TABELA 4- Número de raízes adventícias de plantas de Annona glabra L., em
função de diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras
- MG, 2002.

Tipos de selamento Número de raízes adventícias

Tampa com PVC 0,62 b7
Tampa sem PVC 1,82 a

Tampão de algodão 1,75 a
7- Médias seguidas pela mesma letra minúscula, cm cada coluna, não diferem entre si
ao nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Em tubos completamente vedados não houve emissão de raízes secundárias.

O maior número de raízes secundárias (laterais) (4,25 por microplanta) foi

encontrado quando os tubos foram fechados com otampão de algodão, em meio
sem sacarose. O ganho nas trocas gasosas, advindo do tampão de algodão,

estimulou a emissão de raízes secundárias (laterais) para suprir a maior demanda

transpiratória. Por outro lado, em tubos fechados com o tampão de sacarose, a
adição de 58,42mM de sacarose ao meio de cultura causou uma redução de
304%no númerode raízes secundárias (laterais) (Tabela 5).
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TABELA 5-Número de raízes secundárias (laterais) de plantas de Annona
glabra L., em função de presença ou ausência de sacarose e de
diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG,
2002.

Sacarose (mM) Tipo de selamento>

Tampão de

algodão

Tampa sem

PVC

Tampa com

PVC

Média

0,00

58,42

4,25 A7V

1,05 A b

0,60 B b

1,62 A a

0,00 B a

0,00 B a

1,62 a

0,90 b

Média 2,65 A 1,13 B 0,00 C

7- Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, cm cada linha, não diferem entre si ao
nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
y- Médias seguidas pela mesma letra minúscula, cm cada coluna, não diferem entre si ao
nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Comprimento da maior raiz. matéria seca da parte aérea e das raizes e matéria

seca total.

A interação "concentração de sacarose x tipo de selamento" foi significativa

para as variáveis 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 variáveis comprimento da maior raiz (P<0,01) e

matéria seca das raízes (P<0,01) (Tabela 6).

A presença de sacarose no meio de cultura estimulou o crescimento das

raízes adventícias (Tabela 7). Entretanto, o tipo de selamento foi o fator que

mais influenciou no crescimento das raízes. Quando os tubos foram

completamente selados com tampa e PVC, as raízes apresentaram o menor

comprimento (9,02mm), enquanto, com o tampão de algodão 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 análise de variancia para comprimento da maior raiz,
matéria seca (MS) da parte aérea e de raiz de plantas de Annona
glabra L., em função de presença ou ausência de sacarose e de
diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG,
2002.

Fonte GL Quadrados médios

de variação Comprimento MS parte MS raiz MS total

da maior raiz aérea

Sacarose (A)

Selamento (B)

AxB

Resíduo

CV. (%)

1 1.116,30**

2 1.738,63**

2 36,38 ns

24 71.67

34,91

0,08 ns 6,51**

615,82 ** 6,43 **

77,20 * 0,61 ns

16,81 0,54

26,81 48,54

3,68 ns

729,78 **

94,48 *

20,75

27.20

ns - Nâo-significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste F.
* - Significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo leste F.
** - Significativo ao nível de 1% de probabilidade, pelo teste F.

TABELA 7-Comprimento da maior raiz de plantas de Annona glabra L., em
função de função da presença ou ausência de sacarose no meio de
cultura. Lavras - MG, 2002.

Sacarose (mM)

0,00

58,42

Comprimentoda maior raiz (mm)

18,15 b7

30,35 a

7- Médias seguidas pela mesma não diferem entre si ao nível de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Com a vedação total dos tubos, o acúmulo de matéria seca na parte aérea

não respondeu à presença de sacarose no meio de cultura. Entretanto, com a

retirada da película de PVC da tampa, a matéria seca da parte aérea passou de

7,04 mg para 13,18 mg/brotação, em meio sem sacarose, e de 7,38 para 18,40

mg/brotação em meio suplementado com 58,42 mM desacarose (Tabela 9).
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TABELA 8- Comprimento da maior raiz de plantas de Annona glabra L., em
função de diferentes tipos de selamento dos tubos de ensaio.
Lavras - MG, 2002.

Tipos de selamento

Tampa com PVC

Tampa sem PVC

Tampão de algodão

Comprimento da maior raiz (mm)

9,02 b2

31,95 a

31,75 a

- Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelo leste 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 tampão de

algodão, na ausência (25,82 mg/brotação) ou na presença de sacarose (19,95
mg/brotação) no meio de cultura (Tabela 9).

TABELA 9- Matéria seca da parte aérea (mg) de plantas de Annona glabra L.,
em função de presença ou ausência de sacarose e de diferentes
tipos de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Sacarose Tipo deselamento

(mM)

0,00

58.42

Média

Tampão de

algodão

25,82 Azay

19,95 A b

22.88 A

Tampa sem Tampa com

PVC PVC

13,18Aa

18,40 A a

15,79 B

7,04 B a

7,38 B a

7,21 C

Média

15,35 a

15,24 a

7- Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, cm cada linha, não diferem entre siao
nível de5%deprobabilidade pelo teste deTukey.
y- Médias seguidas pela mesma letra minúscula, cm cada coluna, não diferem entre siao
nível de5% deprobabilidade pelo teste deTukey.

Altos níveis de sacarose no meio influenciam o enraizamento e o

estabelecimento de brotações in vitro (Wainwright & Scarce, 1989), enquanto
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uma baixa concentração aumenta a capacidade fotossintética, além de melhorar

a sobrevivência das plantas (Langford & Wainwright, 1987).

Quando os tubos foram fechados com o tampão de algodão, não houve

limitação alguma para as trocas gasosas e a fotossíntese ocorreu normalmente, o

que resultou em um grande acúmulo de matéria seca (25,82 mg/brotação) 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 estão de acordo com Rasai et ai. (1995) os quais

reportaram evidencias da autotrofia em explantes de atemóia cultivados em casa

de vegetação sob radiação fotossintética ativa de 400-450 pmol.m" .s" e

conteúdo de sacarose reduzido para 0,75%. Resultados similares foram também

encontrados para outras espécies. Por exemplo, em plantas de Rosa, a

fotossíntese aumentou quando a concentração de sacarose no meio de

crescimento foi reduzida (Langford & Wainwright, 1987). Esses autores

mostram que um incremento no conteúdo de sacarose no meio de cultura

resultou em um decréscimo no C02 fixado. Fato, segundo Grout & Donkin

(1987), atribuído à inibição da enzima ribulose bisfofato carboxilase

(RuBPcase). Plantas de kiwi cultivadas in vitro são capazes de fixar C02 e

assimilá-lo em açúcares e amido e a presença deste último nas folhas de uma

cultura em meio sob a exclusão de sacarose indica que ela é capaz de realizar a

fotossíntese in vitro (Dimassi-Theriou & Bosabalidis, 1997). Esses autores

reportam ainda que o uso de uma concentração de magnésio três vezes mais

elevada (105 mg.L"1) que aquela normalmente utilizada (35 mg.L"1) é capaz de
aumentara capacidade fotossintética das folhas.

Em meio de cultura suplementado com sacarose, obteve-se maior biomassa

seca de raiz (Tabela 10). Entretanto, a maior contribuição para a biomassa de

raiz veio do fator tipo de selamento. As raízes produzidas em tubos com o
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tampão de algodão 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 tampão de algodão ou a tampa sem PVC para fechar os tubos,

respectivamente.

TABELA 10- Biomassa de raiz de plantas de Annonaglabra L., em função de
função da presença ou ausência 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

; - Médias seguidas pela mesma não diferem entre si ao nível de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

TABELA 11- Biomassa seca de raiz de plantas de Annona glabra L., em função
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

Tampão dealgodão 2,17 a

- Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si ao nível de 5% de
probabilidade pelo leste de Tukey.

Na média, quando os tubos foram selados com tampa e PVC, a matéria seca

total das plantas não aumentou de maneira significativa com a adição de

sacarose ao meio de cultura. Em tubos fechados com o tampão de algodão, a

matéria seca total foi maior em meios sem sacarose. Por outro lado, em tubos

com tampa sem PVC, a resposta à sacarose foi positiva (Tabela 12).
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TABELA 12- Matéria seca total (mg) de plantas de Annona glabra L., em
função da presença ou ausência de sacarose e de diferentes tipos
de selamento dos tubos de ensaio. Lavras - MG, 2002.

Sacarose Tipo de selamento)

(mM) Tampão de

algodão

Tampa sem

PVC

Tampa com

PVC

Média

0,00

58,42

27,65 Azav

22,08 A b

14,19 Bb

20,91 A a

7,36 C a

8,30 B a

16,40 a

17,10 a

Média 24,86 A 17,55 B 7,84 C

z- Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, em cada linha, não diferem entre si ao
nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
y- Médias seguidas pela mesma letra minúscula, em cada coluna, não diferem entre si ao
nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Observa-se na Figura 1, que as plantas de A. glabra em meio de cultura sem

sacarose tiveram desenvolvimento similar àquelas em meio com sacarose. O tipo

de selamentos dos frascos é o fator principal na aquisição do comportamento

fotoautotrófico durante a fase de enraizamento.

O método tradicional de fechamento dos tubos (tampa plástica com película

de PVC) mostrou-se completamente inadequado para o enraizamento in vitro de

Annona glabra.

Este é o primeiro trabalho em que brotações foram enraizadas in vitro com

sucesso em meio fotoautotrófico (livre de sacarose). Os resultados encontrados

indicam que a aeração natural durante a fase de enraizamento é suficiente para

estimular o crescimento autotrófíco e estão de acordo com aqueles reportados

para outras espécies. O aumento da taxa fotossintética líquida através da aeração

das culturas já foi reportado em batata-doce (Zobayed et ai., 1999) e em Annona

squamosa e A. muricata (Zobayed et ai., 2002) cultivadas in vitro.
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FIGURA 1- Enraizamento de brotações de Annona glabra Lna presença em
meio de cultura livre de sacarose (A, C, F) ena presença de 58mM
de sacarose (B? D, G) em função de três tipos de selamento dos
tubos de ensaio: tampa com PVC (A,B), tampa sem PVC (C, D) e
tampão de algodão (F,G), 60 dias após a inoculação. Lavras -MG
2002. Barra = lOmm.
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Espera-se que a técnica de enraizamento autotrófica descrita nesse trabalho

possa contribuir com a propagação em larga escala de Annona spp. A aeração

natural parece ser melhor altemativa que o uso de antagonistas de etileno ou

mesmo a ventilação forçada dos recipientes de cultura para controlar a abscisão

foliar. O uso da aeração natural, combinado com o meio livre de sacarose,

estimula a mudança do modo de crescimento heterotrófico para autotrófíco

durante a fase de enraizamento, o que pode facilitar e encurtar a fase de

adimatização.

7 CONCLUSÕES

a) O enraizamento das brotações de Annona glabra, originárias de cultivo

in vitro, não depende do suprimento de carbono no meio de cultura, em tubos

fechados com o tampão de algodãoou tampa plástica sem PVC.

b) A aeração dos tubos de ensaio traz incrementos significativos (até 250%)

na matéria seca radicular. A indução de raízes secundárias (laterais) em Annona

glabra só ocorre em culturas com aeração.

c) A principal conclusão deste trabalho é de que a aquisição do

comportamento autotrófíco é obtido com sucesso durante a fase de enraizamento

in vitro.
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1 RESUMO

SANTANA, José Raniere Ferreira de. Impacto da aquisição do comportamento
fotoautotrófico durante o enraizamento in vitro na anatomia e na adimatização
de plantas de Annona glabra L. In: . Controle da morfogênese 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 condições fotoautotroficas (meio sem
sacarose e com aeração) e heterotróficas (meio com sacarose e sem aeração)
durante a fase de enraizamento (sob radiação fotossintética ativa de 45-56
pmol.s^.m*2 a 25 ± 3 °C), com plantas-estoque ex vitro (mantidas em case de
vegetação sob radiação fotossintética ativa de 130-170 umol.s"\ní2 sem controle
de temperatura) e correlacionar as características anatômicas com a
adimatização. Seções transversais das folhas foram estudadas e a espessura dos
tecidos do limbo foliar, determinada. A variação na anatomia das folhas de A.
glabra, desenvolvida em três tipos de cultivo, foi caracterizada por um aumento
na espessura foliar com a melhora na aeração, o que caracteriza plasticidade
fenotípica de acordo com a aeração dos recipientes de cultura. O enraizamento
de brotações de A. glabra em condições fotoautotroficas permitiu
desenvolvimento anátomo-fisiológico semelhante àquele observado em
condições ex vitro, o que tomou a adimatização mais fácil e rápida,
minimizando as perdas nesse processocrucial da propagação in vitro.
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2 ABSTRACT

SANTANA, José Raniere Ferreira de. lmpact 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 PlantPhysiology) - 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 vitro, under a photoautotrophic (sucrose-
free médium with aeration) or heterootrophic (médium with sucrose without
ventilation) conditions during the root phase (under photosynthetic active
radiation of 45-56 pmol.sVm"2 and temperature of 25 ± 3 °C), with ex vitro
stock-plants (maintained in greenhouse under photosynthetic active radiation of
130-170 p.mol.sVm"2, 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 resuits
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 plastichy 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.

221



3 INTRODUÇÃO

A adimatização é apontada como uma das fases mais críticas do processo

de micropropagação de plantas, em que ocorre a maioria das perdas. Durante

esse estádio as plantas são expostas a mudanças súbitas nas condições

ambientais devido à transferência de um ambiente in vitro para o meio externo.

De uma forma geral, são poucos os trabalhos de micropropagação que relatam as

dificuldades e soluções para o processo de adimatização. A familiarizaçâo com

a cultura e as condições de trabalho disponíveis são 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 ágar e

suplementado com uma fonte de carbono. Entretanto, na abordagem atual do

tema, é consenso que uma melhora na performance das plantas cultivadas in

vitro, que pode ser alcançado tomando o ambiente in vitro mais próximo das

condições em que as plantas crescem in vivo, especialmente durante a fase III

(crescimento sobre meio de enraizamento), aumenta a sobrevivência das plantas

na fase de adimatização.

Uma possibilidade para facilitar a adimatização e aumentar a sobrevivência

das plantas é estimular a fotoautotrofia através da redução ou eliminação de

carboidrato do meio, do aumento na intensidade luminosa e da melhora na

aeração das culturas.

No enraizamento fotoautotrófico, ocorrem mudanças nas condições de

cultivo in vitro, capazes de determinar a plasticidade adaptativa de Annona spp,

o que até o momento não foi estudado. Diante do exposto, o objetivo desse

trabalho foi estudar o impacto do enraizamento fotoautotrófico na anatomia

foliar e na sobrevivência de mudas de Annona glabra L durante processo de

adimatização.
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4 REFERENCIAL TEÓRICO

Para facilitar o crescimento in vitro, a sacarose é incorporada ao meio de

cultura. O alto conteúdo 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 à perda na eficiência de

adimatização (Serret et ai., 1996, 1997; Serret & Trillas, 2000). O

desenvolvimento reduzido do sistema fotosintético tem sido citado como o

principal fator responsável pela vulnerabiliadade durante o transplante (Lee et

ai., 1985).

Modificação nas condições ambientais dentro dos frascos de culturas pode

melhorar a adimatização. Assim, pesquisadores têm se dedicado ao estudo de

desenvolvimento de sistemas mais fotoautotróficos durante a micropropagação

testando meios com baixo conteúdo ou sem sacarose, alta irradiância durante a

cultura, suplementação com C02 e melhor troca gasosa nos frascos de cultura

(Kozai, 1991; Serret & Trillas, 2000). Entretanto, a maioria desses estudos é

focado sobre a descrição de mudanças fisiológicas associadas com o

desenvolvimento da fotoautotrofia durante a micropropagação (Capellardes et

ai., 1991; Kozai, 1991), e pouca informação está disponível sobre as mudanças

ocorridas na anatomia da plantas in vitro (Lee, et ai., 1985; Dimassi-Theriou &

Bosabaladis, 1997).

Tem sido reportado que microbrotações ou culturas foliares contendo

clorofila in vitro têm capacidade fotossintética para crescer fotoautotroficamente

em meio livre de sacarose. Sob alta intensidade luminosa e condições de cultivo

enriquecidas com C02, o crescimento é promovido mais sobre meio livre de

açúcar do que em meio contendo carboidrato (Kozai, 1991).

No sistema convencional de cultura de tecidos e /ou micropropagação, são

utilizados altos níveis de sacarose no meio de cultura, o que pode influenciar o

223



enraizamento e o estabelecimento de brotações in vitro (Wainwright e Scarce,

1989). Entretanto, uma baixa concentração aumenta a capacidade fotossintética,

além de melhorar a sobrevivência das plantas (Langford & Wainwright, 1987).

O cultivo fotoautotrófico traz como vantagem a possibilidade do uso de grandes

recipientes de cultura com risco mínimode contaminação (Zobayed et ai., 2000).

Há evidências de que o conteúdo de sacarose influencia o processo de

adimatização porque as plantas mudam do modo de crescimento heterotrófico

para autotrófíco e nenhum tratamentoantes ou depois da transferência aumenta a

capacidade fotossintética, que pode melhorar a sobrevivência ex vitro das

plantas (Wainwright & Scarce, 1989). A capacidade fotossintética pode ser

aumentada in vitro pela redução do conteúdo de sacarose no meio, pelo aumento

na intensidade luminosa e pelo enriquecimento do ambiente com CO2, podendo

conduzir a uma adimatização mais rápida com alta taxa de sobrevivência

(Desjardins et ai., 1987; Fujiwara et ai., 1988; Lees et ai., 1991).

As plantas cultivadas em ambiente in vitro tradicional apresentam como

características principais baixa taxa fotossintética, baixa taxa de transpiração e

baixa taxa de absorção.

As folhas formadas durante a cultura de tecidos são anatômica e

fotossinteticamente afetadas pelo ambiente de cultivo, caracterizado pela alta

umidade relativa e baixa radiação fotossintética ativa, que provocam alterações

significativas na estrutura e no funcionamento dos tecido, levando a

incapacidade das plantas produzidas in vitro de controlar as perdas de água

quando submetidas às condições adversas do ambiente natural (Lee et ai.. 1985;

Preece & Sutter, 1991). As folhas in vitro, também, freqüentemente agem como

órgãos de armazenamento para suprir a demanda metabólica durante a primeira

parte da adimatização (Capellardes et ai., 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 responsável pela transpiração excessiva

(Brainerd & Fuchigami, 1981) que, aliada a uma ineficiência quanto ao

mecanismo de abertura e fechamento dos estômatos, leva ao dessecamento das

folhas, causada baixa sobrevivência durante o transplantio.

Estes fatores tendem a ser alterados quando a planta é retirada da condição

in vitro e transferida para outro local onde será submetida a um período de

adimatização. A dificuldade em controlar estes fatores fica evidente quando

autores como Ziv (1991), citado por Campostrini & Otoni (1996), afirmam que,

em se tratando de micropropagação em escala comercial, nenhuma tecnologia

convencional de adimatização resolve eficientemente o problema de mudança

das condições in vitro para ex vitro.

Durante a adimatização, o controle da luz poder ser efetuado com a

utilização de sombrite. A umidade é conservada elevada com a cobertura

plástica das plantas, irrigações ou nebulizações. A nutrição pode ser feita com

auxílio de soluções nutritivas balanceadas, aliada ao aumento das condições

autotróficas da planta quando a folha eleva a sua capacidade fotossintética

(Desjardins et ai., 1987; Zimmerman, 1988).

5 MATERIAL E MÉTODOS

5.1 Medições anatômicas

Para o estudo de anatomia foliar foram comparadas plantas de Annona

glabra L. obtidas em três tipos de cultivo: cultivo in vitro com aeração (plantas

obtidas em cultivo fotoautotrófico (Capítulo V), cultivo in vitro sem aeração

(obtido pelo método tradicional com fechamento dos tubos com tampa plástica e

PVC, em meio de cultura com sacarose), em culturas em enraizamento em sala

de crescimento com radiação fotossintética ativa de 45-56 umol.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 vegetação com radiação fotossintética ativa de 130-

170 u-moLs"1.!*2a 25± 3 °C).

A coleta de material para as medições anatômicas foi feita na ocasião da

transferência das plantas in vitro para a sala de adimatização. As folhas foram

conservadas em álcool 70%

Os estudos foram efetuados na posição mediana da primeira folha jovem

recém-expandida do ápice da planta, a qual apresenta estrutura anatômica

definida e máxima atividade metabólica (Fahl, 1989). De cada tratamento foram

escolhidas, ao acaso, quatro plantas e de cada uma foi retirada uma folha, da

qual foram extraídos segmentos de 0,5 cm2 da região mediana. Os estudos

anatômicos foram realizados com base no exame microscópico de seções obtidas

a mão livre. As seções foram clarificadas em solução a 50% de hipoclorito de

sódio, seguidas pela lavagem em água destilada e neutralização em água 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 seções transversais foram efetuadas 16 medições, com o auxílio

de ocular micromética, de 4 plantas de cada tipo de cultivo, das espessuras das

epidermesadaxial e abaxial e dos parênquimasesponjoso e paliçádico.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 4

repetições, sendocada uma formada por 6 campos.

5.2 Adimatização

Na adimatização foram utilizadas apenas plantas obtidas em cultivo

fotoautotrófico, que foram transferidas paras saco com plástico (2 L) contendo o

substrato plantmax®da Eucatex. Após a transferência, as plantas foram cobertas

com uma garrafa tipo pet com tampa (Figura 1 A, B, C) para a manutenção da
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umidade relativa alta no microambiente e mantidas em sala de adimatização,

sem controle de umidade e temperatura.

Foi realizado o controle da intensidade luminosa durante as três primeiras

semanas de adimatização, nas quais as plantas foram mantidas sob sombrite

30% (75 umols"1 .m"2). Durante este período, a tampa da garrafa pet foi

desenroscada no 39 dia (Figura 1,D), para redução da umidade relativa, e

retirada no 8- dia (Figura 1, E). A garrafa (Figura 1, F) e o sombrite foram

retirados no 219 dia.

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO

6.1 Medições anatômicas

O do tipo de cultivo foi significativo (P<0,01) para as variáveis epiderme

adaxial, parênquima paliçádico, parênquima lacunoso, epiderme abaxial e

espessura limbo (Tabela 1).

TABELA 1- Resumo da análise de variancia para espessura dos tecidos
epidérmicos e parênquimas de plantas de Annona glabra L. em
três tipos de cultivo. Lavras - MG, 2002.

Fonte de GL Quadrados médios

Variação Epiderme

adaxial

Epiderme

abaxial

Parênquima

paliçádico

Parênquima

esponjoso

Tipo de cultivo

Erro

2

9

43,63**

0,69

15,81**

0,81

94,72**

3,69

852,18**

8,09

CV. 3,05 4,59 5,11 3,98
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FIGURA 1- Seqüência de adimatizaçãode plantas deAnnona glabra L oriundas
de cultivo fotoautotrófico. A, planta transferida para o substrato
plantmax, coberta com garrafa tipo pet. B, C, detalhes da garrafa e
datampa. D,afrouxamento datampa no 3a dia. E, retirada da tampa
no 8~ dia. F, retirada da garrafa no 21a dia de adimatização. G,
aspectos gerais das plantas após 49 dias. Lavras - MG, 2002.
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A seção transversal da lâmina foliar mostrou diferenças entre os três tipos

de cultivo (Tabela 2). Observou-se que no cultivo in vitro com aeração, o

parênquima paliçádico e lacunoso, a epiderme abaxial e a espessura do limbo

mostram-se mais espessas do que no cultivo in vitro sem aeração. Essa mudança

na anatomia de plantas cultivadas in vitro é uma conseqüência da aeração dos

frascos de cultura e a melhora na aeração produz plantas morfologicamente

normais. Resultados semelhantes têm sido reportados para outras espécies.

Majada et al.(2000) observaram que as mudanças na anatomia em cravo podem

serjustificadas em termos de ambiente que regula o fluxo de água. O alto fluxo

de água, devido ao aumento na transpiração, pode induzir um melhor

desenvolvimento das células do tecido paliçádico quando comparado com

frascos com pouca ou nenhuma aeração. Além do mais, o incremento na taxa de

aeração aumenta o movimento no frasco que afeta a taxa de transpiração

(Fujiwara & Kozai, 1995), e a melhora na aeração também decresce os níveis de

etileno, um dos principais problemas associados à micropropagação de Annona

spp.

TABELA 2- Espessura (p,m) dos tecidos da epiderme (adaxial e abaxial),
mesofilo (parênquimas paliçádico e esponjoso) e do limbo foliar
de plantas de Annona glabra L. emtrês tipos de cultivo. Lavras -
MG, 2002.

Tipo decultivo Epiderme Mesofilo Limbo

foliar

adaxial abaxial Parênquima Parênquima

paliçádico esponjoso

In vitro sem aeração 25,52 b? 17,52 b

In vitro com aeração 31,20 a 21,44 a

Ex vitro 25,44 b 20,44 a

31,52 b 55,05 c 129,63 b

39,52 a 76,96 b 169,06 a

40,32 a 82,71 a 168,52 a

7- Médias seguidas pela mesma letra, cm cada coluna, não diferem entre si ao nível de
5% de probabilidade pelo tcslc de Tukey.
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Entre os três tipos de cultivo, observa-se claramente que nas variáveis

estudadas, com exceção da epiderme abaxial, a espessura dos tecidos de plantas

no cultivo in vitro em condições fotoautotroficas foi muito próxima daquela

encontrada nas plantas ex vitro mantidas em sala de crescimento. Essa

capacidade de alterar a estrutura das folhas em resposta à aeração dos frascos

pode revelar uma plasticidade adaptativa quefacilita a adimatização da espécie.

As espessuras do mesofilo e limbo foliar foram significativamente maiores

no cultivo in vitro com aeração, quando comparado com o cultivo in vitro sem

aeração (Tabela 2). Em termos percentuais, o ganho na espessura do mesofilo e

no limbo foi de 35,59 e 33,50% com a aeração dos frascos de cultura. Na

comparação ente o cultivo ex vitro e in vitro com aeração, observou-se que não

houve diferença significativa para as variáveis espessura das epiderme e do

limbo foliar.

O grau de desenvolvimento da anatomia do mesofilo no limbo foliar

suporta a hipótese de que no estádio de enraizamento, ou talvez já na fase de

multiplicação das culturas com provisão para trocas gasosas, as plantas de

Annona glabra já tinham desenvolvido tecidos fotossintéticos capazes de

sustentar o desenvolvimento. Resultados semelhantes foram obtidos por Serret

& Trillas (2000) em Gardênia jasminoides aumentado a intensidade de luz e

reduzindo a concentração de sacarose no meio de cultura. Os autores

demonstraram que um aumento na intensidade de luz de valores moderados para

100 umol.m^.s"1 tem um efeito benéfico sobre o desenvolvimento de mudanças

anatômicas e ultraestruturais associadas com a fotoautotrofia. Entretanto, o

efeito positivo só é estimulado em meio de cultura com baixo conteúdo de

sacarose (5 g.L"1). Nessas condições houve um aumento expressivo na espessura

do mesofilo e do limbo foliar e a taxa fotossintética foi mais de quatro vezes

superior à de plantas cultivadas no mesmo meio, com 50 umol.m^.s"1 de

intensidade de luz.
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O aumento na taxa fotossintética promovida pelo cultivo fotoautotrófico na

fase de enraizamento garantiu uma taxa de sobrevivência máxima. Esses

resultados corroboram aqueles reportados para outras espécies. O aumento na

taxa fotossintética in vitro de plantas de Eucaliptus aumentou a percentagem de

sobrevivência ex vitro (Kirdmanee et ai., 1995), o que enfatiza a promoção

significativa da fotossíntese na micropropagação fotoautotrófica (Kubota et ai.,

2001). Além do mais, a atividade fotossintética pode ser limitada pela

condutância de água e absorção de nutrientes pela planta durante o período de

adimatização. As plantas, antes de irem para a fase de adimatização,

apresentavam um sistema radicular bem desenvolvido (capítulo V) e, de acordo

com Mohammed et ai. (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 período de adimatização.

O enraizamento em condições fotoautotroficas produz plantas para a

adimatização com características anatômicas semelhantes àquelas mantidas em

ambiente ex vitro e permite alcançar um balanço hídrico ótimo para o

desenvolvimento in vitro das plantas. Os resultados apresentados aqui mostram

claramente que o aumento nas trocas gasosas dos frascos de culturas

proporciona melhora nas características anatômicas e na qualidade das plantas

na fase de enraizamento, o que toma a fase de adimatização mais fácil, rápida e

pouco dispendiosa. Assim, o controle da morfogênese em plantas de Annona

glabra micropropagadas pode ser alcançado através do manejo adequado de

fatores ambientais no frasco de cultura e também por fatores ligado ao meio

nutritivo.

6.2 Aclimatizaçâo

A observação do estado hídrico da plantas durante o período de

adimatização e o estudo da anatomia descrito anteriormente indicam que elas
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foram pré-aclimatizadas durante o período de enraizamento, já que a absorção e

a perda de água mostraram-se completamente reguladas, não sendo observado

estado de murcha durante o período mais crítico da adimatização. O percentual

de sobrevivência foi de 100%.

Aspectos gerais das plantas deA. glabra aos 21 e aos 49 dias após o inicio

do processo deadimatização podem servisualizados na Figura 1 F, G.

Os resultados encontrados estão de acordo com aqueles reportados por

Deccetti (2000) para essa espécie. Entretanto, os resultados obtidos aqui com

plantas originárias de enraizamento fotoautotrófico mostraram um maior

crescimento e desenvolvimento. As plantas cultivadas em meio fotoautotrófico

mostraram características semelhantes àquelas mantidas em condições ex vitro,

como resposta estomática e presença de cera epicuticular. Essa última deduzida

do aspecto brilhante das folhas.

A taxa de sobrevivência de 100% está, provavelmente, associada ao fato de

que plantas enraizadas em cultivo fotoautotrófico já tinham desenvolvido o

mecanismo de regulação da perda de água. De acordo com Murphy et ai. (1998),

em cultivos com abertura para trocas gasosas, o funcionamento dos estômatos é

semelhante àquele encontrado em condições naturais, o que resulta,

especialmente durante adimatização, na melhora no controle da perda de água e,

conseqüentemente, na sobrevivência. É possível, também, que a aeração das

culturas durante o enraizamento tenha proporcionado melhor formação de cera

epiculticular, contribuindo para melhorar a retenção de água (Sutter, 1983).

Os resultados encontrados também estão de acordo com Serret et ai. (1997).

Esses autores reportaram que durante a adimatização de Gardêniajasmonoides,

as plantas com a fotoautotrofia mais desenvolvida (crescidas dentro de tubos

frouxamente selados, sob condições externas de enriquecimento de CO2) 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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ai., 1991). Esses autores concluíram que, com plantas menos fotoautotroficas,

observam-se melhores resultados durante o estádio de adimatização. Plantas

menos fotoautotroficas, obtidas nas condições específicas desses experimentos,

acumulam mais amido em seus cloroplastos e, assim, mais reservas estão

disponíveis para o período de adimatização.

O enraizamento in vitro em condições mais fotoautotroficas, favorecidas

pelo fechamento dos tubos com o tampão de algodão, estimulou um maior

desenvolvimento de adaptações contra a perda de água excessiva pela

transpiração. Assim, um sistema redicular bem desenvolvido (capítulo anterior),

aliado, provavelmente, a um aumento na espessura da camada de cera

epicuticular, e o melhor funcionamento dos estômatos nas plantas (Sutter, 1983;

Capellardes et ai., 1990) parecem evitar o estresse hídrico durante o período de

adimatização.

Houve correlação entre o desenvolvimento de características anatômicas

com a adimatização. A rustificação (alcançada nesse trabalho através do cultivo

em meio fotoautotrófico) durante o enraizamento in vitro è uma maneira de

induzir modificações anátomo-fisiológicas nas plantas, que vão reduzir as perdas

durantea remoção das plantasdo cultivo in vitro para as condições ex vitro.

O efeito positivo da aeração dos tubos durante o enraizamento e os

beneficios para a sobrevivência das plantas foram estabelecidos. Entretanto, é

muito importante determinar se o fator crítico que tomou a adimatização mais

fácil foi a rustificação das plantas, através de um melhor controle da perda de

água, ou se foi a prevenção de acúmulo de gases tóxicos, principalmente o

etileno.

O controle da umidade durante a adimatização de plantas oriundas de

cultivos fotoautotróficos pode ser menos rigoroso; entretanto, estudos

anatômicos complementares são necessários para entender melhor a transição do

comportamento heterotrófico para o autotrófíco. A resposta à intensidade
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luminosa durante a adimatização deve ser mais estudada, uma vez que seu

aumento pode resultar em um acréscimo na taxa fotossintética e,

conseqüentemente, nocrescimento e desenvolvimento das plantas.

7 CONCLUSÕES

a) A variação na anatomia das folhas de Annona glabra, desenvolvida em

três tipos de cultivo (in vitro sem aeração, in vitro com aeração e ex vitro), foi

caracterizada por um aumento na espessura foliar com a melhora na aeração, o

que caracteriza plasticidade fenotípica de acordo com a aeração dos frascos de

cultura.

b) O enraizamento de brotações de A. glabra em condições fotoautotroficas

permite desenvolvimento anátomo-fisiológico semelhante àquele observado em
condições ex vitro, o que toma a adimatização mais fácil e rápida, minimizando

asperdas nesse processo crucial da propagação in vitro de plantas.
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