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RESUMO

DECCETTI, S.F.C. Propagagdo in vitro de Annona glabra L. Lavras: UFLA,
2000, 101p. (Dissertagio - Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal)

A Annona glabra L. é uma frutifera nativa, que tem merecido destaque
em fungdo da capacidade de adaptagdo em diversos ambientes e s propriedades
biologicas de substancias isoladas de suas folhas, frutos e sementes. Entretanto,
os métodos convencionais utilizados na propagagdo da espécie, tem limitado &
obtengio de novos individuos e contribuido para produgdo de plantas
heterogéneas e com caracteristicas agrondmicas indesejaveis. O presente estudo
teve por objetivo estabelecer metodologias alternativas para a propagagdo da
Annona glabra L. Os resultados indicaram que a germinaglo in vitro, de
sementes pode contribuir para reduzir em 65 dias (43%) o tempo para a
formagao das mudas, desde que as sementes utilizadas tenham sido armazenadas
sob condi¢des de temperatura ¢ umidade, que garantam sua viabilidade. Boa
percentagem de germinagdo (80 - 90%) pode ser obtida, utilizando-se
concentrages de sacarose entre 1,2 € 2,3 g/L, sem a adigdo de GA;, o qual reduz
o percentual de sementes que germinam. A produgdo expressiva de calos, a
partir de segmentos foliares, foi obtida utilizando-se a combinagio de TDZ e
2,4-D em concentragdes superiores a 4,0 mg/L, enquanto que a produgdo
méxima de calos, a partir de segmentos internodais, foi obtida sem a adigéo de
reguladores de crescimento. Para a micropropagagdo da espécie, brotagdes mais
alongadas e ideais para a fase posterior de enraizamento podem ser obtidas,
utilizando-se até 0,75 mg/L de BAP, sem a adigdo de¢ GA;, o qual inibiu o
desenvolvimento das brotagdes. Para o enraizamento dessas brotagdes
recomenda-se o uso de até 1,0 mg/L de AIB ¢ pH, ajustado para 5,0. O controle
da umidade relativa do ar e da intensidade luminosa no local de aclimatizagdo,
garantiu 100% de sobrevivéncia das mudas obtidas por micropropagagéo.

Orientador; Renato Paiva — UFLA.



ABSTRACT

DECCETT], S.F.C. In vitro propagation of Annona glabra L Lavras: UFLA,
2000, 101p. (Dissertation - Masters in Agronomy/Plant Physiology)

The Annona glabra L. is an important native fuit tree due to its
capability to adapt to different environments and the biological properties of
compounds isolated from leaves, fruits and seeds. Nevertheless, traditional
propagation methods have limited the obtention of new individuals and
contribuited to produce heterogeneous plants with undesirable agronomic
characteristics. The objective of the present work was to establish alternative
propagation methodologies for Annona glabra L. The results indicated that in
vitro seed germination can reduce in 65 days (43%) the period for seedling
formation, once the seeds are maintained under temperature and humidity
conditions which preserve their viability. An reasonable germination (80-90%)
can be obtained using sucrose concentrations between 1.2 and 2.3 g/L in the
absence of GA; which presence may reduce seed germination. While expressive
callus formation from leaf segments can be obtained using the combination of
TDZ and 2,4-D with concentrations above 4.0 mg/L, callus formed from nodal
segments was obtained in the abscence of growth regulators. For the species
micropropagation, elongated shoots used for root induction can be obtained
using BAP concentrations up to 0.75 mg/L without the addition of GA; whose
presence inhibited shoot development. For rooting of these shoots, it is
recommended the use of IBA up to 1.0 mg/L with pH adjusted to 5.0. The

control of air relative humidity and light intensity of acclimatization provided
100% plantlet survival.

Adviser: Renato Paiva - UFLA.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO GERAL

1. INTRODUCAO

A propagagcdo de plantas in vitro tem atraido a atengdo de pesquisadores
e produtores, porque permite contornar inimeros obstaculos, que atingem a
propagagdo convencional de diversas espécies. As técnicas de Cultura de
Tecidos tém sido empregadas com eficiéncia, na busca de alternativas mais -
simples, objetivas e, economicamente viaveis para a obtengdo de mudas com
alta qualidade, em tempo e espago fisico reduzidos.

A Annona glabra L. é uma espécie que tem despertado interesse em
fungio do seu potencial frutifero e fitofarmacolégico. No entanto, assim como
outras nativas, a propagagdo por sementes é caracterizada por uma germinag#o
lenta, desuniforme e pouco expressiva, além do inconveniente de resultar em
plantas muito heterogéneas. A propagagio vegetativa, que deveria surgir como
alternativa para os problemas de propagagao por sementes, ndo tem contribuido
para a eficiente propagagdo da espécie.

A solugéo para a dificuldade de obtengdo dessas mudas, parece apoiar-se
em métodos alternativos, como a propagagdo in vifro. Neste contexto, torna-se
essencial o desenvolvimento de tais metodologias.

Infelizmente, estudos que permitam o dominio de técnicas de
propagagdo, ndo tém sido conduzidos e, as raras informagdes sobre a espécie
sdo fragmentadas e incompletas. A falta quase absoluta de literatura sobre a
espécie, destaca a importancia desta obra, por proporcionar uma fonte de
consulta.

O presente trabalho tem por objetivo fornecer algumas informagbes

sobre a viabilidade de propagagéio in vitro da Annona glabra L., definindo



metodologias altemativas, que solucionem o problema de obtengdo de mudas da

espécie.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 DESCRICAO DA ESPECIE

A Annona glabra L. ¢ uma espécie frutifera tropical, pertencente a
familia Annonaceae, que ocorre naturalmente na América do Sul (Le, Hancock
e Trinh, 1998) e foi introduzida na Asia, Africa ¢ Australia (Swarbrick e Skarrat,
1994; Swarbrick, 1993; Antony e Antony, 1988; Croat, 1978), onde hoje é
largamente distribuida. As Anonéceas se destacam como fonte de frutos e dleos
comestiveis, sabdo, produgdo de dlcool, perfumaria, além de muitos membros da
familia serem usados na medicina popular com varios propdsitos (Leboeuf et al.,
1982).

A espécie é descrita por Pio Corréa (1926), como: um arbusto grande, ou
arvore pequena de até 4m de altura; casca grossa, avermelhada, muito aromatica,
revestida de epiderme espessa parda, irregularmente fendidas; folhas alternadas,
pecioladas, muito variaveis, ovadas ou oblongas, agudas, simples, inteiras,
geralmente glabras, as vezes, com nervagdo avermelhada nas duas paginas;
flores carnosas, verde-amareladas externamente, com zona amarelada na base
das pétalas, dispostas em pedunculos com uma brictea, axilares; fruto baga
composto, quase liso, cordiforme, tuberculada, vermelho-amarela ou pardacenta,
de 6-13 cm (Figura 1). De acordo com esse autor, a espécie fornece madeira de
boa flexibilidade e suas raizes, em fungéo de serem leves e esponjosas, podem

ser utilizadas como cortiga em quase todas as suas aplicagdes.



FIGURA 1. Aspecto visual de uma Annona glabra L. A) planta adulta;
B) folhas; C) e D) frutos; E) sementes. UFLA, Lavras-MG, 2000.



A Annona glabra L, conhecida popularmente como “araticum do brejo”,
no Brasil e “pond apple” na Austrilia e Asia, se destaca pelo fornecimento de
frutos bastante saborosos, de uso in natura ou processados e, mais recentemente,
pelas propriedades biolégicas de suas sementes, folhas e frutos.

Em estudos fitoquimicos, de plantas da espécie, foram isolados e
identificados, diversos componentes de interesse (Ming et al., 1998; Leboeuf
etal, 1982) com atividade antibactericida, antifimgica, antimicrobial (Padmaja
et al., 1995), inseticida (Padmaja et al., 1995; Oshawa et al., 1991) e citotéxica,
inibindo a replicagio de células cancerigenas (Liu, Pilarinou e McLaughlin,
1999; Liu et al,, 1998; Chang et al., 1998; Chavez et al, 1997; Warthen e
Gooden, 1969); do HIV (Chang et al., 1998), atuando como potentes inibidores
da cadeia respiratéria mitocondrial (Gallardo et al, 1998) e causando
anormalidades cromossomicas (Padmaja et al., 1995).

A espécie possui grande capacidade de adaptagio em diversos
ambientes, como a habilidade de resistir a baixas temperaturas sem sofrer
grandes prejuizos (Sentellas et al, 1996), ou a temperaturas elevadas
(Mai, 1995) e crescer temporariamente, ou permanentemente em habitat
inundado (Pérez et al., 1993; Croat, 1978).

Segundo Zotz, Tryee e Patifio (1997), a tolerncia a inundagdo indica a
grande adaptabilidade anatGmica, fisiolégica e ecologica da espécie a esses
ambientes. O autor, estudando as relagSes hidricas de plantas da espécie,
observou baixa condutividade hidraulica folhas, caule e raizes, o que
caracteriza uma maior resisténcia ao fluxo de 4gua nesses 6rgdos e concluiu que
esse fato pode ser de grande importéincia i tolerdncia 3 inundagiio e pode
representar adaptagio ao habitat de 4gua salobra (mangue), onde &
freqiientemente encontrada.



2.2 PROPAGACAO CONVENCIONAL E CULTURA DE TECIDOS

A Annona glabra L. pode ser propagada via sementes (sexuada), ou por
métodos vegetativos (assexuada). No entanto, a propagagdo sexuada da Annona
glabra L., e de maneira geral das Anonaceas, resulta em grande heterogeneidade
de plantas e frutos, devido a polinizagdo cruzada favorecida pelo fenomeno da
dicogamia. Essa diversidade ¢ importante, no estabelecimento de programas de

"melhoramento genético, porque garante a biodiversidade. No entanto, apresenta
"como inconveniente, o fato de produzir plantas muito heterogéneas, de porte
elevado, com menor precocidade e de frutificagéo mais tardia, além do que, os
frutos originados dessas plantas podem ser diferentes em tipo e qualidade em
relagdo a planta matriz (Manica, 1994).

A Annona glabra L. tem sido utilizada como porta-enxerto de outras
espécies de Annona (Le, Hancock e Trinh, 1998), como a Cherimoleira
(Annona cherimola Mill.) e a gravioleira (4nnona muricata), entretanto
resultam em plantas de porte elevado, o que torna-se desfavoravel a plantios
comerciais.

Os porta-enxertos, utilizados na propagagdo vegetativa das Anondceas
devem ser formados por sementes ou por estaquia. De acordo com Manica
(1994), a propagagdo por estaquia ndo tem apresentado resultados concretos.

“«i As técnicas de cultura de tecidos tém sido bastante eficazes na
propagagio de varias espécies. Essas técnicas permitem o crescimento de
células, tecidos ou orgdos isolados da planta mde (explantes), em condi¢Ses
assépticas e controladas; se baseiam na totipotencialidade das células da planta,
o que significa que qualquer célula, no organismo vegetal, contém toda a
informagdio genética necessaria a regeneragio de uma planta completa

(Torres e Caldas, 1990), desde que submetidas a tratamentos adequados.



O processo de formagdo de orgdos, em tecidos de plantas cultivadas
in vitro, como partes aéreas e raizes, ¢ chamado organogénese ou morfogénese
e pode ocorrer por via direta ou indireta (George, 1996). Neste ultimo, o
processo de regeneragdo ¢ precedido pela formagdo do calo (Grattapaglia e
Machado, 1998).

As técnicas por via indireta podem ser empregadas, quando sdo
desejadas variagdes genéticas nos descendentes, em virtude da possibilidade de
obtengdo de variantes, mutantes ou transformantes em células provenientes do
calo (Dickinson et al., citados por Cid, 1998).

A micropropagagio refere-se 4 propagagdo vegetativa in vitro e pode ser
interessante, quando se deseja manter a identidade genética do genétipo
propagado, visto que ndo introduz nenhuma variabilidade genética (Grattapaglia
e Machado, 1998). As técnicas de micropropagagdo apresentam superioridade
em relagéo aos métodos vegetativos convencionais, porque incluem altas taxas
de multiplicagdo, produgdo de material livre de doengas e pequeno espago
requerido para multiplicar um grande nimero de plantas (Vuylsteke e Ortiz,
1996).

A micropropagacdo de espécies lenhosas possui alguns fatores que
dificultam seu uso, como: a grande variabilidade genética existente em plantas
de espécies nativas e a maior dificuldade de crescimento e diferenciagdo in vitro
(Coelho, 1999). Para superar esses obsticulos, faz-se necessario o
desenvolvimento de metodologias que atendam as exigéncias da planta e, em
alguns casos, do explante em questdo, tornando o processo bastante especifico.

Segundo Rasai, George e Kantharajah (1995), a propagagdo clonal,
utilizando técnicas de micropropagagio, tem-se mostrado viavel as espécies de
Annona. Essas técnicas, mostram-se eficientes para a rdpida propagacio de
cultivares superiores ¢ permitem a obten¢do de plantas mais uniformes. De

acordo com os mesmos autores, as partes aéreas e raizes podem ser formadas



com relativa facilidade, com excegdo de algumas espécies que apresentam
dificuldade de indugdo de raizes, em fungdo da oxidagdo pela liberagdo de fendis
no meio de cultura.

De acordo com George (1996), a cultura de tecidos além de permitir a
propagagdo de espécies, com problemas de propagagdo convencional, possibilita
a obtengio de plantas isentas de viroses e de clones mais produtivos,
preservagdo e intercimbio de germoplasmas e estudos envolvendo biologia

molecular.
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CAPITULO IL. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE A GERMINACAO
IN VITRO E CONVENCIONAL DE Annona glabra L.

1. RESUMO

Em fungiio da necessidade de estabelecer uma metodologia, que
proporcione um processo germinativo mais eficiente ¢ a formagdo rapida de
plantas matrizes, que fomegam explantes com caracteristicas mais adequadas
para o cultivo in vitro, sementes de Annona glabra L. foram germinadas em
areia lavada e em meio de cultura MS, solidificado com 0,7% de agar e
suplementado com diferentes concentragdes de sacarose 0; 1,5; 3,0; 4,5, 6,0 ¢
7,5 g/L, combinados ou ndo com 2,0 mg/L de GA;. As sementes foram mantidas
em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25+1°C ¢
intensidade luminosa de 13 pmol.s'm? durante 40 dias. A maxima percentagem
de geminagdo pode ser obtida sem a adigdo de sacarose ao meio de cultura e em
concentragdes inferiores a 1,2 g/L. Entretanto, boa percentagem de germinagdo e
desenvolvimento mais satisfatorio das plantulas, pode ser obtida,. utilizando-se
concentragdes de sacarose entre 1,2 ¢ 2,3 g/L. Foi observada a superioridade da
germinagdo in vitro, em relagdo a germinagdo convencional, a qual possibilita a
redugdo em 65 dias (43%), do tempo necessério para a formagdo das mudas.

2. ABSTRACT

Comparative studies between conventional and in vitro germination of
Annona glabra L.

With the objective to establish an efficient germination methodology and
a rapid formation of explant donor plants with adequate characteristics for in
vitro cultivation, seeds of Annona glabra L. were germinated in washed sand
and MS medium containing 0.7% agar supplemented with the following
concentrations of sucrose 0; 1.5; 3.0; 4.5; 6.0 and 7.5 g/L in the presence and
absence of GA;. Seeds were maintained for 40 days in a growth room with
16 hours photoperiod, temperature of 25 + 1°C and ligth intensity of
13 pmols’m?® Maximum germination percentage can be obtained in the
absence of sucrose or in the presence of sucrose concentrations below 1.2 g/L.
However, good germination percentage and seedling development can be
obtained using sucrose concentrations between 1.2 and 2.3 g/L. Compared to
conventional germination, in vitro germination was superior providing a
reduction of 65 days (43%) in the period of seedling formation.
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3. INTRODUCAO

Do ponto de vista fisiologico, Street ¢ Opik (1974) conceituam a
germinagdo, como sendo a retomada da atividade metabélica e o crescimento
dos tecidos da semente, paralisados nas fases finais de maturac¢do do fruto.

Assumindo que as sementes sejam vidveis, a germinagio destas é
influénciada por diversos fatores ambientais externos e intrinsecos a semente,
havendo necessidade da ocorréncia de um conjunto de condigdes favoraveis,
para que a mesma se complete satisfatoriamente.

Através do cultivo in vitro, de sementes ou embrides, condi¢des
ambientais fundamentais, como disponibilidade de agua, temperatura adequada,
luminosidade e composig¢do atmosférica apropriadas podem ser fornecidas e
controladas, para que o processo de germinagdo ocorra. Além do que, a presenga
de reguladores de crescimento e de fontes exdgenas de carboidratos, no meio de
cultura, possibilitam contornar fatores, que inibem a germinagdo de diversas
sementes, como a presenca de inibidores quimicos, imaturidade de embrides e
pobre acimulo de reservas nutritivas, aumentando assim, a percentagem de
germinagdo, ou fazendo com que o processo seja mais efetivo, rapido e
uniforme.

Em fungéio da pressdo de doengas nos ambientes tropicais, o estado da
planta matriz pode ser um dos fatores limitantes no estabelecimento de explantes
(Litz, Jarret ¢ Asokan, 1986). Explantes provenientes de matrizes de campo,
geralmente apresentam muitos problemas de contaminagio e uma das
alternativas para diminuir a infestagdo nos explantes é cultivar sementes in vitro,
selecionando dai as plantulas assépticas, de onde serdio obtidos os explantes
(Braga, Caldas e Habe, 1997).

Em fung¢éo da necessidade de disponibilizagdo de mudas matrizes, como

fonte de explantes, para experimentos in vitro, da baixa percentagem de
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germinago, obtida através de métodos propagativos convencionais ¢ da caréncia
de informagées sobre a perda de viabilidade e vigor de sementes de Annona
glabra L., estudos comparativos entre os métodos-de germinagio convencional e

in vitro foram realizados.

4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. GERMINACAO

O periodo de dessecagio é um evento terminal normal do
desenvolvimento do embrido e caracteriza um estado metabélico quiescente
(de baixa atividade metabélica), que, naturalmente interpola o desenvolvimento
€ a germinagio.

A agua ¢é essencial para a hidratagfio das sementes e, portanto, para o
processo de germinagdo. Sua absorgdo ou embebigdo € a primeira etapa na
seqiléncia de eventos, como ativagdo enzimética, quebra, translocagdo e uso do
material de reserva, que culminam com a retomada do crescimento do eixo
embrionario (Bewley e Black, 1994).

O processo inicial de absorgio de 4gua pelas sementes € passivo e
ocorre, principalmente em fungdo da diferenca de potencial hidrico (osmoético),
entre o meio de germinagdo e a semente. Portanto, ocorre, independentemente
das sementes serem viaveis ou ndo e de estarem ou ndo dormentes.

As solugdes de sais inorganicos e agiicares, que compdem os meios de
cultura de tecidos, ndo possuem efeito puramente nutritivo, mas também
influénciam o crescimento celular e a morfogénese através de propriedades

osméticas (George, 1996).
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O potencial osmético do meio de cultura & relacionado a
icdo de solutos, sendo os agicares os principais componentes
/-q;mﬁ&‘es do potencial do meio. /l/’ara que ocorra a germinagdo, cada espécie
necessita atingir um determinado grau de umidade, e a determinagio da
quantidade minima de 4gua, para que o processo seja iniciado, pode ser obtido

através da varia¢do da concentragdio de sacarose do meio de cultura.

Em muitos casos, o controle regulatério do desenvolvimento do
embnido, para evitar a germinagdo precoce, pode ser restrito 4 ndo absorgio de
agua, causada pelo alto potencial osmético dos tecidos da semente, que
circundam o embrido (Kigel e Galili, 1995). Dessa maneira, a transferéncia de
sementes ou embrides para meios com baixo (mais negativo) potencial osmoético
¢, as vezes, necessario para o crescimento e/ou germinagdo.

Diversos autores tém relatado os efeitos de solugdes de diferentes
concentragdes de sacarose, sobre a germinagdo e/ou crescimento in vitro de
espécies lenhosas (Gomes, 1999; Carimi, De Pasquale e Puglia, 1998;
Ashuburner, Thompson e Burch, 1993; Komatsuda e Lee, 1992).

A temperatura é um fator que tem influéncia sobre o processo, afetando
a velocidade de embebigdo, bem como a percentagem total, quanto a velocidade
¢ a uniformidade de germinagdo (Bewley e Black, 1994; Carvalho e Nakagawa,
1988).

Para a maioria das espécies, dentro de certos limites especificos, o
aumento da temperatura leva ao aumento da velocidade de embebigdo das
sementes, de maneira semelhante a uma reagdo quimica, em fungdo do aumento
das atividades enziméticas ¢ metabolicas, a germinagdo sera mais rapida e o
processo mais eficiente.

O requerimento de oxigénio para a germinag#io, pode depender,
grandemente, de outros fatores ambientais, incluindo temperatura, pressdo

osmotica do meio de germinagio e luz. Para muitas sementes ndo dormentes a
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sensibilidade a deficiéncia de O, decresce com a diminuigdo da temperatura.
Sementes de girassol e tomate requerem mais O, para germinar, quando se
encontram em meio com baixo potencial hidrico (Kigel e Galili, 1995).

Sabe-se que, as giberelinas tém papel chave na germinagéo de sementes,
estando envolvidas, tanto na superagio de dorméncia, como no controle da
hidrélise de reservas, da qual depende 0 embrido em crescimento.

Dentre as giberelinas, o acido giberélico (GAs) € o que possui maior
efeito em cultura de tecidos. Segundo Kochba et al. (1974), a presenca do acido
giberélico, no meio de cultura, proporciona a iniciagio de uma zona
meristematica radicular e/ou estimula o desenvolvimento de uma zona radicular
existente. Em diversas espécies, os melhores resultados in vitro, podem ser
obtidos com uso de 0,1 a 2,0 mg/L de GA; (Pasqual, 1997).

Enquanto que, para diversas espécies, as giberelinas aceleram a
germinagdio e a emergéncia; para outras, indicam pequena resposta ou ndo
possuem efeito algum. Takaki, Dietrich ¢ Furtado (1979), Maestri ¢ Vieira
(1961) observaram que sementes tratadas com GA; tiveram redugdo na
percentagem de germinagdo. Para esses autores, a redugdo ocorreu devido ao
aumento na atividade de algumas enzimas (celulases e outras), proporcionado
pelo regulador, que atuam degradando material de parede celular, Carvalho
(1997) também observou que o écido giberélico ndo contribuiu para acelerar a
germinagdo in vitro, de sementes de cafeeiro ¢ o desenvolvimento final das
mudas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 GERMINACAO IN VITRO

5.1.1 OBTENGAO E DESINFESTACAO DAS SEMENTES

Esse trabatho foi realizado no laboratorio de Propagagdo de Plantas,
Setor de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia, da Universidade
Federal de Lavras. As sementes foram coletadas no jardim clonal do
CPATU/EMBRAPA, Belém-PA, em dezembro de 1999, sendo, entio,
acondicionadas, com teor de umidade de 8,6%, em envelope de papel e
mantidas no escuro, & temperatura ambiente. Foram conduzidos dois
experimentos com as sementes armazenadas: um ap6s 2 e outro apds 6 meses da
coleta.

Para a instalagdo dos experimentos, as sementes foram desinfestadas em
cimara de fluxo laminar, através da imersdo em dgua destilada/autoclavada com
gotas de detergente, por 10 minutos, seguidos de imersdo em alcool 70% (v/v),
por 1 minuto e, em hipoclorito de sédio 50% (v/v) durante 10 minutos. Apos a
realizagdo do processo de desinfestagdo, as sementes foram lavadas por trés
vezes, em agua destilada e autoclavada, para a eliminagdo do excesso das

solugdes desinfestantes.

5.1.2. INOCULAGAO DOS EXPLANTES

Apbs a realizagdio do processo de desinfestagdo, as sementes foram
inoculadas em frascos, contendo 30 mL de meio MS (Murashige e Skoog,
1962), solidificado com 0,7% de 4gar e suplementado com diferentes
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concentragBes de sacarose (0; 1,5; 3,0; 4,5; 6,0 e 7,5 g/L), combinados ou ndo
com 2,0 mg/L de GA;. O pH do meio foi ajustado para 6,0. Em seguida, o meio
de cultura foi autoclavado a 121°C por 20 minutos.

Apos inoculagdo, os frascos contendo as sementes foram mantidos em
sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25+1°C e
intensidade luminosa de 13 pmol. s'.m? durante 40 dias. Apés esse periodo,

avaliou-se 0 nimero de sementes germinadas.

5.1.3. ACLIMATIZACAO

Apds a emergéncia das raizes, as plantulas foram retiradas dos frascos,
lavadas com 4gua destilada e autoclavada e transferidas para gerbox contendo
vermiculita. Para evitar a transpiragio excessiva, foi realizado o controle da
umidade relativa do ar, através do uso de sacos plasticos transparentes
envolvendo as plantulas. Nessas condigGes, as plantulas permaneceram em casa
de vegetagdo, por 1 semana, sob sombrite 70%, seguido por 1 semana em
sombrite 50%, até a obtengio da 4° folha totalmente expandida. Apds esse
periodo, as plantulas foram transplantadas para sacolas plésticos de 4L, contendo
terra, areia e esterco, na proporgio de 3:1:1, além de vermiculita para
manutengdo da umidade e mantidas sob sombrite 30% por mais 1 semana.
Depois desse periodo de aclimatizagfio, o sombrite foi retirado e as plantas
foram mantidas na bancada até que estivessem aptas a transferéncia para o

campo (Figura 2).
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FIGURA 2. Obtengéo de mudas de Annona glabra L.: A) germinagdo in vitro;
B) transferéncia para caixa tipo gerbox; C) cobertura das plantulas
com saco pléstico; D) transplantio para sacolas plasticas; E) mudas
apds 6 meses de cultivo. UFLA, Lavras-MG, 2000.
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5.2. GERMINAGCAO IN VIVO

As sementes foram desinfestadas, pela imersdo ripida em solugdo
contendo 4 g/L. de benomyl e 3 g/L. de quemicetina, seguida de trés lavagens em
dgua destilada e autoclavada, para eliminacio do excesso de solugbes
desinfestantes. Apo6s a assepsia, as semente foram semeadas em caixa plastica,
contendo areia lavada, onde permaneceram em bancada na sala de crescimento,
sob fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25+1°C, até a obtengdo da 4° folha
totalmente expandida, Apés esse periodo, as plantulas foram transplantadas para
sacolas plasticas, contendo terra, areia e esterco, na proporgio 3:1:1 e mantidas
em bancada, na sala de crescimento, até que estivessem aptas 3 transferéncia
para o campo.

5.3. AVALIACOES E ANALISES ESTATISTICAS

As avaliages foram realizadas através da contagem do némero de
sementes germinadas por parcela ou por caixa de areia.

Para a germinagdo in vitro, foi utilizado o delinecamento experimental
inteiramente casnalizado. No experimento conduzido com sementes
armazenadas por 2 meses, foram utilizadas duas parcelas por tratamento, sendo
que cada parcela (frasco) continha trés sementes, totalizando 6 sementes por
tratamento. No experimento conduzido com sementes armazenadas durante 6
meses, foram utilizadas trés parcelas por tratamento, totalizando 9 sementes por
tratamento. Apos 40 dias, avaliou-se o mimero de sementes germinadas.

Como o niimero de sementes germinadas foi considerada uma varidvel

g

binomial (ndo-normal), optou-se pelo uso do enfoque de modelos lineares //

r;
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generalizados (Demétrio, 1993), utilizando-se a fungdo logistica, como fungdo
de ligagdo n (ligagdio candnica) ou seja:
n=Inp/(l-p)

onde “p” ¢ a probabilidade de sucesso do modelo binomial.

O preditor linear “n”comespondeu ao seguinte modelo de regressao;

N =bo+ biZ + bX + bXZ + b X+ bs X°Z

em que “Z” = 0 para as parcelas sem GA; , e 1 para aquelas com GA; e “X” o
efeito das concentragSes de sacarose. Isso permitiu um ajuste simultineo da
probabilidade de germinagdo, em fungdio da sacarose, nas duas condi¢des de
GA; (presenca e auséncia). A escolha do melhor modelo de regressdo, foi
baseado na qualidade do ajustamento e, se possivel, na auséncia de significincia
dos desvios de regressdo. A detecgio de diferencas significativas foi feita através
da Andlise de “Deviance” (Demétrio, 1993), considerando a distribuigdo
assintética de qui-quadrado das diferentes redugdes do modelo.

Para a disposigio grifica do modelo linear de regressdo, levou-se em
conta que:

p=exp{f(x)t/(1+expif(x)})

onde f (x) € o modelo de regressdo ajustado, que é fungio da concentragdo de
sacarose com ou sem a adi¢@io de GA;.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através dos resultados apresentados na figura 3, pode-se observar que o
aumento na concentragdo de sacarose, tende a diminuir a percentagem de
" “~%~ = provavelmente, até inibir o processo. Segundo George (1996),
decorrente da regulagio osmética do meio de cultura, visto que

;ievadas de sacarose fazem com que o meio de cultura nio possua
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agua disponivel para a embebi¢do das sementes, impossibilitando o inicio do
processo de germinagdo. Resultados semelhantes foram observados por Garello
e Le Page-Degivry (1995), onde a germinagdo de embnides de Hopea odorata

foi inibida, pelo decréscimo, no potencial hidrico do meio de cultura.

Germinagdo (%)

0 1 2 3 4 5 6 7
Concentragao de sacarose (glL)

FIGURA 3. Modelo de regressdo ajustado, representando a percentagem de
germinagdo, in vitro, das sementes de Annona glabra L.,
armazenadas por 2 meses, em fungdo da concentragdo de sacarose
(g/L) no meio de cultura, na presenga e na auséncia de GA;. UFLA,
Lavras-MG, 2000.

Segundo o modelo de regresséo ajustado, a germinagdo maxima (96%)
de sementes de Annona glabra L. armazenadas por 2 meses (Figura 3), pode ser
obtida sem adigio de sacarose no meio de cultura, sendo que, a utilizagdo de
concentragdes inferiores a 1,2 g/L de sacarose, proporcionam percentagem de
germinagdo acima de 90%. Gomes (1999), também obteve condigdes
satisfatorias, para a germinagdo in vitro, de sementes de moreira (Maclura
tinctoria), utilizando concentrag3es inferiores a 1,0 g/L de sacarose. Porém,
segundo o autor, as plantulas obtidas nessas condi¢des necessitavam ser

transferidas para outro meio de cultivo, contendo concentragdes mais elevadas

21



de sacarose, em fungdo da necessidade de fonte exogena de carboidratos, para o
desenvolvimento das plantulas.

A utilizagdo de concentragdes entre 1,2 e 2,3 g/L de sacarose
proporcionaram boa percentagem de germinagdo (90 - 80%) e podem fornecer
condi¢des mais satisfatérias, para o desenvolvimento in vitro das plantulas,
quando comparado a concentragdes inferiores a 1,2 g/L, além de condicionar as
plantulas durante a transferéncia para a casa de vegetagdo. No entanto, quando
sdo utilizadas concentragdes superiores a 2,3 g/L, a percentagem de sementes de
Annona glabra L. que germinam é, gradativamente, reduzida até ao minimo de
50%, quando se utiliza 7,5 g/L de sacarose.

Esses resultados sdo contraditérios ao de Carimi, De Pasquale e Puglia
(1998), que obtiveram alta percentagem de germinagdo de embrides de Citrus
aurantium, em diferentes estadios de desenvolvimento, utilizando altas
concentragdes de sacarose e observaram inibi¢do ou redugéio da germinagdo, na
auséncia ou em concentragdes reduzidas de sacarose.

Segundo o modelo de regressdo ajustado, no experimento conduzido
com sementes que permaneceram armazenadas durante 6 meses (figura 4), a
maxima germinacdo (48%) pode ser obtida, utilizando-se a concentragio de
2,4 g/L de sacarose, sendo que, a utilizagdo de concentragdes de sacarose entre
1,7 € 2,9 g/L, proporcionam resultados semelhantes de germinagdo. No entanto,
concentragdes mais elevadas de sacarose reduzem a germinagdo, visto que
diminuem a disponibilidade de 4gua para embebigio das sementes.
Concentragdes inferiores, entre 0,9 e 1,7 g/l de sacarose proporcionam

germinagdo acima de 40%.

22



60 - —
T —a—s/ GA
: —e—c/ GA

Germinacao (%)

) — 1 ,

0 2 4 6
Concentracéo de sacarose (g/L)

FIGURA 4. Modelo de regressio ajustado, representando a percentagem de
germinagdo, in vitro, das sementes de Annona glabra L.,
armazenadas por 6 meses em fungdo da concentragio de sacarose
(g/L) no meio de cultura, na presenga e na auséncia de GA;. UFLA,
Lavras-MG, 2000.

A drastica redugdo, na percentagem de germinagdo das sementes, que
permaneceram armazenadas durante 6 meses, pode estar associada a perda de
viabilidade das mesmas, em fungdo do potencial genético da espécie ou a
inadequada condigdo de armazenamento das sementes. Lauzer e Laberge (1996)
e Preece Bates ¢ Van Sambeek (1995), também associaram a baixa percentagem
de germinagdo in vitro, de embrides de R. carolina (60%) e de sementes de F.
angustifolia spp. oxycarpa. (< 50%), respectivamente, & perda de viabilidade
das sementes, em fungdo da pobre conservagdo destas. De acordo com Preece,
Bates ¢ Van Sambeek (1995), a utilizagdo do sistema in vitro permite, de forma
pritica e eficiente, avaliar a viabilidade de sementes e selecionar aquelas
realmente aptas para a cultura (que apresentam acima de 80% de germinagio).

A vantagem de se cultivar sementes in vitro, na auséncia ou em
concentragdes reduzidas de sacarose no meio, € que se favorece o

desenvolvimento da mixotrofia, mecanismo de nutricgio do carbono
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‘ério, entre as condigdes autotroficas (naturais) e heterotroficas

ia que a reduzida atividade fotossintética das plantas in vitro, se deve
/gﬂ; parte, 4 inibigdo da enzima Ribulose-1,5-Bifosfato carboxilase-
oxigenase (Rubisco), pela sacarose presente no meio de cultura (Serret, 1997;
Kozai, Koyama e Watanabe 1988), facilitando o processo posterior de
aclimatizagdo (Fortes, 1992). Além do que, reduz as perdas por contaminagdo de
fungos e bactérias, permitindo que se utilizem grandes recipientes (Kozai,
Koyama e Watanabe 1988; Hayashi, Nakayama e Kozai, 1988). Embora, o
agucar ndo seja o componente de custo mais elevado, no preparo do meio de
cultura, a redugdo de sua concentragdo, pode ser, economicamente interessante,
especialmente, em sistemas de produg¢o comercial de mudas (Hoffmann, 1999).

Por outro lado, concentragdes superiores de sacarose, embora possam
reduzir a germinagdo, condicionam a plintula na transferéncia para a casa de
vegetacdo, aumentando a reserva dos tecidos, o que é importante para as etapas
iniciais da aclimatizagdo (Wainwright e Scrace, 1989). Em ambas situagdes, a
aclimatizagdo e o crescimento das plintulas em ambiente natural sio
favorecidas.

Para as sementes, que permaneceram armazenadas por 2 meses, a
suplementagdo do meio de cultura com 2,0 mg/L de GA; reduziu a germinagdo
das sementes, principalmente, em combinagdo com concentragdes elevadas de
sacarose. A redugdo na germinagfio pode ter ocorrido, devido ao aumento na
atividade de algumas enzimas (celulases e outras), proporcionado pelo
regulador, que atuam degradando material de parede celular (Takaki, Dietrich e
Furtado, 1979; Maestri ¢ Vieira, 1961).

Entretanto, na auséncia de sacarose, a utilizagdo de 2,0 mg/L de GA;,
proporciona aumento na percentagem de germina¢io das sementes armazenadas
por 6 meses, quanto comparada ao meio sem a presenga do GA,, indicando que

na auséncia de sacarose, a mobilizagio dos agucares armazenados, na forma de



amido, pode favorecer o processo germinativo. Entretanto, segundo George
(1996), logo que os embrides iniciam seu crescimento, as plantulas necessitam
ser transferidas para meio sem giberelina, caso contrario, as partes aéreas se
tornam frageis e estioladas.

A utilizagio de concentragdes de sacarose superiores a 1,7 g/L
dispensam o uso de GA;. Esses resultados também foram obtidos por Vieira,
citado por Frigeri (1998), onde a utilizagdo desse regulador néo pareceu
necessério 4 germinagdo de sementes de estilosantes. Preece, Bates e Van
Sambeek (1995) e Armrillaga, Marzo e Segura (1992), também observaram pouco
ou nenhum efeito da suplementagdio do meio com GA; sobre a germinagdo
in vitro de embrides de Fraxinus spp.

De acordo com Preece, Bates ¢ Van Sambeek (1995), a sacarose do
meio de cultura, como fonte disponivel de carboidrato, pode ser suficiente para
germinagio ¢ o desenvolvimento da plantula, assim, a mobilizagio do agucar
armazenado, na forma de amido, pode ndo ser necessario para o sistema in vitro.

Os resultados da andlise de “Deviance” (Tabelas 1 e 2) apresentam
desvios ndo significativos, indicando que o modelo de regressio adotado foi

satisfatorio.

Tabela 1. Analise de “Deviance”, do experimento conduzido em fevereiro,
referente a decomposi¢dio da variagio entre tratamentos
em “Regressdo” e “Desvios de regressdio”. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Fontes de variac¢iio GL “Deviance”
Regressiio 5 22,5437 **
Desvios 6 5,3210 NS

** significativo a 5% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado.
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Tabela 2. Andlise de “Deviance”, do experimento conduzido em maio, referente
4 decomposi¢io da variagio entre tratamentos em “Regressdo”
e “Desvios de regressdo”. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Fontes de variacio GL “Deviance”
Regressio 5 14,1023 *#
Desvios 6 4.4857 NS

** significativo a 5% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado.

Através dos resultados obtidos, pode-se concluir que as condigdes in
vitro, proporcionam uma germinagio de sementes de Annona glabra L. mais
expressiva, quantitativamente, mais rapida e uniforme, quando comparada a
germinagdo convencional (Tabela 3). Gomes (1999) e Preece, Bates e Van
Sambeek (1995), também observaram superioridade da germinagdo in vitro, em
relagdo a4 germinagdo convencional. De acordo com os autores do ultimo
trabalho citado, as vantagens do cultivo in vitro de sementes, sio a alta
percentagem de germinagdo, a uniformidade das condigdes in vitro para a

germinagdo e a uniformidade inicial das plantulas.

TABELA 3. Percentagem de germinagdo e nimero de dias necessarios para a
formag¢do de mudas de Annona glabra L., cujas sementes foram
germinadas in vitro e em areia (convencional). UFLA, Lavras-MG,

2000.

-IN VITRO AREIA
% Germinagiao 92 , 46
Germinagdio 20* 40-80*
Frasco/Sementeira 4 30
Aclimatizagdo 21 -
Sala de cresc.—»>campo 40 40
Total 85 150

* valores em dias.
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A variagdo da concentrag@io de sacarose, do meio de cultura, promoveu
uma sincronia maior na emergéncia das raizes, afetando a germinagdio das
sementes e a conversio dessas a plantulas.

Pode-se verificar, na Tabela 3, que sementes in vitro, germinam em
média aos 20 dias e apés 14 dias (4 dias que permanecem no frasco apds a
germinagio ¢ 10 dias de aclimatizagiio) estdio aptas (apresentando a 4 follha
totalmente expandida) & transferéncia para sacolas plasticas, enquanto que,
semeﬁtesnaareia,germinam entre 40 ¢ 80 dias e s6 se tornam aptas a
transferéncia para sacolas plasticas apos 30 dias. Portanto, a utilizagdio da
metodologia de germinag#o, in vitro, possibilita a redugdo em 43% (65 dias) do
. periodo necessario para a formagdo de mudas de Annona glabra L. A redugio

do tempo, para a obtencio de mudas, pode ser atribuido ao maior

desenvolvimento inicial das plantulas obtidas in vitro (George, 1996) e, segundo

Gomes (1999), essa é a principal vantagem da utilizagdo da metodologia de
. germinagdo in vitro.

Através de observagdes experimentais, a germinagio in vitro das
sementes de Annona glabra L. proporcionou a emiss#o de um sistema radicular
pouco ramificado ¢ com poucos pélos absorventes, quando comparado ao
sistema radicular formado através do método convencional (Figura 5). Embora
ndo tenha sido observado nesse experimento, Preece, Bates ¢ Van Sambeek
(1995) observaram que as pléntulas germinadas in vitro ndo sobreviveram bem,
quando transferidas para a casa de vegetagdo, porque murcharam e depois
morreram; presumiram que a radicula alongada, in vitro, ndo funcionou,
eficientemente, na casa de vegetagio. O fendmeno do pobre funcionamento
radicular foi postulado por Preece, Zhao ¢ Kung (1989).
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FIGURA 5. Sistema radicular de plantulas de Annona glabra L., obtidos através
de germinagédo in vitro (A) e em areia (B). UFLA, Lavras-MG, 2000.

Segundo Diaz-Pérez, Shackel e Sutter (1995) e Harbage, Stimart e Evert
(1993), o substrato, que € o meio de sustentagdo ou suporte durante o cultivo in
vitro, ¢ um dos fatores externos de maior influéncia sobre a morfologia e a
qualidade das raizes, que desenvolvem in vitro. De maneira geral, o sistema
radicular emitido, em meio solidificado, com agar ou produto equivalente, é
pouco ramificado, quebradigo e com poucos pélos radiculares, de modo que, as
raizes assim formadas, podem ser menos eficientes na absorcdo de dgua e
nutrientes, podendo afetar a sobrevivéncia e o desenvolvimento das plantulas
apos a transferéncia.

Além do pobre desenvolvimento radicular de plantulas de Annona
glabra L., obtidas através de germinagdo in vitro também foi observada a
necrose do dpice da raiz, embora, a sobrevivéncia ndo tenha sido afetada. Lauzer
e Laberge (1996), também observaram necrose no apice das raizes de plantulas
de espécies de Rosa, apoés 5 semanas de cultivo, em meio de germinagio,

embora ela, ndo tenha afetado a aclimatizagdo das plantulas.
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7. CONCLUSOES

- O aumento na concentragdo de sacarose, no meio de cultura, diminui a
percentagem de germinagéo de sementes de Annona glabra L.;

- O maior percentual de germinagdo de sementes € obtido na auséncia de
sacarose no meio de cultura;

- Concentragdes inferiores a 1,2 g/L de sacarose, proporcionam acima de 90% de
germinagdo, em sementes armazenadas por 2 meses;

- A utilizagdo de germinagdo in vitro, possibilita a formagdo de mudas de
Annona glabra L. em 85 dias, o que representa uma redugdo de 43%, no tempo
necessario para a formagdo das mudas, em relagfo a germinagiio convencional

em areia.
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CAPITULO 1L IPIDUCKO E CRESCIMENTO IN VITRO DE
BROTACOES ATRAVES DA PROLIFERACAO DE GEMAS
AXILARES EM SEGMENTOS NODAIS DE Annona glabra L.

. RESUMO

Como primeira etapa, no estabelecimento de uma metodologia para a
micropropagagdo da Annona glabra L., foi induzida a proliferagio e o
crescimento de brotagdes axilares, através da inoculagdo de segmentos nodais
em meio MS, solidificado com 7 g/LL de agar, suplementado com 20 g/L de
sacarose e diferentes concentragdes de BAP (0; 0,05; 0,5; 1,0; 1,5 mg/L),
combinados com diferentes concentragdes de ANA (0; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 mg/L),
com ou sem a adigdo de 1,0 mg/L de GA;. Apds inoculagdo, os frascos contendo
as segmentos foram mantidos em sala de crescimento, no escuro, durante 15
dias. Apos esse periodo, foram transferidos para fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25+1°C e intensidade luminosa de 13 p mol.s'm? durante 30
dias. De acordo com a analise dos resultados, ndo houve diferenga significativa
entre os tratamentos, quanto ao nimero médio de brotagdes obtidas por
segmento nodal, sendo produzidas em média 1,5 brotagdes/explante. Segmentos
inoculados em meio desprovido de reguladores de crescimento, também
responderam pela proliferagio de brotagdes. Entretanto, brotagdes com
comprimento superior a 1 cm, ideais para a fase de enraizamento, podem ser
obtidas, utilizando-se até 0,75 mg/L de BAP, sem a adigdo de GA;, o qual
mostrou ser prejudicial ao desenvolvimento das brotagdes. A espécie mostrou
ser sensivel a deficiéncia de calcio e ao acimulo de etileno, durante o cultivo in
vitro das brotagoes.

2. ABSTRACT

Induction and in vitro shoot growth through axilary bud proliferation in
nodal segments on Annona glabra L.

As a first step for the establishment of a micropropagation methodology
for Annona glabra L. the proliferation and growth of axilary shoots were
induced through the inoculation of nodal segments in MS medium with 7.0 g/L
agar supplemented with 20.0 g/L sucrose and different concentrations of BAP
(0; 0.05; 05; 1.0 and 1.5 mg/L) in combination with different concentrations of
NAA (0; 0.05; 0.1; 0.5 and 1.0 mg/L) in the presence or absence of 1.0 mg/L
GA;. After inoculation, explants were maintained in a growth room in the
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absence of light for 15 days. After this period, explants were transferred to a
growth room with 16 hours photoperiod, temperature of 25 £1°C and ligth
intensity of 13 pmol.s’m? for 30 days. The results indicated no significant
differences between the treatments regarding shoot formation from nodal
segments obtaining an average of 1.5 shoot/explant. Segments inoculated in the
absence of growth regulators also induced shoot formation. However, shoots
with lenght superior to 1.5 cm can be obtained using up to 0.75 mg/L BAP
without GA; whose presence inhibited shoot development. The species showed
to be sensitive to calcium deficiency and ethylene accumulation during in vitro
shoot cultivation.

3.INTRODUCAO

» A propagagdo assexuada ou vegetativa de espécies de Annona é,
usualmente, por enxertia de mudas selecionadas sobre porta-enxertos, formados
a partir de sementes ou por estaquia. Entretanto, os porta-enxertos sdo altamente
heterogéneos no vigor e na resisténcia a doengas e, consequentemente, O
crescimento e a produtividade das mudas também sdo varidveis. Dessa forma,
com excegio de algumas cultivares, a propagagdo clonal de espécies de Annona
por métodos convencionais niio tem obtido sucesso.

> Em diversas espécies, o uso da micropropagacdo tem possibilitado a
obten¢io de grande quantidade de mudas livres de doengas ¢ mais homogéneas,
em tempo e espago fisico bastante reduzidos, em comparagdo aos métodos de
propagagio convencionais. Por essa razéo, a definigéo de uma metodologia para
a micropropaga¢io da espécie, pode apresentar uma contribui¢do efetiva, no
desenvolvimento da cultura, tanto de matrizes como de porta-enxertos.

O objetivo desse trabalho foi estabelecer uma metodologia para indugéo
e crescimento de brotagdes de Annona glabra L., a partir da proliferagdo de
gemas axilares, em segmentos nodais, como primeira etapa, na defini¢do de uma

metodologia para micropropagagdo da espécie.
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4 .REFERENCIAL TEORICO

A multiplicagdo, através da proliferagio de gemas axilares, é o processo

mais utilizado para conduzir a micropropagagio de diversas espécies,
principalmente lenhosas, visto que, esse sistema ¢ mais facilmente controlado e
apresenta uma fidelidade genética muito alta (Grattapaglia e Machado, 1998).
‘ » A fidelidade genética é a principal vantagem da utilizagdo da
micropropagagio, em programas de melhoramento, porque permite a fixagio de
ganhos genéticos nas populagdes clonais de variedades recém-melhoradas
(Guerra et al., 1999).

A técnica consiste em estimular o crescimento de gemas axilares,
através do isolamento destas ¢ da superagdo da dominincia apical, com a
aplicagdo de citocininas e/ou giberelinas (Grattapaglia ¢ Machado, 1998). As
partes aéreas ou brotagdes assim produzidas sdo enraizadas e transplantadas.

Os explantes mais usados para a micropropaga¢éo sio os segmentos
nodais e os apices caulinares. Diversas espécies lenhosas sio regeneradas
através de segmentos nodais, sendo que, a juvenilidade desses explantes, pode
ser um fator importante na capacidade de brotagido e desenvolvimento da cultura
in vitro (Braga, Caldas ¢ Habe, 1997).

O meio de cultura usado nas diversas fases da micropropagagio deve
proporcionar a planta, os nutrientes necessarios ao metabolismo das células e os
fatores de crescimento, responsaveis pela diferenciagio de brotos e raizes
(Schuch e Peters, 1993).

O meio MS (Murashige e Skoog, 1962), tem apresentado bons
resultados para diversas espécies, entretanto, para algumas espécies lenhosas,
composi¢des mais diluidas em macronutrientes, como o meio de cultura WPM
(Llyod e McCown, 1980) tiveram melhor desempenho (Grattapaglia e Machado,
1998).
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De acordo com Sriskandarajah, Mullins e Nair (1982), na fase de
multiplicagdo, é necessério que se tenha um meio rico em citocinina, para haver
produgio de um grande numero de brotacdes, através do crescimento de
meristemas laterais.

Em diversas espécies, o BAP tem sido a citocinina mais ativa para a
multiplicagio de brotagdes. Tanuwidjaja, Webb ¢ Sagawa (1998) observaram
que o niimero de brotagdes de macieira produzidas, aumentou linearmente com o
aumento nas concentragdes de BAP e o tempo requerido, para que ocorresse a
proliferagdo das brotagdes, decresceu com o aumento nos niveis de BAP. No
entanto, a exposigdo dos explantes ao BAP, sob altas concentragdes ou durante
tempo prolongado, promoveu a formagdo de brotagdes hiperidratadas, mal
formadas e pouco desenvolvidas.

E, também, conhecido que altos niveis de BAP ou tempo prolongado do
tratamento podem promover a formagdo de calos e brotagGes adventicias. As
brotagdes assim produzidas sdo inadequadas a propagacdo clonal, porque podem
ndo produzir plantas geneticamente uniformes (Tanuwidjaja, Webb e Sagawa,
1998).

Em algumas espécies, como a Maclura tinctoria (Gomes, 1999) ¢ a
Syzygium travancoricum (Anand, Rao e Balakrishna, 1999) ¢ necessario a
combinagiio entre citocininas e auxinas para a inducdo de brotagdes, ou para
que, o processo de multiplicagdo seja mais eficiente. No entanto, segundo
George (1996), o uso de concentrag3es elevadas de auxinas, ndo ¢ apropriado a
indugdo de brotagdes, porque pode induzir & formagdo de calos.

Outro grupo de reguladores de crescimento, utilizado na fase de
multiplicagdo, sdo as giberelinas, que estimulam o crescimento, pois promovem
a expansio celular (Schuch e Peters, 1993).

Diversos autores, entre os quais Yui et al. (1993) verificaram que a

adigio de giberelina a0 meio MS, em concentragdes que variam entre 0,1 e
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1,0 mg/L, ndo apresentam efeitos significativos sobre a proliferaggo de brotagdes
em porta-enxertos ¢ cultivares de macieira. No entanto, de acordo com esses
autores, quando o objetivo é a obtengdo de brotos de macieira alongados,
apropriados para a fase de enraizamento, ¢ indicada a adigdo de giberelina em
concentragdes superiores & 0,1 mg/L.

Gomes (1999), também observou que o uso de GA; ,em concentra¢des
que variam entre 1,0 - 6,0 mg/L, favorece o crescimento e o desenvolvimento,
in vitro, de brotagdes de moreira, porém, observou que a utilizagdo de 4,0 mg/L
e 6,0 mg/L do regulador, promoveu a formagdio de calos na base do explante.
Segundo George (1996), citado pelo mesmo autor, a formagdo de calos na base
das brotagdes ¢ indesejavel, pois impede a conexdio vascular entre o sistema
radicular e a parte aérea.

A formagdo de parte aérea ¢ dependente de luz, mas a incubagdo dos
explantes, no escuro total ou sob intensidade de luz reduzida, nos primeiros dias
apos o isolamento, pode ser iutil por reduzir a oxidagdo fendlica. Segundo
Miguel, Druart e Oliveira (1996), o periodo de escuro também pode influenciar
os niveis endogenos de hormdnios, que dessa forma, podem interagir com as
citocininas e auxinas, aplicadas exogenamente ¢ contribuir para o processo de

indugdo.

5. MATERIAL E METODOS

5.1. OBTENGAO E ASSEPSIA DOS EXPLANTES

Os segmentos nodais foram obtidos através da secgdo das hastes
caulinares jovens (ndo lenhosas), contendo apenas uma gema e tamanho

aproximado de 15 a 20 mm, retirados de pléntulas germinadas, in vitro, apés
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"6 meses de cultivo. Para a desinfestagiio, os segmentos nodais foram mantidos

em égﬁa corrente, por 40 minutos ¢ lavados com detergente. A seguir, em
cimara de fluxo laminar, os explantes foram imersos em alcool 70% (v/v), por
1 minuto, em associagio com a imersdo em hipoclorito de sodio 50% (v/v) por
15 minutos. Em seguida, foram lavados, por trés vezes, em agua destilada e
autoclavada para eliminagdo do excesso de solugdes desinfestantes. Apds a
desinfestagdo, os explantes foram mantidos em solu¢do de acido ascorbico
(200 mg/L) por 20 minutos.

5.2. INOCULACAO DOS EXPLANTES

Os segmentos nodais, foram inoculados em frascos, contendo 30 mL do
meio MS (Murashige e Skoog, 1962), solidificado com 7 g/L de agar,
suplementado com 20 g/L de sacarose e diferentes concentragdes de BAP
(0; 0,05; 0,5; 1,0; 1,5 mg/L), combinados com diferentes concentragdes de ANA
(0; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0 mg/L), com ou sem a adigfo de 1,0 mg/L de GA; .

O pH do meio cultura foi ajustado para 6,0. Em seguida, o meio de
cultura foi autoclavado a 121°C por 20 minutos.

Foram inoculados 2 segmentos por frasco. Apos inoculagdo, os frascos,
contendo as segmentos, foram mantidos em sala de crescimento, no escuro
durante 15 dias. Apds esse periodo foram transferidos para fotoperiodo de
16 horas, temperatura de 25+1°C e a intensidade luminosa de 13 p mol.s'm?
durante 30 dias.
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5.3. ANALISES ESTATISTICAS

Foi utilizado o delineamento estatistico, inteiramente casualizado, com
quatro parcelas por tratamento, sendo que cada parcela (frasco), continha dois
segmentos, totalizando 8 segmentos por tratamento. Apoés 45 dias, avaliou-se o
numero de brotagdes por segmento e o comprimento da haste das brotagdes.

O namero médio de brotagdes por segmento e o comprimento médio das
brotag8es foram consideradas como tendo distribuigio Poisson (ndo normal). A
detecgdo de diferengas significativas foi feita através da Analise de “Deviance”
(Demétrio, 1993), considerando a distribui¢do assintdtica de qui-quadrado das
diferentes redugdes do modelo.

Como os tratamentos s3o de natureza quantitativa, se detectadas
diferengas significativas entre eles, o preditor linear passou a corresponder a
modelos de regressdo maltipla (superficie de resposta) apropriacios.

Para o comprimento médio das brotagdes, ndo foi possivel adotar um
modelo de regressio multipla satisfatorio e, o efeito dos tratamentos foi estudado

por analise de regressdo.
6. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a andlise de “Deviance™ (Tabela 4), ndo foi observado
efeito significativo dos tratamentos, sobre o nimero médio de brotagdes obtidas
por segmento nodal de Annona glabra L., sendo produzidos em média 1,5
brotos/explante, em todas as concentragdes de BAP utilizadas, ou em
combinagdo com ANA, na presenca ou na auséncia de GA;.

Geralmente, altas concentragdes de citocininas promovem a formagdo de

um grande nimero de brotagdes (Tanuwidjaja, Webb e Sagawa, 1998) e,
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provavelmente, as reduzidas concentragdes de BAP utilizadas nesse
experimento, tenham sido insuficientes, para promover diferengas na taxa de

multiplicagdo.

TABELA 4. Analise de “Deviance”, para o namero médio de brotagdes por
segmento nodal de Annona glabra L., referente a decomposigido
da variagio entre tratamentos em “Regressdo” e “Desvios de
regressdo”. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Fontes de variacio GL “Deviance”

Tratamento 36 23,3013 NS
Regressio 11 10,2229 NS
Desvios 25 13,0784 NS

Erro 111 52,8201

** significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado.

Segmentos nodais inoculados em meio desprovido de reguladores de
crescimento, também responderam pela proliferagio de brotagdes. De acordo
com Pinto et al. (1994), a emissdo de brotagdes, na auséncia de BAP,
provavelmente, ocorra devido s citocininas inerentes ao proprio explante.

Tais resultados discordam de Gomes (1999) e Jordan, Velozo e Sabja
(1996), que descrevem o efeito promotor do ANA, em associagéo com o BAP,
na taxa de multiplicagio em Maclura inctoria e Nothofagus respectivamente.
Em contrapartida, diferem de George (1996) e Pasqual e Barros (1991), que
relatam o efeito inibitorio desse regulador, sobre a proliferagdo de brotagdes de
diversas espécies e de Coffea arabica L. respectivamente.

. Em relagdio ao GA;, a presenga desse regulador no meio de cultura, ndo
favorece & proliferagio da brotagdes de Annona glabra L. De acordo com

George (1996), o efeito da GA;, na proliferagio de brotag3es, varia de acordo
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com a interag3o existente com outros reguladores de crescimento, dependendo
também da espécie que esta sendo multiplicada. De maneira geral, o GA; tem
pouco efeito sobre a proliferagdo das brotagdes, o que pode estar relacionado ao
fato de que, as giberelinas sdo utilizadas em baixas concentragGes, aliada ao fato
de que perdem 90% da sua atividade biolégica durante a autoclavagem
(Yui et al., 1993).

De acordo com a anilise de regressdo, o comprimento médio das
brotagdes de Annona glabra L. foi afetado apenas pelas concentragdes de BAP,
sendo a interagdo com GA, significativa (Tabela 5). Os resultados desse estudo
indicam que a adi¢do de ANA ao meio de cultura, em todas as concentragdes
testadas, ndo possui efeito significativo sobre o comprimento médio dos brotos.
Esses resultados discordam de Grattapaglia e Machado (1998), os quais afirmam
que as auxinas devem ser utilizadas no meio de multiplicagdo, porque estimulam
o crescimento das partes aéreas, visto que, anulam o efeito inibitério que as
citocininas tém sobre o alongamento das culturas.

Resultados contraditorios, também, foram obtidos por Arello e Pinto
(1993), que observaram necessidade da combinagdo entre BAP ¢ ANA, para o

maior desenvolvimento das brotagdes de Kielmeyera coriacea.

TABELA 5. Analise de variéncia para o comprimento médio das brotagdes em
segmentos nodais de Annona glabra L. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Causas de variacio GL SQ oM Prob >F
BAP 4 6,9191 1,7298 0,0599
ANA 4 3,9040 0,9760 0,2678
GA, 1 91511 91511 0,0006
BAP x ANA 12 13,6843 1,1403 0,1205
BAPx GA; 3 5,6453 1,8818 0,0600
ANA X GA; ki 2,4206 0,8069 0,3567
BAP x ANA x GA; 9 7,3706 0,8189 0,3646
Residuo 111 82,2045 0.7406
Total 147 135,7978

Média geral - 1,05cm Coef. Variagio - 82, 08%
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Conforme é demonstrado na Figura 6, brotagdes mais alongadas
(superiores a 1,0 cm), ideais para a fase de enraizamento, podem ser obtidas,
utilizando-se concentragdes inferiores a 0,75 mg/L de BAP, visto que, a
utilizagiio de concentragdes superiores as citadas, reduzem o tamanho médio dos
brotos. De acordo com Yui et al. (1993), a utilizagdo de maiores concentragies
de BAP promovem a formagio de grande namero de brotos, em detrimento,
porém, de seu desenvolvimento. Dessa forma, se o objetivo ¢ produzir brotos

maiores, para posterior enraizamento, pode-se trabalhar com concentrages mais

baixas.
:a: 3.0
- 2.5 A
,g 2.0
g 1.5
g = '
° a 1 3 L]
© 9 05 1.0 15
Concentragéio de BAP (mg/L)
Equagdes:
Ya= 42696 x> -9,765 % +5,0073 x + 1,2227 P =0,9621
Yg = 0,1022 x* -0,2663 x + 0,8202 7 =0,6894

FIGURA 6. Efeito das concentragdes de BAP, sobre o comprimento médio das
brotagdes de Annona glabra L., formadas a partir de segmentos
nodais, na auséncia (A) e na presenga de GA; (B). UFLA, Lavras-
MG, 2000.

Em relagdo ao GA;, a presenca de 1,0 mg/L desse regulador de
crescimento, no meio de cultura, ndo estimula o crescimento das brotagdes,

demonstrando, ao contrério, ser prejudicial ao desenvolvimento das mesmas,
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quando comparado ao meio sem adigdo de GAs, produzindo brotos com
comprimento médio inferior a 1,0 cm, em todas as concentragdes de BAP
(Figura 6). Resultados semelhantes foram obtidos por Biasi, Koller e Kampf
(1994), durante a produgdio de brotagdes em segmentos nodais do abacateiro
‘Ouro verde’.

O aspecto geral das brotagdes de Annona glabra L., formadas in vitro,

em diferentes concentragdes de BAP, pode ser visualizado na Figura 7.

FIGURA 7. Aspecto geral do crescimento de brotagdes de Annona glabra L.,
obtidas in vitro, a partir de segmentos nodais inoculados na
presenga de BAP. A) Controle; B) 0,5 mg/L; C) 1,0 mg/L; D) 1,5
mg/L. UFLA, Lavras-MG, 2000.
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Durante o cultivo in vitro, das brotagdes de Annona glabra L., observou-

se necrose no apice das brotagdes e abscisdo foliar (Figura 8).

FIGURA 8. Aspecto visual de brotagdes de Annona glabra L.,obtidas a partir de
segmentos nodais, que apresentam necrose apical e abscisdo foliar.
UFLA, Lavras-MG, 2000.

‘A necrose apical ¢ a abscisio foliar sdo desordens fisiologicas,
freqiientemente observadas em condigdes normais de microcultivo (Munhoz
et al., 1999); tém sido associadas a deficiéncia de calcio (Sha, McCown e
Peterson, 1985) e ao acimulo de gases, como o etileno (Lemos ¢ Blake, 1996)
respectivamente.

. De acordo com esses autores, o tipo de recipiente de cultivo e o
selamento deste, sdo os principais fatores responséveis pelo desencadeamento

desses disttrbios, visto que, mantém alta umidade relativa do ar, no interior do
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recipiente, inibindo a transpiragdo, da qual depende o célcio, para translocar no
xilema da planta e impedem trocas gasosas com a atmosfera externa, facilitando
o aciimulo de gases produzidos pelos tecidos a niveis fisiologicamente ativos.
Como consegiiéncia, 0 crescimento é reduzido ou paralisado, impossibilitando
que o processo de micropropagagio continue ou levando i morte a brotagdo.

Segundo Biasi, Koller ¢ Kampf (1994), a adi¢io de GA; ao meio de
cultura aumenta a percentagem de brotagdes anormais, com folhas alongadas,
retorcidas, clordticas, quebradigas e de ficil abscisdo.

Sha, McCown e Peterson (1985) reduziram a necrose apical em
brotagdes de diferentes cultivares de Solamum tuberosum, aumentando a
concentragdo padrdo de célcio do meio MS.

., A utilizagiio de técnicas, que reduzem o acimulo de etileno, desde as
mais simples, como o ammento no intercambio de gases com a atmosfera
externa, através da retirada do parafilme (McClelland e Smith, 1990), ou a
utilizacdo de tampas, que permitam maiores trocas gasosas (Coelho, 1999), até
as mais aprimoradas como o sistema de ventilagio forgada, descrito por
Armstrong et al. (1997), tém mostrado resultados satisfatérios no controle da
abscisdo foliar in vitro.

7. CONCLUSOES

- Com base nos resultados ndo é necessiria a adigio de reguladores de
crescimento, para induzir a proliferagdo de brotagdes, em segmentos nodais
de Annona glabra L.;

- Esta metodologia possibilita a formagdo, em média, de 1,5 brotos por
segmento nodal de Annona glabra L.;

46



- Brotagdes mais adequadas para a fase de enraizamento podem ser obtidas,
utilizando-se até 0,75 mg/L de BAP, sem a adi¢do de GA;.
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CAPIiTULO IV. ENRAIZAMENTO IN VITRO DE BROTACOES,
OBTIDAS A PARTIR DE SEGMENTOS NODAIS DE Annona glabra L.

1. RESUMO

Visando estabelecer uma metodologia para enraizamento, as brotagdes
de Annona glabra L., obtidas a partir de segmentos nodais, foram inoculadas
em meio WPM, com metade da concentragdo de sais, suplementado com 3% de
sacarose, 0,65% de éagar , 4,0 g/L de carvdo ativado e acrescido de diferentes
concentragdes de AIB (0; 2,0; 4,0 € 6,0 mg/L). Para avaliar a influéncia do pH
sobre o enraizamento, o pH do meio de cultura foi ajustado em trés faixas
diferentes: 5,0; 6,0 e 7,0. Apés a inoculagdo, os explantes foram mantidos em
sala de crescimento, a temperatura de 25°C + 1, sob fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 13 p mol.s'm™ durante 30 dias. O maior percentual de
brotagdes enraizadas e o maior numero de raizes emitidas por explante podem
ser obtidos sem a adi¢do de AIB ao meio de cultura e em pH 5,0, sendo que
nessa faixa de pH, a utilizagdo de concentragGes elevadas de sacarose inibiu o
crescimento das raizes.

2. ABSTRACT

In vitro root formation of shoots obtained from nodal segments of
Annona glabra L.

With the objective to establish an ir vifro rooting methodology, shoots
from Annona glabra L. obtained from nodal segments were inoculated in 50%
WPM medium supplemented with 3% sucrose, 0.65% agar, 4.0 g/L activated
charcoal and the following concentrations of IBA (0; 2.0; 4.0 and 6.0 mg/L).
The medium pH was adjusted to 5.0; 6.0 and 7.0. After inoculation, the explants
were maintained in a growth room with 16 hours photoperiod, temperature of
25 % 1°C and ligth intensity of 13 umol.s'm? for 30 days. Highest percentage of
rooted shoots and root number per explant can be obtained in the abscence of
IBA and medium pH adjusted to 5.0. The use of high sucrose concentrations at
pH 5.0 inhibited root growth.
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3. INTRODUCAO

O enraizamento ¢ uma etapa fundamental da micropropagagéo para a
constitui¢do da muda completa, com influéncia direta sobre a sobrevivéncia e o
crescimento das mudas, durante a transferéncia para a casa de vegetagio.

O controle adequado dos diversos fatores internos e externos, que
controlam o enraizamento, determinam o sucesso da metodologia de
micropropagagio.

O objetivo desse trabalho foi estabelecer uma metodologia para indugdo
e crescimento de raizes, em brotagdes de Annona glabra L., obtidas in vitro,
a partir de segmentos nodais, como uma etapa para a obten¢do de mudas

micropropagadas da espécie.

4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 ENRAIZAMENTO /N VITRO

Essa etapa da micropropagagdo, caracteriza-se pela formagido de raizes
adventicias, nas partes aéreas ou brotagdes, provenientes da multiplica¢do,
permitindo o posterior transplantio para condigdes ex vitro. Portanto, constitui
uma etapa essencial e, muitas vezes limitante para a constituigio da muda
completa (Haissig, Davis e Riemenschneider, 1992).

O enraizamento pode ocorrer in vitro (dentro do frasco de cultura), ou
ex vitro (apds a transferéncia da brotagdo do frasco de cultura e simultinea a
aclimatizagdo). De acordo com Pierik (1988), quando o enraizamento ocorre

in vitro, ha maior sobrevivéncia e percentual de brotagdes enraizadas,
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especialmente, em espécies de dificil enraizamento. Porém, implica em uma
fase adicional de aclimatizag3o apds o enraizamento.

Independente do método de enraizamento (in vitro ou ex vilro), os
principios morfofisiolégicos sdo os mesmos. Segundo Grattapaglia e Machado
(1998), a rizogénese pode ser dividida em trés fases distintas: indugdo, iniciagdo
e alongamento. De acordo com Harbage et al. (1993), as duas primeiras fases
sdio dependentes de auxina e a terceira fase inibida pela presenga da mesma.

Além da aplicagdo exdgena de reguladores de crescimento, a formagdo
de raizes adventicias depende da influéncia de outros fatores externos como
temperatura, umidade, substrato, pré-condicionamento, além de fatores internos
como balanco hormonal, condigdes fisiologicas da planta matriz e nutrigo.

O enraizamento de espécies lenhosas, quando comparado ao de espécies
herbaceas, geralmente é mais dificil e se agrava, a medida que se utiliza material
menos juvenil, uma vez que, a restauragio da competéncia de enraizamento
diminui, ao aproximar-se da fase adulta.

A qualidade das partes aéreas provenientes da fase de multiplicagdo,
determina, em geral, o sucesso do enraizamento. Partes aéreas pequenas nio
enraizam bem e necessitam de uma fase intermediéria de alongamento.

A absorgio da auxina exogena e a conseqiiente resposta ao
enraizamento, segundo Rubery e Sheldrake (1973), pode ser influenciada pelo
pH do meio de cultura, em fungdo da natureza acidica das moléculas de auxina,
utilizadas para estimular o enraizamento. Harbage, Stimart € Auer (1998),
observaram que a absorgio de AIB pelos propagulos foi inversamente
proporcional ao pH do meio de cultura, indicando que a maior formagdo de
raizes observada em pH reduzido, pode ter ocorrido como resuitado do aumento
na absorgdo do regulador de crescimento.

Outro fator relevante é que altas concentragdes de sais tendem a inibir

todas as fases do enraizamento, particularmente, o crescimento das raizes
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(Centellas et al., 1999). Concentragdes de sais no meio diluidas para 1/2 , 1/3 ou
1/4, podem possibilitar melhor enraizamento. Em adigdo, segundo Munhoz
et al. (1999), concentragdes de sais utilizadas na fase de multiplicagdo, também
podem afetar o enraizamento das brotagdes, sendo que, menores concentragdes
de sais podem proporcionar melhores resultados na etapa de enraizamento.

Embora, a sacarose seja essencial como fonte de energia para a formagdo
de raizes adventicias (Fortes, 1992), de acordo com Hoffmann (1999), a redugdo
no teor de sacarose do meio de cultura de 30 para 10-20 g/L, em geral, beneficia
o enraizamento de brotagdes de macieira, visto que, altas concentragdes de
sacarose tendem a desfavorecer a morfogénese e o crescimento in vitro e afetar o
estado hidrico do explante, contribuindo para ocorréncia de vitrificagiio
(Hayashi, Nakayama e Kozai, 1988). Biasi (1996), também, observou
beneficios na redugdo da concentragio de sacarose de 3% para 1%, na
micropropagacdo de videira, sendo que, utilizando-se 3% de sacarose as
brotagGes enraizaram pouco e formaram raizes de baixa qualidade.

Compostos como o carvio ativado, em concentragdes de 0,1 a 2% (p/v),
sdo comumente utilizados em meios de cultura para enraizamento, porque
estimulam a condi¢io de escuro, no qual as raizes, normalmente, se
desenvolvem, absorvem compostos toxicos inibidores do enraizamento e fixam
auxinas, o que €, em geral, benéfico para o alongamento das raizes (Gomes,
1999). De acordo com Jouira et al. (1998), o carvdo ativado pode ser essencial
para o processo de enraizamento, além de prevenir a formagdo de calos na base
do explante.

Segundo Rasai, George e Kantharajah (1995), a utilizagdo de carvio
ativado, aumenta o potencial de enraizamento de outras espécies de Annona,
principalmente, porque reduz o problema de oxida¢do, muito freqiiente nessas

espécies.
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O substrato, que é o meio de sustentagio, ou suporte durante o cultivo
in vitro, ¢ um dos fatores externos de maior influéncia sobre o enraizamento das
brotagdes e sobre a qualidade das raizes adventicias (Hoffmann, 1999).
O método convencional de micropropagagio consiste no enraizamento in vitro
de brotag¢des, em meio solidificado com agar, ou produto equivalente. Embora, o
agar, durante a fase de indugdo, proporcione a emissdo de maior nimero de
raizes, quando comparado a outros substratos como vermiculita, areia e perlita,
em fungiio de maior facilidade de acesso aos nutrientes e pela condigdo fisica
uniform, em todo o meio de cultura, pode afetar o crescimento das raizes
(Hutchinson, 1984) e condicionar o padrdo morfologico das mesmas (Simdes,
1988). De acordo com Leite (1995), o sistema radicular adventicio emitido em
agar ¢, em geral, pouco ramificado, quebradio e isento de pélos radiculares,
podendo ser menos eficientes na absorgdo de agua e nutrientes durante a

transferéncia para a casa de vegetagao.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 ENRAIZAMENTO IN VITRO

Foram utilizados como explantes brotagdes apicais, obtidas a partir de
segmentos nodais, com no minimo 2 cm de comprimento, retirando-se as folhas
inferiores e mantendo-se o meristema apical ¢ as 2-3 folhas mais proximas do
meristema.

As brotagdes foram transferidas para frascos, contendo 30 mL do meio
Wood Plant Medium (Lloyd e McCown, 1980), com metade da concentragéo de
sais, suplementado com 3% de sacarose, 0,65% de agar , 4,0 g/L de carvdo
ativado e acrescido de diferentes concentragdes de AIB (0; 2,0; 4,0 ¢ 6,0 mg/L).
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O pH do meio de cultura foi ajustado em trés faixas diferentes: 5,0; 6,0
e 7,0. Apés o ajuste do pH, os meios de cultura foram autoclavados por
20 minutos a 120 °C.

Inoculou-se, em camara de fluxo laminar, apenas um explante (brotagéo)
em cada frasco. Posteriormente, os explantes foram mantidos em sala de
crescimento, a4 temperatura de 25C + 1, sob fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 13 p mol.s'm™, durante 30 dias, quando foi avaliado o
percentual de enraizamento, nimero médio de raizes por brotagdo ¢ o

comprimento médio das raizes.

5.2 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, com
10 repetigdes por tratamento, sendo que cada frasco continha um explante

Os pardmetros a serem avaliados foram considerados como tendo
distribuicdo Poisson (ndo-normal) e, assim, optou-se pelo uso do enfoque de
modelos lineares generalizados (Demétrio, 1993), utilizando-se a fungio
logistica como ligagdo candnica “n”, ou seja:

n=h.2A
onde “A” é o pardmetro da distribuigdo Poisson. O preditor linear “n”
correspondeu a:
N=p+t;

em que “u” é o efeito de uma constante e “ t;” o efeito do tratamento i. Como os
tratamentos s30 de natureza quantitativa, se detectadas diferengas significativas
entre eles, o preditor linear passou a corresponder a modelos de regressdo
multipla apropriados (superficies de resposta). A escolha do methor modelo de

regressdo, baseou-se na qualidade do ajustamento e, se possivel, na auséncia de
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significincia dos desvios de regressdo. A detecgdo de diferengas significativas
foi feita através da Andlise de “Deviance” (Demétrio, 1993), considerando a
distribuicdo assintética de qui-quadrado das diferentes redugdes do modelo.

Para a disposigéo grafica do modelo linear de regressdo, levou-se em
conta que:

F(x) = exp{a + BiX +BaX +BsXi” +BaXs’ + BsXiXat
em que F(x) é o modelo de regressdo ajustado, que é fungdo X, (concentragdo
de AIB) e X, (Faixa de pH).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados, o percentual de brotagbes enraizadas e o
niimero médio de raizes emitidas por brotagdo foram afetados pela concentragéo
de AIB e pelo pH do meio de cultura.

Os modelos de superficie de resposta (Figuras 9 e 10) indicam que a
utilizagio de AIB, principalmente em concentragdes superiores a 1,0 mg/L,
reduz o percentual de enraizamento e 0 numero médio de raizes emitidas por
brotagio de Annona glabra L. O maior percentual de brotagdes enraizadas
(90%) e o maior numero de raizes (2 raizes/explante) pode ser obtido sem a
adigéio de AIB ao meio de cultura.
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FIGURA 9. Modelo de superficie de resposta referente ao percentual de
enraizamento de Annona glabra L., em fungéo do pH do meio de

cultura e da concentragio de AIB (mg/L). UFLA, Lavras-MG,
2000.

FIGURA 10. Modelo de superficie de resposta referente ao nimero médio de
raizes emitidas em brotagdes de Annona glabra L..em fungdo do

pH do meio de cultura e da concentragdo de AIB (mg/L). UFLA,
Lavras-MG, 2000.
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O alto percentual de enraizamento € 0 maior numero médio de raizes
formadas, na auséncia do regulador de crescimento, sugerem que a formagdo de
raizes adventicias, em brotagdes de Annona glabra L. ndo dependem do
suprimento exégeno de AIB. Esse fato pode indicar o alto nivel endégeno de
auxina nos explantes e caracterizar a facilidade de enraizamento da espécie. De
modo semelhante, Jordan, Velozo e Sabja (1996) observaram bom percentual de
enraizamento, em explantes de Nothofagus alpina, na auséncia de regulador de
crescimento. Segundo Jouira et al. (1998), o conteudo endégeno ou o balango
dos reguladores de crescimento pode ser mais importante para a resposta do
explante.

O utilizagfio no meio de cultura, de alta concentragéo de carviio ativado,
pode ter influenciado a resposta dos explantes ao enraizamento, principalmente,
na auséncia do regulador de crescimento.

Esses resultados diferem dos resultados obtidos por Tanuwidjaja, Webb
e Sagawa (1998), nos quais, o namero de raizes em brotagdes de Akia, evoluiu
em resposta ao aumento das concentra¢des de AIB no meio de cultura. Jouira
et al. (1998), também observaram maior namero de raizes por explante,
utilizando concentra¢des mais elevadas de AlIB.

Conforme ¢ demonstrado na Figura 9, em todas as concentragdes de
AIB, a redu¢do do pH de 7,0 para 5,0 aumenta o percentual de brotagdes
enraizadas. O mesmo pode ser observado, quanto ao numero de raizes obtidas
por brotagdo (Figura 10).

De acordo com Pierik (1988), o niimero de raizes primérias ¢ importante
para a fixagio das mudas, durante a aclimatizagdo, embora, sua funcionalidade
seja discutivel, quando essas sdo emitidas em meio solidificado com 4gar.

O efeito do pH sobre o enraizamento, também, foi relatado por
Harbage, Stimart ¢ Auer (1998), que observaram maior estimulo 3 formag3o de

raizes, em brotagdes de macicira, quando o pH foi reduzido de 7,0 para 4,0.
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De acordo com esses autores, a resposta dos propagulos  auxina exogena,
freqilentemente, depende da concentragdo aplicada, nivel de absor¢io e do
subseqilente metabolismo no tecido, sendo que a absorgiio de AlB, em fungdo da
natureza acidica dessas moléculas, pode ser regulada pelo pH do meio de
cultura.

Esses resultados indicam que a resposta mais favoravel ao enraizamento
de brotagdes de Annona glabra L., observado em pH 5,0, pode ter ocorrido em
fungdo do aumento na absorgdo de AIB, proporcionado pelo pH acido do meio
de cultura. A influéncia do pH, em diferentes concentragdes de AIB sobre o
enraizamento, também, pode ser observado através dos diagramas de contornos

correspondentes (Figura 11 e 12).

i

FIGURA 11. Diagrama de contomnos, cormespondente ao percentual de
enraizamento de brotagdes de Annona glabra L., em fungdo do
pH do meio de cultura e da concentragiio de AIB (mg/L). UFLA,
Lavras-MG, 2000.
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FIGURA 12. Diagrama de contornos, correspondente ao niimero médio de raizes
emtidas em brotagdes de Annona glabra L., em fungdo do pH do
meio de cultura e da concentragiio de AIB (mg/L). UFLA, Lavras-
MG, 2000.

O aspecto geral das raizes formadas e das plantulas, obtidas em meio de

enraizamento, com diferentes concentragdes de AIB, nas trés faixas de ajuste do

pH, sdo demonstradas nas Figuras 13 ¢ 14 respectivamente.
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FIGURA 13. Enraizamento in vitro de brotagdes de Annona glabra L.
A) Aspecto geral das brotagdes, em meio de enraizamento e
plantulas obtidas em meio com B) 0; C) 2,0; D) 4,0 e E) 6,0
mg/L de AIB aos 30 dias. UFLA, Lavras-MG, 2000.
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FIGURA 14. Aspecto visual de plantulas de Annona glabra L. formadas em
meio de cultura sem adicdo de AIB e ajustado em diferentes
faixas de pH: A) 5,0; B) 6,0; C) 7,0. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Os resultados da andlise de “Deviance” (Tabela 6) para o nimero médio
de raizes apresentam desvios ndo significativos, indicando que o modelo de
regressdo adotado foi satisfatério. No entanto, na analise de “Deviance” para 0
percentual de enraizamento (Tabela 7) ndo foi possivel ajustar um modelo de

regressdo, biologicamente plausivel, que apresentasse desvios ndo significativos.

Tabela 6. Analise de “Deviance”, para o namero médio de raizes formadas,
referente 4 decomposicdo da variagdo entre tratamentos em
“Regressdo” e “Desvios de regressdo”. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Fontes de variagio GL “Deviance”

Tratamentos (11) 35,2162*
Regressio 5 20,5343*
Desvios 6 14,6824NS

Residuo 58 38,9206 NS

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado.
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Tabela 7. Anilise de “Deviance” para o percentual de enraizamento, referente a
decomposi¢do da variagio entre tratamentos em “Regressdo” e
“Desvios de regressio”. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Fontes de variagiio GL “Deviance”

Tratamentos (11) 41,1426**
Regressio 5 16,4757**
Desvios 6 24,6669%*

Residuo 58 55,8409

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado.

O crescimento, in vitro, das raizes emitidas nas brotagdes de
Annona glabra L., foi afetada pela concentragiio de AIB, somente em pH 5,0.
Conforme pode ser observado na Figura 15, a presenga do regulador de
crescimento, principalmente, em concentragdes mais elevadas, reduz o
comprimento médio das raizes. Esses resultados, corroboram os relatos de
Harbage, Stimart e Evert (1993), de que a presenga de auxina, no meio de
enraizamento, principalmente, em altas concentragdes, pode inibir o crescimento
das raizes.



Compnmento (cm)

FIGURA 15. Modelo de superficie de resposta referente ao comprimento médio
das raizes emitidas em brotagSes de Annona glabra L., em fungio
do pH do meio de cultura ¢ da concentragdo de AIB (mg/L).
UFLA, Lavras-MG, 2000.

Os resultados indicam que em pH 6,0 e 7,0 nio houve diferenga
significativa no comprimento médio das raizes, em funcdo de diferentes
concentragdes de AIB. De qualquer maneira, esses resultados discordam de
Harbage, Stimart e Auer (1998), pois de acordo com estes autores, O efeito do
pH parece se limitar & fase de indugéo da formagéo de raizes adventicias, ndo
possuindo efeito sobre o crescimento das mesmas.

Entretanto, segundo Gill et al. (1994), o nimero de raizes é mais
importante que o tamanho das raizes durante a fase de aclimatizagio. De acordo
com Grattapaglia ¢ Machado (1998), raizes menores facilitam a repicagem para
o substrato ¢ a lavagem das mesmas para retirada do meio de cultura.

O efeito das diferentes concentragdes de AIB, sobre o crescimento das
raizes de Annona glabra L. em pH 5,0, também, pode ser observado através do

diagrama de contomos correspondente (Figura 16).
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FIGURA 16. Diagrama de contornos, correspondente ao namero médio de raizes
emitidas em brotagdes de Annona glabra L., em fungdo do pH do
meio de cultura e da concentragdo de AIB (mg/L). UFLA, Lavras-
MG, 2000.

7. CONCLUSOES

- E possivel induzir, in vitro, a formagdo de raizes adventicias em brotagdes
de Annona glabra L.;

- O melhor enraizamento € obtido na auséncia do regulador de crescimento;

- Concentrag3es de AIB mais baixas e ajuste do pH do meio de cultura para
5,0, aumentam o percentual de brotagdes enraizadas e estimulam a
formagdo de maior nimero de raizes no explante;

- Em pH 5,0, a presenga de auxina no meio de cultura em concentragdes

elevadas, inibe o crescimento das raizes de Annona glabra L.
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CAPITULO V. ACLIMATIZACAO DE MUDAS DE Annona glabra L.
OBTIDAS POR MICROPROPAGACAO

1. RESUMO

Em fungdo da necessidade de garantir a sobrevivéncia e o crescimento
satisfatorio das plantas produzidas in vitro, apés a transferéncia para a casa de
vegetagdo, esse trabalho teve por objetivo estabelecer uma metodologia, para a
aclimatizacdo de mudas de Annona glabra L. obtidas por micropropagaco.
Com esse objetivo, as plantas foram transferidas para caixa tipo gerbox,
contendo vermiculita e envolvidas por sacos plasticos, para o controle da
umidade relativa do ar. Em seguida, foram mantidas em sala de crescimento,
a temperatura de 25 + 1°C, onde permaneceram sob sombrite 70%, 50% e 30%.
Os resultados indicaram que o controle da umidade relativa do ar e da
intensidade luminosa no local de aclimatizagdo, proporciona uma taxa de
sobrevivéncia das plantulas de 100%.

2. ABSTRACT

Acclimatization of Annona glabra L. plantiets obtained through
micropropagation

The objective of this work was to establish a methodology for the
acclimatization of Annona glabra L. plantlets obtained through
micropropagation in order to guarantee their survival and growth in a
greenhouse. The obtained plantlets were transferred to gerbox containing
vermiculite and wrapped with plastic in order control the air relative humidity.
After this, the plantlets were maintaned in a growth room with temperature of
25 £1°C under 70, 50 and 30% light screen. The results indicated that with the
control of air relative humidity and light intensity, 100% plantlet survival was
obtained.
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3. INTRODUCAO

A fase de aclimatizagdio ¢ essencial para um sistema de micropropagagio
bem sucedido. Para muitas espécies, esse estagio ¢ considerado critico, sendo
que, o sucesso da transferéncia de plantas micropropagadas, para a casa de
vegetagio depende da interagdio e do manejo adequado dos diversos fatores
envolvidos na adaptagdo da planta 4 mudanga ambiental.

Infelizmente, a maioria dos trabalhos de micropropagacdo tem-se
concentrado na induciio de brotagdes e raizes. Relativamente, poucos trabalhos
tém investigado a transferéncia das plantas, das condi¢3es in vitro, para a casa
de vegetagio e, conseqilentemente, pouca importincia tem sido dada &
sobrevivéncia e a qualidade final das mudas.

Este trabalho teve por objetivo estabelecer uma metodologia para a
aclimatizagdo de plantas de Annona glabra L., obtidas por micropropagagdo,
que garanta alta taxa de sobrevivéncia, desenvolvimento satisfatorio, além da
qualidade das mudas.

4. REFERENCIAL TEORICO

A aclimatizacdo é conceituada, como sendo a fase ou estagio da
micropropagagdo, em que ocorre a transferéncia das mudas produzidas in vitro,
para o ambiente natural, ou um ambiente de transicdo, como uma casa de
vegetacdo ou telado (Debergh e Maene, 1981).

Os principais fatores envolvidos na aclimatizagdo de mudas
micropropagadas s30: 0 genotipo, o estresse hidrico, a alteragio do metabolismo
heterotrofico (in vitro), para autotrdfico (ex vitro), a infecgdo por patdgenos e o
estresse pela luz (Hoffmann, 1999).
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A perda de vigor e a subsegiiente morte, devido ao dessecamento sdo
dois sérios problemas, que ocorrem com as plantas, que sdo transferidas das
condigdes in vitro (Sutter e Hutzell, 1984).

Segundo Brainerd e Fuchigami (1981), o estresse hidrico € a principal
causa do “choque no transplante”, sendo resultado da transpiragdo excessiva por
todas as partes da planta, principalmente das folhas, e da inadequada absorgdo de
agua pelas raizes.

A alta umidade relativa do ar, no interior do recipiente de cultivo ¢ a
baixa irradidncia s3io os principais fatores, que provocam alteragdes
significativas na estrutura e no funcionamento dos tecidos, levando a
incapacidade das mudas produzidas in vitro, de controlar as perdas de agua,
quando submetidas as condigdes adversas do ambiente natural, como o aumento
da demanda evapotranspiratéria (Preece e Sutter, 1991).

A excessiva perda de agua, que contribui para a dessecagio das
plintulas, apos a transferéncia, tem sido atribuida a diversas anormalidades
induzidas pelas condigdes in vitro, como: pobre formagio de céra epicuticular
(Sutter, 1988, Fuchigami, Cheng e Soeldner, 1981; Sutter ¢ Langhans, 1979),
aliada a4 alteragdo na composi¢do quimica das céras, com o aumento na
propor¢do de componentes hidrofobicos (Sutter, 1983), deficiéncia no
mecanismo de fechamento estomatico (Shackel, Novello e Sutter, 1990; Sutter,
1988; Wardle, Dobbs e Short, 1983; Fuchigami, Cheng e Soeldner, 1981;
Brainerd ¢ Fuchigami, 1981), aumento na freqiiéncia de estomatos (Lee,
Wetzstein ¢ Sommer, 1988; Brainerd e Fuchigami, 1981); localizagdo mais
superficial dos estdmatos na epiderme da folha (Capellades et al., 1990; Lee,
Wetzstein e Sommer, 1988); alteragiio no desenvolvimento estomético, através
do aumento na proporg¢io estdmatos totalmente desenvolvidos. (Wardle, Dobbs
e Short, 1983); presenga de hidatodios (Capellades et al., 1990; Donnelly,
Skelton e Nelles, 1987; Donnelly e Skelton, 1987) e reduzida diferenciagdo do
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mesofilo das folhas com alta proporgdo de espacos intercelulares (Dimassi-
Theriou e Bosabalidis, 1997; Capellades et al., 1990; Lee, Wetzstein ¢ Sommer,
1988; Smith, Palta e McCown, 1986; Donnellly e Vidaver, 1984; Brainerd et al.,
1981).

De acordo com Shackel, Novello e Sutter (1990), o estresse hidrico das
plantas, resulta da interagdo entre dois processos independentes: a regulagdo da
perda de agua e a sua eficiente absorgdo.

Fatores que aumentam a habilidade das plantas para transportar agua,
como a presenga de raizes ou, a eficiéncia dessas raizes, podem ser téo
importantes, quanto a regulagio da perda de agua pelos estomatos ou através da
cuticula. Entretanto, diversos autores tém discutido a funcionalidade das raizes
emitidas in vitro, apbs a transferéncia, em fungio do sistema radicular
adventicio, emitido em agar ou produto equivalente ser, em geral, pouco
ramificado, quebradigo e isento de pélos radiculares (Leite, 1995), ou a
inadequada conexdo vascular entre as raizes € as brotagdes (George, 1993). De
acordo com esses autores estas situagdes reduzem a absorgdo, o fluxo de agua ¢
nutrientes, no sentido ascendente ¢ podem contribuir para o estresse hidrico,
visto que o déficit hidrico das plantas aumenta, quando a transpiragéo excede a
absorgio de agua (Diaz-Pérez, Shackel e Sutter, 1995).

A perda de vigor observada nas plantas, apos a transferéncia para a casa
de vegetagdio, de acordo com Marin ¢ Gella (1988), deve-se a inanigfio das
plantas, causada pela baixa eficiéncia, na troca do metabolismo heterotrofico
(com dependéncia total ou parcial de uma fonte externa de carbono), para o
metabolismo autotréfico (com dependéncia total da fotossintese).

Segundo Serret (1996), explantes ou plantas in vitro, apresentam
estrutura e fisiologia do aparato fotossintético modificadas, resultante de
algumas condigdes peculiares como baixa irradiancia, altos niveis de sacarose €

baixo teor de CO, disponivel. Essas condi¢des afetam a sobrevivéncia ex vitro,
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visto que, diminuem a capacidade das plantas, em suprir a necessidade de
energia e carbono através da fotossintese.

A baixa taxa fotossintética, in vitro, tem sido atribuida a fatores como:
baixa concentragio de clorofila (Smith, Palta e McCown, 1986), reduzida
atividade da Rubisco (Grout e Donkin, 1987) ou ma formagdo dos cloroplastos
(Lee, Wetzstein € Sommer, 1985).

O periodo de aclimatizagdo, que varia de 1 a 4 semanas, tem por
objetivo corrigir as alteragdes ou anormalidades, induzidas in vitro, o que inclui
a transi¢io do metabolismo heterotrofico para autotréfico e o estabelecimento de
relagdes hidricas normais, através da regulagdo da perda ¢ da absorgdo de agua
(Smith, Palta e McCown, 1986; Wardle, Dobbs e Short, 1983). Dessa maneira,
as plantas sdo submetidas a transi¢fio gradual do ambiente, de forma que elas
ndo sofram estresses, que possam resultar em danos profundos, ou mesmo em
sua morte,

Ha varios métodos, que podem ser empregados para a aclimatizagio de
mudas micropropagadas, os quais podem ser agrupados em trés classes: a)
métodos que aproximam as condigdes, in vitro, das condi¢gdes naturais (pré-
aclimatizago ou endurecimento); b) métodos que aproximam as condigdes
naturais daquelas in vitro (aclimatizagdo ex vitro) e c) métodos que favorecem o
crescimento apos a aclimatizagdo (Hoffimann, 1999).

Na classe dos métodos, que visam aproximar as condigdes naturais das
condigdes in vitro, sdo mencionados o uso de ambientes com elevada umidade
relativa do ar (acima de 90%), através da utilizagdo de nebulizag@o intermitente,
coberturas plasticas ou de vidro sobre o recipiente de aclimatizagdo (Gribaudo e
Fronda, citados por Hoffmann, 1999).

A manutengdo inicial das plantulas, apdés a transferéncia, sob alta

umidade relativa tem sido essencial, para minimizar as perdas das plantulas
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a redugfio gradativa da umidade relativa do ar, para que a planta seja
aclimatizada.

Para evitar o estresse pela luz, é importante o controle da intensidade
luminosa, através do sombreamento parcial, de modo que, a intensidade
luminosa na casa de vegetagio seja reduzida em 50-90%, para proporcionar
luminosidade semelhante ou pouco superior & encontrada na sala de crescimento
(George, 1993). Dessa forma, o periodo de decréscimo gradual da umidade
relativa, deve ser acompanhado pelo incremento progressivo na irradiéncia.

O periodo de decréscimo gradual da umidade relativa, aumenta a
capacidade de resposta dos estdmatos, favorece i elaboragio de céras
epicuticulares e reduz o murchamento apds a transferéncia (Sciutti ¢ Morini,
1995)

De acordo com Capellades et al. (1990), o periodo de aclimatizagio
ex vitro, também permite a redugdo na freqiléncia de estomatos, altera o formato
e a topografia destes ¢ de maneira geral, favorece os diversos parametros
foliares.

De acordo com Sutter € Langhans (1979), as novas folhas produzidas
ex vitro (durante a aclimatizagdo) possuem anatomia de transigdo, que pode
conferir maior habilidade fotossintética e maior capacidade de regulagdo hidrica
as plantas.

De acordo com diversos autores, entre estes Hoffimann (1999) e Kanechi
et al. (1998), a modificagio ainda in vitro de algumas condi¢des fisicas, que
controlam essas alteragdes, como aumento na disponibilidade de CO, e na
intensidade luminosa ¢ redugiio na umidade relativa, no recipiente de cultivo,
aliada 4 redugdo da concentragdo de sacarose, no meio de cultura, podem
favorecer a sobrevivéncia e o desenvolvimento ap6s a transferéncia e até reduzir
ou eliminar o periodo de aclimatizagdo ex vitro, reduzindo o tempo de obtengéo
da muda.
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5. MATERIAL E METODOS

As plantas de Annona glabra L. obtidas por micropropagacio foram

transferidas para caixas tipo gerbox contendo vermiculita (Figura 17).

FIGURA 17. Aspecto visual de plantas de Annona glabra L., obtidas por
micropropagaciio e transferidas para caixa tipo gerbox, contendo
vermiculita. UFLA, Lavras, MG, 2000.

Apés a transferéncia, as plantas foram envolvidas por sacos plésticos
transparentes (Figura 18), para manutengéo de alta umidade relativa no ambiente
de aclimatizagfio ¢ mantidas em sala de crescimento sob temperatura controlada
de25+1°C.
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FIGURA 18. Caixa tipo gerbox, contendo planta de Annona glabra L.,
envolvida por saco plastico. UFLA, Lavras, MG, 2000.

Simultaneamente ao controle da umidade relativa e da temperatura, foi
realizado o controle da intensidade luminosa. Com esse objetivo, nos primeiros
7 dias, aps a retirada das plantas do frasco de cultivo in vitro, as mesmas foram
mantidas sob sombrite 70% (Figura 19). Em seguida, o sombrite 70%
(14 pmol. s'm? ) foi substituido por sombrite 50% (25 pmol. s'.m?) e as
plantas foram mantidas, nestas condi¢des, por 7 dias. Durante este periodo, a
cobertura plastica foi parcialmente aberta, para redugdo gradual da umidade

relativa.
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FIGURA 19. Aspecto geral da aclimatizagdo de plantas de Annona glabra 1.,
mantidas em sala de crescimento, sob sombrite 70%. UFLA,
Lavras, MG, 2000.

Apés esse periodo, as plantas foram transferidas para sombrite 30%
(75 pmol.s'm?), onde permaneceram por mais 7 dias. Ao final desse periodo, a
cobertura plastica ¢ o sombrite foram retirados, caracterizando o término da
aclimatizacdo. As plantas foram transplantadas para sacolas plasticas de 4L,
contendo terra, areia e esterco, na proporgdo de 3: 2: 1, permanecendo nessas

condigdes até que estivessem aptas & transferéncia para o campo

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através de resultados, pode-se verificar que o controle ambiental, no
local de aclimatizagdo durante 21 dias apds a transferéncia das condigdes in
vitro, favoreceu o crescimento e o desenvolvimento das plantas de Annona

glabra L. (Figura 20).

78



FIGURA 20. Aspectos visuais de plantas de Annona glabra L., antes (A) e apos

(B) o inicio do processo de aclimatizagdo. UFLA, Lavras, MG, 2000.

Os resultados indicam que o periodo de aclimatizagdo foi eficiente para
corrigir as alteragdes induzidas in vitro, como conseqiiéncia, aumentou a
capacidade de resposta dos estomatos, favoreceu a elaboracdo de céras
epicuticulares e reduziu o murchamento ap6s a transferéncia (Sciutti e Morini,
1995).

O satisfatorio “status” hidrico das plantas, apds a transferéncia, pode
indicar que, além da maior regulagio da perda de dgua, pelas partes acreas, as
raizes foram funcionais e eficientes na absorgdio de dgua e nutrientes. Como
resultado, o percentual de sobrevivéncia das plantas de Annona glabra L. apos o

transplantio para vasos plésticos foi de 100% (Figura 21).
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FIGURA 21. Plantas de Annona glabra L. micropropagadas e transplantadas
para vasos apds a aclimatizagdo. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Diaz-Pérez, Shackel e Sutter (1995), também observaram que a presenca
das raizes, aumentou o status hidrico e promoveu atividade fisiologica das
plintulas de macieira durante a aclimatizag¢do, indicando que estas foram
funcionais na absor¢do de dgua. De acordo com os autores, esse fato pode
sugerir que as plantulas cultivadas in vitro comportam-se como uma unidade
hidraulicamente integrada e que o coordenado controle entre a perda de agua
pela parte aérea e a absor¢fo de dgua pelas raizes, pode manter o balango hidrico
da planta favoravel.

Em adi¢cdo, de acordo com Smith, Palta e McCown (1986), os
fitohorménios sintetizados nas raizes, podem contribuir para aumentar a
capacidade fotossintetica das folhas.

Os resultados estdo de acordo com o proposto por Dunstan e Turner
(1984), em que, a aclimatizagdo é constituida por dois fatores: enraizamento
(in vitro ou ex vitro) e a transferéncia para condigbes nio estéreis com

temperatura e umidade controladas.
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7. CONCLUSOES

- E possivel a aclimatizagdo de mudas de Annona glabra L., obtidas por
micropropagagao.

- Recomenda-se para a aclimatagdo de plantas de Annona glabra L., 0 controle
da umidade relativa durante 21 dias, aliado ao controle da intensidade luminosa,
através do uso de sombrites 70, 50 e 30%, respectivamente, durante 7 dias cada;
. O controle da umidade relativa e¢ da intensidade luminosa permite um

percentual de sobrevivéncia de 100 %.
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CAPITULO VL INDUCAO DE FORMACAO DE CALOS A PARTIR DE
SEGMENTOS FOLIARES E INTERNODAIS DE Annona glabra L.

1. RESUMO

Com o objetivo de induzir & formagdo de calos, visando a regeneragdo
in vitro de Annona glabra L., segmentos foliares foram inoculados em meio de
cultura WPM, suplementado com 2% de sacarose, 0,65% de agar e diferentes
concentragbes de TDZ (0; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0 mg/L) e 2,4-D (0; 0,5; 1,0; 2,0
mg/L). Com o mesmo objetivo, segmentos internodais foram inoculados em
meio WPM, suplementado com 2% de sacarose, 0,7% de agar ¢ diferentes
concentragdes de BAP ( 0; 1,0; 3,0; 5,0 mg/L) e ANA (0; 0,1; 0,75; 1,0; 2,0
mg/L). Apés a inoculagdo, os tubos de ensaio, contendo os explantes, foram
mantidos no escuro, em sala de crescimento a temperatura de 25°C+ 1 por um
periodo de 60 dias. O maior percentual de calos (90%) em segmentos foliares
pode ser obtido, utilizando-se a combinagdo de TDZ e 2,4-D, ambos em
concentragdes superiores a 4,0 mg/L, enquanto que a partir de segmentos
internodais, o maior percentual de calos (80%) foi obtido na auséncia dos
reguladores de crescimento BAP e ANA.

2. ABSTRACT

Induction of callus formation from leaf and nodal segments of
Annona glabra L.

With the objective to induce callus formation in order to in vitro
regenerate Annona glabra L., leaf segments were inoculated in WPM medium
supplemented with 2% sucrose, 0.65% agar and the following concentrations of
TDZ (0; 0.5; 1.0; 2.0; 5.0 and 10.0 mg/L) and 2,4-D (0; 0.5; 1.0 and 2.0 mg/L).
With the same objective, nodal segments were inoculated in WPM medium
supplemented with 2% sucrose, 0.7% agar and the following concentrations of
BAP (0; 1.0; 3.0 and 5.0 mg/L) and NAA (0; 0.1; 0.75; 1.0 and 2.0 mg/L). After
inoculation, the explants were maintained in the abscence of light in a growth
room at temperature of 25 £1°C for 60 days. While, the highest percentage
(90%) of callus formation from leaf segments was obtained using the
combination of TDZ and 2,4-D with concentrations above 4.0 mg/L, the highest
callus formation (80%) from nodal segments was obtained in the abscence of
BAP and NAA,
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3. INTRODUCAO

A cultura de calos tem sido de grande importincia para a propagagio em
larga escala de diversas espécies, mesmo possibilitando a obtencio de variagdes
genéticas nos descendentes, o que constitui uma vantagem, quando se deseja
garantir a biodiversidade, produgdo de metabolitos secundarios, além de ser pré-
requisito para o desenvolvimento de sistemas de transformagdo genética.

A dificuldade de obtengdio de mudas de Annona glabra L., por sementes, ou
por métodos convencionais de propagacdo vegetativa, justificam a busca de
alternativas para a propagagdo da espécie.

O presente trabalho teve por objetivo estabelecer uma metodologia para a
indugéio da formagdo de calos, a partir de segmentos foliares e internodais de

Annona glabra L.

4. REFERENCIAL TEORICO

« Os calos sdo definidos como aglomerados de células ndo organizadas,
irregularmente  diferenciadas, que se multiplicam desordenadamente e se
desenvolvem em resposta a injurias quimicas ou fisicas. Os calos possuem a
capacidade de se diferenciar em tecidos ¢ orgdos (Torres e Caldas, 1990).

. Na cultura de calos distinguem-se trés fases: (1) indugdo de calos; (2)
cultura de calos propriamente dita; (3) regeneragio de orgdos adventicios
(organogénse) ou embrides somaticos (embriogénse somatica).

* Os principais fatores que influenciam a formagdo de calos so o tipo de
explante, composi¢io do meio nutritivo e as condigdes fisicas de incubagdo,

como luz e temperatura. Nessa fase, os melhores resultados sio obtidos com o

87



uso de tecidos jovens, cujas células possuem maior potencial de crescimento e
divisdo, do que células adultas.

Para a indugo da formagdo de calos, muitas vezes é necessirio o
suprimento exégeno de reguladores de crescimento (Vietez e San-José, 1996),
sendo que, a necessidade de regulador, no que diz respeito ao tipo, concentragio,
relagdo auxina/Citocinina, depende do genétipo e conteido enddgeno de
horménio. Zheng et al. (1998) promoveram a indugdio e crescimento de calos a
partir de embriGes zigbticos, apenas na presenca de 2,4-D (auxina), em baixas
concentragdes (1,0-2,0 mg/L), enquanto Cid et al. (1999) induziram 90 a 100%
de calos a partir de explantes foliares de Eucalyptus grandis X E. urophylla em
meio contendo 2,0 uM TDZ (atua como citocinina).

» A interagdo auxina e citocinina também ¢ muito utilizada para a indugio
de calogénese (Gomes, 1999). De acordo com Vietez e San-José (1996,)
explantes foliares de Fagus sylvatica, que crescem em meio suplementado com
BAP ou TDZ combinados com AlA, respondem pela formagio de calos na
lamina foliar. Cunha e Ferreira (1996) induziram calos em diferentes tipos de
explantes de Flax (Linum usitatissimum L.), na presenga de 2,4-D, ANA ou AIB
combinados com Cinetina ou Zeatina.

As condigoes que possibilitam o crescimento dos calos sdo, usualmente
similares dquelas para indugéo de calos, no entanto, as concentragdes de auxinas
e citocininas séio normalmente menores.

A desdiferenciagio dos calos em brotagdes e/ou radiculas, geralmente,
sdo processos dificeis de serem obtidos, principalmente, em plantas lenhosas, em
fungdo da menor capacidade regenerativa, menor taxa de multiplicagdo e maior
concentragdes de fenois dessas espécies (Gomes, 1999).

Segundo Pinto et al. (1994), os calos formados a partir de tecidos jovens
possuem maior potencial morfogenético, isto é, maior facilidade para emitir

brotagdes novas e, principalmente, radiculas. A utilizagdo de tecidos de
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plantulas, como o hipocdtilo, cotilédone e radicula, tém aumentado grandemente
a capacidade regenerativa de espécies lenhosas, incluindo espécies de Annona
(Rasai, George e Kantharajah, 1995).

A regeneragdo de plantas tem sido obtida em trabalhos de cultura
in vitro, por meio de um balango hormonal e de condigdes de incubagdo
adequadas (Cid, 1998). Por exenplo, a embriogénese somatica e/ou a
regeneragio de plantas tém sido observadas em cultura de calos de Maclura
tinctoria (Gomes, 1999), Eucalyptus grandis X E. urophylla (Cid et al., 1999),
Linum usitatissimum L. (Cunha e Ferreira, 1996), Notophagus alpina ( Jordan,
Velozo e Sabja, 1996), Allium spp (Zheng et al., 1998; Van der Valk et al.,
1992). No entanto, em muitas espécies, 0O conhecimento dos fatores que
controlam a organogénese ¢ a indugfio de embriogénese somatica em calos €

ainda escasso.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 OBTENGAO E ASSEPSIA DOS EXPLANTES

Os explantes foliares foram constituidos por segmentos de,
aproximadamente 1,0 cm’, excisados de folhas jovens, retiradas de plantas
matrizes, com 6 meses de idade e mantidas em casa de vegetag#o.

Para promover a desinfestagdo, os explantes foliares foram mantidos em
4gua corrente por 30 minutos e lavados com detergente. A seguir, em cimara de
fluxo laminar, foram imersos em alcool 70% (v/v) por 30 segundos. Apds a
desinfestagdo, os explantes foram lavados, por trés vezes, em agua destilada e

antoclavada, para a eliminagdo do excesso da solugdo desinfestante.
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Os segmentos internodais foram obtidos através da sec¢do das hastes
caulinares jovens (ndo lenhosas) e tamanho aproximado de 15 a 20 mm,
retirados de plantulas, cujas sementes foram germinadas in vitro, apés 6 meses
de cultivo e mantidas em casa de vegetagdo. Para a desinfestagdo, os segmentos
intemodais foram mantidos em 4gua corrente, por 40 minutos e lavados com
detergente. A seguir, em cimara de fluxo laminar esses explantes foram imersos
em alcool 70% (v/v), por | minuto, em associagdo com a imersdo em hipoclorito
de sddio 50% (v/v) por 15 minutos. Apds a desinfestagiio, os explantes foram
lavados, trés vezes, em agua destilada e autoclavada, para eliminagdo do excesso
de solugdes desinfestantes. Em seguida, foram mantidos em solugiio de acido

ascorbico (200 mg/L) por 20 minutos.

5.2 INOCULACAO DOS EXPLANTES

Os segmentos foliares foram inoculados em tubos de ensaio, contendo
20 mL dos meios de cultura WPM (Lloyd e McCown, 1980), ou MS (Murashige
¢ Skoog, 1962), suplementados com 2% de sacarose, 0,65% de 4gar e a
combinagdo entre diferentes concentragdes de TDZ (0; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0
mg/L) e 2,4-D (0; 0,5; 1,0; 2,0 mg/L).

Os segmentos internodais foram inoculados em meio WPM ou MS,
suplementados com 2% de sacarose, 0,7% de agar e diferentes concentragdes de
BAP ( 0; 1,0; 3,0; 5,0 mg/L) e ANA (0; 0,1; 0,75; 1,0; 2,0 mg/L).

Os meios de cultura foram ajustados a um pH de 5,7 e autoclavados a
121°C por 20 minutos. Apds a inoculagdo, os tubos de ensaio, contendo os
explantes foram mantidos no escuro, em sala de crescimento a temperatura de
25C + | por um periodo de 60 dias. Apos esse periodo, foi avaliada a
percentagem de indugdo de calogénese.
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53 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
sendo que, com 12 repeti¢des para o experimento de indugdo de calos, em
segmentos foliares ¢ com 8 repetigdes, para o experimento de formagdo de calos
em segmentos intemnodais. Cada repetigdo (tubo de ensaio) foi constituida por
apenas um explante.

Os percentuais de calos formados foram considerados como
tendo distribui¢do Binomial (ndo-normal), e assim optou-se pelo uso do enfoque
de modelos lineares generalizados (Demétrio, 1993), utilizando-se a fungio

[P L)

logistica como ligagdo candnica “n”, ou seja:
n=Inp/(1-p)
onde “p” ¢ a probabilidade de sucesso do modelo binomial.

A detecgdo de diferengas significativas foi feita através da Analise de
“Deviance” (Demétrio, 1993), considerando a distribui¢do assintética de qui-
quadrado das diferentes redugdes do modelo. Se detectadas diferengas
significativas entre eles, o preditor linear passou a corresponder a modelos de
regressio multipla apropriados (superficies de resposta). A escolha do methor
modelo de regressdo, foi baseado na qualidade do ajustamento ¢, se possivel, na
auséncia de significancia dos desvios de regressdo.

O preditor linear “ncorrespondeu ao seguinte modelo de regresséo:

n=1{0 +ByXr+ BiXz + ByX)2 + BXs? + BsX; Xz + BeXa” + BrXXat

Para a disposigio grafica do modelo linear de regressio, levou-se em
conta que:

p=expi{f(x)}t/(1+expif(x)})
onde F(x) ¢ o modelo de regresséo ajustado, que ¢ fungdo X, (concentragdo de
2,4-D ou ANA) e X; (concentragio de TDZ ou BAP).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

¥ De acordo com os resultados, foi observado calogenése somente em
segmentos foliares e intenodais inoculados em meio WPM, visto que, em meio
MS, os explantes necrosaram apés a inoculagdo.

Os resultados desse estudo indicaram que ndo ocorreu a formagdo de
calos em segmentos foliares, na auséncia dos reguladores de crescimento e que
para a indugdo expressiva de calos foi necessaria a utilizagdo da combinagio
entre os reguladores de crescimento TDZ e 2,4-D.

Gomes (1999) e Cunha e Ferreira (1996), também observaram a
necessidade de interagdo entre auxina e citocinina para a eficiente indugdo de
calos, em explantes de Maclura tinctoria e Linum usitatissimum L.
respectivamente.

Segundo o modelo de superficie de resposta ajustado (Figura 22), o
maior percentual de calos (90%), em segmentos foliares de Annona glabra L.,
pode ser obtido, utilizando-se a combinagdo de ambos reguladores de
crescimento, em concentragdes superiores 4 4,0 mg/L. O mesmo pode ser
observado através do diagrama de contornos correspondente (Figura 23). O
diagrama de contornos é outra forma de representar os resultados. Para melhor
visualizacdo dos resultados através do diagrama de contornos, deve-se
considerar que a formagdo de calos em fungio dos reguladores de crescimento, é
representada hipoteticamente por “curvas de nivel”, sendo que os pontos mais
baixos ou mais altos dessa “area com declive™ representam os pontos de maxima

ou minima produgdo de calos.
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FIGURA 22. Modelo de superficie de resposta ajustado referente a indugdo de
calos, a partir de segmentos foliares de Annona glabra L., em
fungéio de concentragdo de TDZ (mg/L) e 2,4-D (mg/L). UFLA,
Lavras-MG, 2000.
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FIGURA 23. Diagrama de contornos, correspondentes a inducdo de calos, a
partir de segmentos foliares de Annona glabra L., em fungdo de
concentragio de TDZ (mg/L) e 2,4-D (mg/L). UFLA, Lavras-MG,
2000.
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Em contrapartida, a partir de segmentos internodais, o maior percentual
de calos (80%) foi obtido na auséncia dos reguladores de crescimento BAP e
ANA (Figura 24). Esses resultados indicam que ndo é necessaria a utilizagdo
desses reguladores de crescimento, para a indugdo de calos a partir de segmentos

intemodais de Annona glabra L.
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FIGURA 24. Modelo de superficie de resposta ajustado, referente a indugio de
calos, a partir de segmentos intenodais de Annona glabra L., em
fungdo de concentragdo de BAP (mg/L) e ANA (mg/L). UFLA,
Lavras-MG, 2000.

No entanto, de acordo com o modelo de superficie de resposta ajustado,
um bom percentual de calos (70%), a partir de segmentos internodais, pode ser
obtido utilizando-se 1,0 mg/L de BAP isolado ou em combinagdio ao ANA, entre
as concentragdes de 0,5 e 2,0 mg/L. Esses resultados diferem dos obtidos por
Vietez e San-José (1996), que ndo observaram formagdo de calos em explantes
de Fagus sylvatica, quando o BAP foi utilizado isolado. No entanto, a utilizagdo

do BAP em concentragdes superiores a 1,0 mg/L, associado ou ndo ao ANA,
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reduz a formagdo de calos nos explantes. O mesmo pode ser observado através

do diagrama de contormos correspondente (Figura 25).
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FIGURA 25. Diagrama de contornos, correspondentes a indugao de calos, a
partir de segmentos nodais de Annona glabra L., em fungdo de
concentragio de BAP (mg/L) e ANA (mg/L). UFLA, Lavras-MG,
2000.

Segundo as analises de “Deviance” (Tabelas 8 ¢ 9), ndo foi possivel
encontrar modelos de regressdes miltiplas, biologicamente plausiveis, que

apresentassem desvios ndo significativos.



TABELA 8. Quadro de Analise de “Deviance”, para a indugao de calos a partir
de segmentos foliares de Annona glabra L., referente a
decomposi¢do da variagdo entre tratamentos em “Regress3o” e
“Desvios de regressdo”. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Fontes de variaciio GL “Deviance”

Tratamento 17 195,147 *+
Regressdo 8 165,341 *+*
Desvios 9 29,806 **

Erro 198 96,842

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado.

TABELA 9. Quadro de Anilise de “Deviance”, para a indugdo de calos. a partir
de segmentos nodais de Annona glabra L., referente a
decomposi¢io da variagdo entre tratamentos em “Regressdo” e
“Desvios de regressdo”. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Fontes de variaciao GL “Deviance”

Tratamento 15 53,291%*
Regressio 5 24,861 **
Desvios 10 28,429 **

Erro 112 88,4278

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste de qui-quadrado.

O aspecto geral dos calos, obtidos a partir de segmentos foliares e
segmentos intemmodais de Annona glabra L., podem ser visualizados na

Figura 26.
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FIGURA 26. Aspecto geral de calos obtidos a partir de segmentos foliares (A) e
segmentos internodais (B) de Annona glabra L. UFLA, Lavras-
MG, 2000.

7. CONCLUSOES

Segmentos foliares inoculados em meio desprovido de reguladores

de crescimento ndo apresentam formagcdo de calos;

A produgio méxima de calos, em explantes foliares, pode ser obtidas
utilizando-se a combinagdo entre os reguladores de crescimento TDZ e

2,4-D, ambos em concentragdes superiores & 4,0 mg/L;

A produgdo expressiva de calos, em segmentos internodais, ¢ obtida em meio
desprovido de BAP e/ou ANA;

A utilizagdo de concentragdes de BAP superiores a 1,0 mg/L, isolado ou em

combinagdo ao ANA, reduz a formagdo de calos em segmentos internodais

de Annona glabra L.
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ANEXO

TABELA 1. Composigio basica do meio MS (Murashige e Skoog, 1962)

SAIS CONCENTRACAO FINAL
(mg/L)
NH;NO; 1650,0
KNO; 1900,0
KH,PO, 170,0
H;BO; 6,2
NaMo0,.2 H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
Kl 0,83
CaCl,.2H,0 440,0
MgS0,.7H,0 370,0
MnSO,4.H,;0 22,3
ZnS0,.7H;0 8,6
CuS0,.5H,0 0,25
FeS0O,.7H,0 278
Na,.EDTA 37,2
MIO-INOSITOL 100,0
TIAMINA HCI 1,0
PIRIDOXINA 0,5
AC. NICOTINICO 0,5
GLICINA 2,0
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TABELA 2. Composigio basica do meio Wood Plant Medium
(Lloyd e McCown, 1980)
SAIS CONCENTRACAO FINAL

(mg/L)

NH,NO; 400,0
KH,PO, 170,0
HiBO; 6,2
NaMoO,.2 H,0 0,50
CaCl;.2H,;0 96,0
MgS0,.7H,0 370,0
MnSO4.H:0 22,3
ZnS0,.7H,O 8,6
CuS0,.5H,0 0,50
FeSO,.7H,0 27,8
Na, EDTA 37,2
MIO-INOSITOL 100,0
TIAMINA.HCI 0.5
PIRIDOXINA 0,5
AC. NICOTINICO 0,5
GLICINA 2,0
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