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RESUMO

A baixa sobrevivéncia durante a aclimatizacéo de plantas regeneradas através da micropropagacdo tem sido atribuida, entre
vérios fatores, a baixa capacidade fotossintética. O desenvolvimento de protocolos que utilizem sistemas de cultivo in vitro
fotoautotroficos surgem como possibilidades potenciais para aumentar a eficiéncia da micropropagagéo. Objetivou-se, neste trabalho
comparar as medicdes dos tecidos foliares de plantas de Annona glabra L. cultivadas in vitro, sob condi¢des de estimulo ao
fotoautotrofismo e heterotrdficas, durante a fase de enraizamento, com plantas ex vitro (mantidas sob radiagéo fotossintética ativa de
130-170pmol.m2.s?, sem controle de temperatura). As brotactes foram enraizadas em condig¢des de estimul o ao fotoautotrofismo
(meio sem sacarose e com aeragdo) e em condigdes heterotrdficas (meio com sacarose e sem aeragdo). O meio de cultivo utilizado foi
0 WPM adicionado de 164,4mM de carvéo ativado e 4,9uM AlIB. Apds 30 dias de cultivo realizaram-se medic¢les das espessuras das
epidermes abaxial, adaxial, parénquima esponjoso, palicadico e do limbo. Verificaram-se variagtes na anatomia das fol has, que foram
caracterizadas por um aumento na espessura foliar de acordo com a aeragéo estabelecida. O enraizamento de plantas de A. glabra em
condi¢Bes de estimul o ao fotoautotrofismo permitiu desenvolvimento andtomo-fisiol 6gico semelhante aquele observado em condigBes
ex vitro, o que pode minimizar as perdas no processo de micropropagacao.

Termos paraindexacdo: Cultura de tecidos, rustificag8o, reducdo de custos, Annona glabra.

ABSTRACT

The low survival during the acclimatization of plants regenerated through the micropropagation has been attributed, among
several factors, to low the photosynthetic capacity. The development of photoautotrophic in vitro culture systems appears as potential
possibilities of increasing the efficiency of the micropropagation. The aim of thiswork was to compare the leaf anatomy of plants of
Annonaglabra L. cultivated in vitro, under photoautotrophic and heterotrophic conditions, during the phase of rooting, with ex vitro
(maintained in greenhouse under photosynthetic acitve radiation of 130-170umol.m2.s?, without control of room temperature).
Shoots were rooted in photoautotrophic conditions (sucrose-free medium with aeration) heterotrophic conditions (medium with
sucrose without ventilation). The medium of culture was the WPM supplied of 164.4mM of activated charcoal and 4.9 M AIB.
After 30 days of culture measurements of the foliar thickness of the epidermises abaxial, adaxial, parenchyma spongy, palisade and
limb one. Verified variations in the anatomy of the leaves, that had been characterized by an increase in the leaf thicknessin accordance
with the established aeration. In vitro photoautotrophic rooting of plantsAnnonaglabra L stimulated an anatomical and physiological
development similar to the one observed in an ex vitro condition, which may minimize the losses at the acclimatization process.

Index terms: Tissue culture, harding, cost reduction, Annona glabra.
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Tradicionalmente, utilizam-se naculturade tecidos,  parafacilitar o crescimento. As concentrages de sacarose,
recipientes fechados com as plantas crescendo sobremeio  normalmente utilizadas, podem inibir a sintese de clorofila
solidificado com &gar e suplementados com umafontede e com isso as plantas ndo desenvolvem capacidade
carbono. A sacarose é afonte de carbono mais utilizado na  fotoautotrofica, podendo causar crescimento reduzido e
cultura de tecidos e ela é incorporada ao meio de cultivo ~ morte de mudas durante a fase de aclimatagéo (GEORGE &
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SHERRINGTON, 1984; KOZAI, 1991). Portanto, € consenso
que se busgue maior performance das plantas cultivadas
invitro, tornando o ambiente mais proximo das condi¢des
em que as elas crescem in vivo, aumentando assim ataxa
de sobrevivéncia.

Uma possibilidade seria estimular a fotoautotrofia
através da reducdo ou eliminagéo de carboidrato do meio e
0 aumento da aeragdo das culturas. Alguns autores tém
alcancado éxito em seus estudos (CALVETE et al., 2002;
FUENTES et a., 2005; HARARIKA, 2003; LEITE et a.,
2000; SKREBSKY et al., 2006), considerando esses
aspectos.

Outro fator importante envolvido na aclimatizacao
€ 0 enraizamento in vitro. Gribaudo & Fronda (1993)
sugerem adotar na Ultima fase da cultura in vitro a
diminui¢do da concentracdo de sacarose, com o intuito de
promover a fotossintese e habituar a planta a nutricdo
autotroéfica.

No enraizamento fotoautotréfico, as mudancas
ocorridas nas condic¢des de cultivo sdo capazes de
determinar a plasticidade adaptativa das plantas,
favorecendo o processo e, conseqiientemente, originando
plantas andtomo-fisiol égicas mais adaptadas ao processo
de aclimatizacdo. Comparativamente, as plantas
desenvolvidas heterotroficamente, em geral, apresentam-
se pouco lignificadas, com células de parede pouco
espessadas, com abundancia de espagos intercelulares,
sistema vascular pouco desenvolvido e reduzida
guantidade de tecidos de sustentacdo, sujeitos a desordens
morfol bgicas e fisiolégicas. Portanto, em geral, a anatomia
interna e a ultra-estrutura sdo, diferentes daquelas
crescidas fotoautroficamente, em casa de vegetacdo ou
em campo (DONNELLY et al., 1985; KOZAI & KITAYA,
1995; WETZSTEIN et d., 1981; Z1V, 1986).

Obj etivou-se nesse trabalho comparar as medicdes
dos tecidos foliares de plantas de Annona glabra.
cultivadas in vitro, sob condi¢bes de estimulo ao
fotoautotrofismo e heterotrofismo, durante a fase de
enraizamento, com plantas mantidas ex vitro.

Para o estudo da anatomia foliar utilizaram-se
brotagBes de Annona glabra L., com comprimento de 20mm
contendo pelo menos um par de folhas expandidas. Essas
brotacGes foram enraizadas em condi¢des fotoautotroficas
e heterotroficas. Posteriormente, compararam-se essas
plantas com aquelas mantidas ex vitro.

As plantas ex vitro, utilizadas para as medicfes
anatémicas, tinham aproximadamente 3 anos e estavam
mantidas em casa de vegetacdo com radiacdo
fotossintética ativa de 130-170umol.m, s, sem controle
de temperatura.

Cultivo com estimulo ao fotoautotr ofismo

As brotagdes foram enrai zadas em 20mL de meio
de cultura WPM solidificado com 0,70% de &gar, sem
sacarose, 164,4mM de carvéo ativado e 4,9uM AIB,
inoculadas em tubos de ensaio (25x150mm) fechados com
tampa plastica, sem o uso da peliculade PVC. O pH do
meio de culturafoi gjustado para 5,7 antes da autoclavagem
e os tubos foram mantidos em sala de crescimento sob
radiacdo fotossintética ativa de 45-55umol.m. st, auma
temperatura de 25+2°C.

Cultivo com estimulo ao heter otrofismo

As brotacBes foram enraizadas nas mesmas
condicOes descritas anteriormente, porém, os tubos de
ensaio continham 10mL de meio de cultura WPM
suplementado com 87,64mM de sacarose e foram fechados
com peliculade PVC.

Estudo anatémico

Apbs 30 dias de cultivo in vitro selecionaram-se
quatro plantas de cada tratamento e retirou-se a primeira
folha expandida, formada durante o enraizamento, onde
foram extraidas segBes de 0,5cm?, em sua regido mediana, e
efetuados estudos anatdmicos, com base no exame
microscopico de cortes transversais obtidos a méo livre.
As seges foram clarificadas em solugdo a 50% de
hipoclorito de sédio, e em seguida, lavadas em agua
destilada, neutralizadas em agua acética 1:500 e montadas
em glicerinaa50%. O corante usado foi amistura azul de
astra-safranina, conforme metodologia descrita por
Bukastsh (1972).

Nos cortes transversais foram realizadas medi¢des
das espessuras das epidermes abaxia e adaxial, parénquima
esponjoso e pali¢adico e do limbo.

As medicOes foram realizadas utilizando-se ocular
micrometrada aferida com |amina, em seis cortes por
repeticdes sendo utilizados trés tratamentos, com quatro
repeticBes. A média desses valores foi submetidaa andlise
de variancia e a teste de médias Tukey, a 5% de
probabilidade. Todas as medi¢des e contagens foram
realizadas em microscopio OLY MPUS, modelo BX-60 e 0
programa utilizado para andlise dos dados foi 0 software
SISVAR (FERREIRA, 2003).

O tipo de cultivo foi significativo para todas as
variaveis estudadas e, tanto no tratamento onde as
pléantulas foram cultivadas fototréficamente, quanto
heterotréficamente enraizaram sem a formagao de calos,
deram origem araizes adventicias, produziram plantas bem
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formadas, vigorosas, apresentando as mesmas
caracteristicas das plantas matrizes. Visivelmente, pode-
se notar que as raizes das plantas provenientes do cultivo
fotoautotrdfico eram maiores, possuiam raizes secundarias
e estavam em maior nimero, 0 que possivel mente possa
determinar boa performance ap6s o plantio no campo.

Um eficiente sistema de enraizamento deve
apresentar alta porcentagem de brotos enraizados e sistema
radicular de alta qualidade com aformag&o de nimero e
comprimento de raizes adequadas e a auséncia da formacdo
decao (KLERK et a., 1997, MOHAMMED & VIVALDER,
1990).

O sistema de cultivo de estimulo ao
fotoautotrofismo induziu a formag&o de uma epiderme mais
espessa na face adaxial, quando comparado com os demais
sistemas. Plantas ex vitro apresentaram espessura de
25,44um, as do cultivo com sacarose 25,52um e as sem
sacarose e sem vedagdo 31,20um. Naface abaxia, as plantas
cultivadas no sistema sem sacarose e sem vedacao e as ex
vitro mostraram o mesmo comportamento tendo epiderme
com espessuras de 21,44 e 20,44um respectivamente. Os
piores resultados para a espessura da epiderme abaxial
foram aquel es obtidos pelo sistema de cultivo heterotrofico
(17,52um) (Figura 1A).

Quanto a espessura do mesofilo e do limbo foliar
esses também foram significativamente maiores nas
brotacdes submetidas ao cultivo sem sacarose e sem
vedacdo, quando comparado com o cultivo com sacarose
e com vedacdo. Em termos porcentuais, o ganho na
espessura do mesofilo e no limbo, na condicdo sem
sacarose e sem vedacdo, foi de 35,59 e 33,50%,
respectivamente. No sistema sem sacarose e sem
vedacdo, o parénquima palicadico e esponjoso atingiram
a espessura de 39,52 e 76,96um enguanto que no sistema
heterotréfico esses valores foram de 31,52 e 55,05um. Ja
nas plantas aclimatizadas, esses valores foram de 40,32 e
80,71um. A espessurado limbo foliar obtido no sistema
sem sacarose e sem vedacgdo foi de 169,06pm, no
heterotréfico 129,63um e na condicdo ex vitro 168,52um
(FiguralB e 1C).

De acordo com Santos et al. (2005) o aumento da
espessura do limbo é resultado da expanséo das células
do parénquima. Bjorkman (1981) e Nobel (1977) relatam
que esse aumento, especialmente pelo alongamento ou
adicdo de células palicadicas, esta relacionado a uma
reducdo naresisténcia do mesofilo ao didxido de carbono
correlacionado com aumento de fatores potencialmente
limitantes a fotossintese tais como Rubisco, carregadores

de elétrons e condutancia estomatal. Avaliando as
mudangcas estruturais que ocorreram nas folhas das plantas
cultivadas sem sacarose e sem vedagdo e comparando-as
com as plantas cultivadas ex vitro, verificase um pré-
requisito para a compreensdo do processo de
aclimatizago.

Com excegdo da epiderme adaxial, observou-se que
as espessuras dos tecidos de plantas, obtidas pelo sistema
de cultivo sem sacarose e sem vedacdo, possuem
semelhangas com asex vitro o que era previsto em virtude
do processo em que se desenvolveu. O crescimento
fotoautotréfico produziu folhas mais espessas, conferindo
maior sustentagc@o e plasticidade e, essa capacidade de
aterar a estrutura das folhas em resposta a aeracéo dos
frascos, revela uma capacidade adaptativa, que pode
facilitar a aclimatizacdo da espécie.

Resultados semelhantes foram observados por
Fideles et al. (2000) realizando comparagdes anatémicas
de plantas cultivadas in vitro e in vivo de Brosimum
gaudichaudii Tréc. Os autores verificaram que plantas
crescidas in vitro apresentavam-se menos espessas, em
razdo de um menor desenvolvimento da camada
palicadica, com um aumento do volume de espacos
intercelulares. Calvete et al. (2002) caracterizando a
morfologia em folhas de morangueiro cultivar VilaNova,
durante o enraizamento in vitro, observaram que as folhas
das plantas in vitro apresentam diferenciacéo no
mesofilo, quando comparadas com as folhas de plantas
in vivo, mostrando reducéo do tecido palicadico e
esponjoso assim como decréscimo da camada de cera da
cuticula. Kubota & Tadokoro (1999) também trabalhando
com micropropagacéo fotoautotréfica em tomateiros,
verificaram maior vigor das plantas, raizes mais
desenvolvidas, folhas mais espessas, e melhor
crescimento apos a aclimatizagdo, quando comparados
as plantas micropropagadas de forma fotomixotrofica.

As plantas cultivadas em meio fotoautotréfico
possuiam caracteristicas semelhantes aguelas mantidas
em condic¢des ex vitro, como resposta estomatica e
presenca de cera epicuticular. Essa Ultima deduzida do
aspecto brilhante das folhas. Segundo Sutter (1984), a
aeracdo das culturas proporciona melhor formagdo de
ceraepicuticular, contribuindo para melhorar aretencéo
de 4gua. E possivel que, por essa razdo, as plantas do
cultivo fotoautotréfico tenha formado epiderme mais
espessa visando a producéo de cutina e possibilitando a
reducdo na perda de dgua.
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Figura 1 — Espessura de componentes foliares de Annona glabra: (A) da Epiderme, (B) do Mesofilo e, (C) do Limbo

foliar. Lavras, MG, 2006.

Quanto ao grau de desenvolvimento da anatomia
do mesofilo no limbo foliar, ahipétese é de que no estadio
de enraizamento, as plantas de Annona glabra jatinham
desenvolvido tecidos fotossintéticos o que permitiu
alcancar um balanco hidrico capaz de sustentar o
desenvolvimento, aproximando as caracteristicas das
plantas cultivadas fototroficamente daguelas cultivadas
ex vitro. Entretanto, € muito importante determinar se o
fator critico, que aumentou o grau de desenvolvimento
dostecidosfoliares, foi arustificagdo das plantas ou sefoi
aprevencdo de acimulo de gases toxicos, principalmente
0 etileno. Faz-se necessario, portanto, o desenvolvimento
de estudos complementares, necessérios para comprovar
tal hipotese.

Asestruturas anatémicas das folhas desenvolvidas
durante o enraizamento de A. glabra em condigdes de

estimulo ao fotoautotrofismo in vitro sdo semelhantes
aquelas observadas em condicOes ex vitro.
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