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RESUMO

OLIVEIRA, Lenaldo Muniz de. Citocininas nos processos anatdmicos,
citologicos e fisiologicos durante o cultivo in vitro e aclimatizagdo de Annona
glabra L. 2006. 104 p. Tese (Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.”

Annona glabra L. destaca-se entre as anonaceas silvestres pelo elevado
potencial frutifero e farmacol6gico. O cultivo in vitro representa uma alternativa
viavel para producdo em larga escala de mudas dessa espécie, superando as
dificuldades naturais para sua propagagdo. Contudo, sua utilizacdo de forma
mais ampla tem sido limitada pela dificuldade para inducdo de multibrotacGes
nos explantes, elevada taxa de abscisao foliar e reduzido indice de sobrevivéncia
das plantas durante a fase de aclimatizagdo. Entre os fatores que controlam a
morfogénese in vitro nessa espécie, tém-se as citocininas, que afetam diversas
respostas morfofisiologicas. Entretanto, um melhor entendimento da acdo dessas
substancias sobre o processo morfogenético de anonaceas ainda é necessario,
apesar de sua ampla utilizagdo no cultivo in vitro de tecidos vegetais. Assim,
avaliou-se neste trabalho a auséncia e presenca de fontes de citocininas,
avaliando-se quatro fontes de citocininas, sendo uma natural e trés sintéticas,
sobre a anatomia de folhas e caules, retardo da senescéncia foliar,
desenvolvimento do autotrofismo e acimulo de minerais em plantas de A.
glabra. Entre as fontes de citocininas testadas, 6-benzilaminopurina (BAP) e
cinetina induziram aumento na espessura dos parénquimas palicadico e
esponjoso, maior reducdo da abscisdo de folhas, maior diferenciacdo dos
cloroplastos e maior fotossintese potencial nas brotag@es. A utilizacdo de BAP e
cinetina durante a fase de multiplicacdo dessa espécie possibilitou, ainda, maior
acumulo de matéria seca, maior desenvolvimento da &rea foliar e maior taxa de
sobrevivéncia das plantas durante as fases de enraizamento e aclimatizag&o.
Todas as fontes de citocininas testadas estimularam maior acumulo de nitrogénio
e boro nas brotacfes e menor acimulo de célcio. Thidiazuron (TDZ) promoveu
desorganizacdo do sistema lamelar dos cloroplastos dessa espécie, reduzindo o
teor de clorofila “a” e a fotossintese potencial de suas folhas.

“ Orientador: Renato Paiva — UFLA



ABSTRACT

OLIVEIRA, Lenaldo Muniz de. Cytokinin in anatomical, cytological and
physiological processes during in vitro culture and aclimatization of Annona
glabra L. 2006. 104 p. Thesis (Doctorate in Agronomy/Plant physiology) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Annona glabra L. is one of the most important wild annonaceae with a high
potential to produce fruits and pharmacological compounds. In vitro cultivation
is a viable alternative for large scale production of plantlets of this species,
overcoming the natural constraints for its propagation. However, its use in a
broad form has been limited by the difficulty to induce various shoots in
explants, high rate of leaf abscission and reduced plant survival index during the
acclimatization phase. Among the factors that control the in vitro morphogenesis
of this species, cytokinins affect diverse morphological responses. However, a
better understanding of the action of these substances on the morphogenetic
process of the annonaceae is still necessary, in spite of its broad use on in vitro
cultivation of plant tissues. Therefore this paper evaluated the effect of four
cytokinin sources, one natural and three syntheticis, on leaves and shoots
anatomy, delay in leaf senescence, development of autotrophism and mineral
accumulation in plants of A. glabra. Among the cytokinin sources tested, 6-
benzilaminopurine (BAP) and Kinetin induced an expressive increment in
palisade and spongy parenchyma thickness, higher retention on leaf area, higher
chloroplast differentiation and higher photosynthetic rate in shoots. The use of
BAP and kinetin during the multiplication phase promoted a higher dry matter
accumulation, higher development of leaf area and higher plant survival rate
during the acclimatization and rooting phases. All the sources of cytokinin used
stimulated a higher nitrogen and boron accumulation in shoots and lower
accumulation of calcium. Thidiazuron (TDZ) promoted a disorganization in the
chloroplast lamellar system, reducing the chlorophyll “a” level and
photosynthetic leaf potential.

* Adviser: Renato Paiva - UFLA
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1 INTRODUCAO

Entre as grandes riquezas bioldgicas encontradas no Brasil, as frutiferas
nativas ocupam lugar de destaque, com grande potencial para producdo de
frutos. Diversas espécies frutiferas representam ainda fonte de farmacos naturais
que, apesar de pouco estudadas, fazem parte da medicina popular e cultura
regional, despertando grande interesse cientifico.

Nesse contexto, a familia Annonaceae é um importante representante
dessa biodiversidade, apresentando 132 géneros e cerca de 2.300 espécies.
Diversas espécies silvestres de anonaceas séo bastante promissoras como fonte
de genes para o melhoramento genético e como porta-enxertos para espécies ja
cultivadas, a exemplo de Annona glabra L., que além de produzir frutos bastante
saborosos, apresenta propriedades medicinais e inseticidas, sendo importante
fonte de principios ativos com propriedades fungicidas, inseticidas e citotdxicas.

Usualmente, essas espécies propagam-se por via sexual com polinizacdo
cruzada que, apesar de gerar grande diversidade nesse grupo de plantas, o que
favoreceu em muito seu processo evolutivo, apresenta o inconveniente da
desuniformidade no crescimento e na frutificacdo, o que inviabiliza sua
utilizacdo na producdo de mudas para implantacdo de plantios comerciais. O
cultivo in vitro representa uma alternativa vidvel para propagacdo dessas
espécies, possibilitando a rapida propagacdo de plantas selecionadas, com
grande uniformidade e elevado grau de sanidade. Entretanto, a micropropagacgéo
de anonéaceas tem se deparado com grandes obstaculos, como a dificuldade para
obtencdo de multibrotagfes nos explantes, o que limita a taxa de multiplicacdo, e
a abscisdo foliar, 0 que dificulta a obtencdo de brotacGes aptas para 0 processo
de enraizamento e aclimatizacdo, com elevada taxa de mortalidade das plantas
durante a transicdo para o ambiente natural.

Entre os inimeros fatores que afetam o cultivo in vitro e a regeneragdo

de plantas em condigdes controladas, os reguladores de crescimento, tanto em



seus aspectos qualitativos quanto quantitativos, merecem destaque. Nesse
interim, nenhuma outra classe hormonal parece estar tdo ligada a biotecnologia
de plantas como as citocininas. Embora as citocininas regulem muitos processos
celulares, o controle da divisao celular é o processo central controlado por essa
classe de reguladores, atuando no crescimento e desenvolvimento vegetal. Dessa
forma, diversos processos fisiologicos tém sido relacionados as citocininas,
como a indugdo de gemas e raizes, o retardo na senescéncia foliar, a quebra da
dominéncia apical, a promoc¢do do desenvolvimento do sistema vascular e a
diferenciacdo dos cloroplastos. Um melhor conhecimento do papel desse grupo
de reguladores de crescimento no processo morfogenético de anonaceas podera
trazer grandes avangos no desenvolvimento de protocolos mais eficientes para a
micropropagacao desse grupo de plantas.

Assim, objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito de citocininas sobre
caracteristicas anatdmicas, citoldgicas e fisiolégicas de A. glabra durante seu
cultivo in vitro, bem como seus reflexos sobre o processo de aclimatizacdo das

plantas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A espécie Annona glabra L.

Annona glabra L., conhecida popularmente como “araticum-do-brejo”, é
uma espécie frutifera tropical que ocorre naturalmente na América do Sul (Le et
al., 1998). No Brasil, é encontrada espontaneamente desde a Amazobnia até o
estado de Santa Catarina (Braga, 1976) e, nos locais de ocorréncia natural, ocupa
freqlentemente areas que estdo submetidas a inundacbes periodicas (Mahdeen,
1990).

A planta apresenta porte mediano, alcangando entre 3 e 8m de altura e

caule com 10 a 30cm de didmetro, com casca grossa e aspecto avermelhado



(Figura 1). Apresenta copa em forma de umbela com folhas lustrosas, simples e
alternas, com 7 a 17cm de comprimento e 3 a 8cm de largura, com peciolo curto.

O tronco é irregular e bastante ramificado, com um sistema radicular muito

caracteristico, na qual as raizes formam uma massa compacta na base (Mahdeen,
1990).

FIGURA 1 Aspecto visual da flor (A), folhas (B), botdo floral (C), frutos (D
e E), tronco (F), planta adulta (G) e sementes (H) de Annona
glabra L. UFLA, Lavras, 2006.

Apresenta flores com pétalas de coloracdo creme-amarelada e,
internamente, sdo roxas. Sdo bastante visitadas por abelhas, coledpteros e outros
insetos. Floresce e frutifica de mar¢o a outubro. O fruto € um sincarpo carnoso,
ovoéide globoso, de coloracdo verde brilhante, tornando-se amarelado apds a
maturacdo e, diferentemente das demais espécies de anonaceas, sao lisos, sem a
aparéncia rustica e forma de “pinhas”, como é tipico nesse grupo de plantas



(Figura 1). Apresenta muitas sementes de coloracdo marrom-escura, com
tamanho em torno de 1cm em seu comprimento, envoltas em uma polpa creme,
de odor forte e bastante saborosa. As sementes sdo dispersas por animais
(Mahdeen, 1990). Apesar de ser praticamente inexplorada, essa espécie
apresenta elevado potencial frutifero e também caracteristicas agrondmicas
importantes, como grande capacidade de adaptacdo a solos encharcados ou
sujeitos a inundagdes temporarias, resisténcia a doengas de solo e capacidade de
conferir reducdo de porte, quando utilizada como porta-enxerto de anonaceas
cultivadas. Tem sido demonstrado em trabalhos que ha grande compatibilidade
entre essa espécie e Annona muricata L., facilitando sua utilizacdo como porta-
enxerto para producao de mudas dessa espécie (Ferreira et al., 1987).

Grande atencdo tem sido dada a essa espécie em razdo do seu elevado
potencial fitofarmacoldgico, ja que apresenta em suas folhas, frutos e sementes
componentes com propriedades bioldgicas, o que tem despertado grande
interesse cientifico (Padmaja et al., 1995); as acetogeninas representam o grupo
de substancias mais investigado até o momento. Segundo Chin-Chuang et al.
(2005), as acetogeninas representam uma classe original de metabdlitos
secundarios de plantas da familia Annonaceae. Na literatura, constam mais de
400 tipos de acetogeninas, com propriedades anticancer, citotoxica,
antiparasitaria, inseticida e imunosupressiva, sendo consideradas como uma
fonte provavel de compostos para o desenvolvimento de drogas potenciais. Entre
as acetogeninas com propriedades bioldgicas ja identificadas em sementes de A.
glabra, destacam-se os ciclopeptideos glabracin A, B, C e D (Chao-Ming et al.,
1999) e annoglacins A e B (Xiao-Xi et al., 1999), ambos com elevado potencial
citotdxico contra células tumorais; annotemoyin-1 e annotemoyin-2, com
propriedades antibactericidas (Rahman et al., 2005) e annonacin, forte inibidor

do complexo mitocondrial | (Gallardo et al., 1998).



2.2 Propagacao de anonéaceas

A propagacdo natural das anonaceas nativas e cultivadas da-se por via
sexuada, apresentando elevada taxa de fecundacgdo cruzada devido ao fenbmeno
da dicogamia. Como consequéncia desse modo de reproducdo, observa-se,
nessas plantas, elevadas taxas de segregacdo e recombinacdo genética e,
consequentemente, populacfes extremamente heterogéneas nos seus mais
diversos aspectos (Scaloppi Junior, 2003).

Essa grande diversidade, resultante desse modo de reproducéo,
representa importantes bancos genéticos, disponiveis para futuros programas de
melhoramento das espécies cultivadas; entretanto, quando se pensa em cultivos
comerciais, ha grandes inconvenientes, pelo fato de produzir populagdes muito
heterogéneas, de porte elevado, com menor precocidade e de frutificacdo mais
tardia (Deccetti, 2000).

A propagacdo vegetativa, via enxertia e estaquia, poderia ser uma boa
alternativa para propagacdo das espécies de anonaceas; entretanto, problemas
relacionados a identificacdo de porta enxertos compativeis (Sdo José et al.,
1997), dificuldade para enraizamento de estacas (Scaloppi Junior, 2003) e
acumulo de diversos tipos de virus (Hoffmann et al., 1996) tém limitado a
utilizacdo dessas técnicas, levando a rapida perda de vigor e da produtividade.

Em virtude desses problemas, a propagacdo clonal, utilizando técnicas
de micropropagacao, tem-se mostrado uma boa alternativa para a multiplicacao
das espécies de anonaceas (Deccetti, 2000; Rasai et al., 1995). Contudo, a
micropropagacdo de espécies lenhosas tem sido dificultada por vérios fatores,
como a grande variabilidade genética existente em plantas de espécies nativas, a
dificuldade de crescimento e diferenciagdo in vitro dos tecidos e producéo de
compostos fendlicos que oxidam os explantes. Para superar esses obstaculos,
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 (Deccetti, 2000). O desenvolvimento de protocolos eficientes
para micropropagacdo de anonaceas possibilitara a rapida propagacdo de
cultivares superiores e obtencdo de populagdes mais uniformes. A técnica que
tem sido preconizado prioritariamente para micropropagacao de anonaceas € a
microestaquia (Figura 2).

FIGURA 2 Fases do processo de microestaquia de A. glabra. Assepsia dos
explantes (A), explante inoculado (B), inducéo de brotacdes (C),
enraizamento (D), planta apta a aclimatizagdo (E), planta em
aclimatizacdo (F) planta aclimatizada (G e H). UFLA, Lavras,
20086.

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos visando a micropropagagdo
de anonéaceas, a exemplo dos trabalhos conduzidos com A. muricata (Lemos &
Blake, 1996b; Lemos & Baker, 1998), A. squamosa (Lemos & Blake, 1996a;
Nagori & Purohit, 2004; Zobayed et al., 2002), A. cherimola (Encina et al.,
1994), atemoia (Nair et al., 1984), A. glabra (Deccetti, 2000; Deccetti, 2004;



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

Entre os fatores que controlam a morfogénese in vitro de anonéceas,
destacam-se 0s reguladores de crescimento, o balanco entre estes reguladores,
sobretudo entre auxinas e citocininas, a fonte de carbono e o tipo de fechamento
dos recipientes. O 6-benzilaminopurina (BAP) tem sido o regulador de
crescimento mais utilizado para induzir brotacdes em diversas espécies de
anonaceas (Rasai et al., 1995). Lemos & Blake (1996b) obtiveram o maior
nimero de brotos por explante de A. muricata com a utilizacdo de 2mg L™ de
BAP e 0,5mg L™ de 4cido naftalenoacético (ANA), utilizando hipocétilos como
explantes. Esses mesmos autores obtiveram alta taxa de enraizamento nessa
espécie utilizando meio liquido, apds exposicéo das brotacdes a 4mg L™ de ANA
durante 15 dias. Por outro lado, Lemos & Blake (1996a) demonstraram ndo ser
necessario a adi¢do de citocininas ao meio de cultura para induzir brotagdes em
hipocétilos de A. squamosa. Verificaram ainda que as maiores taxas de
enraizamento nessa espécie podem ser obtidas com a utilizacdo de ANA ou
4cido indolbutirico (AIB), ambos em concentracdes de 8,0mg L™, na presenca
de carvéo ativado e no escuro. Contudo, Nagori & Purohit (2004) demonstraram
que a adicdo de citocininas no meio de cultura é essencial para inducéo de brotos
adventicios em segmentos de hipocotilos de A. squamosa e que um maior
namero de brotagBes poderia ser obtido com a utilizagdo de BAP ou cinetina em
concentracdes de 5,0mg L™ e 0,5mg L™, respectivamente. Entretanto, 0 BAP
nessa concentracdo exerceu efeito inibitério sobre o alongamento das brotacdes.

Encina et al. (1994) estudaram a morfogénese em explantes jovens de A.
cherimola e verificaram que a utilizacdo de benziladenina e zeatina, em
concentracdes de 0,15mg L™ e 0,3mg L™, possibilitou a obtencdo de maior

nimero de brotos por explante e maior comprimento das brotacdes. Verificaram



também que zeatina, em concentracdo de 1,0mg L™, promoveu a formacéo de
brotos atrofiados apds varias subculturas.

Com relacdo a morfogénese in vitro de A. glabra, Deccetti (2000)
verificou ser possivel a inducdo de brotacfes a partir de segmentos nodais dessa
espécie sem a utilizagdo de citocinina exdgena, obtendo um nimero maximo de
1,5 brotaches por explante. Em contrapartida, Santana (2003), comparando o
efeito do BAP, thidiazuron (TDZ) e cinetina, verificou que a utilizacdo de BAP,
em concentracdo de 4,0mg L™, possibilitou a obtencdo de maior nimero de
brotacbes por segmento nodal dessa espécie, com efeito inibitério desse
regulador sobre a inducdo de raizes. Contudo, em nenhum dos tratamentos
hormonais até aqui adotados obteve-se uma taxa de brotacdo que possibilite a
rapida multiplicacdo dessa espécie durante as repicagens in vitro, diferentemente
dos resultados obtidos por Lemos & Blake (1996b) e Nair et al. (1984),
trabalhando com A. muricata e atemdia, respectivamente, que obtiveram maior
nimero de brotagBes por explante com a utilizagdo de BAP e cinetina em
concentracdes inferiores a 2,0mg L™

Mesmo com todos os avancos ja alcancados no cultivo in vitro de
anonaceas, ainda ha uma série de limitacdes que precisam ser solucionadas para
gue a micropropagacao dessas espécies possa ser utilizada em larga escala. A
elevada incidéncia de contaminacdo dos explantes (Santana et al., 2003), a alta
concentracdo de compostos fendlicos em seus tecidos (Rasai et al., 1995), a
elevada taxa de abscisédo foliar (Armstrong et al., 1997; Lemos, 2000) e a grande
taxa de mortalidade das plantas durante a fase de aclimatizagdo (Deccetti, 2004;
Rasai et al., 1995) sdo os principais fatores que dificultam a micropropagacéo de
anonaceas.

A baixa taxa de sobrevivéncia das plantas durante a aclimatizacdo
resulta, em parte, de marcantes desordens morfoldgicas e fisioldgicas no nivel

celular, de tecidos e de 6rgaos. Nesse contexto, a analise anatbmica de tecidos e



ultra-estrutural das células podera contribuir para o entendimento dessas
desordens. Segundo Brainerd & Fuchigami (1981), o estresse hidrico é a
principal causa da morte de plantas durante a aclimatizacao, sendo resultado da
transpiracdo excessiva por todas as partes da planta, principalmente folhas, e da
inadequada absorcao de agua pelas raizes. A perda excessiva de dgua das plantas
apos a transferéncia para 0 ambiente ex vitro tem sido atribuida a alteragfes no
desenvolvimento estomético e reduzido controle no mecanismo de fechamento
dos estbmatos. A reduzida diferenciacdo do mesofilo das folhas, com alta
proporcdo de espacos intercelulares também pode contribuir para a excessiva
perda de agua.

Com relacdo a absciséo foliar, problema recorrente no cultivo in vitro de
anonaceas, o cultivo de plantas em recipientes com circulagdo forgada de ar,
objetivando a reducdo do acimulo de etileno, tem sido proposto. Armstrong et
al. (1997) verificaram maior numero de folhas em A. squamosa durante o cultivo
com esse tipo de recipiente. Zobayed et al. (2002), estudando o cultivo in vitro
de A. squamosa e A. muricata sob trés tipos de ventilacdo, reportaram que em
ambas as espécies houve significativo aumento no nimero de folhas, na area
foliar e no nimero de nos por brotacdo, com o aumento da aeracdo nos
recipientes de cultivo, havendo forte inibicdo da abscisdo foliar. Entretanto, o
uso de ventilacdo forcada cria um custo adicional significativo, podendo
inviabilizar sua utilizacdo em sistemas comerciais.

Diversas técnicas e metodologias alternativas tém sido desenvolvidas
com o objetivo de aumentar a taxa de sobrevivéncia das plantas durante a
transicdo do ambiente in vitro para o ex vitro. A micropropagacdo
fotoautotréfica ou mixotréfica tém sido sugeridas como alternativas para
obtencdo de plantas mais aptas ao processo de aclimatiza¢do. Segundo Deccetti
(2004), o aumento da irradiancia de 50umol m?s™ para 300pmol m?s™ na sala

de crescimento e das trocas gasosas entre os recipientes de cultivo e 0 meio
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ambiente, pela utilizacdo de membranas permeéaveis, possibilitam aumentos
significativos na capacidade fotossintética das plantas de A. glabra durante a
fase de multiplicacdo, com reflexos positivos sobre o acimulo de acUlcares
soliveis e amido nas folhas. Para esse autor, o cultivo em condicdes
fotoautotréficas poderd contribuir para a qualidade das plantas micropropagadas,
melhorando a capacidade de sobrevivéncia durante a transi¢do para o ambiente
natural. Entretanto, a definicdo das condicbes Otimas para 0 crescimento
fotoautotréfico in vitro depende de consideracfes adicionais, em funcdo da
complexidade do processo de aquisicdo da fotoautotrofia, o qual envolve

inimeros fatores fisiolégicos e ambientais.

2.3 Citocininas e morfogénese in vitro

As citocininas, juntamente com as auxinas, sao as classes de reguladores
de crescimento mais utilizadas na cultura de tecidos, existindo uma grande
variedade desses reguladores, naturais e sintéticos, havendo também grande
diversidade de respostas em func¢éo do tipo utilizado.

A histéria das citocininas esta ligada ao desenvolvimento da
biotecnologia de plantas, sobretudo a cultura tecidos vegetais in Vvitro.
Curiosamente, a primeira vez que se conseguiu cultivar um érgdo isolado in
vitro foi uma raiz (White, 1934), mesmo antes de se descobrir a primeira
citocinina na década de 1950. Hoje se sabe que uma das possiveis causas desse
sucesso teria sido o fato de as raizes serem 0s principais centros produtores de
citocininas nas plantas. Contudo, é necessario considerar que outros tecidos
meristematicos, tais como os &pices caulinares, também podem produzir
citocininas.

Atualmente, processos biotecnoldgicos, como a rapida obtencdo de
plantas homozigotas, a partir da producdo de hapléides in vitro, de hibridos entre

espécies incompativeis, através da fusdo de protoplastos, e a producéo de plantas
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transgénicas, tém em comum a necessidade de se controlar a taxa de divisédo e a
diferenciacdo celular in vitro, processos esses dependentes do emprego de
citocininas (Grattapaglia & Machado, 1998). As citocininas sdo substancias que,
além de serem essenciais a citocinese, promovem alteragdes na taxa metabdlica,
atividade enzimaética, inducdo de formacdo de 6rgdos, quebra de dominancia
apical, mobilizacdo de nutrientes orgénicos e inorgénicos e aumento da
longevidade de tecidos e 6rgdos.

Trabalhos tém apontado para o efeito das citocininas sobre a
diferenciacdo de tecidos fotossintetizantes, promovendo uma amplificacdo no
aparato fotossintético de plantas estioladas, levando a cloroplastos com sistema
granal mais amplo e maior acimulo de clorofilas e enzimas fotossintéticas,
sugerindo que as citocininas, juntamente com outros fatores, como luz e
nutricdo, regulam a sintese dos pigmentos e proteinas (Taiz & Zeiger, 2004).

Para Chernyad’ev (2000), as citocininas desempenham importante papel
durante a ontogenia da folha e, juntamente com as auxinas, regulam a taxa de
divisdo das células. Nas fases iniciais da ontogenia foliar, h4& um predominio da
atividade das citocininas, determinando a maxima taxa de divisdo dos
cloroplastos e das células, a formacdo de membranas e a sintese de proteinas.
Ap0s essa fase de crescimento linear, ocorre reducdo da atividade das citocininas
e, em contraste, ocorre aumento na atividade das auxinas, estimulando aumento
no alongamento das células do mesofilo.

Outro aspecto do papel das citocininas sobre a fisiologia das plantas diz
respeito a capacidade de essas substdncias estimularem o movimento de
nutrientes minerais e organicos para determinadas regides da planta, que atuam
como drenos. Essas observacfes sugerem um envolvimento das citocininas
sobre a diferenciacdo do sistema vascular das plantas, como verificado por
Dalessandro (1973), trabalhando com medula de alface (Lactuca sativa),

demonstrando que a concentracdo de citocinina no meio de cultura era um fator
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limitante para a diferenciacdo do xilema. Aloni (2001) demonstrou que além da
acao sobre a formacéo de células precursoras do sistema vascular, as citocininas
desempenham papel importante no aumento da sensibilidade dessas células a
auxina, estimulando indiretamente o processo de diferenciacdo dos vasos. Em
estudos recentes, verificou-se que o desenvolvimento vascular em raiz de
Arabidopsis requer a participacdo de uma proteina que funciona como um
receptor para citocininas (Inoue et al., 2001), comprovando o papel desse
regulador sobre a formacéo do sistema vascular.

Um dos principais nutrientes com o qual as citocininas interagem é o
nitrogénio, sugerindo a participacdo das citocininas na regulacdo das enzimas
envolvidas com o metabolismo assimilatério desse elemento. Nesse sentido,
existem evidéncias de que as citocininas sdo ativadoras da enzima nitrato
redutase (Samuelson et al., 1995). Além disso, ja se constatou que a aplicacdo de
nitrato leva ao acimulo de citocininas primeiro nas raizes, depois na seiva
xilemético e, finalmente, nas folhas.

Em diversos trabalhos tem-se associado a aplicacdo de citocininas ao
retardo da senescéncia de folhas, pois, ha evidéncias de uma diminuicéo abrupta
na concentracdo de citocininas em 6rgdos maduros, induzindo o inicio da
senescéncia (Tian et al., 1994). Por outro lado, o tratamento de folhas isoladas
de muitas espécies com citocininas promove o retardo desse processo natural de
envelhecimento. Ferrante et al. (2002) compararam o efeito de algumas fontes
de citocininas sobre a senescéncia de folhas de Alstroemeria, verificando maior
efetividade do thidiazuron (TDZ) na prevencdo da degradacdo de clorofilas e
proteinas e, conseqiientemente, na prevencdo do amarelecimento das folhas
dessa espécie. Entretanto, ainda ndo é conhecida a razdo da maior eficiéncia da
aplicacdo exdgena do TDZ nesse processo em relacdo a outras fontes de
citocininas. Para Genkov et al. (1997), a competéncia para retardar a senescéncia

foliar varia amplamente entre os diversos tipos de citocininas.
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Por outro lado, a analise de plantas transgénicas, portadoras do gene ipt
do plasmideo Ti da Agrobacterium, resultando na superproducédo de citocininas,
tem demonstrado a formacdo de brotos portadores de teratomas e de dificil
enraizamento, apresentando tendéncia ao atrofiamento (Taiz & Zeiger, 2004).
Sobre esse aspecto, Akasaka et al. (2000) verificaram que o TDZ, apesar de ser a
fonte de citocinina mais eficiente para inducdo de brotos em Arachis hypogaea
L., quando utilizado por periodos prolongados, provocou crescimento anormal
dos brotos, com intensa desorganizacao dos feixes vasculares.

Grattapaglia & Machado (1998) citam que os efeitos das citocininas no
cultivo in vitro ndo se restringem a uma subcultura, pois, diversas vezes,
constataram efeito residual de uma subcultura para outra. Esse efeito residual é
positivo quando se trata, por exemplo, do processo de rejuvenescimento in vitro
de espécies lenhosas, pelas seguidas exposi¢des a citocinina, embora possa ser
problemético quando afeta o alongamento e enraizamento das brota¢fes. Ainda
segundo esses autores, eficiente mudanca da fase adulta para a juvenil tem sido
obtida mediante sucessivas multiplicagdes de gemas na presenca de BAP,
acompanhada da reducdo do tempo entre os subcultivos. Outros efeitos residuais
atribuidos as citocininas tém sido observados nas plantas apés a transferéncia
para 0 ambiente ex vitro, como, por exemplo, menor capacidade de
sobrevivéncia durante a aclimatizacdo, decorrente da vitrificacdo dos tecidos, da
quebra de dominéncia apical, da manutencdo de um hébito arbustivo e da

miniaturizag8o das plantas.
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CAPITULO 11
ANATOMIA E CRESCIMENTO NA PRESENCA E AUSENCIA

DE CITOCININAS DURANTE O CULTIVO IN VITRO DE Annona
glabra L.
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1 RESUMO

OLIVEIRA, Lenaldo Muniz de. Anatomia e crescimento na presenca e
auséncia de citocininas durante o cultivo in vitro de Annona glabra L.
2006. 104 p. Tese (Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.~

Entre os fatores que afetam a morfogénese in vitro de Annona glabra L.,
as citocininas merecem destaque, afetando a diferenciagdo de gemas e o
crescimento das brotacfes. A analise anatdmica dos 6rgdos das plantas podera
contribuir para a identificacdo das fontes de citocininas mais efetivas no cultivo
in vitro dessa espécie, assim como na caracterizacdo de possiveis alteragdes nos
tecidos de plantas cultivadas na presenca dessas substancias. Avaliaram-se 0
efeito da auséncia e presenca de quatro fontes de citocininas, usadas durante a
fase de multiplicagdo de A. glabra, sobre a espessura dos parénquimas
palicadico e esponjoso, dimensdes dos estdmatos, indice e densidade estomatica,
além do numero e didmetro dos feixes vasculares de folhas e caules das
brotagdes. Avaliaram-se ainda a matéria seca, a area foliar e a taxa de
sobrevivéncia das brotagfes durante as demais fases da micropropagacao. 6-
benzilaminopurina (BAP) e cinetina induziram aumento na espessura dos
parénquimas palicadico e esponjoso, enquanto zeatina, seguida de BAP e
thidiazuron (TDZ) promoveram aumento na densidade dos estbmatos e indice
estomatico. Zeatina, seguida de cinetina e BAP, promoveram maior
desenvolvimento do sistema vascular de folhas. A utilizacdo de cinetina e BAP
durante a fase de multiplicacdo proporcionou maior acimulo de matéria seca,
maior area foliar e maior taxa de sobrevivéncia das plantas durante as fases de
enraizamento e aclimatizacdo. N&o foram detectados alteracGes nos tecidos das
plantas cultivadas na presenca desses compostos.

“ Orientador: Renato Paiva — UFLA
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2 ABSTRACT

OLIVEIRA, Lenaldo Muniz de. Anatomy and growth in presence and
abscence of cytokinin during in vitro culture of Annona glabra L. 2006.
104 p. Thesis (Doctorate in Agronomy/Plant physiology) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.”

Among the factors that affect in vitro morphogenesis of Annona glabra
L., the cytokinin need attention, due to thein influence on bud differentiation and
shoot growth. The anatomical analysis of plant organs will contribute for the
identification of more effective cytokinin sources for in vitro culture of this
species, as well as the possible alterations in tissue plants cultivated in the
presence of these compounds.The effect of presence and abscence of four
cytokinin sources, used during the multiplication phase of Annona glabra L., on
palisade and spongy parenchyma thickness, dimensions, density and stomatic
index, number and diameters of vascular strands in leaves and stems of
shoot.There were also evaluated the dry matter, leaf area and shoot survival rate
during the other phases of micropropagation. The 6-benzilaminopurine (BAP)
and kinetin induced an increase in palisade and spongy parenchyma thickness,
while the zeatin, followed by BAP and thidiazuron (TDZ) promoted an increase
in stomatic density and index. Zeatin, followed by Kkinetin and BAP caused a
higher development of leaves vascular system. The utilization of kinetin and
BAP during the multiplication phase caused higher dry matter accumulation,
leaf area and plant survival rate during rooting and acclimatization phases. There
were not detected alterations in tissue plants cultivated in the presence of these
compounds.

* Adviser: Renato Paiva - UFLA
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3 INTRODUCAO

Annona glabra L. é uma espécie frutifera tropical, pertencente a familia
Annonaceae e de ocorréncia natural na América do Sul (Le et al., 1998).
Apresenta elevado potencial agronémico, pelo fornecimento de frutos para
consumo in natura e, mais recentemente, pela produgdo de fitoquimicos,
apresentando em suas folhas, frutos e sementes componentes com propriedades
antibactericida, antifungica, inseticida e citotoxica (Padmaja et al., 1995; Liu et
al., 1999).

Assim como muitas outras espécies nativas, essa espécie apresenta
limitacbes na sua propagacdo sexuada, com germinacdo lenta, desuniforme e
pouco expressiva, além do inconveniente de gerar populagdes muito
heterogéneas e de frutificacdo tardia. A micropropagacdo tem se mostrado como
uma ferramenta vidvel para a propagacao de espécies de anonaceas (Rasai et al.,
1995; Lemos & Blake, 1996; Nagori & Purohit, 2004), o que podera favorecer a
selecdo e multiplicagdo de plantas com maior capacidade produtiva. Contudo,
para a multiplicacdo in vitro dessas espécies, ainda é necessario um melhor
conhecimento dos fatores que controlam sua morfogénese, o que tem limitado a
taxa de multiplicacdo, de enraizamento e de sobrevivéncia das plantas
micropropagadas (Rasai et al., 1995).

Entre os fatores que controlam a morfogénese in vitro, as citocininas
merecem destaque. Na micropropagacdo de anonaceas, as citocininas 6-
benzilaminopurina (BAP) e cinetina tém sido as mais utilizadas, em
concentracdes que variam de 0,2 a 2,0mg L™, independentemente do tipo de
explante e do meio de cultura utilizado, a exemplo dos trabalhos realizados com
ateméia (Nair et al., 1984), Annona cherimola Mill. (Encina et al., 1994),

Annona muricata L. (Lemos & Blake, 1996) e Annona squamosa L. (Nagori &
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Purohit, 2004). Além do BAP, a zeatina foi utilizada na micropropagacao juvenil
de A. cherimola induzindo a formacao de maior nimero de brotos por explante e
folhas mais expandidas, em relacdo aos obtidos com benziladenina (Encina et
al., 1994); entretanto, sua utilizacdo durante varias geracBes promoveu a
formacdo de brotos atrofiados. J& o thidiazuron (TDZ), apesar de ser uma das
mais ativas fontes de citocininas, especialmente para espécies lenhosas
recalcitrantes (Murthy et al., 1998), tem sido pouco usado na micropropagacao
de anonaceas. Ha relatos, entretanto, da formacdo de meristemas apicais
histologicamente anormais em brotos de Arachis hypogaea L. cultivados na
presenca desse regulador (Akasaka et al., 2000).

As citocininas atuam em diversos processos morfogenéticos, como o
desenvolvimento do sistema vascular (Aloni, 2001; Estelle, 2001), formacéo e
manutencdo do aparato fotossintético (Chernyad'ev, 2000; Kulaeva et al., 2002),
expansdo de células (Huff & Ross, 1975) e funcionalidade dos estdmatos
(PospiSilova et al., 2000; Vaselova et al., 2005). Alteracfes na diferenciacdo dos
estdmatos e do mesofilo, sobretudo na proporcdo de espacos intercelulares, tem
grande efeito sobre a atividade fotossintética das plantas (Araus et al., 1986) e a
capacidade das plantas de suportarem a transicdo do ambiente in vitro para o ex
vitro durante a fase de aclimatizacdo (Capellades et al., 1990). Assim, o estudo
anatdbmico das plantas cultivadas in vitro podera fornecer informacfes mais
seguras, ndo s& sobre possiveis alteracGes histologicas provocadas pelas
citocininas, mas, sobretudo, sobre o processo morfogenético de plantas
multiplicadas na presenca desse tipo de regulador.

Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito de citocininas sobre a
inducdo de brotacdes, espessura dos parénquimas palicddico e esponjoso,
dimensoes dos estdmatos, indice e densidade estomatica, nimero e didmetro dos

feixes vasculares de folhas e caules das brotages durante o cultivo in vitro.
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Buscou-se ainda avaliar a matéria seca, a area foliar e a taxa de sobrevivéncia

das plantas durante a fase de aclimatizacao.
4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Propagacdo de Plantas do
Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras, no periodo de julho a dezembro de 2004. As analises
anatdmicas foram realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal dessa mesma

instituicdo.

4.1 Material vegetal e condicdes experimentais

Foram utilizados como explante segmentos nodais de A. glabra
contendo uma gema e tamanho aproximado de 1,5cm, retirados de plantas
matrizes juvenis, com aproximadamente 2 anos, e mantidas em sala de
crescimento a temperatura ambiente e fotoperiodo de 16 horas. Os explantes
foram lavados em agua corrente por 6 horas e, em camara de fluxo laminar,
foram imersos, sequiencialmente, em &lcool etilico 70% (v/v) por 1 minuto,
hipoclorito de sédio com 1% de cloro ativo por 15 minutos e dgua destilada e
autoclavada por trés vezes de 1 minuto cada, sendo mantidos em solucdo de
4cido ascorbico na concentracdo de 200mg L™ durante 10 minutos antes da
inoculacao.

Em seguida, os explantes foram inoculados em tubos de ensaio (25 x
150mm) contendo 15mL do meio Wood Plant Medium (WPM) definido por
Lloyd & Mccown (1980), suplementado com 30g L™ de sacarose, 1g L™ de
carvdo ativado e 500mg L™ de benlate, solidificado com 0,65% de agar e pH
corrigido para 5,7. Os tratamentos consistiram da adicdo das fontes de

citocininas: 6-benzilaminopurina (BAP), thidiazuron (TDZ), cinetina e zeatina,
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na concentracdo de 1,0mg L™, além do tratamento controle (sem adicdo de
citocinina). O BAP, o TDZ e a cinetina foram adicionados ao meio de cultura
antes da autoclavagem (20 minutos a 121°C), ao passo que zeatina foi
adicionada ao meio somente ap6s autoclavagem e resfriamento do meio, sendo
filtrada em filtro milipore com 22um de malha. Ap6s inoculagao, os tubos foram
vedados com tampas e filmes plasticos e mantidos em sala de crescimento a
temperatura de 27 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de fotons de
50pumol m?s™, durante 55 dias.

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, analisando-se 20
plantas por tratamento. Para analise estatistica foi utilizado o programa SISVAR
4.3 (Ferreira, 1999). As médias foram comparadas pelo teste de Scott & Knott a
5% de probabilidade.

Aos 55 dias quantificaram-se o percentual de explantes com brotacéo,
nimero médio de brotos por explante e altura média das brotacGes. Em seguida,
as plantas foram transferidas para meio de enraizamento constituido dos sais do
meio WPM, com 30g L™ de sacarose, 1g L™ de carvdo ativado, 2mg L™ de AIB
(4cido indolbutirico) e pH do meio ajustado para 5,0. Decorridos 40 dias,
quantificaram-se 0 nimero de raizes por brotacdo e o comprimento da maior
raiz, procedendo-se a aclimatizacdo das plantas.

Para aclimatizacdo, as plantas foram transferidas para tubetes de
polietileno com capacidade para 288cm?® e preenchidos com substrato comercial
plantmax. As brotacdes foram cobertas com sacos plasticos transparentes e 0s
tubetes foram parcialmente imersas em solugdo contendo 50% dos sais do meio
WPM. A cobertura plastica foi perfurada gradativamente, durante 21 dias,
guando foi totalmente removida, mantendo-se as plantas por mais 40 dias em
sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas, irradiancia de fétons de
55umol m? s™ e temperatura de 27 + 2°C. No final das fases de enraizamento e

de aclimatizacdo foi quantificada a matéria seca, a area foliar e a taxa de
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sobrevivéncia das brotacdes. A quantificacdo da area foliar foi realizada por um
scanner HP4C deskjet, acoplado a um PC K6l 400MHz, utilizando-se o
software QUANT (Fernandes Filho et al., 2001).

4.2 Analises anatbmicas

Para realizacdo dos estudos anatdmicos, foram coletadas folhas
completamente expandidas e segmentos de caules, os quais foram fixados em
FAA 70% (Formaldeido - acido acético glacial - alcool etilico 70%) por 72
horas e, posteriormente, conservados em alcool etilico 70 °GL (Johansen, 1940).
O estudo anatdbmico das folhas baseou-se no exame microscopico de secdes
transversais, obtidas com micrétomo manual, e de secBes paradérmicas das
superficies abaxial e adaxial das folhas, obtidas a mao livre, ambos da regido
mediana das folhas. O estudo anatdémico do caule foi efetuado com base no
exame microscépico de secdes transversais, também obtidas com micrétomo
manual, da regido localizada abaixo da inserc¢éo da primeira folha.

As secOes transversais foram clarificadas com hipoclorito de sédio
50%, lavadas em agua destilada, coradas com azul de astra e safranina e
montadas em glicerina 50%, segundo metodologia descrita por Kraus & Arduin
(1997). As determinacdes da espessura dos tecidos foram realizadas com ocular
micrométrica acoplada em microscopio de luz, avaliando-se cinco folhas
oriundas de cinco brotacdes diferentes, sendo efetuadas trés medi¢des no terco
mediano de cada folha, totalizando 15 repeti¢fes por tratamento.

As laminas com sec¢Bes paradérmicas das faces abaxial e adaxial das
folhas foram montadas com solugdo corante de safranina 1% em &gua
glicerinada. A contagem do numero de estdmatos foi realizada em microscopio
OLYMPUS CBB, utilizando-se camara clara. As fotomicrografias foram obtidas
com fotomicroscopio OLYMPUS BX 60 e filme ASA 400 colorido. O calculo
do indice estomatico (IE) foi realizado por meio da formula de Cutter (1986) e a

densidade estomatica foi expressa em niimero de estdmatos por mm?, segundo a
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técnica de Labouriau et al. (1961). A amostragem consistiu de cinco folhas de
cinco brotacdes diferentes, avaliando-se quatro campos do terco mediano de
cada folha, totalizando 20 repeti¢bes por tratamento. Foram quantificadas as
espessuras dos parénquimas palicadico e esponjoso e das epidermes adaxial e
abaxial das folhas, o numero e didmetro dos feixes vasculares de folhas e caules,
o diametro polar e equatorial dos estdmatos e a densidade e indice estomatico
das folhas de A. glabra.

5 RESULTADOS

Pelos resultados obtidos na andlise de variancia, verificou-se que a
presenca de citocininas no meio de cultura, durante a fase de multiplicacéo,
afetou de modo significativo a espessura dos parénquimas palicadico e
esponjoso (Anexo 2A), o didmetro equatorial dos estdmatos (Anexo 3A), a
densidade e o indice estomatico (Anexo 4A), o numero e o diametro dos feixes
vasculares das folhas e dos caules (Anexo 5A), o percentual de explantes com
brotacGes, 0 nimero médio de brotagdes por explante e a altura média das
brotagdes (Anexo 6A), o nimero de raizes por brotagdo e o comprimento da
maior raiz (Anexo 7A), além da matéria seca, area foliar e taxa de sobrevivéncia
das brotac@es no final da fase de enraizamento (Anexo 8A) e de aclimatizagéo
de A. glabra (Anexo 9A).

As folhas de A. glabra apresentaram organizagdo dorsiventral (Figura 1) e
hipostomatica. As diversas fontes de citocininas utilizadas neste experimento
ndo promoveram efeitos significativos sobre a espessura das epidermes das faces
adaxial e abaxial das folhas dessa espécie; entretanto, as espessuras dos
parénquimas palicadico esponjoso e, conseqlientemente, do limbo foliar (Anexo
2A), foram afetadas pela presenca de BAP e cinetina no meio de cultura,
promovendo um aumento na espessura do parénquima palicadico, em relagdo a

média dos demais tratamentos, de 12,78% e 18,36%, respectivamente, e de
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20,21% e 19,09%, na espessura do parénquima esponjoso (Tabela 1 e Figura 1).
Além da maior espessura dos parénquimas foliares de plantas submetidas aos
tratamentos com BAP e cinetina, foi verificada maior diferenciacdo do mesofilo,

com reduzida proporgao de espacgos intercelulares.

FIGURA 1 Fotomicrografias de seges transversais de folhas de Annona
glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM, acrescido de
diferentes fontes de citocininas: (A) TDZ, (B) BAP, (C) Cinetina,
(D) Zeatina, demonstrando a presenca de feixe vascular com
maior didmetro e (E e F) Controle. Ep — epiderme, pp —
parénquima palicadico, pe — parénquima esponjoso e Fv — feixe
vascular (Barra = 50um).
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TABELA 1 Espessura da epiderme da face adaxial, parénquima palicadico,
parénquima esponjoso, epiderme da face abaxial e do limbo foliar
de folhas de Annona glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM
suplementado com diferentes fontes de citocininas. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

Fonte de Espessura (um)
citocinina

Epiderme  Epiderme  Parénquima Parénquima Limbo

adaxial abaxial palicadico esponjoso foliar
Controle 30,09 a 21,56 a 36,52 b 59,40 b 147,60 b
BAP 29,42 a 22,30 a 40,23 a 72,92 a 164,94 a
TDZ 30,30 a 22,41 a 36,43 b 60,44 b 148,00 b
Cinetina 28,75 a 2249 a 42,22 a 72,24 a 165,71 a
Zeatina 30,68 a 21,96 a 34,08 b 62,14 b 148,88 b

*Médias seguidas da mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Zeatina e TDZ promoveram o desenvolvimento de plantas com maior
nimero de feixes vasculares nas folhas, enquanto que zeatina induziu a
formacdo de maior numero de feixes vasculares por secdo transversal de caule
(Tabela 1). Zeatina, seguida de cinetina e BAP, estimularam desenvolvimento de
feixes vasculares com maior diametro nas folhas (Tabela 2). Ja cinetina, seguida
de BAP e zeatina, promoveram 0 maior crescimento em didmetro nos feixes
vasculares do caule. N&o foram detectadas alteracGes na estrutura dos feixes
vasculares das folhas e caules das plantas cultivadas na presenca dessas fontes

de citocininas.
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TABELA 2 NuUmero de feixes vasculares/mm? de secdo transversal de folha,
diametro médio dos feixes vasculares da folha, nimero de feixes
vasculares por secdo transversal de caule e didmetro médio dos
feixes vasculares do caule de Annona glabra L. cultivada in vitro,
em meio WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Fonte de N° de feixes Diametro N° de feixes Diametro
citocinina vasculares por  médiodos  vasculares por  médio dos
mm? de segéo feixes secédo feixes
transversal de vasculares transversal de vasculares
folha das folhas caule do caule
Controle 29,98 b 32,97 ¢ 6,13 b 39,16 ¢
BAP 28,29 b 39,45 b 540 ¢ 93,67 b
TDZ 33,75a 35,64 ¢ 6,60 b 37,20 ¢
Cinetina 26,26 b 42,46 b 5,06 ¢c 111,35 a
Zeatina 34,12 a 51,76 a 9,20 a 94,14 b

*Médias seguidas da mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

As plantas cultivadas na presenca de zeatina e TDZ apresentaram
estdbmatos com maior didmetro equatorial em relagdo as plantas submetidas aos
tratamentos com BAP, cinetina e o controle, ndo havendo diferencas estatisticas
entre esses Ultimos tratamentos (Tabela 3). Ndo foram detectadas diferencgas
estatisticas para o didmetro polar e para a relacdo entre o didmetro polar e o
didmetro equatorial dos estdbmatos. Zeatina, seguida de BAP e TDZ,
proporcionaram o desenvolvimento de folhas com maior densidade de estématos

e maior indice estomatico.
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TABELA 3 Diametro equatorial (DE), didmetro polar (DP), relacdo DP/DE,
densidade estomatica e indice estomatico em folhas de Annona
glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM suplementado com
diferentes fontes de citocininas. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Fonte de Diametro Diametro Relacdo  Densidade indice
citocinina equatorial polar DP/DE  estomatica Estomatico
(um) (um)
Controle 21,38 b 38,49 a 1,81a 182,78 ¢ 14,88 c
Cinetina 21,52 Db 39,43a 1,83a 171,68 ¢ 14,72 ¢
BAP 21,68 b 39,25 a 18la 236,06 b 16,75 Db
Zeatina 22,352 39,34 a 1,78a 303,40 a 18,55a
TDZ 23,04 a 39,63 a 1,73a 228,66 b 16,78 b

*Médias seguidas da mesma letra, em cada coluna, nao diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Nas plantas cultivadas na presenca de zeatina, além da maior densidade
estomatica, verificou-se a presenca de paredes celulares menos sinuosas, em
relacdo aos demais tratamentos (Figura 2).

O maior percentual de explantes com brotacfes foi verificado no
tratamento com BAP e zeatina, sendo, em média, 60,48% superior em relagdo a
média obtida nos demais tratamentos (Tabela 4). Zeatina induziu a formac&o de
maior nimero de brotacBes por explante nessa espécie (multibrotagfes), com
uma média de 2,93 brotagGes por explante (Tabela 4 e Figura 3). Cinetina e BAP
proporcionaram 0 maior crescimento das brotacdes, enquanto que o TDZ

promoveu o menor crescimento em altura das brotacdes.
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FIGURA 2

Fotomicrografias de se¢fes paradérmicas da superficie abaxial de
folhas de Annona glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM
acrescido de diferentes fontes de citocininas: (A) TDZ, (B)
Controle (C) BAP, (D) Zeatina, indicando elevada densidade
estomatica e presenca de paredes celulares menos sinuosas (E e F)
Cinetina. (Barra = 50um).
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FIGURA 3 Fotografia indicando os aspecto das brotagdes de Annona glabra L.
cultivadas em meio WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas, no final da fase de multiplicagdo. (A) Controle, (B)
BAP, (C) cinetina, demonstrando aspecto mais robusto(D)
zeatina, indicando a presenca de multibrotacdes e (E) TDZ.

A utilizacdo de citocininas durante a fase de multiplicacio das brotacGes
afetou o desenvolvimento das plantas durante as fases de enraizamento e
aclimatizacdo das plantas. No final da fase de enraizamento, nas plantas que
foram multiplicadas na presenca de citocininas, verificou-se um menor nimero
de raizes, sobretudo as cultivadas na presenca de zeatina; entretanto, as plantas
cultivadas na presenca de BAP, cinetina e zeatina apresentaram raizes com
maior comprimento em relacdo as plantas multiplicadas na presenca de TDZ e

na auséncia de citocinina (Tabela 4).
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TABELA 4

Percentual de explantes com brotacdes, nimero de brotacGes por
explante, altura média das brotacBes, numero de raizes por
brotagdo e comprimento da maior raiz de plantas de Annona
glabra L. cultivadas em meio WPM, suplementado com diferentes
fontes de citocininas. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Fonte de Explantes N° de Altura Ndmero Comp. da
citocinina com brotacbes médiadas deraizes maior raiz
brotacGes por brotacGes por (cm)
(%) explante (cm) brotacéao
Controle 49,98 c 0,59¢ 1,76 b 4,89 a 2,08 b
BAP 95,00 a 1,33b 2,22 a 312 b 6,58 a
TDZ 49,80 ¢ 093¢ 1,15¢ 2,36 b 2,63 b
Cinetina 75,00 b 1,26 b 2,67 a 2,99 b 4,94 a
Zeatina 92,00 a 293 a 1,92b 139 ¢ 498 a

*Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si a 5%
de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

As plantas multiplicadas na presenca de cinetina e BAP apresentaram

maior matéria seca, maior area foliar e maior taxa de sobrevivéncia no final da

fase de enraizamento e de aclimatizacdo (Tabela 5). A utilizacdo de TDZ e

zeatina durante a fase de multiplicacdo das plantas promoveu uma reducéo da

taxa de sobrevivéncia das plantas durante a fase de aclimatizacdo em relacéo ao

controle.
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TABELA 5 Matéria seca, area foliar e taxa de sobrevivéncia no final das fases
de enraizamento e de aclimatizacéo das plantas de Annona glabra
L., multiplicadas em meio WPM, suplementado com diferentes
fontes de citocininas. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Fonte de Matéria seca Area foliar Tfaxa d_e
citocinina (9) (cm?) sobrevivéncia (%)

Enraizamento

Controle 0,082 b 4,55 b 68,50 ¢
Cinetina 0,170 a 11,25 a 88,50 a
BAP 0,165 a 8,87 a 78,00 b
TDZ 0,111 b 581 b 73,00 ¢
Zeatina 0,082 b 6,85 b 66,50 ¢

Aclimatizacéo

Controle 0,110 b 592 ¢ 75,50 b
Cinetina 0,191 a 12,17 a 84,00 a
BAP 0,183 a 8,14 b 85,75 a
TDZ 0,117 b 6,65 ¢ 62,25 ¢
Zeatina 0,093 b 547 ¢ 53,25 ¢

*Em cada fase da micropropagacdo e na mesma coluna, as médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

6 DISCUSSAO
As citocininas desempenham um papel relevante durante a ontogenia

das folhas, sobretudo nos estagios iniciais, durante os quais ocorre a maxima

taxa de divisdo das células e plastidios (Chernyad’ev, 2000). Neste trabalho,
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verificou-se maior desenvolvimento dos parénquimas palicadico e esponjoso nas
plantas de A. glabra submetidas aos tratamentos com BAP e cinetina, enquanto
que zeatina promoveu a formacao de feixes vasculares com maior didmetro nas
folhas dessa espécie.

As citocininas atuam sobre a sintese de DNA e divisdo celular, gerando
células competentes ao processo de diferenciacdo do sistema vascular (Aloni,
1995). Além da acgdo sobre a formacdo de células precursoras do sistema
vascular, as citocininas desempenham papel importante no aumento da
sensibilidade dessas células a auxina, estimulando indiretamente o processo de
diferenciacdo dos vasos (Aloni, 2001). Dalessandro (1973) ja havia demonstrado
gue a concentracdo de citocinina no meio de cultura era um fator limitante para a
diferenciacdo do xilema, mas que somente citocininas ndo poderiam induzir a
diferenciacdo do xilema. Esse autor verificou também que padrdes ligeiramente
diferentes de feixes vasculares foram originados quando a fonte de citocinina
associada ao acido indol-3-acético (AIA) era a zeatina ou cinetina, o que
corrobora os resultados aqui obtidos. Mais recentemente, Estelle (2001) e
Zheng-Hun (2002) demonstraram que mutantes de Arabidopsis thaliana,
defectivos para 0 gene WOL/CREL, que codifica um receptor para citocinina,
ndo desenvolvem um sistema vascular compativel com seu crescimento, o que
limita seu desenvolvimento completo.

A acdo da cinetina e BAP na formacao dos tecidos foliares de A. glabra
confirma a maior eficacia dessas duas fontes de citocininas na micropropagacéo
de anonéceas e, consequentemente, 0 uso mais freqliente desses reguladores no
cultivo in vitro dessas plantas, como demonstram os trabalhos de Nair et al.
(1984), Encina et al. (1994), Lemos & Blake (1996), Nagori & Purohit (2004).
O TDZ, apesar de sua grande acdo citocininica em plantas lenhosas (Huettman
& Preece, 1993), ndo se mostrou efetivo no estimulo ao desenvolvimento dos

parénquimas palicadico e esponjoso e do sistema vascular de folhas e caules de
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plantas de A. glabra cultivadas in vitro; entretanto, ndo foram verificadas
alteragbes histologicas nos tecidos das plantas cultivadas na presenca desse
regulador, discordando dos resultados encontrados por Akasaka et al. (2000),
trabalhando com Arachis hypogaea.

As plantas mantidas no ambiente in vitro normalmente apresentam
caracteristicas estomaticas bem peculiares, como aumento no tamanho e na
densidade dos estdbmatos e reduzido controle no mecanismo de abertura e
fechamento dos estdmatos (Capellades et al., 1990). Contudo, ndo tem sido
relatada a acdo das citocininas sobre a formacdo dos estdmatos, apesar de ser
amplamente conhecido o papel desses reguladores sobre o controle da abertura
estomatica (PospiSilova et al., 2000; Vaselova et al., 2005). Neste trabalho,
verificamos um aumento na relagdo entre 0 nimero de estbmatos e de células
epidérmicas, representado pelo aumento no indice estomatico, nas plantas
cultivadas em meio com BAP, TDZ e, principalmente, com zeatina (Tabela 3 e
Figura 2), o que podera representar um incremento na capacidade fotossintética
das plantas, pelo aumento na difuséo de CO, para os tecidos de assimilagdo da
folha. Entretanto, esse aumento na relacdo estdmatos/células epidérmicas podera
implicar também em maior perda de dgua por parte das plantas durante a fase de
aclimatizacdo, caso o mecanismo de controle na abertura e fechamento dos
estdbmatos ndo seja adequadamente desenvolvido durante o cultivo in vitro,
como j& verificado por Donnelly et al. (1985).

Sobre esse aspecto e apesar de ndo terem sido detectadas diferencas
estatisticas na relacdo DP/DE dos estdbmatos de A. glabra (Tabela 3), verifica-se
que 0 aumento no didmetro equatorial dessas estruturas, nos tratamentos com
TDZ e zeatina, implicou na formagdo de estdmatos com formatos mais
arredondados. Contudo, ha evidéncias de uma maior funcionalidade dos
estdbmatos com formas mais elipsdides, conforme trabalhos de Lee & Wetzstein

(1988) e Sciutti & Morini (1995). Entretanto, a menor sinuosidade nas paredes
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celulares das plantas cultivadas na presenca de zeatina (Figura 2), sugere uma
maior deposicdo de substancias, 0 que poderad reduzir a perda de agua via
transpiracédo cuticular.

O maior desenvolvimento dos parénquimas palicadico e esponjoso nas
plantas multiplicadas na presenca de cinetina e BAP coincidiram com a maior
acumulacdo de matéria seca nas plantas durante as fases de enraizamento e
aclimatizacéo (Tabela 5).

Chernyad’ev  (2000) comenta que tratamentos com citocininas
aumentam a densidade das folhas mediante incremento do nimero de células por
unidade de area foliar. Mesmo havendo uma consideravel taxa de substituicéo de
folhas durante o processo de aclimatizacdo de A. glabra, a utilizacdo de cinetina
e BAP durante a fase de multiplicacéo refletiu-se em consideravel aumento na
area foliar das plantas durante o processo de enraizamento e aclimatizagdo. Por
outro lado, a presenca continua de citocininas no meio de multiplicacdo reduziu
a formacédo de raizes laterais nas brotacdes. O efeito inibitdrio das citocininas
sobre a iniciacdo de raizes laterais também foi verificado em arroz (Oryza
sativa) por Debi et al. (2005).

Pelos resultados obtidos neste trabalho, verifica-se que a utilizacdo de
cinetina e BAP durante a fase de multiplicacdo de brotacfes de A. glabra
estimulou maior desenvolvimento das plantas, dotando-as de maior capacidade
para suportarem a transicdo do ambiente heterotrofico para o autotréfico durante
a aclimatizacdo das plantas, o que proporcionou uma maior taxa de

sobrevivéncia nessa fase.
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7 CONCLUSOES

A utilizacdo de citocininas afeta a diferenciacdo dos parénquimas
palicadico e esponjoso, a densidade estomatica e o desenvolvimento dos feixes
vasculares de A. glabra durante o cultivo in vitro. BAP e cinetina sdo as fontes
de citocininas que mais afetam o desenvolvimento dos tecidos foliares dessa
espécie, induzindo maior altura nas brotagcdes e maior comprimento nas raizes.
A utilizacdo de BAP e cinetina durante o cultivo in vitro de A. glabra induz
maior area foliar, maior acmulo de matéria seca e maior taxa de sobrevivéncia

nas plantas durante a fase de aclimatizacao.
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CAPITULO 111
DESENVOLVIMENTO DO AUTOTROFISMO E ACUMULO DE

MINERAIS NA PRESENCA E AUSENCIA DE CITOCININAS
DURANTE O CULTIVO IN VITRO DE Annona glabra L.
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1 RESUMO

OLIVEIRA, Lenaldo Muniz de. Desenvolvimento do autotrofismo e acumulo
de minerais na presenca e auséncia de citocininas durante o cultivo in
vitro de Annona glabra L. 2006. 104 p. Tese (Doutorado em
Agropomia/FisioIogia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

O papel das citocininas sobre a diferenciacdo do aparato fotossintético
tem sido amplamente divulgado, o que podera ampliar a capacidade das plantas
micropropagadas de suportarem a transicdo do meio heterotréfico para o
autotréfico durante as fases de enraizamento e aclimatizagdo. Brotacdes de
Annona glabra L. multiplicadas em meio Wood Plant Medium (WPM), com
sacarose e diferentes fontes de citocininas foram transferidas para meio de
enraizamento, na presenca e auséncia de sacarose, e aclimatizadas. Apos 45 dias
da inoculacdo, quantificou-se 0 nimero, comprimento, largura e diferenciacéo
dos cloroplastos; o teor de clorofilas, carotendides e aclcares sollveis totais nas
folhas, além da fotossintese potencial e acimulo de minerais nas brotaces.
Avaliou-se ainda a matéria seca, a area foliar e a taxa de sobrevivéncia das
plantas durante as fases de enraizamento e aclimatizacdo. No final da fase de
multiplicacdo, as plantas cultivadas na presenca de cinetina apresentaram maior
teor de clorofilas e carotendides. Cinetina e zeatina induziram a formacdo de
cloroplastos com maiores dimens@es e 0 maior nimero de cloroplastos por area
de secdo transversal da folha. Cinetina e 6-benzilaminopurina (BAP)
promoveram maior diferenciacdo dos cloroplastos e maior taxa fotossintética,
enquanto thidiazuron (TDZ) promoveu desorganizacdo do sistema lamelar,
alterando o formato dos cloroplastos. Todas as fontes de citocininas testadas
promoveram maior acimulo de nitrogénio e boro nas brotagdes e menor
acumulo de célcio. A utilizagdo de cinetina e BAP durante a fase de
multiplicacdo promoveu maior acumulo de matéria seca e maior taxa de
sobrevivéncia das plantas durante a fase de aclimatizacdo, sobretudo quando as
plantas foram enraizadas na auséncia de sacarose.

“ Orientador: Renato Paiva — UFLA
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2 ABSTRACT

OLIVEIRA, Lenaldo Muniz de. Development autotrophism and mineral
accumulation in presence and abscence of cytokinin during in vitro
culture of Annona glabra L.. 2006. 104 p. Thesis (Doctorate in
Agronomy/Plant physiology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG."

The role of cytokinins on differentiation of the photosynthetic apparatus
has been largely studied, which can favor the micropropagated plants capacity to
support the transition from the heterotrophic medium to autotrophic during the
rooting and acclimatization phases. Shoot of Annona glabra L. multiplied in
Wood Plant Medium (WPM) with sucrose and different cytokinin sources were
transferred to rooting medium, in it presence and abscence of sucrose and
acclimatized. After 45 days of inoculation it was quantified the number, length,
width and differentiation of the chloroplasts; the chlorophylls “a” and “b”,
carotenoids and total soluble sugars it was quantified in the leaves, besides the
potential photosynthesis and mineral accumulation in the brotacfes.There were
also evaluated the dry matter, leaf area and shoot survival rate during rooting
and acclimatization phases. At the final period of the multiplication phase, plants
cultivated in presence of Kinetin showed higher levels of chlorophylls and
carotenoids. Kinetin and zeatin induced the chloroplasts formation with larger
dimensions and the higher chloroplasts number for area of traverse section of the
leaf. Kinetin and 6-benzilaminopurine (BAP) promoted higher differentiation of
chloroplasts and higher photosynthetic rate, while the thidiazuron (TDZ)
promoted desorganization of system lamelar, altering the format of the
chloroplasts. All the cytokinin sources tested stimulated higher accumulation of
nitrogen and boron in shoots and lower accumulation of calcium. The use of
kinetin and BAP during the multiplication phase promoted a higher dry matter
accumulation and higher plant survival rate during acclimatization phase,
especially on those rooting in the abscence of sucrose.

* Adviser: Renato Paiva — UFLA
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3 INTRODUCAO

Entre as anondaceas silvestres, a Annona glabra L. tem sido uma das
mais estudadas, ndo sé pelo elevado potencial fitofarmacolédgico de suas folhas,
frutos e sementes (Rupprecht et al., 1990; Padmaja et al., 1995), mas também
por suas caracteristicas agrondmicas, como fornecedora de porta-enxertos para
anondceas cultivadas (Bourke, 1985).

Em razdo do crescente interesse comercial por espécies de anonaceas e
em virtude das dificuldades para a propagacdo de forma convencional, a
micropropagacao surge como alternativa viavel, ja sendo elevado o nimero de
artigos publicados sobre esse tema e havendo um consideravel ndmero de
informacdes acerca dos fatores que afetam a morfogénese in vitro dessas
espécies (Rasai et al., 1995; Lemos & Blake, 1996; Nagori & Purohit, 2004).
Entretanto, a micropropagagdo de anonaceas ainda enfrenta algumas limitagdes,
como a elevada taxa de abscisdo foliar (Lemos, 2000) e a reduzida taxa de
sobrevivéncia das plantas durante a fase de aclimatizacéo (Rasai et al., 1995).

A grande vulnerabilidade das plantas durante a transicdo do ambiente in
vitro para o ex vitro decorre de alteragdes anatdmicas de suas folhas, como
auséncia de cera epicuticular, pequena diferenciacdo do mesofilo e baixa
funcionalidade dos estdmatos (Brainerd & Fuchigami, 1981), de alteracdes
morfolégicas do sistema radicular, com pouca ramificacdo e conexdo vascular
incipiente entre as raizes e as brotacdes (Diaz-Pérez et al., 1995). A reduzida
atividade fotossintética das folhas, atribuida a baixa concentracdo de clorofilas,
pouco desenvolvimento dos cloroplastos e reduzida atividade da enzima
ribulose-1,5-bifosfato (Rubisco), também tem sido apontado como fatores que
dificultam a transicdo da nutri¢do heterotrofica para a autotréfica durante a fase

de aclimatizacdo (Amancio et al., 1999).
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O cultivo fotoautotréfico, caracterizado pela ndo-suplementacéo do meio
de cultura com uma fonte artificial de carbono, tem sido proposto com uma
possivel alternativa para obtencdo de plantas mais aptas a suportar a transicao de
ambientes durante a fase de aclimatizacdo (Kozai et al., 1997). Para sua
ocorréncia, tornam-se necessérias algumas modificacbes nas condicBes de
cultivo em relagdo ao cultivo in vitro convencional, como aumento na
disponibilidade de CO, e nos niveis de radiacdo, aliado a uma redugdo na
umidade relativa (Seko & Nishimura, 1996). De acordo com Zobayed et al.
(2002), o cultivo fotoautotréfico de Annona esquamosa L. e Annona muricata L.
tem contribuido para o aumento na capacidade fotossintética, reducdo da taxa de
abscisdo foliar e aumento da taxa de sobrevivéncia das plantas durante a
aclimatizacao.

Mesmo em condicGes heterotroficas ou mixotréficas, algumas praticas
podem estimular um maior desenvolvimento da capacidade fotossintética das
plantas durante o cultivo in vitro, como a reducéo do teor de sacarose (Seko &
Nishimura, 1996), a utilizacdo de maiores concentracbes de Mg (Dimassi-
Theriou & Bosabalidis, 1997) e a adicdo de citocininas ao meio de cultura
(Chernyad’ev, 2000; Arigita et al., 2005).

As citocininas estimulam o desenvolvimento do sistema vascular,
propiciando maior translocacdo de nutrientes (Aloni, 2001), exercem efeitos
diretos sobre a diferenciacdo dos cloroplastos (Kulaeva et al., 2002), aumentam
a atividade fotoquimica do PS Il (Goltsev et al., 2001) e reduzem a degradacéo
de clorofilas (Downs et al., 1997). Contudo, diferencas de atividade entre as
diversas fontes de citocininas tém sido verificadas sobre a estabilidade das
membranas fotossintéticas (Genkov et al., 1997), eficiéncia fotossintética
(Goltsev et al., 2001) e morfogénese das brotagdes (Nagori & Purohit, 2004).

Na micropropagacdo de anonaceas, as citocininas 6-benzilaminopurina

(BAP) e cinetina tém sido as mais utilizadas, em concentragcdes que variam de
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0,2 a 2,0mg L™, independentemente do tipo de explante e do meio de cultura
utilizado, a exemplo dos trabalhos realizados com atemdia (Nair et al., 1984),
Annona cherimola Mill. (Encina et al., 1994), A. muricata (Lemos & Blake,
1996) e A. squamosa (Nagori & Purohit, 2004). Entretanto, ainda é bastante
escasso 0 que se sabe sobre o papel dessas e de outras fontes de citocininas sobre
o desenvolvimento da atividade fotossintética em anonéceas.

Assim, objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito das fontes de
citocininas rotineiramente utilizadas no cultivo in vitro sobre o acimulo de
minerais nas brotaces, a formacéo e diferenciacéo dos cloroplastos, a sintese de
pigmentos fotossintetizantes e a fotossintese potencial das plantas de A. glabra e
seus impactos sobre o desenvolvimento do autotrofismo durante as fases de

enraizamento e aclimatizacao.

4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Propagagdo de Plantas,
Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), no periodo de julho a dezembro de 2005. As analises
bioguimicas foram realizadas no Laboratério de Bioquimica de Alimentos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA e as analises ultra-estruturais,
no Laboratério de Microscopia Eletrbnica e Anaélise Ultra-estrutural do

Departamento de Fitopatologia da UFLA.

4.1 Material vegetal e condicdes experimentais
Segmentos nodais de hastes caulinares ndo lenhosos, com 1,5cm de
comprimento e uma gema, foram extraidos de plantas matrizes juvenis de A.

glabra, com aproximadamente 2 anos, e mantidas em sala de crescimento sob
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fotoperiodo de 16 horas e temperatura ambiente. Os explantes foram lavados em
agua corrente por 6 horas, imersos em alcool etilico 70% por 1 minuto e solucéo
de hipoclorito de s6dio com 1% de cloro ativo por 15 minutos e lavados
novamente, por trés vezes, em &gua destilada e autoclavada. Finalmente, os
explantes foram isolados e mantidos em solugo de &cido ascorbico a 200mg L™
por 10 minutos, sendo, entdo, inoculados em tubos de ensaio (25 x 150mm)
contendo 15mL do meio Wood Plant Medium (WPM), definido por Lloyd &
McCown (1980), suplementado com 30g L™ de sacarose, 1g L™ de carvdo
ativado, 500mg L™ de benlate e 0,65% de &gar, tendo seu pH ajustado para 5,7
antes da autoclavagem. Os tratamentos consistiram da adicdo de 6-
benzilaminopurina (BAP), thidiazuron (TDZ), cinetina e zeatina, todos na
concentracdo de 1mg L™, além do controle, sem adicdo de citocinina. Apenas
zeatina foi adicionada ap6s autoclavagem do meio, apds filtragem em filtro
milipore com malha de 22um. Apds inoculacgdo, os tubos foram fechados com
tampas e filmes plasticos. Os explantes foram incubados no escuro durante 7
dias e transferidos para ambiente com fotoperiodo de 16 horas, irradiancia de
fotons de 50pmol m? s™ e temperatura de 27 + 2°C.

Apdbs 55 dias de cultivo, as plantas foram transferidas para meio de
enraizamento, constituido dos sais do meio WPM, suplementado 1g L? de
carvéo ativado, 2mg L™ de AIB (4cido indolbutirico) e pH do meio ajustado para
5,0, na presenca de 30g L™ de sacarose (meio heterotréfico) e na auséncia de
sacarose (meio autotrofico). Decorridos 40 dias do inicio da fase de
enraizamento as plantas foram aclimatizadas em tubetes de polietileno com
capacidade para 288cm?®, preenchidos com substrato comercial plantmax,
envolvendo-se as brotacfes com sacos plasticos transparentes. Os tubetes foram
parcialmente mergulhados em solugéo contendo 50% dos sais do meio WPM. A
cobertura plastica foi perfurada gradativamente, durante 21 dias, quando foi

totalmente removida, mantendo-se as plantas por mais 40 dias em sala de
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crescimento, com 16 horas de luz, irradiancia de fétons de 55umol m?ste
temperatura de 27 + 2°C.

Aos 45 dias da fase de multiplicacdo quantificou-se o teor de clorofilas,
carotendides, acucares solUveis totais (AST) nas folhas e o teor de minerais nas
brotacGes. Neste periodo quantificou-se também a fotossintese potencial e
caracteristicas ultra-estruturais dos cloroplastos. No final das fases de
enraizamento e aclimatizagdo avaliou-se o aclimulo de matéria seca, a area
foliar e a taxa de sobrevivéncia das plantas.

Para analises bioquimicas, da fotossintese potencial e de caracteristicas
ultra-estruturais dos cloroplastos adotou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, avaliando-se quatro repeti¢cbes por tratamento, com
trés plantas por unidade experimental. Para analise mineral foram avaliadas trés
repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida por 59 de matéria
fresca. Para avaliacdo da matéria seca, area foliar e taxa de sobrevivéncia
adotou-se o delineamento em blocos casualizados, sendo cada tipo de meio de
enraizamento (autotrofico e heterotréfico) considerado um bloco. Foram
avaliadas 5 repeti¢des, com 3 plantas por parcela para matéria seca e area foliar
e 4 repeticdes, com 4 plantas por parcela para taxa de sobrevivéncia das plantas.
Para analise estatistica, foi utilizado o programa SISVAR 4.3 (Ferreira, 1999).

As médias foram comparadas pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

4.2 Analises bioquimicas

A quantificacdo de clorofila “a”, “b” e total (a + b) foi realizada
conforme método proposto por Arnon (1949). Para o doseamento dos
carotendides totais procedeu-se & extragdo em hexano e leitura
espectrofotométrica a 450nm, segundo método AOAC (1990) e, para analise do

teor de acUcares solUveis totais, adotou-se 0 método de antrona (Dische, 1962),
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utilizando-se como padrdo glicose anidro. Para conversdo dos valores obtidos
para matéria seca, determinou-se o teor de agua nos tecidos.

Para analise mineral as brotacdes foram lavadas em agua destilada,
submetidas & secagem em estufa de aeracdo forcada, com temperatura mantida
entre 60°C e 70°C, pesadas, moidas e digeridas para a obtencdo dos extratos. Os
teores de P foram determinados pelo método da colorimetria do molibidato; os
de K, por fotometria de chama; os de Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn, por
espectrofotometria de absor¢do atbmica; os de S, por turbidimetria do BaCl,; os
de N, pelo método semimicro Kjeldahl e os de B, por colorimetria de

curcumina/acido bérico (Malavolta et al., 1997).

4.3 Fotossintese potencial

A fotossintese potencial das brotagdes foi detreminada sob saturacdo de
CO, e densidade de fluxo de fdtons fotossinteticamente ativos (DFFFA) de
600pmol m? s, utilizando-se um monitor de oxigénio com eletrodo tipo Clark.
Como fonte de radiacéo, foi utilizada uma lampada de halogénio, ajustando-se a
DFFFA desejada em funcdo da distancia entre a fonte de luz e o sensor do
monitor de O, com um quantémetro acoplado a um pordmetro (modelo 1600M,
LI-COR). Foram utilizadas todas as folhas de uma planta, medindo-se a area
foliar correspondente a partir de imagens obtidas por um scanner HP4C deskijet,
acoplado a um PC K61l 400MHz, com o software QUANT (Fernandes Filho et
al., 2001). Apds colocacdo das folhas, procedeu-se ao fechamento da camara,
iniciando-se a incidéncia de luz e medindo-se os valores de mV correspondentes
a evolucdo de O, a cada minuto, até sua estabilizagdo (+ 7 minutos). No calculo
da fotossintese potencial, adotaram-se a média dos valores obtidos entre 3 e 5

minutos.
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4.4 Ultra-estrutura dos cloroplastos

Para analise ultra-estrutural coletou-se folhas completamente expandidas
(32 folha a partir do apice). As amostras foram imersas em solucdo fixativa
(Karnovisky modificado), pH 7,2, por um periodo de 24 horas, lavadas em
tampdo cacodilato por 3 vezes, pos-fixada em tetroxido de 6smio 1% por 1 hora,
lavadas por 2 vezes de 15 minutos em &gua destilada e transferidas para solugao
a 0,5% de acetato de uranila. Em seguida, as amostras foram desidratadas em
gradiente de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%), por 3 vezes de 10 minutos e
imersas em gradiente crescente de Spurr/acetona, 30% (8 horas), 70% (12 horas)
e 100% (2 vezes de 24 horas), sendo os espécimes montados em moldes e
colocados para polimerizar em estufa a 70°C por 48 horas.

Os blocos obtidos foram levados a um aparelho de “Trimming” para
retirada dos excessos e, em seguida, obtiveram-se se¢fes semifinas (0,85um) e
ultrafinas (< 100nm) com ultramicrétomo Reichrt Jung (Ultracut) com navalha
de diamante. Os cortes semifinos foram corados com azul de toluidina e
montados permanentemente em meio Permalt. Os cortes ultrafinos foram
coletados em grades de ouro, secas em raques de aluminio e pés-contrastadas em
acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo e examinadas em microscopio
eletrbnico de transmisséo Zeiss EM 109 a 80 Kv.

Para mensuracdo do nimero, comprimeto e largura dos cloroplastos os
cortes semifinos foram analisados com um microscopio 6ptico Olympus BX 41
acoplado a um sistema de andlise de imagem (Win CELL versdo Pro-plus). As
imagens foram coletadas em camara digital e transferidas para o

microcomputador, realizando-se as medi¢des com um software especifico.
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5 RESULTADOS

Pela anélise de variancia dos dados, verificou-se efeito significativo das
fontes de citocininas testadas sobre o teor de clorofilas “a”, “b” e total (Anexo
1B), de carotendides, AST e fotossintese potencial (Anexo 2B), sobre o
comprimento, largura e nimero de cloroplastos por unidade de area de secdo
transversal de folhas (Anexo 3B), sobre a matéria seca e area foliar das plantas
no final da fase de enraizamento e de aclimatizacdo (Anexo 4B), sobre a taxa de
sobrevivéncia das plantas no final da fase de aclimatizacdo (Anexo 5B) e sobre o
acumulo de minerais nas brotacGes de A. glabra (Anexo 6B).

Na tabela 1 vé-se que a cinetina e a zeatina promoveram maior
desenvolvimento dos cloroplastos, tanto em comprimento quanto em largura,
seguidos do controle e do tratamento com BAP. As plantas submetidas ao TDZ
apresentaram 0s menores cloroplastos. Cinetina, BAP e zeatina estimularam

maior nimero de cloroplastos para cada 1000 corte transversal de folha.

TABELA 1 Comprimento, largura e ndmero de cloroplastos por 1000u® em
folhas de A. glabra L. cultivadas in vitro em meio WPM com
diferentes fontes de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de Cloroplastos
citocinina
Comprimento Largura Numero por

(um) (um) 1000p*
Controle 576 b 205 b 6,65 b
BAP 574 b 2,03 b 8,58 a
Cinetina 6,21 a 245 a 8,63 a
TDZ 516 ¢ 1,73 ¢ 6,36 b
Zeatina 6,25 a 2,25 a 8,12 a

*As médias seguidas pelas mesmas letras em cada coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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A andlise ultra-estrutural demonstrou que BAP e cinetina induziram a
formacéo de cloroplastos com maior desenvolvimento do sistema granal e maior
acumulo de grdos de amido, enquanto TDZ estimulou a formacdo de
cloroplastos com formatos anormais e muitas estruturas globulares e bastante
eletro-densas, denominados de plastoglobulinas (Figura 1).

FIGURA 1 Eletromicrografia de transmissdo dos cloroplastos de folhas de
Annona glabra L. cultivada meio WPM suplementado com
diferentes fontes de citocininas. A — Zeatina; B — TDZ; C — BAP
(seta indica grao de amido); D — Cinetina (seta indica granum); E
— TDZ (seta indica presenca de plastoglobulinas); F — Sem adi¢éo
de citocinina. Barra = 1pm. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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Na tabela 2 vé-se que a presenca de citocininas no meio de cultura
promoveu aumento na concentracdo de clorofilas nas folhas de A. glabra.
Cinetina e zeatina, seguidas de BAP e TDZ induziram maiores teores de
clorofila “a”. Cinetina, seguida de zeatina, estimulou maior sintese de clorofila
“b”. Cinetina foi a Unica fonte de citocinina, entre as testadas, que promoveu

reducgdo na relacéo clorofila a/b.

TABELA 2 Teor de clorofila “a”, clorofila “b” e raz&o clorofila “a”/clorofila
“b” em plantas de Annona glabra L. cultivadas in vitro em meio
WPM suplementado com diferentes fontes de citocininas. UFLA.
Lavras, MG, 2006.

Fonte de Clorofila Clorofila Razao
citocinina “a” “h” a/b
(Mg g~ MS)

Controle 131,12 ¢ 51,35 ¢ 2,55a
BAP 134,36 b 52,95 ¢ 2,53 a
Cinetina 141,31 a 61,16 a 231 b
TDZ 128,44 d 51,88 ¢ 2,47 a
Zeatina 142,14 a 56,30 b 2,55 a

*As médias seguidas pelas mesmas letras em cada coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Cinetina, seguida de BAP induziu o maior acumulo de carotendides,
sendo estatisticamente superiores em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 3).
Todas as fontes de citocininas possibilitaram maior acimulo de AST nas folhas
de A. glabra. Cinetina, juntamente com o BAP, induziu a maior taxa de
fotossintese potencial nas folhas de A. glabra, sendo, em média, 178,73%,
83,01% e 28,53% superiores em relacdo as taxas fotossintéticas potenciais
obtidas em plantas cultivadas na presenca de TDZ, no controle e com zeatina,
respectivamente. TDZ promoveu uma taxa fotossintética potencial menor que a

obtida no controle.

55



TABELA 3 Teor de carotenoides, fotossintese potencial e teor de aclcares
soluveis totais (AST) em plantas de Annona glabra L. cultivadas
in vitro em meio WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de Carotenoides Fotossintese AST
citocinina potencial
(ug g™ MS) (umol O, m*s™)  (mg g™ MS)

Controle 6,74 d 7,950 c 0,74c
BAP 8,24 b 14,59 a 0,88b
Cinetina 8,84 a 1452 a 1,03a
TDZ 7,05 ¢ 5,220 d 0,98a
Zeatina 6,97 ¢ 1132 b 0,88b

*As médias seguidas pelas mesmas letras em cada coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Entre os elementos minerais analisados, apenas N, K, Ca, Mg, B, Fe e
Zn tiveram suas concentracdes afetadas pela presenca de citocininas no meio de
cultura (Tabela 4).

Os maiores teores de nitrogénio foram obtidos em plantas submetidas
aos tratamentos com BAP e zeatina, seguidos por TDZ e cinetina, ao passo que
nas plantas que ndo foram multiplicadas na presenca de citocinina, obteve-se a
menor concentracdo desse elemento. Apenas zeatina estimulou maior acimulo
de potassio e magnésio. Todas as fontes de citocinina reduziram indistintamente
o0 teor de célcio e aumentaram o de boro. O BAP e a zeatina induziram os
maiores teores de ferro, enquanto que BAP, cinetina e zeatina induziram 0s

maiores teores de zinco nas brotacdes.
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TABELA 4 Teor de macroelementos (N, P, K, Ca, Mg e S) e microelementos
(B, Cu, Fe, Mn e Zn) em plantas de Annona glabra L. cultivadas
in vitro em meio WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de Macroelementos
citocinina (g kg™

N P K Ca Mg S
Controle 25,26 ¢ 7,37 a 19,39 b 6,61 a 211 b 791 a
BAP 50,80 a 6,08 a 19,09 b 4,86 b 218 b 8,77 a
Cinetina 44,66 b 6,70 a 20,13 b 467 b 2,04 b 7,95 a
TDZ 4713 b 6,56 a 20,30 b 537 b 2,05 b 8,61 a
Zeatina 50,37 a 6,74 a 22,27 a 5,00 b 3,16 a 8,05 a
Fonte de Microelementos
citocinina (mg Kg™h)

B Cu Fe Mn Zn
Controle 76,00 b 11,66 a 165,66 b 273,00 a 110,33 b
BAP 91,00 a 10,66 a 191,33 a 249,66 a 131,33 a
Cinetina 100,0 a 10,33 a 162,00 b 255,00 a 126,00 a
TDZ 95,66 a 12,33 a 165,00 b 22533 a 11233 b
Zeatina 96,66 a 9,33 a 197,00 a 245,33 a 129,00 a

*As médias seguidas pelas mesmas letras em cada coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O acumulo de matéria seca durante a fase de enraizamento foi maior nas

plantas cultivadas na presenca de cinetina e BAP, tanto em condicGes

heterotrdficas quanto autotréficas (Figura 2).
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Fonte de citocinina Fonte de citocinina

FIGURA 2 Matéria seca e area foliar no final da fase de enraizamento das

plantas de Annona glabra L. multiplicadas na presenca de
diferentes fontes de citocininas e enraizadas em meio WPM
heterotrofico (A e C) e autotrofico (B e D). As médias seguidas
pelas mesmas letras em cada grafico ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. UFLA, Lavras, MG, 2006.

As plantas multiplicadas na presenca de cinetina, BAP e zeatina

apresentaram também maior area foliar durante a fase de enraizamento quando

mantidas em meio heterotréfico, ndo havendo distingdo estatistica entre seus

efeitos, enquanto que, sob condi¢des autotrdficas, cinetina e BAP, seguida de

zeatina promoveram maior desenvolvimento da area foliar (Figura 2).

Durante a fase de aclimatizacdo, verificou-se também nas plantas que

foram multiplicadas na presenca de cinetina e BAP os maiores acimulos de

matéria seca. Cinetina, seguida de BAP, promoveu o maior desenvolvimento da

area foliar nesta fase, sobretudo quando enraizadas em condigdes heterotrdficas.

Nas plantas enraizadas em meio autotréfico TDZ e zeatina induziram a menor

58



area foliar no final da fase de aclimatizacdo em relacdo ao tratamento controle
(Figura 3).
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FIGURA 3 Matéria seca e area foliar no final da fase de aclimatizacdo das
plantas de Annona glabra L. multiplicadas na presenca de
diferentes fontes de citocininas e enraizadas em meio WPM
heterotrofico (A e C) e autotréfico (B e D). As médias seguidas
pelas mesmas letras em cada gréfico ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. UFLA, Lavras, MG, 2006.

A taxa de sobrevivéncia durante a fase de aclimatizacdo (Anexo 5B),
apos enraizamento em condi¢cdes heterotréficas e autotroficas, foi maior nas
plantas que foram multiplicadas na presenca de cinetina e BAP (Tabela 5).

Entre as plantas que enraizaram sob condi¢cBes heterotroficas, a
utilizacdo de TDZ e zeatina durante a fase de multiplicacdo proporcionou taxa
de sobrevivéncia inferior em relacdo as plantas que foram multiplicadas em

meio sem adicdo de citocinina.
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TABELA 5 Taxa de sobrevivéncia das plantas de Annona glabra L. durante a
fase de aclimatizacdo, ap6s cultivo in vitro em meio WPM,
suplementado com diferentes fontes de citocininas e sob
condicGes heterotréficas e autotroficas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de Taxa de sobrevivéncia (%)
citocinina
Condicdes Condicdes

heterotréficas autotroficas
Controle 755 b 64,7b
BAP 85,7 a 79,0 a
Cinetina 84,0 a 78,5 a
TDZ 62,2 55,5 b
Zeatina 53,2 ¢ 585 b

*As médias seguidas pelas mesmas letras em cada coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

6 DISCUSSAO

Ha evidéncias abundantes que as citocininas ativam a sintese de
proteinas e de pigmentos fotossintetizantes nos cloroplastos, estimulando
também a diferenciacdo de suas membranas (Goltsev et al., 2001; Kulaeva et al.,
2002; Kubo & Kakimoto, 2000). Neste trabalho, verificou-se que a presenca de
citocininas afetou o nimero, a largura, o0 comprimento e a diferenciacdo dos
cloroplastos (Tabela 1 e Figura 1), o acumulo de clorofilas e a razdo clorofila
“a” e clorofila “b”(Tabela 2), o acumulo de carotendides, de AST e a
fotossintese potencial (Tabela 3) e o acimulo de minerais (Tabela 4) nas

brotagdes. A utilizacdo de citocininas afetou também o acimulo de matéia seca e
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0 desenvolvimento da area foliar das plantas de A. glabra durante o
enraizamento e aclimatizacao (Figuras 2 e 3).

A maior efetividade de cinetina, BAP e zeatina sobre as variaveis
analisadas confirmam a maior eficicia dessas fontes de citocinina, sobretudo do
BAP, no cultivo in vitro de anonaceas (Nair et al., 1984; Rasai et al., 1995).
Zeatina, apesar de sua elevada atividade sobre as variaveis bioguimicas, néo
estimulou maior crescimento das plantas durante as fases de enraizamento e de
aclimatizacdo, havendo, inclusive, inibicdo sobre o desenvolvimento das folhas
durante essas fases (Figura 3). Encina et al. (1994) ja haviam demonstrado que a
utilizacdo de zeatina promove a formacao de brotos atrofiados em A. cherimola,
embora, apenas, apos varias geracdes de cultivo na presenca desse regulador.

A maior concentracdo de clorofila “b”, de carotendides e a menor razdo
entre as clorofilas “a” e “b” nas plantas cultivadas na presenca de cinetina
sugerem uma adaptacdo das plantas ao ambiente in vitro, caracterizado pela
baixa irradiancia, possibilitando uma maior absor¢do de comprimentos de onda
diferentes dos absorvidos pela clorofila “a”, o que, certamente, esta associado a
maior fotossintese potencial verificada nesse tratamento. O maior acimulo de
carotendides nas plantas pode ter sido de grande importancia na manutencédo dos
fotossistemas, através da organizacdo do sistema lamelar, tendo em vista o papel
fotoprotetor desse pigmento, conforme resultados obtidos por Chernyad’ev
(2000).

O TDZ inibiu praticamente todas as variaveis testadas, principalmente o
acumulo de clorofilas (Tabela 2) e a fotossintese potencial das plantas (Tabela
3). Além disso, os cloroplastos das plantas cultivadas na presenca desse
regulador apresentaram formatos irregulares e presenca de grandes corpos de
lipideos, denominados plastoglobulinas (Figura 1). Plastoglobulinas séo
estruturas bastante eletro-densas apés fixacdo com glutaraldeido e tetrdxido de

6smio, contendo principalmente lipideos e inclusGes de plastoquinona
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(Mostowska et al., 1996). Segundo esses mesmos autores, a presenca abundante
dessas estruturas nos cloroplastos estd associada com o decréscimo das
membranas dos tilacoides e reducdo da performance fotossintética das plantas e
tem sido utilizado como parametro para deteccdo de efeitos toxicos de alguns
herbicidas. Para Olmos & Hellin (1998) a presenca dessas estruturas em
Dianthus caryophyllus cultivado in vitro é uma caracteristica marcante de
plantas hiperhidricas. Dessa forma, o grande acimulo dessas estruturas em
cloroplastos de A. glabra pode ser uma indicacdo citolégica do inicio do
processo de hiperhidricidade nas plantas cultivadas na presenca do TDZ.

Efeitos nocivos de reguladores a base de fenil-uréias, como o TDZ,
também tém sido demonstrados por outros autores, afetando a biogénese de
cloroplastos e a atividade funcional do PS Il (Goltsev et al., 2001), assim como a
capacidade de regeneracdo de plantas (Nagori & Purohit, 2004). Por outro lado,
0 TDZ tem-se mostrado um potente inibidor da senescéncia foliar, retardando a
degradacéo de clorofilas (Ferrante et al., 2002). Neste trabalho, verificou-se que
a utilizacdo de TDZ durante a fase de multiplicagdo refletiu-se nas demais fases
da micropropagagdo de A. glabra, promovendo uma reducdo na taxa de
sobrevivéncia das plantas durante a fase de aclimatizacdo, tanto nas plantas
enraizadas em meio heterotréfico quanto autotréfico, quando comparadas com
as respostas obtidas no tratamento controle (Tabela 5).

A elevada relacdo entre taxa fotossintética nas plantas multiplicadas na
presenca de BAP e cinetina e 0 acimulo relativo de matéria seca durante a fase
de enraizamento, tanto em condicGes heterotréficas quanto autotréficas,
demonstra o papel diferenciado dessas fontes de citocinina sobre a atividade
assimilatoria das plantas micropropagadas. Esses efeitos induziram maior
acimulo de matéria seca durante a fase de aclimatizacdo, sendo relativamente
maior nas plantas que foram enraizadas em meio autotréfico, com incremento de

matéria seca de 135,5% em relacdo as plantas que foram multiplicadas em meio
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sem adicdo de citocinina, contra apenas 70% nas plantas enraizadas em meio
heterotrofico. Contudo, verificou-se menor acimulo de matéria seca e menor
desenvolvimento de area foliar nas plantas enraizadas em meio autotréfico, o
que, certamente, resulta do baixo nivel de irradiancia utilizado na sala de
crescimento e da reduzida troca gasosa entre 0s tubos e 0 meio, como proposto
por Seko & Nishimura (1996).

A utilizacdo de cinetina e BAP aumentou a taxa de sobrevivéncia em
12,3% nas plantas enraizadas sob condi¢cdes heterotroficas e em 21,7% nas
plantas enraizadas sob condicdes autotroficas, o que demonstra maior
efetividade desses reguladores de crescimento sobre as plantas cultivadas na
auséncia de sacarose. Resposta semelhante foi obtida por Arigita et al. (2005),
quando demonstraram que a organogénese, 0 crescimento e a aclimatizacdo de
kiwi (Actinidia deliciosa) sdo favorecidos pela adicdo de benziladenina ao meio
de cultura, com posterior transferéncia das plantas para meio sem sacarose e
tubos com ventilag&o.

A presenca de citocinina afetou o acimulo de alguns minerais,
sobretudo nitrogénio, calcio e boro. O nitrogénio é essencial para o crescimento
e desenvolvimento normal das plantas e desempenha um papel importante como
regulador de muitas funcBes fisiologicas (Konno et al.,, 1999). A maior
concentracdo de nitrogénio nas brotacdes cultivadas na presenca de citocininas
pode ter sido um dos principais fatores que contribuiram para o maior
desenvolvimento das plantas cultivadas na presenca desse regulador, indicando,
ainda, uma possivel interacdo entre as citocininas e as enzimas envolvidas com a
assimilacdo desse elemento, conforme sugerido por Samuelson et al. (1995).

Todas as fontes de citocinina reduziram o teor de calcio nas brotacdes de
A. glabra. O célcio participa da formacdo de complexas redes de moléculas de
pectina, que estdo envolvidas com a resisténcia das paredes celulares (Konno et

al., 1999). Para esses mesmos pesquisadores, a estrutura e 0 metabolismo das
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moléculas pécticas em culturas de células sdo alterados pela privacdo desse
elemento. Murch et al. (1997) ja& haviam revelado que o tratamento com TDZ
pode resultar em mudancas significativas no acimulo de minerais em tecidos,
incluindo manganés, ferro, cobre, célcio, magnésio e potassio e em aumento dos
niveis de compostos bioldgicos envolvidos na resposta de estresse da planta.
Barberaki & Kintzios (2002) também demonstraram que a acumulagdo de
macronutrientes em tecidos cultivados in vitro € seriamente afetada pela
presenca de reguladores de crescimento. Para esses autores, a cinetina afeta o

acumulo de potassio, fosforo, calcio e magnésio em calos de Viscum album L.

7 CONCLUSOES

O contetdo de clorofilas, de carotendides, a fotossintese potencial e o
tamanho e diferenciacdo dos cloroplastos sdo maiores em plantas multiplicadas
na presenca de cinetina e BAP. TDZ provoca desorganizacdo o aparato
fotossintético das plantas. A presenca de citocininas aumenta a absorcdo e
assimilagdo de nitrogénio e de boro e reduz a de célcio. Cinetina e BAP
favorecem o desenvolvimento do autotrofismo em plantas de A. glabra durante o
cultivo in vitro, aumentando a taxa de sobrevivéncia das plantas na fase de

aclimatizacao.
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CAPITULO IV
EFEITO DA PRESENCA E AUSENCIA DE CITOCININAS NA

SENESCENCIA E ABSCISAO FOLIAR DURANTE O CULTIVO IN
VITRO DE Annona glabra L.
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1 RESUMO

OLIVEIRA, Lenaldo Muniz de. Efeito da presenca e auséncia de citocininas
na senescéncia e abscisdo foliar durante o cultivo in vitro de Annona
glabra L. 2006. 104 p. Tese (Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal)
— Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

A micropropagacéo de anonéceas tem sido limitada pela absciséo foliar
nas brotacGes, o que dificulta a manutencdo e desenvolvimento das plantas no
ambiente in vitro. Esse fendmeno tem sido atribuido principalmente ao acimulo
de etileno nos tubos fechados; entretanto, tem sido demonstrado em pesquisas
que é a relagdo etileno/citocinina nas folhas que regula o inicio do processo.
Com o presente trabalho, objetivaram-se avaliar o efeito da auséncia e presenca
de quatro fontes de citocinina sobre o retardo da senescéncia e abscisdo foliar
em brotagBes de Annona glabra L. e suas implica¢fes sobre o desenvolvimento
das plantas. Segmentos nodais foram cultivados em tubo de ensaio contendo
meio WPM, suplementado com 30g L™ de sacarose, 500mg L™ de benomyl e 1g
L de carvéo ativado. A esse meio adicionaram-se 6-benzilaminopurina (BAP),
thidiazuron (TDZ), cinetina e zeatina, todos na concentragio de 1mg L™
Decorridos 45 dias apds a inoculagdo, plantas foram submetidas a senescéncia
em ambiente escuro por um periodo de 9 dias, coletando-se folhas a cada trés
dias para quantificacdo de clorofila “a”, clorofila “b”, carotendides, proteinas e
aclcares sollveis totais. No final das fases de multiplicagdo e enraizamento,
quantificou-se a matéria seca, a area foliar e o nimero de folhas que sofreram
abscisdo nas plantas que ndo foram submetidas a senescéncia. Cinetina e
zeatina, seguidas de BAP e TDZ, retardaram a degradacéo de clorofilas “a”, “b”
e de carotendides durante todo o periodo de senescéncia induzida, ao passo que,
no tratamento sem adicao de citocinina, verificou-se maior acimulo de acUcares
sollveis totais. BAP e cinetina possibilitaram maior retencdo da area foliar
durante a fase de multiplicacéo, refletindo-se em maior acimulo de matéria seca
e maior desenvolvimento da area foliar no final da fase de enraizamento,
demonstrando a importancia da utilizacdo de citocininas no controle da abscisdo
foliar e desenvolvimento das plantas durante o cultivo in vitro.

“ Orientador: Renato Paiva — UFLA
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2 ABSTRACT

OLIVEIRA, Lenaldo Muniz de. Effect the presence and abscence of cytokinin
in leaf senescence and abscission during in vitro culture of Annona
glabra L. 2006. 104 p. Thesis (Doctorate in Agronomy/Plant physiology) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

The micropropagation of Annonaceae has been limited leaf abscission in
shoots, which difficults the maintenance and development of plants in vitro
environment. This phenomenon has been attributed mainly to ethylene
accumulation in closed tubes, although, studies have shown that the relation
ethylene/cytokinin in leaves regulates the onset of the process. The present work
evaluates the effect the presence and abscence of four cytokinin sources on leaf
senescence and abscission delay in shoots of Annona glabra L. and its
implications on the development of this plants. Node segments were cultivated
in test tubes containing of WPM medium, supplemented with 30g L™ of sucrose,
500mg L™ of benomyl and 1g L™ of activated charcoal. It was added to this
medium 6-benzilaminopurine (BAP), thidiazuron (TDZ), kinetin and zeatin, all
of them in the concentration of 1mg L. After 45 days of inoculation, plants
were submitted to senescence in dark environment during 9 days, collecting the
leaves each three days for chlorophylls “a” and “b”, carotenoids, proteins and
total soluble sugars quantification. In the final steps of multiplication and
rooting, it was obtained a dry matter accumulation, a leaf area index and the
number of abscised leaves in plants without senescence treatments. Kinetin and
zeatin, followed by thidiazuron (TDZ) and 6-benzilaminopurine (BAP), kept a
higher level of chlorophyll “a” and “b” and carotenoids during all period of
senescence induced by darkness, while in the treatment without cytokinin a
higher total soluble sugar accumulation was verified. BAP and kinetin caused
higher leaf area retention during the multiplication phase, reflecting a higher dry
matter accumulation and higher leaf area development at the end of the rooting
phase, showing the importance of the use of cytokinins to control leaf abscission
and plant development during in vitro culture.

* Adviser: Renato Paiva — UFLA
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3 INTRODUGCAO

Annona glabra L. é uma espécie frutifera tropical, pertencente a familia
Annonaceae, que ocorre naturalmente na América do Sul (Le et al., 1998). Essa
espécie tem sido estudada como promissora fonte de porta-enxerto para
anonaceas cultivadas, tanto pelo seu sistema radicular resistente a condi¢des de
excesso de umidade no solo como pelo seu poder ananizante sobre a copa
enxertada (Bourke, 1985), além de seu grande potencial fitofarmacoldgico,
apresentando componentes com propriedades antibactericida, antifingica,
inseticida e citotdxica (Padmaja et al., 1995).

A micropropagagdo tem se mostrado como uma ferramenta
tecnicamente viavel e uma promissora alternativa para propagacdo de A. glabra
e outras espécies do género Annona (Rasai et al., 1995), j& havendo um
consideravel numero de informagBes acerca dos fatores que afetam sua
morfogénese in vitro. Para indugdo e multiplicacdo in vitro de brotacfes de
anondceas, basicamente tem-se utilizado uma fonte de citocinina acrescida ao
meio de cultivo. O 6-benzilaminopurina (BAP), isoladamente ou combinado
com outros reguladores de crescimento, tem sido empregado em concentragdes
entre 0,2 a 2,0mg L™ na maioria dos sistemas de micropropagacéo de anonéceas,
independentemente do tipo de explante e do meio de cultura utilizado, a
exemplo dos trabalhos realizados com atemdia (Nair et al., 1984), Annona
cherimola Mill. (Encina et al., 1994), Annona muricata L. (Lemos & Blake,
1996a) e Annona squamosa L. (Nagori & Purohit, 2004).

Entretanto, a multiplicacdo in vitro e de forma massiva desse grupo de
plantas ainda tem se confrontado com algumas limita¢fes, como a contaminagao
enddgena dos explantes (Santana et al., 2003), a alta concentracdo de compostos
fendlicos em seus tecidos (Martinez-Cayuela et al., 1988; Jordan et al., 1991) e,

principalmente, a abscisdo foliar (Lemos, 2000), ocasionada pelo acimulo de
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etileno nos tecidos confinados no ambiente in vitro, prejudicando o vigor e o
crescimento das brotagdes. Para Lemos (2000), ultrapassar essa dificuldade
representa o grande desafio na obtencdo de um protocolo consistente para a
micropropagacao de anonéceas.

Lemos & Blake (1996b) estudaram a acdo do etileno sobre a abscisdo
foliar precoce em explantes de A. squamosa cultivados in vitro mediante uso de
compostos absorventes do etileno (carvéo ativado e permanganato de potassio),
compostos inibidores da sintese do etileno (cloreto de cobalto, L-a-
aminoetoxivinil glicina — AVG e acido aminooxiacético) e compostos inibidores
da acdo do etileno (nitrato e tiosulfato de prata). Embora os resultados obtidos
tenham mostrado reducdo significativa da abscisdo foliar, principalmente
quando foram usados inibidores da acéo do etileno, os efeitos produzidos nédo
foram duraveis.

Zobayed et al. (2002) estudaram o efeito da aeragcdo dos frascos de
cultura na inducdo de brotacbes em segmentos nodais de A. squamosa e A.
muricata sob trés tipos de ventilacdo e verificaram que, em ambas as espécies, 0
nimero de folhas, a area foliar e 0 nimero de nds por brotagdo aumentaram
quando foi utilizada ventilagdo forgcada, enquanto que a abscisdo foliar foi
inibida; entretanto, esse método requer um custo adicional por conta da
aparelhagem necessaria para gerar uma ventilagcdo pressurizada nos recipientes
de cultura.

Contudo, tem-se inferido que a senescéncia é um processo regulado pelo
balango entre etileno e citocinina nos tecidos. A concentragdo de citocinina
diminui abruptamente em 6rgdos maduros, induzindo o inicio da senescéncia
(Tian et al., 1994), ao passo que o tratamento de folhas isoladas de muitas
espécies com citocininas promove o retardo da senescéncia, como observado em
Alstroemeria (Ferrante et al., 2002) e Brassica oleracea L. (Downs et al., 1997).

Entretanto, a competéncia para retardar a senescéncia foliar varia amplamente
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entre os diversos tipos de citocininas (Genkov et al., 1997). Entre as citocininas
sintéticas, o thidiazuron (TDZ) tem-se mostrado como a mais efetiva no controle
da senescéncia (Ferrante et al., 2002). Ja entre as citocininas naturais, a zeatina
ribosideo e a diidrozeatina ribosideo tém sido mais ativas nesse controle
(Nooden et al., 1990).

Objetivou-se neste trabalho avaliar a senescéncia foliar em A. glabra
mantidas in vitro, comparando o efeito da auséncia e presenga de diferentes
fontes de citocininas no retardo da degradacdo de clorofilas, proteinas,
carotendides e AST, bem como o acumulo de matéria seca, a area foliar e o

numero de folhas caidas durante o cultivo in vitro dessa espécie.

4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laborat6rio de Propaga¢do de Plantas do
Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), no periodo de janeiro a junho de 2005. As analises
bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Bioquimica de Alimentos do

Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA.

4.1 Material vegetal e condicdes experimentais

As brotacBes foram obtidas de segmentos nodais extraidos de hastes
caulinares jovens (ndo-lenhosos), contendo uma gema e aproximadamente 1,5
cm de comprimento, de plantas matrizes de A. glabra com aproximadamente 2
anos de vida e mantidas em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas e
temperatura ambiente.

Os explantes foram lavados em &gua corrente por 6 horas e imersos,
seguidamente, em alcool etilico 70% por 1 minuto, solucdo de hipoclorito de

sddio, com 1% de cloro ativo, por 15 minutos e por trés vezes de 1 minuto cada
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em agua destilada e autoclavada. Os explantes foram isolados e mantidos em
solucdo de é4cido ascorbico na concentracdo de 200mg L™ por 10 minutos e
inoculados em tubos de ensaio (25 x 150mm) contendo 15mL do meio Wood
Plant Medium (WPM), definido por Lloyd & McCown (1980), suplementado
com 30g L™ de sacarose, 500mg L™ de benomyl e 1g L™ de carvdo ativado. O
meio foi solidificado com 0,65% de agar, tendo seu pH ajustado para 5,7 antes
da autoclavagem. Os tratamentos consistiram da adi¢do de 6-benzilaminopurina
(BAP), thidiazuron (TDZ), cinetina e zeatina, todos na concentracio de 1mg L™
e, como controle, utilizou-se o tratamento sem adicdo de citocinina. Apenas
zeatina foi adicionada ap6s autoclavagem do meio, apds filtragem em filtro
milipore (22um de malha). Apds a inoculacdo dos explantes, procedeu-se a
vedacdo dos tubos com tampas e filmes plésticos. Os explantes foram incubados
no escuro por um periodo de 7 dias, sendo, em seguida, transferidos para
ambiente com fotoperiodo de 16 horas, irradiancia de fotons de 50umol m?s™ e
temperatura de 27 + 2°C.

Aos 45 dias ap6s a inoculacdo, selecionaram-se 48 plantas de cada
tratamento, com aproximadamente 0 mesmo tamanho e aspecto. Essas plantas
foram submetidas a senescéncia em ambiente escuro por um periodo de 9 dias,
coletando-se folhas no 1° 3° 6° e 9° dia para realizacdo das analises
bioguimicas. Em cada periodo, procederam-se a quantificacdo de clorofila “a”,
clorofila “b”, clorofila total (a + b), carotendides, proteinas e agUcares solUveis
totais (AST). No mesmo periodo, discos foliares com 2cm? foram coletados de
plantas matrizes mantidas em sala de crescimento (ex vitro) e mergulhados em
solucdo contendo os sais do meio WPM, acrescida de uma fonte de citocinina
(BAP, TDZ, cinetina e zeatina), também na concentracdo de 1,0mg L, além do
tratamento controle, submetendo-0s a0 mesmo tratamento escuro e as mesmas

avaliacBes bioquimicas descritas anteriormente.
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Os experimentos foram instalados em delineamento blocos casualizados,
com cada periodo de senescéncia induzida sendo considerado um bloco. Em
cada periodo coletaram-se quatro repeticbes por tratamento, sendo cada
repeticdo constituida por trés plantas. Para analise estatistica, foi utilizado o
programa SISVAR 4.3 (Ferreira, 1999). As médias foram comparadas pelo teste
de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

Aos 55 dias ap6s a inoculagédo, periodo correspondente ao final da fase
de multiplicacdo, quantificou-se nas plantas que ndo foram submetidas a
senescéncia em ambiente escuro a matéria seca, a area foliar e o numero e
percentual de folhas que sofreram abscisdo, utilizando-se cinco repeti¢es por
tratamento, com duas plantas por parcela experimental. Essas mesmas
avaliacfes foram realizadas no final da fase de enraizamento, quando as plantas
multiplicadas sob as diferentes fontes de citocininas foram transferidas para
meio WPM, suplementado com 30g L™ de sacarose, 1g L™ de carvdo ativado e
2mg L de AIB (4cido indolbutirico) e pH do meio ajustado para 5,0 antes da
autoclavagem. A avaliacdo nesse periodo teve por objetivo verificar o efeito
residual dessas fontes de citocininas sobre o desenvolvimento das plantas de A.
glabra durante a fase de enraizamento. Para determinacdo da area foliar, foi
utilizado um scanner HP4C deskjet, acoplado a um PC K6ll 400MHz,
quantificando-se a area correspondente a cada imagem com o software QUANT
(Fernandes Filho et al., 2001).

4.2 Analises bioquimicas

A quantificacdo de clorofila “a”, “b” e total (a + b) foi realizada
conforme método proposto por Arnon (1949), realizando-se leituras
espectrofotométricas a 645 e 663nm. Para o doseamento dos carotendides totais,
procedeu-se a extracdo em hexano e posterior leitura espectrofotométrica a
450nm, segundo método AOAC (1990).
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Para analise do teor de aclcares sollveis totais, adotou-se 0 método de
antrona (Dische, 1962), utilizando-se como padrdo glicose. A determinacdo da
fracdo protéica foi realizada por meio do doseamento do nitrogénio total pelo
método Micro-Kjeldahl (AOAC, 1995), utilizando-se o fator de 6,25 para
conversdo dos valores de nitrogénio total para fracdo protéica. Em cada periodo
de escuro induzido, coletaram-se amostras para determinagdo do teor de agua
nos tecidos foliares, sendo os valores obtidos utilizados para conversdo dos

resultados correspondentes a matéria fresca para matéria seca.

5 RESULTADOS

Tanto nas plantas in vitro como nos discos foliares de plantas mantidas
em casa de vegetacgdo verificou-se efeito significativo das fontes de citocininas e
do tempo de senescéncia induzida sobre o teor de clorofilas (Anexo 1C e 3C,
respectivamente) e de AST, proteinas e carotendides (Anexo 2C e 4C,
respectivamente). As fontes de citocininas promoveram efeitos significativos
sobre a matéria seca, area foliar e nimero e percentual de folhas senescentes no
final da fase de multiplicagdo (Anexo 5C) e de enraizamento (Anexo 6C).

Nas plantas in vitro, aos 45 dias de cultivo, cinetina e zeatina,
promoveram maior acimulo de clorofila total (Tabela 1). Esse mesmo padrao
manteve-se ao longo dos nove dias de escuro; entretanto, as diferengas entre 0s
tratamentos tornaram-se mais acentuadas. Aos nove dias de tratamento escuro,
as plantas cultivadas na presenca de cinetina e zeatina apresentaram teores de
clorofila totais semelhantes estatisticamente (161,34 e 159,69ug g* de MS,
respectivamente) sendo, em média, 17,44%, 30,82% e 39,67% superiores em
relacdo aos resultados obtidos nas plantas submetidas aos tratamentos com TDZ,
BAP e sem adicdo de citocinina, respectivamente. Nesse mesmo periodo, a razao

clorofila a/b foi significativamente menor nas plantas submetidas aos
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tratamentos com adicdo de citocininas (2,99, 3,25, 3,44 e 3,29 para cinetina,
zeatina, BAP e TDZ, respectivamente). Nas plantas multiplicadas na auséncia de

citocinina, esse valor foi de 3,94.

TABELA 1 - Teor de clorofila “a”, clorofila “b” e clorofila total em folhas de
Annona glabra L. cultivadas in vitro na presenca de diferentes
fontes de citocininas e submetidas a senescéncia induzida. UFLA.
Lavras, MG, 2006.

Fonte de Tempo de senescéncia induzida (Dias)
citocinina 0 3 6 9

Clorofila “a” (ug g* MS)

Controle 131,13 ¢ 115,02d 111,48d 91,67 d
TDZ 128,44 d 11881c 11409c 104,85D
BAP 13413 b 117,64c  111,54d 95,09 ¢
KIN 141,31 a 13322b  12761b  120,95a
ZEA 14214 a 13586a 132,28a 122,19a

Clorofila “b” (ug g™* MS)

Controle 51,35¢ 41,19b 33,28 d 23,23 e
TDZ 51,87 ¢ 47,49 a 37,96 ¢ 31,80 ¢
BAP 52,95¢ 48,45 a 41,12 b 27,57d
KIN 61,15 a 46,99 a 43,87 a 40,38 a
ZEA 56,33 b 46,32 a 41,38b 37,49b

Clorofila total (ug g* MS)

Controle 182,48 d 156,52 ¢ 14461 c 114,91 d
TDZ 180,32d 166,31b  152,05b 136,66 b
BAP 187,09c¢ 166,10b 152,65b 122,67¢c
KIN 202,47a 180,21a 171,49a 161,34a
ZEA 198,48b  182,18a 173,92a 159,66 a

* Em cada coluna, as médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

78



O teor de carotendides totais foi maior nas plantas cultivadas na
presenca de citocinina no meio de cultura durante todo o periodo de inducédo da

senescéncia foliar (Tabela 2).

TABELA 2 - Teor de carotendides, proteinas e aglcares sollveis totais (AST)
em folhas de Annona glabra L. cultivadas in vitro na presenca de
diferentes fontes de citocininas e submetidas a senescéncia
induzida. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de Tempo de senescéncia induzida (Dias)
citocinina 0 3 6 9

Carotendides (ug g MS)

Controle 6,74d 3,94c 1,80d 1,67d

TDZ 7,05¢ 557b 292¢ 290b
BAP 6,98 c 549 b 291c 2,46 c
KIN 8,24 b 5,69b 3,25b 3,06b
ZEA 8,84 a 593 a 3,70 a 3,37 a

Proteinas (mg g~ MS)

Controle 8,46 b 7,34c¢c 6,35a 6,01b

TDZ 8,48 b 8,20 a 6,50 a 6,33 b
BAP 8,05¢ 7.24c 6,43 a 6,19b
KIN 8,89a 8,30 a 6,71a 6,70 a
ZEA 7,96 ¢ 7,79b 6,32 a 6,30 b

AST (mgg™* MS)

Controle 0,74 c 198a 2,85a 2,94 a

TDZ 0,98 a 1,83b 2,25Db 2,40b
BAP 0,88 Db 1,88b 2,25b 247D
KIN 1,03a 1,28d 1,59¢c 2,05¢c
ZEA 0,88Db 1,40c 1,66 ¢ 211c

* Em cada coluna, as médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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No inicio do tratamento escuro, zeatina, seguida de cinetina,
promoveram 0s maiores valores de carotendides totais. Nos tratamentos com
TDZ e BAP os teores de carotendides foram semelhantes estatisticamente nesse
mesmo periodo. Apesar de ter ocorrido uma tendéncia de degradagdo mais
rapida desse pigmento ao longo do periodo de senescéncia induzida em todos 0s
tratamentos, somente aos seis e aos nove dias de tratamento em ambiente escuro
ficou mais claro o papel das fontes de citocininas testadas sobre a inibicdo da
degradacdo de carotendides em relacdo ao tratamento sem esse tipo de
regulador. Aos nove dias de escuro, as plantas cultivadas na presenca de zeatina,
cinetina, TDZ e BAP apresentaram teores de carotendides superiores em
101,79%, 83,23%, 73,65% e 47,30%, em relacdo as plantas cultivadas em meio
sem adicdo de citocinina, respectivamente.

O teor de proteinas nas folhas de A. glabra submetidas ao tratamento
escuro sofreu uma reducdo gradativa. Cinetina promoveu maior retardo na
degradacdo de proteinas no 1° e 9° dia de senescéncia induzida. As demais
fontes de citocininas ndo afetaram a degradacdo protéica aos nove dias de
senescéncia induzida. No sexto dia de senescéncia induzida ndo foram
detectados efeitos significativos de nenhuma fonte de citocinina sobre o retardo
na degradacdo protéica (Tabela 2).

Por outro lado, os teores de AST sofreram um aumento gradativo
durante o tratamento escuro. As plantas cultivadas na auséncia de citocinina
apresentaram o menor teor de AST aos 45 dias de cultivo in vitro em relagéo as
plantas cultivadas na presenca de citocininas (Tabela 2). Nesse periodo, TDZ e
cinetina proporcionaram o maior acimulo de agUcares. Entretanto, com o inicio
do tratamento em ambiente escuro induzido e durante todo o periodo escuro, as
plantas submetidas ao tratamento sem adi¢&do de citocinina apresentaram maiores

teores de AST, sendo estatisticamente superiores a partir do sexto dia de
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tratamento escuro. Zeatina e cinetina foram as fontes de citocininas que
promoveram menores acumulos de AST no 3°, 6° e 9° dia de senescéncia.
Durante a fase de multiplicacdo das brotacbes de A. glabra, apenas o
BAP estimulou maior desenvolvimento de éarea foliar entre as fontes de
citocininas testadas (Tabela 3). Nessa mesma fase, BAP e cinetina promoveram
a maior retencdo da éarea foliar, em virtude do menor nimero e percentual de
folhas caidas, enquanto que cinetina e zeatina estimularam o maior acumulo de

matéria seca.

TABELA 3 Matéria seca, area foliar, nimero de folhas caidas e percentual de
area foliar senescente no final das fases de multiplicacdo e
enraizamento de Annona glabra L. cultivadas in vitro na presenca
de diferentes fontes de citocininas. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Fonte de Matéria  Area foliar N°de folhas ~Area foliar
citocinina seca (g) (cm?) caidas caida (%)
Multiplicacdo
Controle 0,016 b 4,16 b 2,40 b 11,24 b
TDZ 0,020 b 2,62 b 1,80 b 10,26 b

BAP 0,022 b 6,34 a 1,00 a 570 a
KIN 0,044 a 4,68 b 0,60 a 3,28 a
ZEA 0,044 a 343 b 2,60 b 13,02 b
Enraizamento
Controle 0,082 b 4,55 b 340 b 19,16 ¢
TDZ 0,111 b 581 b 2,40 b 12,30 b
BAP 0,165 a 8,87 a 0,80 a 5,460 a
KIN 0,170 a 11,25a 0,60 a 4,240 a
ZEA 0,082 b 6,85 b 2,00 b 10,98 b

* Em cada fase da micropropagacdo e na mesma coluna, as médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
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Ja durante a fase de enraizamento, BAP e cinetina estimularam maior
retencdo de area foliar, seguida dos tratamentos com zeatina, TDZ e o controle,
ndo havendo diferencas estatisticas entre esses Ultimos. BAP e cinetina
promoveram a maior retencdo da area foliar nesta fase. Os maiores valores de
matéria seca também foram verificados nas plantas submetidas aos tratamentos

com BAP e cinetina (Tabela 3).

6 DISCUSSAO

A Abscisdo foliar tem criado grandes dificuldades para manutencéo de
brotacGes de anondaceas in vitro, dificultando o alongamento e enraizamento
destas. Esse processo, apesar de controlado pela planta, é acelerado pela
aplicacdo exogena de etileno ou seus precursores e retardado pelo tratamento
com citocininas exdgenas (Ferrante et al., 2002).

Neste trabalho, verificou-se uma acdo efetiva das fontes de citocinina
testadas sobre o retardo na degradacdo de clorofilas durante a senescéncia em
ambiente escuro em brotacGes de A. glabra mantidas in vitro (Tabela 1). As
respostas semelhantes entre os resultados obtidos em plantas in vitro e discos
foliares extraidos de plantas mantidas em casa-de-vegetacdo e submetidas aos
mesmos tratamentos demonstra a elevada permanéncia desses reguladores no
meio de cultura, provavelmente em virtude da elevada resisténcia desses
compostos & acdo de enzimas oxidativas. A grande efetividade da zeatina no
retardo da degradacdo de clorofila confirma a maior atividade dessa fonte
natural de citocinina no cultivo in vitro de anonéaceas, conforme resultados
obtidos por Encina et al. (1994). Para Sing et al. (1992), a maior atividade dessa
fonte de citocinina decorre de sua maior capacidade de conjugagdo com
agUcares, tornando-as mais resistentes a clivagem enzimatica. Entre as fontes

sintéticas, a cinetina mostrou-se como a mais eficiente no retardo da degradacéo
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de clorofila in vitro. TDZ e BAP demonstraram pouca efetividade no controle da
degradacdo de clorofila, apesar da elevada atividade do BAP na inducdo de
brotacGes de anonaceas (Lemos & Blake, 1996a), e do TDZ na inibicdo da
senescéncia foliar em Alstroemeria (Ferrante et al., 2002). Entretanto, Carimi et
al. (2004) demonstraram que o BAP, em concentracdes elevadas, pode promover
a morte celular programada em cultura de células, acelerando a senescéncia.

A adigdo de citocinina ao meio de cultura, mesmo antes do inicio do
tratamento escuro e independente da fonte de citocinina, induziu uma reducgédo na
razdo clorofila a/b. Para Engel & Poggiani (1991), a proporcao entre clorofilas
“a” e “b”, de uma maneira geral, tende a diminuir com a reducédo da intensidade
luminosa, condicdo freqliente no ambiente in vitro, com uma maior proporcao
relativa de clorofila “b”. Para esses mesmos autores, 0 aumento no teor de
clorofila “b” esta associado a uma degradacdo mais lenta desse pigmento,
quando comparado com a clorofila “a”. A menor razdo clorofila a/b pode
representar um aumento na eficiéncia fotossintética das plantas submetidas a
baixa intensidade de fluxo de fétons, pois uma maior proporcdo relativa de
clorofila “b” possibilita a captacdo de energia de outros comprimentos de onda,
transferindo-a para a clorofila “a”, que efetivamente participa das reacdes
fotoquimicas.

De modo semelhante, a preservacdo de uma maior quantidade de
carotendides nas folhas, devido & adicdo de citocininas ao meio de cultura
(Tabela 2), pode possibilitar maior captagdo de energia pelos fotossistemas,
atuando na fotoprotecdo das membranas fotossintéticas, como sugerido por
Chernyad’ev (2000).

O maior teor de AST nas plantas submetidas aos tratamentos com adigéo
de citocinina no primeiro dia do tratamento em ambiente escuro (Tabela 2),
demonstra o papel desses reguladores sobre a biossintese e/ou absorcdo desses

compostos do meio de cultura. Por outro lado, a menor degradacéo de clorofilas
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e carotenodides durante a senescéncia induzida, nos tratamentos com citocininas,
resultou em menor acumulacdo de acucares nos tecidos foliares, ja que esses
compostos resultam, em parte, da prépria degradacdo dos pigmentos foliares
(Quirino et al., 2000).

A presenca de BAP no meio de cultura induziu a menor concentragao de
proteinas nas folhas de A. glabra no primeiro dia de tratamento escuro, ndo
afetando sua degradacdo nos demais periodos, indicando sua pequena
efetividade no controle desse processo. Contrariamente, Kulaeva et al. (2002),
avaliando a senescéncia induzida em Hordeum vulgare L. na presenca desse
regulador, sugeriu a participacdo ativa desse composto na biossintese de
proteinas nos cloroplastos.

A prevencdo da senescéncia foliar durante o cultivo in vitro de A.
glabra, pela adicdo de citocinina ao meio de cultura, teve reflexos positivos
sobre a retencdo da area foliar nas brotacGes durante as fases de multiplicacédo e
enraizamento, em virtude da menor taxa de abscisdo foliar (Tabela 3), sobretudo
pela adicdo de BAP e cinetina. Apesar de o BAP ter sido menos efetivo na
preservacdo de clorofilas e carotendides durante a senescéncia em ambiente
escuro, esse foi mais eficiente na prevencdo da abscisao foliar, 0 que redundou
em maior preservacdo da area foliar, confirmando sua grande efetividade no
cultivo in vitro de anonaceas. Além da maior retencéo de area foliar durante a
fase de enraizamento, BAP e cinetina induziram maior acimulo de matéria seca
nas plantas nesse mesmo periodo, sendo, em média, 104,2% superior em relagdo
aos valores obtidos com adicdo de zeatina e sem a adi¢do de citocinina e 50,9%
superior em relagdo ao obtido no tratamento com TDZ. Esses resultados
demonstram que o efeito do BAP e da cinetina sobre o desenvolvimento das
plantas estende-se além da fase em que foram adicionados ao meio de cultura.

A adicdo de zeatina, apesar de ter promovido maior prevencdo na

degradacdo de clorofilas e carotendides durante o periodo de inducdo da
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senescéncia, ndo assegurou menor taxa de abscisdo foliar e, conseqlientemente,
maior area foliar durante as fases de multiplicacdo e de enraizamento das
brotacGes. A pequena area foliar nessas plantas resultou também da reduzida
expansao das folhas, o que demonstra efeito toxico dessa fonte de citocinina na
concentracdo utilizada. Encina et al. (1994), estudando a morfogénese em
explantes de A. cherimola Mill., j& haviam reportado a formacdo de brotos
atrofiados com a utilizacdo de zeatina.

O efeito da adicdo de citocininas sobre o retardo da senescéncia em A.
glabra, demonstra a importancia da utilizacdo desses reguladores na reducéo da
abscisdo foliar durante o cultivo in vitro de anonéceas, possibilitando maior
desenvolvimento das plantas no ambiente in vitro, o que podera possibilitar a

obtencdo de maior nimero de plantas aptas ao processo de aclimatizacao.

7 CONCLUSOES

A adicdo de citocininas ao meio de cultura permite uma reducdo da
senescéncia foliar durante o cultivo in vitro de A. glabra, possibilitando maior
capacidade de desenvolvimento das brotagdes. As fontes de citocininas BAP e
cinetina permitem menor abscisdo foliar durante o cultivo in vitro dessa espécie,

possibilitando maior acimulo de matéria seca durante a fase de enraizamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de cinetina e BAP durante a fase de multiplicacdo in vitro
promove aumento na espessura dos parénquimas palicddico e esponjoso em
folhas de A. glabra.

Zeatina afeta a densidade de estdmatos e o indice estoméatico em folhas
de A. glabra.

Entre as citocininas testadas, zeatina é a Unica fonte que induz
multibrotacdes nos explantes dessa espécie.

Todas as fontes de citocininas testadas reduzem a emissdo de raizes
secundarias nas brotaces.

Cinetina e zeatina aumentam o numero e o tamanho dos cloroplastos de
A. glabra durante o cultivo in vitro.

Cinetina e BAP estimulam maior diferenciacdo dos cloroplastos e maior
taxa de fotossintese potencial nas brotacdes de A. glabra promovendo, ainda,
maior acimulo de matéria seca e maior taxa de sobrevivéncia durante a fase de
enraizamento e de aclimatizacdo das plantas.

TDZ na concentracdo de 1mg L™ induz & desorganizacdo do sistema
lamelar dos cloroplastos de A. glabra, reduzindo a fotossintese potencial das
brotacGes.

Todas as fontes de citocininas estimulam maior acimulo de nitrogénio e
boro e menor acimulo de célcio nas brotagoes de A. glabra.

Todas as fontes de citocininas testadas retardam a degradacdo de
clorofilas e de carotendides durante a senescéncia induzida de A. glabra.

Entre as fontes de citocininas testadas, apenas BAP e cinetina reduzem a

abscisdo foliar em brotac6es de A. glabra mantidas in vitro.
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ANEXO A

TABELA 1A

TABELA 2A

TABELA 3A

TABELA 4A

ANEXOS

Resumo da analise de variancia para espessura da
epiderme adaxial e abaxial em folhas de Annona
glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM
suplementado com diferentes fontes de citocininas.
UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo da andlise de variancia para espessura do
parénquima palicadico, parénquima esponjoso e
limbo foliar em folhas de Annona glabra L. cultivada
in vitro, em meio WPM suplementado com diferentes
fontes de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo da andlise de varidncia para diametro
equatorial (DE), didmetro polar (DP) e relagdo entre
diametro equatorial e didmetro polar dos estdmatos
(DE/DP) de Annona glabra L. cultivada in vitro, em
meio WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo da andlise de variancia para densidade
estomatica e indice estomético em folhas de Annona
glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM
suplementado com diferentes fontes de citocininas.
UFLA. Lavras, MG, 2006.

TABELA 5A Resumo da andlise de variancia para o n° de feixes

TABELA 6A

vasculares por mm? de secdo transversal de folha,
diametro médio dos feixes vasculares das folhas, n°
de feixes vasculares por secdo transversal de caule e
didmetro médio dos feixes do caule de A. glabra L.
cultivada in vitro, em meio WPM com diferentes
fontes de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo da analise de variancia para o percentual de
explantes com brotacfes, nimero médio de
brotacbes por explante e altura média das brotacdes
de Annona glabra L. cultivada in vitro, em meio
WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.
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TABELA 7A Resumo da anélise de variancia para nimero de

raizes por brotacdo e comprimento da maior raiz
de Annona glabra L. cultivada in vitro, em meio
WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

TABELA 8A Resumo da analise de variancia para matéria seca,

area foliar e taxa de sobrevivéncia no final da fase
de enraizamento das brotagcdes de Annona glabra
L. multiplicadas in vitro em meio WPM
suplementado com diferentes fontes de citocininas.
UFLA. Lavras, MG, 2006.

TABELA 9A Resumo da analise de variancia para matéria seca,

area foliar e taxa de sobrevivéncia no final da fase
de aclimatizacdo das brotacGes de Annona glabra
L. multiplicadas in vitro em meioc WPM
suplementado com diferentes fontes de citocininas.
UFLA. Lavras, MG, 2006.
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TABELA 1A Resumo da andlise de variancia para espessura da epiderme
adaxial e abaxial em folhas de Annona glabra L. cultivada in
vitro, em meio WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de variacdo G.L. Quadrados médios
Espessura da Espessura da
epiderme adaxial epiderme abaxial
Fonte de citocinina 4 8,834 ns 2,200 ns
Residuo 70 50,969 23,315
CV (%) 23,92 21,80
Média geral 29,85 22,15

ns — Nao-significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados

TABELA 2A Resumo da analise de variancia para espessura do parénquima
palicadico, parénquima esponjoso e limbo foliar em folhas de
Annona glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM
suplementado com diferentes fontes de citocininas. UFLA.
Lavras, MG, 2006.

Fonte de variacao G.L. Quadrados médios”
Parénquima Parénquima Limbo
palicadico €sponjoso foliar
Fonte de citocinina 4 160,462* 654,294* 1331,049*
Residuo 70 42,782 134,637 531,003
CV (%) 17,26 17,73 14,86
Média geral 37,90 65,43 155,02

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados
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TABELA 3A Resumo da andlise de variancia para diametro equatorial (DE),
diametro polar (DP) e relacdo entre diametro equatorial e
didmetro polar dos estdmatos (DE/DP) de Annona glabra L.
cultivada in vitro, em meio WPM suplementado com diferentes
fontes de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de variagdo G.L. Quadrados médios’
Diametro Diadmetro Relacéo
equatorial polar DE/DP
Fonte de citocinina 4 9,545* 3,794 ns 0,0292 ns
Residuo 95 3,859 10,074 0,0385
CV (%) 8,93 8,09 10,93
Média geral 21,99 39,23 1,79

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
ns — Nao-significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

TABELA 4A Resumo da andlise de variancia para densidade estomatica e
indice estomatico em folhas de Annona glabra L. cultivada in
vitro, em meio WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2005.

Fonte de variagdo G.L. Quadrados médios’
Densidade indice
estomatica estomatico

Fonte de citocinina 4 54533,293* 50,095*

Residuo 95 6239,757 5,887

CV (%) 35,18 14,85

Média geral 22451 16,34

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados
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TABELA 5A Resumo da analise de variancia para o n° de feixes vasculares por
mm? de secdo transversal de folha, didmetro médio dos feixes
vasculares das folhas, n° feixes vasculares por secédo transversal
de caule e didmetro médio dos feixes vasculares do caule de A.
glabra cultivada in vitro, em meio WPM suplementado com
diferentes fontes de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de variagdo  G.L. Quadrados médios’
N° de Diametro N° de Diametro
feixesmm?  médio  feixespor médio dos
desecdo  dos feixes secao feixes do
transversal  dafolha transversal caule
da folha de caule
Fonte de citocinina 4 175,195*  794,548*  40,113*  17793,06*
Residuo 70 61,164 53,990 1,032 206,304
CV (%) 25,63 18,16 15,68 19,12
Meédia geral 30,48 40,46 6,48 75,12

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

TABELA 6A Resumo da andlise de variancia para o percentual de explantes
com brotagdes, n® médio de brotagBes por explante e altura
média das brotacdes de A. glabra cultivada in vitro, em meio
WPM suplementado com diferentes fontes de citocininas.

UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de variacao G.L. Quadrados médios’
Percentual de Namero Altura média
explantes médio de das
com brotacgdes brotactes

brotactes por explante
Fonte de citocinina 4 2393,858* 4,038* 1,573*
Residuo 95 162,862 0,106 0,237
CV (%) 17,64 23,13 25,04
Média geral 72,35 1,41 1,94

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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TABELA 7A Resumo da andlise de variancia para numero de raizes por
brotacdo e comprimento da maior raiz de Annona glabra L.
cultivada in vitro, em meio WPM suplementado com diferentes
fontes de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de variacdo G.L. Quadrados médios”
NUmero de raizes Comprimento da
por brotacéo maior raiz
Fonte de citocinina 4 8,231* 17,216*
Residuo 95 0,792 1,898
CV (%) 30,11 32,47
Média geral 2,95 4,24

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados

TABELA 8A Resumo da andlise de varidncia para matéria seca, area foliar e
taxa de sobrevivéncia no final da fase de enraizamento das
brotacBes de Annona glabra L. multiplicadas in vitro em meio
WPM suplementado com diferentes fontes de citocininas.
UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de variacdo G.L. Quadrados médios

Matéria seca Area foliar Taxa de
sobrevivéncia

Fonte de citocinina 4 0,0093* 45,125* 0,030*
Residuo 95 0,0007 3,509 0,004
CV (%) 21,93 22,62 8,59

Média geral 0,122 8,28 0,749

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados
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TABELA 9A Resumo da andlise de variancia para matéria seca, area foliar e
taxa de sobrevivéncia no final da fase de aclimatizacdo das
brotacBes de Annona glabra L. multiplicadas in vitro em meio
WPM suplementado com diferentes fontes de citocininas.
UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de variagdo G.L. Quadrados médios

Matéria seca Area foliar Taxa de
sobrevivéncia

Fonte de citocinina 4 0,010* 36,746* 0,0791*
Residuo 95 0,000 2,541 0,0062
CV (%) 15,43 20,77 10,98
Média geral 0,139 7,67 0,721

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados
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ANEXO B

TABELA 1B

TABELA 2B

Resumo da analise de variancia para concentracdo
de clorofila “a”, clorofila “b”, clorofila total e razdo
clorofila “a”/clorofila “b” em plantas de Annona
glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM
suplementado com diferentes fontes de citocininas.
UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo da andlise de varidncia para teor de
carotenoides, acgucares solUveis totais (AST),
fotossintese potencial em plantas de Annona glabra
L. cultivada in vitro, em meio WPM suplementado
com diferentes fontes de citocininas. UFLA.
Lavras, MG, 2006.

TABELA 3B Resumo da analise de variancia para comprimento

TABELA 4B

TABELA 5B

TABELA 6B

dos cloroplastos, largura dos cloroplastos e nimero
de cloroplastos por 1000 u? de corte transversal de
folhas de Annona glabra L. cultivada in vitro, em
meio WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo da analise de variancia para matéria seca e
area foliar no final das fases de enraizamento e
aclimatizacdo de brotacGes de Annona glabra L.,
multiplicadas in  vitro, em meio WPM
suplementado com diferentes fontes de citocininas.
UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo da andlise de variancia para taxa de
sobrevivéncia no final da fase de aclimatizagdo das
plantas de Annona glabra L. cultivada in vitro, em
meio WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas e sob condigdes autotréficas e
heterotroficas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo andlise de variancia para teor de minerais
nas plantas de Annona glabra L. cultivada in vitro,
em meio WPM suplementado com diferentes fontes
de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.
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TABELA 1B Resumo da analise de varincia para concentracdo de clorofila

“a”, clorofila “b”, clorofila total e razdo clorofila “a”/clorofila
“b” em plantas de Annona glabra L. cultivada in vitro, em meio
WPM suplementado com diferentes fontes de citocininas.
UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de G.L. Quadrados médios
variacdo
Clorofila Clorofila Clorofila Razado

“a” “b” total a/b
Citocinina 4 148,75* 66,57* 386,08* 0,0390*
Residuo 15 0,672 0,879 1,258 0,0021
CV (%) 0,61 1,71 0,59 1,88
Média geral 135,43 54,73 190,17 2,47

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados

TABELA 2B Resumo da analise de variancia para teor de carotendides,

acucares sollveis totais (AST), fotossintese potencial em plantas
de Annona glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM
suplementado com diferentes fontes de citocininas. UFLA.
Lavras, MG, 2006.

Quadrados médios

Fonte de G.L.
variacdo
Carotendides AST Fotossintese

potencial

Citocinina 4 3,370* 0,0496* 132,103*

Residuo 15 0,025 0,0022 0,7875

CV (%) 2,09 5,26 7,09

Média geral 7,57 0,906 12,52

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
* — Dados néo transformados
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TABELA 3B Resumo da analise variancia para comprimento dos cloroplastos,
largura dos cloroplastos e nimero de cloroplastos por 10002 de
corte transversal de folhas de Annona glabra L. cultivada in
vitro, em meio WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de G.L. Quadrados médios®
variacdo
Comprimento Largura dos NUmero de
dos cloroplastos cloroplastos cloroplastos por

10002

Citocinina 4 3,936* 1,440* 23,674*

Residuo 95 0,551 0,165 0,614

CV (%) 12,74 19,28 10,22*

Média geral 5,82 2,10 7,67

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados

TABELA 4B Resumo da anélise de variancia para matéria seca e area foliar no
final das fases de enraizamento e aclimatizacdo de Annona
glabra L., multiplicadas in vitro, em meio WPM suplementado
com diferentes fontes de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

oz
Fonte de G.L. Quadrados médios

variacdo - Ta—
¢ Enraizamento Aclimatizacdo

Matéria  Areafoliar ~ Matéria  Area foliar

seca seca
Citocinina (A) 4 0,0107* 68,509* 0,0326* 120,617*
Meio (B) 1 0,0226* 31,824* 0,0013ns 19,656*
AxB 4 0,0013ns 5,308 ns 0,0023* 15,349*
Residuo 40 0,0005 3,216 0,0005 2,335
CV (%) 23,96 23,96 16,30 18,41
Média geral 0,100 7,48 0,144 8,30

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
ns — Nao-significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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TABELA 5B Resumo da andlise de variancia para taxa de sobrevivéncia no
final da fase de aclimatizacdo das plantas de Annona glabra L.
cultivada in vitro, em meio WPM suplementado com diferentes
fontes de citocininas e sob condicGes autotréficas e
heterotroficas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de variagdo G.L. Quadrados médios’

Taxa de sobrevivéncia

Citocinina (A) 4 0,1205*
Tipo de meio (B) 1 0,0240*
AxB 4 0,0072ns
Residuo 30 0,0053
CV (%) 10,47
Média geral 69,70

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
ns — N&o- significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados

TABELA 6B Resumo da analise de variancia para teor de minerais nas plantas
de Annona glabra L. cultivada in vitro, em meio WPM
suplementado com diferentes fontes de citocininas. UFLA.
Lavras, MG, 2006.

Mineral QMm* Fc Pr>Fc CV (%)
N 593.769 720,93 0,000* 2,21
P 3,064 6,031 0,179ns 11,03
K 53,160 108,337 0,000* 3,64
Ca 1,460 20,430 0,000* 5,06
Mg 3,101 54,962 0,000* 9,34
S 0,682 4,133 0,0269* 4,96
B 1532,483 69,239 0,000* 5,43
Cu 3,933 1,553 0,258ns 14,81
Fe 5839,020 91,905 0,000* 4,81
Mn 11390,600 134,323 0,000* 3,92
Zn 2489,387 124,469 0,000* 3,89

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
ns — Nao-significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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ANEXO C
TABELA 1C

TABELA 2C

TABELA 3C

TABELA 4C

TABELA 5C

TABELA 6C

Resumo da analise de variancia para concentracdo de
clorofila “a”, clorofila “b” e clorofila total em
relacdo ao tempo de senescéncia em ambiente escuro
induzido em plantas de Annona glabra L. cultivadas
in vitro, em meio WPM suplementado com diferentes
fontes de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo da analise de varincia para concentracéo de
proteinas, aclUcares sollveis totais (AST) e
carotendides em relacdo ao tempo de senescéncia em
ambiente escuro induzido em plantas de Annona
glabra L. cultivadas in vitro, em meioc WPM
suplementado com diferentes fontes de citocininas.
UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo da analise de varidncia para concentragdo de
clorofila “a”, clorofila “b” e clorofila total em
relacdo ao tempo de senescéncia em ambiente escuro
induzido em discos foliares submetidos & imerséo em
diferentes fontes de citocininas, provenientes de
Annona glabra L. mantida em condigdes ex vitro.
UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo da analise de variancia para concentragdo de
proteinas, AST e carotendides em relagdo ao tempo
de senescéncia em ambiente escuro em discos
foliares submetidos a imersdo em diferentes fontes de
citocininas, provenientes de A. glabra L. mantida em
condicOes ex vitro. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo da anélise de variancia para area foliar,
matéria seca, n°® de folhas caidas e percentual de
folhas caidas no final da fase de multiplicacdo de
brotacbes de Annona glabra L. cultivadas em meio
WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Resumo da andlise de variancia para &rea foliar,
matéria seca, nimero de folhas caidas e percentual de
folhas caidas no final da fase de enraizamento de
brotacbes de Annona glabra L. multiplicadas em
meio WPM suplementado com diferentes fontes de
citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.
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TABELA 1C Resumo da analise de variancia para concentracdo de clorofila
“a”, clorofila “b” e clorofila total em relagdo ao tempo de
senescéncia em ambiente escuro induzido em plantas de Annona
glabra L. cultivadas in vitro, em meio WPM suplementado com
diferentes fontes de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de variagdo G.L. Quadrados médios”

Clorofila “a”  Clorofila “b” Clorofila

total

Citocinina (A) 4 1509,35* 258,78* 2844,26*
Tempo (B) 3 2779,64* 1854,24* 9134,07*
AXxB 12 68,65* 33,87* 151,38*
Residuo 60 0,93 1,36 1,95
CV (%) 0,79 2,70 0,85
Média geral 121,47 43,14 164,22

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados

TABELA 2C Resumo da analise de variancia para concentracdo de proteinas,
AST e carotendides em relagcdo ao tempo de senescéncia em
ambiente escuro induzido em plantas de Annona glabra L.
cultivadas in vitro, em meio WPM suplementado com diferentes
fontes de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de variacao G.L. Quadrados médios
Proteina AST Carotendides

Citocinina (A) 4 0,99* 1,15* 8,21*
Tempo (B) 3 21,40* 8,51* 105,37*
AxB 12 0,14* 0,27* 0,41*
Residuo 60 0,04 0,02 0,01

CV (%) 2,93 2,81 2,52
Média geral 7,25 1,78 4,62

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
* — Dados néo transformados
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TABELA 3C Resumo da analise de variancia para concentracdo de clorofila
“a”, clorofila “b” e clorofila total em relagdo ao tempo de
senescéncia em ambiente escuro induzido em discos foliares
submetidos a imersdo em diferentes fontes de citocininas,
provenientes de Annona glabra L. mantida em condicdes ex
vitro. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de variagdo G.L. Quadrados médios’

Clorofila “a”  Clorofila “b” Clorofila

total

Citocinina (A) 4 2001,64* 910,40* 5462,73*
Tempo (B) 3 57614,00* 12017,32* 121651,76*
AxB 12 402,64* 213,58* 1029,16*
Residuo 60 58,23 13,43 78,94
CV (%) 2,28 2,80 1,91
Média geral 335,10 130,83 465,94

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados

TABELA 4C Resumo da andlise de variancia para concentracdo de proteinas,
AST e carotendides em relacdo ao tempo de senescéncia em
ambiente escuro em discos foliares submetidos & imersdo em
diferentes fontes de citocininas, provenientes de Annona glabra
L. mantida em condicdes ex vitro. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de variagdo G.L. Quadrados médios”
Proteina AST Carotendides

Citocinina (A) 4 2,23* 22,02* 95,00*
Tempo (B) 3 59,98* 208,14* 648,61*
AxB 12 1,46* 4,30* 21,11*
Residuo 60 0,09 0,14 0,90

CV (%) 2,77 5,69 4,93
Média geral 11,06 6,68 19,31

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados

103



TABELA 5C Resumo da analise de variancia para area foliar, matéria seca,

namero de folhas caidas e percentual de folhas caidas no final
da fase de multiplicacdo de brotacdes de Annona glabra L.
cultivadas em meio WPM suplementado com diferentes fontes
de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de G.L. Quadrados médios
variacao -
Area foliar Matéria N° de folhas % de folhas

seca caidas caidas
Citocinina 4 9,86* 0,00092* 3,76* 82,40*
Residuo 20 2,06 0,00004 1,02 16,92
CV (%) 33,82 22,82 60,12 47,29
Média geral 4,24 0,029 1,68 8,70

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
? — Dados néo transformados

TABELA 6C Resumo da analise de variancia para area foliar, matéria seca,

naimero de folhas caidas e percentual folhas caidas no final da
fase de enraizamento de brotacbes de Annona glabra L.
multiplicadas em meio WPM suplementado com diferentes
fontes de citocininas. UFLA. Lavras, MG, 2006.

Fonte de G.L. Quadrados médios®
variacdo -
Area foliar Matéria Ne° de folhas % de folhas
seca caidas caidas

ggsoig'&')”a 4 45,12* 0,0093* 6,74* 178,78*

20 3,50 0,0007 0,82 23,16
CV (%) 22,62 21,93 49,21 46,16
Média geral 8,28 0,122 1,84 10,42

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
* — Dados néo transformados
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