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RESUMO

MARTINOTTO, Cristiano. Cultive in vitro e aspectos morfofisiolégicos de
cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.). 2004. 84 p. Dissertagdo (Mestrado em
Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A cagaiteira ¢ uma arvore frutifera -nativa do cerrado com elevado
potencial econdmico, social e ecoldgico, destacando-se pelo sabor de seus frutos
e elevada produtividade. Este trabalho teve por objetivo estudar o cultivo in vitro
e aspectos morfofisiolégicos de cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.) em
diferentes condigdes de cultivo e durante sua aclimatizagdo. Durante a fase de
estabelecimento in vitro foi verificado que o melhor tratamento para germinac@o
(88,25%) e que induziu o menor nimero de plantulas anormais (12%) foi o com
sementes desprovidas de seu tegumento, tanto na luz quanto no escuro. Na
desinfestagdo de explantes foliares, 0 melhor resultado foi obtido com a imersio
destes em alcool 70% por 60 segundos, seguida de imersdo em hipoclorito de
s6dio a 1% de cloro ativo por 20 minutos. A utilizagéio de 2,4-D e TDZ ndo foi
eficiente na indugdo de calos em explantes foliares. A utilizagdo de 3,0 mg L!
foi eficiente na indugdo de calos em segmentos nodais de cagaiteira. Na induggo
de brotagdes maiores que 5 mm, o melhor resultado (2,5 brotagSes por explante)
foi obtido com a utilizagdo de 2,0 mg L' de BAP acrescido de 0,1 mg L de
ANA. Na fase de enraizamento de brotagGes provenientes do cultivo in vitro, o
AIB nio foi eficiente na indugio de raizes nas concentragdes utilizadas. Os
substratos plantmax e plantmax + vermiculita proporcionaram maior
desenvolvimento em plantulas em fase de aclimatizagiio, sendo o substrato
plantmax + hdmus prejudicial, pois causou desfolha inicial, atrasando o
desenvolvimento destas. Estudos anatdmicos por meio de cortes histologicos
demonstraram que plantulas em ambiente in vitro apresentam seus tecidos
menos desenvolvidos que plantas cultivadas em sala de crescimento e a campo.
Durante a fase de aclimatizagfio ocorreram modificagdes morfofisiologicas nos
tecidos foliares, os quais conferiram a estes melhor adaptagéo ao ambiente em
que foram cultivadas, apresentando ainda aumento na eficiéncia fotossintética,
durante esta fase.

* Comité Orientador: Renato Paiva - UFLA (Orientador), Jeferson Luiz
Dallabona Dombroski (UFMT); Evaristo Mauro de Castro (UFLA) e Patricia
Duarte de Oliveira Paiva (UFLA).



ABSTRACT

MARTINOTTO, Cristiano. In vitre cultivation and morphophysiological
aspects of cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.) 2004. 84p. Dissertation
(Master in Plant Physiology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

The cagaiteira is a native fruit tree from cerrado with high economical,
social and ecological potential, mainly due to its fruit flavor and high yield. This
work aimed to study the in vitro cultivation and morphophysiological aspects of
cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.) in different conditions of cultivation and
during its acclimatization. During the in vitro establishment phase, the best
treatment for germination (88.25%) that also induced the lower number of
abnormal plants (12%) was the use of seeds without tegument maintained in the
absence or presence of light. In leaf explants disinfections, the best result was
obtained with the immersion of the tissue in ethanol 70% for 60 seconds,
followed by the immersion in sodium hipochloride with 1% active chlorine for
20 minutes. The use of 2,4-D and TDZ was not efficient in callus induction on
leaf explants. The use of 3.0 mg L' was efficient for callus induction in nodal
segments. The best results to obtain shoots higher than 5mm (2.5 shoots per
explant) was obtained using 2.0 mg L"' BAP containing 0.1 mg L' NAA. The
use of IBA was not efficient to induce rooting in shoots obtained in vitro. While
the substrates plantmax and plantmax + vermiculite caused higher plantlet
development during the acclimatization phase, plantmax + humus was harmful
causing leaf senescence which delayed its development. Anatomical studies
from histological preparations showed that plantlets originated in vifro presented
less developed leaf tissues compared to plantlets maintained in growth room and
in the field. During the acclimatization phase, morpho-physiological
modifications were observed in leaf tissues, which conferred better adaptation in
this environment as well as an increase in the photosynthetic efficiency.

*Guidance Committee: Renato Paiva - UFLA (Advisor), Jeferson Luiz
Dallabona Dombroski (UFMT); Evaristo Mauro de Castro (UFLA) e Patricia
Duarte de Oliveira Paiva (UFLA).
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1 INTRODUCAO

A cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.), pertencente & familia Myrtaceae
é uma espécie frutifera nativa do Cerrado. Apresenta propriedades medicinais,
sendo indicada como planta melifera, ornamental e para o reflorestamento de
dreas degradadas, formecendo, ainda, madeira para mourdes e cortica. Sua
propagacdo sexuada se caracteriza, assim como para outras espécies nativas, por
produzir individuos heterogéneos, devido principalmente a caracteristica
alogdmica da espécie. Estudos indicam que as sementes desta espécie sdo
recalcitrantes e dormentes. Desse modo, a propagagio via sementes apresenta-se
inviavel para a obtengio de mudas destinada & implantagio de pomares
comerciais e reflorestamento de areas degradadas.

A propagagio vegetativa por meio de estaquia para a cagaiteira ainda
néo se consolidou como uma técnica viavel. Dessa forma, técnicas de cultivo in
vitro podem se tomar um meio eficiente de propagagdo. Esta técnica apresenta
inimeras vantagens em relagdo a outros métodos de propagac#o, como produgdo
de mudas em grande escala e rapidez e livres de doengas, facilidade na
conservagdo e intercimbio de germoplasma, aplicagZo direta no melhoramento
genético em técnicas de hibridagdo, haploidizagdo e transformagdo. Para que
esta técnica possa ser utilizada de maneira eficiente, um protocolo deve ser
desenvolvido para cada espécie. Durante o cultivo in vitro, devido as condigdes
em que as plantas sdo submetidas, alterages morfofisioldgicas sdo induzidas,
devendo a planta passar por um periodo de adaptagio denominado
aclimatizaggo, para que estejam aptas a serem transplantadas para condi¢es ex
vitro, evitando elevadas taxas de mortalidade. Desta forma o estudo das
modificagdes morfofisiologicas durante o cultivo in vitro e durante a fase de

aclimatizagdio sdo importantes para a compreensio deste processo de adaptagdo.



O presente trabalho teve por objetivos desenvolver um protocolo para o
cultivo in vitro e aclimatizagéo de plantulas de cagaiteira e caracterizar aspectos
morfofisiologicos de plantas cultivadas a campo, em sala de crescimento, in

vitro ¢ durante a aclimatizagdo.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricio da espécie

O género Eugenia pertence a familia Myrtaceae dentro da qual é o que
apresenta maior o nimero de espécies. A familia Myrtaceae compreende mais de
100 géneros com aproximadamente 3.000 espécies. O nome da familia vem do
grego “Myrtos” = perfume. E representada por arvores, arbustos e subarbustos
de folhas inteiras opostas ou raramente alternas, com pontuagdes translicidas e
nervacio do tipo variavel (Ferreira, 1980).

A cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.), também conhecida como
cagaita devido as suas propriedades laxativas, ¢ uma arvore frutifera nativa
natural do Cerrado. Segundo Naves (1999), a cagaiteira ocorre em maior
dénsidade nos Latossolos Vermelho-Amarelos, sendo observada em areas com
temperaturas médias anuais variando entre 21,1°C e 25,5°C e altitudes de 380 a
1.100 m. Esta distribuida em varios estados brasileiros, sendo mais comum em
Goids, Minas Gerais e Bahia, em cerrados e cerraddes.

A cagaiteira possui altura mediana, atingindo de 4 a 10 m, tronco
tortuoso e cilindrico com 20 a 40 cm de didmetro ¢ uma casca suberosa e

fendada bem caracteristica (Figura 1A e 1B).



FIGURA 1 Cagaiteira adulta (A) e detalhe de seu tronco (B) (Fotos:
Martinotto e Santos, 2004)

Sua copa é alongada densa com ramos quadrangulares e esfoliantes
glabros, exceto os botdes, pedicelos, folhas e ramos muito jovens, que sdo
pubérulos. E uma planta decidua, heliofila e seletiva xerofila (Donadio et al.,
2002). O mesmo autor descreve as folhas como opostas, ovado-oblongas,
simples, curto pecioladas a subsésseis, glabras, aromaticas, caducas na floragao,
nervagio reticulada e peciolo de 2,5 a 6 mm de comprimento e limbo de 3 a 9
cm de comprimento por 1,5 a 5 cm de largura.

Apresenta panicula fasciculada, com flores hermafroditas com 1,5 a 2
cm de diametro, longo-pedunculadas, com uma bréctea, ciclicas, diclamideas e
com simetria radial. O célice apresenta quatro sépalas livres e corola com quatro
pétalas livres. As sépalas sio elipticas e pétalas orbiculares, brancas. O androceu
é constituido por inimeros estames inseridos no receptaculo, livres e desiguais

em tamanho. As anteras sio globosas mesofixas, com duas tecas e deiscéncia



longitudinal. O gineceu € sincarpico, constituido por ovario infero com dois
l6culos com 2 a 4 6vulos, um estilete filiforme e estigma afilados.

No Cerrado, o ﬂorescimepto da-se de agosto a setembro, geralmente
sincronizado com o inicio das primeiras chuvas ou até mesmo antes delas, ndo
durando mais que uma semana. Apresenta estratégia de florescimento do tipo
“big-bang”, ou seja, massal concentrado em um curto espago de tempo.
Juntamente com o florescimento surge um fluxo de novas brota¢des, ricas em
pigmentos vermelhos (Proenga & Gibbs, 1994). No espago de um més ocorrem
o florescimento, a produgao de nova folhagem e a frutificacfo (Sano et al., 1995;
Ribeiro et al., 1994). “

Seu fruto é uma baga globosa achatada, amarelo-pélida, de 2 a 3 cm de
didmetro (Figura 2), contendo de 1 a 3 sementes brancas, envoltas em uma polpa
acidulada. Apresenta um calice seco atachado, casca brilhante membranacea,
mesocarpo ¢ endocarpo suculentos e polpa acida (Corréa, 1984; Rizzini, 1971;
Donadio et al., 2002; Ferreira, 1980). Apresenta elevada produtividade, podendo
chegar a até mais de 2.000 frutos por &rvore (Almeida et al., 1987). Calbo
(1990), estudando o comportamento pds-colheita de seus frutos, constatou serem
climatéricos e altamente pereciveis & temperatura ambiente, ndo durando mais

que trés dias nestas condigdes.



FIGURA 2 Aspectos dos frutos de cagaiteira (Fotos: Martinotto, 2004)

Suas sementes medem de 0,8 a 2,0 cm de diametro e possuem cor creme
e forma oval, achatada ou elipséide. Apresentam superficie lisa e tegumento
cori4ceo, constituindo-se quase que totalmente pelos dois cotilédones, sendo
permeavel a d4gua. Um quilo de sementes contém cerca de 700 a 1.600 unidades.
Apresenta germinagio hipogea, com vigoroso desenvolvimento inicial do

sistema radicular (Figura 3).



FIGURA 3 Aspectos das sementes (A) e germina¢do de cagaiteira (B)
(Fotos: Martinotto, 2004; Andrade et al., 2003)

Segundo Ferreira & Cunha (1980), a cagaiteira, assim como outras
espécies da familia Myrtaceae, possuem dois tipos principais de dispersdo, o
primatocorico € o antropocdrico. Rizzini (1971) a classifica como espécie

zoocorica, por ser dispersa por animais.

2.2 Usos da espécie

A cagaiteira apresenta um grande potencial como planta frutifera,
destaca-se das demais por apresentar uma produtividade elevada, chegando a
2.000 frutos por arvore. Sua polpa de sabor doce levemente acido é excelente
para a produgdo de sorvetes, geléias, doces e licores (Almeida et al., 1987),
porém, quando consumida em excesso ou quente, pode causar diarréia e

embriaguez. Ainda imaturos, podem ser utilizados como forragem para o gado



(Donadio et al., 2002; Ribeiro et al., 1986). De sua polpa também sdo obtidos
vinagre e édlcool (Corréa, 1984).

Estudos da composigdo nutricional de diversas frutas nativas do Cerrado
constatou que a cagaita possui elevado teor de agua (95,01%) sendo uma das
frutas que apresentam a maior porcentagem de dcidos graxos poliinsaturados
(linoléico e linolénico), ficando atras apenas da améndoa de-baru e da polpa de
mangaba. Apresenta maior teor de acido graxd linoléico (10,5%) que o azeite de
oliva e de dendé. Quanto ao teor de 4cido graxo linolénico (11,86%), supera o
do éleo de milho, de girassol, de amendoim, de soja, de oliva e o de dendé. Os
dcidos graxos possuem importante papel no organismo humano, sendo o
linoléico e o linolénico essenciais. Sdo precursores de substincias que tém papel
importante na estrutura de membranas celulares como componentes de
estruturas cerebrais, da retina e do sistema reprodutor, entre outros (Almeida,
1998).

A madeira de seu tronco é pesada, com densidadé de 0,82 ¢ cm?, dura e
de textura fina, mas de baixa qualidade, servindo para mourdes, lenha e carvdo
(Donadio et al., 2002; Corréa, 1984).

A casca, além de servir 4 indastria de curtume, é utilizada na medicina
popular como antidiarréica. Apresenta consideravel quantidade de suber,
chegando a medir de 1,0 a 2,0 cm, empregado na fabricagéo de cortica (Macedo,
1991).

Suas folhas constituem um excelente pasto arbéreo, convenientemente
aproveitado em algumas regides. Apresentam ainda propriedades medicinais,
sendo utilizadas na medicina popular, em garrafadas, como antidiarréico e para
problemas do coragdo (Donadio et al., 2002; Branddo, 1991). Santos (2000)
identificou a presenca de flavonéides e rutina em extrato etandlico de folhas de

cagaiteira.



Costa et al. (2000) verificaram alta atividade antifingica no dleo
hidrolisado de folhas de cagaiteira no controle de Cryptococcus négformans var
gattii. ‘

Pelo fato de apresentar florescimento exuberante, concentrado e quase
sem folhas, a cagaiteira tem elevado potencial paisagistico (Ribeiro et al., 1994;
Gavilanes et al., 1991), sendo também citada como planta melifera (Branddo &
Ferreira, 1991).

Devido a todas estas caracteristicas, a cagaiteira se apresenta como uma
espécie com grande potencial para ser utilizada em cultivos comerciais e
reflorestamentos de areas degradadas ou de baixa capacidade de uso, servindo de

alimento para a fauna, podendo ainda tornar rentaveis tais areas.

2.3 Propagacio da cagaiteira
2.3.1 Propagaciio sexuada

A cagaiteira apresenta tanto autofecundagao quanto fecundagdo cruzada,
sendo a polinizagdo realizada, principalmente, no periodo da manhi (Proenca &
Gibbs, 1994). Segundo Zucchi (2002), ela apresenta uma tendéncia a ser
alégama, aumentando a variabilidade nas progénies obtidas por via sexuada.

‘ Varios autores, estudando caracteristicas morfologicas e genéticas de
populagdes nativas desta espécie, revelaram grande variabilidade entre plantas,
bem como dos frutos, tanto dentro de populagdes como entre popula¢des (Silva,
2001; Telles, 2001; Zucchi, 2002). Souza et al. (2002), avaliando o
&esenvolvimento e crescimento inicial de cagaiteira, observaram grande
desuniformidade, tanto em altura como em didmetro de plantas propagadas
sexuadamente. Estes dados indicam que a obtengdo de mudas para plantios
comerciais por via sexuada gera pomares desuniformes, podendo comprometer

tais empreendimentos.



Quanto a germinagdo de sementes, alguns trabalhos relatam a existéncia
de certo grau de dorméncia de origem tegumentar. Rizzini (1970) verificou que
o extrato do embridio de cagaiteira em germinagio e o extrato do tegumento de
suas sementes inibiam fortemente a germinagcdo de feijdo-preto. Porém, em
trabalhos posteriores, verificou que estes inibidores ndo se tornavam problema
para sua propria germinacdo (Rizzini, 1971). Essa informagdo foi contestada
pelo trabalho de Machado et al. (1986), que observaram que a germinagio de
sementes de cagaiteira ocorria de forma irregular e tardia, estendendo-se de 31 a
142 dias, apresentando um indice de germinag&o de 69%.

Além da presenga de inibidores, Rizzini (1971) cita um atraso na
germinagdo de sementes com tegumento intacto, sendo eliminado com a
escarificagfio. O autor ainda comenta que, embora o0 tegumento seja coridceo, ele
ndo é obsticulo para a passagem de agua, porém, ao embeber-se, toma-se
impermeével a trocas gasosas, podendo diminuir o aporte de oxigénio ao
embrido, retardando seu desenvolvimento.

Andrade et al. (2003) verificaram que as sementes apresentam elevado
teor de dgua, entre 47% e, 53%, e ao serem dessecadas, perdiam completamente
sua viabilidade ao atingirem entre 18% e 22%. Estes resultados, demonstram
que as sementes de cagaiteira sdo sensiveis & perda de agua, néo sendo capazes
de manter alta viabilidade por mais de 150 dias quando armazenadas hidratadas
(45%), independente da temperatura de armazenamento. Observa-se, por estes
resultados, o caréter recalcitrante das sementes desta espécie.

Farias Neto et al. (1991), em seus estudos com formas de
armazenamento, constataram que o melhor tratamento para a conservagdo da
viabilidade das sementes de cagaiteira foi o acondicionamento em sacos
plésticos armazenados em cémara fria a 10°C/60% UR. Mesmo assim houve
répida perda de viabilidade até os 100 dias, atingindo 30% de germinagdo e 2,2

pléntulas por semana.



O curto periodo de armazenamento de sementes de cagaiteira se torna
um fator limitante para a propaga¢io sexuada da espécie, exigindo rapida
semeadura a fim de evitar grandes perdas na capacidade de germinagdo. Isto
acarreta em prolongado tempo de viveiro, tendo a muda que esperar até a
proxima estagio chuvosa para ir para o campo, aumentando os custos de

producdo (Farias Neto et al., 1991).

2.3.2 Propagaciio assexuada

Souza et al. (2002) relatam que, aos 540 dias apds a semeadura, mudas
produzidas por sementes apresentavam didmetro do caule apto para a enxertia,
indicando que elas necescitam de elevado tempo de viveiro para serem
propagadas por este método, inviabilizando-o pelo custo e espago necessario.
Além disso, ndo foram encontrados relatos na literatura de sucessos de
propagacdo desta espécie por este método.

Ribeiro et al. (1996) e Melo et al. (1998) ndo conseguiram resultados
satisfatorios utilizando AIB e AIA no enraizamento de estacas caulinares de
plantas adultas de cagaiteira.

Cunha (1986) também ndo obteve enraizamento tratando estacas de
cagaita de material rejuvenescido a partir de brotagdes de raizes e de tronco de
arvores adultas e também com estacas de material juvenil e de mudas de um ano
e meio (Melo et al., 1998). Técnicas de cultura de tecidos s@o indicadas para
determinadas espécies do Cerrado, principalmente quando suas caracteristicas
botdnicas impedem ou dificultam a propagacéo pelas vias classicas. Pode-se
citar como por exemplo, espécies selecionadas por sua elevada produtividade ou
qualidade dos frutos superiores e que apresentam dormeéncia, recalcitrancia ou

grande variabilidade genética por meio de sua propagagdo sexuada.
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Vidrias sdo as modalidades de cultura de tecidos, podendo ser por via
direta, pelo desenvolvimento de novos drgdos diretamente do explante ou
indireta, como a cultura de calos, que resulta em uma massa de células ndo
organizadas, a partir de qualquer parte da planta. Estes calos podem ser
submetidos a determinadas condi¢des hormonais, as quais podem direciona-lo
para o crescimento desorganizado ou para o desenvolvimento de 6rgdos, como
gemas, raizes ou embrides por organogénese ou embriogénese (Caldas, 1996).
Podem ainda ser tratados com enzimas, obtendo-se protoplastos para a
realizagdo de trabalhos de engenharia genética.

Atualmente, a modalidade de maior interesse e aplicagdo na propagagéo
de plantas nativas do Cerrado é a micropropagagdo, que reine caracteristicas,
tais como multiplicagdo rapida de plantas selecionadas, obtencdo de mudas
livres de patégenos que acompanham outros métodos de propagacéo vegetativa,

conservagiio e transporte de germoplasma, entre outros.
2.4 Micropropagacio de plantas

A propagagio assexuada geralmente ¢ vista como uma alternativa para a
propagagio de espécies que apresentam dificuldade por via sexuada. Assim, nos
altimos anos, a cultura de tecidos tem sido uma técnica bastante eficaz na
propagagio de vérias espécies (Landa, 2000).

A cultura de tecidos vegetais refere-se as técnicas de cultura em meio
nutritivo, em condigdes assépticas, de células, tecidos ou orgdos de plantas, sob
condigdes controladas de luminosidade e temperatura (Torres et al., 2000).

O método da cultura de tecidos vem sendo amplamente aplicado na
recuperagio de plantas livres de virus e outros agentes causadores de doengas,
na conservagio e intercdmbio de germoplasma in vitro, micropropagagdo rapida
de genétipos elites, producdo de haploides, transformagdo genética de plantas e

propagagdo comercial de plantas com potencial economico, dentre outras
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(Torres et al., 2000). Santana (2003) comenta que técnicas de cultura de tecidos
tém sido utilizadas, principalmente, quando a propagagio sexuada ¢
insatisfatéria, devido & reprodugdo por sementes ndio ocorrer naturalmente.

Torres et al. (1998) relatam que a aplicag3o pratica da cultura de tecidos
comegou quando Morel ¢ Martim, em 1952, recuperaram plantas de dalia livres
de virus do mosaico por meio da cultura de apices caulinares. Atualmente,
existem dezenas de laboratdrios de cultura de tecidos estudando a propagacéo in
vitro de plantas.

Com base no fato de que os tecidos somaticos de uma planta sao,
essencialmente, os produtos de divisGes mitdticas, cada célula dentro do
organismo pode regenerar novas réplicas do mesmo organismo, desde que
condi¢des apropriadas sejam fornecidas (Mantell et al., 1994). Assim, na cultura
de tecidos pode ser utilizada toda uma gama de explantes, como plantulas e
drgéos ou células isoladas e protoplastos (Mantell et al., 1994).

Para Pierik (1990), a propagagéo por meio da cultura de tecidos pode ser
realizada por via direta ou indireta (via calogénese), sendo a via indireta
considerada como um método potencial de propagagso.

A cultura de tecidos tem sido considerada uma grande alternativa para a
agricultura. A propagago in vitro, também denominada de micropropagagio em
fun¢dio dos propagulos utilizados, é, indiscutivelmente, a aplicagdo mais
concreta da cultura de tecidos de oOrgdos vegetais (Santiago et al., 2003;
Grattapaglia & Machado, 1998). Ela pode utilizar a cultura de apices caulinares
e segmentos nodais, embriogénese somitica e formagdo de gemas adventicias
em diversos tipos de explantes (Torres et al., 2000).

Grattapaglia & Machado (1998) relatam que a utilizagio comercial da
micropropagagdo ji € realizada em diversos paises do mundo. A primeira

aplicagio comercial da micropropagagdo foi feita por Morel, em 1960, ao
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multiplicar orquideas mediante cultura de dpices caulinares e regeneragio de
protocérmios.

A micropropagagio comercial concentra-se na limpeza clonal ¢ na
multiplicagio de espécies ornamentais herbaceas e arbustivas. No entanto,
trabalhos com espécies lenhosas frutiferas e esséncias florestais j4 vém sendo
realizados (Grattapaglia & Machado, 1998).

Segundo Erig & Schuch (2002), na multiplicagéo in vifro ndo basta
conseguir altas taxas de multiplicag@o em alguns explantes. O importante € obter
uma taxa média satisfatéria com o minimo de variagdo de explante para
explante. Para Grattapaglia & Machado (1998), outros fatores importantes a
serem observados sdo a qualidade e a homogeneidade das partes aéreas
produzidas, pois determinardo o sucesso no enraizamento.

A principal vantagem da micropropagacdo ¢ a fixagdo de ganhos
genéticos nas populagdes clonais e a obtengio de um grande nimero de plantas
sadias e de alta qualidade em pequeno espago fisico e em curto espago de tempo,
independente de fatores climéticos limitantes (Guerra et al., 1999; George,
1993), além de proporcionar maior precocidade na produgéo (Melo et al., 1999).

Reguladores de crescimento sfo usados em micropropagagdo para
suportar um nivel de crescimento basico e sdo igualmente importantes para
direcionar a resposta do propagulo ao desenvolvido (Santana, 2003).

O sinergismo entre auxinas e citocininas ¢ determinante no controle da
morfogénese in vitro. Elevadas concentragdes de citocininas e baixas de auxinas
induzem, em geral, a formagdo de gemas em detrimento da formagdo de raizes e,
invertendo-se esta relagdio, as gemas sdo inibidas havendo indugdo de raizes
(Santana, 2003).

Outro fator importante para o sucesso do sistema de micropropagacdo €

a conjugagdo de fatores nutricionais, ambientais e endégenos (Melo et al., 1999).
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2.5 Indugiio e estabelecimento do cultivo in vitro

A micropropagacio tem sido uma ferramenta essencial para o
estabelecimento in vitro de espécies nativas com importincia econdémica ¢
ecoldgica. Estas espécies apresentam problemas de oxidagéio e contaminagéo,
devido a caracteristicas peculiares no processo de estabelecimento (Santos et al.,
2001). '

Para Grattapaglia & Machado (1998), a condi¢do da planta matriz, a
descontaminagio ¢ o manejo dos explantes iniciais s3o os principais aspectos a
serem considerados na micropropagagio. A dificuldade maior na
micropropagago reside em se obter tecidos descontaminados sem conduzi-los a
morte quando isolados. Murashige (1977) relata que, em micropropagagdo de
espécies arbéreas sdo comuns problemas de contaminag&o no inicio das culturas.

A contaminag@o depende do material vegetal (explante) a ser utilizado.
Quando proveniente do campo, traz consigo elevado numero de
microorganismos em relagdo aos explantes retirados de plantas mantidas em sala
de crescimento (Sato et al., 2001).

Os pré-tratamentos aplicados na planta matriz s3o fatores cruciais para o
sucesso do estabelecimento do explante in vitro, principalmente no que se refere
aos microorganismos endégenos (Grattapaglia & Machado, 1998). Teixeira
(2004) afirma que a contaminagdo bacteriana ou fiingica é um dos maiores
problemas para a fase inicial da micropropagagdo, impedindo o estabelecimento
in vitro do explante.

Grattapaglia & Machado (1998), comentam que a contaminagio de
explantes na micropropagagdo geralmente ocorre devido & presenga de
microrganismos na superficie ou no interior do explante, além, é claro, de

possiveis erros cometidos pelos operadores no momento da assepsia.
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Virias substincias podem ser utilizadas para fazer a desinfestagdo dos
explantes. Os compostos mais comumente utilizados s&o o etanol (que remove
parcialmente as ceras hidrofilicas e a resina, melhorando o contato das demais
substincias com o explante), o hipoclorito de sédio e o hipoclorito de célcio.
Ainda podem adicionar algumas gotas de detergente as solugdes & base de cloro
para melhorar o contato destas com o tecido (Bonga & Aderkas, 1992).

O etanol ¢é geralmente utilizado a 70% a 80% (v/v) por alguns segundos
e as concentragdes mais comuns de cloro vdo de 0,5% a 2,0% de cloro ativo,
podendo o tratamento durar até 40 minutos (Grattapaglia & Machado, 1998).

Quando ndo se tem uma desinfestagio eficiente pelo método usual com
etanol e hipoclorito de sédio, podem ser utilizadas substincias como fungicidas
e bactericidas no meio de cultivo para melhorar a eficiéncia da desinfestagio
(Alves Junior et al., 2003).

A utilizagdo de fungicidas, como o benomil, no meio de cultura auxilia 0
controle da contaminagdo proveniente de fungos endofiticos, os quais
geralmente ndo sdo removidos na desinfestagfio superficial do explante (Shields
et al., 1994).

Os explantes a serem desinfestados podem ser mantidos em agua
corrente por algumas horas para uma lavagem superficial de particulas de poeira
e outras fontes de contaminagdes superficiais. O processo de desinfestagio deve
ser realizado em camara de fluxo laminar em condigSes assépticas, utilizando
vidrarias previamente esterilizadas (Grattapaglia & Machado, 1998).

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), outro problema
freqiientemente encontrado durante o estabelecimento de um explante é a
oxidacdo de compostos fendlicos que sdo liberados pelas células danificadas
com o corte. Este é um problema sério que afeta, principalmente, espécies

lenhosas. Melo et al. (2003) comentam que o escurecimento do meio de cultura
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¢ devido a oxidagdo dos compostos fenélicos que inibem o crescimento do
explante.

Existem vérias técnicas para se reduzir o problema de oxida¢éio. Dentre
elas, pode-se utilizar a lavagem em agua corrente, o uso de antioxidantes (PVP -
polivinilpirrolidona, acido ascérbico, é&cido citrico ou carvdo ativado), a
incubagdio dos explantes no escuro, a utilizagdo de meios de cultivo mais
diluidos, a transferéncia freqiiente de meio, a lavagem do material vegetal em
agua corrente, entre outros (Grattapaglia & Machado, 1998; Melo et al., 2003).

A redugdo da luminosidade, a diminui¢@o na concentragdo de sais ¢ a
adi¢do de antioxidantes no meio de cultura tém sido mais comumente utilizados,
para o controle da oxidagdio fendlica em espécies lenhosas (Marks & Simpson,
1990; Caldas et al., 1998).

Teixeira (2004) relata que as plantas lenhosas sdo consideradas ricas em
compostos fendlicos, por serem importantes no metabolismo destas espécies,
além de seu uso na defesa contra predadores e microrganismos.

Fatores que podem influenciar na oxidagdo fendlica de um explante
incluem a época, 0 genétipo da planta matriz e o tipo de explante (Teixeira,
2004).

2.6 Enraizamento in vitro

O enraizamento constitui uma etapa essencial para muitas espécies
propagadas in vitro, sendo esta necessiria para que a plintula sobreviva a
aclimatizagio (Hartmann, 1990). A obteng¢do de uma plintula com um sistema
radicular bem desenvolvido é essencial para a sua sobrevivéncia e crescimento
nas condi¢Ges ambientais (Pio et al., 2002).

O propésito da rizogénese é a formagdo de raizes adventicias nas partes

aéreas obtidas no estagio de multiplicagdo, que permite a constitui¢do de plantas
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completas, para posterior aclimatizagdo em condigdes ex vitro (Centellas et al.,
1999; Grattapaglia & Machado, 1998).

Dentre as substincias reguladoras de crescimento, as auxinas exogenas
tém participagdo fundamental no processo da rizogénese, principalmente nas
espécies lenhosas, que possuem dificuldades para enraizar (Gaspar & Hofinger,
1988). Em geral, a rizogénese ¢ induzida pela presenca isolada de auxina ou em
combinagdo com uma citocinina em baixa concentragdo (Santana, 2003).

Geralmente, a rizogénese ocorre dentro de uma a trés semanas e pode
ser dividida em indugfio, iniciacio e elongagio. As duas primeiras fases
respondem positivamente ou dependem de auxinas, embora a elongagéo possa
ser inibida pela sua presenca (Grattapaglia & Machado, 1998).

Para se evitar a inibicio de enraizamento pela presenga constante da
auxina no meio, tem sido adotada a estratégia de manter os explantes por um
periodo curto na presenca desta substincia. Em seguida, faz-se a inoculagéo em
um novo meio sem regulador de crescimento (George & Sherrington, 1984).

As auxinas sintéticas ANA, AIA, AIB e 24-D, em baixas
concentragbes, sio, geralmente, as mais utilizadas para a indugdo de raizes
adventicias (Pierik, 1990).

Radmann et al. (2003) afirmam que a luminosidade ¢ um fator que
também pode influenciar a rizogénese in vitro. Estes autores ainda relatam que a
luminosidade nem sempre é benéfica para a indugio e o desenvolvimento de
raizes, podendo a exposi¢do das brotagSes a um perfodo de escuro melhorar a

formac&o de raizes.

2.7 Aclimatizacdo

O processo de aclimatizagdo € imprescindivel para um eficiente
protocolo de micropropagag3o. Ele compreende a fase ou estigio no qual a

planta produzida in vitro € transferida para um ambiente de transi¢do ou
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ambiente natural (Debergh & Maene, 1981). A elevada perda de plantulas nesta
fase constitui um problema para algumas espécies. Fatores como gendtipo,
estresse hidrico, alteragdo do metabolismo heterotréfico (in vitro) para
autotrdfico, infecgdo por patégenos; e estresse pela luz, além das variagGes de
temperatura, interferem no sucesso da aclimatizag@o.

Segundo Brainerd & Fuchigami (1981), a transpiragdo excessiva por
todas as partes da plantula, principalmente pelas folhas e a inadequada absorgédo
de agua pelas raizes sdo as principais causas de estresse nesta fase. Outros
fatores a serem considerados s3o a incapacidade das plantulas em controlar o
fechamento e a abertura dos estomatos (Sutter, 1988) e o aumento do seu
nimero por area foliar (Brainerd & Fuchigami, 1981), fatores induzidos pela
condi¢do de alta umidade e baixa irradidncia, presentes no ambiente in vitro.

O periodo de aclimatizaggo, que varia de uma a quatro semanas, tem por
objetivo corrigir as alteragdes ou anormalidades, induzidas no periodo de
desenvolvimento in vitro. Nesta fase, ocorre a transicdo entre o metabolismo
heterotréfico para o autotréfico e o desenvolvimento do controle de perda e
absorgdo de dgua, devendo a plantula passar, neste periodo, por um gradual

aumento da irradiagdo e diminui¢3o da umidade relativa (Smith et al., 1986).

2.8 Aspectos da anatomia foliar

A anatomia foliar em plantas micropropagadas € de grande importincia,
pois, por meio de estudos comparativos do desenvolvimento de seus tecidos e
estruturas adaptativas, como espessura de cuticula, disposi¢io de células,
dimensdo e nimero de estdmatos, entre outros, pode-se estabelecer um padrio
que lhe confira a adaptagdo a determinadas condi¢des, como a fase de
aclimatizacdo. Estes estudos podem servir de base para pesquisas relacionadas

ao desenvolvimento durante a aclimatizagdo, a qual se caracteriza por uma

I8



elevada taxa de mortalidade, muitas vezes inviabilizando a micropropagac@o de
algumas espécies.

Segundo Pierik (1990), plantas provenientes do cultivo in vitro
apresentam cuticula pouco desenvolvidas, bem como mecanismo de abertura e
fechamento de estématos pouco funcionais e uma fraca conexio vascular entre o
sistema radicular e as brotacdes, tornando-as muito suscetiveis ao estresse
hidrico durante a aclimatizagao.

Larcher (2000) relata que as respostas de controle da abertura estomatica
diferem de acordo com as condigdes ambientais prepoderantes durante o
desenvolvimento da folha, como o comportamento anormal do aparato
estomatico sob condigdes de alta umidade durante o desenvolvimento foliar.

De acordo com Sutter & Langhans (1979), as folhas novas produzidas
durante a aclimatizagdo possuem anatomia de transi¢do, que podo conferir maior
habilidade fotossintética e maior capacidade de regulagdo hidrica as plantas.

De acordo com Preece & Sutter (1991), a elevada umidade relativa € a
baixa irradidncia no ambiente in vitro sdo os principais fatores que atuam na
indugio de alteragdes e funcionalidade de orgdos e tecidos, levando-os a
incapacidade de controlar as perde de 4agua quando estas sdo submetidas a
condigdes adversas, como o ambiente natural.

O estudo anatémico de Orgdos vegetativos das plantulas cultivadas in
vitro pode fornecer informagdes para o controle da morfogénese e auxiliar na

eficiéncia de protocolos de micropropagagao.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Setor de Fisiologia Vegetél e no Laboratério de Anatomia Vegetal do Setor de
Botédnica Estrutural, pertencéntes ao Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG, em 2003 e 2004.

3.1 Germinacao in vitro

As sementes foram obtidas de frutos de cagaiteira coletados na regido de
Bom Despacho, MG, em setembro de 2003. Em camara de fluxo laminar, apds
serem despolpadas, lavadas em agua corrente e secas parcialmente a sombra,
elas foram imersas em élcool 70% por 60 segundos e, em seguida, em solugo
de hipoclorito de sédio 0,5% de cloro ativo por 15 minutos. Entdo foram
enxaguadas trés vezes, em agua destilada e autoclavada, tendo parte delas
retiradas de seus tegumentos e novamente imersas em alcool 70% por 15
segundos e solugdo de hipoclorito de sédio 0,3% de cloro ativo por 5 minutos e,
em seguida, lavadas por trés vezes em agua destilada e autoclavada.

Sementes intactas e sementes sem tegumento foram inoculadas em tubos
de ensaio contendo meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) € 30 g L!
sacarose. Os meios foram solidificados com éagar 0,7% e o pH foi aferido para
5,8 antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos. Ap6s a inoculagdo, as
sementes foram mantidos em sala de crescimento, no escuro ou na luz
(irradiancia de fotons de 30 pmol m3ste fotoperiodo de 16 h) e em temperatura
de 27 £2°C. A porcentagem de germinagio acumulada foi avaliada aos 34, 71 e
150 dias ap6s a inoculag3o, sendo também contabilizado o nimero de sementes
germinadas com ma formag&o.

O experimento foi realizado em esquema fatorial 2 x 2 (com e sem

tegumento e na luz e no escuro), constituido de cinco repeticdes, sendo cada
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uma composta por 40 tubos de ensaio e cada tubo contendo uma semente. O

teste de médias utilizado foi o de Scott Knot, a 5% de probabilidade.

3.2 Desinfestagdo de explantes foliares obtidos de plantas cultivadas em sala
de crescimento

Folhas obtidas ‘de plantas germinadas em sala de crescimento, com
aproximadamente 120 dias, foram imersas em alcool 70% durante 0, 15, 30 e 60
segundos e hipoclorito de sodio 1% por 10, 15 €20 minutos.

Apbs a desinfestagdo, explantes foliares com aproximadamente 0,5 cm’
foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio de cultura WPM (Lloyd &
Mc Cown, 1981) e 30 g L™ sacarose. Os meios foram solidificados com agar
0,7% e o pH foi aferido para 5,8 antes da autoclavagem a 120°C, durante 20
minutos. Apds a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de
crescimento sob irradiancia de fétons de 30 pmol m™s™, fotoperiodo de 16 h e
temperatura de 27 =2 °C. A avaliagdo foi realizada ap6s 7 dias de incubag@o,
sendo observado o porcentual de contaminagao.

O delineamento experimental utilizado foi o fatorial 4 x 3, constituido
de 6 repetigdes, sendo cada uma composta por 6 tubos de ensaio e cada tubo

contendo um explante.
3.3 Efeito do BAP e ANA na organogénese em segmentos nodais

Segmentos nodais com 10 mm de comprimento, obtidos de plantulas
estioladas germinadas in vitro com aproximadamente 120 dias, foram inoculados
em meios de cultura MS suplementado com diferentes concentragdes de BAP
(0,0; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L") e ANA (0,0; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mg LY,
30 g L' de sacarose e 50 mg de 4cido ascorbico. Os meios foram solidificados

com 0,7% de agar e tiveram seu pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a
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120°C, durante 20 minutos. Apds a inoculagdo, os tubos foram fechados com

tampa plastica e lacrada com filme de PVC, sendo estes, mantidos em sala de
crescimento a 27 2 °C de temperatura, irradiancia de fotons de 30 pmol m?s” e
fotoperiodo de 16 horas.

Foram avaliados os niimeros de brotagdes maiores que Smm, o0 nimero
total de brotagdes, o nimero de folhas e a presenca de calos aos 45 dias apos a
inoculacio.

O experimento foi instalado utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado, com 10 repeti¢cdes por tratamento, sendo cada repeticdo composta
por um tubo de ensaio contendo um explante. Os dados foram analisados pelo
intervalo de confianga proporcional a 5% de probabilidade.

Como interesse era de detectar diferenga entre os tratamentos, nos quais
é possivel contar o nimero de sucessos, ou seja, o nimero de brotagdes, folhas,
etc., em cada tratamento, pode-se admitir que os dados seguem uma distribui¢ao
Poisson.

Assim, é possivel construir intervalos de confianga para a média de

brotagdes em cada tratamento, com nivel de significancia de 5%, sendo dado

por:

1 2 a ]. ) (94
pa = = =7 ¢ — T e =2k +2
IC = 5 # Onde 1 5 ev 2k 3 5 P i onde > ev=2k+2

Em que IC é o intervalo de confianga, n ¢ o numero de repeti¢des de
cada tratamento e k é o niimero de sucessos, ou seja, de brotagdes em cada

tratamento.
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3.4 Enraizamento in vitro de brotagdes

Brotagdes com 15 mm de comprimento, obtidas a partir de segmentos
nodais in vitro, foram inoculadas em meios de cultura WPM e WPM com 50%
de sua concentragiio original de sais, contendo diferentes concentracdes de AIB
(0; 1,5 3 ¢ 4,5 mg L), 20 g L' de sacarose e 3 g L de carviio ativado. Os
meios foram solidificados com 0,7% de égar e tiveram seu pH ajustado em 5,8
antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos. Apds a inoculagdo, 0s
explantes foram mantidos em sala de crescimento a 27 +2 °C de temperatura e
na auséncia de luz. Aos 35 dias ap6s a inoculag#o, foram avaliados o nimero ¢ 0
comprimento de raizes.

O experimento foi realizado utilizando o delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repetigdes por tratamento, sendo cada repeticdo

composta por trés tubos de ensaio, cada um contendo uma brotaggo.

3.5 Indugio de calos em explantes foliares

Explantes foliares (0,5 cm?) extraidos de plantulas obtidas da
germinag#o in vitro foram inoculados com a superficie abaxial em contato com o
meio nutritivo em tubos de ensaio contendo 0 meio de cultura MS suplementado
com diferentes combinagdes de 2,4-D (dcido 2,4-diclorofenoxiacético) (0; 1; 2;
3;4; 5; 6; 7 e 8 mg L") e TDZ (Thidiazuron) (0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5e 4 mg
L") e acrescido de 30 g L' de sacarose. O meio foi solidificado com 0,7% de
igar e seu pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem. A incubagdo ocorreu no
escuro e em temperatura de 27 +2'C. A avaliagio foi realizada aos 45 dias ap6s a

inoculacgio.

23



O experimento foi realizado utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado com quatro repetigdes por tratamento, sendo cada repeticio

composta por trés tubos de ensaio contendo um explante por tubo.
3.6 Indugiio de calos em segmentos nodais

Segmentos nodais estiolados com aproximadamente 10 mm de
comprimento, extraidos de plintulas obtidas por meio da germinagdo in vitro,
foram inoculados em tubos de ensaio contendo o meio de cultura MS
suplementado com diferentes concentragdes de 2,4-D (0; 1; 2; 3;4; 5e 6 mg L")
e 30 g L de sacarose. O meio foi solidificado com 0,7% de agar e o pH foi
ajustado em 5,8 antes da autoclavagem. A incubacdo foi realizada no escuro e
em temperatura de 27 +2°C. A avaliagio foi feita 30 dias apds a inoculagdo,
observando-se a porcentagem da area do explante ocupada por calos € 0 peso
médio.

O experimento foi conduzido utilizando o delineamento inteiramente
casualizado com dez repeti¢cdes por tratamento, sendo cada repeticdo composta
por um tubo de ensaio contendo um explante. Os dados foram submetidos ao

teste de médias de Scott Knott, a 5% de probabilidade.

3.7 Plasticidade anatémica das folhas de cagaiteira

Foram utilizadas, para este estudo, folhas do segundo né de ramos de
plantas cultivadas a campo (folhas coletadas na regido do tergo médio de sua
copa), cultivadas em sala de crescimento e cultivadas in vitro por 120 dias e por
um ano. As plantas cultivadas em sala de crescimento tinham,
aproximadamente, 120 dias de idade. As folhas, ao serem coletadas, foram

fixadas em alcool 70 % e submetidas a cortes histolégicos para estudo.
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O estudo anatdmico baseou-se no exame microscopico de segdes obtidas
a mio livre, com o auxilio de lamina de ago. Estas foram clarificadas em solug&o
de hipoclorito de sédio a 20% do produto comercial, por um periodo que variou
de um a dois minutos. E em seguida, foram lavadas em agua destilada e
montadas em glicerina a 50% apods coloragio.

Para a avaliagiio dos tecidos foliares (espessura da epiderme adaxial e
abaxial e dos parénquimas paligidico e esponjoso), foram realizados cortes
transversais, os quais foram corados com azul de astra-safranina, segundo os
métodos descritos por Kraus & Arduin (1997). A partir das se¢Ges transversais,
foram efetuadas trés medicGes de 5 plantas, com o auxilio de ocular
micrométrica.

Para os estudos relativos a caracterizagio dos estdmatos (niimero médio
por mm’ e didmetro equatorial e polar) foram realizados cortes paradérmicos na
regido mediana das folhas, na epiderme abaxial, os quais foram montados em
liminas contendo safranina e agua glicerinada. As observagdes foram realizadas
com o auxilio de cdmara clara, em microscépio Olympus CBB, segundo técnica
de Labouriau et al. (1961). Na regido mediana da lamina foliar foram observados
4 campos, totalizando 20 campos por tratamento.

Fotomicrografias foram obtidas em microscépio Olympus BX 60,
utilizando filme ASA 100 colorido, no Laboratério de Citologia do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

As medigdes de espessuras, densidade estomatica (estdmatos por mm®) e
didametro polar e equatorial dos estdmatos foram analisadas utilizando-se
delineamento inteiramente casualizado com 5 repetigdes por tratamento. Cada
repeticdo foi composta por trés medidas para espessura e quatro para densidade
estomatica e didmetro polar e equatorial dos estomatos. As médias foram

comparadas pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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3.8 Aclimatizacio e aspectos morfofisiologicos

Foram utilizadas para este estudo plantas estabelecidas in vifro por 120
dias, em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS (Murashige & Skoog,
1962), suplementado com 3% de sacarose solidificado com 0,7% de 4gar e o pH
ajustado em 3,8 antes da autoclavagem. A aclimatizagdo foi conduzida em salas
de crescimento com fotoperiodo de 12 horas e irradiancia de fétons de 60 pm m’
2 s, fornecidas por um conjunto de ldmpadas fluorescentes. As plantas foram
aclimatizadas em tubetes com volume de 250 mL. Para o controle da umidade
foram feitas cAmaras umidas individuais com sacolas de polietileno transparente,

as quais foram gradativamente sendo abertas durante a aclimatizacao (Figura 4).

FIGURA 4 Plantulas de cagaiteira em aclimatizagdo (Fotos:
Martinotto, 2004)

Os tratamentos foram constituidos de trés tipos de substratos: Plantmax,

Plantmax + vermiculita (1:1) e Plantmax + hamus de minhoca (1:1) e de 3
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tempos de aclimatizaggo: plantulas in vitro (T1), 7 dias de aclimatizagdo (T2) e
28 dias de aclimatizagdo (T3). Antes de serem utilizados, foram submetidos a
autoclavagem a 120°C por 25 minutos. A andlise quimica dos substratos se
encontra na Tabela 1. ‘

Foram utilizadas, para este estudo, folhas do segundo né a partir da
gema apical.  As medigdes de espessuras, densidade estomatica (estématos por
mm?) e didmetro polar e equatorial dos estématos foram analisadas utilizando-se
delineamento de parcelas subdivididas no tempo com cinco repeti¢Ses por
tratamento, sendo cada repeticdo composta por trés medidas para espessura €
quatro para densidade estomética e didmetro polar e equatorial dos estomatos.
Os dados foram submetidos ao teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A analise de crescimento foi realizada por meio da contagem direta do
namero de folhas vivas e medida da altura do maior broto ao final do
experimento. Os dados foram transformados para (X+1)** e submetidos ao teste
de Scott Knott, a 5% de probabilidade.
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TABELA 1 Analise quimica dos substratos utilizados no experimento
(Laboratdrio de Analise de Solos, UFLA, Lavras, MG)

Fatores Plantmax Plantmax Plantmax Unidade
+ +
vermiculita himus
pH em agua 5,0 6,0 6,0 -
P 523.3 320,0 676,3 mg dm™
K 152,0 152,0 152,0
Ca 17,0 13,7 14,3 cmol, dm ~°
Mg 5.4 6,3 10,3
Al 0,3 0,0 0,0
H+ Al 5,0 2,3 2,6
MO 6,7 53 6,0 dag kg™
Zn 5.3 3,5 16,4 mg dm>
Fe 258,0 140,5 124,0
Mn 34,0 22,2 128,0
Cu 1,0 08 8.5
B 1,5 1,0 0,9
S 20,1 344 26,2

A eficiéncia fotoquimica do FSII (Fv/Fm) foi avaliada por meio de um
fluordmetro portatil (Plant Efficiency Analyser — PEA) (Hansatech Instruments
Ltda). A razio Fv/Fm, em que Fv = Fm-Fo, sendo Fm = fluorescéncia méxima;
Fv = fluorescéncia variavel e Fo = fluorescéncia minima, foi avaliada em folhas

. pré-acondicionadas no escuro por uma hora, pela medi¢do da fluorescéncia
rapida in vivo, as quais foram posteriormente coletadas para estudos de
anatomia. Foram tomadas cinco leituras de cada tratamento, simultaneamente
com as coletas de folhas para estudos anatdmicos da aclimatizagdo de pléntulas.
As médias foram comparadas pelo teste de médias de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Germinacio in vitro

De acordo como a analise de variancia (Tabela 2), foi observado um
efeito significativo da luz, da retirada do tegumento e de sua interagéo no total
de sementes de cagaiteira germinadas in vitro, aos 34 dias apds a inoculacdo e
no nimero de plantulas com ma formagdo. Aos 71 dias apés a inoculago, foi
verificado efeito significativo apenas para a retirada do tegumento e para a
interagdo entre a retirada do tegumento € a luz. Aos 150 dias de cultivo, ndo foi

observada influéncia destes tratamentos no nimero de sementes germinadas.

TABELA 2 Analise de varincia para o valor acumulado da germinagdo in vitro
de sementes germinadas em trés tempos e total de plantulas com ma
formagao

FV GL Quadrados médios

34 dias 71 dias 150 dias Anormais

Escar 1 24851,3** 712531** 03125 12500,00**

Luz 1 151,25%* 165,31 2,81 180,00**
Escar*Luz 1  320,00** 340,31** 25,31 320,00**

Erro 16 26,25 44,06 31,40 33,90

Total 19 25742,5 833593 530,93  13542,50

CV% 10,05 9,57 6,32 16,17

** Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
Escar = Escarificagio
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O efeito da luz se pronunciou apenas em sementes com tegumento € aos
34 e 71 dias ap6s a inoculagdo. Tal influéncia, provavelmente, esta relacionada
com a fotodegradagdo de compostos inibidores presentes no tegumento,
acelerando a germinag@o. Alguns autores citam a degradacdo de compostos
fendlicos através da luz (Tiburtius, 2004; Ziolli & Jardim, 1998).

Alguns inibidores de crescimento sdo substdncias de natureza fenélica,
como o acido salicilico, 0 4cido cumarico, o 4cido clorogénico e a cumarina, as
quais podem retardar processos de crescimento e desenvolvimento das plantas,
como o alongamento de raizes e caules, a germinagdo de sementes e o
brotamento de gemas (Von-Pinho et al., 2004). Edwards (1973) também
observou, em café, que a presenga de compostos fendlicos no tegumento
controla a entrada de oxigénio na semente, diminuindo ou mesmo impedindo a
chegada deste ao embrido, retardando seu desenvolvimento.

Aos 150 dias da inoculagdo, o efeito da luz sobre a germinagdo foi
mascarado, provavelmente, pela superagio de alguma inibigdo presente na
semente. Rizzini (1970) verificou que o extrato do embrido de cagaiteira em
germinacio e o extrato do tegumento de suas sementes sdo capazes de inibir
fortemente a germinag@o de feijéo-preto.

Quanto ao efeito do tegumento, sementes desprovidas dele apresentaram
germinacgdo superior aos 34 e 71 dias apds a inoculagdo (86,25% e 88,25% de
germinagdo, respectivamente). Dombroski (1997) cita o efeito inibitério do
endocarpo na germinagao de sementes de pequizeiro.

Rizzini (1971), estudando a germinagdo de sementes de cagaiteira,
verificou um efeito retardador do tegumento na velocidade de germinagdo,
sendo proporcional ao grau de integridade deste tegumento. O mesmo relaciona
esta dorméncia com a impermeabilidade ao ar quando embebidas, causando

deficiéncia em oxigénio ao embrido.
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Na Figura 5, observa-se a interagdo entre os tratamentos, observando-se

a superioridade na germinagdo de sementes cujo tegumento foi retirado.

Germinagdo (%)

31 71

Dias apés a inoculagdo

O Com tegumento
Nno escuro

& Com tegumento
na luz

B Sem tegumento
na luz

H Sem tegumento .
no escuro

FIGURA 3 Interagdo entre a condi¢do de luz e a retirada do tegumento durante a
germinagdo in virro de sementes de cagaiteira. Médias, para mesma
data, seguidas de mesma letra maitscula (efeito da luz) e mintscula
(efeito da retirada do tegumento), ndo apresentam diferenca
estatistica significativa pelo Teste Scott-Knott, a 5% de

probabilidade

Embora aos 150 dias da inoculagdo ndo tenha sido observada diferenca

estatistica significativa para porcentagem de germinagdo, esta  prética

proporcionou uma germinagdo mais uniforme e mais rapida. Além disso,

sementes germinadas in vizro com a presenga de tegumento apresentaram

elevada ocorréncia de plantulas com mé formagéo, levando-as, posteriormente, &

morte (Figura 6).
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FIGURA 6 Sementes germinadas in vifro. Normais (A) e com ma
formacdo (B) (Fotos: Martinotto, 2004)

A Tabela 3 apresenta a interagdo do efeito da luz e da retirada do
tegumento na porcentagem de plantulas com ma formagdo do total de sementes

germinadas.
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TABELA 3 Quadro de médias da porcentagem de plantulas germinadas com ma
formagéio quanto a interagio entre os tratamentos

Tegumento Luz Escuro
Presente 68 Aa 54 Ab
Ausente 10 Ba 12 Ba

Meédias seguidas de mesma letra maiiiscula na vertical e mindscula na horizontal
ndo apresentam diferenca estatistica significativa, pelo Teste Scott-Knott, a 5%
de probabilidade.

Por meio da analise da interagio da luz com a retirada do tegumento,
quanto 4 germinagdo e ao nimero de plantulas com ma formagdo, pode-se
afirmar que o melhor tratamento para a germinagéo in vitro foram sementes
desprovidas de tegumento germinadas tanto na presenga quanto na auséncia de
luz, apresentando apenas 10% e 12% de plantulas com anomalias aos 150 dias
da inoculagio e 85% e 87,5% de sementes germinadas aos 31 dias da
inoculag#o, respectivamente.

Resultados semelhantes foram encontrados por Coelho (1999), em
estudos de germinagio de sucupira-branca (Pterodon pubescens (Benth.)
Benth.). A autora observou germinagio mais répida e uniforme e com maior
desenvolvimento posterior da plantula em sementes desprovidas de tegumento
em relagiio a sementes com tegumento seccionado. Nogueira (2003), testando o
efeito do BAP na germinagio in vitro de murici-pequeno (Byrsonima intermedia
A. Juss.), observou elevada produgio de plantulas anormais, mesmo no

tratamento sem o regulador.
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4.2 Desinfestagdo de explantes foliares obtidos de plantas cultivadas em sala
de crescimento

A anélise de varidncia (Tabela 4) demonstrou que o uso do hipoclorito
de sodio e do alcool 70%, Bem como a interacio destes, foram significativos
para a desinfestagdo dos explantes foliares de cagaiteira retirados de plantas
cultivadas em sala de crescimento. Estes resultados estdo de acordo com Bonga
& Aderkas (1992), que indicam o etanol e o hipoclorito de sédio como
substincias eficientes e mais comumente utilizadas na desinfestagdo de

explantes.

TABELA 4 -Anidlise de varidncia da porcentagem de contaminagdo dos
explantes, em fungdo dos tratamentos de desinfestagio aplicados

ma I
Fv GL 2:adra?i?>z Quma:d;)ios F o Pr>F
H;?;:;;?f 2 14411,62 720581 34,19 0,0000**
Alcool 3 8996,65 2998,88 14,23 0,0000**
Hipocl. * Alcool 6 5627,25 937,87 4,45 0,0009**
Erro 60 12643,94 210,73
Total 71 41679,47
CV (%): 50,16

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F

Em relagdo ao efeito isolado de diferentes tempos de exposicdo do
explante foliar ao hipoclorito de sédio (1% v/v), a imersdo por 20 minutos
apresentou a menor porcentagem de contaminagio (15,98%).

Para o efeito isolado da imersdo em etanol 70%, obteve-se melhor
resultado utilizando-se 60 segundos de exposi¢do, com apenas 11,11% de

contaminag¢do, diferindo este dos demais tempos de exposi¢do de 0, 15 e 30
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segundos, 0s quais apresentaram taxas de contaminagdo de 37,98%, 27,8% e
38,9%, respectivamente.

Pela avaliagio do efeito da interag@o entre o hipoclorito de sédio e
alcool 70% (Tabela 5), observou-se que o melhor tratamento de desinfestagdo €
a imersdo dos explantes em alcool 70% por 60 segundos, seguido da imersdo em
hipoclorito de sédio a 1% por 20 minutos, o que proporcionou a obtengdo de

94,34% de explantes desinfestados.

TABELA 5 Quadro de médias do resultado da porcentagem de explantes
contaminados obtidos em relagfio 4 interagfio entre o hipoclorito
de sédio e alcool 70%

Hipoclorito Hipoclorito Hipoclorito
de sédio de sédio de sédio

10 minutos 15 minutos 20 minutos
Alcool 0 segundos 52,79 Bb 30,56 Ab 30,56 Ab
Alcool 15 segundos 55,57 Bb 13,89 Aa 13,89 Aa
Alcool 30 segundos 72,24 Be 30,56 Ab 13,89 Aa
Alcool 60 segundos 13,89 Aa 13,89 Aa 5,56 Aa

Meédias seguidas de mesma letra maitscula na horizontal e minuscula na vertical
ndo apresentam diferenga estatistica significativa, pelo Teste Scott-Knott, a 5%
de probabilidade.

A utilizagiio do dlcool em tratamento precedente ao de hipoclorito de
sodio apresentou efeito positivo no controle da contaminacdo (Figura 7). Os
resultados demonstram que a eficiéncia do processo de desinfestagdo aumenta
com a elevagdo do tempo de imersdo dos explantes, tanto em édlcool quanto em

hipoclorito de sédio.
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Contaminagfio (%)

100 10/15 1030 10/60 150 15/15 1530 15/60 200 20/15 20730 20/60

Hipoclorito (min.)/ Alcool (seg.)
FIGURA 7 Contaminagio nos explantes foliares de cagaiteira em relagio aos
tratamentos com alcool 70 % e hipoclorito de sédio

Grattapaglia & Machado (1998) comentam que o etanol 70% ¢€
geralmente utilizado na desinfestagdo de explantes em interagdo com o
hipoclorito de sédio. Isto corrobora com os dados obtidos neste trabalho, os
quais demonstram que a utilizag@o do alcool 70%, juntamente com o hipoclorito
de sédio, tem efeito sinérgico na desinfestacdo de explantes foliares de
cagaiteira.

Outros autores também tém utilizado a combinagdo de alcool e
hipoclorito de sédio no processo de desinfestagdo de explantes foliares de
diversas espécies. Por exemplo, Cerqueira et al. (2002) utilizaram élcool 70%
por 30 segundos, seguido de hipoclorito de sédio a 0,6%, durante 30 minutos, na
desinfestagdo de explantes foliares de erva-de-touro (Tridax procumbens L.).
Paiva Neto (1996) obteve sucesso no controle da contaminagdo de explantes
foliares de moreira (Chlorophora tinctoria (L.) Gaudichaud) através da imersdo
em alcool 50% por 30 segundos e seguida em hipoclorito de sédio por 5

minutos.
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4.3 Efeito do BAP e ANA na organogénese em segmentos nodais

Nio foi observada a formagdio de calos em segmentos nodais de

cagaiteira nas concentragdes de BAP e ANA utilizadas.
4.3.1 Brotagdes superiores a S mm

O maior nimero de brotagSes com tamanho superior a 5 mm (2,5
brotages por explante), aos 45 dias de inoculagéo, foi obtido utilizando-se 2,0
mg L™ de BAP acrescido de 0,1 mg L™ de ANA (Figura 8).

Brum (2001) também verificou o efeito positivo da combinagdo entre
BAP ¢ ANA no nimero de brotagdes na variedade de figueira Roxo de
Valinhos, em que concentra¢3es superiores a 2,0 mg L' de BAPe 0,2 mg L de
ANA foram prejudiciais.

Namero de brotagdes
> 5 mm por explante

BAP/ANA (mgL™)

FIGURA 8 Numero de brotagdes superiores a 5 mm, em fungéo de diferentes
combinagdes entre BAP e ANA
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A interag3o entre BAP e ANA possibilitou um significativo aumento no
namero de brotagGes maiores que 5 mm (2,5 brotagdes por explante), em relagio
aos tratamentos com BAP (Figura 9) e ANA (Figura 10) isoladamente (0; 0,1;
0,5; 1; 2 mg L' de ANA ou 0; 0,1; 0,5; 1;2; 3; 4 mg L' de BAP) apresentando,
respectivamente, para as melhores concentragdes 1,28 (2,0 mg L' de BAP) e
0,79 (0,1 mg L™ de ANA) brotagdes po.r explante.

147

1,2 - y=001x’- 0,28585 + 1573%"- 3030x + 1,58
. R'= 0689

Brotagies > 5 mm por explante
e
[}

BAP (mgL™)

FIGURA 9 Efeito isolado do BAP no nimero de brotagdes maiores que 5 mm
em segmentos nodais de cagaiteira
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FIGURA 10 Efeito isolado do ANA no nimero de brotagdes maiores que 5 mm
em segmentos nodais de cagaiteira

O aspecto visual das brotagdes obtidas em segmentos nodais de
cagaiteira, em fungéio do cultivo na presenca de BAP e ANA, é demonstrado na
Figura 11.
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FIGURA 11 Aspecto visual de brotagdes obtidas em segmentos
nodais de cagaiteira cultivadas na presenca de 2,0
mg L de BAP e 0,1 mg L de ANA (A), 2,0 mg
L7 de BAP (B) e 0,1 mgL" de ANA (C)

4.3.2 Brotagdes totais

O maior niimero de brotacdes totais por explante (4,4) também foi
obtido inoculando-se segmentos nodais na presenca de 2,0 mg L' de BAPe 0,1
mg L de ANA (Figura 12).
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FIGURA 12 Numero total de brotagdes, em fungdo de diferentes combinagGes
entre BAP e ANA

Esses resultados demonstram que o nimero de explantes superior a 5
mm pode duplicar quando submetidos a tratamentos para alongamento.
Grattapaglia & Machado (1998) citam que o uso de giberelina no meio de
cultura pode ser util no alongamento de partes aéreas. Segundo Fraguas (2003),
quando as brotagdes formadas sdo muito pequenas, ¢ necessdrio maior tempo de
permanéncia no meio de cultura sem citocinina para que ocoma o
desenvolvimento adequado da parte aérea e do sistema radicular.

O efeito isolado da utilizagéio de BAP ¢ ANA sobre o nimero total de
brotagdes sdo demonstrados nas Figura 13 e Figura 14.
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FIGURA 13 Efeito isolado do ANA no nimero de brotagGes totais em explantes
nodais de cagaiteira
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FIGURA 14 Efeito isolado do BAP no nimero de brotat;oes totais em explantes
nodais de cagaiteira

Foi observada uma pequena influéncia da posicdo do explante nas
pléntulas matrizes, com os explantes retirados da posicio basal apresentando
uma menor taxa de indugdo de brotagdes (41% do total de brotagGes).
Provavelmente, este resultado representa o grau de diferenciag@o dos tecidos
mais acentuado na regiio basal quando comparado aos da regido apical,
possibilidade essa ja relatada por diversos autores (Pierik, 1990; Cachita-Cosma,
1991; Grattapaglia & Machado, 1998).

Foi observada a formagdo de raizes nos segmentos nodais inoculados em
concentragSes elevadas de ANA (2,0 mg L"), e na auséncia de BAP (Figura 15).
Nio foi observada a formagdo de folhas quando concentragBes superiores a 0,5

mg L™ de ANA foram utilizadas.
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FIGURA 15 Formagdo de raizes em segmentos nodais de cagaiteira
4.4 Enraizamento in vitro de brotagoes

Nio foi observada indugdo de raizes em brotacdes de cagaiteira
provenientes do cultivo in vifro submetidas a tratamentos com AIB, aos 35 dias
ap6s inoculac@o.

Resultados semelhantes foram relatados por Nogueira (2003), em
murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.) em que o AIB nao foi eficiente
para a induc@o de raizes.

A auséncia de luz também ndo favoreceu a formagdo de raizes. Deccetti
(2000) observou a formagdo de raizes em brotagdes de Annona glabra na
auséncia de regulador e presenga de luz. Ja Gomes (1999) obteve enraizamento
de brotacdes de moreira (Maclura tinctoria), obtendo enraizamento em meio
WPM 50% em pH 7,0 acrescido de 4,8 mg L' de AIB e 4,7 g L de carvio

ativado na presenga de luz.



Embora Pasqual et al. (1998) comentem que diferentes concentragdes de
sais minerais utilizados nos meios de cultivo podem induzir efeitos
significativos na rizogénese in vitro. a utilizagio do meio WPM ¢ WPM com
concentragdes de sais reduzidas a 50% ndo proporcionou o enraizamento de
brota¢des de cagaiteira.

J& Hu & Wang (1983) verificaram que altas concentragdes de sais
tendem a inibir todas as fases do enraizamento de brota¢des cultivadas in vitro,
particularmente o crescimento de raizes e, conseqilentemente, a redugdio das
concentragdes de sais do meio de cultivo pode induzir um melhor enraizamento.

Nogueira (2003) sugere que, para murici-pequeno (Byrsonima
intermedia A. Juss.), a ineficiéncia do AIB na indugfio de raizes pode estar
ligada a concentragdes endégenas de citocininas residuais da fase de
multiplicagdo, desfavorecendo o balango hormonal auxina/citocinina
responsavel pela indugio do enraizamento. O mesmo pode ter ocorrido com as
brotagGes de cagaiteira, sendo conveniente a utilizagdo de concentragdes
maiores de AIB ou o uso de outro tipo de auxina, como o ANA, para estimular a
rizogénese nesta espécie.

Pio et al. (2002) comentam que a formag#o de raizes bem desenvolvidas
in vitro é de grande importancia para a sobrevivéncia e adaptagio das plantulas
cultivadas in vitro. Assim, sendo o enraizamento uma etapa essencial para a
continuidade do cultivo de vérias espécies, o fato das brotagdes de cagaiteira ndo
terem sido enraizadas in vitro, limita a formagdo de mudas por

micropropagacéo, sendo necesséarios mais estudos nesta fase.

4.5 Indugiio de calos em explantes foliares

Apesar de ser conhecida a utilizagfio do 2,4-D e do TDZ na inducao e
desenvolvimento de calos em explantes foliares em diversas espécies (Donato et

al., 2000; Costa et al., 2002), eles ndo foram eficientes nas concentracdes
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utilizadas para a induc@o de calos em explantes foliares de cagaiteira. Assim, aos
45 dias de inoculagdo, ndo foi observada a formacdo de calos em explantes
foliares inoculados na presenca de 2,4-D e TDZ. Na Figura 16 observa-se o

aspecto visual dos explantes foliares inoculados na presenca de 2,4-D e TDZ.

FIGURA 16 Aspecto visual de explantes foliares inoculados na
presenca de 2,4-D (A) e TDZ (B)

Em seus trabalhos com amoreira (Morus alba L.), Sahoo et al. (1997)
também n#o conseguiram induzir calos em explantes foliares utilizando a auxina
2.4-D nas concentracdes de 0,5 a 4,0 mg L™

Ja Nogueira (2003) relata que explantes foliares de murici-pequeno
(Byrsonima intermedia A. Juss.) ndo desenvolvem calos na auséncia de 2,4-D e
que também ndo € necessaria a utilizagdo de TDZ para o desenvolvimento
destes.

As auxinas s@o amplamente utilizadas em meios de cultivo para a
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induggio de calos e o ponto determinante tem sido atribuido ao balango entre
auxinas e citocininas (George, 1993; Grattapaglia & Machado, 1998; Mantell,
1994).

A observagio de que os explantes foliares de cagaiteira néo respondem
aos estimulos induzidos pela adigdo de 2,4-D e TDZ ao meio de cultura pode
advir de um possivel balango endégeno auxina/citocinina desfavorével para o

desenvolvimento de calos.

4.6 Inducio de calos em segmentos nodais

Foram observadas diferengas estatisticas na porcentagem de explantes
cobertos por calos e peso fresco dos calos (Tabela 6) em segmentos nodais

inoculados na presenca de 2,4-D.

TABELA 6 Anilise de varidncia da utilizagdo de 2,4-D na indugio de

calogénese
FV GL Soma dos Quafirfidos E Pr>F
quadrados médios
2,4-D 6 0,022 0,003678 6,337 0,0000**
Erro 63 0,036 0,000580
Total 69 0,058

CV (%): 2,29

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F

A inoculagio de segmentos nodais de cagaiteira na presenca de 3,0 mg
L' de 2,4-D proporcionou valores méximos para porcentagem de area do
explante coberta por calos e peso médio de calos, 70% e 0,179,

respectivamente (Tabela 7).
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TABELA 7 Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D no peso e porcentagem
de area do segmentos nodal coberta por calo

Concentragdo de 2,4-D % do drea do ————— o
.

(mgL™) nodal coberta por calos
0,0 18,33 0,072 C
1,0 36,67 . 0,063 C
2,0 46,67 0,129 B
3,0 70,00 0,179 A
4,0 56,67 0,118 B
5,0 50,00 0,113 B
6,0 36,67 0,074 o

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem ente si estatisticamente, pelo teste
de Scott—Knott, a p < 5%

O aumento da concentragdo de 2,4-D induziu um acréscimo na
porcentagem de area do explante coberta por calos até a concentragdo de 3,0 mg

L. Concentragdes ‘superiores reduziram a formag@o de calos (Figura 17).
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FIGURA 17 Efeito da concentragio de 2,4-D na porcentagem de cobertura de
calos sobre segmentos nodais

A utilizacio de concentragdes superiores a 3,0 mg L' ocasiona um
decréscimo no peso fresco dos calos. Utilizando-se 6,0 mg L? de 2,4-D, apenas
0,079 g de calos, em média, é formado, representando um decréscimo de 59%
em relagdo a concentragdo de 3,0 mg L' com formagdo de 0,179 g (Figura 18 e
Tabela 7). '
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FIGURA 18 Efeito da concentracdo de 2,4-D no peso de calos em segmentos
nodais de cagaiteira

Santos (2001) observou que concentragdes superiores a 6,0 mg L' de
2.4-D ocasionam a diminui¢@o da porcentagem de formacéo e a redug@o do peso
de calos induzidos a partir de explantes foliares de salix (Salix humboldtiana
Willd). Este autor também comenta que a reducéo da porcentagem de formagédo
de calos e a diminuicdo do peso fresco dos calos com a utilizagdo de altas

concentracdes pode estar relacionada a fitotoxidez causada pelo 2,4-D.



4.7 Plasticidade anatémica das folhas de cagaiteira

As folhas de cagaiteira, em todos os ambientes de cultivo, apresentaram
organizagio dorsiventral e s3o hipostomaticas (Figura 19).

A nervura mediana da folha em segdo transversal, em todos os
ambientes de cultivo, apresentou feixe vascular bicolateral, circundado por
fibras lignificadas (Figura 19). Ainda na nervura mediana no cértex, apresentou
cavidades secretoras, sendo em nimero superior nas plantas a campo (Figura
19).

Foram observadas diferengas anatomicas entre os tecidos de folhas

provindos do cultivo in vitro em sala de crescimento e de plantas de campo.
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FIGURA 19 Fotomicrografias de segdes transversais (coluna A- nervura central
10x; coluna B- limbo foliar 40x) e paradérmicos (coluna C-
epiderme abaxial 40x) de folhas de cagaiteira cultivada em quatro
ambientes (linha 1- in vitro por 120 dias; linha 2- in vifro por um
ano; linha 3- sala de crescimento e linha 4- planta adulta a campo).
(barras = 50 um)

Secdes transversais das laminas foliares de todos os ambientes de cultivo

demonstraram que tanto a epiderme adaxial quanto a epiderme abaxial
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apresentam-se uniestratificadas com células retas, com estdmatos do tipo
paracitico e agrupamentos de células epidérmicas circundando pares de células
reniformes, associadas a cavidades oleiferas subepidérmicas (confirmado pelo
teste histoquimico SUDAM IV) em ambas as faces (Figura 20). Tais cavidades
oleiferas também foram encontradas por Cardoso & Sajo (2004) em diversas
espécies do género Eugenia. Elas apresentam cuticula mais espessada na

superficie adaxial, sendo que em plantulas desenvolvidas in vitro ela é menos

espessa que as de plantas de sala de crescimento e plantas de campo.

FIGURA 20 Detalhe das estruturas de secrec@o (setas) em folhas de cagaiteira
(A - células epidérmicas reniformes (40x) e B, C e D - cavidades
oleiferas subepidérmicas (40, 10 e 20x, respectivamente) (barra =
50 um)

53



4.7.1 Espessura do limbo foliar

De acordo com a andlise de varidncia (Tabela 8), houve diferenca
estatistica significativa para todos os tecidos foliares em fungdo do ambiente de

cultivo.

TABELA 8 Anilise de varidncia para as medidas de espessura em tecidos
foliares de cagaiteira cultivadas a campo, sala de crescimento, in
vitro por 120 dias e in vitro por um ano

FV GL Quadrados médios

Epiderme Parénquima Parénquima Epiderme Total
adaxial paligadico lacunoso abaxial

Trat 3 96,89* 9251,84 * 2264,49* 81,82*  23707,4*
Erro 55 5,63 18,00 234,60 2,44 319,99

Total 58 600,12 28745,73 19696,55 379,60  88721,42

CV% 13,95 9,99 16,92 13,93 11,09

* Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F

Folhas provindas de plantas de cultivo a campo diferiram
_estatisticamente de folhas dos demais ambientes, quanto & espessura da
epiderme adaxial, epiderme abaxial e parénquima pali¢ddico. Para o parénquima
lacunoso, porém, folhas provindas de cultivo a campo ¢ sala de crescimento
foram superiores &s de cultivo in vitro por 120 dias e um ano, os quais foram

iguais estatisticamente (Figura 21).
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Folhas de campo apresentaram espessura total superior aos demais
tratamentos, seguidas por folhas de sala de cultivo e ambiente in vitro.

Resultados semelhantes foram encontrados por Fidelis (2000),
trabalhando com Brosimum gaudichaudii, que relata maiores espessuras para
folhas desenvolvidas in vivo do que para folhas in vitro.

Segundo Castro et al. (1998), a resposta e a adaptacdo a uma elevada
intensidade luminosa sdo o espessamento foliar e a elongagdo das células do

parénquima pali¢adico.
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FIGURA 21 Teste de Scott-Knott para espessura de tecidos foliares de cagaiteira
cultivadas a campo, sala de crescimento, in vitro, por 120 dias e in
Vitro por um ano

Zanela (2001), estudando plantas jovens de diversos grupos ecoldgicos,
verificou que elas apresentavam alteragdes anatomicas tipicas com relagdo aos
niveis de radiacdo, apresentando um espessamento do mesofilo e maior nervura

central em plantas submetidas a pleno sol.



4.7.2 Densidade estomatica

Houve diferenga estatistica para a densidade estomatica nos ambientes
estudados (Tabela 9).

TABELA 9 Anilise de varidncia para densidade estomatica na epiderme abaxial
de folhas de cagaiteira cultivadas a campo, sala de crescimento, in
vitro por 120 dias e in vitro por um ano

Fv GL Somados quadrados = Quadrados médios F Pr>F

Trat 3 3505308,07 1168436,02 32,039 0,0000
Erro 76 2771666,44 36469,29
Total 79 6276974,52

CV(%) 233

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F

Destacaram-se as plantas de ambiente in vitro por um ano (1100
estdbmatos mm™) seguidas das plantas de ambiente in vitro por 120 dias (941
estdmatos mm™). Plantas de sala de crescimento e de campo apresentaram
menor niimero de estomatos (635 € 602 estdmatos mm™~, respectivamente), nio

diferindo estatisticamente entre si (Figura 22).
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FIGURA 22 Teste de Scott-Knott para densidade estomatica em folhas de
cagaiteira cultivadas a campo, sala de crescimento, in vitro por 120
dias e in vitro por um ano

O grande nimero de estdmatos observados em plantulas in vitro
provavelmente foi provocado pelo ambiente existente no recipiente. As
condi¢Bes ambientais que influenciam as trocas gasosas provocam alteragdes no
desenvolvimento estomatico. Com baixa luminosidade e trocas gasosas, O
aumento no nimero de estdmatos facilitaria as trocas, aumentando a eficiéncia
fotossintética, segundo Fraguas (2003). A mesma autora observou em seu estudo
que a densidade estomdtica € maior em folhas de plantas de campo do que em
folhas de plantulas in vitro. Este resultado discorda dos dados obtidos para
cagaiteira, os quais demonstram um menor numero de estomatos em folhas de

plantas de campo, quando comparados com folhas de plantulas in vitro.
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4,7.3 Diametro polar e equatorial de estomatos

A andlise de varidncia (Tabela 10) demonstrou que houve diferenga
estatistica para didmetro polar, porém, para didmetro equatorial ndo houve

diferenga significativa (Tabela 11).

TABELA 10 Anilise de variancia para didgmetro polar de estdmatos em folhas
de cagaiteira cultivadas a campo, sala de crescimento, in vitro por
120 dias e in vitro por um ano

FV GL Somados quadrados Quadrados médios F Pr>F

Trat 3 406,12 ’ 3,16 42,83 0,0000 **
Erro 76 240,21 135,37
Total 79 646,34

CV (%) 8,13
** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F

TABELA 11 Anilise de varidncia para didmetro equatorial de estdmatos em
folhas de cagaiteira cultivadas a campo, sala de crescimento, in
vitro por 120 dias e in vitro por um ano

Soma dos Quadrados
FV GL quadrados médios F Pr>F
Trat 3 14,75 3,53 1,390 0,2523
Erro 76 268,92 491
Total 79 283,67

CV (%) 11,69
** Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F

Conforme Figura 23, estdmatos de folhas cultivadas a campo s@o, em

média, maiores em didgmetro polar do que estdmatos de sala de crescimento ¢
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estes maiores do que estdmatos cultivados in vitro, os quais ndo diferiram entre
si. Para o didmetro equatorial ndio foi observada diferenga significativa entre os
ambientes.

Resultados semelhantes formam obtidos por Castro et al. (1998),
trabalhando com Guarea guidonea, os quais encontraram diferengas apenas para
didgmetro polar quando submetidas a diferentes niveis de sombreamento.

Santiago (1999), observaram uma diminui¢do no didmetro polar e
equatorial em estdmatos e aumento na densidade estomatica de Piper
hispidinervium em plantas cultivadas em condi¢@o de sub-bosque (192 umol m™
s) quando comparadas com plantas de casa de vegetagdo (885 pmol m°sl)ea

pleno sol (1439 umol m™ s1).
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& 22,4b E In vitro 120
199¢199¢[ dias

& In vitro 1
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Didmetro (um)

O Sala de
crescimento

0O Campo

Diametro Polar Diametro Equatorial

FIGURA 23 Teste de Scott-Knott para didmetro polar e equatorial de estdmatos
em folhas de cagaiteira cultivadas in vitro por 120 dias, in vitro por
um ano, sala de crescimento e a campo



4.8 Aclimatizacio e aspectos morfofisiologicos

Ocorreram diferengas entre as plantulas cultivadas nos diferentes
ambientes. As dimensdes dos tecidos foliares, densidade estomética, didmetro
polar e equatorial dos estdmatos e o desenvolvimento das plantulas foram
influenciados pelos diferentes tratamentos.

O desenvolvimento do tecido mecanico na nervura central do
tratamento Plantmax + vermiculita apresentou-se com o cordao de fibras
periciclicas pouco desenvolvido em relagdo aos outros tratamentos (Figura 24).

Possivelmente, o espessamento das paredes celulares pode ter sido influenciado

pelos substratos.

Figura 24 Nervura central em folhas de plantulas de cagaiteira durante a
aclimatizagdo, cultivadas em diferentes substratos. (A- Plantmax +
Himus, B — Plantmax + vermiculita e C — Plantmax) (barra = 100
um)
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4.8.1 Crescimento

De acordo com a analise de varidncia para os dados de niimero de folhas
e altura, foram verificadas diferengas estatisticas para os dois fatores aos 43 dias
de aclimatiza¢@o (Tabela 12 e Tabela 13).

TABELA 12 Andlise de varidncia para niimero total de folhas em plantulas em
fase de aclimatizagio em trés tipos de substrato (Plantmax;
Plantmax + vermiculita ¢ Plantmax + himus)

FV GL Soma dos quadrados quadrados Médios F Pr>F

Trat 2 11,44 5,72 10,110 0,0002**
Erro 57 32,25 0,57
Total 59 43,70 )

CV (%) 27,74

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F

TABELA 13 Andlise de varidncia para altura em plantulas de cagaiteira em fase
de aclimatizag@o em trés tipos de substrato (Plantmax; Plantmax
+ vermiculita e Plantmax + himus)

FV GL Soma dos quadrados Quadrados médios F Pr>F

Trat 2 8,74 4,37 10,05 0,0002**
Emmo 57 24,78 0,43
Total 59 33,51

CV (%) 22,52

*#* Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F

Os substratos que se destacaram foram o Plantmax + vermiculita (1:1) e
Plantmax. Embora niio tenham diferido estatisticamente um do outro, o primeiro

foi ligeiramente superior para as duas caracteristicas avaliadas (Figura 25).
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Silva (2003), estudando substratos para aclimatizagdo de gloxinia
(Sinningia speciosa Lood. Hiern.), obteve o melhor resultado para nimero de

botdes florais utilizando Plantmax + vermiculita (1:1).

10,22

H Plantmax®
8 Plantmax® + Vermiculita
O Plantnax® + Hionus

Ab

Nionero de folas Aliura (cm)

FIGURA 25 Teste de Scott-Knott para o nimero de folhas e altura de plantulas
de cagaiteira em fase de aclimatizacdo em trés tipos de substrato
(Plantmax; Plantmax + vermiculita e Plantmax + himus)

O substrato Plantmax + himus (1:1) provocou total desfolha inicial em
plantulas de cagaiteira, porém, rebrotando posteriormente. Tal efeito se deve,
provavelmente, a compostos volateis liberados que se acumularam dentro da

camara timida individual, ndo sendo indicado para este tipo de aclimatizag@o.

4.8.2 Densidade estomatica

Durante a fase de aclimatizagdo houve diferenca significativa para

densidade estomatica, tanto para o tempo quanto para o substrato (Tabela 14).
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TABELA 14 Analise de varidncia para densidade estomitica em folhas de
plantulas em fase de aclimatizagio em trés tipos de substrato
(Plantmax; Plantimax + vermiculita e Plantmax + himus)

FV oL Soma dos Quadrjados . P> F
quadrados médios
Trat 2 1118245,74 559122,87 18,34 0,0001**
Emro A* 57 1737704,55 30486,04 1,22 02628
Tempo ! 837305,04 837305,04 3342 0,0001**
Trat*Tempo 1 2981,68 2981,68 0,12 07320
Erro B 38 952008,07 25052,84
Total 99 4801223,18

CV (%) 17,06

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F

* Erro A= REP (TRAT)

Na Figura 26 observa-se a evolugio na densidade estomatica em relagio

ao tempo. Com estes dados verificou-se que houve plasticidade dos tecidos

durante a aclimatizag#o para densidade estomatica.
Estes resultados estio de acordo com os obtidos por Fraguas (2003),

que observou uma redu¢do na densidade estomitica durante a climatizagdo de

Ficus carica.
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FIGURA 26 Teste de Tukey para densidade estomatica em folhas de plantulas
de cagaiteira em fung@io do tempo de aclimatizagdo, a 5% de
probabilidade

Quanto ao tipo de substrato, o que mais se destacou para niimero de
estdmatos foi o Plantmax (1.065 estdmatos por mm?). Os demais substratos nio
diferiram entre si estatisticamente (829 e 849 estdmatos por mm?) (Figura 27).

Esta diminui¢do na densidade estomatica estd relacionada a adaptagdo
da planta is novas condi¢Ses ambientais, mostrando que a cagaiteira apresenta
plasticidade foliar.

Alguns autores citam algumas alteragGes durante este processo, no qual
a planta deverd simultaneamente desenvolver mecanismos de controle de
transpiragdo e condutincia estomitica (Diaz-Perez et al., 1995), ativar os
mecanismos de controle de perda de agua pelas células (Sutter, 1988) e

aumentar a taxa fotossintética em condi¢Ges de atmosfera mais rica em co’

(Vantelgen et al., 1992).
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FIGURA 27 Teste de Tukey para média da densidade estomatica em folhas de
plantulas de cagaiteira, em fungdo do substrato de aclimatizagdo, a
5% de probabilidade

4.8.3 Didmetro polar e equatorial de estomatos

Para o dados obtidos do didmetro polar e equatorial dos estomatos,

verificou-se diferenca significativa para o tratamento e o tempo (Tabela 15).
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TABELA 15 Anilise de varidncia para didmetro polar e equatorial de estdomatos
em folhas de plantulas em fase de aclimatizacdo em trés tipos de
substrato (Plantmax; Plantmax + vermiculita e Plantmax + himus)

FV GL Quadrados médios
Polar Equatorial
Trat 2 20,19** 36,86**
Erro A* 57 2,66 3,91
Tempo 2 9,70%* 13,Q71%%
Trat*Tempo 3 . 0,96 5,87
Erro B 95 237 2,20
Total 159 444 86 553,11
CV (%) 10,86 7,14

** Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F
* Erro A= REP(TRAT)

Durante a aclimatizagdo, observou-se um aumento no didmetro, tanto
polar quanto equatorial dos estomatos (Figura 28).

Segundo Abrams & Mostoller (1995), em varias espécies estudadas, o
didgmetro polar foi maior em folhas expostas a pleno sol. Isto demonstra que

plantas em ambiente in vivo tendem a apresentar maior didmetro de estomatos.
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FIGURA 28 Teste de Tukey para didmetro "equatorial e polar durante a
aclimatizagio de plantulas de cagaiteira a 5% de probabilidade

Quanto ao substrato, 0 que proporcionou o menor crescimento foi o
Plantmax, n3o tendo os demais diferido entre si estatisticamente (Figura 29).
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FIGURA 29 Teste de Tukey para didmetro equatorial e polar, durante a
aclimatizagdo de pldntulas de cagaiteira, a 5% de probabilidade

4.8.4 Espessura do limbo foliar

Quanto a espessura do limbo foliar, verificou-se significdncia somente
para ao tratamento no parénquima pali¢addico e parénquima lacunoso (Tabela
16). Pequenas variagdes na espessura da espessura da folha podem resultar em
significativas variagdes na fotossintese em algumas espécies, enquanto outras
apresentam grande plasticidade na espessura foliar, mas pouca variagdo na

capacidade fotossintética (Yamashita et al., 2002).

68



TABELA 16 Analise de varidncia para as medidas de espessura em tecidos
foliares de plantulas de cagaiteira em fase de aclimatizagdo em
trés tipos de substrato (Plantmax; Plantmax + vermiculita e

Plantmax + hiimus)

FV GL Quadrados médios

Epiderme Parénquima Parénquima Epiderme
adaxial  paligadico lacunoso abaxial
2,40 162,08

Total

Trat 2 6,07 89,40%*  521.21**
Erro A* 42 6,62 10,50 115,65 3,22 177,91
Tempo 2 18,45 115,65 469,01 17,11 372,00
Trat*Tempo 4 10,05 45,00 153,15 6,79 206,85
Emmo B 70 4,58 16,51 58,96 3,52 66,29
Total 119 697,10 2115,74 11144,92 454,95 13600,40
CV (%) 14,75 13,60 - 8,73 18,40 5,72

** Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F
* Erro A= REP(TRAT)

Na Figura 30 verifica-se que para o parénquima paligadico o tratamento
que induziu uma maior espessura foi o Plantmax + vermiculita (1:1) seguido do

Plantmax.
Quanto 2 espessura do parénquima lacunoso, maiores resuitados foram

obtidos com Plantmax + hiimus.
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FIGURA 30 Teste de médias para espessura do parénquima palicadico e
lacunoso de plantulas de cagaiteira em aclimatizag¢ao em funcgao
do uso de diferentes tipos de substrato (Plantmax; Plantmax +
vermiculita e Plantmax + hamus) por Tukey, a 5 % de
probabilidade

4.8.5 Fluorescéncia

Para a eficiéncia fotossintética, houve diferenga significativa somente
para o tempo (Tabela 17). Embora néo tenham diferido estatisticamente entre si,
o substrato que conferiu maior aumento na eficiéncia fotossintética as plantulas

de cagaiteira em aclimatizacdo foi o Plantmax seguido do Plantmax +

vermiculita.
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TABELA 17 Anlise de varidncia para fluorescéncia em folhas de plantulas em
fase de aclimatizagio em trés tipos de substrato (Plantmax;
Plantmax + vermiculita e Plantmax + humus)

s
PV Gl e mies  F P
Trat 2 . 0,0031 0,00159050 . 2,00 0,1786
Erro A* 12 0,0095 "0,00079719 424 0,0035
Tempo 2 0,0016 0,00081952 4,36 0,0296%*
Trat,*Tempo 3 0,000049 0,00001653 0,09 0,9657
Erro B 17 .0,0031 0,00018799
Total 36 0,017

CV(%) 1,72

** Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F
* Erro A= REP(TRAT)

Apbs a transferéncia para a condigdo ex vitro, a eficiéncia fotossintética
teve aumentos crescentes para tempo avaliado (Figura 31).

Resultados semelhantes foram obtidos por Rival et al. (1997),
trabalhando com dendé, que observaram aumentos crescentes na eficiéncia
fotossintética durante a aclimatizagdo de plantulas. Tais resultados demonstram
que as alteragSes anatomicas observadas durante a aclimatizagdo ocorrem
simultaneamente a um crescente aumento na taxa fotossintética.

Segundo Debergh & Maene (1984), a morfologia foliar pode influenciar
processos metabélicos e fisiologicos, associados, principalmente, a fotossintese

€ as trocas gasosas.
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5 CONCLUSOES

A germinagio e a porcentagem de sementes germinadas anormais in
vitro foram influenciadas tanto pela luz quanto pela escarificagdo.

A utilizaggo de etanol 70% por 60 segundos, seguido de hipoclorito de
sédio 1% por 20 minutos, foi eficiente na desinfestagdo de segmentos foliares de
cagaiteira.

A concentragdo 3,0 mg L de 2,4-D foi eficiente na indugdo de calos em
segmentos nodais de cagaiteira.

O TDZ e o 2,4-D ndo foram eficientes na indugdo de calos em explantes
foliares de cagaiteira.

A concentragdo de 2,0 mg L™ mg de BAP, acrescidos de 0,1 mg L' de
ANA, foi eficiente na indugdo de brotagGes de segmentos nodais de cagaiteira.

O AIB nio foi eficiente na indugio de raizes em brotagdes obtidas in
vitro de cagaiteira, nas concentragdes utilizadas.

O substrato Plantmax + vermiculita (1:1) ou Plantmax sdo satisfatérios
para a aclimatizagéo de cagaiteira.

O ambiente de cultivo influenciou o desenvolvimento morfofisiolégico

de cagaiteira.
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