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INTRODUCAO

A Annona glabra L. é natural da América do Sul (Le et al., 1998). A espécie possui
capacidade de adaptacdo a diversos ambientes, com habilidade de sobrevivéncia em
extremos de temperatura (Sentellas et al. 1996; Mai, 1995) e habitat inundado (Pérez et al.,
1993; Croat, 1978), indicando capacidade de adaptacdo estrutural e funcional ao ambiente.

Esta espécie produz frutos comestiveis e é também utilizada, segundo Manica et al.
(2003), como porta-enxerto para a Atemoleira, Gravioleira e Cherimoleira, algumas das
frutas mais consumidas do género Annona.

Uma das etapas cruciais da cultura de tecidos de plantas € a aclimatizacdo onde,
geralemente, ocorre baixo indice de sobrevivéncia das brotagbes devido a perda de agua
dos tecidos, especialmente os foliares. O presente trabalho teve por objetivo, analisar a
perda de agua de tecidos foliares de Annona glabra L. submetidas a diferentes ambientes
de cultivo in vitro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas
localizado no Setor de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia, da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

Foram utilizados como explantes primarios para a micropropagacao (fase de
multiplicacdo) segmentos nodais contendo apenas uma gema e tamanho aproximado de 1,5
a 2,0 cm, derivados de plantas matrizes mantidas sob condi¢cdes controladas em sala de
crescimento.

Para a desinfestacéo, os explantes foram mantidos em agua corrente por 40 minutos
e lavados com detergente. A seguir, em camara de fluxo laminar, foram imersos em &lcool
70% (v/v) por um minuto, em associacdo com a imersdo em hipoclorito de sodio 50% (v/v)
por 15 minutos e lavados por trés vezes em agua destilada e autoclavada. Apds a
desinfestacéo, os explantes foram mantidos em solucéo de &cido ascérbico (200 mg L™) por
20 minutos. Os segmentos nodais foram inoculados em frascos contendo 30 mL do meio
MS (Murashige e Skoog, 1962), solidificado com 7,0 g L™ de agar e suplementado com 20,0
g L™ de sacarose. O pH do meio de cultura foi ajustado para 6,0 antes da autoclavagem.
Apb6s a inoculacao, os frascos foram colocados no escuro por um periodo de 15 dias. Apés
esse periodo, os frascos foram levados aos seus ambientes de cultivo, onde permaneceram
por mais 30 dias, totalizando entdo 45 dias de cultivo in vitro antes das analises de perda de
agua.

Foram utilizados dois sistemas de vedacdo dos frascos e dois ambientes de cultivo:
frascos vedados com tampas plasticas transparentes e selamento com parafilme, que
restringem as trocas de gases entre o recipiente e a atmosfera externa caracterizando
sistema convencional (FiguralA) e tampas plasticas modificadas, contendo um par de
orificios (10 mm de diametro) cobertos por dois filtros de membranas permeéveis a gases
(Milliseal, Millipore, Tokyo) (FiguralB) com poros de 0,5 pm, que aumentam a ventilacdo no
recipiente de cultivo. Os frascos com as brota¢des foram mantidos em dois ambientes: sala
de crescimento (FiguralC) sob condicdes de alta irradiancia (300 pmol m? s') em
temperatura de 25°C + 1°C e em casa de vegetacdo (FiguralD), sob iluminacdo e
temperatura natural. Na casa de vegetacgao, os frascos foram mantidos sobre uma bancada
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aberta, a cerca de 1,5 m de altura, e sob tela sombrite que permite uma interceptagéo de
70% da luz solar incidente.

O ambiente da casa de vegetacao foi caracterizado por um pirandmetro acoplado a
um datalogger (LI — 1400 — LI-COR, Lincoln. Neb.) e por um termohigrografo durante uma
semana em margo e uma semana em maio de 2006. Os valores médios observados das
caracteristicas avaliadas foram: temperatura maxima de 36°C + 1°C, temperatura minima de
26°C + 2 °C, umidade relativa do ar maxima de 59% + 8% e minima de 35% + 8%. A
radiacdo global média, na altura do recipiente de cultivo, foi de 520 umol m?s™.

Figura 1. Tampa plastica convencional (A), tampa plastica com MiIIipore com ventila(;éo
natural (B), frascos em sala de crescimento (C) e frascos em casa de vegetacao (D).

Para determinar a perda de agua dos tecidos, discos foliares de 10 mm?2 foram
pesados em intervalos de 10 minutos, durante um periodo de 120. Foram utilizados seis
discos foliares (folhas expandidas) para cada tratamento. No final do periodo, os discos
foram submetidos & secagem em estufa a 60 °C por 48 horas para obtencdo da massa seca.
Os valores de perda de agua foram expressos como porcentagem do conteldo total de
agua do tecido foliar. Para fins de comparacao, também foram retirados discos foliares das
plantas matrizes conduzidas em sala de crescimento e das plantas cultivadas a pleno sol.

Os experimentos, instalados em delineamento inteiramente casualizado, foram
constituidos por seis tratamentos de cultivo in vitro, num fatorial de dois (ambientes: sala de
crescimento e casa de vegetacdo) x dois (sistemas de vedacgdo do recipiente de cultivo),
sendo que as plantas a pleno sol e as plantas matrizes foram tratamentos adicionais, tidos
como testemunhas.

O programa SISVAR 4.3 (Ferreira, 1999), da Universidade Federal de Lavras, foi
utilizado para as andlises de variancia dos dados nado transformados e dos testes para
comparacdo dos contrastes entre médias pelo Teste de Scott & Knott a 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A perda de agua dos tecidos foliares ap0s a retirada das brotac6es dos recipientes
de cultivo, ao final da fase de multiplicagdo, mostra a influéncia do sistema de vedacéo e do
ambiente de cultivo (Figura 2). Observa-se que a perda de 4gua das brotacfes cultivadas
em recipientes com vedacdo convencional, independente do ambiente, ocorre de maneira
mais acentuada nos primeiros minutos de avaliacdo, em relacdo as brotacdes cultivadas
com sistema de ventilacdo natural, sendo as diferencas progressivamente acentuadas com
0 aumento no tempo de exposicao.
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Figura 2. Porcentagem de perda de agua durante 120 minutos de exposi¢cdo a umidade
relativa de 50 - 60 % das folhas de Annona glabra L. desenvolvidas in vitro sob sistema de
vedacdo convencional (C) ou ventilagdo natural (Millipore) (N) e em sala de crescimento
(S.C) e casa de vegetacao (C.V) e de plantas in vivo em ambiente natural (Pleno Sol) ou
sala de crescimento (Matriz). Cada ponto representa a média de quatro repeticdes. Em cada
tempo de determinacdo, as diferentes letras indicam diferenga significativa a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Ao final da avaliacdo, a perda total de agua foliar das brotacdes cultivadas sob
sistema de vedagdo convencional é de cerca de 80%, valor igual ao observado para as
plantas in vivo cultivadas na sala de crescimento (P< 0,05). Para as brotac¢des cultivadas
sob ventilacdo natural (Millipore) e aquelas cultivadas in vivo no ambiente natural (Pleno sol)
a perda de agua ndo ultrapassa os 30% ao final do periodo de determinacdo, o que
representa menos da metade da quantidade de agua perdida no mesmo periodo pelas
brotacbes que se desenvolveram sob sistema de vedagdo convencional ou as plantas
matrizes.

De acordo com os resultados, é possivel observar que as brotacdes cultivadas em
casa de vegetacao apresentam uma menor velocidade inicial de perda de agua, em relagéo
as brotacdes cultivadas em sala de crescimento, que, independente do sistema de vedacgéo
dos recipientes, perdem agua mais rapidamente, no inicio do periodo de avaliacdo. Esses
resultados podem indicar uma maior resisténcia a perda de agua das brotacdes cultivadas
em casa de vegetagao.

Os resultados obtidos permitem afirmar que uso de ventilagdo natural, durante o
cultivo in vitro da Annona glabra, principalmente aliado a maiores irradiancias, aumenta a
capacidade das brotacdes para controlar as perdas de 4gua quando sdo posteriormente
expostas a um ambiente com baixa umidade relativa. A influéncia da utilizagdo de umidades
mais baixas do que as convencionais sobre a capacidade da planta controlar a perda de
agua também tem sido descrita em outras espécies cultivadas in vitro, como Prunus
cerasifera (Sciutti e Morini, 1995) e Malus domestica (Brainerd e Fuchigami, 1981).

Segundo Capellades et al. (1990), o aumento na intensidade luminosa e a reducédo
na umidade relativa do ar durante o cultivo in vitro induzem as mesmas modificacdoes
anatdmicas observadas nas plantas durante o periodo de aclimatizacdo na casa de
vegetacdo, como 0 aumento na deposicdo de cera epicuticular e redu¢do no tamanho e na
frequiéncia dos estdbmatos. O aumento na capacidade de controle da perda de agua pode
ser de extrema importancia para prevenir a dessecacdo das brotacdes de Annona glabra L.
durante a aclimatizagéo e garantir a sua sobrevivéncia ap0s a transferéncia para o ambiente
natural.
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CONCLUSAO

As folhas das brotagcbes, que se desenvolvem sob sala de crescimento e sistema
convencional de vedacgédo do frasco, perdem alta quantidade de dgua quando sé&o retiradas
dos recipientes de cultivo. A perda de agua diminui nas folhas que se desenvolvem sob
ventilacdo natural (Millipore), principalmente aliado a alta irradiancia e em casa de
vegetacao.
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