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FREITAS, C. A. B. Estabelecimento in vitro de Annona crassiflora e Annona
squamosa utilizando segmentos nodais. 2014. 72p. Dissertacdo (mestrado) —
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais — Universidade Federal da Grande
Dourados, 2014,

RESUMO

As espécies da familia Annonaceae podem ser propagadas por sementes e por métodos
vegetativos. Entretanto, a maioria das espécies desta familia apresenta inibicdo da
germinacdo, resultado da dorméncia imposta pela presenca de substancias inibidoras, as
quais retardam o processo de germinacdo, que geralmente acontece de forma irregular
inviabilizando a produgéo de mudas de forma homogénea. Uma das alternativas para
sua propagacdo consiste na reproducdo assexuada via clonagem in vitro ou
micropropagacdo. O presente trabalho teve como objetivo principal estabelecer um
protocolo para assepsia e estabelecimento in vitro de explantes caulinares de duas
espécies de anonaceas (Annona crassiflora Mart. e Annona squamosa L.), utilizando a
micropropagacdo para a producdo de mudas. O material vegetal utilizado foi obtido de
ramos vegetativos jovens coletados de plantas encontradas em areas de Cerrado da
regido de Campo Grande e de Dourados (Mato Grosso do Sul). Foram realizados dois
experimentos com Annona crassiflora Mart. e trés experimentos com Annona squamosa
L.. Experimentol: Efeito do tempo de exposicdo (10; 15 e 20 minutos) e do
desinfestante (hipoclorito de célcio e hipoclorito de sédio a 2,5%) no estabelecimento in
vitro de Annona crassiflora; Experimento 2: Efeito do tipo de meio de cultura (WPM e
MS) e do pH de cultivo (5,2; 54 e 5,8) no estabelecimento in vitro de Annona
crassiflora; Experimento 3: Efeito do tempo de exposic¢do (10; 15 e 20 minutos) e do
desinfestante (hipoclorito de célcio e hipoclorito de sédio a 2,5%) no estabelecimento in
vitro de Annona squamosa; Experimento 4: Efeito de diferentes concentracbes no
tratamento com cloreto de mercdrio (0,0 - controle; 0,025; 0,050; 0,075 e 0,100 %) no
estabelecimento in vitro de Annona squamosa; Experimento 5: Efeito de diferentes
concentragdes de peroxido de hidrogénio (10; 20; 30 e 40%) adicionado ao hipoclorito
de sédio (2,5%) na desinfestacdo dos explantes no estabelecimento in vitro de Annona

squamosa. As avaliacOes foram realizadas de forma sequencial aos 7; 14 e analisados

vii



aos 28 elou 56 dias. As variaveis analisadas foram: porcentagem de contaminacao
bacteriana, porcentagem de contaminacao fangica, porcentagem de explantes oxidados
e porcentagem de explantes estabelecidos in vitro (considerando estabelecidos aqueles
que emitiram brotacdes). A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que,
durante o estabelecimento in vitro de A. crassiflora, a desinfestacdo com hipoclorito de
sodio apresenta maior eficiéncia no controle da contaminacgéo bacteriana, enquanto que,
para a mesma varidvel, 15 minutos de exposi¢cdo ao agente desinfestante reduz em
aproximadamente 50% a contaminacdo dos explantes, independentemente do tipo de
hipoclorito (calcio ou sodio). Em pH de cultivo 5,8, os explantes cultivados em meio
MS apresentam menor oxidacdo, ja em pH 5,4 observou-se menor oxidacdo em meio
WPM. Para o estabelecimento in vitro da A. squamosa, quanto maior o tempo de
exposicdo ao hipoclorito de sddio, menor a contaminagdo flngica, sendo o inverso
observado na desinfestacdo com hipoclorito de célcio. Os tratamentos com hipoclorito
de sodio e célcio ndo foram eficientes no controle da contaminacdo bacteriana e nédo
influenciaram na oxidacdo dos explantes. Com relacdo ao uso de diferentes
concentragdes de cloreto de mercurio na desinfestacdo dos explantes em A. squamosa, a
concentracdo de 0,075%, foi a que apresentou maior reducdo da contaminacao
bacteriana, porém, nenhuma das concentracdes testadas foram eficientes no controle da
contaminacgdo fungica. Em A. squamosa, a desinfestacdo dos explantes com diferentes
concentracdes de peroxido de hidrogénio e adicionado ao hipoclorito de sédio, bem
como, o tratamento controle somente com hipoclorito de sédio, ndo apresentaram
diferencgas entre os tratamentos para as Vvaridveis contaminacgdo fungica, bacteriana e
oxidacéo dos explantes. No entanto, em todas as concentracdes testadas observou-se um

numero elevado de explantes estabelecidos (25%).

Palavras-chave:  Araticum, marolo, propagacdo vegetativa, desinfestacao,
micropropagacao.
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FREITAS, C. A. B. In vitro stabilishment of Annona crassiflora and Annona
squamosa using nodal segments. 2014. 72p. Dissertation (Master) — Biological and
Environmental Sciences College in UFGD - Universidade Federal da Grande Dourados,
Dourados, 2014,

ABSTRACT

The species of the Annonaceae family can be propagated by seeds and vegetative
methods. However, most species of this family shows inhibition of germination,
dormancy imposed by the result of the presence of inhibitors, which slow the
germination process, which usually happens irregularly precluding the production of
seedlings evenly. An alternative to its spread is the asexual reproduction via cloning or
in vitro micropropagation. This study aimed to establish a protocol for disinfection and
in vitro establishment of shoot explants of two species of Annonaceae (Annona
crassiflora Mart. and Annona squamosa L.) using micropropagation as a new
alternative for the production of seedlings. The plant material was obtained from young
vegetative branches collected from plants found in Cerrado region of cities Campo
Grande and Dourados, Mato Grosso do Sul. To achieve the proposed objectives five
separate experiments were performed with both species. Experiment 1: Effect of time of
exposure (10, 15 and 20 minutes ) and disinfest (calcium hypochlorite and sodium
hypochlorite at 2.5 %) in vitro establishment of Annona crassiflora; Experiment 2:
Effect of the type of medium culture (WPM and MS) and growth pH (5.2, 5.4 and 5.8
) in vitro establishment of Annona crassiflora; Experiment 3: Effect of exposure time (
10, 15 and 20 minutes ) and disinfest (calcium hypochlorite, sodium hypochlorite and
2.5 %) in vitro Annona squamosal establishment; Experiment 4: Effect of different
concentrations treatment with mercuric chloride (0.0 - control; 0.025, 0.050, 0.075 and
0.100 %) in vitro establishment of Annona squamosa; Experiment 5: Effect of different
concentrations of hydrogen peroxide (10, 20,30 and 40 %) is added to sodium
hypochlorite (2.5 %) in the disinfestation of explants in vitro establishment Annona
squamosa. The evaluations were performed at 7, 14 and 28 and or 56 days, with the
final evaluation computed as before. The variables analyzed were: percentage of

bacterial contamination, percentage of fungal contamination, percentage of oxidized
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explants and percentage of explants in vitro established (considering its those issued
shoots). From the results obtained it is concluded that during the initial in vitro
A.crassiflora, the sodium hypochlorite has greater efficiency in the control of bacterial
contamination while for the same variable, 15 minutes of exposure to the agent reduces
disinfest at approximately 50% explant, regardless of the type of hypochlorite (calcium
or sodium). The explants cultured on WPM medium with pH 5.8 have a lower
percentage of fungal contamination. With pH 5.8, the culture medium MS causes less
oxidation of explants. But with pH 5.4, the WPM is more effective in controlling this
variable. To establishing in vitro A. squamosa it was concluded that the longer the
duration of exposure to sodium hypochlorite, more low the fungal contamination. The
reverse is observed on the disinfection with calcium hypochlorite. These same
treatments were not effective in controlling bacterial contamination and did not
influence the oxidation of explants. Treatment with mercuric chloride at concentrations
0.075 %, there is a reduction of bacterial contamination, however, none of the
concentrations was effective in controlling fungal contamination. The addition of
hydrogen peroxide to sodium hypochlorite, as well as the control treatment only with
sodium hypochlorite at all concentrations tested allowed to obtain a large number of
established explants (25%). However, the data obtained in other variables fungal
contamination and bacterial oxidation did not differ between treatments.

Key-words:  ‘Araticum’, ‘marolo’, vegetative propagation, disinfestation,

micropropagation.
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1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais cerrado

O Cerrado é o segundo maior dominio fitogeografico do pais em termos de area,
ocupando cerca de 25% do territorio nacional e apresentando uma grande diversidade
em sua fauna e flora. Suas extensas paisagens impressionam por sua diversidade
fisionbmica, onde variam a predomindncia e 0 porte das espécies lenhosas,
caracteristica tipica das savanas tropicais, resultante da alta diversidade de fatores
bioldgicos e abibticos presentes em seus microhabitats (AVIDOS e FERREIRA, 2003).

O Cerrado contém um terco da biodiversidade do territério nacional e 5% da
flora mundial, sendo considerada a mais rica entre as savanas do mundo é considerado o
mais rico em espécies nativas frutiferas voltadas para o aproveitamento alimentar, as
quais produzem frutos comestiveis, de formas variadas, cores atrativas e sabores
caracteristicos, apresentando um grande potencial de utilizacdo agricola (SANO et al.,
2008).

Além do desenvolvimento de pomares domésticos e comerciais, as espécies
frutiferas nativas do Cerrado podem auxiliar na recuperacdo de areas devastadas ou
degradadas, para controle de erosdo e no desenvolvimento de éareas de protecdo
ambiental (SILVA et al., 2001; VIEIRA et al., 2010).

O uso sustentavel da flora nativa de frutiferas do Cerrado pode ser uma
excelente opcdo para melhorar a satde da populacdo, devido ao alto valor nutricional
dos frutos (AGOSTINI-COSTA e VIEIRA, 2004). Além disso, aumentar o potencial de
exploracdo comercial do fruto possibilitaria melhorar a renda dos pequenos produtores
rurais e contribuir para a preservacdo das espécies visto que a producdo regional de
frutiferas nativas configura-se essencialmente extrativista (AQUINO et al., 2007).

A propagacao vegetativa nas regides dos cerrados era feita por meio natural de
multiplicacdo das espécies, havendo duvidas quanto ao papel das sementes nesse
processo. Com o passar do tempo, a observacdo de ocorréncia natural da propagacéao
sexuada nas plantas nativas despertando o interesse do meio cientifico. Essa demanda
incentivou o aprimoramento das técnicas de propagacdo das espécies frutiferas do

Cerrado e por consequéncia, a producdo de mudas, com selecdo de gendtipos mais
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adequados (BERNARDES et al., 2007).
1.2 Annona crassilora Mart. e Annona squamosa L.

A familia Annonaceae é uma das maiores entre as Angiospermas basais, com
aproximadamente 135 géneros e 2.500 especies (CHATROU et al., 2004), distribuicao
predominantemente tropical. Seus representantes sdo plantas lenhosas, de porte arboreo
ou arbustivo (SOUZA e LORENZI, 2005). No Brasil, é representada por 26 géneros,
sendo sete deles endémicos, com cerca de 260 espécies. As espécies desta familia
caracterizam-se por apresentar folhas simples, dispostas alternadamente em um mesmo
plano ao longo dos ramos (MAAS et al., 2001). Muitas espécies da familia Annonaceae
podem ser consideradas promissoras para 0 comércio e industria, devido ao grande
potencial no comercio de frutos e medicinal, pois apresentam varios compostos
bioativos, tais como as acetogeninas, os alcaldides e os flavanoides, encontrados
principalmente nas sementes, nos frutos, na casca e nas raizes de Annona crassiflora
Mart. (CORDEIRO et al., 2005).

Dentre as espécies mais conhecidas da familia Anonacea destacam-se: a ata,
fruta- do-conde ou pinha (Annona squamosa L.), cherimdia (Annona cherimoia Mill.),
graviola (Annona muricata L.), atemdia (Annona cherimola x Annona squamosa),
araticum-do- campo (Annona dioica), araticum-do-brejo (Annona paludosa), cabeca-de-
negro (Annona coriacea), Llama (Annona diversifolia) e araticum ou marolo (Annona
crassiflora Mart.) (MANICA, 2003).

O araticunzeiro (Annona crassiflora Mart.) é uma planta arbérea nativa do
Brasil e encontra-se amplamente distribuido no Cerrado, estando entre as 25 espécies
mais frequentes desse bioma (RIBEIRO et al., 2000). Trata-se de uma planta que
apresenta valor ornamental, madeireiro e medicinal, sendo empregada popularmente
como antidiarreica (sementes) e como antimicrobiana, por suas propriedades
antifungicas e antibacterianas (ALMEIDA, 1998; AQUINO et al., 2007; SOARES et
al., 2009). A altura varia entre 4,0 e 8,0 m e o didametro da copa chegando aos 4,0 m. O
tronco é geralmente tortuoso, variando entre 20 e 30 cm de didmetro, revestido por uma

casca (suber) aspera e corticosa resistente a acdo do fogo (LORENZI, et al., 2006). A
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planta floresce, geralmente, entre 0s meses de outubro e novembro. As flores séo
geralmente solitarias, mas podem ser encontradas agrupadas, com pétalas carnosas, de
cor verde-amarelada e sedosas (LORENZI, 1998). Seu fruto, popularmente conhecido
como marolo, araticum, araticum dos grandes ou cabeca de negro, é do tipo baga
subglobosa, de superficie tomentosa e tuberculada, de cor verde como fruto em
desenvolvimento, e marrom, quando maduro (LORENZI, 1998). A sua polpa é
levemente adocicada e de cheiro agradavel, podendo variar do branco ao amarelo,
sendo que esse ultimo tem sabor e cheiro mais acentuado, e por isto é bem aceito pelo
mercado (CARVALHO, 2002). Ainda assim, encontra-se subutilizada comercialmente e
sob ameaca de extingdo devido ao extrativismo predatério (PINTO et al., 2005).

A Annona squamosa L., espécie nativa da America central, é encontrada no
mundo inteiro. No Brasil, a pinheira frutifica uma vez por ano e sua fruta é conhecida
como pinha ou fruto-do-conde (MENEGAZZO et al., 2008). A pinheira tipica €
considerada uma arvore pequena, de até 5 metros de altura e com muitas ramificacdes.
As folhas sdo deciduas, de laminas oblongo-elipticas e apice obtuso ou arredondado,
medindo de 5,0, a 15 cm de comprimento por 2,0 a 6,0 cm de largura, sendo de
coloracdo verde-brilhante na parte superior e de cor verde-azulada na parte inferior. Esta
espécie apresenta as partes masculinas e femininas na mesma planta e na mesma flor,
sendo, portanto, classificada como uma planta hermafrodita, com as flores que se
originam nos pequenos ramos novos, sendo pendentes, solitarias ou em grupo de duas a
quatro (MANICA, 2003).

O fruto da pinheira é um sincarpo arredondado, do tipo baga composta, ovdide,
esférico ou cordiforme, e possui de 5,0 a 13 cm de didmetro. Quando o fruto apresenta-
se completamente maduro, os carpelos apresentam-se separados um dos outros,
visualizando assim em seu interior a polpa branca ou amarelada. A polpa envolve
isoladamente cada uma das numerosas sementes, as quais possuem coloracdo preta
brilhante ou castanha-clara e tem a forma eliptica, medindo de 1,4 a 2,3 cm de
comprimento por 0,8 a 1,2 cm de largura (HOEHNE, 1946; MANICA, 2003). O
sistema radicular da pinheira € do tipo pivotante e, em plantas jovens, possui um
crescimento superior a sua parte aérea.

A profundidade atingida pela raiz € em media 5,5 vezes superior a altura do
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caule, proporcionando a planta grande tolerancia em relacdo as varia¢Ges hidricas do
solo (OLIVEIRA et al., 2005). O fruto dessa espécie possui grande potencial nutritivo e
sdo muito apreciados devido a sua polpa de sabor adocicado, podendo ser consumido in
natura ou sob a forma de doces. Na medicina popular, as sementes sao utilizadas para
combater a diarreia e induzir a menstruacdo (SANO e ALMEIDA 1998).

As plantas da familia Annonaceae podem ser propagadas por sementes e por
métodos vegetativos. (PINTO, 2005). Entretanto, as sementes dessas plantas apresentam
substancias inibidoras de germinacgéo, que provocam dorméncia (GEORGE e NISSEN,
1987; GAMA e MANICA, 1994), fazendo com que a germinacgédo seja retardada e de
forma irregular A propagacdo sexuada por permitir a recombinacdo génica é vantajosa
no sentido de aumentar a biodiversidade e fornecer possibilidades para o0 melhoramento
genético da espécie. No entanto, para a produgdo de mudas com fins comerciais, a
uniformidade genética é fundamental (PINTO, 2005; MELO, 2005).

O primeiro passo para a introducéo de um cultivo comercial é a determinag&o de
técnicas adequadas de propagacdo, principalmente assexuada. Esta permite a clonagem
de plantas selecionadas diretamente na natureza ou provenientes de hibridacGes
dirigidas, mantendo seus carateres desejaveis e levando a formagdo de mudas de alta
qualidade e de pomares mais uniformes ao manejo e a colheita, resisténcia a doencas e
outros caracteres importantes na fruticultura (PEREIRA et al., 2001). Plantas cultivadas,
especialmente arboreas, devem ser propagadas assexuadamente a fim de manter as

caracteristicas desejaveis encontradas na planta mae. (MELO et al., 2000).

A propagacao vegetativa ¢ indicada para plantas que ndo se reproduzem bem por
processos sexuados, por ndo transmitirem determinadas caracteristicas por via
hereditéria, tais como a forma da planta, variantes na cor das flores ou aspectos
peculiares, quantindade de sementes formadas ou poder germinativo (ALMEIDA,
2010). Existem poucas informacoes a respeito da producdo de mudas via propagacao
vegetativa para familia anononacea. Uma das alternativas seria a propagagdo por
estaquia, que permite a clonagem do material e que pode ser influenciada por diversos
fatores: nutrientes no meio, teores de reservas, balanco hormonal, as condi¢gdes do meio
ambiente, genética, entre outros (ALMEIDA, 2010).
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Outro método de se propagar assexuadamente uma especie é a micropropagacao,
que possibilita a producdo de mudas em grande quantidade de clones de gendtipos elite,
sadios e em um curto periodo de tempo, sendo por isso a micropropagacao considerada

uma técnica mais eficiente mais vantajosa (BRUM, 2001).

1.3 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos de plantas € um termo que exprime o conceito de que uma
ampla gama de tipos de tecidos de plantas pode ser cultivada, sob condi¢des assepticas
e in vitro, visando micropropagacdo, armazenamento ou limpeza clonal. A cultura de
tecidos se baseia na teoria da totipoténcia das plantas terem a capacidade de regenerar
um organismo inteiro, idéntico a matriz doadora, a partir de células unicas (SATO e
YAMADA, 2008).

A cultura de tecidos é uma excelente ferramenta para clonar plantas em escala
comercial, além de colaborar na realizacdo de estudos de transformacdo genética e
conservacdo de espécies vegetais. Permite ainda aperfeicoar a interacdo entre fatores
abioticos (nutricionais, luminosos, temperatura) e bidticos (hormonais e genéticos),
resultando em plantas sadias, vigorosas e geneticamente idénticas, que podem ser
multiplicadas em grande quantidade. Tal técnica pode ainda ser empregada para a
multiplicacdo de espécies de dificil propagacdo por via sexuada, como ocorre em
algumas espécies nativas do Cerrado. Outro exemplo de grande importancia é a limpeza
clonal, por meio da qual é possivel ter uma producdo de mudas livres de virus. Essa
técnica consiste em cultivar meristemas e induzir a formacdo de material propagativo,
geneticamente idénticos aos parentais (FERREIRA et al., 1998).

Na cultura de tecidos, pequenos fragmentos de tecido vivo, chamados
explantes sdo isolados de um organismo vegetal, desinfestados e cultivados
assepticamente, por periodos indefinidos em um meio de cultura apropriado, tendo
como objetivo obter nova planta idéntica a original, ou seja, realizar uma clonagem
vegetal que é definida como uma propagacédo assexuada de células ou organismo, de
modo a obter novo individuo, mantendo-se 0 genétipo idéntico do ancestral comum
(TORRES et al., 2000).

Consideramos explante como todo segmento de tecido ou Orgdo vegetal
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utilizado para iniciar uma cultura in vitro, podendo ser de um fragmento de folha, de
raiz, de caule ou qualquer tecido que responda as condi¢des de indugdo do meio de
cultura. Os explantes podem regenerar 6rgdos vegetais ou plantas completas idénticas a
planta matriz, ou ainda dar origem a massas celulares denominadas calos, que também
podem regenerar plantas (por organogénese indireta), porém, neste caso sdo sistemas
mais indicados & producédo de substancias in vitro (TORRES et al., 2000). A utilizacdo
mais disseminada da cultura de tecidos vegetais € a clonagem in vitro ou
micropropagacdo. E o Unico recurso da cultura de tecidos vegetais que tem
documentado de forma efetiva a possibilidade de se produzir espécies de interesse em
larga escala, permitindo a manuteng@o de colecGes ativas ou de base de germoplasma
vegetal (HIREGOUDAR et al., 2005).

O sucesso da regeneracdo in vitro depende do controle da morfogénese, que €
influenciada por diversos fatores, tais como o tipo e a idade do explante, o genétipo, o
estado fisiolégico da planta matriz, os componentes do meio de cultura, os reguladores
de crescimento e as condi¢Oes fisicas da cultura. A interacdo entre todos estes fatores
leva a inducdo e expressdo de um modo especifico de diferenciacdo e desenvolvimento
celular (GAJ, 2004; GIRI et al., 2004).

1.3.1. Micropropagacao

A micropropagacdo € considerada um método rapido e eficiente, para a
multiplicacdo de plantas selecionadas, podendo-se destacar como vantagens, a
possibilidade de propagar rapidamente e em larga escala; obtencéo de plantas livres de
patdgenos, geneticamente uniformes, viabilizando a producdo vegetal quando héa
dificuldades nos mecanismos naturais de reproducdo, ou nos casos de espécies
ameacadas de extincdo (DUTRA et al., 2009). A micropropagacao de plantas através da
cultura de tecidos pode ser operacionalizada em uma sequéncia laboratorial de trés
estagios, cada qual apresentando objetivos, pressuposicdes e necessidades especificas
em termos de composicdo dos meios de cultura, tipo e balango dos reguladores de
crescimento e condicbes fisicas como luz, temperatura e foto periodo. Em condigdes
laboratoriais cada estdgio deve ser identificado e as condicbes Otimas devem ser
estabelecidas (MURASHIGE, 1974). Debergh e Read (1991) propuseram a inclusdo do
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estagio zero nesta sequéncia de operacgdes e, desta maneira, a inducédo e a expressdo de

respostas organogenéticas in vitro devem obedecer 0s seguintes passos :

Estadgio 0 - Consiste em selecionar e cultivar a planta matriz doadora de
explantes em condic¢des adequadas e, eventualmente, controladas.

Estagio | - Consiste no estabelecimento da cultura asséptica. O objetivo deste
estagio é a definicdo do tipo de explantes a ser utilizado, o estabelecimento de culturas
isentas de microorganismos contaminantes, a obtencao de altos indices de sobrevivéncia
e de rapido crescimento dos explantes. Neste estagio torna-se necessario monitorar e
controlar as reacfes de oxidacdo que ocorrem: a) pela oxidacdo de compostos fendlicos
presentes no explante, como resposta ao ferimento provocado pela excisdo de um
Orgdo ou tecido e; b) pela sintese de compostos mono e poliméricos por parte do
explante. A incubacgéo destas culturas na auséncia da luz por alguns dias pode inibir os
processos oxidativos.

Estagio 1l - Multiplicacdo: este estagio é fundamentado na divisdo e
diferenciacdo celular, objetivando a obtencdo de uma plantula, de acordo com as
diferentes rotas morfogenéticas possiveis. De maneira geral procura-se promover a
liberacdo de gemas axilares pré- formadas ou a inducdo de gemas adventicias
utilizando-se da adicdo de citocininas no meio de cultivo. Em muitos casos estagios
intermediéarios de calo estdo envolvidos, contudo, quando o objetivo é a manutencdo da
conformidade clonal, a passagem por estagios de calo deve ser evitada, tendo em vista a
possibilidade de ocorréncia de variacGes somaclonais. Neste estagio deve-se determinar
0 numero e intervalo de sub-cultivos, bem como determinar e otimizar a taxa de
multiplicacdo, ou seja, 0 nimero de gemas ou de eixos caulinares que podem ser
obtidos a partir de cada in6culo nos sub-cultivos.

Estagio 111 - Nesta fase busca-se o alongamento, a inducdo e iniciacao radicular
e a preparacdo para a aclimatizacdo. O objetivo deste estagio é a preparacdo para a
conversdo das condicdes heterotréficas para autotroficas. As estratégias deste estagio
incluem eventuais inclusdes no meio de cultura de giberelinas para induzir o
alongamento de eixos caulinares; auxinas para induzir a iniciacdo radicular e carvao

ativado para favorecer a iniciacao radicular. A reducdo nas concentracfes dos sais e das
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fontes de carboidratos do meio de cultura podem trazer beneficios a iniciacao radicular,
bem como facilitar o processo de aclimatizag&o.

Estagio IV - Aclimatizacdo: neste estdgio ocorre a transicdo da condicédo
heterotréfica para autotrofica. O principal objetivo neste estagio é diminuir a0 maximo
as perdas que ocorrem principalmente pela desidratacdo dos tecidos da microplanta. O
emprego de estufas, tdneis plasticos, sistemas de nebulizacdo e de antitranspirantes deve
ser considerado para cada situacdo, tendo em vista que as plantas neste estagio
normalmente ndo apresentam estomatos funcionais e suas folhas tem reduzida
capacidade de formac&o cuticulas cerosas protetoras.

A obtencdo de mudas por micropropagacdo depende do sucesso na fase de
estabelecimento in vitro. Em espécies lenhosas, como a maioria das espécies frutiferas,
de acordo com Schuch e Erig (2005), o estabelecimento in vitro apresenta trés
problemas principais: a contaminacdo e a oxidacdo. Outro fator agravante esta na
origem do material utilizado como matriz para o estabelecimento in vitro. Por nédo
existir plantas matrizes cultivadas em ambientes protegidos ou em condig¢Oes
controladas, os ramos vegetativos para o estabelecimento in vitro tem sido obtidos
diretamente de plantas oriundas do campo. O uso de ramos vegetativos de plantas
provenientes do campo como fonte de explantes, geralmente resulta em maior grau de
contaminacdo e em um baixo percentual de sobrevivéncia. O elevado grau de
contaminacdo e a localizagdo sistémica de microrganismos sao responsaveis, em alguns
casos, pelo insucesso da implantagdo de culturas in vitro, prejudicando inclusive a
conducdo de experimentos em funcdo do reduzido numero de explantes obtidos
(PASQUAL, 2001).

1.3.2 Contaminacdo in vitro

Um grande problema enfrentado na cultura de tecidos vegetais € a
contaminacdo in vitro, que resulta em perdas significativas na formacdo de novos clones
(CASSELLS, 2001). Pelo fato das plantas selecionadas para o estabelecimento in vitro
normalmente estarem em condi¢bes de campo, elas estdo sujeitas a todo tipo de
adversidades ambientais e de ataque de pragas ou microrganismos. A condigdo de

sanidade de uma planta matriz é de grande importancia, pois determinara a facilidade
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em descontaminar o explante durante o seu isolamento. Mesmo ap0s a realizagdo da
desinfestacdo dos explantes, diversos microrganismos de natureza enddgena
permanecem no material (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

A cultura de tecidos vegetais é realizada com rigorosa assepsia, principalmente
devido ao fato de que, uma parte dos microrganismos, ao entrar em contanto com o
meio de cultura encontrard as condi¢Ges necessarias para se desenvolver, competindo
com os explantes pelos nutrientes do meio de cultura. Existem trés formas basicas de
contaminacdo por microrganismos; meio de cultura, explante e o0 ambiente (PASQUAL,
2001).

Fungos, leveduras e algumas bactérias representam um risco para a cultura de
tecidos de plantas, pois, sdo contaminantes que crescem bem nos meios de cultura para
tecidos vegetais e podem afetam ndo somente o desenvolvimento do material in vitro,
bem como, levar os explantes a morte. Dentre das alteracbes causadas pelos
microrganismos pode citar a reducdo do pH do meio, a producédo de metabolitos toxicos
e a competicdo por nutrientes. Tendo em vista o tempo e investimentos empregados na
obtengdo de explantes, bem como a dificuldade na identificacdo de matrizes
superiores, é de fundamental importancia a elaboracéo de protocolos que visam reduzir
o0 indice de contaminacdo (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

1.3.3 Oxidacao Fendlica

A oxidacdo fendlica € um dos principais fatores dificultantes para o
estabelecimento inicial do cultivo in vitro. A liberacdo de compostos fendlicos ocorre
devido ao dano causado nas células durante a excisdo dos explantes. Algumas enzimas
oxidam os fenois formando quinonas, responsaveis pela coloragdo marrom das culturas,
além de causarem a inibicdo do crescimento e morte dos explantes em grande nimero
de espécies (OLIVEIRA et al.,, 2001). A oxidacdo €é resultante da liberacdo de
compostos fendlicos in vitro, precursores da sintese de lignina pelo tecido injuriado
(VAN WINKLE et al., 2003). Esse acumulo de polifendis e produtos de oxidagdo, como
melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno da superficie excisada, modifica a
composicdo do meio de cultivo e, consequentemente, a producdo de metabdlitos

(ANDRADE et al., 2000), produzindo substancias toxicas que normalmente inibem o
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crescimento dos explantes, podendo causar sua morte (SATO et al., 2001).

Com a finalidade de minimizar os efeitos negativos da oxidacdo fenodlica
durante o cultivo in vitro, pode-se utilizar antioxidantes ao meio de cultura (VAN
WINKLE et al., 2003), como exemplo o &cido ascérbico, considerado um antioxidante
bioldgico, normalmente encontrado em altas concentracbes em muitos compartimentos
celulares, como o estroma dos cloroplastos (LARSON, 1988).

Baseando-se na necessidade do desenvolvimento de mudas e de métodos
alternativos a propagacdo sexuada, o presente trabalho teve como objetivo principal
estabelecer um protocolo para assepsia e estabelecimento in vitro de explantes
caulinares de duas espécies de anonaceas (Annona crassiflora Mart. e Annona

squamosa L.), utilizando a micropropagacéo para a producéo de mudas.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo principal estabelecer um protocolo para
assepsia e estabelecimento in vitro de explantes caulinares de duas espécies de
anondceas (Annona crassiflora Mart. e Annona squamosa L.), utilizando a

micropropagacao para a produgdo de mudas.
2.3 OBJETIVO ESPECIFICO

Como objetivo especifico, procurou-se estabelecer um protocolo efetivo de
esterilizacdo superficial dos explantes visando a reducdo da contaminacdo fungica e
bacteriana durante o estabelecimento in vitro de espécies Annona crassiflora Mart. e
Annona squamosa L.).
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3. CAPITULO I: ESTABELECIMENTO IN VITRO DE Annona
crassiflora Mart.
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ESTABELECIMENTO IN VITRO DE Annona crassiflora Matrt.
FREITAS, CRISTIANE ALMIRON BATISTAl; DAMIANI, CLAUDIA ROBERTA?

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo obter um protocolo de desinfestagdo e
estabelecimento in vitro de explantes caulinares da Annona crassiflora Mart. como
forma alternativa de propagacao desta espécie. O material vegetal utilizado foi obtido de
ramos vegetativos jovens coletado de plantas encontradas em éareas de Cerrado da
regido e Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Para atingir os objetivos propostos foram
realizados dois experimentos. Experimento 1: Efeito do tempo de exposicao (10; 15 e
20 minutos) e  do desinfestante (hipoclorito de célcio e hipoclorito de sodio a 2,5%);
Experimento 2: Efeito do tipo de meio de cultura (WPM e MS) e do pH de cultivo (5,2;
5,4 e 5,8). O delineamento foi inteiramente casualizado em 4 repeti¢fes, sendo cada
uma delas constituida de 8 tubos de ensaio com um explante cada. As avaliacfes foram
realizadas aos 7; 14 e aos 28 e/ou 56 dias, sendo uma avaliacdo sequencial e os dados
obtidos sdo somados e analisados ao final. As variaveis analisadas foram: porcentagem
de contaminacdo bacteriana, porcentagem de contaminacdo fingica, porcentagem de
explantes oxidados e porcentagem de explantes estabelecidos in vitro (considerando
estabelecidos aqueles que emitiram brotac6es). A partir dos resultados obtidos concluiu-
se que, durante o estabelecimento in vitro de A. crassiflora, o hipoclorito de sédio
apresentou maior eficiéncia no controle da contaminacdo bacteriana, sendo que 15
minutos de exposicdo reduz em aproximadamente 50% a contaminacdo dos explantes,
independentemente do tipo de hipoclorito (célcio ou sodio). O meio MS com pH 5,8
causou menos oxidacao de explantes, mas 0 meio WPM com pH 5.4 mostrou-se mais
eficaz no controle desta variavel.

Palavras-chave: marolo, micropropagacao, cultura de tecidos.
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79804-970, Dourados — MS, e-mail: claudiadamiani @ufgd.edu.br
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ABSTRACT

This study aimed to obtain a protocol for disinfection and in vitro establishment of stem
explants of Annona crassiflora Mart. as an alternative form of propagation of the
species. The plant material was obtained from young vegetative branches collected from
plants found in Cerrado areas of city of Campo Grande, state of Mato Grosso do Sul. To
achieve the proposed objectives, two experiments were conducted: Experiment 1: Effect
of exposure time (10, 15, 20 minutes) and disinfest (calcium hypochlorite and sodium
hypochlorite at 2.5%); Experiment 2: Effect of the culture medium (WPM and MS) of
cultivation and pH (5.2, 5.4 and 5.8). The evaluations were performed at 7, 14 and 28
and/or 56 days, with the final evaluation computed as before. The following variables
were analyzed: percentage of bacterial contamination, percentage of fungal
contamination, percentage of oxidized explants and percentage of explants in vitro
established (were considered as "established" those who issued shoots). From the results
obtained it was concluded that during the in vitro stablishment of A. crassiflora, the
sodium hypochlorite has greater efficiency in the control of bacterial contamination,
and in 15 minutes of exposure the cintamination has reduced by approximately 50%
explant, regardless the type of hypochlorite (calcium or sodium). The MS medium with
pH 5.8 causes less oxidation of explants, but the WPM medium with pH 5.4 was more

effective in controlling this variable.

Keywords: ‘marolo’, micropropagation, tissue culture.
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INTRODUCAO

O Cerrado constitui 0 segundo maior bioma do pais e apresenta uma flora, que
é considerada a mais rica dentre as savanas do mundo, com destaque as espécies
frutiferas, geralmente exploradas de forma extrativista e predatoria, ainda que possuam
elevado potencial para a exploracdo sustentada a médio e curto prazo (VIEIRA, 2010).
Nesta situacdo encontra-se 0 marolo (Annona crassiflora Mart.), uma das 25 espécies
mais frequentes nesse bioma, aproveitada pela populacdo local para uso alimentar e
medicinal (BARBOSA, 1996). O marolo ou araticum do cerrado € encontrado em
varios estados brasileiros é muito apreciado pelo aroma e sabor dos seus frutos, o que
caracteriza um mercado emergente para as frutas nativas do Cerrado. Esta espécie, no
entanto, é encontrada quase que exclusivamente em estado selvagem, apresentando
grande variabilidade genética (SILVA et al., 2001).

A espécie apresenta risco de extincdo devido ao desmatamento crescente na
regido do Cerrado e ao extrativismo, ainda que seja considerada uma cultura rentavel,
principalmente para as familias que vivem de sua exploracdo. Logo, pequenos plantios
da sua arvore podem garantir a sobrevivéncia e a perpetuacdo da espécie. O araticum do
cerrado é considerado uma espécie de interesse econdmico, principalmente pelo
aproveitamento de seus frutos na culinaria. (CARVALHO, 2002).

A propagacdo da Annona crassiflora (Mart.) € realizada por métodos
vegetativos e por meio de sementes (PINTO, 2005). Entretanto, as sementes dessas
plantas apresentam dorméncia causada por inibidores de germinagdo (GEORGE e
NISSEN, 1987; GAMA e MANICA, 1994), fazendo com que a germinacdo seja
demorada e de forma irregular (PINTO, 2005; MELO, 2005).

De acordo com Vieira et al., (2010) entre as necessidades de pesquisa com a
espécie encontra-se a producdo de mudas. Uma vez que, a producdo sexuada da espécie
é irregular, uma alternativa encontra-se na propagacao in vitro. Alternativamente as
técnicas de propagacdo tradicional, o cultivo in vitro através da micropropagacdo pode
apresentar significativas vantagens, entre as quais, a possibilidade de propagar
rapidamente em larga escala novos gendtipos, obter plantas livres de doencas e propagar
vegetativamente espécies dificeis de serem propagadas por outros métodos (DAMIANI

e SCHUCH, 2008). Uma das etapas da micropropagagdo é o estabelecimento in vitro.
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Contudo, varios fatores interferem no sucesso do estabelecimento, dentre eles, a
contaminacéo e oxidacdo (ANDRADE, 2002).

O estabelecimento in vitro das espécies lenhosas, assim como ocorre com a
maioria das frutiferas, apresenta problemas de contaminacéo e a oxidacédo (SCHUCH e
ERIG, 2005). Um fator problematico consiste na origem do material utilizado como
matriz para o estabelecimento in vitro. No caso da auséncia de uma casa de vegetacao
ou de plantas matrizes cultivadas em condicdes controladas, o uso de plantas
provenientes do campo como fonte de explantes, geralmente resulta em maior grau de

contaminacgédo e um baixo percentual de sobrevivéncia (PASQUAL et al., 2010).

As plantas matrizes oriundas do campo ficam expostas a intempéries a pragas,
que provocam ferimentos na planta, tornando-as mais susceptiveis a entrada de micro-
organismos patogénicos. A utilizacdo de matrizes com qualidade fitossanitaria é de
extrema importancia, pois a contaminagd0 por microrganismos compromete o
crescimento e desenvolvimento dos explantes, uma vez que, fungos e bactérias,
normalmente, competem com as plantas pelos nutrientes e vitaminas do meio de
cultura, afetando o normal desenvolvimento destes podendo leva-los, inclusive a morte
(SCHERWINSKI-PEREIRA e COSTA, 2010).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo obter um protocolo de
desinfestacdo e estabelecimento in vitro de explantes caulinares de Annona crassiflora
(Mart.), avaliando diferentes tempos de desinfestacdo e tipo de desinfestante, bem
como, 0 meio de cultura e pH de cultivo, visando controlar e diminuir os indices de

contaminacdo durante o estabelecimento in vitro.
MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Boténica e
Multiuso, da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, da Universidade Federal
da Grande Dourados, Dourados — MS, nos periodos Maio de 2012 a Julho de 2013. O
material vegetal foi obtido de ramos vegetativos jovens de Annona crassiflora (Mart.)
coletados na reserva florestal do 20° Regimento de Cavalaria Blindado do Exercito
Brasileiro (Anexo 1A), em Campo Grande (Mato Grosso do Sul). No laboratorio, os

ramos foram lavados em agua corrente e suas folhas retiradas (Anexo 1B). Para todos os
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experimentos, o preparo dos explantes consistiu na seccdo dos ramos vegetativos em
segmentos nodais com aproximadamente 2,0 cm contendo duas gemas laterais,
inoculados em tubos de ensaio contendo 7,0 mL de meio de cultura WPM (Wood Plant
Medium, LLOYD e MCCOWN, 1980) previamente preparado e autoclavado a 121°C e
1,5 atm por 20 minutos. O meio de cultura foi acrescido de 5,0 mg L™ de BAP (6-
benzilaminopurina), 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol e 6 g L™ de agar,
sendo o pH ajustado para 5,8 antes da adicdo do agar. Apos a inoculacgdo, os explantes
foram mantidos em camara de crescimento com temperatura controlada de 25 + 2°C por
um periodo de 7 dias de escuro e ap0s este periodo mantidos sob luminosidade
controlada com densidade de fluxo de fétons de 45 pmol m? s e fotoperiodo de 16
horas.

Para atingir os objetivos propostos foram realizados dois experimentos
conforme descritos a seguir. Em ambos os experimentos, as avaliacdes foram realizadas
de forma sequencial aos 7; 14 e analisados ap6s a inocula¢do somente ao final de 28
dias. As variaveis numéricas analisadas foram porcentagem de contaminagdo fangica e
bacteriana, porcentagem de explantes oxidados e porcentagem de explantes
estabelecidos, sendo considerados estabelecidos aqueles que emitiram brotagdes.
Durante as avaliagdes os explantes mortos por contaminacdo ou totalmente oxidados

foram descartados (Anexo 2C).
Experimento 1: Efeito do tipo de desinfestante e do tempo de desinfestacdo

Os fatores estudados foram o tempo de desinfestacédo (10; 15 e 20 minutos) e 0
tipo de desinfestante (hipoclorito de célcio e hipoclorito de sddio a 2,5% de cloro ativo),
no delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2, totalizando 6
tratamentos com 4 repeticdes. Cada repeticdo foi constituida de 8 tubos de ensaios
contendo um explante cada. A esterilizacdo superficial dos ramos vegetativos foi
realizada em camara de fluxo laminar com alcool 70% por 1 minuto e posteriormente
realizaram-se os tratamentos com a adi¢cdo de uma gota de Tween 80 para cada 500 mL
de solucéo de hipoclorito (de acordo com o tratamento), seguido da lavagem do material
vegetal por trés vezes com agua estéril. Apos o processo de esterilizacdo superficial os

explantes foram preparados e inoculados em meio de cultura.

Experimento 2: Avaliagéo do tipo de meio de cultura e pH de cultivo
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Os fatores estudados foram dois tipos de meio de cultura, MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) e WPM (Wood Plant Medium - LLOYD e MCCOWN, 1980) e
diferentes pH de cultivo (5,0; 5,4 e 5,8). O delineamento experimental adotado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x3, totalizando 6 tratamentos. Cada
tratamento foi constituido de 4 repeti¢Bes, cada uma com 8 tubos de ensaio contendo
um explante cada. Para a realizacdo dos tratamentos, apds o toalete, 0os ramos
vegetativos foram levados para camara de fluxo laminar e esterilizados superficialmente
com alcool 70% por um minuto, seguido da desinfestacdo por 10 minutos em
hipoclorito de sédio a 2,5%, adicionado de uma gota de Tween 80 para cada 500 mL de
solucdo de hipoclorito. Apés a desinfestacdo, os ramos foram lavados em agua estéril
por 3 vezes, seguido da preparacdo dos explantes e inoculacdo em tubos de ensaio nos

diferentes meios, conforme o tratamento descrito anteriormente.

Os dados obtidos em porcentagem foram transformados em arco seno da raiz
quadrada de X/100, onde X foi o valor obtido, e, submetidos a andlise de variancia. As
médias dos tratamentos foram comparadas estatisticamente pelo teste de Duncan
(P<0,05) e/ou por regressdo polinomial, por meio do programa estatistico Winstat
(MACHADO et al., 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1: Efeito do tipo de desinfestante e do tempo de desinfestacdo

Quanto ao agente desinfestante utilizado verificou-se que o hipoclorito de
sodio reduziu significativamente a contaminacdo bacteriana se comparado ao

hipoclorito de calcio, respectivamente, 35,4% e 87,5% (Tabela 1).

Em relacdo a contaminacdo fungica, as médias analisadas nao diferiram estatisticamente
entre os tratamentos. Os valores de contaminagdo fungica observados foram muito
elevados, superiores a 90%. A maior eficiéncia do hipoclorito no controle da
contaminacdo bacteriana em comparacdo a fungica pode ser explicada pelo fato do
cloro, principal componente do hipoclorito, quando liberado em meio aquoso atuar na
inibicdo enzimatica via desnaturacdo proteica e inativacdo de acidos nucléicos, o0 que,

de acordo com Pasqual et al. (2002), por inativar enzimas e agir como oxidante, tem
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acao bactericida.

Quanto as variaveis, oxidacdo dos explantes e estabelecimento in vitro, os
dados obtidos ndo diferiram estatisticamente, sendo observada uma média geral de 60%
de explantes oxidados e 1,55 de explantes estabelecidos. O baixo percentual de
estabelecimento verificado, provavelmente esta relacionado ao elevado percentual de
contaminacdo fangica e oxidacao. De acordo com Schuch e Erig (2005), dois problemas
comumente encontrados no estabelecimento in vitro de espécies lenhosas sdo a
contaminacdo e a oxidacdo. Em acréscimo, outro fator agravante estd na origem do
material utilizado como matriz para o estabelecimento in vitro. O uso de ramos
vegetativos de plantas provenientes do campo como fonte de explantes, geralmente
resulta em maior grau de contaminacdo e um baixo percentual de sobrevivéncia. Fungos
e bactérias, normalmente, competem com as plantas pelos nutrientes e vitaminas do
meio de cultura, afetando o desenvolvimento, podendo leva-las, inclusive a morte
(SCHERWINSKI-PEREIRA e COSTA, 2010).

Tabela 1: Efeito do tipo de desinfestante na porcentagem de contaminacdo flngica,
contaminacdo bacteriana, explantes oxidados e no estabelecimento in vitro de Annona
crassiflora (Mart.) ao final de 28 dias de cultivo in vitro. UFGD, Dourados, MS, 2013.

Contaminacdo Contaminacdo Explantes Estabelecimento

Tipo de desinfestantes bacteriana (%) fungica (%) oxidados (%) in vitro (%)

Hipoclorito de Sédio 35,4 B* 979 A 52,1 A 155A
Hipoclorito Calcio 87,5A 90,6 A 672 A 2,1A
DMS (%) 14,8 10,5 24,1 41

*Médias seguidas de letras iguais maiusculas na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade de erro.

Observou-se pelos resultados obtidos que a desinfestagdo por 15 minutos,
independente do tipo de desinfestante foram mais efetivas no controle da contaminacéo
bacteriana (Figura 1), respectivamente 46% quando comparado ao tratamento por 20
minutos, onde se verificou 80% de contaminagdo. N&o houve interacdo entre os fatores

tempo de desinfestacdo e tipo de desinfestantes.
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Figura 1: Efeito do tempo de desinfestacdo na porcentagem de contaminacdo flngica,
contaminacdo bacteriana, explantes oxidados e no estabelecimento in vitro de Annona
crassiflora (Mart.) ao final de 28 dias de cultivo in vitro. UFGD, Dourados, MS, 2013.

Com relacdo ao tempo de exposicdo ao desinfestante, ndo houve diferencas
significativas para as variaveis oxidagdo, contaminacdo fingica e estabelecimento in
vitro. No entanto, a desinfestagdo por 10 e 15 minutos foram mais efetivas no controle
da contaminacdo bacteriana. De acordo com George (1993) a concentracdo e 0 tempo
de exposicdo aos desinfetantes dependem do material vegetal e diferentes partes da

planta apresentam respostas variadas quanto a sensibilidade dos tecidos.

O sucesso da técnica de micropropagacdo tem como seu ponto de partida a
recomendacdo de um protocolo de assepsia e estabelecimento in vitro com o maior
numero de explantes assépticos, menor produgdo de compostos fendlicos (oxidagéo) e
com maior sobrevivéncia dos explantes para as etapas seguintes. Segundo Grattapaglia
e Machado (1998), o estabelecimento de uma cultura asséptica é a fase mais critica da

micropropagacdo. As especies arboreas apresentam dificuldade para o

33



estabelecimento in vitro devido a grande diversidade de microrganismo contaminantes,
principalmente se for utilizado material vegetal de individuos adultos (COUTO et al.,
2004). Os agentes desinfestantes comumente utilizados na cultura de tecidos para a
assepsia de segmentos nodais e gemas apicais incluem o etanol, hipoclorito de célcio,
hipoclorito de sédio e cloreto de mercurio (HARTMANN et al., 1990; VASSIL e
THORPE, 1994).

Experimento 2: Avaliagéo do tipo de meio de cultura e pH de cultivo

Na maioria das culturas in vitro, o pH de cultivo é ajustado para 5,8 e em se
tratando de espécies lenhosas, o meio de cultura utilizado é o WPM. Neste experimento
observou-se que a oxidacdo dos explantes é dependente da interacdo entre o fatores pH
e 0 meio de cultura (Tabela 2). Explantes cultivados em meio MS com pH 5,8
apresentaram menor percentual de oxidacdo quando comparados aqueles crescidos em
meio WPM com o mesmo pH, respectivamente, 43,7 e 75%. Por outro lado, com a
reducdo do pH de cultivo para 5,4 verificou-se resultado inverso na oxidacdo dos
explantes, obtendo-se 87,5% em meio MS e 46,85 em meio WPM. Todavia, um
problema frequente durante o isolamento de explantes é a oxidacdo de compostos
fenolicos, que sdo liberados pelas células. A oxidacdo dos polifendis leva a producdo de
substancias amareladas de composic¢do complexa, do tipo quinonas, que pode ligar-se a
proteinas das membranas ou enzimas, acarretando toxidez e morte da célula
(TEIXEIRA, 2001).
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Tabela 2:Efeito do pH de cultivo e meios de cultura na oxidacdo dos explantes de
Annona crassiflora (Mart.) aos 28 dias de cultivo in vitro. UFGD, Dourados-MS, 2013.

Explantes oxidados (%)

pH
Meio de cultura 5,0 5,4 5.8
MS 68,7 abA* 87,5 aA 43,7 bA
WPM 68,7 aA 46,8 aB 75,0 aA

DMS (%) 34,7

*Meédias seguidas de letras iguais, mindscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

De acordo com Biasi et al. (1994) a reducéo dos sais do meio de cultura reduz
a oxidacdo dos explantes. Para espécies lenhosas, que apresentam uma elevada
producdo de compostos fenodlicos e como consequéncia, maior susceptibilidade a
oxidacdo in vitro, o uso do meio WPM € uma alternativa eficiente por apresentar uma
concentracdo de sais reduzida em comparacdo ao meio MS (GRATTAPAGLIA E
MACHADO, 1998). No entanto, os resultados obtidos neste experimento demonstram
que em pH 5,0 ndo ha diferencas entre 0 meio MS e WPM na oxidacao dos explantes.
Porém, como pode ser visualizado na Tabela 2, explantes cultivados em meio MS com
pH 5,8 (normalmente utilizado para a maioria das culturas), apresentam menor
percentual de oxidacgdo (43,7%), valor semelhante ao obtido em meio WPM com pH 5,4
(46,8%).

Com relacdo as variaveis contaminacdo bacteriana, contaminacdo fungica e
estabelecimento in vitro, os valores observados ndo apresentaram diferencas
significativas (Figura 2), verificando-se médias de 63,5; 90 e 2,6%, respectivamente. O
baixo percentual de explantes estabelecidos se deve a alta contaminac¢do flngica e
bacteriana.
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Figura 2: Efeito de diferentes pH de cultivos no controle da contaminagdo flngica,
bacteriana e no estabelecimento in vitro de Annona crassiflora (Mart.) aos 28 dias de
cultivo in vitro. UFGD, Dourados-MS, 2013.

CONCLUSAO

> A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que o hipoclorito de sodio
apresenta maior controle da contaminacdo bacteriana, enquanto que para a mesma
variavel, a exposicdo ao agente desinfestante por 15 minutos reduz em
aproximadamente 50% a contaminacdo dos explantes, independentemente do tipo de
hipoclorito.

> A oxidacdo dos explantes é dependente do tipo de meio e do pH
utilizado. Em pH de cultivo 5,8 0 meio MS causou menor oxidacdo dos explantes, ja
em pH 5,4, o meio WPM é mais eficiente no controle desta variavel.
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ESTABELECIMENTO IN VITRO DE Annona squamosa L.
FREITAS, CRISTIANE ALMIRON BATISTA: DAMIANI, CLAUDIA ROBERTA?

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi a obtencdo de um protocolo de esterilizacdo
superficial e estabelecimento in vitro de explantes caulinares de Anonna squamosa L. O
material vegetal utilizado foi coletado de plantas cultivadas na regido de Dourados,
Mato Grosso do Sul. Os experimentos foram desenvolvidos nos laboratérios da
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientas (FCBA) da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), Dourados-MS, nos periodos de maio 2012 a novembro de
2013. Foram avaliados diferentes agentes antimicrobianos em trés experimentos com
um delineamento inteiramente casualizado com 4 repeti¢es, sendo cada repeticdo
constituida de 8 tubos de ensaio com um explante cada. Experimento 1: efeito dos
agentes quimicos (hipoclorito de sodio e hipoclorito de célcio a 2,5%), em diferentes
tempos de exposi¢do (10, 15 e 20 minutos). Experimento 2: efeito do cloreto de
mercario (HgCl,) em diferentes concentragBes: 0 (controle); 0,025; 0,050; 0,075 e
0,100%. Experimento 3: efeito do agente peroxido de hidrogénio adicionado ao
hipoclorito de sédio nas concentracdes: 0 (controle) hipoclorito de sddio a 2,5%; 10; 20;
30 e 40%. Verificou-se que a desinfestacdo dos explantes tratados com hipoclorito de
sodio apresentaram menores porcentagens de contaminacdo fungica. Aumentando-se o
tempo de exposicdo ao desinfestante para 20 minutos, reduziu-se a contaminacdo em
12,5%. Os explantes tratados com hipoclorito de calcio apresentaram um resultado
inverso: num tempo minimo de exposicdo (10 minutos) ocorreu o controle da
contaminag¢do fangica em 12,5%. Explantes tratados com cloreto de mercdrio na
concentracdo de 0,075% apresentaram reducdo significativa da contaminacao
bacteriana, porém néo reduziu a contaminacdo fungica. Com a adicdo de perdxido de
hidrogénio e hipoclorito de sddio a 2,5%, foram obtidos cerca de 25% de explantes
estabelecidos.

Palavras-chave: pinha, micropropagacdo, contaminagéo in vitro.
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ABSTRACT

The objective of this study was to obtain a protocol for surface sterilization and
in vitro establishment of shoot explants of Anonna squamosa L. The plant material was
collected from plants grown in the region in the city of Dourados, State of Mato Grosso
do Sul. The experiments were conducted in the laboratories of the FCBA - Faculdade de
Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (or “Biological and Environmental Sciences
College”) of UFGD - Universidade Federal da Grande Dourados, on the period May
2012 to November 2013. The antimicrobial agents were evaluated in three experiments
with a completely randomized design with 4 replications. Each repetition consisted of 8
test tubes containing plants each. Experiment 1: Effect of the chemical agents (sodium
hypochlorite and calcium hypochlorite at 2.5%) for different exposure times (10, 15 and
20 minutes). Experiment 2: effect of mercury chloride (HgCl,) at different
concentrations: 0 - control, 0.025, 0.050, 0.075 and 0.100%. Experiment 3: Effect of the
agent hydrogen peroxide added to sodium hypochlorite at concentrations of 0 - control —
sodium hypochlorite at 2.5%; 10, 20, 30 and 40%. It was verified that the disinfestation
of explants treated with sodium hypochlorite had lower percentages of fungal
contamination. Increase the exposure time to disinfest in 20 minutes reduced
contamination in 12.5%. The explants treated with calcium hypochlorite showed an
opposite result: in a minimum exposure time (10 minutes) control of fungal
contamination occurred in 12.5%. Explants treated with mercury chloride at a
concentration of 0.075% showed a significant reduction of bacterial contamination, but
could not handle the fungal contamination. Were got about 25% of established explants

with the addition of hydrogen peroxide with sodium hypochlorite at 2.5%.

Key-words: sugar-apple, micropropagation, in vitro contamination.
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INTRODUCAO

O Brasil ocupa lugar de destaque em nivel mundial pelo volume de producgéo e
comercializa¢do da familia Annonaceae, com mais de 120 géneros e algumas centenas
de espécies, destacando-se a pinheira (Annona squamosa L.), conhecida também como
pinha, fruta-do-conde ou ata (JUNQUEIRA, 2003).

A pinheira (Annona squamosa L.) tem origem na Ameérica Tropical, mais
especificamente nas Antilhas, e encontra-se disseminada em quase todos 0s continentes
(SILVA et al., 2013), sendo considerada uma das espécies de grande expressao
econdmica do Brasil, devido a demanda crescente no mercado doméstico e mundial de
produtos naturais e exéticos (NOGUEIRA et al., 2005). O fruto dessa espécie possui
grande potencial nutritivo e sdo muito apreciados devido a sua polpa de sabor
adocicado, podendo ser consumido in natura ou sob a forma de doces, geleias, sucos,

licores, tortas, iogurtes ou sorvetes (PINTO et al, 2005).

No caso da pinha, a propagacdo por sementes pode produzir plantas
geneticamente diferentes, com floracdo irregular e frutos de ma qualidade. Assim, para
a obtencéo de plantas comercialmente produtivas, é necessaria a propagacao vegetativa,
por enxertia, estaquia, mergulhia ou por micropropagacdo (MANICA, 2003). A
propagacdo de anonaceas por meio de sementes apresenta alguns inconvenientes, como
a segregacdo genética e o retardo do seu florescimento, acarretando a producdo de
frutos de ma qualidade. A utilizacdo da multiplicacdo por micropropagacao permite a
producdo de clones desejaveis e sadios, sendo por isso considerada uma técnica mais
eficiente e mais vantajosa quando comparada a outros métodos tradicionais, como a

reproducéo vegetal ou por semente (MANICA, 2003).

A vantagem dessa técnica é a possibilidade de poder controlar as condi¢des
ambientais (CRUZ et al., 2009), obter plantas livres de doencas e propagar
vegetativamente espécies dificeis de serem propagadas por outros métodos (DAMIANI

e SCHUCH, 2008), como ocorre com diversas espécies tipicas do Cerrado.

O processo de propagacdo pode, ainda, garantir o desenvolvimento apropriado,
permitindo também eventuais ajustes, possibilitando a producdo em larga escala de
mudas obtidas em curto espago de tempo, utilizando uma area relativamente pequena,

se comparada com o sistema convencional, aumentando a produtividade e a
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longevidade das plantas em até 30% (CRUZ et al., 2009).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo obter um protocolo
de estabelecimento in vitro, avaliando o efeito de diferentes tratamentos com agentes
antimicrobianos, visando principalmente controlar e diminuir os indices de

contaminacéo durante o estabelecimento in vitro de Anonna squamosa L.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Botanica e
Multiuso, da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, da Universidade Federal
da Grande Dourados, Dourados — MS, nos periodos Maio de 2012 a Julho de 2013.

O material vegetal foi obtido de ramos vegetativos jovens de Annona
squamosa L. coletadas em areas na regido de Dourados, Mato Grosso do Sul, no
periodo de maio 2012 a novembro de 2013. (Anexo 3E). No laboratério, 0s ramos
foram lavados em &gua corrente e suas folhas retiradas (Anexo 3F). Para todos os
experimentos, o preparo dos explantes consistiu na seccdo dos ramos vegetativos em
segmentos nodais com aproximadamente 2,0 cm contendo duas gemas laterais,
inoculados em tubos de ensaio contendo 7,0 mL de meio de cultura WPM (Wood Plant
Medium, LLOYD e MCCOWN, 1980) previamente preparado e autoclavado a 121°C e
1,5 atm por 20 minutos. O meio de cultura foi acrescido de 5,0 mg L™ de BAP (6-
benzilaminopurina), 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio- inositol e 6 g L™ de &gar,
sendo o pH ajustado para 5,8 antes da adi¢do do agar. Apos a inoculacdo, os explantes
foram mantidos em camara de crescimento com temperatura controlada de 25 + 2°C por
um periodo de 7 dias de escuro e apds este periodo mantidos sob luminosidade
controlada com densidade de fluxo de fétons de 45 umol m™ s* e fotoperiodo de 16
horas.

Para atingir os objetivos propostos foram realizados trés experimentos
conforme descritos a seguir. Em todos os experimentos, as avaliagdes foram realizadas
aos 7, 14 e 28 e/ou 56 dias apds a inoculagdo, sendo os dados computados somente ao
final de 28 e/ou 56 dias. As variaveis numéricas analisadas foram porcentagem de
contaminacéo fungica e bacteriana, porcentagem de explantes oxidados, e, porcentagem
de explantes estabelecidos, sendo considerados estabelecidos somente explantes que

emitiram brotagOes. Durante asavaliagdes os explantes mortos por contaminagdo ou
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totalmente oxidados foram descartados.

Experimento 1: Efeito do tipo de desinfestante e do tempo de desinfestacdo

Os fatores estudados foram o tempo de desinfestacdo (10; 15 e 20 minutos) e 0
tipo de desinfestante (hipoclorito de célcio e hipoclorito de sodio a 2,5% de cloro ativo),
no delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2, totalizando 6
tratamentos com 4 repeticdes. Cada repeticdo foi constituida de 8 tubos de ensaios
contendo um explante cada. Para o estabelecimento in vitro, apds o toalete, os
segmentos nodais foram esterilizados superficialmente com &lcool 70% por 1 minuto,
seguido da desinfestacdo nos diferentes tratamentos. Durante o0 processo de
desinfestacdo foi adicionado uma gota de Tween 80. Apoés a realizacdo dos tratamentos,
o material vegetal foi lavado em agua estéril por 3 vezes, seguido da preparacdo dos

explantes e inoculagdo no meio de cultura.

Experimento 2: Efeito de diferentes concentracdes de cloreto de mercurio na

desinfestacdo dos explantes.

Os tratamentos consistiram da esterilizacdo superficial dos ramos em solugéo
de cloreto de mercdrio (HgCl,) nas seguintes concentracdes: 0,0 (controle ); 0,025;
0,050; 0,075 e 0,100 %, totalizando 5 tratamentos. Para cada 500 mL de solucédo foi
adicionado uma gota de Tween 80. Os ramos foram mantidos em agitacdo por 15
minutos nos respectivos tratamentos e posteriormente lavados com agua estéril por 3
vezes para a retirada dos residuos. Apds o processo de esterilizacdo superficial,
prepararam-se os explantes, mantendo duas gemas laterais, seguido da inoculacdo em

meio de cultura.

Experimento 3: Efeito de diferentes concentracgdes de perdxido de hidrogénio

(H20,) adicionado ao hipoclorito de sédio (NaClO) na desinfestacao dos explantes.

Os tratamentos consistiram na esterilizacdo superficial dos ramos vegetativos
por imersdo em solucdo de peroxido de hidrogénio adicionado ao hipoclorito de sodio,
nas seguintes concentracdes: 0,0 (controle - hipoclorito de sddio a 2,5% de cloro ativo);
10; 20; 30 e 40%, totalizando 5 tratamentos. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado, sendo cada tratamento constituido de quatro repetices. Cada
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repeticdo foi constituida de oito tubos de ensaio com um explante cada. Os ramos
vegetativos foram inicialmente lavados e as folhas retiradas em agua corrente. Apés a
retirada das folhas, os ramos vegetativos foram levados para camara de fluxo laminar,
onde foram realizados os tratamentos. Durante os procedimentos de esterilizacdo
superficial, os ramos vegetativos foram imersos em alcool 70% por 30 segundos. Em
seguida foram imersos nos respectivos tratamentos adicionados de uma gota de Tween
80 para cada 500 mL de solugédo e mantidos em agitacdo por 5 minutos. Ao final dos
tratamentos, os ramos foram lavados com agua estéril por trés vezes, seguido da

preparacdo dos explantes e inoculacdo no meio de cultura.

Os dados obtidos em porcentagem nos trés experimentos foram transformados
em arco seno da raiz quadrada de X/100, onde X foi o valor obtido, e, submetidos a
andlise de variancia. As médias dos tratamentos foram comparadas estatisticamente pelo
teste de Duncan (P<0,05) e/ou por regressdo polinomial, por meio do programa
estatistico Winstat (MACHADO et al., 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1: Efeito do tipo de desinfestante e do tempo de desinfestagcdo

Explantes tratados com hipoclorito de sédio e hipoclorito de célcio,
independente do tempo de exposicdo, apresentaram o mesmo indice de contaminacédo
bacteriana. Foi observada a presenca de bactérias a partir do sétimo dia de cultivo. Apés
vinte oito dias as taxas de contaminacdo bacteriana ficaram com médias de 27,1%
(Figura 1A). Um dos maiores problemas enfrentados na fase inicial de estabelecimento
do explante in vitro diz respeito a contaminacdo bacteriana ou fangica, em especial na
superficie dos tecidos de folhas, gemas e segmentos nodais. E frequente também a
presenca de contaminacdo no interior dos tecidos, conhecida como contaminacao
enddgena. Este tipo de contaminacdo € mais frequente em explantes derivados de
plantas cultivadas no campo (TEIXEIRA, 2005).

Os explantes apresentaram um total de perdas por oxidagédo de 52,4%.
Independente do tipo de desinfestante utilizado, todos os explantes apresentaram alta

taxa de oxidacdo, culminando na necrose dos mesmos, ou seja, ndo houve explantes
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estabelecidos (Figura 1B).
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Figura 1: A) Efeito do tempo de desinfestacdo na porcentagem de contaminacéo
bacteriana, explantes oxidados, e B) Efeito do tipo de desinfestante na porcentagem de
contaminacdo bacteriana e oxidacdo de Annona squamosa (L.) ao final de 28 dias de
cultivo in vitro. UFGD, Dourados, MS, 2013.

A oxidacdo polifendlica é um processo metabolico natural da planta que inibe
o0 estabelecimento inicial do cultivo in vitro, principalmente em explantes de espécies
lenhosas, cujos tecidos sdo mais ricos em compostos fenolicos (SARTOR et al., 2013).
Tal reacdo é desencadeada no processo de senescéncia das plantas ou por injdrias nos
tecidos como, por exemplo, o corte do explante ou a utilizacdo de agentes quimicos no
processo de desinfestacdo dos explantes. O hipoclorito de sédio, sendo um desinfestante
forte, possivelmente influenciou na oxidacdo dos explantes (CID e TEIXEIRA, 2010).

Trabalhos realizados por Schuch e Erig (2003) demonstram resultados
semelhantes, onde os explantes tratados com hipoclorito de s6dio apresentaram aos 21
dias de cultivo, uma oxidacdo com média de 32%. Esses autores relatam que em duas a
trés horas apds o isolamento dos explantes e sua transferéncia para os tubos de ensaio ja
se observava a liberacdo de compostos fendlicos no meio de cultura e sua oxidacdo
(indicada pelo escurecimento do meio de cultura e das superficies cortadas dos
explantes), tornando-se mais intensa ao passar dos dias, até mostrar-se como o principal
entrave para o estabelecimento in vitro. Segundo Modgil et al. (1999), a oxidacdo
fenolica é um dos sérios problemas que podem dificultar o estabelecimento inicial do

cultivo in vitro, e segundo Grattapaglia e Machado (1998), esse problema é
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particularmente sério no isolamento de explantes de espécies lenhosas, cujos tecidos
sdo mais ricos em compostos fendlicos, precursores da sintese de lignina. Modgil et al.
(1999) tambem verificaram elevada oxidacdo (34,25%) no estabelecimento in vitro de
macieira cv. Tydeman’s Early Worcester utilizando apices caulinares e segmentos

nodais como explantes.

Os explantes tratados com hipoclorito de sédio no tempo de 10 minutos de
exposicdo apresentaram indices de contaminacdo fungica de 85%. Com o0 aumento do
tempo de exposicao para 20 minutos houve uma reducdo da contaminacgéo fungica para
12,5%. Ja os explantes tratados com hipoclorito de célcio por 10 minutos reduziram a
contaminacéo fungica para 12,5%, enquanto que o tratamento por 20 minutos aumentou
a contaminacdo fungica para 65% (Figura 2).
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Figura 2: Efeito do tempo de desinfestacdo e do tipo de desinfestante no controle da
contaminagdo fungica dos explantes durante o estabelecimento in vitro de Annona
squamosa (L..) ao final de 28 dias de cultivo in vitro. UFGD, Dourados, MS, 2013.

Embora os resultados obtidos no presente estudo demonstrar um efeito positivo

na utilizacdo do hipoclorito de sodio em compara¢do com o hipoclorito de céalcio no
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controle da contaminacgdo fungica durante o estabelecimento in vitro, de acordo com
Alfenas et al. (2004), a concentracdo e o tempo de exposicdo aos desinfetantes
dependem da espécie e do material vegetal, pois as respostas variam em funcdo da
sensibilidade dos tecidos. Uma desinfestacdo eficiente deve eliminar os micro-
organismos e ndo causar danos ou morte aos tecidos. Em ramos de porta-enxerto Mr. S.
2/5%, Chaves et al. (2004) compararam o0 uso de diferentes concentracbes de
hipoclorito de sédio e o hipoclorito de célcio (0,5%; 1,0%; 1,5% e 2%) na
desinfestacdo dos explantes e constataram que o hipoclorito de sédio é mais eficiente do
que o hipoclorito de calcio em todas as concentracfes. Diniz et al. (2008) também
realizaram este experimento comparativo na concentracdo de 2% em segmentos de

rizomas de Spathiphyllum wallisii e obtiveram resultados semelhantes.

Experimento 2: Efeito de diferentes concentracdes de cloreto de mercurio na

desinfestacé@o dos explantes

Observou-se nos tratamentos com cloreto de mercurio um elevado percentual
de oxidacdo dos explantes, obtendo-se 100% de oxidacdo (Figura 3). A oxidacgdo
elevada causou a morte dos explantes e impediu o estabelecimento in vitro. Por outro
lado, os explantes tratados somente com hipoclorito de sédio (controle) apresentaram
65,6% de explantes oxidados.
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Figura 3. Efeito de diferentes concentracdes de cloreto de mercurio na oxidacdo dos
explantes durante o estabelecimento in vitro de Annona squamosa (L.), ao final de 28
dias de cultivo. UFGD, Dourados, MS, 2013. Médias seguidas de letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

A oxidacdo elevada dos explantes submetidos aos testes com cloreto de
mercurio pode estar relacionada ao fato de que este desinfestante mostrou-se ser
altamente toxico para a espécie Annona squamosa L. Estudos com a utilizagdo do
cloreto de mercario na micropropagacdo revelou maior eficiéncia, como na
desinfestacdo de brotacGes apicais de Aspidosperma polyneuron (peroba-rosa) por
exemplo, possibilitando taxa mais elevada de sobrevivéncia dos explantes (84,10%).

Ribas et al.(2003) recomendaram o tratamento de 0,05% de HgCl,, durante 10 minutos.

Resultados semelhantes ao presente estudo foram verificados por Dutra et al.
(2008) que avaliou a eficiéncia de diferentes concentracdes do cloreto de mercurio nas
concentragdes de 0,01 a 0,5. Neste caso, 0 aumento da concentragdo de cloreto de
mercario ocasionou maior oxidacdo dos explantes, coincidindo com os resultados
verificados neste experimento. Fermino Junior et al. (2009) obtiveram 73,4% de
descontaminacdo de segmentos nodais de plantas adultas de Tectona grandis (L.)
quando utilizaram solucdo de cloreto de mercurio na concentragdo de 0,1% por 15

minutos. Entretanto, nos tratamentos com mais de 15 minutos de exposi¢do ao cloreto
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de mercurio, estes autores registraram as maiores porcentagens de oxidacdo e as

menores taxas de explantes estabelecidos.
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Figura 4. Efeito de diferentes concentracdes de cloreto de mercdrio no controle da
contaminacdo bacteriana dos explantes durante o estabelecimento in vitro de Annona
squamosa (L..), ao final de 28 dias de cultivo. UFGD, Dourados, MS, 2013.

Os tratamentos dos explantes com diferentes concentracdes de cloreto de
mercurio produziram efeitos positivos no controle da contaminacdo bacteriana.
Concomitante ao aumento da concentragdo verificou-se uma reducdo da contaminacao
bacteriana em aproximadamente 53,1% até 0, 075% de cloreto de mercurio, quando
comparado ao tratamento controle (somente hipoclorito de sodio). Dentre as
concentracdes estudadas, o uso de 0,075% de cloreto de mercurio reduziu a
contaminacdo bacteriana para 21,9% (Figura 4). No entanto, reduzir a contaminagéo
bacteriana ndo foi o suficiente para garantir o estabelecimento dos explantes. Os
tratamentos dos explantes com cloreto de mercurio em diferentes concentragdes nao
apresentaram efeito significativo, apresentando média geral de 62,5% entre as

concentracdes estudadas (Figura 5).
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Figura 5. Efeito de diferentes concentracbes de cloreto de mercirio no controle da
contaminacdo fungica dos explantes durante o estabelecimento in vitro de Annona
squamosa (L.), ao final de 28 dias de cultivo. UFGD, Dourados, MS, 2013. ns: Né&o
significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Experimento 3: Efeito de diferentes concentragdes de perdxido de hidrogénio (NaClO)

adicionado ao hipoclorito de sodio (H,O;) na desinfestacéo dos explantes.

Dentre as diferentes concentracfes de peroxido de hidrogénio testadas neste
experimento com o objetivo de controlar a contaminacdo, apesar dos dados ndo
diferirem estatisticamente, foi possivel verificar uma reducdo da contaminagdo
bacteriana de 22% e da contaminacdo fungica 24% em explantes tratados com 30% de
peroxido de hidrogénio adicionado ao hipoclorito de sodio a 2,5%. Explantes tratados
somente com hipoclorito de sodio apresentaram uma média de 46,9% de contaminagao

fangica e de 58,1% de contaminacdo bacteriana (Figura 6).

E importante salientar que os de fungos e bactérias podem ser de origem
enddgena. O problema da contaminacdo bacteriana e flngica é agravado quando 0s
explantes sdo proveniente de plantas que foram cultivadas no campo (ODUTAYO et al.,

2007). De acordo com Pasqual et al. (2010) plantas matrizes oriundas do campo ficam
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expostas a intempéries e insetos, 0 que provoca ferimentos na planta, tornando-as mais
susceptiveis a entrada de microorganismos patogénicos.

O desenvolvimento de microorganismos no meio de cultura é um fato bastante
comum, uma vez que 0 mesmo possui nutrientes e condi¢cdes que viabilizam o
crescimento de fungos e bactérias. A contaminacdo no ambiente in vitro €
extremamente prejudicial, j& que causa a morte ou inviabiliza a utilizagdo da planta
(PINHAL, 2012). No combate aos contaminantes oriundos do proprio explante, varias
etapas de descontaminacdo sdo comumente usadas nos processos de propagacdo in
vitro. Geralmente a assepsia dos explantes é realizada por meio de etanol e alvejantes
comerciais a base de cloro como o hipoclorito de sédio (NaOCI) e de célcio (CaOCly)
com teor de cloro ativo que pode variar de 2,0% a 2,5% (SCHERWINSKI-PEREIRA,
2010). No entanto, esse processo convencional de assepsia pode ndo ser suficiente para
eliminar completamente 0s microrganismos contaminantes, nesse caso, outros agentes
antimicrobianos podem ser utilizados, tais como, antibiéticos, fungicidas, cloreto de
mercurio, cloreto de benzalconio e peréxido de hidrogénio. As concentragdes e 0 tempo
de exposicdo dos agentes antimicrobianos podem variar muito (MONTARROYOS,
2000), sendo necessaria a adequacdo de acordo com a espécie e a sensibilidade do
tecido a ser desinfestado (ERIG e SCHUCH, 2003).
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Figura 6. Efeito do tratamento com diferentes concentracdes de peroxido de hidrogénio
(H,0,) adicionados ao hipoclorito de sodio (NaClO) no controle da contaminacéo
bacteriana e fangica dos explantes durante o estabelecimento in vitro de Annona
squamosa (L.) aos 56 dias de cultivo in vitro. Dourados, MS, 2013. ns: N&o
significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Observou-se neste experimento que o peréxido de hidrogénio exerce maior
influéncia na oxidacdo dos explantes se comparado somente ao uso de hipoclorito de
sodio. O uso de peroxido de hidrogénio na concentracdo de 40% causou maior oxidagdo
dos explantes (90,6%) se comparado a concentracdes inferiores ou somente ao
hipoclorito de sddio (préximo a 50%) (Figura 7). Provavelmente este efeito oxidante
mais acentuado observado na concentracdo de 40% de peroxido de hidrogénio é
resultado do efeito somatério da acdo de dois agentes naturalmente oxidantes, peréxido
e hipoclorito. Tanto o hipoclorito de s6dio quanto o peroxido de hidrogénio podem
exercer um elevado poder oxidante sobre os explantes (GRATTAPAGLIA e
MACHADO 1998).

O cloro, principal componente do hipoclorito, quando liberado em meio

aquoso produzem acido hipocloroso, o qual tem como caracteristica, elevado poder
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oxidante, por tanto, quanto menor a exposicao ao hipoclorito, menor a oxidacdo dos
explantes (PASQUAL et al., 2002). Com a acdo oxidante do cloro e do peroxido,
devemos também considerar a espécie estudada. As plantas lenhosas naturalmente
produzem altos teores de compostos fendlicos e que sdo exsudados pelo explante apos a
sua preparacdo e inoculagdo. Em contato com o meio de cultura, estes compostos
fendlicos sdo oxidados. A oxidacdo é atribuida a polifenoloxidase, uma enzima que
catalisa a reacdo de orto-difendis para orto-diquinonas causando o escurecimento do
meio de cultura e dos explantes. Normalmente, tal reacdo é desencadeada no processo
de senescéncia das plantas ou quando ha injurias nos tecidos, como por exemplo,
durante a preparacdo dos explantes ou ocasionados pela adicdo dos agentes quimicos no
processo de desinfestagcdo dos explantes (CID e TEIXEIRA, 2010).
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Figura 7. Efeito do tratamento com diferentes concentracdes de peroxido de hidrogénio
(H20,) adicionados ao hipoclorito de sodio (NaClO) na oxidacdo dos explantes durante
0 estabelecimento in vitro de Annona squamosa (L.), aos 56 dias de cultivo in vitro.
Dourados, MS, 2013. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Verificou-se que a esterilizacdo superficial dos explantes com diferentes

concentragOes de peroxido de hidrogénio permitiu um consideravel indice de explantes
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estabelecidos in vitro, embora estaticamente ndo houve diferenca entre as medias dos
tratamentos. Considerando que o tratamento de 30% obtendo-se valores médios de 25%
demonstrando que a combinacdo destes dois agentes desinfestantes sdo mais eficientes
no controle da contaminacdo e oxidacdo dos explantes (Figura 8). O tratamento ideal é
aquele que combina baixas taxas de contaminacdo fangica, bacteriana e de oxidacéo,

permitindo o estabelecimento in vitro.
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Figura 8. Efeito do tratamento com diferentes concentracdes de perdxido de hidrogénio
(H20,) adicionados ao hipoclorito de s6dio (NaClO) na porcentagem de explantes
estabelecidos in vitro de Annona squamosa (L.) aos 56 dias de cultivo in vitro.
Dourados, MS, 2013. ns: N4o significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

CONCLUSOES

Nas condigdes em que os experimentos foram conduzidos, pode-se concluir que:

> O controle da contaminacdo fungica depende do tipo de desinfestante e do
tempo de exposicdo ao mesmo. Quando tratados com hipoclorito de sédio, 10 minutos
séo suficientes para controlar a contaminagao, por sua vez, quando utilizado hipoclorito

de célcio sdo necessarios 20 minutos de exposicdo. No entanto, para o controle da
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contaminacdo bacteriana, nenhum dos tratamentos testados foi eficiente.

> A desinfestacdo com cloreto de mercurio na concentracéo de 0,075% controla
a contaminacdo bacteriana, porém, nenhuma das concentracdes estudadas foi eficiente
no controle da contaminagdo fangica;

> O uso de 30% de peroxido de hidrogénio adicionado ao hipoclorito de sédio a
2,5% controla os niveis de contaminacdo bacteriana e permite a obtencdo de maior

numero de explantes estabelecidos in vitro de Annona squamosa.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Em todos os experimentos a contaminacdo fldngica ocorreu com maior
frequéncia, porém a principal barreira para o estabelecimento de um protocolo de
micropropagacdo de Anonna squamosa e Annona crassiflora foi o elevado percentual
de oxidacdo. S0 necessarios novos estudos para avaliar a utilizacdo de outros agentes -
ou testar outras concentracfes dos desinfestantes utilizados neste trabalho. A utilizacdo
de hipoclorito de sodio para a desinfestacdo de explantes de pinha e araticum mostrou-
se mais vantajosa que o emprego de hipoclorito de célcio, geralmente utilizado em
cultivos in vitro. Contudo, outras concentracdes de hipoclorito de sodio e o tempo de
desinfestacdo necessitam de novas avaliacdes.

Outros procedimentos a serem considerados em trabalhos futuros, visando o
controle da contaminagdo in vitro: manutencdo das plantas matrizes em ambiente
protegido em casa de vegetacdo; realizar o controle fitossanitario com aplicacdes
periddicas de fungicidas e bactericidas, além de adubacGes e aplicacdo de solucBes
nutritivas, para obter-se brotacdes mais vigorosas e sadias; e proceder o isolamento e
identificacdo dos micro-organismos contaminantes sdo de fundamental importancia,

para que se possa fazer um tratamento controle especifico.
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ANEXQOS



ANEXO 1

A) Plantas matrizes de Annona crassiflora Mart. encontradas em area de Cerrado
pertencente ao 20° Regimento de Cavalaria Blindado do Exercito Brasileiro, Campo
Grande - Mato Grosso do Sul. UFGD, Dourados, MS, 2013

B) Ramos vegetativos de Annona crassiflora Mart. utilizados para a retirada dos
segmentos nodais durante o estabelecimento in vitro. UFGD, Dourados, MS, 2013.



ANEXO 2

C) Explantes de Annona crassiflora Mart. tratados com hipoclorito de célcio e
hipoclorito de sodio a 2,5% durante o estabelecimento, aos 28 dias de cultivo in vitro.
UFGD, Dourados, MS, 2013.

D) Explante de Annona crassiflora Mart. em meio de cultura WPM e pH 5,8 durante o

estabelecimento, aos 28 dias de cultivo in vitro. UFGD, Dourados, MS, 2013.



ANEXO 3

E) Plantas matrizes de Annona squamosa L. em areas de Cerrado na regido de Dourados
- Mato Grosso do Sul. UFGD, Dourados, MS, 2013

F) Ramos vegetativos de Annona squamosa L. utilizados para a retirada dos segmentos

nodais durante o estabelecimento in vitro. UFGD, Dourados, MS, 2013.



ANEXO 4

G) Explantes de Annona squamosa L. tratados com diferentes concentragdes de
peréxido de hidrogénio adicionados ao hipoclorito de sédio durante o estabelecimento,
aos 56 dias de cultivo in vitro. UFGD, Dourados, MS, 2013.



