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RESUMO: A Annona glabra L., espécie frutifera tropical pertencente a familia Annonaceae, tem despertado o
interesse por partes de pesquisadores devido a sua capacidade adaptativa a ambientes extremos, possuindo
grande potencial como porta-enxerto para espécies do mesmo género. Uma das dificuldades relatadas na
literatura na propagacdo sexuada dessa espécie, é a lentiddio no processo germinativo, com acentuada
desuniformidade. Métodos de propagagdo assexuada, como o cultivo in vitro, apresentam algumas limitag¢des,
dentre elas, o acimulo de etileno no microambiente formado no interior do frasco, provocando abscisdo foliar
precoce nos explantes. Esse trabalho objetivou estudar dois inibidores da agdo do etileno, nitrato de prata e
tiossulfato de prata no cultivo in vitro de Annona glabra L. Os explantes foram obtidos de ramos vegetativos
jovens de plantas matrizes com 3 anos de idade, cultivadas no viveiro do Laboratério de Biotecnologia Vegetal
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas. Os experimentos foram realizados em
delineamento inteiramente casualizado, constituido de 4 tratamentos e 20 repeti¢des. O meio de cultura
utilizado nos dois experimentos foi o MS, suplementado com 30g L- de sacarose e 7g L-' de 4gar. As
concentragdes testadas foram: 0; 0,2; 2,0 e 20,0 pmol L -! de nitrato de prata e tiossulfato prata respectivamente,
adicionadas ao meio MS. O inibidor da agio do etileno, tiossulfato de prata, foi mais eficiente para reduzir a
abscisdo foliar precoce no estabelecimento in vitro da espécie em estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Araticum-do-brejo, micropropagagio, abscisio foliar.

ABSTRACT: Annona glabra L., a tropical fruit species belonging to the Annonaceae family, has attracted
interest from researchers because of its adaptive capacity to extreme environments, having great potential as a
rootstock for species of the same genus. One of the difficulties reported in the literature regarding the sexual
propagation of this species is the slow germination process, with marked unevenness. Asexual propagation
methods, such as in vitro cultivation, have some limitations, among them, the accumulation of ethylene in the
microenvironment formed inside the flask, causing early leaf abscission in the explants. This work aimed to
study two inhibitors of the action of ethylene, silver nitrate and silver thiosulfate on in vitro cultivation of
Annona glabra L. The explants were obtained from young vegetative branches of 3-year-old mother plants
grown in the nursery of Plant Biotechnology, Center for Agricultural Sciences, Federal University of Alagoas.
The experiments were performed in a completely randomized design, consisting of 4 treatments and 20
replications. The culture medium used in both experiments was MS supplemented with 80g L-! sucrose and 7g
L agar. The concentrations tested were: 0; 0.2; 2.0 and 20.0 pmol L -1 of silver nitrate and silver thiosulfate
respectively, added to MS medium. The ethylene action inhibitor, silver thiosulfate, was more efficient to
reduce early leaf abscission in the in vitro establishment of the species under study.

KEYWORDS: Araticum-do-brejo, micropropagation, foliar abscission.
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INTRODUCAO

Annona glabra L., espécie frutifera tropical pertencente a familia Annonaceae e
nativa de solos brasileiros, ¢ uma arvore de pequeno porte, encontrada geralmente em
areas costeiras, popularmente conhecida como Araticum do brejo, Araticum liso,
Araticum do mangue, Araticum bravo ou Araticunzeiro (BRAGA, 1976; SIEBRA, 2009).

Esta espécie destaca-se entre as anondceas cultivadas, por apresentar
caracteristicas agrondmicas desejaveis, com potencial como porta-enxerto para outras
espécies do mesmo tdxon, como a gravioleira (Annona muricata) e a pinheira (Annona
squamosa), devido a tolerdncia de seu sistema radicular a condigdes de excesso de
umidade do solo, indicando capacidade adaptativa a condigdes adversas (BRAGA, 1976;
CARVALHO et al., 2001).

Diversas pesquisas apontam também seu potencial alelopatico (MATSUMOTO
et al., 2010), fitofarmacolégico, propriedades antibactericidas, antifiingicas, inseticidas e
citotéxicas (PADMAIJA et al., 1995).

Sabe-se, entretanto, que muitas espécies de anondceas apresentam problemas na
propagagdo sexuada, ocorrendo segregagdo genética em plantas heterozigéticas, longo
perfodo para a planta atingir a maturidade fisiol6gica (COSTA et al., 2014), e a lentidao
no processo germinativo de sementes, com acentuada desuniformidade, o que sugere
algum mecanismo de dorméncia regulando a germinagdo (CARVALHO et al., 2001).

O interesse por métodos de propagac¢do assexuada de anonéceas tem crescido, a
partir de técnicas como enxertia de Annona muricata L. (CARVALHO et al., 2000),
enxertia precoce de Annona squamosa L. (LEMOS, 2014), estaquia em anonaceas
(SCALOPPI JUNIOR; MARTINS, 2014) e estaquia de Annona squamosa L., utilizando
acido indolbutirico (SALVADOR et al, 2014).

A micropropagagio de anonéceas é uma excelente alternativa para a produgdo em
larga escala desse material, todavia, uma das dificuldades relatadas por Lemos (2000), é
o acimulo de etileno nos tecidos confinados no ambiente de cultivo in vitro, provocando
a abscisdo foliar precoce dos explantes, prejudicando o vigor e o crescimento das
brotagdes. Desta forma, o uso de inibidores da agdo do etileno com fons de prata sdo uma

alternativa para superar este obstaculo encontrado no cultivo in vitro, tendo em vista

DIVERSITAS JOURNAL. Santana do Ipanema/AL. vol. 5, n. 4, p.2768-2778, out./dez. 2020.

Pagina | 2769



NITRATO DE PRATA E TIOSSULFATO DE PRATA COMO INIBIDORES DA ACAO DO ETILENO EM CULTIVO IN
VITRO DE Annona glabra L.

SILVER NITRATE AND SILVER THIOSULFATE AS INHIBITORS OF THE ACTION OF ETHYLENE IN VITRO
CULTIVATION OF Annona glabra L.

FARIAS, Ana Rosa de Oliveira; GALLO, Cibele Merched; OLIVEIRA, José Dailson Silva de; SANTOS, Hilda Rafaella da
Silva; REZENDE, Leila de Paula; LEMOS, Eurico Eduardo Pinto de

que a prata impede a transdugdo de sinal para os componentes seguintes da cadeia de
sinalizagdo do etileno (TAIZ; ZEIGER 2016).

Em experimento in vitro com explantes de Annona squamosa L., o fon Ag*
(Nitrato de Prata e Tiossulfato de Prata) foram eficientes no controle da absciséo foliar
precoce dessa espécie, bloqueando a agdo do etileno (LEMOS; BLAKE, 1994). Diante do
exposto, o objetivo deste trabalho foi estudar o efeito desses dois inibidores da a¢do do

etileno, no cultivo in vitro de Annona glabra L.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no perfodo de novembro de 2017 a julho de
2018, no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do Centro de Ciéncias Agrérias da
Universidade Federal de Alagoas em Rio Largo-AL (9° 27" 57" S, 34° 50" 17 W e 127 m
de altitude).

As plantas matrizes de Annona glabra L., com 38 anos de idade, utilizadas para
obtenc¢do do material vegetal, foram propagadas por sementes provenientes de Garga

Torta-Macei6-AL, cultivadas em vasos e mantidas no viveiro do respectivo laboratério.

Inibic¢ido da acdo do etileno utilizando Nitrato de Prata e Tiossulfato de Prata no

cultivo in vitro de Annona glabra L.

Em ambos os experimentos, o material vegetal utilizado foi obtido de ramos
vegetativos jovens de Annona glabra L., realizando-se em seguida a remogdo de suas
tolhas. A desinfestagdo foi realizada em camara de fluxo laminar, onde os segmentos
caulinares com aproximadamente 10 cm foram imersos em élcool 70% por 1 minuto.
Depois, foram imersos em hipoclorito de sédio 2% por 15 minutos e lavados, por 3 vezes,
em agua destilada e estéril.

Cada repeticio foi representada por um explante, padronizado em torno de 3 cm e com
uma gema axilar. Colocados em meio MS suplementado com 30g L-!' de sacarose, 7g L de dgar,

pH ajustado para 5,8 e autoclavagem a 121°C por 20 minutos. As concentracgdes testadas foram:
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0; 0,2; 2,0 e 20,0 umol L-! de nitrato de prata e tiossulfato prata respectivamente, adicionadas ao
meio MS. Apds inoculagio, os explantes foram mantidos em sala de crescimento a 25 = 2°C, em
totoperfodo de 16 horas e densidade de fluxo luminoso de 36 pmol m=2 s-1.

Aos 380 dias, as variaveis foram avaliadas com o intuito de verificar a agdo das
concentragdes dos inibidores adicionados ao meio de cultura, sdo elas: presenca de
brotagdes, nimero de brotagdes, comprimento de brotagdes, nimero de folhas verdes
e/ou amarelas, presenca de raiz e presenca de oxidagao.

Ap6s a avaliagdo, o material foi transferido para meio de cultura MS, adicionado
do inibidor e concentragdo que apresentou melhor resultado para o cultivo in vitro da

espécie.

Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado,
constituido por 4 tratamentos e 20 repeti¢des, sendo cada repeti¢do constituida por um
frasco contendo um explante. Os dados experimentais foram submetidos a anélise de

variancia e as médias comparadas pelo teste ¥ de Tukey a 5% de probabilidade,

utilizando-se o software SISVAR (VANDERLEI, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Inibicdo da acdo do etileno utilizando Nitrato de Prata (AgNO:)

Apés 30 dias, devido ao experimento ter sido realizado na etapa de
estabelecimento in vitro, ja era esperado que ndo houvesse nimeros elevados nas
variaveis analisadas, por se tratar da primeira etapa do cultivo in vitro. Desta forma, ndo
toi verificada diferenga significativa em todas varidveis analisadas, com destaque para as
médias referentes a variavel “ntimero de folhas amarelas” a qual demonstra eficiéncia do

inibidor na quase total auséncia de folhas com senescéncia precoce (Tabela 1).
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Tabela 1: Presenca de brotagdes, comprimento de brotagdes, niimero de folhas verdes e
amareladas de Annona glabra L., em diferentes concentragdes do inibidor da agdo do

etileno nitrato de prata (AgNOs), 30 dias ap6s o estabelecimento.

CONCENTRACAO PRESENCA COMPRIMENTO | NUMERO DE NUMERO DE
DE AgNO:pumol L DE DE BROTACAO FOLHAS FOLHAS
BROTACAO (cm) VERDES AMARELAS
(%)
0,0 80 a* 0,30 a 1,6 a 0,15 a
0,2 90 a 0,32 a 2,1a 0,0 a
2,0 84 a 0,32 a 2,2 a 0,1 a
20,0 80 a 0,24 a 1,9 a 0,0 a

*Médias seguidas de letras iguais mintsculas na coluna, nio diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade de erro.

O uso de nitrato de prata como antagonista do etileno, tem sido relatado na
literatura, pois inibe componentes da cadeia de sinalizagdo deste hormoénio (SAINE,
2013). Os fons Ag" alteram a capacidade dos receptores de se ligarem ao etileno
(SRIDHAR et al, 2011) impedindo que, durante o cultivo in vitro, haja acimulo deste
gas e consequentemente o seu efeito no material vegetal utilizado. Apesar de ndo haver
diferenca significativa, visualmente foi possivel observar que a presenca de AgNOs no
meio de cultura, na concentragdio de 2,0 pmol L-!, favoreceu no surgimento e

permanéncia de folhas verdes (Figura 1).

Figura 1. Explantes de Annona glabra L., apés 30 dias do cultivo in vitro com o inibidor

da agdo do etileno, nitrato de prata. CECA-UFAL, Rio Largo, AL.

Fonte: Cibele Merched Gallo.
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Tecidos meristeméticos e regides nodais geralmente apresentam uma produgio
mais elevada do etileno, observado durante a abscisdo foliar, estimulado pela interagio
entre auxina e etileno. A auxina regula a expressio de um gene de uma ou mais
isoformas da ACC (4cido 1-caboxfilico -1- aminociclopropano), que codifica para uma
enzima chave na biossintese de etileno. O papel desempenhado pelo aumento de etileno
dependente de auxina ainda ndo é claro, mas curiosamente, a biossintese de auxinas e a
sinalizagdo de etileno sdo inibidas pela proteina CTR1 (SAINE, 2013). Tendo em vista
que o material vegetal neste estudo foi proveniente de ramos vegetativos jovens, com
uma gema axilar, hd comprovadamente elevada produgdo do etileno no cultivo in vitro
de Annona glabra L. (LEMOS; BLAKE, 1994). Assim sendo, a coleta do material vegetal,
seguida do processo de desinfestagdo e o estabelecimento in vitro, provavelmente
promoveu maior estresse dos explantes e consequentemente maior produgio de etileno
no ambiente de cultivo in vitro de Annona glabra L.

No estudo acerca do controle da absciséo foliar e morfogénese in vitro em cultura
de Angico (Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan), a presenca de nitrato de prata em
meio de cultura promoveu maior nimero de gemas e brotagdes, embora esse inibidor
tenha sido pouco eficiente no controle da abscisdo foliar (NEPOMUCENO, 2007). Em
Oliveira (Olea europaea 1..), cultivar “Arbequina”, o uso de AgNOs ao meio de cultura,
promoveu maior comprimento de brotagdes (DONINI et al, 2011). Em Annona glabra L.,
nio houve diferenga significativa na indugdo de brotagdes, embora tenha ocorrido alta
percentagem, porém, baixo comprimento. Isso pode ser explicado devido ao trabalho ter
sido realizado na etapa de estabelecimento in vitro.

O uso de nitrato de prata pode apresentar efeitos inibitérios na produgio e fungio
do etileno no cultivo in vitro, mas, é possivel que as plantas adquiram alguma estratégia
para aumentar a tolerancia a este componente (TAHOORI, 2018). Dessa forma,
observa-se que explantes de Annona glabra L. submetidos a concentragdes de nitrato de
prata, apresentaram um possivel efeito inibitério da ag¢do do etileno, porém, hi
necessidade de outras pesquisas com outras concentragdes, para comprovagio e obtengdo

de mais resultados.
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Inibicdo da acdo do etileno utilizando Tiossulfato de Prata (STS)

Aos 30 dias do estabelecimento in vitro de Annona glabra L., observou-se
diferenca estatistica somente para a varidvel folhas amarelas a qual o tratamento
controle e a menor concentragio do inibidor (0,2 pmol L) apresentaram maiores médias

(0,73 e 0,26, respectivamente) (Tabela 2).

Tabela 2. Presenca de brotagdes, comprimento de brotagdes, nimero de folhas verdes e
amareladas de Annona glabra L., em diferentes concentragdes do inibidor da acdo do

etileno tiossulfato de prata (STS), 30 dias apds o estabelecimento.

CONCENTRACAO PRESENCA | COMPRIMENTO DE NUMERO NUMERO DE
DE ST'S pmol L DE BROTA(}AO (cm) DE FOLHAS FOLHAS
BROTACAO VERDES AMARELAS
(%)
0,0 80 a* 0,22 a 1,9 a 0,73 b
0,2 86 a 0,16 a 2,1a 0,26 b
2,0 86 a 0,25 a 2,6 a 0,0 a
20,0 86 a 0,26 a 2,0 a 0,0 a

*Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

de erro.

As concentragdes de 2,0 e 20,0 umol L' de tiossulfato de prata foram os
tratamentos mais eficientes para a reduzir o nimero de folhas amarelas (abscisdo foliar),
durante os 30 dias de cultivo in vitro de Annona glabra L. Em contraste, na auséncia de
STS e em sua menor concentragdo no meio de cultura, observou-se nimero significativo
de folhas amarelas, provocado pelo aciimulo de etileno e possivelmente pela sua maior
produgdo devido ao estresse gerado desde a coleta do material até o seu estabelecimento.

No cultivo in vitro, o etileno pode se acumular em grandes quantidades,
influenciando no crescimento e desenvolvimento do explante, acelerando o processo de
senescéncia foliar, o que é observado em algumas espécies da familia Annonaceae. A via
de transdugio de sinal do etileno é bloqueada pelos fons de prata, substituindo os fons de
cobre nos receptores de etileno, recurso bastante relatado (GUPTA, 2014; LEMOS;
BLAKE, 1996).
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Os resultados ja obtidos com Annona squamosa L. e Annona glabra L. podem estar
associados a maior mobilidade do STS nas plantas, apresentando menores problemas de
fitotoxidez, com resultados superiores ao uso de nitrato de prata (VEEN; VAN DE
GEIIN, 1978). O uso de tiossulfato de prata apresenta também acdo protetora sobre o
estresse oxidativo nos tecidos, promovendo atraso na senescéncia foliar (PIMENTA et
al., 2013).

O etileno provoca inibi¢do do crescimento das raizes, sendo estas consideradas
um sistema de 6rgdos vitais das plantas devido a aquisi¢do de dgua e nutrientes (SAINI
et al., 2013). Foi possivel observar apés dois subcultivos do material proveniente do
experimento com tiossulfato de prata que explantes de Annona glabra L. formaram raizes

(Figura 2).

Figura 2. Explantes de Annona glabra L., enraizados apds 90 dias de cultivo in vitro.

CECA-UFAL, Rio Largo, AL.

Fonte: Ana Rosa de Oliveira Farias.

No crescimento in vitro do porta-enxerto de Macieira Morubakaido (Malus
domestica), Medeiro (2002) verificou que a potencial inibi¢gdo do mecanismo de agdo do
etileno ndo estimula a proliferagdo de brotagdes laterais quando submetida a diferentes
concentragdes de STS.

Diante do exposto, observa-se que explantes submetidos a concentragdes de
tiossulfato de prata, apresentam melhores resultados, devido a inibi¢do da agdo do

etileno diminuindo a abscisdo foliar precoce no cultivo in vitro de Annona glabra L.
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O uso do inibidor da agdo do etileno tiossulfato de prata (STS), é eficiente na fase
de estabelecimento in vitro de Annona glabra L.
A adigdo do nitrato de prata no meio de cultura nio influencia no cultivo in vitro

de Annona glabra L.
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