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RESUMO

ALBERT, Licia Helena de Barros. Aspectos morfo-anatomicos de mudas de
abacaxizeiro “Smooth Cayenne” micropropagadas. 2004. 54 p. . Tese
(Doutorado em Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Este trabalho teve por objetivo determinar o melhor substrato na
aclimatizagdo e avaliar aspectos da anatomia foliar do abacaxizeiro cv. Smooth
Cayenne micropropagadas. As plantas utilizadas j& se encontravam estabelecidas
in vitro. O meio de cultura basico para multiplicagdo foi o0 MS suplementado
com 1,5 mg.L” de benzilaminopurina (BAP) e 30 g.L* de sacarose, com pH
ajustado para 5,8. Os explantes foram inoculados de maneira asséptica em
cimara de fluxo laminar. Foram realizados os seguintes experimentos:
aclimatizagdo de mudas de abacaxi conduzida em casa de vegetagio com
temperatura controlada, alta umidade relativa e ventilagio forcada em 3
diferentes substratos: Plantimax® , Plantimax® + himus e Plantimax® +
vermiculita. Aos 20, 40 e 60 dias, foram avaliadas caracteristicas anatomicas das
folhas das mudas. As estruturas foliares desenvolvidas in vitro apresentaram os
parénquimas aqiiifero e clorofiliano menos espessos que as plantas em
aclimatiza¢do e com auséncia de cloroplastos. As epidermes adaxial e abaxial
também se mostraram mais desenvolvidas apds 60 dias de aclimatizagdo, sendo
o substrato Plantimax® + hiimus o que promoveu maior crescimento, mostrando
a necessidade de aclimatizagdo de mudas de abacaxi micropropagadas antes de

 seu estabelecimento em campo. Ao final do experimento, aos 180 dias, foram
avaliadas caracteristicas fitotécnicas, mostrando ‘que o substrato Plantimax® +
himus promoveu maior nimero de folhas, maior peso de biomassa fresca e seca
da parte aérea e do sistema radicular, além de altura maior das mudas. A mistura
Plantimax® + himus apresentou-se como um eficiente substrato para
aclimatizagiio de abacaxi.

* Comité Orientador: Moacir Pasqual, Evaristo Mauro de Castro.



ABSTRACT

ALBERT, Licia Helena de Barros. Anatomical aspects of th.e pineapple
“Smooth Cayenne” plantlets micropropagated. 2004. 54 p. Th§ls (Dos:tc:rate
in Agronomy) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazl.

The objective of this work was to determine the best substrate for
acclimatization and evaluate the aspects of pineapple plant leaf anatomy cv.
Smooth Cayenne micropropagated. The plants used were already set up in vitro.
The culture medium used was the MS supplemented with 1.5 mgL” of
benzilaminopurine (BAP) and 30 g.L" of sucrose, with pH adjusted to 5.8. The
explants were inoculate in aseptic conditions in laminar flow cabinets. The
experiments performed were: acclimatization of pineapple seedling under green
house conditions, with controlled temperature, high air humidity and forced air
fan, on 3 different substrates: Plantimax®, Plantimax® + humus e Plantimax® +
vermiculite. Evaluations of anatomic characteristics of seedling leaves were
done at 20, 40 and 60 days. The leaf structures developed in vitro showed
smaller water storage tissue and chlorenchyma than the plants under
acclimatization and absence of chloroplasts.

The adaxial and abaxial epidermis increased after 60 days under acclimatization,
using the Plantimax® + humus substrate that promoted greatest growth showing
.- that micropropagated pineapple seedling needs acclimatization before its
establishmerit at the field.

* At the'end of the experiment, 180 day, the phytotecnic characteristics evaluated
showed that Plantimax® + humus substract promoted greatest number of leaves,
higher fresh and dry biomass of the aerial part and roots, and increase of the
seedling height. The mixture Plantimax® + humus is an efficient substract to
pineapple acclimatization.

* Guidance Committee: Moacir Pasqual - UFLA (Adviser), Evaristo Mauro de
Castro - UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

O abacaxizeiro ¢ uma planta tropical provavelmente originiria das zonas
Central ¢ Sul do Brasil, Nordeste da Argentina e Paraguai. E uma cultura
originalmente cultivada em terras recém-desmatadas e, dessa forma, é vista
como uma cultura ristica e pouco exigente. Entretanto, a produgdo racional do
abacaxizeiro requer tratos culturais constantes e cuidadosos.

No Brasil, a cultura vem demonstrando baixa produtividade (25 tha” a
35 t. ha") quando comparada com outros paises produtores, que tém alcangado
entre 45 tha™ a 55 tha™. Isso porque, além de priticas culturais inadequadas e
Pequena organizagdo dos produtores, a cultura vem sofrendo com problemas
fitossanitérios, dentre os quais doengas fiingicas, como a fusariose (Fusarium
subglutinans). Essa doenga se dissemina por meio de mudas contaminadas e
pode provocar grandes perdas ma produgio ou até comprometer toda a
exploragéo, -

Mudas de abacaxizeiro podem ser obtidas pelo método convencional, em
viveiro ou produgdo em laboratorio, por meio da cultura de tecidos. As plantas
advindas deste processo tecnologico ainda sio muito caras e de dificil aquisi¢io
pelos produtores rurais brasileiros. Isto se deve, basicamente, aos custos de
produgdo no laboratério e a elevada perda de planta durante o processo de
aclimatizagio.

A cultura de tecidos é uma ticnica de grande importancia, pois
proporciona aproduc;ﬁodemﬂharesdemudasapmﬁrdemnagemaempequeno
intervalo de tempo e espago ¢ totalmente livres de pragas e doengas. Apesar
disso, a micropropagagdo do abacaxizeiro ainda apresenta um alto custo, 0 que
dificulta sua disseminago.

Aacﬁmaﬁzagioconﬁgma-senafaseemqueaplantadeveseadapmé
nova condi¢io de ambiente para posteriormente ser levada a campo.



Plantas derivadas do cultivo in vitro requerem um periodo de
aclimatizagdo em fungdo de alteragSes na estrutura e fisiologia induzidas in vitro
diminuindo a capacidade dessas plantas em suprir a necessidade de energia e
carbono por meio da fotossintese ¢ de manter um balango hidrico favoravel.

Além da utilizagdo de mudas de boa qualidade, ¢ imprescindivel, para o
sucesso na implementagio da cultura, a escolha de um substrato adequado
durante a fase de aclimatizag3o, o qual atenda s necessidades das mudas e que
permita o menor nimero possivel de perdas.

Neste contexto, verificar a possibilidade de otimizar a propagagéo in
vitro do abacaxizeiro e realizar estudos anatdmicos dos tecidos para determinar
quaisosfatomsﬁmitantwdopmc&ssodeacﬁmaﬁzaqio,s&oﬁmdamenmispm
o sucesso da produgéio de mudas por cultura de tecidos.

O objetivo deste trabalho foi determinar o melhor meio de aclimatizagdo
do abacaxizeiro, avaliar o efeito dos diferentes substratos em caracteristicas
fitotécnicas nas plantas de abacaxi provenientes da germinagdo in vitro e
caracterizar alguns aspectos internos e extenos da estrutura foliar em diferentes
épocas de avaliagdo durante o processo de aclimatizaggo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descriciio da espécie

O abacaxizeiro é uma monocotiledonea, herbacea perene, da familia
Bromeliaceae. O género mais importante € 0 Ananas, que pertence ao grupo que
possui hébito terrestre e que cresce no solo a custa das proprias raizes. Este
grupo inchu o abacaxi Ananas comosus (L.) Merril e outras espécies que sdo
utilizadas para a produgio de fibras para cordoaria e fabricagdo de material
rustico ou ornamentagdo.

Aproximadamente 50 géneros € 2.000 espécies de Bromaliaceae séo
conhecidos. O abacaxizeiro compde-se de um caule (talo) curto e grosso, ao
redor do qual crescem as folhas, em forma de calhas, estreitas e rigidas e no qual
também se inserem raizes axilares. O sistema radicular é fasciculado, superficial
e fibroso ¢ atinge pouca profundidade no solo. Na variedade Pérola 97% do
sistema radicular de uma planta de doze meses se encontram-se na faixade 0 a
30 cm e raramente alcanca mais de 60 cm da superficie do solo (Inforzato et al.,
1968; Reinhardt et al., 2000).

O fruto ¢ composto ou miltiplo, do tipo sorose, formando de 100 a 200
frutilhos simples do tipo baga, inseridos sobre uma haste central, em disposi¢do
espiralada e intimamente soldados entre si. No épice existe um tufo de folhas
denominado coroa (Figura 1). A casca ¢ formada pela uniio de bricteas e
sépalas das flores que diio origem aos frutilhos (Medina, 1987).

As folhas sdo classificadas, segundo seu formato e sua posicio na
planta, em A, B, C, D, E, F, da mais velha e externa para a mais nova e interna.
A folha D ¢ a mais importante do ponto de vista do manejo da cultura; sendo a
mais jovem dentre as folhas adultas e, metabolicamente, a mais ativa de todas, é,



por conseguinte, usada na analise do crescimento e do estado nutricional da
planta (Reinhardt et al., 2000). .

Os rebentos, ou mudas, desenvolvem-se a partir de gemas axilares
localizadas no caule (rebentdes) e no pedunculo (filhotes). Os plantios de
abacaxi sdo feitos com mudas de vérios tipos, tais como coroa (brotagdo do
apice do fruto), filhotes, filhote-rebentio ¢ rebentio (Figura 1). Cada tipo possui
caracteristicas vantajosas ou ndo que devem ser consideradas na escolha e

manejo do material de plantio.

FIGURA 1 Aspecto visual de um planta adulta cv. Smooth Cayenne (A), cv.
Pérola (B) e de mudas (C) de abacaxizeiro. Fonte: Cabral, Embrapa,
Brasilia, DF, 2000.

2.2 Principais variedades e importincia econdmica

Algumas caracteristicas devem ser consideradas na escolha da variedade
a ser cultivada. De modo geral, espera-se que a planta tenha crescimento rapido,
frutos com polpa amarela, firme mas ndo fibrosa, teor de agucar elevado € acidez
moderada, entre outros atributos. Procura-se, ainda, que essas variedades
proporcionem altos rendimentos € que sejam resistentes e ou tolerantes as

principais pragas ¢ doengas que ocorrem na cultura.



As variedades de abacaxizeiro mais conhecidas no mundo foram
classificadas em cinco grupos distintos: Cayenne, Spanish, Queen, Pernambuco
e Perolera. A definigdo destes grupos considera um conjunto de caracteristicas
comuns, tais como porte da planta, nimero de filhotes e rebentdes, comprimento
da folha, presencga de espinhos na folha, cor das folhas, peso e forma dos frutos,
formas dos frutilhos e sabor dos frutos (Py et al., 1984; Renhardt et al., 2000).

O grupo Cayenne ¢ considerado o principal grupo de abacaxizeiro
cultivado no mundo e suas variedades apresentam caracteristicas consideradas
adequadas a industrializacdo ¢ ao mercado internacional. A variedade mais
plantada no mundo ¢ a Smooth Cayenne, denominada no Brasil caiena, liso,
havaiano ou ananss. E uma planta amplamente cultivada por possuir muitas
caracteristicas favoraveis, como crescimento semi-ereto, folhas com até 1,0 m de
coniprimento ¢ com apenas 2 a 3 pares de espinhos na extremidade apical do
bordo da folha. O fruto ¢ atraente, de forma cilindrica, polpa amarela,.casca
amarelo-alaranjada, elevado teor de agiicar ¢ média acidez (Silva & Sansbio,
1996). ' : ‘

Tais caracteristicas credenciam esta variedade como adequada para a
industrializag3o e para a exportagdo como fruta fresca. Apesar disso, em clima
ﬁmidoequente,produzﬁimﬁégilpammsporteeproc%samentoindusm
além de ser bastante susceptivel 2 murcha associada & cochonilha e a fusariose.

Estima-se que cerca de 70% da produgdo mundial de abacaxi provenham
dessa espécie. O predominio do plantio de Smooth Cayemne nos principais
paises produtores do mundo, o uso de poucas variedades para plantios
comerciais ¢ a substituicio de variedades locais por esta variedade vém

provocando o desaparecimento de variedades de interesse local ou regional
(Reinhardt et al., 2000).



Considerando-se os paises produtores, observa-se que cerca de 57,75%
da produgéo mundial de abacaxi concentram-se¢ em cinco paises: Taildndia,
Brasil, Filipinas, india e China. No Brasil, o abacaxizeiro ¢ cultivado em quase
todos os estados, sendo que 83% da producdo nacional estd concentrada nos da
Paraiba, Minas Gerais, Para, Rio Grande do Norte, Bahia e Espirito Santo (FAO,
1998).

Mesmo tratando-se de uma cultura de grande demanda no mercado
mundial de frutas, o abacaxi ndo tem lugar de destaque no cendrio agricola
brasileiro. O consumo per capita é baixo (5,6 frutos/ano) e representa apenas
0,3% do valor da renda agricola das culturas produzidas no pais (Souza et al,
1999).

Independentemente da sua importéncia econmica, a cultura do abacaxi
merece destaque pela sua condig@o de atividade absorvedora de méo-de-obra no
meio rural, contribuindo para a geragio de empregos. A abacaxicultura
assentada em bases tecmolégicas melhor estabelecidas faz com que tais
perspectivas sociais tornem-se mais evidentes, na medida em que pode ser
viabilizada sua expansdo para dreas niio tradicionais, ampliando sobremaneira as
alternativas de ocupagio de mao-de-obra (Reinhardt et al., 2000).

2.3 Exigéncias edafoclimiticas

O abacaxizeiro ¢ uma frutifera tropical que s¢ adapta melhor em
altitudes de até 100 m, onde apresenta o ciclo menor, maiores produgdes €
methor qualidade de fruto (Silva & Sansbio, 1996). A temperatura ideal para o
cultivo ests entre 21°C a 31°C.

A planta é exigente em luz, desenvolvendo-se melhor em locais com alta
incidéncia de radiagio solar. Néo tolera sombreamento, ¢ a insola¢do 6tima para



seu desenvolvimento é de 6,8 a 8,2 horas de brilho solar por dia. Umidade
relativa do ar média anual de 70% ou superior ¢ desejavel, mas a planta suporta
bem variagBes moderadas deste fator climatico (Reinhardt et al., 2000).

E uma cultura que pode suportar periodos mais secos devido &
disposigdo de suas folhas em forma de canaleta que podem captar ¢ armazenar
agua em seu interior (axilas) além do tecido especial das folhas (Silva &
Sansbio, 1996; Reinhardt et al., 2000).

E uma cultura muito sensivel ao encharcamento do solo, que pode
prejudicar o seu crescimento ¢ a sua produgdo. Portanto, boas condigdes de
aera¢do ¢ de drenagem do solo sdo requisitos basicos para seu cultivo, por
favorecerem o desenvolvimento do sistema radicular da planta, normalmente
fragil e concentrado nos primeiros 20 cm do solo.

Os solos de textura média, 15% a 35% de argila e mais 15% de areia,
sem impedimentos a uma livre drenagem do excesso de agua, sio os-mais
indicados para a cultura. Os solos de textura arenosa, até 15% de argila e mais
70% de arela, que ndo apresentam problemas de encharcamento, sio também ,
recomendados para a cultura, requerendo quase sempre a incorporagio de
residuos vegetais e adubos orgénicos, que melhorem as suas capacidades de
retencdo de dgua e de fornecimento de nutrientes. O abacaxizeiro é considerado
uma planta bem adaptada aos solos dcidos, sendo a faixa de pH de 4,5 2 5,5 a
mais recomendada para seu cultivo (Reinhardt, 2000).

2.4 Obtenciio de mudas

Os plantios de abacaxizeiro sdo feitos por meio de mudas, sendo a
cul}ura de propagagdo predominantemente vegetativa. A propagagdo por
sementes s6 ocorre quando hi polinizagio cruzada entre variedades e ou



espécies diferentes, tendo aplicagdo exclusiva na pesquisa para a obtengdo de
novas variedades. Em plantios comerciais, ndo ha produgdo de sementes devido
a auto-esterelidade das flores (Reinhardt, 1998).

A muda de boa qualidade é a base para o sucesso dessa cultura. Dai a
importincia da utilizagio de mudas de boa procedéncia, livres de doengas, como
a fusariose, isentas também de pragas, como a cochonilha e de danos mecénicos,
além de vigorosas e colhidas em plantios em bom estado fitossanitario.

A propagagdo vegetativa ¢ feita por meio de mudas denommadas coroa,
filhote (abaixo da base do fruto), filhote rebentdio e rebentéio (base do talo). No
Brasil, as mais usadas sdo os filhotes e os rebentdes, principalmente na cultivar
Smooth Cayenne que, com freqiiéncia, produz mimero reduzido de mudas tipo
filhote, tornando o manejo dos rebentdes muito importante (Reinhardt et al.,
2000).

As mudas também podem ser produzidas em viveiros a partir de gemas
existentes nas axilas das folhas, inseridas no talo das plantas. As gemas brotam e
crescem quando, entdio, o talo é secci§nado contendo pelo menos uma gema,
cujas secgdes de talo sdo édequadamente cultivadas em viveiros. O
secciommenmdomlopermiteoexamevimaldaspmmtemas,permiﬁndoo
descarte de todo o material contaminado por doengas.

Para aumentar e acelerar a taxa de mmitiplicagdo e, a0 mesmo tempo,
diminuir o potencial ou até mesmo evitar a disseminag@o de pragas e patogenos
por meio de mudas convencionais, técnicas de cultura de tecidos tém sido
empregadas para a propagagdo in vitro do abacaxizeiro.

2.5 Cultura de tecidos vegetais



A cultura de tecidos é um conjunto de técnicas em que pequenos
fragmentos de tecido vivo (explantes) sdo isolados de um organismo e
cultivados assepticamente, por periodos indeterminados, em um meio nutritivo
semidefinido ou definido ¢ incubado em condi¢Ges ambientais controladas. Para
o caso de tecidos vegetais, esta definigdo original deve ser ampliada, de modo a
incluir toda uma gama de explantes que vai desde plantulas e orgéos a células
isoladas e protoplastos (Mroginski & Roca, 1993; Torres & Caldas, 1990).

Dentre as varias aplicagdes destas técnicas estdo a utilidade em
programas de melhoramento genético de plantas, o aumento de variabilidade
genética para fins de selegdo, a obtengdo de plantas livres de virus e outros
patégenos, a conservagdo e avaliagéio de germoplasma e a micropropagagdo, ou
propagacdo vegetativa in vitro (Ferreira et al., 1998; Duval et al., 1998).

, Se a cultura de tecidos consiste em cultivar assepticamente diferentes

g;cplantes constituidos por fragdes de um tecido ou 6rgo que se extrai da planta,
a micﬂ)propagagﬁo é praticamente uma multiplicagio massiva in vitro, sendo a
aplicagid mais pritica da cultura de tecidos (Mroginski & Roca, 1993;
Grattapaglia & Machado, 1998). Destina-se, principalmente, aquelas espécies
cujas caracteristicas botinicas impedem ou dificultam a propagagdo pelos
métodos convencionais, permitindo a obtengdo de grande mimero de plantas
sadias e geneticamente uniformes em curto periodo de tempo. Assim, pode-se
clonar individuos melhorados, produzindo progénies homogéneas (Lameira,
1997).

Um exemplo que justifica o uso da micropropagagio é a multiplicagdo
de plantas selecionadas por alta produtividade ou qualidade de frutos superiores.
Seasestacasda&spécienﬁoenmizamoupossuembaixopmentmlde
enraizamento, a micropropagagio pode representar uma solugdo para sua
propagacdo. Outro caso, no qual a multiplicagdo in vitro é vantajosa, surge
quando a espécie ¢ rara, como a pera-do-cerrado (Eugenia klotzchiana), ou



produz poucas sementes, como a sucupira-branca, e a produgio de mudas ¢
insuficiente para atender a demanda. Assim, a multiplicagio por cultura de
tecidos oferece a possibilidade de produzir dezenas ou centenas de mudas a
partir de uma unica semente ou matriz selecionada (Melo et al., 1998).

Além disso, a micropropagagdo tem mostrado importantes vantagens em
comparagio com Os sistemas convencionais de propagagdo. O incremento
acelerado do mimero de plantas derivadas de determinado genotipo, a redugéo
do tempo de muitiplicagdo, a possibilidade de multiplicar grandes quantidades
de plantas em uma érea reduzida, o maior controle sobre a sanidade do material
que sc propaga ¢ a possibilidade de multiplicar rapidamente uma variedade na
qual existam poucos individuos sio algumas das vantagens apontadas por
Mroginski & Roca (1993).

Segundo Pierik (1990), a propagagdo vegetativa in vitro apresenta cinco
diferentesostégios.AfaseOconwpondeaosuammemosdadosa-plgnmm
de onde sio retirados os explantes, 0s quais tentam manter, o méxirno possivel,
asplmﬁassadiaseﬁmdedoengas.Afaselrepreséntaomomentoemquemn
explante é isolado sob condigGes estéreis. Nesta, a unica exigéncia importante ¢
obter crescimento e desenvolvimento sem contaminacdo. A fase 2 é a de
propagagdio, onde se objetiva conseguir o material vegetal sem a perda da
estabilidade genética. A fase 3 envolve a preparagdo das brotagbes ou das
plantulas, obtidas na fase 2, para a transferéncia ao solo. Este processo pode
envolver a interrupgio da formagdo de brotos axilares ¢ o inicio do seu
clongamento. Posteriormente, deve-s¢ induzir a formac#io de raizes, tanto in
vitmquantoinvivo.Aquartaeﬁlﬁmafaseéadauansferénciadasplﬁnnﬂasdo
tubo de ensaio para o solo e o conseqiiente estabelecimento.

Conforme o explante utilizado ¢ sua subseqiente manipulagdo, a
micropropagagdo pode ser conduzida por trés maneiras: multiplicagdo por meio
de proliferagdo de gemas axilares, multiplicagio mediante indugdo de gemas
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adventicias por organogénese direta ou indireta e multiplicacdo via
embriogénese somatica.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998) e George (1996), a maioria das
plantas micropropagadas ¢ obtida pela multiplicagdo de brotos axilares. O
cultivo de segmentos nodais consiste na inoculagdo de uma gema, juntamente
com uma porgdo do caule, para se obter um broto a partir desta gema. Dessa
forma, a indugdo de brotagGes envolve o isolamento de érgdos meristematicos
pré-formados (normalmente gemas axilares) e a quebra de dominancia apical
com a aplicagdo de reguladores de crescimento. As gemas axilares que
naturalmente se¢ formam nas insergdes das folhas sdo estimuladas a crescer,
dando origem a novas partes aéreas que, por sua vez, repetem O mesmo
processo. Cada parte aérea ¢ isolada das demais para a formagdo de novos
explantes. Este € o método mais natural de propagagdo vegetativa das plantas in
vitro, ja que também pode-se aplicar in vivo (Pierik, 1990).

A composicdo do meio de cultura ¢ uma importante varidvel que
determina o sucesso na proliferagdo das partes aéreas. Diversos meios basicos
sao utilizados na fase de multiplicagdo e suas variagSes mais freqiientes dizem
respeito a composi¢do de macronutrientes. A fonte de nitrogénio utilizada e o
balango entre os ions nitrato ¢ aménio sdo aspectos que t8m merecido maior
atenc¢do (Grattapaglia & Machado, 1998). O meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962) é o mais concentrado em termos de micro e macronutrientes e &
também o mais empregado em cultura de tecidos (Pasqual, 2001; Tisserat,
1985). '

Entre os principios nos quais se baseia a cultura de tecidos, os dois mais
importantes, sem divida, sdo a totipotencialidade celular e o balango hormonal
(Villalobos & Thorpe, 1993).

Pelo principio da totipotencialidade das células somaticas vegetais,

teoricamente, qualquer célula vegetal viva possui suficiente informagéo genética
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para produzir uma planta normal, desde que Ihe sejam propiciadas condigdes
nutricionais ¢ ambientais adequadas. A cultura de tecidos, dessa forma, pode
propiciar a regeneragdo de uma planta inteira a partir de fragmentos de outra
planta (Grattapaglia & Machado, 1998).

No entanto, conforme Pierik (1990), quando uma planta envelhece, sua
capacidade regenerativa costuma diminuir. Dessa forma, tende-s¢ a utilizar
material procedente de plantas jovens, com tecidos n#o lignificados
especialmente no caso de arvores ¢ arbustos. Os tecidos embriondrios
geralmente tém alta capacidade regenerativa e, assim, embrides e sementes sdo
utilizados freqiientemente como material experimental para o cultivo de tecidos.

Nas ‘plantas, naturalmente ocorre a presenga de substincias quimicas,
que regulam o crescimento € o desenvolvimento. Essas substincias geralmente
sdo ativas em baixas concentragdes ¢ sdo conhecidas como horménios. O
produto quimico sintético com atividade fisiologica similar & dos horménios €
denominado de regulador de crescimento. As principais classes de reguladores
de crescimento ou hormonios sdo: auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e
acido abscisico (George, 1996).

A propagagio in vitro estd basicamente controlada pela inclusdo de
reguladores de crescimento vegetais no meio de cultura. O balango entre os
reguladores em uma planta pode, entre outras coisas, superar a dominéancia
apical dos ramos, levando ao desenvolvimento dos brotos laterais, ¢ induzir a
formag@o de brotagdes adventicias, levando novamente a produgdo de mais
material vegetal (Shargool & Ngo, 1994).

Embora as auxinas nio sejam necessarias no cultivo in vitro de algumas
espécies, as citocininas sfo indispensaveis para a quebra da domindncia apical e
indugdo de proliferagio de gemas axilares. Além disso, promovem divisdo,
alongamento e diferenciagéo celular, promovem a maturagio dos cloroplastos e
retardam a senescéncia das plantas (Taiz & Zeiger, 2004).
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As citocininas produzem pouco efeito quando aplicadas em plantas
intactas, mas tém visivel efeito para estimular sintese de proteinas. Os efeitos
das citocininas sdo mais visiveis na cultura de tecidos quando sdo usadas
juntamente com as auxinas, estimulando a divisdo celular e controlando a
morfogénese. Nos segmentos nodais cultivados in vitro, em meio contendo
citocininas, estes compostos superam a dominéncia apical e liberam gemas
laterais da dorméncia. Neste aspecto, possuem um efeito oposto ao das auxinas
endogenas. As citocininas de uso mais comuns s30 a cinetina, 0 6-
benzilaminopurina (BAP) e o 2-isopenteniladenina (2-iP) (George, 1996; Pierik,
1990).

Porém, segundo Ozias-Akins & Vasil (1985), citocininas exdgenas nem
sempre sdo necessarias e muitos tecidos desenvolvem-se indefinidamente in
. Vitro, apenas com suprimento de auxinas.

. Apesar da utilizagdo de citocinina ser essencial 2 multiplicagdo da parte
aerea, 0 seu éxcesso & toxico e caracteriza-se, principalmente por excessivo
hﬁmero ‘de brotos, redugdo no tamanho das folhas, encurtamento dos entrends,
engrossamento exagerado dos caules ¢ vitrificagdo (Leshem et al., 1988). Qi-
guang et al. (1986) observaram que altas concentragdes de BAP inibiram a
brotagdo das gemas e, conseqientemente, o numero de partes aéreas,
promovendo a formagdo de calo em Castanea mollissima.

O efeito das citocininas n#o se restringe a uma subcultura, sendo comum
a constatagio de efeito residual em subculturas subseqiientes, afetando o
alongamento e tornando-se fator limitante na fase de enraizamento. Grattapaglia
et al (1987) constataram, em diversas espécies de Eucalyptus, correlagdo
negativa alta entre concentragdes crescentes de BAP e a taxa de enraizamento na
geragdo seguinte de subcultura na auséncia de reguladores de crescimento.
Toma-se necessdria uma fase intermediaria de alongamento, com o objetivo de
reduzir ou eliminar a citocinina endégena dos explantes. Essa fase caracteriza-se
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pela transferéncia das culturas para meio de cultura na auséncia de reguladores
de crescimento (Nieuwkerk et al., 1986)

2.6 Aclimatizacio

A aclimatizagio ¢é conceituada como a fase ou estigio da
micropropagago em que ocorre a transferéncia das mudas produzidas in vitro
paraoambientenaun'aloumnambientcdetransigio,comoumacasade
vegetagdo ou telado.

Um dos maiores obsticulos para a aplicagio prética dos métodos de
cultura de tecidos ¢ a dificuldade de transferir com sucesso essas mudas das
condi¢des in vitro para o solo devido & grande diferenga entre as duas condi¢des
ambientais (Read & Fellman, 1985). Isso pode ser um fator limitante devido &
perdadevigore&mortedasplantastambémpelaperdaexc&ssivadeégua,ez‘a
mudanga de metabolismo heterotrofico para autotrofico.

Segundo Dunstan & Tumer (1984), a aclimatizagdo ¢ consl:muda de
dois fatores, enraizamento (i vitro ¢ in vivo) transferéncia para condigdes ndo
estéries com temperatura ¢ umidade controladas. Preece & Sutter (1991) citam
que as técnicas de aclimatizagéo podem ser efetuadas durante o cultivo in vitro
¢ apos a transferéncia das mudas.

Ha diversos fatores envolvidos na aclimatizagdo, como 0 genétipo, o
estresse hidrico, a alteragdo do metabolismo heterotrofico (in vitro) para
autotrofico, a infecgdo por patdgenos € o estresse pela luz.

Esoo]herosubstratocorretopodeserdecisivopamosucessoda
aclimatizagiio. O substrato deve ser de baixa densidade, rico em nutrientes, de
composigio quimica equilibrada e fisica uniforme, elevada capacidade de troca
de cations (CTC), aeragdo e drenagem, boa coesdo entre as particulas e raizes e
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ser preferencialmente estéril as plantas daninhas e com boa flora bacteriana
(Coutinho & Carvalho 1983).

Segundo Howard (1987), as mudas provenientes do cultivo in vitro sio
de pequeno tamanho (menos de 5 cm de altura) quando transplantadas, de modo
que necessitam aumentar entre 10 a 20 vezes o seu tamanho para serem
utilizadas. A escolha de um substrato adequado é uma das técnicas estudadas
com o objetivo de ndo perder plantas na fase de aclimatizagéo.

2.7 Substratos

A&scolhadesubsu-atosadequadoséumadaspﬁoridadwpara
produtores de mudas e plantas envasadas (Fitzpatrick et al, 1998). Pode-se
definir o substrato como o meio fisico, natural ou sintético, no qual se
desenvolvem as raizes das plantas que crescem em um recipiente, com volume
limitado (Ballester-Olmos, 1992), desempenhando papel importante na
sobrevivéncia e desenvolvimento das plantas em aclimatizagdo. O substrato
deve ser de baixa densidade, rico em nutrientes, composi¢do quimica
equilibrada e fisica uniforme, ¢ elevada capacidade de troca de cations (CTC).
Além disso se deve apresentar boa aeragdo e drenagem, boa coesdo entre as
particulas ¢ raizes, e ser, preferencialmente, isento de plantas daninhas e com
boa flora bacteriana (Coutinho & Carvalho, 1983).

Varios autores tém tentado obter uma porosidade ideal, possibilitando o
fornecimento de dgua e oxigénio de maneira adequada, pelo ajuste da taxa de
constituintes de substrato (Poole & Waters, 1972; Paul & Lee, 1976). Para isto
diversos materiais sdo utilizados: solo, areia, turfa, serragem, casca de arroz
carbonizada, himus e residuos organicos, entre outros.

v
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O himus, ou matéria orginica do solo, ndo é apenas uma fonte de
nutrientes. Talvez, tio ou mais importantes sejam as propriedades coloidais
decorrentes de sua estrutura orginica complexa, aliada a uma fina subdivisdo de
particulas (Raij, 1991). A matéria organica corrige a falta ou excesso de aeragdo
e drenagem do solo por meio da agregagdo e estruturagdo de solos arenosos e
argilosos (Kiel, 1985).

Salvador (2000) obteve 6timos resultados em cultivo convencional de
gloxinia em estufa, utilizando como substrato composto de humus, vermiculita e
perlita (1:2:0.5), atingindo média de 11 botdes florais. Os substratos para violeta
africana devem ser porosos, ricos em matéria orgénica e com boa drenagem.
Tuchi (1994), trabalhando com rainha do abismo (Sirnigia leuctricha), obteve
melhor desenvolvimento das plantas com o uso de areia mais himus nas
proporgdes de 2:1 ou 1:22. O himus em mistura com substrato comercial
agromix® (1:1) apresentou resposta semelhante para abacaxi (Ananas comusus
L.) quando utilizado como substrato para plantas vindas de cultivo in vitro (Silva
et al,, 1998) e a utilizagio da mistura de solo/xaxim/areia/hiimus proporcionou
maior crescimento das plantas micropropagadas de abacaxi sem afetar o indice
de sobrevivéncia (Fauth et al., 1994).

2.8 Aspectos anatémicos na aclimatizacio

As condigdes ambientais sob as quais ocorre o cultivo ir Vitro, no que se
refere a composigéo do meio de cultura e do ar no interior dos recipientes, bem
comoquamoéluminosidadeeétemperatma,fazemcomqueaplanta
proveniente da micropropagacio apresente algumas caracteristicas peculiares.
Ainda que haja variagdo entre as espécies, algumas caracteristicas s3o
encontradas em praticamente todas as plantas. A descrigdo dessas caracteristicas

16



pode ser feita em relagdio as folhas, as raizes € ao mecanismo de nutrigdo
(George, 1996).

Ainda ndo se sabe ao certo como a anatomia de dOrgdos vegetativos,
principalmente de plintulas micropropagadas, ¢ afetada pelas condigdes
ambientais de cultivo. AlteragGes na morfologia foliar podem mfluenciar
processos metabolicos e fisiologicos, associados principalmente a fotossintese e
as trocas gasosas (Debergh & Maene, 1984). Especula-se que o ambiente de
cultivo pode afetar e conduzir a diferentes atividades enzimaticas, resultando em
varias mudangas nos processos metabllicos da planta. Algumas respostas
comumente assemelham-se a plantas cultivadas sob condigdes de estresse.

Segundo Serret (1996), os explantes apresentam estrutura e fisiologia
modificadas, devido a algumas condigdes, como baixa irradidncia, altos niveis
de sacarose ¢ baixo teor de CO, disponivel, dificultando a transicio do
metabolismo heterotréfico para o autotrofico e afetando a sobrevivéncia ex vitro.

2.8.1 Caracteristicas foliares em plantas cultivadas in vitro

A desordem estrutural e funcional das folhas de plantas
cultivadas in vitro ¢ resultado de complexos fatores no meio de cultura. A
conseqiiéncia € uma baixa taxa de sobrevivéncia das plantas quando transferidas
para condigBes ex vitro (Ziv, 1987). Pasqual et al. (2001) afirmam que, durante o
processo de transferéncia para a condicdo ex vitro, a cuticula ¢ fregiientemente
menos desenvolvida devido & umidade relativa dos frascos ser alta. Como
consequiéncia, ocorre elevada perda de 4agua durante o processo de
aclimatizagdo. As modificagdes manifestadas principalmente nas folhas afetam
Os principais processos executados por estas, ou seja, a fotossintese e as trocas
gasosas (Deberg & Maene, 1984).
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A membrana cuticular (MC) ou cuticula, usada em seu sentido mais
amplo, pode ser definida, de acordo com Devine et al. (1993) e Holloway
(1982), pela sua posi¢do anatdmica ou sua natureza quimica. Quimicamente ela
¢ sempre caracterizada por dois grupos especificos de substincias lipidicas:
cutinas, as quais constituem uma estrutura de suporte da membrana; e ceras
depositadas na superficie externa, chamadas de ceras epicuticulares ¢ também
firmemente dispersas no interior da matriz de cutina, logo abaixo da superficie,
chamada de cera cuticular.

A cuticula que recobre todas as células da epiderme da planta serve
como uma interface entre o corpo da planta e o ambiente, realizando a protecdo
¢ a prevengio da perda de dgua dos tecidos vegetais (Bucovac, 1990). E uma
membrana composta basicamente de cutina juntamente de uma mistura de ceras
que cobrem grande parte dos tecidos das plantas. A permeabilidade da agua
através da cuticula ¢ influenciada pela estrutura e pelo conjunto das ceras
cuticulares e epicuticulares (Martin & Juniper, 1970)

As ceras sio compostas de longas cadeias hidrocarbonatadas lineares ou
ramificadas de alcanos, alcooxs, cetonas ¢ aldeidos graxos, dcidos graxos
saturados e insaturados, e ésteres graxos com comprimento de cadeia variando
em 21 e 35 atomos de carbono, formando uma camada praticamente continua na
superficie da cuticula. A composicio das ceras ¢ a principal determinante da
mothabilidade da cuticula. As estruturas de cera podem ser amorfas ou
apresentar forma de granulos, bastonetes, placas, crostas ou agregados (Velini &
Trindade, 1992).

As ceras epicuticulares, pertencentes & primeira camada, podem ser
amorfas ou depositadas em variaveis formas fisicas. Em algumas espécies elas
formam uma camada plana, achatada, enquanto que em outras elas sdo
prmsadasnaformadelﬁminasoucﬁstaisoomvastaextensﬁoemtelmosde
tamanho e forma. Estes cristais podem ter estruturas definidas como cristalinas
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ou semicristalinas (Devine, 1990; Baker, 1982). Essas diferengas nos padrdes
cuticulares podem, ser taxonomicamente uteis em termos genéricos € mesmo
entre espécies. A cera pode ser depositada em flocos grandes ou pequenos, em
granulos, hastes, tubos ou ldminas, que podem estar esculpidos em cumes ou
outras formas. As condi¢des sob as quais as plantas se desenvolvem podem
afetar a forma da cera. As amostras de cera variam nas diferentes espécies e, em
alguma extensdo, dentro da mesma espécie, sob condigGes diferentes. A
formagio da cera aparentemente comega num estigio inmicial do
desenvolvimento da folha e persiste até o final; as projegOes parecem alcancar
uma densidade ¢ um comprimento bastante uniformes ¢ entdo permanecem
relativamente inalteradas.

Estudos indicam que a estrutura cristalina das ceras epicuticulares em
. folhas de plantas micropropagadas foram significativamente diferentes daquelas
que crescem em casa de vegetacio (Sutter & Langhans, 1979; Fuchigami et al,,
1981; Sutter, 1988). A estrutura cristalina das espécies estadadas por meio de
microscopia de varredura (MEV) mostrou que as plantas cultivadas in vitro
apmsenmramumawuumdisformequandocompmadascomplantasque
cresceram em casa de vegetacdo (Sutter, 1985).

Ceras epicuticulares em folhas cultivadas in vitro diferem quimicamente
daquelas que crescem em casa de vegetagdo. Ceras formadas nas folhas in vitro
tinham uma alta proporgdo de componentes ésteres e compostos polares e menor
mimero de cadeias de hidrocarbonetos do que as folhas em casa de vegetagéio.
Desde componentes polares que sio menos hidrofébicos e permitem grande
permeabilidade de dgua do que longas cadeias de hidrocarbonetos,
provavelmente contribuem para perda de dgua.

Como um reduzido conjunto de ceras epicuticulares esti diretamente
relacionado com o aumento significativo da perda de agua, taxas de transpirago
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foram bem maiores em plantas de cultura de tecidos quando comparadas com as
taxas de plantas j aclimatizadas (Wardle et al., 1983; Sutter & Langhans, 1982).

A maioria dos estudos mostra que ha uma comrelagdo positiva entre o
conjunto de ceras e a sobrevivéncia de plantas quando transferidas do tubo de
ensaio para o substrato (Preece & Sutter, 1991).

Estomato

Os estdmatos sio originados de uma divisio celular Mtrica,
posteriormente dividindo-se paralelamente ao eixo principal da folha, formando
as duas células-guarda. O desenvolvimento dos estomatos na folha é um
processo que ocorre durante o crescimento foliar e eles estdo relacionados com a
entrada e saida de ar no interior dos érgdos que se encontram e com a saida de '
4agua (Alquini et al., 2003). _

A estrutura e o funcionamento do estémato tém sido implicados pelo
niio controle da entrada e saida de agua, mostrado pelés plantas micropropagadas
quando removidas do meio de cultura. Em todas as espécies observadas, os
estomatos estavam totalmente abertos quando em cultivos 7 vitro. A densidade
estomatica in vitro, medida por nimero de estomatos por mm’, foi maior em
magi (Blanke & Belcher, 1989) e rosa (Capellades et al., 1990) mas, menor em
ameixa (Brained et al, 1981), quando comparada com a de plantas que
cresceram em casa de vegetagao.

Amorfologiaeadensidadedos&stématospodemseralteradasinvmo
por mudangas das condigSes ambientais. Em rosas que cresceram em condi¢Ges
in vitro, 0 aumento no nivel de luz de 25 para 80 pmol.m®s™ e o decréscimo da
umidade relativa de 100% para 75% resultaram em um estmato muito similar
aqueles formados em plantas em casa de vegetagio. Os estdmatos foram mais

elipticos e em menor niamero (Capellades et al., 1990).
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O tempo de fechamento dos estdmatos durante a tramsferéncia das
plantas in vitro para casa de vegetagio pode ser determinante para a
sobrevivéncia das plantas durante a aclimatagdo. Esse tempo pode ser varidvel
de acordo com a espécie e as condigbes in vitro. Na verdade, a maioria dos
estomatos fecha entre 12 e 24 horas ap6s a retirada da planta do meio de cultura.
Shackel et al. (1990) calcularam que a perda de dgua apos 24 horas supera duas
ou trés vezes o peso inicial das plantas. Esses dados revelam que a demanda
transpiratoria pode resultar em um severo estresse hidrico por meio da resposta
de fechamento de estdmatos a baixa umidade relativa.

O estresse hidrico pode ser resultado da excessiva tramspiragdo de
algumas partes das plantas, especialmente as folhas, ou de uma inadequada
absorgdo de agua pelo sistema radicular, A cuticula e o estomato s3o as
. principais vias da perda de agua pelas folhas.

‘ A proliferagdo de brotos in vitro requer condigbes especiais, como alta
um1dade superfluxo de fatores nutricionais (minerais ¢ carboidratos), alto nivel
de reguladorw de crescimento e balxa intensidade de luz. Porém, essas mesmas
condicdes sdo as principais causas de ma formagdo de brotos (Gaspar et al.,
1987; Ziv, 1987). As condigdes da cultura de tecidos, embora promovam um
aumento na proliferagio de brotagdes e no crescimento de plantulas, sdo
desfavoraveis a formagéo normal das folhas.

A avaliagio das mudangas estruturais que ocorrem em um tecido ou
o6rgio formado condi¢des in vitro é de grande valia para se descobrir a
eficiéncia do processo organogenético e a funcionabilidade deste novo érgio,
tornando-se pré-requisito indispensével para o desenvolvimento de protocolos de
micropropagagdo de plantas. Dessa forma, faz-se necessirio estudar as
mudancas anatdmicas de orgdos vegetativos, influenciadas pelo ambiente de
cultura de tecidos.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi constituido de experimento relativo a
aclimatiza¢do e 2o estudo anatdmico de folhas de mudas de abacaxizeiro cv.
Smooth Cayenne micropropagadas. Para sua realizacio foram utilizados o
Laboratorio do Setor de Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura € o
Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras, MG.

3.1 Fase de multiplicacfio

O material vegetal foi estabelecido in vitro a partir de gemas axilares da
cultivar Smooth Cayenne. Estas gemas foram desinfestadas em solﬁqﬁo de
hipoclorito de sédio 1% por 20 minutos e posteriormente lavadas em agua
destilada e autoclavada. Apds este procedimento foram inoculadas em meio de
cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescidos, de 15 mgL’ de BAP
(benzilaminopurinana) ¢ 30 mg.L™" de sacarose em cimara de fluxo laminar.

Apds a diferenciagdo das gemas em novas plantulas, estas foram
transferidas para meio de multiplicagdo com trés repicagens (realizadas a cada
trés meses) em meio de cultura MS acrescidos de 1,5 mg L™ de BAP e 30 mglL’
de sacarose.

Apés este periodo de estabelecimento e multiplicagdo, as mudas de
abacaxizeiro foram mantidas por 30 dias em meio de cultura MS sem
reguladores de crescimento para uniformizacéo € retirada do efeito residual da
citocinina e posterior montagem do experimento. Os meios foram solidificados
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com 0,7% de agar e tiveram seu pH ajustado em 5,8, antes da autoclavagem a
120°C, durante 20 minutos.

Em todas as fases apos a inoculagdo, as mudas de abacaxizeiro foram
mantidas em sala de crescimento a 27 + 1°C de temperatura, irradidncia de 35
umol s m? e fotoperiodo de 16 horas.

3.2 Aclimatizacfio em diferentes substratos

Apos 30 dias em meio de cultura MS sem regulador de crescimento as
plantulas foram classificadas por tamanho (aproximadamente 1,5 cm), retiradas
do tubo de ensaio ¢ lavadas em agua destilada para remover o excesso de meio
de cultura no sistema radicular. Apos esse processo, foram transferidas para casa
de vegetagdo e transplantadas para vasos contendo trés tipos diferentes de
tratamentos: substrato Plantimax®, Plantimax® + himus e¢ Plantimax® +
vermiculita. As plantulas foram deixadas em casa de vegetagdo sob sombrite®
50% onde permaneceram por 180 dias, com sistema de nebulizagdo intermitente
¢ ventilagdo forgada.

Apbés esse periodo de condugio do experimento, as plintulas foram
avaliadas em relagéo a altura das mudas, nimero de folhas, peso da biomassa
fresca (PBFPA) e seca (PBSPA) da parte aérea e sistema radicular (PBFR e
PBSR) e comprimento da raiz.

O delincamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com trés tratamentos e trés repetigies por tratamento, sendo cada repetigio
composta por quatro plantas. Os fatores foram avaliados pelo teste de médias
Scott-Knott, do programa Sisvar (Ferreira, 2000), a 1% ¢ 5% de probabilidade.



3.3 Caracterizaciio anatémica das folhas de plintulas micropropagadas e
aclimatizadas em diferentes substratos

Para o estudo anatdmico das folhas foram utilizadas plantulas mantidas
in vitro e mudas com 20, 40 e 60 dias de aclimatizaciio em diferentes substratos.

Folhas completamente expandidas foram coletadas das mudas de
abacaxizeiro aos 20, 40 e 60 dias dos trés diferentes substratos na fase de
aclimatizacio em casa de vegetagdo e também das brotagSes estabelecidas em
meio MS sem regulador de crescimento (in vitro). As folhas foram fixadas em
alcool etilico 70% (v/v).

Os procedimentos para a obtengdo das léminas com os cortes
anatomicos das folhas coletadas foram realizados no Laboratorio de Anatomia
Vegetal do Departamento de Biologia, da Universidade Federal de Lavras. Os '
cortes anatdmicos foram efetnados a méo, com auxilio de limina de barbear.
Posteriormente, sucedeu-se a clarificagio em solugéo de hipoclorito de sédio
20% (v/v do produto comercial), por um pericdo de trés a cinco minutos, € trés
lavagens em agua destilada. Em seguida, o material foi neutralizado com
solugdio de acido acético 1% (v/v) por um minuto, repetindo-se as lavagens com
dgua destilada (Jobansen, 1940; Sass, 1951). Para a avaliacdo dos tecidos
foliams(medicéesdeespwsuradasepidennesadaxialeabmdaledos
parénquimas agiifero e clorofiliano), foram realizados cortes transversais, 0S
quais foram corados com azul de astra-safranina. A partir das segBes transversais
foram efetuadas trés medigdes de cinco plantas, com auxilio de ocular
micrométrica.

Para as avaliagdes relativas & caracterizag@o dos estomatos (namero
médio por mm® e didmetro polar ¢ equatorial), foram realizados cortes
paradérmicos na regifio mediana das folhas, os quais foram colocados sobre uma
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lamina contendo safranina a 1%, agua glicerinada do material obtido e lutagem
com esmaite.

Posteriormente, estas laminas foram fotomicrografadas utilizando-se um
microscopio Olympus CBB em cémara clara ¢ filme ASA 400 colorido.

As medigGes anatdmicas foram analisadas utilizando-se delineamento
inteiramente casualizado, em fatorial 3X3, sendo trés substratos e trés tempos
com cinco repetigdes. As médias foram comparadas pelo teste de médias Scott-
Knott, do programa Sisvar (Ferreira, 2000), a 1% e 5% de probabilidade.

Apods essa anilise, comparou-se cada substrato isoladamente com o
tratamento in vitro por meio do teste de médias Scott-Knott, do programa Sisvar
(Ferreira, 2000), a 1% e 5% de probabilidade.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Fase de multiplicaciio

Apés multiplicagio em meio de cultura MS com regulador de
crescimento BAP ¢ 30 dias em meio MS sem regulador de crescimento, as
plantas apresentaram 100% de formagdo de brotos (Figura 2), confirmaram-se,
assim, os estudos feitos por Moreira (2001) ¢ Almeida (2002), que obtiveram
melhor taxa de multiplicagio com mudas de abacaxizeiro no meio MS
suplementado apenas com BAP e melhor desenvolvimento das mudas em meio
MS sem reguladores de crescimento.
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FIGURA 2 Brotagdes de abacaxizeiro obtidas por gemas axilares inoculadas
em meio MS suplementado com BAP (A) e somente MS para
uniformizagdo (B). UFLA, Lavras, MG, 2004.

4.2 Avaliacdo das plantas em diferentes substratos

Verifica-se, por meio das analises de variancia (Tabela 1 e 2), que houve
interagdo significativa para todas as variaveis analisadas pelo teste F,
constatando-se o efeito dos diferentes substratos.

TABELA 1 Andlise de varidncia para altura de plantas, nimero de folhas e
comprimento do sistema radicular, das plantas de abacaxizeiro
aclimatizadas por 180 dias. UFLA, Lavras, MG, 2004.

oM
. Numero de : .
Fontes de variagdo GL Altura e Comprimento da raiz
Substrato 2 182534%*% 248198%* 1124611%*
Ermro 6 17113 1,3767 0,9967
CV (%) 10,58 6,78 6,32

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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Maiores alturas das mudas foram obtidas em plintulas que

permaneceram 180 dias em substratos com Plantimax® adicionados de
vermiculita ou himus, que diferiram estatisticamente do tratamento no qual as
plintulas permaneceram apenas no Plantimax® (Figura 3). Moreira (2001)
também obteve maior altura de mudas de abacaxizeiro cv. Pérola em substratos
que continham material orgénico ¢ menor altura no substrato apenas formado
por Plantimax®.
Resultados semelhantes foram obtidos por Calvete et al. (2000), ao concluirem
que os substratos que apresentaram maior reten¢do de agua e proporcionaram
maior crescimento das mudas de morangueiro. Fraguas (2003) também obteve
maior altura de mudas com o uso do substrato Plantimax® + himus na
aclimatizacio de plintulas de figueira “Roxo de Valinhos”, provavelmente pela
maior quantidade de nutrientes existentes no meio fornecido na fase inicial de
crescimento e desenvolvimento. Este autor também observou redugdo no
crescimento apés 60 dias, devido 4 compactagio do substrato, dificultando a
absorgdo de agua e nutrientes, uma vez que, por apresentarem maior tamanho, ‘
necessitam de maior quantidade de nutrientes e dgua. O desenvolvimento da
parte aérea das plantas fica prejudicado se o sistema radicular n3o se desenvolve
adequadamente. Foram testados diversos substratos para o enraizamento ex vitro
de macieira e observaram relago inversa entre a capacidade de retencdo de dgua
do substrato e a sua capacidade em promover o desenvolvimento das raizes.

Segundo Bellé & Kampf (1993), o substrato deve apresentar, entre
outras caracteristicas, elevado espago de aeragdo, permitindo perfeito
crescimento € desenvolvimento do sistema radicular e, conscqiientemente, da
parte acrea da planta. Dessa forma, obteve-se também maior mimero de folhas
no substrato contendo himus, superando significativamente os outros dois
tratamentos que ndo continham a presenga do mesmo (Figura 3).
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Resultados semelhantes demonstram que a presenga de himus no
substrato aumenta consideravelmente o mimero de folhas promovendo melhor
desenvolvimento da planta (Moreira, 2001; Silva 2001).

O himus influencia as propriedades fisicas, quimicas ¢ biol6gicas dos
solos € ou substratos, constituindo-se em um fator de grande importéncia para a
sustentabilidade deste ambiente restrito (Rocha, 2000). O mimero de folhas
constitui-se um dos principais fatores no indice de pegamento de mudas em
campo, uma vez que é aparato responsdvel pela captacdo de energia solar e
produggo de matéria orgénica por meio da fotossintese (Souza, 1994).
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FIGURA 3 Altmadasnmdas,m’xmcrodefolhasecompﬁmentoderaizde
mudas de abacaxizeiro em funcdo de diferentes substratos em

aclimatizagdo em casa de vegetagdo. Lavras, UFLA, 2004.

Apesar das mudas de abacaxizeiro micropropagadas serem de facil
emaizamento,éimpommeobservarodmenvolvimenwdasraimnafasede
aclimatizagdo, visto que as raizes formadas in vitro podem apresentar-s¢ pouco
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ramificadas, quebradicas, isentas de pélos e até com uma inadequada conexao
vascular entre as raizes e as brotagdes. As vezes, é necessirio que haja a
formagdo de novas raizes (Cailloux, 1984). Neste experimento, 0 comprimento
da raiz também foi maior e significativo para o tratamento que utilizou
Plantimax® + hiimus (Figura 3).

Peso da biomassa fresca e seca da parte aérea

Os substratos também se mostraram significativos para biomassas
frescas e secas da parte aérea e radicular (Tabela 2).

TABELA2  Anilise de varidncia do peso da biomassa fresca (PBFPA) e seca
(PBSPA) da parte aérea, peso da biomassa fresca (PBFR) e seca
(PBSR) do sistema radicular de . plantas de abacaxizeiro
aclimatizadas por 180 dias. UFLA, Lavras, MG, 2004.
oM '
Fontesde variagio GI. PBFPA PBSPA PBFR PBSR

= :
Substrato 2 121 0536 0,6419%* 2,5 831 0,0190*
Erro 6 07319 0,0545 0,2380  0,0039
CV (%) 8,49 24,59 22,68 23,35

** Significativo a 1% de probabilidade, peloteste F.
* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Omelhormultadoparapmdabiomassaﬁmcadapaneaéreaaoﬁnal
do experimento foi obtido com plantulas em substrato Plantimax® + Humus
(Figura 4). De forma semelhante, os maiores pesos da biomassa seca foram
obtidos com 0 mesmo substrato (Figura 5). Pode-se inferir que, além da
melhoria em aspectos mutricionais do substrato, o himus confere também

29



melhores propriedades de natureza fisica e qualidades a ponto de torna-lo mais
capaz de suprir a planta em agua e nutrientes (Tibau, 1987).

Os menores valores de biomassa fresca e seca foram observados nas
mudas de abacaxizeiro quando se utilizou o Plantimax® isoladamente. Para as
variaveis peso da biomassa fresca e seca do sistema radicular, houve diferenca
significativa apenas para o tratamento que utilizou Plantimax® isoladamente
(Figura 4 e 5). Resultados contrarios foram obtidos por Fraguas (2003) na
aclimatizagdo de figueira, resultando em maiores biomassas, tanto da parte aérea

como do sistema radicular, com o uso apenas do Plantimax®.

[OPlantmax B Plantmax + Vermiculit2 W Plantmax + Humus |

16,23

471

PBFPA

FIGURA 4 Médias de peso da biomassa fresca da parte aérea ¢ sistema
radicular do abacaxizeiro em diferentes substratos. UFLA, Lavras,

MG, 2004.
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FIGURA 5 Meédias de peso da biomassa seca da parte aérea e
sistema radicular do abacaxizeiro em diferentes substratos. UFLA,
Lavras, MG, 2004.

Percebe-se que, apesar de se obter respostas para cada espécie, podem-

se confrontar respostas contrarias até entre diferentes cultivares. Moreira (2001),

trabalhando com abacaxizeiro cv. Perola, obteve maiores crescimentos nas

mudas quando utilizou compostos orgénicos nos substratos. Entretanto, Collard
et al. (2003) constataram, em trabalho com mudas de abacaxizeiro em diferentes
substratos, aumento da altura de 47,2%, do peso de matéria fresca de 65%, e do

peso de matéria seca de 66% para o tratamento com Plantimax® em relagio ao

tratamento do solo suplementado com material organico. No tratamento com
Plantimax® isoladamente, produziu-se o maior niimero de mudas.

4.3 Caracterizacio anatdmica das folhas de plantulas micropropagadas e
aclimatizadas em diferentes substratos
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A partir das segBes transversais das folhas de plantas de abacaxizeiro
cultivadas in vitro e aclimatizadas em casa de vegetagdo observou-se que a
lamina foliar das mudas apresentou epiderme superior ¢ inferior uniestratificada,
hipoestomatica, mesofilo homogéneo apresentando camada de hipoderme com
células que acumulam 4gua (parénquima aqifero), voltada para a face adaxial ¢
parénquima clorofiliano. Em cortes paradérmicos obscrvou-se um tipo de
estdmato normalmente encontrado em numerosas familias de monocotiledoneas,
que é o tetracitico que ¢ envolvido por quatro células subsididrias, duas delas
paralelas as céhlas guarda, sendo o par restante polar e fregiientemente menor
(Figuras 6, 7 e 10). .

Verifica-se, por meio de analise de variincia, que houve diferenga
significativa entre as varidveis anatomicas (espessura de epiderme superior €
inferior, parénquimas aqiiifero e clorofiliano e nimero de estdmatos) de folhas
de plantulas aclimatizadas em diferentes substratos ao longo do tempo, nio
tendoodiﬁmcuopolareoequatoﬁalapmenmdomdiferengasigniﬁcaﬁva
(Tabela 3 e 4).

TABELA3 Resumo da anilise de varidncia para epiderme superior (ES),
epiderme inferior (EI), parénquima agiifero (PA) e parénquima
clorofiliano (PC) de plantas de abacaxizeiro aclimatizadas por
60 dias. UFLA, Lavras, MG, 2004.

oM
Fontes de variagio GL ES EI PA PC
Substrato 2 757,617%%  296,442%*  43975]787%* 11450,074%*
Tempo 2 250329%  208,141%*  12981,532%*  109184,627**
Substrato*Tempo 4  109670%*  165,525** 16444428+  24929.810**
Erro 36 0,741 0215 6,567 870,460
Total 44
CV (%) 2,57 2,64 0,81 9,55

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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TABELA 4 Analise de varidncia para nimero médio de estﬁmatos/m_mz‘ e
diametro polar e equatorial (um) de folhas de abacaxizeiro
aclimatizadas. UFLA, Lavras, MG, 2004.

oM

Numero Diametro Didmetro
Fonteadevariagis Gl de estdmatos polar equatorial
Substrato 2  1351,827%* 0,089 n.s. 2208 n.s.
Tempo 2 2555920%** 0,024 n.s. 20.175%*
Substrato*Tempo 4 214265% 0,908 n.s 9,256 n.s
Ermro 36 17,575 0,876 n.s. 2334
Total 44
CV (%) 4,82 481 6,05

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
n.s. ndo significativo

Observa-se, nas Tabelas 5 € 6, que os resultados de espessura da
epiderme superior ¢ inferior variam de acordo com os tratamentos. Houve
aumento da epiderme superior aos 20 dias, com espéssuras maiores quando se
usou Plantimax® ou Plantimax® mais vermiculita (Tabela 5). A partir dos 40
dias o substrato que permitiu maior desenvolvimento da epidélme superior foi o
Plantimax® usado isoladamente.

Verificou-se que, até os 20 dias de aclimatizago, ndo houve diferenca
estatistica na epiderme inferior em relagdo aos tratamentos de Plantimax® +
vermiculita ou himus.

TABELA 5  Espessura média (um) dos tecidos epidérmicos, parénquima
aquifero e clorofiliano do limbo foliar ‘de abacaxizeiro, nos

diferentes tratamentos, aos 20 dias de aclimatizagdo. UFLA,
Lavras, MG, 2004.

Tratamentos Epiderme Epiderme Parénquima Parénquima
superior  inferior aqiiifero  clorofiliano

Plantimax 3528a 1251b  30691a  21732a
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Plantimax + vermiculita 30,150 13,79a  27453b 22922 a
Plantimax + himmus 2129¢ 1401a  27453b 184,76 b

Médias seguidas por mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Da mesma maneira que na epiderme superior, a epiderme inferior
mostrou aumento significativo com do substrato Plantimax® usado
isoladamente, apresentando alteragdes bem significativas aos 40 dias (Tabela 6).

Em relagio aos outros tecidos, a medigdo do parénquima aqifero (de
reserva) e do parénquima clorofiliano apresentou um comportamento
diferenciado em relagdo as epidermes. Aos 20 dias, o substrato que promoveu
um aumento inicial foi o Plantimax® usado isoladamente, porém, a partir dos 40
dias, houve um aumento significativo no parénquima aqifero com o uso do
substrato Plantimax® + himus, quemanteveessemnnentoatéos&dias.]éo

. parénquima clorofiliano apresentou, nos primeiros 20 dias, um aumento

progressivo e maior quando usado o substrato Plantimax®. A partir dos 40 dias,
o substrato Plantimax® + hiimus foi -0 que favoreceu um crescimento muito
maior na espessura desse tecido.

TABELA 6 Espessura média (um) dos tecidos epidérmicos, parénquima
aqiifero e clorofiliano do limbo foliar de abacaxizeiro, nos
diferentes tratamentos, aos 40 dias de aclimatizagdo. UFLA,

Lavras-MG, 2004.
Tratamentos Epiderme Epiderme Parénquima Parénquima
superior  inferior  aqaifero clorofiliano
Plantimax 4872a 3228a 251,03¢ 396,58 a
Plantimax +vermiculita  2971c¢  1693b  270,79b 26731b
Plantimax + lnimus 3126b 1273¢  42140a 424332

Médias seguidas por mesma letra néo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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TABELA 7 Espessura média (um) dos tecidos epidérmicos, Qan‘?nquima
aqiifero e clorofiliano do limbo foliar de abacaxizetro, nos
diferentes tratamentos, aos 60 dias de aclimatizacdo. UFLA,

Lavras, MG, 2004.
Tratamentos Epiderme Epiderme Parénquima Parénquima
superior  inferior  aqiifero  clorofiliano
Plantimax 3939a 2201a 28938c 27776 c
Plantimax + vermiculita  37,65b  2024b  30759b  369,98b
Plantimax + himus 28,56c 13,75¢ 43550a 411,89 a

Meédias seguidas por mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Numero de estdmatos

" Os resultados mostram que o tempo de aclimatizagdo influenciou
significativamente a densidade estomatica e, diferentemente de mmitas espécies,
onﬁmerodeestématosaumentoucomotempodeaclhnaﬁzagﬁonasmudasde
abacaxizeiro micropropagadas. O substrato que apresentou o maior aumento foi
o substrato Plantimax + hiimus (Tabelas 8, 9 e 10).

O didmetro equatorial ¢ o didmetro polar dos estmatos ndo
apresentaram diferenga significativa em relaggo aos diferentes substratos durante
O tempo de aclimatizacdo. Sun et al. (1995) citam que os estdmatos sdo
estruturas fundamentais para as plantas porque, através deles, ocorrem os
processos de troca gasosa. Portanto, qualquer variagio em mimero e ou tamanho
destes pode acarretar uma maior ou menor eficiéncia da planta quanto a taxa
fotossintética.

Resultados semelhantes foram observados por vérios autores com
diferentes espécies. O mimero de estmatos por mm? foi maior em plintulas de
macieira (Blanke & Belcher, 1989) e roseira (Capellades et al, 1990), porém,
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menor em ameixeira (Brainerd et al, 1981), e figueira (Fraguas, 2003) se
comparado ao das plantas in vitro. Comner & Conner (1984) verificaram
diferenca no mimero de estdmatos entre plantulas in vitro, aclimatizadas e
propagadas em casa de vegetagio, mas, quando esses valores foram expressos
em indice estomatico, nfo houve diferenca estatistica na densidade de estématos.

TABELA 8 Nimero médio de estdmatos/mm’ e didmetros polar e equatorial
(um) de folhas de abacaxizeiro, nos diferentes tratamentos,. aos
20 dias de aclimatizagdo. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Tratamentos Nimero Didmetro Didmetro
de estbmatos  equatorial polar
Plantimax 4386 1955a 865 a
Plantimax + vermiculita 76962 1921 a 2597b
Plantimax + himus 74742 19552  2511b

Mgédias seguidas por mesma letra ndio diferem significativamente entre si, pelo '
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

TABELA 9 Niimero médio de estomatos/mm’ ¢ didmetros polar e equatorial
(nm) de folhas de abacaxizeiro, nos diferentes tratamentos, aos
40 dias de aclimatizagdio. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Tratamentos Numero Didmetro Didmetro
de estdmatos  equatorial polar
Plantimax 81,34¢ 1902 a 2433 a
Plantimax + vermiculita 90,24 b 1987 a 2451 a
Plantimax + himus 108,78 a 19,60 a 2451 a

Médias seguidas por mesma letra nio diferem significativamente entre si, pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

TABELA 10 Namero médio de estdmatos/mm’ e diimetros polar e equatorial

(um) de folbas de abacaxizeiro, nos diferentes tratamentos, aos
60 dias de aclimatizagdo. UFLA, Lavras, MG, 2004.
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Tratamentos Numero Didmetro Didmetro

de estomatos  equatorial polar
Plantimax 89,39b 1982 a 2386a
Plantimax + vermiculita 89,54 b 19,17 a 2548 a
Plantimax + himus 108,04 a 1955a 23,11a

Médias seguidas por mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Anilises anatdmicas comparativas entre substrato Plantimax® +

Hamus e o tratamento in vitro ao longo do tempo

A comparar caracteristicas anatdmicas entre o tratamento de mudas in
vitro e aquelas aclimatizadas em substrato Plantimax® + hiimus, observaram-se
diferengas - entre as mudas cultivadas nos diferentes ambientes ao longo do
teinpo. As dimensdes dos tecidos foliares ¢ o niimero de estdmatos foram
influenciados.

Além da organizagio anatdmica dos tecidos foliares apresentar
diferengas, como a forma e o arranjo das células entre as mudas in vitro e as em
fase de aclimatizagdo, as medidas das espessuras das epidermes superior e
inferior, dos parénquimas clorofilianos ¢ aqiiiferos das folhas de abacaxizeiro

diferiram de forma significativa ao longo do tempo (Figuras 6 e 7).




FIGURA 6 Fotomicrografia de segdes transversais da folha de abacaxizeiro in
vitro e aclimatizadas em Plantimax® + humus, aos 20, 40 e 60

dias, em comparagdo com os outros substratos (aumento de 10X).
UFLA, Lavras, MG, 2004.
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FIGURA 7 Fotomicrografia de segdes transversais da folha de abacaxizeiro in
vitro e aclimatizadas em Plantimax® + Iniimus aos 20, 40 e 60 dias,
em comparagdo com os outros substratos (aumento de 40X).
UFLA, Lavras, MG, 2004.

Aos 40 dias de aclimatizagdo, observou-se 0 maior aumento na espessura
da epiderme superior, porém, n3o diferindo das plantas com 60 dias. A epiderme
inferior ¢ menos espessa nas plintulas in vitro ¢ difere estatisticamente das
mudas em fase de aclimatizagfio (Figura 7 e 8).
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FIGURA 8 Meédias de espessuras das epidermes superior ¢ inferior de mudas
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hamus, aos 20, 40 e 60 dias. UFLA, Lavras, MG, 2004.

40



FIGURA 9 Médias de espessuras dos parénquimas agiifero ¢ clorofiliano ¢
mimero de estdmatos de mudas de abacaxizeiro in vitro €
aclimatizadas em substrato Plantimax® + himus, aos 20, 40 e 60
dias. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Diversos estudos histologicos demonstram que os orgdos vegetativos de
plantas desenvolvidas in vitro apresentam tecidos e estruturas menos
desenvolvidos ou pouco diferenciados, se comparados com os de plantas
desenvolvidas em casa de vegetagdo. Em relagdo aos tecidos, Brainerd &
Fuchigami (1981) verificaram apenas uma camada de células paligidicas nas
folhas de brotagdes de ameixeira micropropagada, em vez das duas ou trés
comumente encontradas € maiores espagos intercelulares no mesofilo, quando
comparadas com folhas de plantas desenvolvidas na casa de vegetagdo ou
campo, havendo reduggio desses espagos quando as plantulas foram transferidas
para a casa de vegetagdo. Segundo observagdes de Fabbri et al (1986), as folhas
de plantas micropropagadas de morangueiro tornaram-se mais espessas durante
a aclimatizagdo devido ao aumento do tamanho das células paligadicas, mas nfo
houve mudanca no miimero de camadas ou quantidade dos espagos do mesofilo.
As folhas formadas durante a aclimatizagdo tinham camadas bem mais espessas
dos parénquimas aqiiiferos e clorofilianos a partir dos 40 dias e, apesar de nio
ter ocorrido grande aumento na espessura das epidermes, todas se diferenciaram
do tratamento in vitro (Figuras 7, 8 € 9).

Virios estudos tm sido realizados em outras espécies, analisando
diferencas anatomicas e possiveis reorganizagdes dos tecidos durante a fase de
aclimatizacdo. Entre outras espécies em que somente uma camada de céhulas
paligédicas foi formada ir vitro, estio a framboeseira, o morangueiro (Fabbri et
al., 1986) e o cafeciro (Santos, 2001), apresentando-se¢ mais curtas e ndo
alongadas conforme caracteristica das células paligadicas de plantas crescidas na
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casa de vegetagdo ou no campo. Fidelis (2000) observou que o mesofilo in vitro
de Brosimum guadichaudii é formado de trés a quatro estratos de células, mas
sem diferenciagéo no formato.

Além da diferenca significativa nas espessuras do mesofilo das folhas de
abacaxi analisadas, percebe-se, igualmente, diferenga no formato das células,
demonstrando a plasticidade das mesmas em fungdo do tratamento utilizado e
das épocas de analise (Figura 6).

Fidelis (2000) também observou que a superficie adaxial das laminas
foliares de Brosimum guadichaudii Tréc. obtidas in vitro e in vivo apresentavam
também apenas uma camada de células.

Santos (2001) observou diferengas nas estruturas das folhas de plantulas
de cafeeiro obtidas por propagagdo in vitro em relagio as propagadas in vivo. As
folhas do cultivo in vitro apresentaram parénquimas paligadico ¢ lacunoso mais
espessos ¢ com células mais curtas e ndo alongadas. Além disso, nas folhas
cultivadas in vivo nio houve presenga de esclerénquima e o sistema vascular foi
mais desenvolvido. Fidelis (2000) observou um hﬁmero maior de tricomas
simples e secretores nos caules de mama-cadela (Brosimum guadichaudii Tréc.)
obtidos in vitro.

Soares (2003) avaliou, em seu trabalho com ingazeiro [Inga Vera Willd.
Subsp. Affinis (DC.) T. D. Penn.], que a epiderme abaxial das ldminas foliares
de folhas obtidas por meio da aclimatizag@io apresentaram média maior em sua
espessura que a de folhas obtidas pelo cultivo in vitro. Provavelmente, esse fato
pode estar relacionado a irradiagdo nas folhas cultivadas nos diferentes
ambientes. A maior irradiagio nas folhas aclimatizadas ocasionou 0 aumento na
espessura da epiderme abaxial, como forma de minimizar os efeitos negativos do
excesso de radiagdo luminosa na planta.

Um aspecto visivel nas epidermes adaxial e abaxial das folhas
produzidas, tanto pelo cultivo ir vitro quanto pelo in vivo, é a cuticula. Mesmo
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sendo visunalmente mais espessa na folhas produzidas pelo cultivo in vivo, sua
presenga nas folhas obtidas in vitro ¢ muito importante. A cuticula, assim como
os estomatos, esta relacionada a umidade do ambiente. Esta pode evitar a perda
excessiva de agua pela planta, sendo um fator benéfico para a sobrevivéncia de
plantulas produzidas in vitro em ambientes com menor umidade como os
ambientes ex vitro. Neste trabalho nio foi observada mudanga na cuticula.

Santos (2001) trabalhou com ldminas foliares de diferentes cultivares de
cafeeiro (Coffea arabica ‘Rubi’ e Coffea canephora ‘Apoatd’), obtidas por
cultivo in vivo e in vitro. Esta autora observou que, nos dois tratamentos, o
parénquima paligddico das folhas era constituido por apenas uma camada de
células na cultivar Rubi e estratificado na cultivar Apoaté, com quatro camadas
de células nas folhas obtidas in vitro e de nove a dez camadas de células nas
folhas obtidas i vivo ¢ que o parénquima paligadico das folhas obtidas in vivo
possuia sempre células maiores que o das folhas obtidas in vitro. Em relagdo ao
parénquima esponjoso, na cultivar Rubi, a autora observou wmn parénquima
€sponjoso formado de cinco a seis camadas de células nas folhas obtidas i vitro
e de oito camadas de células nas folhas obtidas in vivo

Em trabalho de Soares (2003) percebeu-se que as diferengas entre as
laminas foliares obtidas pelo cultivo in vivo e in vitro foram causadas também
nos parénquimas palicddico ¢ esponjoso ¢ ndo pelo niimero de camadas de
células do mesofilo. Enquanto apenas o parénquima esponjoso apresentou
diferengas no mimero de camada de células entre os cultivos in vitro e in vivo
(uma camada a mais para o cultivo in vivo), as espessuras da epiderme abaxial e
dos parénquimas palicidico e esponjoso apresentaram-se sempre
significativamente maiores nas ldminas foliares obtidas pelo cultivo in vivo. As
diferentes condigdes de umidade relativa e de luz entre os ambientes in vivo e in
vitro podem ter contribuido para as diferengas observadas na ldmina foliar do
ingazeiro.
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Na Figura 10 observam-se estomatos do tipo tetracitico com aumento de

niimeros por mm’ até os 40 dias, ndo ocorrendo diferenga em seus formatos
durante todo o experimento.

FIGURA 10 Secgdes paradérmicas de laminas foliares de folhas de abacaxizeiro
obtidas pelo cultivo in vitro (A) e aclimatizadas em Plantimax® +
mimus, aos 20,40 e 60 dias (B). UFLA, Lavras, MG, 2004.

5 CONCLUSOES

O melhor meio de aclimatizagdo para plantulas micropropagadas de
abacaxizeiro foi o uso de substrato suplementado com matéria organica. O
tempo de permanéncia em casa de vegetagio também deve ser avaliado, pois o

uso deste substrato com maior conteudo de matéria organica (Plantimax® +



himus) propiciou maior desenvolvimento da parte aérea e radicular das mudas e
permitiu que, a partir de 40 dias de aclimatizagfo, ja ndo se verificassem mais
mudangas significativas na anatomia foliar das mesmas.

Plantulas estabelecidas em meio MS apresentaram bom desenvolvimento
durante os primeiros 20 dias em substrato Plantimax® na aclimatizagdo, porém,
demonstraram methor desenvolvimento aos 40 dias, quando o substrato continha
himus na sua formulagéo,

As estruturas foliares desenvolvidas in vitro apresentaram os
parénquimas aquifero e clorofiliano menos espessos que na fase de
aclimatizagio.

O mimero de estdmatos de plantulas in vitro de mudas de abacaxizeiro
foi menor que o das mudas apés a aclimatizago e nio houve diferenga em seus
. didmetros polar € equatorial.
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