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RESUMO

PEREIRA, Flavia Dionisio. Propagacdo in vitro do curaua [Ananas
erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] a partir de brotos estiolados e
caracteres anatdmicos de folhas. 2006. 78 p. Tese (Doutorado em Fitotecnia)
— Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

O curaua [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] é uma espécie,
que desponta como sucedanea na fabricacdo de cordas, sacos e utensilios
domesticos. Recentes estudos garantem o grande potencial dessa planta na
indUstria automobilistica, devido a sua resisténcia, maciez e peso reduzido. A
crescente demanda de fibras da planta por grupos empresariais 0 torna uma
espécie estratégica, criando perspectivas socioambientais do seu uso. O grande
problema é que ndo ha suprimento suficiente de matéria-prima para atender a
industria automobilistica. O curaua é fiel as suas origens amazénicas e sO se
desenvolve em clima quente e Umido, criando um problema na aquisicdo de
mudas. Neste trabalho foram aplicadas técnicas in vitro constatando adocdo do
método de estiolamento e sua atuacdo na célula. Nao existem relatos, na
literatura, sobre estudos de tais aspectos nesta espécie. Os resultados indicam
que explantes de curaua cultivados em meio MS adicionado de ANA, GA; e
KIN regeneram brotos estiolados. Apices, segmentos nodais e parte basal de
brotos estiolados regeneram plantulas de curaud. Bases de brotos estiolados
podem ser utilizadas mais de uma vez no processo de multiplicacdo. Ndo houve
influéncia significativa no tamanho de explante utilizado para obterem-se 0s
brotos estiolados e a cultura apresentou excelente adaptabilidade para o cultivo
em meio liquido. Os resultados realizados em estudos anatdmicos demonstram
que os volumes do clorénquima e do parénquima aquifero apresentam-se
visualmente maiores em plantulas obtidas pelo método de estiolamento e que
plantulas produzidas in vitro pelo método convencional produzem mais feixes de
fibras e com diametro maior do que aquelas obtidas pelo método de
estiolamento.

Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto.



ABSTRACT

PEREIRA, Flavia Dionisio. In vitro propagation of curaua [Ananas
erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] from shoot elongation. 2006. 78 p.
Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brazil.

Curaud [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] it is species that
is rising as a substitute for the making of ropes, bags and home utensils. Recent
studies guarantee its great potential in the car industry, due to its strength,
softness and reduced weight. The increasing needs for this plant fibers by
business groups makes this a strategic specie creating social environment
worries about its use. The great problem is there is not enough raw material to
supply the car industry. Because curaua is very faithful to its amazonic origin
and develops only under a warm and humid weather conditions, making these a
problem for scions acquisition. In this study, in vitro thecniques were used
adopting the elongation method and its action at the cell. The results indicate
that curaud’s explants cultured in MS medium supplied with NAA, GA; and
KIN regenerate shoots elongation. Apical, nodal segments and basal parts from
shoots elongation can be used more than once in multiplication process. There
was no significative influence in the explant size to obtain the shoots elongation
and the culture showed and excellent suitability growing in a liquid medium.
The anatomical studies results demonstrate that chlorenchyma and parenchyma
aquiferus volume are larger in explants from elongation method and that
explants from in vitro conventional method give more fibers bundle with larger
with large diameter than those from elongation method.

Major Professor: José Eduardo Brasil Pereira Pinto.



1 ARTIGO |

PROLIFERAGAO IN VITRO DE BROTOS DE CURAUA UTILIZANDO
DIFERENTES VOLUMES DE MEIO

Flavia Dionisio Pereiral; José Eduardo Brasil P. Pinto?; Helen Cristina de
Arruda Rodrigues®; Luciana Domiciano Silva Rosado®; Luiz Alberto Beijo®.
Osmar Alves Lameira®. 'Doutoranda, DAG, UFLA; *Orientador, DAG, UFLA;
*DAG, UFLA; *DEX, UFLA; *EMBRAPA, CPATU. Financiado pelo CNPq.
C.P. 3037; Lavras, MG, Brasil. E-mail: flaviad@ufla.br.

Preparado de acordo com as normas da revista: Plant Cell Culture &
Micropropagation

Curaud [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] é uma espécie
com grande potencial do uso de suas fibras como revestimento na indUstria
automobilistica. Além disso, 0 p6 do sumo do curaua tem sido utilizado no
tratamento de cicatrizacdo de lesbes cutdneas. Neste trabalho avaliaram-se
diferentes volumes de meio MS. Os volumes utilizados foram de 10, 15, 20, 25
e 30mL. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) e cada
tratamento continha 19 repeticBes. Aos 30 dias, avaliaram-se o ndmero e 0
comprimento de brotacfes. Segundo a andlise de variancia, houve efeito linear
do volume de meio na producgio de brotos de curaua. A medida em que se
aumenta o volume do meio, aumenta o nimero de brotos. Ndo houve diferenca

significativa nos comprimentos dos brotos.

Palavraschave: Ananas erectifolius, fibras vegetais, micropropagacéo.

Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto.



ABSTRACT

Medium volume in the shoot proliferation of curaua in vitro

Flavia Dionisio Pereiral; José Eduardo Brasil P. Pinto?; Helen Cristina de
Arruda Rodrigues®; Luciana Domiciano Silva Rosado®; Luiz Alberto Beijo®.
Osmar Alves Lameira®. Doutoranda, DAG, UFLA; *Orientador, DAG, UFLA;
*DAG, UFLA; *DEX, UFLA; *EMBRAPA, CPATU. Financiado pelo CNPq.
C.P. 3037; Lavras, MG, Brasil. E-mail: flaviad@ufla.br.

Curaud [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] it is species with
great potencial to fibre production. Beside, curaud’s powder has been utilized in
treatment that promotes wounding healing (cicatrization). In This work were
evaluate different volumes of MS medium. It were utilized different volumes 10,
15, 20, 25 and 30mL. The completlely randomized desingn (CDR) was used,;
each treatment containig 19 replicates. The 30 days were evaluate the shoot
number and size. In the analysis of variance showed linear result of medium
volume in the Curaua shoot proliferation. This mean that increasing the medium
volume the shoot proliferation enhancement. The was not significative

difference in shoot size.

Keywords: Ananas erectifolius; Vegetable fiber, micropropagation.

Major Professor: José Eduardo Brasil Pereira Pinto.



INTRODUCAO

A producdo de fibras vegetais ocupa um papel relevante na economia
agricola mundial, mesmo com a intensa producdo de fibras sintéticas.
Matérias-primas de origens renovaveis, reciclaveis e biodegradaveis sdo uma das
alternativas para a producdo de manufaturados ecologicamente corretos, em
consequéncia do acumulo nos descartes de materiais ndo biodegradaveis, os
quais tendem a aumentar com o crescimento populacional nos centros urbanos.
A substituicdo de materiais derivados do petréleo na producdo de compostos
elastoméricos por matéria-prima renovavel vai ao encontro desses ideais (Rocha
et al., 2003).

As fibras sintéticas destacam-se pela elevada resisténcia, baixas
densidades e elevada producdo. Entretanto, as fibras animais e vegetais séo as de
maior importancia, principalmente para atender aos apelos ecoldgicos e pelo
ntmero de plantas e animais produtores de fibras (Schreiber,1998).

As plantas produtoras de fibras utilizaveis foram quantificadas por
varios autores e em diferentes épocas, tendo sido enumeradas 2.000 mil plantas
fibrosas e o seu total estimado em 2.300, destacando-se as florestas tropicais que
encerram recursos inesgotaveis em potencial (Medina, 1959).

O curaud [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae], utilizado
principalmente na fabricacdo de cordas, sacos e utensilios domésticos, surge
como sucedaneo para o aproveitamento de fibras. O curaud é uma bromeliacea
distribuida nos estados do Para, Acre, Mato grosso, Goids e Amazonas e €
cultivada, principalmente, por pequenos produtores da regido do Lago Grande de
Curuai, no municipio de Santarém, PA. Estudos recentes tém demonstrado o
grande potencial do uso das fibras dessa planta como revestimento na indudstria
automobilistica, devido a sua resisténcia, maciez e peso reduzido. O grande

problema é que ndo ha suprimento suficiente de matéria-prima para atender a



indUstria automobilistica, pois o curaua é fiel as suas origens amazonicas e s6 se
desenvolve em clima quente e Umido, criando um problema para a aquisi¢ao de
mudas fora desta regido que por tal motivo, é escassa no mercado (Silva, 2004).

A micropropagacdo utilizando técnicas de cultura de tecido tem sido um
valioso instrumento na propagacdo de diversos tipos de plantas. Embora este
processo envolva diferentes etapas, depois de definido um protocolo de
micropropagacao, seja qual for a espécie, este pode ser otimizado, no intuito de
se obter plantulas de alta qualidade e com baixo valor de producdo. O tipo e
tamanho de frasco e a quantidade de meio sdo variaveis que tém recebido pouca
atencdo, embora afetem diretamente a area superficial da interface meio de
cultura-atmosfera, o volume de ar sobre 0 meio de cultura e a profundidade
desse. Tais fatores também afetam a composicdo da fase gasosa do frasco e,
consequentemente, o crescimento e desenvolvimento das culturas (Grattapaglia
& Machado, 1998).

Rodrigues et al (2005) verificaram maior proliferagdo de brotos de
Cattleya persivaliana em frascos contendo 50mL de meio, quando comparados
com aqueles de 25, 75, e 100mL. Nicoloso & Erig (2002), trabalhando com
Pfaffia glomerata, verificaram que 10mL de meio MS (Murashige & Skoog,
1962) proporcionaram o melhor crescimento das plantulas em biomassa quando
cultivadas em tubos de 20cm de altura X 2cm diametro, em comparagdo com 0s
de 25cm de altura x 2cm, 15cm de altura x 2cm. Carvalho et al. (1995),
estudando a influéncia de fatores fisicos no desenvolvimento e crescimento in
vitro de batata-doce (Ipomoea batatas), verificaram que 10mL de meio de
cultura por frasco com explantes proporcionaram maior formagdo de gemas em
relagdo aos volumes de 20 e 30mL.

Sendo assim, objetivou-se, neste trabalho, avaliar o volume de meio

apropriado para a propagacao in vitro de brotacdes de curaua.



MATERIAL E METODOS

As brotacbes utilizadas como fonte de explante foram fornecidas pela
EMBRAPA/CPATU situada em Belém do Pard. Gemas axilares de curaud
foram inoculadas em meio MS completo, suplementado com 2,0mg/L de BAP
(6-Benzilaminopurina). Apds 30 dias estas se desenvolveram e as brotacdes
obtidas foram transferidas para 0 meio MS sem regulador de crescimento por 30
dias.

Ap0s este periodo, quatro explantes foram desfolhados completamente,
ficando apenas porgdes basais com aproximadamente 1cm de comprimento que
foram inoculadas em meio de cultura basico MS sem regulador de crescimento,
em frasco de 12cm de altura por 5cm de didmetro (volume interno = 300mL),
com volumes de 10; 15; 20; 25; 30mL. Os explantes foram mantidos em sala de
crescimento a uma temperatura de 26+1°C e um fotoperiodo de 16 horas luz sob
uma intensidade luminosa de 25pmol m? s™.,

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC). Cada
tratamento continha 19 repeticdes (um frasco por repeticdo). Aos 30 dias
avaliaram-se 0 nimero e o comprimento das brotacdes. O programa utilizado
para analise dos dados foi o software statistica (SISVAR), tendo sido realizados
a analise de variancia, com aplicacdo do teste F a 5% de probabilidade e as

médias, analisadas por regressdo polinomial..

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito linear foi 0 mais adequado para explicar a evolucdo da taxa
média de regeneracgio do curaua. A medida que aumenta o volume do meio de
cultura, existe tendéncia de aumento do nimero de brotos. Com 25mL de meio

produziu-se maior nimero de brotos por frasco 25,57 e com 10mL de meio



produziu-se menor nimero de brotos 12,26. O tratamento com 15mL de meio
produziu 17,65 brotos, o com 20mL, 17,50 e o com 30mL, 22,42 (Figura 1). O
volume maior de meio disponibiliza mais nutrientes e diminui também a
competicdo entre as plantulas, o que explica a tendéncia em se obter um maior
numero de brotos a medida que se aumenta a quantidade do meio de cultura. Em
todos os tratamentos as brotacfes obtidas foram vigorosas, com a coloragéo
verde-escura caracteristica das plantas matrizes. As brotac@es tinham também
rigidez, outra caracteristica da espécie, o que é devido a presenca das fibras nas
folhas. Observou-se maior concentracdo de raizes nas brotacfes maiores e nédo
foi observada a presenca de calos em nenhum dos tratamentos (Figura 2).

Resultados semelhantes foram obtidos por Reis, Lameira, Reis (2004),
também trabalhando com curaud em volumes de 5; 7,5; 10 e 15mL do meio
liqguido MS, suplementados com 2,5mg.L™" de BAP (6-benzilaminopurina),
obtiveram melhores resultados com os tratamentos que continham 10 e 15ml,
produzindo, em média, 1,21 e 1,54 brotos/explante, respectivamente.

Da mesma forma, Reis et al. (2003), trabalhando com ipeca (Psychotria
ipecacuanha) em meio MS acrescido de 1,5mg. L™*de BAP nos volumes de 10,
20, 30 e 40mL, obtiveram melhor resultado com os volumes de 30 e 40mL (7 e

8 brotos/frasco, respectivamente).
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FIGURA 1- Numero médio de brotos por frasco de curaud (Ananas erectifolius)
cultivados em diferentes volumes de meio MS completo. 10, 15, 20,
25 e 30mL. Lavras, MG, 2006.



FIGURA 2- Brotagdes de curaua (Ananas erectifolius) produzidas in vitro em
diferentes volumes de meio MS. 1- Repicagem dos brotos, 2- 10mL
de meio MS, 3- 15mL de meio MS, 4- 20mL de meio MS, 5- 25mL
de meio MS e 6- 30mL de meio MS. Lavras, MG, 2006.



Quanto ao comprimento dos brotos, ndo houve diferenca significativa. Os
brotos tiveram um crescimento médio de 2,28cm, sendo que o tratamento com
10mL de meio cresceu 2,57cm; com 15mL, 2,22cm; com 20mL, 2,24cm; o com
25mL, 2,24cm e o tratamento com 30mL, 2,15cm. Embora ndo se tenham
realizado estudos mais aprofundados, uma das hipéteses sugeridas para explicar
tais resultados, possivelmente, esta relacionada a fatores nutricionais do
explante. Segundo Cappelades et al. (1991) e Pereira et al. (2001), porgdes
basais sdo mais engrossadas, apresentando maior quantidade de reservas
acumuladas em seus tecidos, o que poderia levar as brotacdes regeneradas a se
utilizarem dessas reservas para sustentar seu crescimento. Esta é uma das causas
da uniformidade apresentada no tamanho das brotacdes em todos os tratamentos.
Resultados iguais foram obtidos em estudos feitos por Rodrigues et al. (2005),
quando avaliaram comprimento médio de duas espécies de orquideas cujos
volumes testados eram de 25, 50, 75 e 100mL. Portanto, verifica-se que é muito
importante selecionar material com bom estado fisiolgico e tamanho
homogéneo, para se obter melhores resultados na proliferacdo das brotacfes ou

na morfogénese.

CONCLUSOES

e O volume do meio de cultura influencia a multiplicacdo de brotos de
curaua.

e Os volumes mais eficientes para a proliferacdo de brotos de curaua séo 25 a
30mL do meio de cultura MS.

e N&o h& diferencas no comprimento médio dos brotos, nos diferentes

volumes de meio.
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2 ARTIGO I

CONSTITUICAO FISICA DO MEIO DE CULTIVO NA PRODUCAO IN
VITRO DE MUDAS DE CURAUA OBTIDAS DE BROTOS ESTIOLADOS

Flavia Dionisio Pereiral; José Eduardo Brasil P. Pinto?; Helen Cristina de
Arruda Rodrigues®; Luciana Domiciano Silva Rosado®; Luiz Alberto Beijo*;
Osmar Alves Lameira®. Doutoranda, DAG, UFLA:; ?Orientador, DAG, UFLA;
’DAG, UFLA; “DEX, UFLA; *(EMBRAPA, CPATU. Financiado pelo CNPq.
C.P. 3037; Lavras, MG, Brasil. E-mail: flaviad@ufla.br.

Preparado de acordo com as normas da revista: Plant Cell Tissue Culture

[Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] é uma planta versatil
originaria da Amazdnia Brasileira, conhecida popularmente por curaua. As suas
folhas produzem fibras de alta qualidade, com um grande potencial de aplicacdo
na inddstria automobilistica como revestimento interno de automéveis, 6nibus,
caminhes e construcéo civil. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia
da consisténcia do meio de cultivo na obtencdo de mudas de curaua. No
tratamento 1, os segmentos nodais dos brotos estiolados ficaram no meio liquido
sem agitacao; no tratamento 2, ficaram sob agitagdo continua a 85rpm (24 horas)
e, no tratamento 3, o meio foi solidificado com agar a 0,6%. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC) e cada tratamento continha 10
repeticdes. Aos 90 dias avaliaram-se; 0 numero, o comprimento e a biomassa
fresca e seca das plantulas. De acordo com a analise de variancia e o teste de
Scott Knott, houve diferenca significativa entre os tratamentos. O T1 produziu
maior nimero médio plantulas 9,0, 0 T2 6,2 e 0 T3 4,4. O comprimento médio
de plantulas foi de 4,5cm em T2, 2,7cm em T1 e 1,8cm em T3. Na variavel
biomassa fresca, o T1 foi mais eficiente, com 3,48mg, seguido pelos tratamentos
T2 e T3, com 2,70 e 0,57mg, respectivamente. Para a variavel biomassa seca, o
T2 produziu 0,28mg, 0 T1 0,15mg e o0 T3 0,06mg.

Palavras- chave: Ananas erectifolius, fibras vegetais, propagacao in vitro.

Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto.
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ABSTRACT

CULTURE MEDIUM PHYSICAL CONSTITUENTS IN THE CURAUA’S
SCIONS PRODUCTION FROM ELONGATION SHOOTS

Flavia Dionisio Pereiral; José Eduardo Brasil P. Pinto?; Helen Cristina de
Arruda Rodrigues3; Luciana Domiciano Silva Rosado®;; Luiz Alberto
Beijo*; Osmar Alves Lameira®. 'Doutoranda, DAG, UFLA; “Orientador, DAG,
UFLA; *DAG, UFLA; “DEX, UFLA; °EMBRAPA, CPATU. Financiado pelo
CNPq. C.P. 3037; Lavras, MG, Brasil. E-mail: flaviad@ufla.br.

[Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] is one versatile plant
from brazilian Amazon region, popularly known as curaud. From curaua’s
leaves, high quality fibres are produced with great applicability potential in the
car manufacture for inner cars covering, buses, trucks and bruldingwork. This
study had the purpose to evaluate the influence of culture medium consistency in
the curaud’s scions production. In treatment I nodals segments from elongation
shoots were in a liquid medium without shaking, in treatment 2, they were
under constant shaking 85rpm (24 hours) and in treatment 3 semisolid (agar
0.6%) medium. The complet randomized design; and each treatment had 10
replications. Number, size and fresh and dry plantlet biomass, were evaluated 90
days later. Accordingly to the analysis of variance and scott knott test, there was
no significative difference between treatments. T1 produced higher average
plantlet number 9.0, T2 6.2 and T3 4.4. For the average size plantlet T2 grew
4.5cm, T1 2.7cm and T3 1.8cm. For fresh biomass T1 was more efficient with
3.48mg followed by T2 and T3 treatments with 2.70 and 0.57mg, respectively.
For dry biomass T2 produced 0.28mg, T1 0.15mg and 0.06mg.

Key words: Ananas erectifolius, Vegetable fibers, in vitro propagation.

Major Professor: José Eduardo Brasil Pereira Pinto.
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INTRODUCAO

O curaua [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] é uma planta
cujas folhas produzem fibras lignocelul6sicas, de utilizacdo multipla e
diversificada, incluindo as mais diferentes atividades e fins. Espécie nativa e
rastica, € uma bromelidcea ainda pouco conhecida e estudada. A planta ¢
caracteristica da Amazo6nia paraense, cresce até em solo arenoso e pouco fértil
chegando a atingir entre um metro e um metro e meio de altura. Cada planta
produz entre 12 e 15 folhas, das quais sdo extraidos cerca de 2 quilos de fibra
(Ramalho, 2005).

Além do emprego das fibras para a confeccdo de utensilios domésticos e
objetos de decoracdo, 0 curaua apresenta uma série de vantagens que ja estdo
viabilizando a sua aplicacdo em vérias inddstrias do ramo automobilistico e da
construgdo civil. Estudos recentes tém demonstrado o grande potencial do uso
das fibras dessa planta como revestimento na inddstria automobilistica, devido a
sua resisténcia, maciez e peso reduzido (Ramalho, 2005; Silva, 2004).

A crescente demanda de fibras do curaud por grupos empresariais, 0
torna uma espécie estratégica, criando perspectivas socioambientais quanto ao
seu uso. Segundo Ramalho (2005), o aproveitamento de 100% do curaua
despertou o interesse de produtores nacionais e até do exterior. Mudas foram
plantadas no vale da Ribeira, no interior paulista e também em solos japoneses,
sul-africanos e até da Malasia, mas sem sucesso, porque a planta ndo resiste a
baixas temperaturas. O curaud é fiel as suas origens amazobnicas e s6 se
desenvolve em clima quente e imido, criando um problema para a aquisi¢do de
mudas fora desta regido que por tal motivo, é escassa ho mercado. Este é um dos
grandes problemas da cultura, ou seja ndo ha suprimento suficiente de matéria-

prima para atender a inddstria automobilistica (Silva, 2004).
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A propagacdo vegetativa utilizando técnicas de cultura de tecido tem
sido um valioso instrumento na propagacdo clonal rapida de diversos tipos de
plantas, entre elas o curaua. A crescente adocdo do método de estiolamento
como técnica vegetativa necessita ser adaptada as necessidades das espécies e
cultivares, pois estas diferem geneticamente entre si, podendo apresentar
resultados diferentes sob as mesmas condi¢fes de cultivo. Outro fator a ser
considerado € o estado fisico dos meios de cultura. Segundo Souza et al. (1999),
a iniciacdo da cultura de bromélias ocorre mais facilmente quando se utiliza
meio de cultura liquido. Tavares et al. (2003), trabalhando com Aechmea
blanchetiana, uma bromélia nativa da mata atlantica, verificaram que o
crescimento da espécie apresenta diferentes respostas quanto a presenca ou a
auséncia de agar no meio MS (Murashige & Skoog, 1962) e que estas plantas
cultivadas em meio liquido apresentam melhores respostas quando comparadas
ao meio solido.

Embora economicamente interessante, a utilizacdo do meio liquido
apresenta, freqlientemente, plantas com aspecto hiper-hidrico, provavelmente
devido a maior absorcdo de nutrientes e reguladores de crescimento do meio,
ndo apenas através da base cortada do explante, mas de toda sua superficie
(Grattapaglia & Machado, 1990; Snir & Erez, 1980).

Por se tratar de uma espécie de grande interesse industrial, carente de
informacdes cientificas e técnicas adequadas de cultivo, fazem-se necessarios
estudos sobre a propagacdo da espécie.

Neste sentido o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
consisténcia do meio de cultivo na obtencdo de mudas de curaua provenientes de

brotos estiolados.
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MATERIAL E METODOS

Obtiveram-se 0os explantes primarios, utilizando-se plantulas
préestabelecidas in vitro de curaud que estavam inoculados em meio MS sem
regulador de crescimento. Selecionaram-se as plantulas e os brotos obtidos
destas foram desfolhados completamente. Estes brotos foram cultivados em
meio MS solido, com 50mL de meio suplementado com 1,86mg/L de ANA
(Acido naftaleno acético). Mantidos em sala de crescimento, os explantes foram
incubados a 26+1°C, no escuro. Apés 40 dias, removeram-se a parte aérea e 0
sistema radicular dos brotos estiolados. Quatro explantes foram inoculados
horizontalmente em frasco de 9,5cm de altura por 5,5cm de didmetro (volume
interno = 250mL), sob condicdes assépticas, em 15mL de meio MS liquido sem
regulador de crescimento. Cada segmento continha duas gemas axilares. No
tratamento 1 (T1), os segmentos nodais dos brotos estiolados ficaram sem
agitacdo; no tratamento 2 (T2), ficaram sob agitagdo continua a 85rpm em mesa
agitadora orbital e, no tratamento 3 (T3), o meio foi solidificado com agar a
6mg/L. Mantidos em sala de crescimento, os explantes foram incubados a
26+1°C, em fotoperiodo de 16 horas de luz sob uma intensidade luminosa de
25umol m?s™.,

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) e cada
tratamento continha 10 repeti¢des, cada qual constituida por um frasco. Aos 90
dias avaliaram-se; o nimero, 0 comprimento e¢ a biomassa fresca e seca das
plantulas. Para a avaliacdo da biomassa fresca e seca, as plantulas de curaud
foram pesadas em balanca analitica e, posteriormente, secas em estufa + 70°C
até atingir o peso estavel. O programa utilizado para analise dos dados foi o
software statistica (SISVAR), tendo sido realizado a analise de variancia, com
aplicacdo do teste F a 5% e as médias, analisadas pelo teste de Scott Knott a
5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se constatar com a exposi¢do a luz que em todos os tratamentos
utilizado promoveram, de forma gradativa, a regeneracao das gemas axilares dos
segmentos nodais estiolados em plantulas. Todos os segmentos nodais utilizados
regeneram-se em plantulas bem formadas, vigorosas, com a coloragdo
verde-escura caracteristica das plantas matrizes (Figura 1). Eram rigidas ao
serem excisadas, devido a presenca das fibras nas folhas que tinham a coloracéo
branca e era possivel de serem vistas a olho nu. Por meio de observacdes visuais
se constatou a auséncia de plantulas com alteracdes morfoldgicas e a existéncia
de poucas raizes. Embora os sistemas caulinar e radicular tendam a um
equilibrio, em bromélia, o crescimento do sistema caulinar € muito superior.
Segundo alguns autores (Peres & Kerbauy, 2000; Peres et al., 1997), muitas
bromélias possuem estruturas caulinares capazes de absorver sais, fato que pode
ter garantido a boa formagdo das plantulas, mesmo com um ndmero baixo de
raizes. Ndo foi observado o crescimento em forma de massagema (clusters) e
nem a presenca de calos em nenhum dos tratamentos.

O tratamento em meio liquido sem agitacdo produziu maior ndmero
médio plantulas, 9,0, o com agitacdo continua 6,2 e 0 meio sélido 4,4 (Figura 2).
Para o comprimento médio de plantulas, o tratamento com agitacéo continua foi
0 que produziu plantulas maiores 4,5cm, o sem agitacdo 2,7cm e o meio so6lido
1,8cm (Figura 3). Para a variavel biomassa fresca, o tratamento sem agitagao,
com 3,48mg e 0 com agitacdo continua, com 2,70mg, foram mais eficientes que
0 tratamento com meio sélido que obteve 0,57mg (Figura 4). Na varidvel
biomassa seca, o tratamento com agitacdo continua produziu 0,28mg, 0 sem
agitacdo continua, 0,15mg e 0 no meio s6lido, 0,06mg sendo todos distintos

entre si (Figura 5).
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E provavel que o agar, como agente solidificante tenha interferido nos
processos de absorcdo e de translocacao de ions e de agua. Além disso, segundo
Ziv (1995), o maior contato dos explantes e raizes com meio faz com que a taxa
de assimilacdo de nutrientes pelo material vegetal em cultivo seja favorecida no
meio liquido. Acredita-se que, por isso, as culturas desenvolvidas em meio
liquido foram mais favorecidas em todas as variaveis estudadas (Figuras 2,3,4 e
5).

Neste sentido, Alvard, et al. (1993) e Grattapaglia & Machado (1998)
relatam que geralmente, cultivos em meio liquido requerem um suporte ou
agitacdo. Por tal razdo, é provavel que a agitacdo do meio liquido ocorrida no T2
tenha fornecido melhor condicdo de aeracdo necessaria para a respiracdo do
explante, controlando com maior eficiéncia as condi¢des do ambiente in vitro,
proporcionando, assim, maior crescimento do explante e maiores valores da
biomassa seca.

Observou-se que, no sistema sem agitacdo T1, a multiplicacdo do
material vegetal foi superior aos demais tratamentos (Figura 2). Portanto, mesmo
que os resultados tenham apresentado diferencas significativas, novos trabalhos
deverdo ser realizados para comprovar a necessidade de se manter ou ndo os
explantes sob continua agitacdo isto porque, a otimizacdo da propagacdo em
meio sem agitacdo proporcionaria reducdo dos custos na producao.

No entanto, Pereira & Fontes (2003), trabalhando com as cultivares de
batata Baroneza, Eliza e Pérola, obtiveram resultados opostos. Segundo os
autores, houve ganho na eficiéncia de multiplicacdo quando se utilizou meio
liquido sob agitacdo constante, embora os resultados do sistema sem agitacao
também tenham sido bons. Obtiveram, no sistema sem agitacdo, altura média de
5,5; 5,3 e 5,2cm e taxa de multiplicacdo de 6,4; 5,4 e 5,2, respectivamente. No
sistema com agitacdo, os resultados foram: 7,0; 6,5 e 6,3cm e taxa de

multiplicacdo de 8,5; 7,5 e 8,0, respectivamente. Da mesma forma,
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independentemente da consisténcia do meio sélido ou liquido, Souza et
al.(1999), trabalhando com a regeneracdo de brotos de repolho, ndo obteve
diferenca significativa. O meio solido apresentou a média de 3,2 brotos,
enquanto o meio liquido 2,6 brotos. Ja Guera et al. (1993), trabalhando com
genotipos de abacaxizeiro, obtiveram melhores resultados com meio MS liquido
adicionado de 2,7uM de ANA e 4,4uM de BAP. O meio proporcionou uma taxa

média de 19,7 brotos/explante.
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Figura 1- Processo de micropropagacdo de curaua a partir de brotos estiolados.
1- Fase |- Plantulas estabelecidas in vitro. 2- Exciséo de plantulas. 3-
Inoculagdo em meio MS+1,86mg/L ANA. 4- Brotos estiolados. 5-
Fase Il- Excisdo de brotos estiolados. 6- Segmento nodal 7-
Inoculagdo dos segmentos nodais nos tratamentos. 8- Propagacio de
plantulas obtidas de brotos estiolados. Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 2- Numero médio de plantulas de curaua submetidas aos tratamentos.
Meio liquido sem agitacdo, Meio liquido com agitacdo e Meio
solido. Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 3- Comprimento médio de plantulas de curaud. Meio liquido sem
agitacdo, Meio liquido com agitacdo e Meio sdlido. Lavras,
MG, 2006.
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Figura 4- Biomassa fresca de plantulas de curaud. Meio liquido sem agitacdo,
Meio liquido com agitacdo e Meio sélido. Lavras, MG, 2006.
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Figura 5- Biomassa seca de plantulas de curaua. Meio liquido sem agitacao,
Meio liquido com agitacdo e Meio sélido. Lavras, MG, 2006.
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CONCLUSOES

A cultura do curaud possui excelente adaptabilidade para cultivo em
meio liquido.

H& ganho em eficiéncia na multiplicacdo do material vegetativo de
curaua quando se utiliza meio de cultura liquido sem agitacéo.

Os melhores resultados para tamanho e biomassa seca do material

vegetativo de curaua foram obtidos em meio liquido com agitag¢do continua.
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3 ARTIGO 11

MULTIPLICAGCAO IN VITRO DE CURAUA POR MEIO DE BROTOS
ESTIOLADOS, EM FUNCAO DO TAMANHO E DO NUMERO DO
EXPLANTE POR FRASCO

Flavia Dionisio Pereiral; José Eduardo Brasil P. Pinto?; Luciana Domiciano
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Preparado de acordo com as normas da revista: Scientia Horticulturae

O curaua [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] é uma espécie
que produz fibras naturais com grande potencial de aplicacdo. Suas fibras podem
ser utilizadas para a fabricacdo de papel, na producdo de componentes para
bancos e revestimento de automoéveis, e também para confeccdo de cordas e
barbantes. Além disso, o pd de curaua tem sido utilizado na medicina popular
para a cicatrizacdo de lesdes cutdneas. O objetivo deste trabalho foi viabilizar o
tamanho do explante utilizado para a multiplicacdo in vitro de curaua, por meio
de brotos estiolados. No experimento I, avaliaram-se os tamanhos dos explantes
na inducdo de brotos estiolados. Os explantes foram obtidos de plantulas com
1,0 a 2,5cm (T1), 3,0 a 4,5cm (T2) e 5,0 a 6,5cm (T3). O meio de cultivo foi o
MS so6lido, suplementado com ANA. Aos 40 dias, avaliaram-se o nimero e o
comprimento médio dos brotos estiolados. Segundo a analise de variancia e o
teste de Scott Knott, ndo houve diferenca significativa para numero e
comprimento médio dos brotos. O (T2) produziu maior nimero médio de brotos,
3,5, sequido pelo (T3), com 3,1 e pelo (T1), com 2,6. Quanto ao comprimento
médio de brotos, o (T2) cresceu 7,6cm, o (T3) 6,5cm e o (T1) 4,9cm. No
experimento I, os brotos estiolados foram colocados horizontalmente em
frascos utilizando 4,0 brotos no (T1), 6,0 (T2) e 8,0 (T3). O meio de cultivo foi o
MS liquido, sob agitacdo de 85rpm. Aos 90 dias, avaliaram-se; 0 nimero e 0
comprimento médio das plantulas obtidas. Segundo a analise de variancia e o
teste de Scott Knott, houve diferenca significativa para nidmero médio de
brotagbes. O (T3) e 0 (T2) produziram maior nimero médio plantulas, 15,1 e
13,1, respectivamente. N&o houve diferenca significativa para o comprimento de
plantulas com média de 4,03cm.

Palavras-chaves: producéo de mudas; Ananas erectifolius; micropropagacéo.

Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto.
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ABSTRACT

IN VITRO MULTIPLICATION OF CURAUA BY SHOOT
ELONGATION IN FUNCTION OF ITS EXPLANT SIZE AND NUMBER
PER GLASS

Flavia Dionisio Pereiral; José Eduardo Brasil P. Pinto?; Luciana Domiciano
Silva Rosado®; Helen Cristina de Arruda Rodrigues®; Luiz Alberto Beijo*;
Osmar Alves Lameira®. Doutoranda, DAG, UFLA:; *Orientador, DAG, UFLA;
’DAG, UFLA; “DEX, UFLA; *(EMBRAPA, CPATU. Financiado pelo CNPq.
C.P. 3037; Lavras, MG, Brasil. E-mail: flaviad@ufla.br.

[Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] it is species that gives
natural fibers with high applicability potential. Its fibers can be used for paper
manufacture, car seat compounds and inner cars covering, and also in making
rope and string. In addition, curaud’s powder has been also used in popular
medicine as cutaneous lesions healing. The aim of this study was to make viable
the explant size used for curaua in vitro multiplication, by shoots elongation. In
the experiment |, explants size in shoots elongation induction, were obtained.
The explants were from 1.0 to 2.5cm plantlet (T1), 3.0 to 4.5cm (T2) and 5.0 to
6.5cm (T3). The culture medium was a hard MS semi solid supplamented with
NAA. Number and average size of shoots elongation, were evaluated 40 days
later. Accordingly to the analysis of variance and scott knott test, there was no
significative difference for the number and shoots average size. (T2) produced
higher average shoots number, 3.5, followed by (T3), with 3.1 and by (T1), with
2.6. In relation to shoots average, size (T2) grew 7.6cm, (T3) 6.5cm and (T1)
4.9cm. In experiment Il, shoots elongation were placed horizontaly using 4.0
shoots per glass (T1), 6.0 (T2) and 8.0 (T3). The culture medium was MS liquid,
under 85rpm shaking. It were evaluated 90 days latter, the number and was
obtained plantlet average size. By the analysis of variance and Scott knott test,
there was significative difference for the shoots average number. (T3) and (T2)
produced higher average plantlet number, 15.1 and 13.1, respectively. There was
no significative difference for the plantlet size with 4.03cm average.

Key words: Scions production; Ananas erectifolius; micropropagation.

Major Professor: José Eduardo Brasil Pereira Pinto.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de tecnologias que possibilitem o uso de produtos que
provoguem menos impacto ambiental tem sido uma necessidade para minimizar
0s problemas ambientais no mundo. Em busca de uma solucdo para esse
problema, varios segmentos da sociedade estdo trabalhando para garantir a
preservacao ambiental e proporcionar melhor padréo de vida a sociedade, como
um todo (Bueno, 1996).

Dessa forma, existe a necessidade de desenvolver e adequar tecnologias
e produtos que sejam ecologicamente aceitaveis. O uso de matérias-primas de
fontes renovaveis vem sendo objeto de diversos estudos e pesquisas, devido ao
seu potencial na substituicdo de derivados petroquimicos. Nesse contexto, o
curaua apresenta uma série de vantagens que ja estdo viabilizando a sua
aplicacdo em varias industrias do ramo automobilistico e da construcdo civil
(Paiva et al., 1999; Monthé & Araljo, 2004).

O curaua [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] ¢ uma planta
cujas folhas produzem fibras ligno-celulésicas. Trata-se de uma bromeliacea
ainda pouco conhecida e estudada, origindria da Amazonia, cultivada
principalmente por pequenos produtores da regido do Lago Grande de Curuai,
no municipio de Santarém, PA. Suas fibras podem ser utilizadas para a
fabricacéo de papel, na produgdo de componentes para bancos e revestimento de
automoveis, e também para a confec¢do de cordas e barbantes. Além disso, o p6
de curaua tem sido utilizado na medicina popular para a cicatrizacdo de lesdes
cuténeas (Ledo, 1967; Monthé & Araujo, 2004; Souza et al., 2004).

O curauad tem se mostrado fiel as suas origens amazdnicas e sO se
desenvolve em clima quente e Umido, criando um problema para a aquisicao de

mudas fora desta regido que por tal motivo, é escassa. Este é um dos grandes
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problemas da cultura, ou seja ndo ha suprimento suficiente de matéria-prima
para atender o mercado (Silva, 2004).

Nos ultimos anos, a cultura de tecidos tornou-se um importante
procedimento, tanto para a ciéncia como em aplicagdes tecnoldgicas. Numerosas
espécies de plantas sdo cultivadas in vitro, com diferentes objetivos, como
propagacdo, producdo de metabolitos secundarios, transformacdo genética,
estudos fisioldgicos e conservagdo de germoplasma.

A adocdo do método de estiolamento como técnica vegetativa € uma
pratica relativamente nova e 0 seu uso para a micropropagacdo, mantendo-se a
estabilidade genética, foi demonstrado em: batata (Heszky & Nagy, 1987), alfafa
(Dudits et al., 1991), fumo (Maliga et al., 1975), gengibre (Arimura, 1997) e
abacaxi (Kiss et al., 1995; S& et al., 2000; Pereira et al., 2001). Este
procedimento € interessante para a propaga¢do em massa do curaug, no entanto,
a técnica necessita ser adaptada as necessidades das espécies e cultivares, pois
estas possuem caracteristicas genéticas préprias que as fazem responder
diferentemente. Nesse sentido, objetivou-se, com este trabalho avaliar o tamanho
e nimero do explante utilizado para a multiplicacdo in vitro de curaud, por meio

de brotos estiolados.

MATERIAL E METODOS

No experimento I, 0 meio de cultura basico foi 0 MS (Murashige &
Skoog, 1962) sélido 6mg/L agar, com 50mL de meio suplementado com
1,86mg/L de ANA. O pH foi ajustado para 5,7+0,1 antes da autoclavagem.
Utilizaram-se plantulas de curaua preestabelecidas in vitro que estavam
inoculados em meio MS sem regulador de crescimento com 0s seguintes
tamanhos: 1,0 a 2,5cm (T1), 3,0 a 4,5cm (T2) e 5,0 a 6,5cm (T3). Os brotos
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obtidos destas plantulas foram desfolhados completamente e inoculados cada um
em um frasco de 12cm de altura e 5¢cm de diametro (volume interno = 300mL).
Os frascos foram mantidos em sala de crescimento a uma temperatura de
26+1°C e no escuro. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
(DIC), com 10 repeticBes por tratamento, cada qual constituida por um frasco.
Aos 40 dias avaliaram-se o0 numero e o comprimento médio dos brotos
estiolados.

No experimento Il, removeram-se a parte apical e o sistema radicular
dos brotos estiolados obtidos no experimento | que foram colocados
horizontalmente em frascos de 9,5cm de altura por 5,5cm de didmetro (volume
interno = 250mL), sob condicdes assépticas, em 15mL de meio MS liquido, sob
agitacdo de 85rpm em mesa agitadora orbital. O nimero de brotos estiolados
inoculados por frasco que se constituiram nos tratamentos foram 4,0 (T1); 6,0
(T2) e 8,0 (T3). Os explantes foram mantidos em sala de crescimento, a
temperatura de 26+1°C e fotoperiodo de 16 horas luz sob uma intensidade
luminosa de 25umol m? s*. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado (DIC). Cada tratamento continha 10 repeti¢fes constituidas por um
frasco contendo 2 gemas axilares por brotos. Aos 90 dias avaliaram-se; o
nimero e o comprimento médio das plantulas obtidas.

Os dados dos dois experimentos foram submetidos a analise de variancia
com aplicacdo do teste F a 5%, e as médias, analisadas pelo teste de Scott Knott
a 5%. O programa utilizado para andlise dos dados foi o software statistica
(SISVAR).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas avaliacOes feitas no experimento I, verificou-se que, em todos os

diferentes tamanhos de brotacdes iniciais, 0s explantes utilizados regeneram-se
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em brotos alongados, de coloracdo branca, com folhas pequenas, rudimentares e
finas. Verificou-se também o alongamento acentuadamente dos entrends,
separando 0s nds que, normalmente, em presenca de luz, permanecem préximos
uns dos outros. As novas brotacfes surgiram a partir da base do explante e ou
dos nds, as quais também se apresentavam estiolados (Figuras 1).

N&o houve diferenca significativa para nimero e tamanho médio dos
brotos. O explante com 3,0 a 4,5cm (T2) produziu maior nimero médio de
brotos, com 3,5, seguido pelo tamanho de 5,0 a 6,5cm (T3), com 3,1 e pelo
tamanho 1,0 a 2,5cm (T1), com 2,6 brotos. Embora ndo tenha ocorrido diferenca
estatistica entre os tratamentos, 0 tamanho do explante determina suas
possibilidades de sobrevivéncia, assim como a capacidade de crescimento. Uma
hipdtese sugerida para explicar tais resultados, possivelmente, esta relacionada a
fatores nutricionais do explante. Segundo Cappelades et al. (1991) e Pereira et
al. (2001), porgdes basais sdo mais engrossadas, apresentando maior quantidade
de reservas acumuladas em seus tecidos, 0 que poderia levar as brotacdes
regeneradas a se utilizarem dessas reservas para sustentar seu crescimento
inicial. Além disso, o tamanho no qual as porcfes basais foram excisadas para
serem inoculadas possibilitou que os explantes contivessem reservas suficientes
para serem disponibilizadas, o que pode ter levado a uniformidade apresentada
pelas brotacdes em todos os tratamentos.

Silva et al. (2005) a fim de maximizar a regeneracdo de plantas de
laranja Péra, avaliaram tamanhos de segmentos de epicétilo que foram de 0,25;
0,5 ou 1cm. Eles observaram que se destacaram aqueles de 0,5 e 1cm, com
97,4% e 97%, respectivamente, de explantes responsivos, que diferiram,
estatisticamente, dos segmentos de 0,25cm (85,5%). No entanto, Reis et
al.(2003), estudando a correlagdo entre tamanho de segmentos internodais na

multiplicacdo de Psychotria ipecacuanha, verificaram que explantes com 1,0 e
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1,5cm apresentaram maiores numeros de brotos (5 a 6 brotos) quando
comparados com o de 0,5cm.

O comprimento do broto é uma variavel de grande importancia no
método de estiolamento de plantas, pois ela est4 diretamente relacionada com o
nimero de nds que serdo regenerados em novas plantulas quando expostas a luz.
Verificou-se que os brotos obtidos possuiam um ndmero grande de entrends que,
conseqlientemente, apresentavam um grande numero de gemas axilares. O
tamanho médio de brotos com explante inicial de 3,0 a 4,5cm (T2) foi de 7,6cm,
o de 5,0 a 6,5cm (T3), 6,5cm e o com 1,0 a 2,5cm (T1), 4,9cm, que ndo
diferiram estatisticamente entre si.

Os trabalhos avaliando comprimento de brotos divergem quanto aos
resultados. Praxedes et al. (2001), trabalhando com o estiolamento de
abacaxizeiro cv. Pérola obtidos a partir de plantulas com altura de 6 a 8cm,
testaram o tamanho dos brotos estiolados em meio MS adicionado de ANA e
AlA. Eles verificaram que o estiolamento desta variedade ndo necessita de
aplicacdo exdgena de ANA e AIA. Os maiores valores médios encontrados por
eles foram de 2,61, 2,44, 2,43, 2,28. J4 Ramos & Carneiro (2005), trabalhando
com brotos estiolados do hibrido de Cattleya X mesquitae, ndo obtiveram
diferencas significativas quanto ao comprimento dos mesmos, quando utilizaram
segmentos caulinares basais de 10mm em meio MS suplementado com ANA O;
0,1 e 2,0mg/L e BAP 0, 0,5 e 2,0mg/L. Os valores médios encontrados com
ANA foram de 1,9; 1,7; 2,0cm e com BAP 1,9; 1,7 e 1,5¢cm.
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FIGURA 1- Broto estiolado de curaua com explante inicial de 1,0 a 2,5cm (T1).
Lavras, MG, 2006.

No experimento 1l, péde-se constatar que houve diferenca significativa
para numero de explantes inoculados por frasco, para a obtencdo do nimero
médio de plantulas. O frasco inoculado com 8 (T3) e com 6 explantes (T2)
produziu maior nimero médio de plantulas, 15,1 e 13,1, respectivamente. O
frasco inoculado com 4 explantes (T1) produziu 5,6 plantulas (Figura 2).

A exposicdo a luz promoveu de forma gradativa a regeneracdo das
gemas axilares dos brotos estiolados em plantulas. As plantulas regeneradas
eram bem formadas e vigorosas. Ao serem excisadas as folhas eram rigidas,
evidenciando a presenca de fibras. Era possivel ver as fibras a olho nu, com
coloracéo branca. N&o foi observada a indugdo de massagema (clusters) e nem a
presenca de calos. Por meio de observagdes visuais das brotacBes, pdde-se
observar que ndo houve nenhuma planta com altera¢gGes morfolégicas (Figura 3).
Os aspectos morfoldgicos encontrados neste trabalho comprovam os achados de

Ramirez (1984) e Rao et al. (1981), que afirmam que o método de estiolamento
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tem a vantagem de evitar danos na regido de regeneracdo e impedir a formagéo
de calos, sendo aceitavel que ele proporcione menores taxas de variabilidade
somaclonal que os protocolos mais convencionais de micropropagacdo. Outro
fato relevante € que se conseguiu regenerar um numero satisfatério de plantulas
em meio MS sem a adicdo de regulador de crescimento, proporcionando, assim,
uma reducdo dos custos de producdo dessas mudas micropropagadas.

No entanto, Barboza & Caldas (2001), trabalhando com abacaxizeiro
hibrido PE X SC-52, utilizaram sete brotos estiolados/repeticdo em meio MS
sem regulador de crescimento, com BAP a 2mg/L, ANA a 1,86mg/L + BAP a
2mg/L e CIN a 5mg/L. O BAP promoveu maior nimero de plantulas
regeneradas por broto, com média de 10,4 plantulas por broto estiolado. O meio
sem regulador de crescimento regenerou 2,9 pléantulas, o meio com CIN, 7,1 e 0
meio com BAP e ANA, 8,2. J& Braga et al.(2003), utilizando o método
tradicional de multiplicacdo por meio de gemas axilares, avaliaram os efeitos do
nimero de explantes, do meio de cultura e do fotoperiodo na multiplicacdo de
abacaxi ornamental (Ananas bracteatus). Estes autores obtiveram as taxas
médias de multiplicacdo registradas para quatro, cinco e seis explantes/frasco, de
3,35; 3,26 e 3,28, respectivamente e, nos fotoperiodos testados foram obtidos
3,27 brotos (12horas) e 3,32 brotos (16 horas).

Além da taxa de multiplicacdo, a determinacdo do comprimento
constitui um indicador do crescimento do vegetal. Verificou-se que ndo houve
diferenca significativa para o comprimento médio de plantulas. O frasco
inoculado com 4 explantes (T1) cresceu 4,4cm, o frasco com 6 explantes (T2)
3,9cm e o frasco com 8 explantes (T3) 3,8cm. Arimura (1997), estudando o
alongamento de plantulas obtidas de brotos estiolados de gengibre (Zingiber
officinale), obteve o comprimento méximo na dosagem de 2,63uM de ANA, o
qual foi de 1,62cm. O autor utilizou um broto contendo de 1 a 4 gemas por

frasco e cada frasco tinha 9cm de didmetro. Pereira et al. (2001) trabalhando
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com abacaxi cv. Perolera, obtiveram melhores resultados quanto ao tamanho de
plantulas em meio MS com 2uM BAP+1uM NAA, 21,3 plantulas com altura
entre 1 a 5¢cm e 7,0 plantulas com altura de 5 a 10cm. Os autores utilizaram trés
segmentos nodais estiolados contendo 3 a 4 gemas por frascos de 12cm de altura
e 5ecm de didmetro. Outro fato destacado pelos autores é que as pléantulas obtidas
em meio ausente de regulador de crescimento eram maiores, mais bem formadas
e havia a formacdo de raizes, embora o0 nimero de plantulas formadas por gema
fosse menor.

Definir um protocolo no qual se tenha o tamanho ideal do explante,
livres de agentes contaminantes e que consigam estabelecer e crescer depois de
isolados é um grande desafio. A variabilidade de gendtipos e as diferencas
fisiologicas entre os tecidos e demais fatores dificultam a eficiéncia do processo.
Portanto, de acordo com as condi¢des testadas, conclui-se que explantes de
curaua com 1 a 6,5cm sdo capazes de regenerar e produzir brotos estiolados in
vitro livres de contaminacdo e que a utilizacdo de oito explantes por frasco, na
etapa de regeneracdo das gemas dos brotos estiolados, ndo compromete o

comprimento e a taxa de multiplicacdo de plantulas.
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NUMERO DE PLANTULAS

4 explantes 6 explantes 8 explantes

TRATAMENTOS

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott.

FIGURA 2- Nimero médio de plantulas de curaua produzidas a partir de brotos
estiolados inoculados no meio MS. Frasco inoculado com 4
explantes, Frasco inoculado com 6 explantes e Frasco inoculado
com 8 explantes. Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 3. Micropropagacéo de curaud a partir de brotos estiolados. 1- Experimento I- Plantulas estabelecidas in vitro. 2- Excisao
de plantulas. 3-Inoculagdo dos explantes nos tratamentos. 4- Brotos estiolados. 5- Experimento |1- Excisdo de brotos

estiolados. 6- Inoculagdo dos segmentos nodais nos tratamentos. 7- Propagacdo de plantulas obtidas de brotos

estiolados. Lavras, MG, 2006.
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4 ARTIGO IV

PROPAGAGCAO IN VITRO DE BROTOS ESTIOLADOS DE CURAUA
UTILIZANDO ANA, GA; E KIN

Flavia Dionisio Pereiral; José Eduardo Brasil P. Pinto?; Luciana Domiciano
Silva Rosado®, Helen Cristina de Arruda Rodrigues®; Luiz Alberto Beijo*;
Osmar Alves Lameira®. Doutoranda, DAG, UFLA:; *Orientador, DAG, UFLA;
*DAG, UFLA; “DEX, UFLA; (EMBRAPA, CPATU. Financiado pelo CNPq.
C.P. 3037; Lavras, MG, Brasil. E-mail: flaviad@ufla.br.

Preparado de acordo com as normas da revista: In Vitro

O curaud [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] é uma espécie
que desponta como sucedaneo na fabricacdo de cordas, sacos e utensilios
domeésticos. O objetivo deste trabalho foi obter a organogénese em brotos
estiolados de curaud. Na fase I, avaliou-se a influéncia de ANA, cinetina (KIN) e
GA:; na inducdo de brotos estiolados. O meio de cultivo utilizado foi o MS. O T1
continha 2,0mg/L de ANA; T2, 1,0mg/L de ANA+ 1,0mg/L de GAs; T3,
1,0mg/L de ANA+ 1,0mg/L de GAz+ 0,5mg/L de KIN e o T4, 2,0mg/L de
ANA+ 0,5mg/L de KIN. Aos 40 dias, avaliaram-se o nimero e 0 comprimento
de brotos estiolados. N&o houve diferenca significativa para numero de
brotacbes induzidas. No comprimento de brotagdes houve diferenca
significativa. T1 cresceu 8,54cm; o T2, 8,10cm; o T3, 6,38cm e 0 T4, 6,13cm.
Na fase Il, avaliou-se a inducdo de plantulas nos brotos estiolados. Os brotos
estiolados da fase | foram divididos em parte apical, mediana e basal. Os
explantes individualizados foram cultivados separadamente em meio MS sem
regulador de crescimento. No apice ndo houve diferencas significativas para
nimero e comprimento de plantulas. Ja na parte mediana, o nimero de plantulas
foi de 3,9 para os explantes decorrentes do T2 da fase | e 3,6 do T3. Os
tratamentos cujos explantes foram provenientes do T1 e do T4 induziram 2,8 e
2,6 plantulas, respectivamente. Quanto ao comprimento das plantulas, ndo houve
diferencas significativas. Na parte basal, também n&o ocorreram diferencas
significativas.

Palavras- chave: Ananas erectifolius, brotos estiolaodos, propagacéo in vitro.

Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto.
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ABSTRACT

IN VITRO PROPAGATION OF SHOOTS ELONGATION CURAUA
USING NAA, GA; AND KIN

Flavia Dionisio Pereiral; José Eduardo Brasil P. Pinto?; Luciana Domiciano
Silva Rosado®, Helen Cristina de Arruda Rodrigues®; Luiz Alberto Beijo*;
Osmar Alves Lameira®. 'Doutoranda, DAG, UFLA; *Orientador, DAG, UFLA;
*DAG, UFLA; *DEX, UFLA; *EMBRAPA, CPATU. Financiado pelo CNPq.
C.P. 3037; Lavras, MG, Brasil. E-mail: flaviad@ufla.br.

Curaud [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] it is species, that
has been used in the making of ropes, bags and domestic utensils. The purpose
of this study is to obtain shoots elongations organogenesis. In the phase | NAA,
kinetine and GAg; influence in elogation shoots induction, was evaluated. The
culture medium used was MS, T1 has 2.0mg/L NAA; T2, 1.0mg/L NAA+
1.0mg/L GAs;; T3, 1.0mg/L NAA+ 1.0mg/L GAz+ 0.5mg/L KIN and T4,
2.0mg/L NAA+ 0.5mg/L KIN. After 40 days were evaluated: the number and
lenght of the elongated shoots. There was no significative difference for the
number of induced shoots. In the shoots lenght there was significative
difference, T1 grew 8.54cm; T2, 8.10; T3, 6.38cm and T4 6.13cm. In phase II, it
was evaluated the plantlet induction in those elongation shoots. The elongation
shoots in phase | were divided in: apical, middle and basal parts. Those explants
were culturedseparately in MS medium without any growth regulator. In the
apical part there was no significative difference for the number and lenght of the
plantlet. But for the middle part, plantlet was 3.9 for the explants from T2 from
phase | and 3.6 from T3. The treatments in which explants from T1 and T2
induced 2.8 and 2.6 plantlet, respectively. There was no significative difference
in the plantlet size, neither in the basal part ocurred significative difference.

Key words: Ananas erectifolius, elogation shoots, in vitro propagation.

Major Professor: José Eduardo Brasil Pereira Pinto.
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INTRODUCAO

As plantas produtoras de fibras sdo citadas como um dos grupos vegetais
mais importantes para 0 homem, depois das plantas alimenticias e medicinais. O
mercado de fibras naturais, no Brasil, representa cerca de 1 milhdo de empregos
em areas economicamente deprimidas. O surgimento de novos materiais
ecoldgicos cria uma perspectiva de melhoria da qualidade de vida dos pequenos
produtores que ocupam estas areas (Ramalho, 2005; Rocha & Gheler Junior,
2003).

O curaua [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] ¢ uma planta
cujas folhas produzem fibras lignocelulésicas, de utilizagdo multipla e
diversificada, incluindo as mais diferentes atividades e fins. Espécie nativa e
rustica, € uma bromelidcea ainda pouco conhecida e estudada. A planta é
caracteristica da Amazonia paraense, cresce até em solo arenoso e pouco fértil
chegando a atingir entre um metro e um metro e meio de altura. Cada planta
produz entre 12 e 15 folhas, das quais sdo extraidos cerca de 2 quilos de fibra
(Ramalho, 2005).

Além do emprego das fibras para a confeccéo de utensilios domésticos e
objetos de decoracdo, 0 curaua apresenta uma série de vantagens que ja estdo
viabilizando a sua aplicacdo na industrias automobilistica e na construcéo civil.
Estudos recentes tém destacado o grande potencial dessa planta como
revestimento interno de automdveis devido a sua resisténcia, maciez e peso
reduzido. O grande problema é que ndo héa suprimento suficiente de matéria-
prima para atender a indUstria automobilistica, pois o curaud é fiel as suas
origens amazonicas e s6 se desenvolve em clima quente e Umido, criando um
problema para a aquisicdo de mudas fora desta regido que por tal motivo, é

escassa no mercado (Ledo, 1967; Silva, 2004).
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O estiolamento consiste no desenvolvimento da planta sem luz, o que
faz com que ndo haja formacdo de clorofila; o caule fica alongado e fino, as
folhas permanecem pequenas e rudimentares, os entrends alongam-se e a
coloragdo sera esbranquicada ou amarelada. As principais vantagens em se
trabalhar com plantas estioladas é que, alem dos entrends alongarem-se
acentuadamente, facilitando o desenvolvimento de gemas axilares, a taxa de
replicacdo e ou movimentacdo viral ndo acompanha o alongamento do apice.
Assim, esse explante tem maior possibilidade de estar livre de agentes
contaminantes (Guiaeducar, 2002).

Kiss et al. (1995) desenvolveram este método para a cultura do abacaxi
o0 qual consiste na elongacdo dos internddios pela utilizacdo de reguladores de
crescimento e posterior regeneracdo de plantulas, pelos cortes nodais. No escuro,
os internddios da planta se alongam, separando 0s nds que, normalmente, em
presenca de luz, permanecem préximos uns aos outros. Para fins de propagacéo,
a separacdo dos nés facilita o desenvolvimento de gemas axilares e a
manipulacdo de plantulas regeneradas.

A crescente ado¢do do método de estiolamento tem sido limitada pelo
habito de crescimento das plantas e pela baixa taxa de multiplicacdo, no entanto
0 uso de segmentos nodais estiolados para a micropropagacdo, mantendo-se a
estabilidade genética, foi demonstrada em: batata (Heszky & Nagy, 1987); alfafa
(Dudits et al., 1991), fumo (Maliga et al., 1975), gengibre (Arimura, 1997) e
abacaxi (Kiss et al., 1995; Pereira et al., 2001; S4 et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi obter a organogénese em brotos estiolados

de curaua utilizando reguladores de crescimento.
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MATERIAL E METODOS

Na fase I, avaliou-se a influéncia de ANA (&cido naftaleno acético), KIN
(cinetina) e GA; (acido giberélico) na inducéo de brotos estiolados. Como fonte
de explantes, foram utilizadas plantulas preestabelecidas in vitro de curaua que
estavam inoculadas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) sem regulador de
crescimento. Os brotos obtidos destas plantulas foram desfolhados
completamente e inoculados em 40mL de meio MS solidificado com émg/L de
agar, suplementado com 2,0mg/L de ANA no T1, 1,0mg/L de ANA+1,0mg/L de
GA;z; no T2, 1,0mg/L de ANA+1,0mg/L GAz+5mg/L KIN no T3 e 2,0mg/L
ANA+0,5mg/L KIN no T4. Quatro explantes foram inoculados em frascos de
12cm de altura e 5cm de didmetro (volume interno = 300mL), sob condiges
assépticas, com 15mL de volume de meio e incubados no escuro. O pH foi
ajustado para 5,7£0,1 antes da autoclavagem. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado (DIC), constituido de quatro tratamentos com dez
repeticdes (quatro explante/repeticdo) e duas parcelas. Aos 40 dias, avaliaram-
se; 0 niumero e 0 comprimento de brotos estiolados.

Na fase Il, avaliou-se a indugdo de plantulas nos brotos estiolados. Os
tratamentos foram os mesmos utilizados na fase | para cada um dos explantes
estudados na fase Il. Utilizaram-se os brotos estiolados como fonte de explante,
que foram divididos em parte apical, mediana (segmento nodal) e basal. Os
explantes individualizados foram cultivados separadamente em meio MS sem
regulador de crescimento, em frascos de 9,5cm de altura por 5,5cm de didmetro
(volume interno = 250mL.).

Em ambas as fases o programa utilizado para analise dos dados foi o

software statistica (SISVAR), tendo sido realizado a analise de variancia, com
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aplicacdo do teste F a 5% e as médias, analisadas pelo teste de Scott Knott a
5%.

Cultivo dos apices

Os épices individualizados foram cultivados em 15mL de meio MS
liquido sob agitacdo de 85rpm em mesa agitadora orbital. Aos 30 dias
avaliaram-se; 0 nimero e o comprimento médio das plantulas obtidas. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), constituido de

quatro tratamentos com duas repeticdes contendo 10 apices cada.

Cultivo dos segmentos nodais (mediana)

Quatro segmentos nodais contendo duas gemas axilares foram colocados
horizontalmente em 15mL de meio MS liquido sob agitacdo de 85rpm, em mesa
agitadora orbital. Aos 30 dias, avaliaram-se; 0 nimero e o comprimento médio
das plantulas obtidas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
(DIC), constituido de quatro tratamento com dez repeticbes (quatro

explante/repeticdo) e duas parcelas.

Cultivo da parte basal

A parte basal do broto estiolado foi inoculada novamente porém em
15mL de meio MS sdlido. Estas foram mantidas no escuro durante 30 dias.
Avaliaram-se, ap6s este periodo, 0 nimero e o comprimento dos brotos
estiolados. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC),
constituido de quatro tratamento com quatro repeticdes  (quatro

explante/repeticéo).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na fase I, verificou-se, pela anélise de variancia e o teste de Scott Knott,
que ndo houve diferenca significativa para nimero médio dos brotos estiolados
nos diferentes meios suplementados com regulador de crescimento. O
tratamento suplementado com ANA produziu 3,73 brotos; o suplementado com
ANA e GA; 3,73; o suplementado com ANA, GA; e KIN, 3,76 e o
suplementado com ANA e KIN, 4,10 brotos. Para a variavel comprimento médio
de brotos, houve diferenca significativa nos diferentes tratamentos. Naqueles em
que utilizaram-se ANA e ANA e GA; os tamanhos foram de 8,54 e 8,10cm,
respectivamente, diferenciando-se dos tratamentos que utilizaram ANA, GA;z e
KIN e ANA e KIN, que obtiveram tamanhos de 6,38 e 6,13cm, respectivamente
(Figura 1).

Em todos os tratamentos da fase I, os explantes regeneram-se em brotos
alongados, com coloracdo branca, folhas estioladas largas e grandes. Verificou-
se que partes dos brotos estiolados, como a base e as pontas das folhas,
permaneceram esverdeadas. Os brotos obtidos possuiam um nimero reduzido de
entrends, 0 que, conseqlientemente, diminui 0 nimero de gemas axilares. Os
entrends eram longos e sem a presenca de raizes (Figura 2 e 10-4).

Resultado semelhante foi verificado por Chu (1978, citado por Sigma,
1991). Apds 30 dias alguns segmentos se mantinham esverdeados na regido
nodal, e brancos, ao longo do segmento.

Também Barboza & Caldas (2001), trabalhando com abacaxizeiro
hibrido PE X SC-52, obtiveram, no tratamento com ANA, 1,86mg/L 1,5 broto
estiolado por explante com 5,5cm de altura, enquanto os tratamentos com AlA
1,75mg/L e sem regulador de crescimento formaram 1,4 e 1,5 brotos,

respectivamente, com 4,8cm de altura.
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Por outro lado, Praxedes et al.(2001), trabalhando com o estiolamento
de abacaxizeiro cv. Pérola em meio MS adicionado ou ndo de 5, 10, 15uM ANA
e AIA, verificaram que o estiolamento desta variedade ndo necessita de
aplicacdo exdgena de ANA e AIA. O tratamento sem regulador de crescimento
ndo apresentou diferenca estatistica quando comparado com os demais
tratamentos. Os maiores valores de brotos estiolados encontrados por eles foram
de 2,61; 2,44; 2,43; 2,28.
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*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott.

FIGURA 1- (A) Ndmero e (B) Comprimento médio de brotos estiolados de
curaud obtidos em diferentes concentragcbes de reguladores de
crescimento.T1 (2,0mg/L ANA), T2 (1,0mg/L ANA, 1,0mg/L GA3),
T3 (1,0mg/L ANA, 1,0mg/L GA; 0,5mg/L KIN) e T4 (2,0mg/L
ANA, 0,5mg/L KIN). Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 2- Brotos estiolados de curaua obtidos em diferentes concentragdes de
reguladores de crescimento. T1 (2,0mg/L ANA); T2 (1,0mg/L
ANA, 1,0mg/L GA3); T3 (1,0mg/L ANA, 1,0mg/L GAs, 0,5mg/L
KIN) e T4 (2,0mg/L ANA, 0,5mg/L KIN). Lavras, MG, 2006.

Utilizando diferentes partes dos brotos estiolados (fase 1), constatou-se
que fatores como a exposicdo a luz, induziram o desenvolvimento das gemas
axilares. As plantulas regeneradas tanto dos apices como dos segmentos nodais
(mediana), eram bem formadas, vigorosas e possuiam pouca inducéo de raizes.
Ao serem excisadas, as folhas eram rigidas, evidenciando a presenca de fibras
que podiam ser vistas a olho nu e eram brancas. Nao foi observado o
crescimento em forma de massagema (clusters) e nem a presenca de calos em
nenhum dos tratamentos. Por meio de observagfes visuais pode observar que
ndo ocorreu a presenca de nenhuma planta com alteragdes morfoldgicas
(Figura 10-7).

48



Cultivo dos épices

A retirada dos apices é feita para que se possa quebrar a dominancia
apical. Normalmente, os &pices sdo descartados. Este ensaio foi realizado para se
testar a possibilidade de se obter plantulas provenientes deste tipo de explante,
tendo, assim, o aproveitamento de todas as partes dos brotos estiolados.

Nem todos os apices dos brotos estiolados puderam ser utilizados por
estarem danificados (escurecidos).

N&o houve diferenca significativa para nimero e comprimento médio
de plantulas. Todos os apices estiolados regeneraram em plantulas. O tratamento
no qual os apices eram decorrentes do tratamento suplementado com ANA na
fase | produziu 18,50 plantulas; o tratamento decorrente do tratamento
suplementado com ANA e GAgz, 21,50; o do tratamento com ANA, GA; e KIN
12,66 e o decorrente do tratamento suplementado com ANA e KIN, 12,00
plantulas. Para a varidvel comprimento médio de brotos, os apices decorrentes
do tratamento suplementado com ANA cresceram 4,13cm, o suplementado com
ANA e GA; 3,36cm, o suplementado com ANA, GA; e KIN 4,90cm e o
suplementado com ANA e KIN 4,14cm (Figura 4; 10-7).

Embora ndo se tenham utilizado reguladores de crescimento nesta fase,
nota-se existir correlacdo dos reguladores utilizados na fase I. Considerando que
os reguladores de crescimento tém funcdes diferenciadas no explante e mesmo
dentro de cada grupo, ainda ha diferencas nas respostas morfolégicas, nota-se o
efeito satisfatorio nos resultados obtidos com os explantes decorrentes do
tratamento no qual se utilizou auxina (ANA) sozinha e no sinergismo com a
giberelina (GA3). Quando foi adicionado o grupo das citocininas, neste caso uma
cinetina, com um efeito mais de crescimento do que inducdo de brotacdes,
notou-se uma queda no ndmero de plantulas mas um aumento no comprimento

destas.
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FIGURA 4- (A) Numero e (B) Comprimento médio de plantulas de curaua
provenientes de apices estiolados. T1 (2,0mg/L ANA), T2 (1,0mg/L
ANA, 1,0mg/L GA3), T3 (1,0mg/L ANA, 1,0mg/L GAs;, 0,5mg/L
KIN) e T4 (2,0mg/L ANA, 0,5mg/L KIN). Lavras, MG, 2006.

Cultivo dos segmentos nodais (mediana)

Houve diferenca significativa quando avaliado o nimero de brotos.
Observou-se que todos os segmentos nodais estiolados induziram o crescimento
de plantulas. Houve uma maior inducdo das gemas axilares quando os explantes
foram obtidos com os explantes decorrentes dos tratamentos cujos meios foram
suplementados com ANA e GA; e com ANA, GA; e KIN, na fase I. Obteve-se
nimero médio de brotos de 3,91 e 3,66, respectivamente. Entretanto, quando o
meio foi suplementado com ANA e com ANA e KIN, houve uma menor
inducdo do namero de plantulas, com 2,85 e 2,69, respectivamente. Quanto ao
comprimento das plantulas, ndo houve diferencas significativas. O maior
comprimento médio foi obtido com os explantes decorrentes do tratamento
suplementado com ANA e GAgz, na fase I, 4,36cm, seguido pelo tratamento
suplementado com ANA, GAze KIN, 4,26¢cm, pelo tratamento obtido com ANA
3,91cm e pelo tratamento com ANA, GA; e KIN 3,74cm (Figuras 5 e 6)
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*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott.

FIGURA 5- (A) Numero e (B) Comprimento médio de plantulas de curaua
obtidas de segmentos nodais estiolados. T1 (2,0mg/L ANA), T2
(1,0mg/L ANA, 1,0mg/L GA3), T3 (1,0mg/L ANA, 1,0mg/L GA;,
0,5mg/L KIN) e T4 (2,0mg/L ANA, 0,5mg/L KIN). Lavras, MG,
2006.

FIGURA 6- Plantulas provenientes de segmentos nodais estiolados de curaua.
T1 (2,0mg/L ANA), T2 (1,0mg/L ANA, 1,0mg/L GAj), T3
(1,0mg/L ANA, 1,0mg/L GAs, 0,5mg/L KIN) e T4 (2,0mg/L
ANA, 0,5mg/L KIN). Lavras, MG, 2006.
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Acredita-se que, como os explantes utilizados foram cultivados em meio
de cultura suplementados com regulador de crescimento, as concentracGes
enddgenas dos explantes ajudaram na diferenciagdo das gemas axilares em
plantulas. Contudo, a capacidade de o0s explantes sobreviverem,
desenvolverem-se e multiplicarem-se é consequéncia de vérios fatores, como o
genético, o estado fisioldgico, as concentragBes endogenas de hormdnios nos
explantes e as condi¢bes ambientais do cultivo in vitro. Além disso, o uso de um
meio de cultura apropriado para cada fase do cultivo é condicdo bésica, devendo
este meio proporcionar os nutrientes necessarios ao metabolismo das células
vegetais em cultivo para o crescimento e a diferenciacdo dos tecidos (Pereira &
Fontes 2003; Kozay et al., 1997).

Embora economicamente interessante, a ndo utilizagdo de reguladores
de crescimento necessita de ensaios especificos imprescindiveis para induzir a
resposta esperada. Segundo Pinto & Pasqual (1990), certos tecidos sintetizam as
quantidades de reguladores que necessitam, enquanto outros sdo totalmente
dependentes da adigdo exégena. Argollo & Shepherd (1997) também
comprovaram isso por meio de seus estudos, quando, utilizando &pices
caulinares de Artemisia annua, conseguiram a obtencdo de um grande ndmero

de plantas bem desenvolvidas em meio MS basico.

Salen & Shepherd (1997) obtiveram resultados semelhantes ao
induzirem o desenvolvimento de plantulas de Clusia nemorosa; ocorreu o
mesmo em estudos com plantulas de Ipomoea batatas, nas quais se obteve a
melhor resposta no crescimento e no desenvolvimento das mesmas, quando se

utilizava o meio MS sem regulador de crescimento (Martins, 1997).
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Cultivo da parte basal

N&o houve diferenca significativa para nimero e comprimento médio de
brotos estiolados. Todas as bases reutilizadas regeneraram novamente em brotos
estiolados. Assim como os &pices, as bases dos brotos estiolados sdo
descartadas. A possibilidade de reaproveita-las aumenta a capacidade de se ter
um namero maior de plantulas provenientes de um mesmo explante, sem ter que
fazer um novo estabelecimento. Embora ndo tenha sido detectada diferenca
significativa entre os tratamentos, verificou-se que os brotos estiolados nesta
fase possuiam um namero grande de entrenés que, conseqiientemente,
apresentavam um grande nimero de gemas axilares. Eram alongados, com
coloracédo branca e folhas pequenas (Figura 7). O tratamento decorrente do meio
suplementado com ANA na fase | produziu 7,00 brotos estiolados; o decorrente
do meio suplementado com ANA e GAs; 6,83; o decorrente do meio
suplementado com ANA, GA;ze KIN, 6,80 e o decorrente do meio suplementado
com ANA e KIN, 5,80 (Figura 8 e 10-7). Para a variavel comprimento médio de
brotos, o tratamento decorrente do meio suplementado com ANA cresceu
12,65cm, o decorrente do meio suplementado com ANA e GAs;, 11,34cm, o
decorrente do meio suplementado com ANA, GA; e KIN, 11,79cm e o

decorrente do meio suplementado com ANA e KIN, 10,21cm (Figuras 8 e 10-7).
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FIGURA 7- Brotos estiolados de curaua provenientes da base. T1 (ANA), T2
(ANA, GA3), T3 (ANA, GA;3, KIN) e T4 (ANA, KIN). Lavras, MG,
2006.
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*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott.

FIGURA 8- (A) Nimero e (B) Comprimento médio de brotos estiolados de
curaud provenientes da base. T1 (ANA), T2 (ANA, GAy), T3
(ANA, GA;3, KIN) e T4 (ANA, KIN). Lavras, MG, 2006.
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Os brotos estiolados desta fase foram excisados separando o apice,
segmento e base que foram utilizados como fonte de explante. Cultivados
separadamente em meio MS sem regulador de crescimento, verificou-se que

todos os explantes regeneraram em plantulas (Figura 9 e 10-8).

FIGURA 9- Plantulas provenientes de segmentos nodais estiolados obtidas do
cultivo de base de curaua. Lavras, MG, 2006.
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CONCLUSOES

Explantes de curaud cultivados em meio MS adicionado de ANA, GA;,
KIN regeneram brotos estiolados.

Bases de brotos estiolados podem ser utilizadas mais de uma vez no
processo de multiplicacéo.

Apices, segmentos nodais e parte basal de brotos estiolados regeneram
plantulas de curaua.

No meio MS sem regulador de crescimento, regeneram-se plantulas a

partir de brotos estiolados.
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CARACTERES ANATOMICOS DE FIBRAS FOLIARES DE
PLANTULAS DE CURAUA PROPAGADAS IN VITRO

Flavia Dionisio Pereira’; José Eduardo Brasil P. Pinto?; Luciana Domiciano
Silva Rosado®; Daniel Melo de Castro*; Helen Cristina de Arruda
Rodrigues®; Luiz Alberto Beijo®; Osmar Alves Lameira®. ‘Doutoranda, DAG,
UFLA,; ?Orientador, DAG, UFLA; °DAG, UFLA; “DBI, UFLA; °DEX, UFLA;
SEMBRAPA, CPATU. Financiado pelo CNPq. C.P. 3037; Lavras, MG, Brasil.
E-mail: flaviad@ufla.br.

Preparado de acordo com as normas da revista: Acta Scientiarum

O curaud [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] é uma espécie
com grande potencial de utilizacdo na induUstria automobilistica, devido a sua
resisténcia, maciez e peso reduzido. O objetivo deste trabalho foi comparar
fibras presentes em plantulas de curaua cultivadas in vitro, advindas ou ndo do
estiolamento, bem como contribuir para a descri¢do anatdmica das folhas. Foram
comparadas plantulas de curaua produzidas in vitro, pelo método convencional
(T1) e pelo método de estiolamento (T2). Nos cortes transversais, 0s feixes de
fibras associadas e ndo as nervuras foram contados e tiveram os didmetros
medidos. O nimero e o didmetro dos feixes de fibras associadas ou ndo as
nervuras foram superiores no (T1). Este tratamento produziu 23,7 fibras ndo
associadas as nervuras, enquanto que o (T2) produziu 14,3, e nas fibras
associadas as nervuras, 0 (T1) produziu 14,6 e o (T2) produziu 11,3. No
didmetro das fibras associadas as nervuras em (T1) obteve-se 61,61um e em
(T2), 53,17um. Para o didmetro das fibras ndo associadas as nervuras, nao houve
diferenca significativa: em (T1) obteve-se 35,89um e em (T2) de 34,29um.
Quanto &s caracteristicas anatdmicas, as maiores diferencas visuais foi
constatado no volume do clorénquima e do parénquima aquifero, que foram
maiores no (T2). Portanto, plantulas de curaua cultivadas in vitro obtidas de
brotos ndo estiolados possuem a tendéncia de produzir mais fibras.

Palavras chaves: Ananas erectifolius, anatomia foliar, brotos estiolados.

Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto.
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ABSTRACT

ANATOMICAL CHARACTERES OF CURAUA LEAVES FIBERS
FROM PLANTLETS IN VITRO PROPAGATION

Flavia Dionisio Pereira’; José Eduardo Brasil P. Pinto?; Luciana Domiciano
Silva Rosado®; Daniel Melo de Castro*, Helen Cristina de Arruda
Rodrigues®; Luiz Alberto Beijo® Osmar Alves Lameira®. ‘Doutoranda, DAG,
UFLA,; ?Orientador, DAG, UFLA; °DAG, UFLA; ‘DEX, UFLA; (EMBRAPA,
CPATU. Financiado pelo CNPg. C.P. 3037; Lavras, MG, Brasil. E-mail:
flaviad@ufla.br.

Curaud [Ananas erectifolius (L.B.Sm) — Bromeliaceae] it is species that
has been rising with great potencial in the car manufacture, due to its resistency,
softeness and reduced weight. The purpose of this study was to verify the
presence of fibers in curaud plantlet cultured in vitro from or not from
elongation as well as to contribute for anatomical leaves description. Curaua
plantlet produced in vitro were compared, by the conventional method (T1) and
by the elongation method (T2). In the transversal cuts, fibers bundle related or
not to the nervure, were counted and fibers bundle diameters measured. The
number and fibers bundle diameter related or not to vein were superior in (T1)
that produced 23,7 fibers not related to vein while in (T2) produced 14.3. The
related fibers to vein (T1) produced 14.6 and (T2) 11.3. As for fibers diameter
related to vein (T1) obtained 61.61um and (T2) 53.17um. For the fibers
diameter not related to vein, there was no significative difference (T1) obtained
35.89um and (T2) 34.29 um. For anatomical characteristics, higher visual
differences are in the chlorenchyma volume and in the aquiferus parenchyma
that were higher in (T2). Therefore, curaud’s plantlet cultured in vitro from
elongation shoots tend to produce more fibers.

Key words: Ananas erectifolius, leaf anatomy; elongation shoots.

Major Professor: José Eduardo Brasil Pereira Pinto.
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INTRODUCAO

O mercado de fibras naturais no Brasil representa cerca de 1 milhdo de
empregos em areas economicamente deprimidas. O surgimento de novos
materiais ecolégicos cria uma perspectiva de melhoria da qualidade de vida dos
pequenos produtores que ocupam estas areas. O curaud (Ananas erectifolius) é
uma bromeliaceae que desponta como sucedaneo na fabricacdo de cordas, sacos
e utensilios domésticos. Recentes, estudos garantem o seu grande potencial de
utilizacdo na indudstria automobilistica, devido a sua resisténcia, maciez e peso
reduzido. A espécie é nativa e rastica, ainda pouco conhecida e estudada. A
planta é caracteristica da Amazlnia paraense, cresce até em solo arenoso e
pouco fértil chegando a atingir entre um metro e um metro e meio de altura.
Cada planta produz entre 12 e 15 folhas, das quais sdo extraidos cerca de 2
quilos de fibra (Ramalho, 2005; Rocha & Gheler Junior, 2003).

A crescente demanda de fibras do curaua por grupos empresariais o
torna uma espécie estratégica, criando perspectivas socioambientais do seu uso.
O grande problema é que ndo ha suprimento suficiente de matéria-prima para
atender a industria automobilistica, que pretende substituir a fibra de vidro pelo
curaua na fabricacdo de pegas como para-choque, painel e friso de carros de
passeio e de transporte (Ramalho, 2005; Silva, 2004).

Pouco se sabe sobre a anatomia de 6rgdos vegetativos de plantulas
micropropagadas, como sdo afetadas pelas condi¢cGes ambientais de cultivo ou
como a anatomia de plantas transplantadas é modificada durante a aclimatizagéo
antes de serem levadas para ambientes de campo. Freqiientemente, estes tipos de
pléntulas sdo afetadas por excessiva presenca de fatores do meio de cultura que
conduzem a degeneracdo metabolica e morfologica. A propagacdo em massa

depende da suplementacdo de carboidratos como fonte de energia para o
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estabelecimento dos explantes, bem como para os estadios sucessivos de
multiplicacdo. No entanto, o ambiente in vitro afeta a morfogénese dos explantes
levando, algumas vezes, a conseqliéncias negativas para o crescimento e ao
desenvolvimento das culturas, comprometendo, assim, a obtencdo de taxas de
estabelecimento e de multiplicagdo satisfatdrias (Campostrini & Otoni 1996;
Ziv, 1986).

A anatomia interna e a ultra-estrutura das plantas regeneradas in vitro
sdo, geralmente, diferentes daquelas crescidas em casa de vegetacdo ou em
campo (Wetzstein & Sommer, 1981). Comparativamente as plantas
desenvolvidas in vivo, em geral, apresentam-se pouco lignificadas, com células
de paredes pouco espessadas, com abundancia de espacos intercelulares, sistema
vascular pouco desenvolvido e reduzida quantidade de tecidos de sustentagdo
(esclerénquima e colénquima) (Donnelly et al., 1985), sujeitos a desordens
morfoldgicas e fisiologicas (Kozai et al., 1995; Ziv, 1986).

Estudos histoldgicos demonstram que a excessiva perda de agua, que
contribui para a dessecacdo das mudas apds transferéncia, tem sido atribuida a
diversas anormalidades induzidas pelas condices in vitro, como pobre formagao
de céra epicuticular, aliada a alteragdo na composicao quimica das ceras, com 0
aumento na proporcdo de componentes hidrofébicos; deficiéncia no mecanismo
de fechamento estomatico; aumento na frequéncia de estdmatos; localizacéo
mais superficial dos estdbmatos na epiderme da folha e reduzida diferenciacéo do
mesofilo das folhas com alta proporcdo de espacos intercelulares (Campostrini
& Otoni 1996; Kozai et al., 1995).

Gavilanes (1981) relata que pesquisas de anatomia foliar podem
conduzir a solugbes para problemas relacionados com a multiplicagéo,
melhoramento e cultura dos vegetais. Plantas que eventualmente possam vir a
apresentar interesses econdmicos carecem de pesquisas dessa natureza, como é o

caso do curaua.
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O objetivo deste trabalho foi comparar as fibras existentes em plantulas
de curaua cultivadas in vitro por dois métodos de propagacdo, bem como
contribuir com a descricdo anatdmica de seus tecidos, fornecendo subsidios para

o melhor conhecimento da anatomia da espécie.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi feito por meio de dois tratamentos. No tratamento 1
(T1), pléntulas de curaua foram produzidas in vitro pelo método convencional de
micropropagacdo; no tratamento 2 (T2), as plantulas foram obtidas pelo método

de estiolamento in vitro.

Tratamento (1): Método convencional de micropropagacéo

As pléantulas produzidas por este método foram obtidas de gemas
axilares provenientes de plantas matrizes. As gemas axilares foram excisadas e
inoculadas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) liquido sem regulador de
crescimento. As plantulas foram repicadas no mesmo meio de estabelecimento e
permaneceram por 60 dias incubadas a 26+1°C em fotoperiodo de 16 horas de
luz sob intensidade luminosa de 25umol m? s™. Quando as plantulas atingiram
comprimento médio de aproximadamente 10cm, foram retiradas para as analises

anatomicas.

Tratamento (2): Método de estiolamento

Utilizaram-se plantulas de curaud preestabelecidas in vitro que estavam

inoculadas em meio MS sem regulador de crescimento. Selecionaram-se as
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plantulas e os brotos obtidos destas foram desfolhados completamente. Estes
brotos foram cultivados em meio MS s6lido, com 50mL de meio suplementado
com 1,86mg/L de ANA. Mantidos em sala de crescimento os explantes foram
incubados a 26+1°C no escuro. Apds 40 dias, removeram-se 0 apice e o sistema
radicular dos brotos estiolados, que foram colocados horizontalmente em frascos
com meio MS liquido sob agitacdo de 85rpm em mesa agitadora orbital. Os
brotos estiolados foram incubados a 26+1°C, em fotoperiodo de 16 horas luz sob
intensidade luminosa de 25umol m? s™. Aos 60 dias, as plantulas ja estavam
bem formadas e, assim que atingiram comprimento médio de aproximadamente

10cm, foram também retiradas para as analises anatdmicas.

Estudos anatdmicos: Cortes transversais

Foram retiradas amostras da por¢do mediana do limbo de folhas
maduras provenientes dos tratamentos descritos anteriormente. As folhas de
curaua foram entdo, colocadas para fixagdo em F.A.A (50%) durante 120 horas
(5 dias) sendo posteriormente conservadas em alcool etilico 70%. Em seguida,
retirou-se um segmento da folha, incluindo nervura mediana e um dos lados do
limbo foliar. Esse segmento foi incluido em historesina (Leica Historesina,
Embeedding Kit). Os cortes transversais com espessura de 12um, foram
realizados em micrétomo rotativo automético (Leica 2045, Multicut) e

distendidos em laminas de vidro.
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Coloracgéo

As laminas contendo os cortes de curauad foram coradas com azul de
toluidina por 15 segundos. O excesso do corante foi retirado com agua, sendo,

depois, utilizado Permount para montar as laminas permanentes.

Determinacéo das variaveis

Nos cortes transversais foram realizadas as contagens dos feixes de
fibras em toda a extensdo da folha, sendo contados os feixes de fibras associadas
as nervuras (FAN) e fibras ndo associadas as nervuras (FNAN).

Foi também medido o diametro das (FAN) e das (FNAN), tomando-se
como base 0s sete primeiros feixes ao lado da nervura mediana.

As medictes foram realizadas utilizando-se ocular micrometrada aferida
com lamina micrometrada, em cinco cortes por repeticdo, sendo utilizados dois
tratamentos com quatro repeticdes. Os valores foram submetidos a analise de
variancia e ao teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade. Todas as medicdes e
contagens, assim como o registro fotografico das laminas, foi realizado em

fotomicroscopio Olympus modelo BX-60.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a viabilidade de multiplicacdo das plantulas in vitro, os tratamentos
utilizados produziram plantulas bem formadas, vigorosas, com a coloracao
verde-escura caracteristica das plantas matrizes. Eram rigidas ao serem
excisadas, devido a presenca das fibras nas folhas que tinham a coloracédo

branca, podendo-se observa-las a olho nu.
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Houve diferenca significativa nos feixes de fibras associadas as nervuras e
ndo associadas as nervuras. O tratamento no qual as plantulas foram obtidas pelo
método convencional foi superior nas duas variaveis estudadas, o que era
previsto, tendo em vista que, no processo de estiolamento, a regeneragdo das
gemas axilares dos brotos estiolados em plantulas é mais demorada e ocorre
gradativamente, a medida em que é exposta a luz. O tratamento convencional
produziu 23,7 feixes de fibras ndo associadas as nervuras e o tratamento no qual
foi adotado o método de estiolamento produziu 14,3. Para a variavel fibras
associadas as nervuras, 0 método convencional produziu 14,6 feixes de fibras e 0
método de estiolamento produziu 11,3 (Figura 1).

Quanto ao diametro dos feixes de fibras associadas as nervuras também
ocorreu diferenca significativa e, assim como para a varidvel nimero de feixes
de fibras o T1, que utilizou 0 método convencional, foi superior ao T2, que
utilizou o método de estiolamento. O didmetro obtido em T1 foi de 61,61um e
em T2 de 53,17um. J& para o didmetro dos feixes de fibras ndo associadas as
nervuras ndo houve diferenga significativa; em T1 obteve-se 35,89um e em T2,
34,29um (Figura 2).

Quando verificado os valores totais dos nimeros de feixes de fibras e o
didmetro delas verificou-se que houve diferencas significativas. O método
convencional, T1, foi superior ao método de estiolamento, T2, nas duas
variaveis. O nimero total de feixes de fibras no T1 foi de 40,72 e no T2 de
28,50. Quanto ao didmetro total o T1 obteve 171,66pum e o T2 139,71pum
(Figura 1l e 2).

Conforme os resultados obtidos, o estiolamento causa reducdo nos feixes de
fibras das mudas produzidas, tanto no nimero quanto no didmetro dos feixes.
Entretanto, ndo se pode afirmar que esta reducdo ird determinar também a
reducdo das fibras nas plantas terminadas, sendo necessario que se realizem

estudos semelhantes em plantas produtivas, no campo. Isto porque a capacidade
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de recuperacdo de plantas produzidas in vitro na fase de aclimatizacdo e no
campo é grande e é observada em diversas espécie, como, por exemplo,
Lychnophora pinaster (Souza, 2003), Fragaria x ananassa (Calvete et al, 2005),
Brosimum graudichaudii (Fideles, 1998) e Tridax procumbens (Cerqueira,
1999).

MmT1ET2

50 -~

NUmero de feixes de fibras

FAN FNAN TOTAL

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferementre si pelo teste de Scott Knott.

FIGURA 1- Numero médio de fibras associadas as nervuras (FAN), nao
associadas as nervuras (FNAN) e numero total de fibras
(TOTAL). T1. Plantulas obtidas pelo método convencional e T2.
Plantulas obtidas pelo método de estiolamento. Lavras, MG, 2006.
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*Médias seguidas de mesma letra ndo diferementre si pelo teste de Scott Knott.

FIGURA 2- Diametro médio de fibras associadas as nervuras (FAN), nao
associadas as nervuras (FNAN) e numero total de fibras
(TOTAL). T1. Plantulas obtidas pelo método convencional e T2.
Plantulas obtidas pelo método de estiolamento. Lavras, MG, 2006.

Quanto as caracteristicas anatdbmicas, tanto no tratamento que utilizou o
método convencional (T1) como no que utilizou o método de estiolamento (T2)
pode-se constatar que todas as folhas estudadas sdo revestidas por epiderme
unisseriada. Observa-se cuticula relativamente espessa. O mesofilo é
homogéneo, com células isodiamétricas a ovaladas. (Figuras 3.1-2).

As folhas sdo hipoestométicas e os estdmatos se fecham um pouco
acima do nivel das células epidérmicas. Esta Gltima caracteristica se deve,
provavelmente, ao ambiente de cultivo das plantulas, in vitro, no qual existe

agua em abundancia (Figura 3.3-4).
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Abaixo da epiderme, nas duas superficies foliares, observa-se a
ocorréncia de uma provavel hipoderme, mais desenvolvida na face adaxial, e
constituida por uma camada de células bastante distintas. Abaixo da hipoderme,
na face adaxial, nota-se a presenca de parénquima aquifero, formado por uma a
duas camadas de células grandes, com paredes delgadas (Figura 3. 5-6). Nota-se,
ainda, nas células desse tecido, que as paredes possuem algumas deformacdes
que ocorrem, provavelmente, devido a pouca resisténcia mecanica dessas
paredes, uma vez que plantulas originadas de cultivo in vitro possuem,
geralmente, células com paredes mais delgadas. Alia-se a este o fato das células
gue compdem esse tecido serem grandes e com paredes muito extensas o que,
por si, ja causa certa reducdo na resisténcia mecanica de tecidos parénquimas
aquiferos (Figura 4).

Este resultado estd de acordo com o obtido por Tomlinson (1969)
quando estudou outros representantes da familia. Segundo este autor, este tecido,
mais desenvolvido na face adaxial, é constituido por varias camadas celulares;
dependendo da forma e do grau de espessamento parietal, ele pode ser
reconhecido como um tecido mecénico ou armazenador de &gua (aquifero).
Aoyama & Sajo (2003), estudando espécies de bromélias, também observaram
semelhante ocorréncia, a qual denominaram de hipoderme aqliifera em
Ronnbergia brasilienseis e Ronnbergia neoregelioides.

Embora seja necessario estudo mais aprofundado, acredita-se que, em
curaud, o tecido parenquimatico abaixo da hipoderme na superficie adaxial seja
armazenador de dgua. Estudos ontogénicos sdo necessarios para que se saiba se
o tecido descrito pode ser denominado de hipoderme aquifera.

O mesofilo é formado por parénquima clorofiliano do tipo homogéneo.
As células apresentam didmetro variavel. Ao se realizar uma analise visual,
parece que, nas plantulas nao estioladas, as células do clorénquima sdo menos

volumosas quando comparadas com as células das plantas estioladas (Figura 4.
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7-8). Embora ndo tenha sido feito testes histoquimicos, verifica-se presenca de
contetdo celular, possivelmente cloroplastideos, situados em ambos os
tratamentos, sendo visivelmente maior a presenca destes no tratamento 1 (Figura
4.7-8).

Pdde ser observado que as nervuras tém um arranjo colateral e ha grupos
de fibras formando feixes, sendo comum aos dois tipos de fibras, associadas ou
ndo as nervuras, a ocorréncia de calotas de células envolvendo-as. As fibras néo
associadas as nervuras apresentavam-se dispersas no mesofilo, mas préximas a
superficie abaxial e adaxial (Figura 4. 7-8). As fibras das nervuras sdo mais
abundantes, principalmente proximas ao floema (Figura 4. 7-8).

Analisando-se os caracteres foliares estudados, nota-se que as estruturas
desenvolvidas em pléntulas de curaud no método convencional e no método de
estiolado apresentam organizacfes anatdmicas semelhantes (Figuras 3 e 4).
Visualmente, as maiores diferencas estdo no volume do clorénquima e do
parénquima aqifero, que sdo maiores no método de estiolamento (Tabela 1).
Provavelmente, este pode ter sido um mecanismo de defesa encontrado para que
as plantas submetidas ao método de estiolamento pudessem desenvolver melhor
nas condicBGes impostas, que eram mais severas que as do método convencional.
Faz-se necessario, porém, o desenvolvimento de estudos complementares,

necessarios para comprovar tal hipotese.
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TABELA 1. Aspectos anatdbmicos observados em cortes transversais de folhas
de curaud (Ananas erectifolius). T1. plantulas propagadas pelo
método convencional e T2. plantulas propagadas pelo método de
estiolamento. Lavras, MG, 2006.

Estruturas anatémicas T1 T2
Aspecto visual volume do Parénquima + ++
Aspecto visual volume do clorénquima + ++
Numero de fibras FNAN* ++
NUmero de fibras FAN** ++
Diadmetro FNAN ++ ++
Diametro FAFN ++ +

* feixes de fibras ndo associadas as nervuras.
** feixes de fibras associadas as nervuras.

+grau de desenvolvimento.
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FIGURA 3- Secgdes transversais. 1. Ananas erectifolius: superficie adaxial da
epiderme (seta), mostrando cuticula (cabeca de seta) (T2). 2. (T1). 3.
Estdmatos (et) localizados abaixo do nivel das demais células
epidérmicas com camara subestomatica e agrupamentos de fibras
(cabecas de seta) (T2). 4. (T1). 5. Parénquima agquifero (pa) (seta),
calotas de células com paredes espessadas adjacentes ao xilema e ao
floema e aos grupos de fibras (setas 2), clorénquima (col) situado
entre as hipodermes (cabeca de seta) (T2). 6. (T1). Barra= 10um.
Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 4- Seccdes transversais. 7. Ananas erectifolius: Hipoderme aqtifera
bastante desenvolvida (ha) (seta), tecido fotossintetizante, grupos de
fibras (fb), calotas de células com paredes espessadas adjacentes ao
xilema e ao floema e aos grupos de fibras (setas 2) (T2). 8. (T1).
Barra= 10um. Lavras, MG, 2006.
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CONCLUSOES

Plantulas produzidas in vitro pelo método convencional produzem mais
feixes de fibras e com didmetro maior do que aquelas obtidas pelo método de
estiolamento.

Os volumes do clorénquima e do parénquima aqlifero apresentam-se

visualmente maiores em plantulas obtidas pelo método de estiolamento.
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