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RESUMO

BRAGA, Francyane Tavares. Silicio, luz e substrato na micropropagacéo de
abacaxizeiro [Ananas comosus (L.) Merr ‘Gomo de Mel’]. 2009. 95p. Tese
(Doutorado em Agronomia. Fitotecnia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG. "

O presente trabalho teve por objetivo avaliar fontes de silicatos, luz
natural, componente alternativo ao 4&gar e substratos eficientes na
micropropagacdo de abacaxizeiro Gomo de Mel por meio de anélises
fitotécnicas e anatdmicas. Para isso, promoveu-se o estiolamento in vitro de
brotos de abacaxizeiro utilizando meio MS bésico testando diferentes
concentracfes de ANA e GA;. Avaliou-se a regeneragdo de brotos estiolados em
diferentes ambientes de luz: 1) sala de crescimento e 2) casa de vegetacao e trés
regides do broto estiolado como fonte de explante: 1) apice; 2) meio e 3) base.
Para multiplicacdo de abacaxizeiro in vitro, testaram-se duas fontes de silicios:
silicato de célcio e silicato de potéssio na concetragdo de 1,0 g.L™ adicionados
ao meio MS. Para o enraizamento in vitro avaliaram-se ambientes de luz: sala de
crescimento e casa de vegetacdo e dois suportes fisicos: 4gar a 6 g.L* e
vermiculita a 15 g.L™" em meio MS liquido. Quatro substratos diferentes foram
testados durante o processo de aclimatizacdo: areia+xaxim+himus; plantmax;
vermiculita e plantmax+vermiculita. Ap6s 60 dias de cultivo foram avaliados
parametros biométricos e anatdmicos para todos os experimentos avaliados com
excecdo para inducdo ao estiolamento. Maior nimero de brotos estiolados ocorre
guando se adiciona ao meio 6,5 UM de GA; combinado a 20 uM de ANA.
Auséncia de ANA e 13 uM GA; promove maior comprimento de parte aérea e
nlmero de raizes. Ja adicdo de 20 uM ANA + 6,5 UM GA; proporciona maior
namero de entren6s. Para regeneracao in vitro, maior nimero de brotos e massa
fresca foi obtido em ambiente de luz artificial independente do tipo de explante.
Ja para espessura dos tecidos do limbo foliar, o ambiente de luz natural
promoveu as maiores espessuras. Luz natural e regido basal do explante
estiolado promoveram maior nimero de estdmatos/mm?’ e diametro polar e
equatorial. Na multiplicacdo in vitro avaliando fontes de silicio, maior nimero
de brotos, massa fresca e seca foram observados quando se adicionou ao meio
silicato de potassio. Adicdo de silicato de potdssio ao meio MS proporciona
maiores espessuras dos tecidos do mesofilo foliar, maior nimero de estdmatos,
bem como maior didmetros polar e equatorial dos mesmos. O uso do substrato
vermiculita em luz artificial apresentou melhores resultados para todas as
variaveis. Para as caracteristicas anatdmicas, maiores espessuras dos tecidos do
limbo foliar foram verificadas quando se utilizou vermiculita e luz natural, sendo



que, para o uso de agar, também houve aumento das espessuras somente quando
utilizou-se o ambiente de luz natural. Quanto ao nimero de estdmatos/mm? néo
houve diferenca significativa para os tratamentos, maior didmetro polar e
equatorial foi observado em estdmatos de folhas cultivadas em luz artificial e
vermiculita e luz natural e vermiculita respectivamente. Durante o proecesso de
aclimatizacdo o uso do substrato vermiculita foi o recomendado para o cultivar
‘Gomo de Mel’ apresentando boas caracteristicas de crescimento e diferenciacéo
dos tecidos.

“Comité Orientador: Dr. Moacir Pasqual — UFLA. (Orientador), Dr. Evaristo
Mauro de Castro — UFLA. (Co-orientador).



ABSTRACT

BRAGA, Francyane Tavares. Silicium, light and substrate in the pineapple
[Ananas comosus (L.) Merr ‘Gomo de Mel’] micropropagation. 2009. 95p.
Thesis (Doctorate in Agronomy/Crop Science) - Federal University of Lavras,
Lavras, MG.

The present work aimed to evaluate silicate sources, natural light,
alternative component to the agar and efficient substrates in the
micropropagation of pineapple ‘Gomo de Mel’ through developmental and
anatomical analyses. The pineapple shoots etiolating was promoted in vitro
using the MS medium testing different concentrations of ANA and GA;. It was
evaluated the etiolated shoots regeneration in different light environments: 1)
growth room and 2) greenhouse and three regions of the etiolated shoot as
explants source: 1) apical; 2) medium and 3) basal. Calcium silicate and
potassium silicate in the dosage of 1,0 g.L™ added to the MS medium were
tested to the pineapple multiplication in vitro. To the in vitro rooting it was
evaluated light environmental: growth room and greenhouse and two physical
supports: agar 6 g.L™ and vermiculite 15 g.L™" in liquid MS medium. Four
different substrates were tested during the acclimatization process: send + fern
tree fiber + humus; Plantmax®; vermiculite and Plantmax® + vermiculite. After
60 days, biometrics and anatomical parameters were evaluated in all the
experiments excepted for the etiolating induction experiment. Bigger number of
etiolated shoots occurs when is added to the medium 6.5uM of GA; combined
with 20 uM of ANA. Absence of ANA and 13 uM of GA; promotes greater
length of aerial part and number of roots. The addition of 20 uM ANA + 6,5 uM
GA:; provides greater number of internodes. For the in vitro regeneration, the
greater number of shoots and fresh mass was obtained in artificial light
environment independent of the explants type. To the foliar limb tissues
thickness the natural light environment promoted the biggest thicknesses.
Natural light and the basal region of the etiolated explants promoted greater
number of stomatas/mm2 and polar and equatorial diameter. In the in vitro
multiplication, evaluating silicon sources, greater number of shoots, fresh and
dry mass was observed when potassium silicate was added to the medium. The
addition of potassium silicate to the medium MS provides bigger thicknesses of
the foliar mesophyll, bigger number of stomata, as well as, greater polar and
equatorial diameters. The use of the vermiculite substrate in artificial light
presented better results for all variables. Bigger thicknesses of the foliar limb
tissues was verified with the use of vermiculite and natural light, being that, to
the agar use, it also increased the thicknesses only when the natural light
environment was used. Deal with the number of stomatas/mm? it did not have
significant difference between treatments, greater polar and equatorial diameter



was observed in stomatas of leaves cultivated in artificial light and vermiculite
and natural light and vermiculite respectively. During acclimatization process
the use of vermiculite substrate was the recommended to ‘Gomo de Mel’
presenting good characteristics of growth and tissues differentiation.

"Guidance Committee: Dr. Moacir Pasqual — UFLA (Adviser), Dr.

Evaristo Mauro de Castro — UFLA (Co-
Adviser).



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

O abacaxi é uma fruta tropical apreciada mundialmente pelo seu aroma e
sabor acentuados, além de apresentar propriedades medicinais, alto valor
nutritivo, sendo principalmente rico em vitaminas e sais minerais.

O Brasil é o segundo produtor mundial de abacaxi (1,75 milhdo de
toneladas em 79.809 hectares plantados) (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatisticas - IBGE, 2009). Existem, portanto, amplas possibilidades de
expansdo da abacaxicultura no pais, porém, o maior problema da cultura é a alta
susceptibilidade a patdgenos, sendo a fusariose observada nos principais
cultivares, inclusive o ‘Gomo de Mel’ (Fraguas, 2006).

Como essa doenca se dissemina através de mudas contaminadas, pode-se
afirmar que o primeiro passo para 0 sucesso da cultura é a aquisicdo de mudas
sadias, no qual a cultura de tecidos surge como técnica a atender essa
necessidade.

O uso do cultivo in vitro tem sido aceito em numerosas areas da
agricultura  comercial, especialmente com frutiferas tropicais. A
micropropagacdo € uma técnica da cultura de tecidos que visa propagar
rapidamente plantas isentas de virus, a partir de meristemas, independente da
época do ano, além de requerer pequeno espaco fisico (Torres et al., 2001).

Em escala comercial, a micropropagacao ja é realidade em diversas areas
no mundo. No Brasil, a principal limitacdo para 0 maior acesso dos produtores a
essas mudas € o elevado custo deste tipo de material propagativo, que é superior
ao das mudas convencionais (Dignart et al., 2009; Rocha et al., 2007), bem
como o estabelecimento de protocolos adequados e vidveis economicamente.

Dentre os fatores que afetam a cultura de tecidos a composi¢do do meio e
0 ambiente de cultivo aparecem como fundamentais para o sucesso do cultivo in

vitro.



O meio de cultura tem importante fungdo nas respostas de crescimento de
células e tecidos. Plantas ou explantes cultivados in vitro tém exigéncias
nutricionais especificas. De acordo com Torres et al. (2001), os meios de cultura
podem ser ainda modificados conforme a necessidade de cada tipo de explante e
a espécie com a qual se esteja trabalhando.

Por ndo ser considerado um elemento essencial as plantas, o silicio (Si)
ndo tem sido muito estudado na micropropagacdo. Contudo, do ponto de vista
fisioldgico, este elemento tem demonstrado efeito benéfico sobre o aumento de
producéo de diversas culturas (Gomes et al., 2008). Segundo o autor, acredita-se
que ele possa interferir na arquitetura das plantas, favorecendo a fotossintese, ao
proporcionar folhas mais eretas, o que significa maior eficiéncia fotossintética.

O silicio tende a acumular-se nas folhas, onde forma uma barreira
protetora e regula a perda de agua da planta por evapotranspiracao, o que auxilia
0 processo de aclimatizagdo das plantas micropropagadas, pois, ao serem
transferidas para o ambiente ex vitro, a principal causa de mortalidade durante
esse processo € devido a perda de agua, pela baixa funcionalidade dos estdmatos
e delgada camada de cera epicuticular (Silva, 2007).

O enraizamento in vitro é uma etapa importante da micropropagacéo e é
realizada em meio nutritivo contendo &gar geleificado, porém, o sistema
radicular emitido em meio com esse suporte €, em geral, pouco ramificado,
quebradico e com poucos pélos radiculares (Hoffmann et al., 2001), o que
acarretard dificuldades durante o processo de aclimatizacao.

O uso de substratos alternativos para enraizamento ja foi testado em
diversos trabalhos e pode ser Util em sistemas intensivos de micropropagacéo
(Martinéz-Hernandez et al., 2006; Leite et al., 2002; Hoffmann et al., 2001) Os
autores citam ainda que a vermiculita e outro compostos, embebidos com meio
liquido, podem ser alternativas de baixo custo e apresentar melhores resultados

que o agar.



Outro fator que eleva o custo de producdo de mudas micropropagadas é
0 gasto com energia elétrica em salas de crescimento. Uma alternativa para esse
fator seria o cultivo in vitro em ambiente de luz natural. Essa tecnologia nao é
muito adotada por ndo estarem esclarecidos seus efeitos sobre as culturas que,
convencionalmente, sdo condicionadas em luz artificial, com intensidades
luminosas inferiores e com fotoperiodo e temperatura controlados (Erig &
Schuch, 2005).

O fator luz é fundamental para o desenvolvimento de plantulas
cultivadas in vitro. A luz influencia em aspectos anatdmicos e fisioldgicos,
interferindo na qualidade das plantas durante o processo de aclimatizagéo.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar fontes
de silicatos, luz natural, componente alternativo ao agar e substratos eficientes
na micropropagacdo de abacaxizeiro Gomo de Mel por meio de anélises

fitotécnicas e anatdmicas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem e caracteristicas do abacaxi cv. ‘IAC — Gomo de Mel’

O Brasil € 0 segundo maior produtor mundial de abacaxi (1,75 milh&o de
toneladas em 79.809 hectares plantados) (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - IBGE, 2009). Existem amplas possibilidades de expansdo da
abacaxicultura no pais, porém, o maior problema da cultura é a alta
susceptibilidade a patdgenos, sendo a fusariose observada nos principais
cultivares, inclusive o ‘|AC — Gomo de Mel’ (Fraguas, 2006).

Este cultivar, resultado de cruzamento natural, foi introduzido da China
em 1991e incorporada no mesmo ano ao banco de germoplasma de abacaxizeiro
do Instituto Agrondmico de Campinas.

O nome Gomo de Mel deve-se ao fato dos frutilhos serem menos soldados
entre si, ao contrario do que ocorre com os demais cultivares, sendo, portanto,
facilmente destacaveis no fruto maduro (Fraguas, 2006).

Os frutos deste cultivar sdo pequenos, apresentam coloragdo amarelo-
ouro. Os frutilhos sdo grandes, o que pode conferir maior resisténcia ao
transporte. A polpa apresenta alta porcentagem de solidos sollveis totais (°Brix),
baixa acidez e teor de vitamina C semelhante as demais cultivares existentes
(Instituto Agrondmico de Campinas, 2009).

Este cultivar, assim como os demais distribuidos no mercado, apresenta
sustetibilidade & fusariose, mas moderada resiténcia a nematoides. Os frutos
apresentam também boa “vida de prateleira” quando maduros, maior do que a
dos cultivares tradicionais, isso devido a sua provavel maior resisténcia ao

transporte.



2.2 Micropropagacéo do abacaxizeiro

O uso de mudas convencionais de abacaxi de baixa qualidade pode
acarretar problemas para a lavoura a ser estabelecida em conseqiiéncia do baixo
vigor, ocasionado principalmente pela contaminacdo por pragas e doencas.

Entre as enfermidades que acometem a abacaxicultura, a fusariose, por
sua vez, é considerada a principal no Brasil, tendo sido relatada inicialmente em
frutos da cultivar Smooth Cayenne. Hoje, porém, é a principal doen¢a da
maioria das cultivares (Fraguas, 2006).

O emprego da cultura de meristemas e propagacdo rapida in vitro
possibilita a producdo em larga escala de plantas livres de virus para uso em
pesquisas e fornecimento a viveiristas e produtores de abacaxizeiro.

A producdo de mudas via cultura de tecidos consiste na regeneracéo de
plantas completas a partir de gemas de plantas matrizes selecionadas no campo
em plantios comerciais.

O processo envolve vérias etapas, comegando com a coleta das mudas
de plantas matrizes selecionadas, passando pela extracdo das gemas axilares,
cultivo e regeneracdo das plantulas, as quais sdo, numa segunda etapa,
inoculadas em meio de multiplicacdo (Torres et al., 2001).

Apds essa fase, os brotos sdo cultivados em meio proprio para
alongamento/ enraizamento. Finalmente, as plantulas sdo transferidas para casa
de vegetacdo para aclimatizacdo, crescimento e desenvolvimento (Teixeira et
al.,2001).

A producdo comercial de mudas de laboratério das variedades mais
comuns de abacaxi plantadas no Brasil tem sido inviabilizada pelo alto custo de
producdo. Desta forma, para viabilizar este tipo de muda, protocolos mais
eficientes devem ser estabelecidos, a fim de reduzir os custos de producéo e

melhorar a qualidade das mudas micropropagadas.



2.3 Ambiente de cultivo

O ambiente de cultivo é um fator relevante na propagacao in vitro, uma
vez que 0s métodos tradicionais requerem a utilizacdo de recipientes selados.
Nessas condicGes, 0s explantes cultivados crescem em taxas de umidade relativa
elevadas, assim como alta disponibilidade de agua no meio de cultura, induzindo
a um desenvolvimento anatémico ineficaz, tornando o processo de aclimatizagédo
dificil e demorado.

Quando cultivadas em ambiente in vitro, as plantulas apresentam
caracteristicas de fotossintese, transpiracdo e absorcdo baixas. Tais
caracteristicas sdo observadas na formacdo dos 6rgaos, principalmente as folhas.
Estas, quando formadas durante a cultura de tecidos, apresentam diferencas
anatdmicas se comparadas a folhas formadas pelo processo ex vitro, afetando,
principalmente, a fotossintese.

Nas diferengas anatdmicas sdo observadas: composicao e espessura de
camadas de ceras, pigmentacdo e comportamento estomatico. Plantas
desenvolvidas in vitro possuem menos cera epicuticular que plantas cultivadas
ex vitro, levando a planta a uma transpiracdo excessiva (Hazarika, 2006).
Quando aliada a uma ineficiéncia do mecanismo de abertura e fechamento dos
estdbmatos, ocorre perda de agua pela planta, sendo este um fator que causa
baixas taxas de sobrevivéncia durante o processo de transplantio e
aclimatizacao.

Diversas técnicas e metodologias tém sido aplicadas com o objetivo de
fornecer condi¢cBes ambientais que promovam o0 aumento na capacidade
fotossintética do explante microprapagado, principalmente com a utilizacdo de
filtros de membranas com microporos permeaveis a gases, 0s quais promovem o
aumento na troca de gases entre o recipiente de cultivo e o ambiente externo

(sistema de ventilagdo natural) (Cui et al., 2000).



2.4 Luz no cultivo in vitro

A realizacdo de alguns processos vitais nas plantas é dependente de luz,
tais como fotossintese, fotomorfogénese e fototropismo. A intensidade, a
qualidade e a duracdo afetam particularmente o processo fotossintético e
processos mediados por fitocromos, tendo o fototropismo pouca influéncia no
cultivo in vitro (George, 2008; Rocha et al., 2007; Costa et al., 2008; Silva et al.,
2008).

A intensidade luminosa necessaria para o cultivo de tecidos vegetais
depende do estagio da micropropagacdo, do explante utilizado e, principalmente,
da espécie propagada (Torres et al., 2001).

Uma das formas de facilitar o processo de aclimatizacdo de plantulas
cultivadas in vitro seria aumentar a intensidade luminosa, promovendo a
fotossintese e melhorando as relagdes hidricas (Erig & Schuch, 2005). Ibaraki &
Nozaki (2005) afirmam ainda que, havendo necessidade de desenvolver
capacidade fotossintética nos tecidos, um dos fatores mais importantes a ser
considerado é o ambiente de luz, especialmente a intensidade.

A intensidade luminosa pode ter um efeito pronunciado no
desenvolvimento foliar modificando caracteristicas, tais como espessura foliar,
diferenciacdo do mesofilo, divisdo celular e desenvolvimento dos estdmatos
(Lee et al., 2000).

As dificuldades de sobrevivéncia das plantulas transplantadas estéo,
provavelmente, relacionadas as condi¢Ges hidricas, uma vez que essas plantulas
apresentam um desenvolvimento cuticular reduzido e mesofilo com grandes
espacos intercelulares e também divergentes configuragfes de estdmatos, com
reduzida funcionalidade (Hazarika, 2006).

Alguns autores vém estudando as vantagens da utilizacdo da luz natural
em substituicdo a luz artificial. Kodyn & Zapata-Arias (1999) estudaram a

utilizacdo potencial da luz solar sobre o cultivo in vitro de bananeiras Grande



Naine e os efeitos de temperaturas flutuantes, do fotoperiodo e da intensidade
luminosa nas taxas de multiplicacdo e na qualidade das plantulas. Testando trés
diferentes ambientes de cultivo in vitro - camara de crescimento com luz
artificial e temperatura controladas, sala de crescimento com luz natural sem
controle de temperatura e casa de vegetacdo com luz natural, também sem
controle de temperatura, observaram que as maiores taxas de multiplicagédo
foram obtidas sob condi¢cBes de luz natural, em casa de vegetagdo. Nessa
condicdo, as plantulas apresentaram-se verdes claras e com desenvolvimento de
uma area foliar maior do que na luz artificial. Entretanto, foi observada queima
de folhas e perda de turgor.

A partir dos estudos apresentados, constata-se que a luz natural apresenta
vantagens sobre o sistema de iluminacdo artificial, principalmente no que se
refere a alteracGes anatdmicas e fisioldgicas, destacando-se o crescimento das
plantulas micropropagadas, a melhoria das caracteristicas fisiolégicas, devido as
condi¢bes do ambiente de cultivo serem mais semelhantes aquelas naturais,

adaptando melhor essas plantas quando transplantadas para ambiente ex vitro.

2.5 Silicio e aspectos anatdémicos

A essencialidade do silicio (Si) para as plantas superiores foi
demonstrada apenas para algumas espécies, apesar de ser um constituinte
majoritario dos vegetais (Epstein, 1999). Os mecanismos biogquimicos
responsaveis pelos efeitos da deficiéncia de Si ainda ndo estdo elucidados, néo
havendo evidéncia para qualquer ligacdo organica (Birchall et al., 1996).

Acredita-se que o silicio possa interferir na arquitetura das plantas,
favorecendo a fotossintese, ao proporcionar folhas mais eretas, o que significa
maior eficiéncia fotossintética (Epstein, 1999).

A absorcdo do silicio pelas plantas ocorre na forma de 4&cido

monossilicico (H,SiO4). As plantas diferem bastante na sua capacidade de



absorver o silicio e até mesmo genétipos de uma espécie podem apresentar
concentracdes diferentes de silicio, como demonstrado para cevada por Nable et
al. (1990). Lima Filho et al. (1999) encontraram diferencas marcantes no teor de
silicio em diferentes érgdos, avaliados entre cultivares de morangueiros.

O silicio no interior das plantas é considerado como elemento pouco
mével e o seu transporte, da raiz até a parte aérea, ocorre através do xilema e
depende da taxa de transpiracdo, como para todos os demais nutrientes, segundo
Korndorfer & Datnoff (2000).

O silicio tende a acumular-se nas folhas, formando uma barreira
protetora e regulando a perda de agua da planta por evapotranspiracdo. Existe
grande diversidade de fontes de silicio usadas na agricultura. Além dos produtos
especialmente desenvolvidos para aplicacdes foliares, termofosfatos e diferentes
escdrias industriais sdo aplicados ao solo e adicionam significativas quantidades
de silicio, juntamente com outros nutrientes (Lima Filho et al., 1999). A forma
presente na maioria dos produtos para aplicagdo via solo, disponivel no Brasil, é
o silicato de calcio (CaSiOs), sendo o teor de SiO, da fonte varidvel conforme a
origem do material. A eficiéncia da adubacdo com silicio parece depender da
natureza dos silicatos utilizados (Barbosa Filho et al., 2000; Pereira et al., 2003).

Marschner (1995) relata que o fornecimento de Si é benéfico para
muitas espécies vegetais e, em determinadas circunstancias, para a maioria das
plantas superiores. O silicio pode estimular o crescimento e a producéo vegetal
por meio de varias a¢Oes indiretas, como a diminui¢do do auto-sombreamento,
deixando as folhas mais eretas, decréscimo na suscetibilidade ao acamamento,
maior rigidez estrutural dos tecidos, protecdo contra estresses abidticos, como a
reducdo da toxidez por aluminio, manganés, ferro e sddio, a diminuicdo na
incidéncia de patdgenos e aumento na protecdo contra herbivoros, incluindo os
insetos fitdfagos (Epstein, 1999; Marschner, 1995).
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Soares et al. (2008), trabalhando com orquideas cultivadas in vitro com
duas diferentes fontes de silicio, silicato de sddio e Supa Potéssio® (fonte de
silicato de potassio), obtiveram os melhores resultados para nimero de brotos,
utilizando 5 mg L™ de Supa potassio® e, para comprimento da parte aérea,
nimero de raizes e comprimento médio de raizes de orquidea, com adicdo ao
meio de cultura de 5 mg L™ de Supa Potéassio® associado a concentracdes
elevadas (20mg.L™) de silicato de sédio.

Zhou (1995) verificou aumento de tamanho das folhas de Phalaenopsis
cultivada in vitro, com concentracGes de 0,1 a 1,0 mg L? de silicato de calcio
adicionadas ao meio de cultura VW (Vacin and Went) modificado.

As condicdes ambientais sob as quais ocorre o cultivo in vitro, no que se
refere a composicdo do meio de cultura e do ar no interior dos recipientes, bem
como quanto a luminosidade e & temperatura, fazem com que plantas
micropropagadas proveniente da micropropagacdo apresentem algumas
caracteristicas em relagdo as folhas, as raizes e ao mecanismo de nutri¢do da
plantula (Pasqual, 2001).

A andlise da anatomia foliar também mostra que os depositos de silicio,
comumente chamados de silicofitolitos, ocorrem na parede celular como
incrustacdo e ou impregnacdo ou, ainda, sob a forma de corpos silicosos (opala)
no interior das células de diferentes tecidos (Sangster, 1999).

A forma adquirida pelos depoésitos do silicio, bem como a sua
distribuicdo no interior do vegetal, depende da espécie em estudo e das
condicOes climéticas do ambiente onde esse cresce, podendo ser caracteristica
para uma espécie, género e mesmo para algumas familias, sendo, entdo, um

carater com aplicacdo taxonémica (Silva, 2007).
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2.6 Morfofisiologia de plantas micropropagadas

O desenvolvimento normal de uma planta pode ser afetado,
principalmente quanto a aspectos anatdmicos, quando estas sdo cultivadas fora
do seu ambiente natural (Castro, 2003)". H4, portanto, necessidade da realizago
de pesquisas com anatomia foliar que possam conduzir a solugcdes para
problemas referentes a multiplicacdo dessas plantas. A avaliagdo decorrente das
condigdes de cultura in vitro é uma base para a compreensdo do processo de
adaptacdo da espécie, assim como fator importante para o estabelecimento de
um manejo eficiente para a conducgdo de sistemas de producdo comercialmente
viaveis (Santiago et al., 2001).

Fatores como alta umidade relativa no interior do recipiente e baixa
irradiancia podem provocar alteracfes significativas estruturais e funcionais nos
tecidos, levando & incapacidade, principalmente no controle de perda de &gua,
guando submetidas as condi¢des adversas do ambiente natural (Sciutti & Morini,
1995).

A excessiva perda de agua, que contribui para a dessecacdo das plantas,
tem sido atribuida a anormalidades induzidas in vitro, como baixa formacdo de
cera epicuticular, alteracdo na composic¢do quimica das ceras, com 0 aumento na
proporcdo de componentes hidrofobicos, deficiéncia no mecanismo de
fechamento estomatico (Shackel et al., 1990), aumento na freqliéncia de
estdbmatos (Lee et al., 2000), localizacdo mais superficial dos estbmatos na
epiderme da folha, presenca de hidatddios (Capellades et al., 1990) e reduzida
diferenciacdo do mesofilo das folhas, com alta proporcdo de espacos

intercelulares (Dimassi-Theriou & Bosabalidis, 1997).

'Comunicacdo pessoal. CASTRO, E.M. Lavras: UFLA/Departamento de
Biologia, 2003.
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A desordem estrutural nas plantas in vitro é resultado de complexos e
multiplos fatores no meio de cultura. A conseqliéncia é baixa taxa de
sobrevivéncia das plantas, quando transferidas para condicfes ex vitro.

Em trabalhos realizados comparando o desenvolvimento de espécies in
vitro e ex vitro, Hazarika (2006) observou que folhas apresentam menor
contetido citoplasméatico e um menor desenvolvimento de cloroplastideos,
quando comparadas com folhas dessa espécie crescida a campo.

A formacdo de apenas uma camada de células palicadicas em plantas
micropropagadas, em comparacdo com plantas desenvolvidas em casa de
vegetacdo, as quais normalmente apresentam de duas a trés camadas de células
palicadicas, além de maiores espacos intercelulares no mesofilo, vem sendo
relatada para algumas espécies (Soares, 2005).

Folhas persistentes de morangos tornaram-se mais espessas devido a
camada de células pali¢adicas (Fabbri et al., 1986), porém, ndo houve mudancas
no ndmero ou na quantidade dos espagos intercelulares no mesofilo. O
desenvolvimento de novas folhas, depois da remogdo do meio de cultivo, foi
considerado como sendo importante para o crescimento vigoroso das plantas.
Durante a aclimatizacdo, folhas presentes, como folhas primordiais in vitro,
assumiram caracteristicas intermediarias entre folhas crescidas in vitro e aquelas
crescidas em casa de vegetacao.

As novas folhas produzidas durante a aclimatizagdo possuem
caracteristicas de transicdo que podem conferir maior capacidade fotossintética,
consequentemente aquisicdo de fotoautotrofia e de regulacéo hidrica as plantas
(Hazarika, 2006). Capellades et al. (1990) citam que o periodo de aclimatizagdo
ex vitro permite redugdo na densidade estomatica, altera o formato e a topografia

dos mesmos e, no geral, favorece os diversos parametros foliares.
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Por tais motivos, faz-se necessaria uma gradual aclimatizacdo, a fim de
que as plantulas sobrevivam quando transferidas para diferentes condicdes

ambientais.
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CAPITULO 2

INDUCAO AO ESTIOLAMENTO IN VITRO DE BROTOS DE
ABACAXIZEIRO ‘GOMO DE MEL’
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1 RESUMO

Objetivou-se obter explantes de abacaxizeiro através da técnica de
estiolamento utilizando-se dois diferentes reguladores de crescimento. Brotacdes
de abacaxizeiro ja se encontravam preestabelecidas in-vitro. Brotos com
aproximadamente 2,0 cm de comprimento foram colocados em meio de cultura
MS acrescidos de 2mg. L™ de BAP, associados a diferentes concentracdes de
GA; (0; 6,5; 13,0 e 26,0 uM) e ANA (0; 5; 10 e 20 uM), e, em todas as
combinagBes possiveis, 0s tubos foram mantidos no escuro para estiolamento.
Avaliou-se numero de brotos, entrenos e raizes e comprimento de parte aérea. O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4x4, quatro concentragcdes de ANA e quatro concentragdes de
GA;, totalizando 16 tratamentos e cinco repeti¢cBes. Observou-se interaco
significativa para as variaveis: comprimento de parte aérea, nimero de raizes e
entren6s, ndo houve interagdo para nimero de brotos e nem para os fatores
separadamente. Auséncia de ANA e 13 uM GA; promove maior comprimento
de parte aérea e nimero de raizes. Ja adicdo de 20 uM ANA + 6,5 uM GA;

proporciona maior nimero de entrends.

2 ABSTRACT

It was to obtain pineapple explantes through the etiolate technique using
two different growth regulators. Pineapple shoots were already pre-established
in vitro. Shoots with approximately 2.0cm of length were placed in the culture
medium MS added of 2mg. L™ of BAP, associated to different concentrations of
GA; (0; 6.5; 13.0 and 26.0 uM) and ANA (0; 5; 10 and 20 uM), in all possible
combinations, the tubes were kept in the darkness to etiolating. It was evaluated

the number of shoots, internodes and roots and the length of aerial part. A
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randomized completely design was adopted in a 4x4 factorial model, four
concentrations of ANA and four concentrations of GA;, totalizing 16 treatments
and five replications. Significant interactions were observed to: length of aerial
part, number of roots and internodes, it did not have interaction for number of
shoots as well as for the factors separately. Absence of ANA and 13 uM GA;
promotes greater length of aerial part and number of roots. By the other hand,
the addition of 20 pM ANA + 6.5 pM GA; provides greater number of

internodes.

3 INTRODUCAO
A aplicacdo da técnica de cultura de tecidos é de extrema importancia
para 0 agronegdcio bem como para a inovacdo biotecnoldgica. Na cultura do
abacaxi, a qualidade da muda € fundamental para se alcangar sucesso econémico
no cultivo desta frutifera.

Muitas pesquisas tém enfocado a micropropagacdo de abacaxizeiro,
como a regeneracdo de plantas através de brotos cultivados em meio solido
(Silva et al., 2008), porém, a proliferacdo de gemas axilares é, geralmente,
preferida na micropropagacéo (Piza et al., 2003).

O cultivo in vitro dessa cultura é normalmente demorado se comparado
a outras culturas, pois ndo se consegue a producdo antes de nove a doze meses
depois do estabelecimento in vitro. Nesse sentido, sdo propostos métodos de
propagacdo rapida do abacaxizeiro, baseados no alongamento de brotos
induzidos in vitro, por meio do estiolamento (Teixeira et al., 2001).

O estiolamento é o desenvolvimento de brotos, ramos ou partes desses
em auséncia de luz, o que causa o alongamento, paredes celulares mais delgadas
e falta de clorofila nos 6rgéos préprios, apresentando assim colora¢do amarela

ou branca.(Moreira et al., 2003).
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Em vérios trabalhos, 0 meio MS (Murashigue & Skoog, 1962) tem sido
utilizado e varios reguladores de crescimento testados na iniciacdo e manutencao
de propagulos no meio de cultura, especialmente combinacdes de auxinas e
citocininas (Silva et al., 2007; Barboza & Caldas, 2001; Teixeira et al., 2001).

Para inducgdo ao estiolamento in vitro ndo tem sido diferente, pesquisas
buscando adequacdo de meios para essa finalidade sdo realizadas em
abacaxizeiro (Moreira et al., 2003; Barboza & Caldas, 2001; Moreira et al.,
1999), com o proposito de indicar melhor regulador de crescimento ou
combinagBes do mesmo em concentracdes especificas, a fim de se obter material
regenerativo em grande quantidade e com qualidade genética e fitossanitaria.

Diante disso, objetivou-se induzir o estiolamento in vitro de
abacaxizeiro cv. ‘Gomo de Mel’, testando combinacfes de diferentes
concentracfes dos reguladores de crescimento ANA (&cido naftaleno acético) e

GA:; (&cido giberélico).

4 MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado de abacaxizeiro encontrava-se ja
estabelecido in vitro, o mesmo foi subcultivado em meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) liquido, suplementado com 30g L™ de sacarose, para posterior
utilizacdo no experimento.

Para a inducdo ao estiolamento foram testados dois reguladores de
crescimento em quatro concentracdes distintas: ANA (0; 5; 10 e 20 uM) e GA;
(0; 6,5; 13e 26uM) em todas as combinacGes possiveis, em meio MS, adicionou-
se a0 mesmo 30g L™ de sacarose e 6g L™ de agar. O pH do meio foi ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C e 1,2 atm durante 20 minutos.

Posteriormente, em camara de fluxo laminar, brotos com
aproximadamente 2cm foram individualizados e inoculados, em tubos de ensaio

de 25x150 mm contendo 15mL do meio de cultivo com os diferentes
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tratamentos. Apds a inoculacdo, os frascos foram fechados com tampas de
polipropileno e vedados com parafilme. As culturas foram mantidas em
condicbes controladas de sala de crescimento com temperatura de 25+2°C, em
armarios de aco conferindo ambiente escuro.

Apds 60 dias, os propagulos foram avaliados com base nas
caracteristicas biométricas: numero de brotos, entrenos e raizes e comprimento
de parte aérea.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4x4, quatro concentracfes de ANA e quatro concentracdes
de GA;, totalizando 16 tratamentos e cinco repeticdes, cada uma composta por
quatro tubos. Os dados foram submetidos a analise de variancia, as médias de
fator quantitativo foram comparadas por regressdo polinomial, as analises

estatisticas foram realizadas utilizando o software Sisvar 5.0 (Ferreira, 2000).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se, para todas as variaveis analisadas, que brotos estiolados
em meio MS sem adicdo de reguladores de crescimento promoveram apenas
crescimento da parte aérea e alongamento foliar, ndo ocorrendo brotacdes e
principalmente entrends (Figura 1).

Para numero de brotos ndo houve diferencas estatisticas significativas
tanto para interacdo, quanto para os fatores isoladamente.

Houve interacdo significativa para comprimento de parte aérea para
ANA dentro dos niveis de 6,5 e 13 UM de GA; conforme apresentado na Figura
2. Maior comprimento foi observado quando se acrescentou ao meio MS 13 uM
GA; na auséncia de ANA, o qual foi signifcativamente melhor para
comprimento dos brotos estiolados, porém, ndo foram encontrados trabalhos

onde se utilizou a combinacdo de ANA e GA; para inducdo do estiolamento.
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Alguns trabalhos testando ANA e BAP demonstraram que o0
estiolamento in vitro de abacaxizeiro pode ser obtido sem aplicacdo exdgena de
auxinas (Moreira et al., 2003; Barboza & Caldas, 2001; Praxeses et al., 2000).
Por outro lado, S& et al. (2000) observaram que maior comprimento de
segmentos estiolados foi obtido com 10 uM BAP + 10 uM ANA.

Os resultados obtidos neste trabalho para comprimento de parte aérea
foram superiores aos apresentados por Moreira et al., (2003), trabalhando com o
cultivar Pérola, testaram combinacdes de ANA e BAP aliados ao tempo de
escuro que permaneceram a cultura.

O comprimento de brotos estiolados é uma varidvel importante, pois
estd diretamente relacionada com o nimero de nés que serdo recuperados em
novas brotagdes, quando colocados em condicdes de luz.

Assim como para comprimento de parte aérea 0 uso apenas de GA; foi
eficaz, a auséncia de ANA e 13 UM GA; proporcionou maior nimero de raizes
em brotos estiolados de abacaxi ‘Gomo de Mel’(Figura 3). Tal fato demonstra
que auséncia de auxinas ndo é prejudicial ao enraizamento, porém quando
associado a doses de GA; promove aumento significativo no nimero de raizes.

Uma possivel explicacdo para os resultados obtidos utilizando GA; é
que um dos efeitos fisioldgicos basicos das giberelinas em plantas é a aceleracéo
do crescimento caulinar.

J& para numero de entrends, a combinacdo ANA+GA; proporcionou
maiores resultados, e o uso de 20 uM ANA + 6,5 UM GA; apresentou média de
7,75 entrenos (Figura 4).

No escuro, os entrends do abacaxizeiro se alongaram, separando 0s nos
gue, normalmente, em presenca de luz, permanecem préximos. Para fins de
micropropagacdo, essa separacdo de ndés facilita o desenvolvimento de gemas

axilares e a manipulacdo de propagulos quando submetidos a regeneracao.
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6 CONCLUSOES
Auséncia de ANA e 13 uM GA; promove maior comprimento de parte
aérea e nimero de raizes.
A adicdo de 20 uM ANA + 6,5 uM GA; proporciona maior nimero de

entrends.
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ANEXOS
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FIGURA 1 Estiolamento de abacaxizeiro cv. ‘IAC-Gomo de Mel’, cultivados
em meio de cultura com diferentes concentragdes de GA3 e ANA.

12
10
/‘M
8
6
4 *
2 y GA36,5uM=0,017x? - 0,2229x +7,6134 y GA313uM=-0,0937x +10,3
04 ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20

Concentracédo de ANA (M)

& GA36,5uM m GA3 13uM

FIGURA 2 Comprimento de parte aérea (cm) em brotagdes estioladas de abacaxi
cv. ‘Gomo de Mel’ cultivado em meio de cultura com diferentes
concentragdes de ANA e GA3.
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FIGURA 3 Numero de raizes em brotacdes estioladas de abacaxi cv. ‘Gomo de
Mel’ cultivado em meio de cultura com diferentes concentragdes de
ANA e GA3.
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FIGURA 4 Numero de entren6s em brotacdes estioladas de abacaxi cv. ‘Gomo de
Mel’ cultivados em meio de cultura com diferentes concentragdes de
ANA e GA;.
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CAPITULO 3
LUZ E EXPLANTE NA REGENERAGAO DE ABACAXIZEIRO ‘GOMO

DE MEL’ ESTIOLADO IN VITRO: CARACTERISTICAS
MORFOFISIOLOGICAS
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1 RESUMO

Objetivou-se avaliar o uso da luz natural e artificial e o tipo de explante
estiolado na regeneracdo in vitro de abacaxizeiro ‘Gomo de Mel’, através de
anélises biométricas e anatdmicas. O material vegetal utilizado de abacaxi
encontrava-se ja estabelecido in vitro, brotos estiolados foram utililizados como
fonte de explante para o experimento de regeneragdo in vitro. Utilizou-se o meio
MS liquido suplementado com 2 mg.L™ de BAP, 30g L™ de sacarose. Foram
avaliados trés tipos de explantes do broto estiolado: regido basal, mediana e
apical. Avaliaram-se também dois ambientes de cultivo: 1) sala de crescimento
(luz artificial) a temperatura de 25+2°C, irradiancia de 45 W.m fornecida por
lampadas fluorescentes brancas de 20W e fotoperiodo de 16 horas e 2) casa de
vegetacdo (luz natural), com média de 115,08 W.m?*s™ e 33 °C. Apés 60 dias,
os propagulos foram avaliados com base nas caracteristicas fitotécnicas e
anatdmicas. Maior niumero de brotos e massa fresca é obtido em ambiente de luz
artificial independente do tipo de explante. Ja para espessura dos tecidos do
limbo foliar, 0 ambiente de luz natural promove as maiores espessuras. Luz
natural e posicdo basal do explante estiolado proporcionam maior nimero de

estdmatos/mm? e didmetro polar e equatorial.

2 ABSTRACT

It was aimed to evaluate the use of the natural light and explants type
etiolated in the in vitro regeneration of pineapple ‘Gomo de Mel’, through
phytotecnics and anatomical analyses. The vegetal material of pineapple was
already established in vitro, etiolated shoots were used as source of explants for
the regeneration experiment in vitro. It was used the MS liquid medium

supplemented with 2 mg. L™ of BAP, 30g L™ of sucrose. Three types of the
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explants of the etiolated shoot were evaluated: basal, medium and apical region.
Two environments of culture were also evaluated: 1) growth room (artificial
light), with temperature of 25+2°C, irradiance of 45 W.m™ supplied by white
fluorescent light of 20W and photoperiod of 16 hours and 2) greenhouse (natural
light), with 115.08 W.m?2s™ and 33°C. After 60 days the propagules were
evaluated through the phytotecnical and anatomical characteristics. Bigger
number of shoots and fresh mass were obtained in artificial light environment
independent of the explants type. For the foliar limb tissues thickness, the
environment of natural light promoted the biggest thicknesses. Natural light and
basal position of the etiolated explants provide greater number of stomata/mm?

and polar and equatorial diameter.

3 INTRODUCAO

Os métodos utilizados na propagacdo convencional de abacaxizeiro
apresentam baixo rendimento de mudas e podem disseminar a fusariose, doenca
responsavel por perdas de produtividade no campo.

As técnicas de cultura de tecidos tém apresentado vantagens em relacédo
ao método convencional, como, por exemplo, producdo em larga escala e mudas
livres de patégenos (Silva et al., 2007), porém o emprego comercial desta
técnica é reduzido em virtude dos altos custos de producéo, principalmente com
mé&o-de-obra especializada e perdas durante o processo de aclimatizacdo
(Teixeira et al., 2001; Rocha et al., 2007).

O que eleva o custo de producdo de mudas micropropagadas € o gasto
com energia elétrica em salas de crescimento. Uma alternativa para esse fator
seria o cultivo in vitro em ambiente de luz natural. Essa tecnologia ndo é muito
adotada, por ndo estarem esclarecidos seus efeitos sobre as culturas que,

convencionalmente, sdo condicionadas em luz artificial, com intensidades
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luminosas inferiores e com fotoperiodo e temperatura controlados (Erig &
Schuch, 2005).

O fator luz é fundamental para o desenvolvimento de plantulas
cultivadas in vitro. A luz influencia em aspectos anatdmicos e fisioldgicos,
interferindo na qualidade das plantas durante o processo de aclimatizagéo.

Dessa forma, objetivou-se avaliar diferentes ambientes de luz e posi¢do
do explante estiolado na regeneracdo in vitro de abacaxizeiro ‘Gomo de Mel’,

por meio de analises fitotécnicas e anatémicas.

4 MATERIAL E METODOS
O material vegetal utilizado de abacaxizeiro encontrava-se ja estabelecido
in vitro, 0 mesmo foi induzido ao estiolamento em meio MS com 20 UM ANA,
6,5 UM GA;, 30g L™ de sacarose e 6g L™ de &gar, em auséncia de luz. Apds 60
dias, os brotos estiolados foram utililizados como fonte de explante para o
experimento de regenerac&o in vitro.

Para regeneracdo in vitro dos brotos estiolados utilizou-se 0 meio MS
liquido suplementado com 2 mg.L™ de BAP, 30g L™ de sacarose. O pH do meio
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C e 1,2 atm durante 20
minutos.

Foram avaliadas trés posicGes de explantes do broto estiolado: basal,
mediana e apical. Avaliaram-se também dois ambientes de cultivo: 1) sala de
crescimento (luz artificial) e 2) casa de vegetaco (luz natural).

1) A temperatura de 25+2°C, irradiancia de 45 W.m™ fornecida por
lampadas fluorescentes brancas de 20W e fotoperiodo de 16 horas e 2) casa de
vegetacdo (luz natural), a radiacdo e temperatura dentro da casa de vegetacédo
foi avaliada utilizando sensor de radiacdo (LI-200SA, Li-cor, Lincoln, Nevasca,
USA), acoplados a um sistema de registro (LI 1400; Li-cor.Neb), a cada meia

hora, durante 12 horas (das 06:00 as 18:00 horas). Os dados da caracterizacdo do
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comportamento diurno da radiacdo solar e da temperatura estdo apresentados
abaixo (Figura 1 A e B).

Apds 60 dias, os propagulos foram avaliados com base nas
caracteristicas biométricas: nimero de brotos, massa fresca e seca.

Para caracterizacdo da anatomia foliar foram mensurados espessura das
epidermes abaxial e adaxial, parénquimas aquifero e clorofiliano, seguindo a
metodologia descrita por Kraus & Arduin (1997). As variaveis paradérmicas,
nimero de estbmatos/mm® e didmetro polar e equatorial foram realizadas
segundo técnica de Laboriau et al., (1961) e a caracterizacdo paradérmica da
folha na superficie abaxial utilizando protocolo de microscopia eletronica de
varredura (MEV) de Alves (2004).

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 3x2, com seis tratamentos e dez repeti¢fes, cada uma
composta por um frasco contendo cinco brotos. Os dados foram submetidos a
analise de variancia onde as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o

software Sisvar 5.0 (Ferreira, 2000).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apdbs 60 dias de cultivo, todos os explantes utilizados nos tratamentos
(basal, meidia e apical) dos brotos estiolados regeneraram (Figura 1). Verificou-
se também que ndo houve interacdo significativa para as fontes de variacéo
estudadas, porém, quando se analisou isoladamente ambiente de luz e tipo de
explante, os mesmos apresentam diferencas significativas (Tabela 1).

Para nimero de brotos por explante e massa fresca desses brotos, o
ambiente luz artificial apresentou maiores resultados, ja para massa seca nao

houve diferenca quanto ao ambiente de luz.
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Para o tipo de explante utilizado, verificou-se que houve diferencas
apenas para a variavel massa fresca, onde o uso da posicao apical do explante foi
superior em relacdo aos demais, porém ndo diferiu estatisticamente da posicdo
mediana. Mesmo ndo ocorrendo diferencas para nimero de brotos e massa
fresca, o explante apical apresentou maiores resultados.

A concentragdo de auxinas endogenas na planta ndo é uniforme.
Segundo Cid (2000), essas concentragcdes diminuem ao longo do caule, em
ordem decrescente, onde maiores concentracdes estdo no apice, depois gemas
axilares, sementes em formacdo, folhas novas, folhas maduras, &pices
radiculares, grao de polen e cambio. Essa afirmativa pode explicar os resultados
apresentados neste trabalho onde a regido apical do broto apresentou as maiores
médias, podendo estar relacionado & maior concentracdo endogena de auxinas
nessa regido.

Nenhum trabalho reporta a utilizacdo de diferentes ambientes de luz
para a regeneracdo in vitro de brotos estiolados, porém, Dias et al., (2008)
trabalhando com abacaxi ornamental e testando diferentes concentragdes de
BAP na regeneracéo de brotos estiolados, verificaram que 4,44 uM de BAP aos
60 dias de cultivo in vitro proporcionaram maior nimero de propagulos
regenerados. Ja Barboza & Caldas (2001) observaram que o uso de 2mg.L™ de
BAP foi mais eficiente na regeneracdo de brotos estiolados de abacaxizeiro
hibrido PEXSC - 52.

Quanto a escolha de uma regido ideal do explante estiolado para
regeneracdo, poucos trabalhos indicam qual a melhor posi¢édo para utilizar como
fonte de explante, onde normalmente usa-se a regido mediana. Pereira et al.
(2007) cita a retirada da posicdo basal e apical do broto estiolado com o intuito
de quebrar a dominancia apical, sendo que, normalmente, os &pices sdo

descartados. Os autores citam ainda a possibilidade de se obter propagulos
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provenientes tanto da posi¢cdo mediana, quanto a basal e apical, podendo assim
aproveitar todas as partes dos brotos estiolados.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os de Pereira
(2006) trabalhando com Curata onde a autora observou que ndo houve diferenca
significativa quanto ao uso de diferentes posi¢cfes do broto estiolado para
regeneragdo, comprovando assim o aproveitamento de todas as partes dos
brotos.

SeccOes transversais de folhas de abacaxizeiro ‘Gomo de Mel’ para
todos os tratamentos apresentaram epidermes unisseriadas, mesofilo dorsiventral
com parénquima aqliifero voltada para superficie adaxial e clorofiliano para a
superficie abaxial. Estdmatos apenas na epiderme da superficie abaxial, sendo,
portanto, hipoestomatico (Figuras 2 e 3).

Observou-se que folhas desenvolvidas em ambiente de luz natural
apresentaram mesofilo mais espesso, tecido do parénquima aqlifero com 5 a 6
camadas de células arredondadas. Parénquima clorofiliano com células
arredondadas com poucos espacos intercelulare. Ja folhas desenvolvidas em
ambientes de luz artificial apresentaram mesofilo mais delgado. Ambos
tratamentos apontaram a presenca de tricomas tectores glandulares
multicelulares (Figura 2).

A espessura da epiderme abaxial e adaxial e parénquima clorofiliano foi
maior em folhas desenvolvidas sob luz natural e proveniente da posi¢do basal do
explante, ocorrendo interagdo significativa para todas as variaveis. Ja
parénquima aquifero, luz natural, porém, explante da regido apical, apresentou
maior espessura desse tecido (Tabela 2).

O aumento na espessura dos tecidos que compdem o limbo constitui um
padrédo cléssico de resposta e de adaptacdo das plantas a alta intensidade de luz
evidenciando a plasticidade adaptativa da planta (Lee et al., 2000). A capacidade

de alterar a estrutura da folha em resposta ao ambiente, principalmente ao nivel
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de irradiancia, tem sido comumente observada em diversas espécies (Kiwi,
banana e abacaxi), cultivadas in vitro (Dimassi-Theriou & Bosabalidis, 1997;
Rocha, 2007; Silva et al., 2008).

Corroborando com os dados obtidos neste trabalho, Dignart et al.,
(2009) trabalhando com C. walkeriana (Orchidaceae), observaram aumento na
espessura dos tecidos que compdem o limbo foliar quando se utilizou luz natural
como ambiente de cultivo. Resultados semelhantes foram observados por Silva
et al., (2008) ao avaliarem o uso de luz natural no enraizamento in vitro de
abacaxizeiro cv. Imperial, onde este ambiente também proporcionou maiores
espessuras dos tecidos.

Tais resultados apontam a plasticidade anatdmica das plantas,
demonstrando a adaptacdo dos tecidos as condicOGes de alta irradiancia. As
alteracbes promovidas pelo ambiente podem tornar a folha semelhante aquela
encontrada em ambiente natural, podendo evidenciar uma maior capacidade
fotossintética.

Para as caracteristicas paradérmicas, as folhas apresentaram estdmatos
do tipo tretracitico, estando presentes apenas na superficie abaxial, tricomas
multicelulares glandulares captados, tricomas ndo glandulares escamiformes
achatados e multicelulares (Figura 3). A presenca de tricomas escamiformes ja
foi reportado por Batagin et al.,, (2009) quando avaliaram alteracGes
morfolégicas foliares no cultivar ‘Gomo de Mel’ aclimatizados em diferentes
condi¢des luminosas. Barboza et al., (2006) porém, apontaram apenas a presenca
de tricomas tectores no cultivar ‘Pérola’, podendo este tricoma ser caracteristico
apenas do cultivar em estudo.

Houve interagdo significativa entre os fatores estudados, onde maior
nimero de estdmatos/mm? foi observado em folhas desenvolvidas em ambiente
de luz natural e utilizando a posicdo mediana como explante e ndo diferindo

estatisticamente da luz natural e posicdo mediana e apical. Os didmetros polar e
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equatorial dos estbmatos mostram-se maiores quando submetidos ao ambiente
de luz natural e o explante utilizado da posicéo basal do broto estiolado. Maior
razdo diametro polar e equatorial foi observado em estdbmatos de folhas
desenvolvidas em luz artificial e se utilizou posicéo basal do explante.

Alguns autores descrevem que, apesar da variabilidade estomatica ser
um fendmeno relacionado principalmente & umidade relativa dentro dos frascos,
a intensidade luminosa pode ter implicacfes nesse processo (Dignart et al.,
2009). Assim, de acordo com os resultados apresentados, pode-se notar que as
maiores densidades estomaticas estdo geralmente associadas a alta irradiancia.

Os resultados apresentados neste trabalho corroboram com Braga et al.,
(2009) e Dignart et al., (2009) que, trabalhando respectivamente com crisantemo
e orquidea, verificaram maior nimero de estdmatos em folhas desenvolvidas in
vitro em condi¢cdes de casa de vegetacdo, sendo que resultados semelhantes

foram observados também para didmetro polar e equatorial dos estdmatos.

6 CONCLUSOES

O ambiente de luz artificial proporciona maior nimero de brotos e
massa fresca em abacaxizeiro ‘Gomo de Mel’, podendo-se utilizar todas as
posicdes do explante estiolado regeneracéo in vitro.

Maiores espessuras dos tecidos que compdem o limbo foliar ocorreram
quando explantes foram regenerados em ambiente de luz natural.

Maior nimero de estdmatos e diametros polar e equatorial dos mesmos
foi obtido quanto se utilizou ambiente de luz natural e a posicdo basal do

explante estiolado na regeneracao.
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FIGURA 1 Comportamento diurno radiacdo solar global (A) e da temperatura (B)

na casa de vegetacdo (luz natural).
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FIGURA 2 Brotos regenerados in vito de abacaxizeiro cultivadas in vitro. LN-
Basal (A), LN-Mediana (B), LN-Apical (C), LA-Basal (D), LA-
Mediana (E) e LA-Apical (F). LN=Luz Natural e LA=Luz Artificial.

TABELA 1 Numero de brotos (NB), matéria fresca (MF) e matéria seca (MS) da
parte aérea de abacaxizeiro regenerado com diferentes tipos de

explantes e luz natural.

Luz

NB MF MS
Luz Artificial 10,73a° 3,61a 0,18a
Luz Natural 7,40b 2,85b 0,18a

Explante

Basal 7,50a 2,75b 0,176a
Mediana 9,60a 3,30ab 0,184a
Apical 10,10a 3,65a 0,194a

“Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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TABELA 2 Espessura dos tecidos do limbo foliar® de abacaxizeiro regenerado

com diferentes tipos de explantes e luz natural.

Epiderme Abaxial (um)

Basal Mediana Apical
Luz Artificial 26,30aA 27,55aA 26,55aA
Luz Natural 39,40bA 20,69aB 26,92aB

Parénquima Clorofiliano (um)

Basal Mediana Apical
Luz Artificial ~ 573,41aA  414,35bB  404,78bB
Luz Natural 603,87aA 567,41aAB  535,95aB

Parénquima Aquifero (um)

Basal Mediana Apical
Luz Artificial ~ 562,92aA  355,78bB  491,19bA
Luz Natural 562,28aB  501,80aB  681,03aA

Epiderme Adaxial (um)

Basal Mediana Apical
Luz Artificial 35,49bA 33,50aA 35,13aA
Luz Natural 53,19aA 28,33aB 32,96aB

“Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha ndo

diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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TABELA 3 Numero de estdmatos (NE), didmetro polar (DP) e equatorial (DE) e
razdo didmetro polar e equatorial (DP/DE) de estbmatos de
abacaxizeiro regenerado com diferentes tipos de explantes e luz

natural.

Namero de estdmatos (mm?)

Basal Mediana Apical
Luz Artificial  39,40bA  37,61bA 48,35aA
Luz Natural 58,50aA  61,49aA 51,93aA

Diametro Polar (um)

Basal Mediana Apical
Luz Artificial 43,62bB 54,23aA 55,68aA
Luz Natural 68,23aA 53,74aB 48,23bB

Diametro Equatorial (um)

Basal Mediana Apical
Luz Artificial 28,69aB 50,52aA 43,84aA
Luz Natural 53,81aA 46,73aA 46,34aA
Razao DP/DE (um)

Basal Mediana Apical
Luz Artificial 1,54aA 1,12aB 1,30aAB
Luz Natural 1,36aB 1,15aAB 1,05aB

“Médias seguidas da mesma letra minascula na coluna e maidscula na linha ndo

diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 2 Fotomicrografias de seccdes

transversais de folhas de
abacaxizeiro cultivadas in
vitro. LN-Base (A), LN-
Meio (B), LN-Apice (C),
LA-Base (D), LA-Meio (E)
e LA-Apice (F). LN=Luz
Natural e LA=Luz Artificial.
Barra = 40um.
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FIGURA 3 Eletromicrografias de folhas de abacaxizeiro cultivadas in vitro. LN-
Base (A), LN-Meio (B), LN-Apice (C), LA-Base (D), LA-Meio (E)
e LA-Apice (F). LN=Luz Natural e LA=Luz Artificial. Barra =

20um.
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CAPITULO 4

FONTES DE SILICIO NA MICROPROPAGACAO DO ABACAXIZEIRO
‘GOMO DE MEL’: CARACTERISTICAS MORFOFISIOLOGICAS
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1 RESUMO

Objetivou-se avaliar a influéncia da adicdo de silicio no meio bésico de
cultura MS sobre a micropropagacdo do abacaxizeiro ‘Gomo de Mel’. Brotos
com 2 cm foram cultivados em meio MS acrescido de 30g.L™" de sacarose, 2
mg.L™" de BAP e 1,0 g.L™" de silicato de calcio e potassio, a testemunha foi 0
meio MS completo sem silicio e 6 g.L™ de agar. Os brotos foram mantidos por
60 dias em sala de crescimento a 25+1 °C, 36pmol.m'2.s'1 durante 16 horas. O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com dez
repeticdes. Avaliaram-se caracteristicas fitotécnicas e anatbmicas dos
propégulos in vitro. Maior nimero de brotos, massa fresca e seca foi observado
quando se adicionou ao meio silicato de potéssio. Adicdo de silicato de potassio
ao meio MS ofereceu maiores espessuras dos tecidos do mesofilo foliar, maior
nimero de estbmatos, bem como maiores didmetros polar e equatorial dos

mesmos.

2 ABSTRACT

It was aimed to evaluate the influence of the silicon addition in the MS
culture medium on the micropropagation of the pineapple ‘Gomo de Mel.
Shoots with 2 cm were cultivated in MS medium added with 30g.L™ of sucrose,
2 mg. L™ of BAP and 1,0 g.L™ of calcium and potassium silicate, the control
treatment was the complete MS medium without silicon and 6 g.L™ of agar. The
shoots were maintained for 60 days in growth room 25+1°C, 36pmol.m?s™
during 16 hours. The experiment was installed in a randomized completely
design, with ten replications. Anatomical and developmental characteristics of
the propagules were evaluated in vitro. Bigger number of shoots, fresh and dry

mass was observed when it was added potassium silicate to the medium. The
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potassium silicate addition to the MS medium offered greater thicknesses of the
foliar mesophyll tissues, bigger number of stomatas, as well as, polar and

equatorial greater diameters.

3 INTRODUCAO

O meio de cultura tem importante funcéo nas respostas de crescimento de
tecidos in vitro. Plantas ou explantes cultivados nessas condigdes tém exigéncias
nutricionais especificas. Assim, durante o cultivo in vitro, observa-se que 0s
explantes ndo sdo completamente autotréficos e requerem meios nutritivos
suplementados com as necessidades exdgenas da célula, considerando os
elementos essenciais, constituintes organicos e energia (Torres et al., 2001).
Conforme citam os mesmos autores, 0s meios de cultura podem ser ainda
modificados de acordo com a necessidade de cada tipo de explante e a espécie
com a qual se esteja trabalhando.

Por ndo ser considerado um elemento essencial as plantas, o silicio (Si)
ndo tem sido muito estudado na micropropagacdo. Contudo, do ponto de vista
fisiologico, este elemento tem demonstrado efeito benéfico sobre o aumento de
producéo de diversas culturas (Gomes et al., 2008). Segundo o autor, acredita-se
que ele possa interferir na arquitetura das plantas, favorecendo a fotossintese, ao
proporcionar folhas mais eretas, o que significa maior eficiéncia fotossintética.

Analisando anatomicamente folhas cultivadas em meio contendo alguma
fonte de silicio, € possivel observar silicofitdlitos, que sdo depdsitos de silicio
que ocorrem na parede celular como incrustacdo e/ou impregnacdo ou, ainda,
sob a forma de corpos silicosos (opala) no interior das células de diferentes
tecidos (Sangster, 1999). Trabalhando com fontes de silicato na
micropropagac¢do de morangueiro, Braga et al. (2009) verificaram a presenca de

corpos silicosos no interior das células do tecido palicadico.
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Na epiderme foliar, o silicio combina-se com a celulose podendo estar
presente nas células-guarda dos estdbmatos e nos tricomas. O silicio também
pode estar presente nos elementos vasculares.

A forma adquirida pelos depdsitos do silicio, bem como a sua distribuicéo
no interior do vegetal, depende da espécie em estudo e das condi¢cdes do
ambiente de crescimento, podendo ser caracteristica para uma espécie, género e,
mesmo, para algumas familias, sendo, entdo, um cardter com aplicacéo
taxonémica (Wrang et al., 1998).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar fontes e doses de silicio
na micropropagacdo de abacaxi ‘Gomo de Mel’, a fim de melhorar a qualidade

das mudas, através de analises fitotécnicas e anatbmicas.

4 MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado de abacaxi encontrava-se ja estabelecido in
vitro, 0 mesmo foi subcultivado em meio MS (Murashige & Skoog, 1962)
liquido, suplementado com adicdo de 30g L™ de sacarose, para posterior
utilizacdo no experimento.

Foram testadas duas fontes de silicio: silicato de calcio (CaSiOs) e silicato
de potéssio (K,SiO3) na dosagem de 1g.L™ e 0 meio MS padrdo (sem fonte de
silicato) como testemunha. Adicionou-se ao meio de cultura 30g L™ de sacarose,
2mg.L™" de BAP e 6g L™ de 4gar. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem a 121°C e 1,2 atm durante 20 minutos.

Posteriormente, em c@mara de fluxo laminar, brotos com
aproximadamente 2 cm foram individualizados e inoculados, em frascos com
capacidade de 200 mL, contendo 30 mL do meio de cultivo com os tratamentos.
Apo6s a inoculagdo, os frascos foram fechados com tampas de polipropileno e

vedados com parafilme. Os explantes foram mantidas em sala de crescimento a
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25+2°C, irradiancia de 36 pmol m? s, fornecida por lampadas fluorescentes
brancas de 20W e fotoperiodo de 16 horas.

Apo6s 60 dias, os propagulos foram avaliados com base nas caracteristicas
biométricas: nimero de brotos, massa fresca e seca.

Para as caracteristicas anatdbmicas foram mensurados espessura das
epidermes abaxial e adaxial, parénquimas aquifero e clorofiliano e mesofilo,
seguindo a metodologia descrita por Kraus e Arduin (1997). As variavies
paradérmicas, nimero de estdmatos/mm? e diametro polar e equatorial, foram
realizados segundo técnica de Laboriau et al., (1961) e a caracterizacdo
paradérmica da folha na superficie abaxial utilizando protocolo de microscopia
eletronica de varredura (MEV) de Alves (2004).

Empregou-se 0 delineamento inteiramente casualizado com trés
tratamentos e dez repeti¢es, cada uma composta por um frasco contendo trés
brotos. Os dados foram submetidos a analise de variancia onde as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As andlises estatisticas

foram realizadas utilizando o software Sisvar 5.0 (Ferreira, 2000).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Maior nimero de brotacGes e massa seca de abacaxizerio ‘Gomo de
Mel” foi observado quando se acrescentou ao meio MS silicato de potassio
(K,SiQ3), diferindo significativamente em relagdo ao uso de silicato de calcio
(CaSiO;) e a0 meio MS sem adi¢do de silicato, ndo houve diferencas
significativas apenas para massa fresca dos brotos (Tabela 1).

Em comparagdo com o tratamento testemunha (MS), pode-se verificar
que, tanto para nimero de brotacdes, quanto para massa fresca e seca, 0S
resultados apresentados pelo tratamento utilizando-se K,SiO; foram superiores

para essas variaveis. 1sso demonstra que a capacidade de absor¢éo e acumulo de
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silicio pelas plantas ¢ variavel de acordo com a forma com que esse elemento é
disponibilizado, bem como a espécie estudada.

Brotos de abacaxizeiro submetidos aos tratamentos com fontes de silicio
apresentaram folhas mais eretas e com coloracdo verde mais escura. Essas
caracteristicas eram esperadas, uma vez que o silicio € prontamente absorvido
pelas plantas e depositado principalmente nas paredes das células da epiderme,
onde confere maior resisténcia ao ataque de insetos, podendo também regular a
perda de dgua (Korndorfer, 2006), sendo essa caracteristica favoravel as plantas
cultivadas in vitro, por ocasido da aclimatizacao.

Quanto a coloracdo das folhas apresentarem-se mais verdes, pode-se
supor que o uso de silicio aumente os teores de clorofila nos tecidos do mesofilo
foliar. Esse efeito ja foi reportado por Braga et al. (2009) testando trés fontes de
silicio no cultivo in vitro de morangueiro, onde verificaram que o uso de K,SiO;
promoveu aumento nos teores de clorofila, assim como Adatia & Besford (1986)
observaram maiores niveis de clorofila e massa foliar em pepineiro quando
utilizaram silicatos na propagacdo convencional dessa cultura.

Contrariamente aos resultados apresentados neste traballho, Zhou (1995)
verificou aumento no tamanho das folhas de Phalaenopsis cultivadas in vitro
quando utilizou CaSiO; ao meio de cultura, reforcando assim a seletividade
quanto a fontes especificas de silicio para cada espécie. Essa diferenca de
resultados poderia ser explicada pelo fato de que o crescimento de plantas,
o6rgdos, tecidos e células in vitro depende do desenvolvimento em meios de
cultura otimizados para cada espécie e da perfeita interacdo de componentes
essenciais como fontes de carbono e nutrientes minerais.

As folhas de abacaxizeiro micropropagadas utilizando fontes de silicio
ao meio apresentam limbo foliar com epidermes unisseriadas, estdbmatos apenas
na superficie abaxial das folhas (hipoestomatica) (Figura 2B setas), parénquimas

aqlifero e clorofiliano desorganizados, sendo que, para o parénquima aquifero
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de folhas dos tratamentos com silicio apresentaram células menores e achatadas
em relacdo a testemunha, observou-se também tricomas glandulares multicelures
captados (Figura 2A) e fibras ao longo do parénquima clorofiliano (Figura 1 e
2A).

Caracterizando paradermicamente essas folhas, verifica-se que o0s
estdmatos sdo do tipo tretracitico, estando presentes apenas na superficie abaxial
das folhas, com presenca de tricomas multicelulares glandulares captados
(Figura 2A e 3B seta), tricomas ndo glandulares escamiformes achatados e
multicelulares (Figura 2C).

Essas caracteristicas também foram observadas por Batagin et al.,
(2009) trabalhando com abacaxizeiro ‘Gomo de Mel’, onde verificaram a
presenca de tricomas glandulares e escamiformes nas folhas cultivadas in vitro,
porém, Barboza et al., (2006) apenas descreveram a presenca de tricomas
glandulares no cultivar Pérola. A presenca de tricomas na epiderme foliar de
plantas in vitro pode ser uma adaptacdo morfolégica que atua na restricdo da
perda de &gua, por meio da regulacdo da temperatura e reflexdo da luz.

Houve diferencas estatisticas para todas as varidveis anatdmicas
avaliadas, com excecéo para espessura da epiderme adaxial (Tabela 2). A adicéo
de CaSiO; ao meio promoveu maior espessura da epiderme abaxial, maior
espessura do parénquima clorofiliano foi observado em MS acrescido de silicio,
independente da fonte utilizada. J& o parénquima aquifero e mesofilo, o
tratamento com K,SiOj; foi 0 que apresentou maior espessura.

Como observado no trabalho, maior parénquima clorofiliano foi
detectado quando se utilizou uma fonte de silicio ao meio. A especializacdo do
tecido clorofiliano conduz a eficiéncia fotossintética da planta, onde a grande
maioria dos cloroplantos é encontrada. A disposicdo dessas organelas na célula

promove a maxima captacdo de luz.
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Observou-se, no tratamento com K,SiO; maior espessamento do
parénquima aquifero, essa caracteristica é importante, ja que o tecido armazena
agua, exercendo importante papel na economia de calor, evitando o colapso
celular pelo murchamento e contribuindo para adaptacdo da planta a ambientes
sujeitos a desidratacao.

Essas caracteristicas corroboram as afirmacgdes de Barboza et al., (2006)
e Batagin et al., (2009) uma vez que 0s autores ressaltam que o parénquima
aqliifero ndo exerce funcdo bem definida em plantas in vitro, devido a condicéo
heterotrofica e controlada a qual é submetida, entretando, esse tecido pode
assumir importante funcdo no momento da aclimatizacdo, impedindo a
desidratacdo nos primeiros dias ap6s o transplantio.

Assim como apresentado neste trabalho, Silva (2007), no cultivo in vitro
de gérbera, ndo observou diferencas significativas nas espessuras das epidermes,
quando se utilizaram fontes de silicio ao meio de cultura. Porém, para espessura
dos tecidos do mesofilo, o autor verificou aumento na espessura desses tecidos
utilizando K,SiOg3, corroborando com os resultados obtidos com abacaxi ‘Gomo
de Mel’.

Diferencas estatisticas foram observadas para andlise paradérmica da
folha, onde brotos do tratamento com K,SiO;z apresentam folhas com maior
nimero de estdmatos, assim como maior diametro polar e relacdo diametro
polar/fequatorial, no entanto, os didmetros equatoriais ndo diferiram
estatisticamente entre si (Tabela 3).

Observou-se a presenca de cera epicuticular na epiderme abaxial nas
folhas de propagulos submetidos aos tratamentos com silicio (Figura 3 B1 e C1).

A presenca de ceras em plantas cultivadas in vitro geralmente é muito
delgada, principalmente pela deficiéncia de luz nas salas de crescimento. A cera
epicuticular ¢ um polimero complexo com importantes fungbes nas células

epidérmicas, dentre elas destacam-se a protecdo contra a perda de agua e por se
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tratar de uma camada brilhante e refletora, além de atuar também na protecédo
contra 0 excesso de luminosidade (Alquini et al, 2006). A presenca de uma
camada mais espessa de cera em plantas cultivadas in vitro é importante, pois as
fungdes apresentadas acima sdo fundamentais para a planta durante o processo
de aclimatizacdo, onde se observa que a morte das plantas se deve
principalmente aperda excessiva de A&gua devido & alta temperatura e
luminosidade na casa de vegetagéo.

Resultados semelhantes foram observados em morangueiro por Braga et
al. (2009), onde maior deposicdo de cera epicutilicar foi observada quando se
utilizaram fontes de silicio no meio de cultura.

Avaliando diametro polar (DP) e equatorial (DE) dos estdmatos, €
possivel observar que a relagdo DP/ DE fornece um bom indicativo do formato
dos estdmatos, na medida em que, quanto maior esta relacdo, mais elipsoide é o
formato estomatico, e tém-se nesta varidvel resposta um forte indicativo da
funcionalidade dos estdmatos. Verificou-se entdo maior relacdo DP/DE, quando
se utilizou K,SiO3; ao meio, 0 que indica maior funcionalidade desses estdmatos.
Assim como a deposicdo de cera na epideme é importante no controle de perda
de &gua, a funcionalidade dos estdmatos também é fator determinante no
controle da transpiracao.

Com os resultados apresentados acima, pode-se julgar que a adicdo de
silicio ao meio de cultura é benéfica, principalmente quanto as caracteristicas
anatbmicas, onde os fatores que regulam a perda de agua na planta sdo

favorecidos quando se utilizam fontes de silicio ao meio.
6 CONCLUSOES

A presenca de silicato de potassio ao meio de cultura promove aumento

no numero de brotos e na massa seca em abacaxizeiro micropropagado.
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Adicdo de silicato de potassio proporciona maior espessura do mesofilo
foliar, porém, néo é eficiente quanto ao aumento das epidermes.
Maior nimero de estdmatos e relacdo didmetro polar e equatorial dos

mesmos € obtido quando se adiciona silicato de potéassio ao meio.
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ANEXOS

TABELA 1 Numero de brotos (NB), matéria fresca (MF) e matéria seca (MS) da

parte aérea de abacaxizeiro micropropagado em diferentes fontes de

silicio.
Tratamentos NB MF (g™ MS (g™
MS 4,6b" 1,31a 0,06b
Ca,SiOz + MS 4,9b 141a 0,055h
K,SiO; + MS 9,7a 2,2a 0,104a

" Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 2 Espessura dos tecidos do limbo foliar™® de abacaxizeiro

micropropagado em diferentes fontes de silicio.

Fontes de EpAb PClor PAqui EpAd Mesofilo
Silicio (Hm) (Hm) (Hm) (Hm) (Hm)
MS 23,552 @ 208,08b 159,01b 22,99a 367,09c
CaSiO; + MS  28,57a 256,38a 169,04b 27,46a 425,42b
K,SiO3+MS 17,64b 229,41a 245,59 22,99a 475,01a

WEpAb= epiderme abaxial; PClo= parénquima clorofiliano; PAqui= parénquima
agliifero e EpAd= epiderme adaxial."® Médias seguidas da mesma letra na

coluna nédo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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TABELA 3 Numero de estdmatos (NE), didmetro polar (DP) e equatorial (DE) e
razdo didmetro polar e equatorial (DP/DE) de estbmatos de

abacaxizeiro micropropagado em diferentes fontes de silicio.

Fonte de Silicio NE (mm?) DP (um) DE (um) Raz&o DP/DE (um)
MS 110b 25,52ab 22,06a 1,16ab
CaSiOs;+MS 119b 23,14b 21,14a 1,09b
K,SiO3+MS 158a 28,76a 23,49a 1,22a

"W Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

FIGURA 1 Fotomicrografias de sec¢fes transversais de folhas de abacaxizeiro

cultivadas in vitro sob diferentes fontes de silicio. MS (A), CaSiOs;
(B), K;SiO3 (C). Barra =40um.
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abacaxizeiro. Tricoma multicelular (A); estdmatos na epiderme

abaxial (B) e tricomas escamiformes (C). T = tricomas, Esc =

tricomas escamiformes e Et = estbmatos.
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FIGURA 3 Eletromicrografias de folhas de abacaxizeiro submetidas a diferentes
fontes de silicio no cultivo in vitro: MS (A e Al), CaSiO; (Be Bl) e
K,SiO; (C e C1). T =tricomas. Barra= 20um.
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CAPITULO 5

CARACTERISTICAS MORFOFISIOLOGICAS DE ABACAXIZEIRO
‘GOMO DE MEL’ ENRAIZADO IN VITRO SOB LUZ NATURAL E
SUBSTRATO VERMICULITA
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1 RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da vermiculita, agar, luz artificial e da luz
natural no enraizamento in vitro de brotos e aclimatizacdo de propagulos de
abacaxizeiro ‘Gomo de Mel’, bem como caracterizar anatomicamente essas
plantas. Foram utilizados brotos com 2 cm de comprimento cultivados em meio
MS acrescido de 30g.L™ de sacarose, testaram-se dois suportes fisicos: 6g.L™ de
4gar e 15 g.L™" de vermiculita para o enraizamento dos brotos em dois
ambientes: sala de crescimento a 25+1 °C, 45 W.m2.s™* durante 16 horas e casa
de vegetacdo com radiacdo de 115,08 W.m?s™ e 33 °C (luz natural). Apés 60
dias, foram avaliados comprimento de parte aérea, massa fresca e seca de parte
aérea e raizes. Avaliou-se também espessuras dos tecidos do limbo foliar, além
de numero de estdmatos e didmetro polar e equatorial dos mesmos. O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado. Os
resultados mostraram-se significativos para interagcdo entre suportes fisicos e
ambientes para todas as variaveis analisadas. O uso do substrato vermiculita em
luz artificial apresentou melhores resultados para todas as varidveis. Para as
caracteristicas anatbmicas, maiores espessuras dos tecidos do limbo foliar foram
verificados quando se utilizou vermiculita e luz natural, sendo que, para o uso de
agar, também houve aumento das espessuras somente quando utilizou-se o
ambiente de luz natural. Quanto a0 nimero de estdmatos/mm?® ndo houve
diferenca significativa para os tratamentos, maior didmetro polar e equatorial foi
observado em estdmatos de folhas cultivadas em luz artificial e vermiculita e luz

natural e vermiculita respectivamente.
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2 ABSTRACT

It was aimed to evaluate the effect of the vermiculite, agar, artificial light
and natural light in the in vitro rooting of shoots and acclimatization of
pineapple ‘Gomo de Mel’ propagules, as well as, to characterize these plants
anatomically. It was used shoots with 2 cm of length cultivated in MS medium
added with 30g.L™ of sucrose. Two physical supports were tested: 6g.L™ of agar
and 15 g.L™ of vermiculite for the shoot rooting in two environments: growth
room 25+1 °C, 45 W.m?s? during 16 hours and greenhouse with 115,08
radiation of W.m?2s™ and 33 °C (natural light). After 60 days, it was evaluated
the aerial part length, fresh and dry mass of aerial part and roots. It was also
evaluated the thicknesses of foliar limb tissues, the number and polar and
equatorial diameter of the stomatas. The experiment was installed in a
randomized completely design. The results showed significance in the
interaction between physical supports and environment for all analyzed
variables. The use of the vermiculite substrate in artificial light presented better
results in all variables. For the anatomical characteristics, bigger thicknesses of
the foliar limb tissues was verified when it was used vermiculite and natural
light, being that, for the agar use, it also increased the thicknesses only when the
environment of natural light was used. Deal with the number of stomatas/mm? it
did not have significant difference between treatments, greater polar and
equatorial diameter was observed in stomatas of leaves cultivated in artificial

light and vermiculite and natural light and vermiculite respectively.

3 INTRODUCAO
Uma das principais limitacGes a expansdo do uso micropropagacdo é o
elevado custo das mudas. Dentre os fatores que oneram a producdo de mudas

micropropagadas esta o gasto com energia elétrica em salas de crescimento.
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Uma alternativa para esse fator seria o cultivo in vitro em ambiente de luz
natural. Essa tecnologia ndo é muito adotada por ndo estarem esclarecidos seus
efeitos sobre as culturas que, convencionalmente, sdo condicionadas em luz
artificial, com intensidades luminosas inferiores e com fotoperiodo e
temperatura controlada (Erig & Schuch, 2005).

No método convencional de micropropagacéao, a etapa de enraizamento
in vitro é realizada em meio nutritivo contendo agar, porém, o sistema radicular
emitido em meio com esse suporte é, em geral, pouco ramificado, quebradico e
com poucos pélos radiculares (Hoffmann et al., 2001), o que reduz a capacidade
de absorcdo de agua e nutrientes durante o processo de aclimatizacdo. O agar
também é considerado um dos componentes que elevam o custo de producao no
cultivo in vitro (Apter et al., 1993; Leite (2002).

Diversos trabalhos citam o0 uso de suportes alternativos para
enraizamento de brotos em sistemas intensivos de micropropagacdo (Martinéz-
Hernandez et al., 2006; Leite et al., 2002; Hoffmann et al., 2001). Esses autores
citam vermiculita, perlita ou espumas de poliuretano embebidos com meio
liguido como alternativas de baixo custo, além de conferirem melhores
resultados que o agar.

Assim, o presente trabalho objetivou caracterizar a anatomia foliar de
brotos enraizados in vitro sob luz natural e vermiculita e aclimatizacdo de

propéagulos de abacaxizeiro ‘Gomo de Mel’.

4 MATERIAL E METODOS
O material vegetal utilizado de abacaxi ja se encontrava estabelecido in
vitro, o0 mesmo foi subcultivado em meio MS (Murashige & Skoog, 1962)
liquido, suplementado com adicdo de 30g L™ de sacarose para posterior

utilizacdo no experimento.
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Para o enraizamento in vitro dos brotos, foram utilizados como suportes
fisicos: 1) &4gar 6 g.L™ e 2) vermiculita 15 g.L™, adicionados ao meio de cultura
MS liquido para o tratamento vermiculita e solido para o agar, acrescido de 30
g.L™ de sacarose, com pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C e 1,2
atm durante 20 minutos. .

Os frascos com capacidade para 200 mL™ foram fechados com tampas
de polipropileno e vedados com parafilme. As culturas foram mantidas em duas
condigdes ambientais: 1) sala de crescimento (luz artificial) a 25+2°C,
irradiancia de 45 W.m fornecida por lampadas fluorescentes brancas de 20W e
fotoperiodo de 16 horas e 2) casa de vegetacdo (luz natural), a radiacdo e
temperatura dentro da casa de vegetacdo foi avaliada utilizando sensor de
radiacdo (LI-200SA, Li-cor, Lincoln, Nevasca, USA), acoplados a um sistema
de registro (L1 1400; Li-cor.Neb), a cada meia hora, durante 12 horas (das 06:00
as 18:00 horas). Os dados da caracterizacdo do comportamento diurno da
radiacdo solar e da temperatura estdo apresentados abaixo (Figura 1 A e B).

Decorridos 60 dias da instalacdo do experimento foi avaliado o
comprimento da parte aérea, massa fresca e seca da parte aérea e raizes.

Brotos enraizados nos tratamentos anteriores passaram por lavagem de
suas raizes em agua corrente para completa retirada do agar e vermiculita, 0s
mesmos foram transferidos para bandejas de polietileno com 24 células,
contendo o substrato comercial Plantmax® e mantidas em casa de vegetacéo,
com nebulizac@o intermitente durante 30 dias de aclimatizagéo, avaliando-se:
taxa de sobrevivéncia, comprimento da parte aérea, massa fresca e seca da parte
aérea e raizes.

As caracteristicas anatdmicas das folhas cultivadas in vitro, das folhas
decorrentes do processo de aclimatizacdo e folhas de transicdo, foram realizadas
seguindo o protocolo de Kraus e Arduin (1997), onde se avaliou: espessura das

epidermes adaxial e abaxial, parénquimas aquifero e clorofiliano. As variavies
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paradérmicas, nimero de estdmatos/mm? e didmetro polar e equatorial, foram
realizadas segundo técnica de Laboriau et al., (1961).

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 2x2, com quatro tratamentos e dez repeti¢bes, cada uma
composta por um frasco contendo cinco brotos. Para o processo de aclimatizagdo
foram utilizadas 4 repeti¢cGes por tratamento com 4 plantas. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia onde as médias foram comparadas pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando o software Sisvar 5.0 (Ferreira, 2000).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram efeito significativo dos tratamentos para todas
as varidveis analisadas e para a interacdo dos suportes fisicos e condicdes
ambientais. O uso de vermiculita em luz artificial (sala de crescimento
convencional) apresentou melhores resultados para todas as variaveis (Tabela 1).
Mesmo o ambiente de luz artificial proporcionando esses resultados, plantas
oriundas do enraizamento em luz natural (casa de vegetacdo) apresentaram
maior vigor e folhas mais carnosas, 0 que sugere uma adaptacdo ao ambiente de
maior irradidncia. Brotos enraizados em condicGes de luz artificial sofreram
processo de estiolamento, devido a baixa irradiancia da sala de crescimento, o
que favoreceu maior comprimento e massa fresca da parte aérea.

Plantas enraizadas em meio contendo vermiculita apresentaram raizes
mais rasticas, com mais ramificacdes e presenca de pélos absorventes, o que
pode contribuir para o processo de aclimatizacdo, por possibilitar maior area de
contato das raizes com o substrato, facilitando a absor¢éo de agua e nutrientes.

O uso de suportes fisicos alternativos ao agar é relatado em véarios
trabalhos. Hoffmann et al. (2001) avaliaram trés substratos: &gar, Plantmax® +

agar e vermiculita + agar, em dois porta-enxertos de macieira. Os autores
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observaram que, tanto para inducdo de enraizamento, quanto para o
desenvolvimento das raizes adventicias, 0 uso apenas de agar apresentou
maiores taxas de enraizamento, resultados contrarios aos obtidos neste trabalho.

Resultados similares foram obtidos no cultivo in vitro de duas cultivares
de Citrus tolerantes ao virus da tristeza por Martinez-Hernandez et al. (2006). Os
autores observaram que, para germinacao, multiplicacdo e enraizamento in vitro,
0 uso de substratos alternativos (vermiculita, tezontle e agrolita) ndo
apresentaram diferencas significativas, o que permitiu comprovar que a
substituicdo ao agar é viavel, podendo utilizar substratos inertes nas etapas da
micropropagacdo. Da mesma foram, Faria et al. (2006) avaliaram o uso de agar,
espuma picada, esfagno e areia grossa na propagacdo in vitro de orquidea
(Oncidium baueri) e observaram que espuma picada apresentou melhores
resultados para todas as variaveis estudadas.

Quanto ao ambiente de luz, resultados semelhantes aos obtidos neste
trabalho foram observados por Silva et al. (2008) que avaliaram o uso da luz
natural no enraizamento in vitro e aclimatizacdo do abacaxi cv. Imperial e
observaram que a luz artificial promoveu maior comprimento de raizes em
relacdo a luz natural. Os resultados apresentados podem estar relacionados com
a funcdo das auxinas no enraizamento, este grupo de fitohormonios &
fotodegradado e o aumento da radiacdo no ambiente de casa de vegetacdo pode
reduzir sua concentracdo enddgena e promover menor crescimento e
desenvolvimento dessas raizes.

Os cortes transversais das folhas oriundas do enraizamento in vitro
utilizando vermiculita e &gar como suporte e luz natural e artificial como fonte
de irradiacio apresentaram somente uma camada de epiderme em ambas faces
abaxial e adaxial, sendo, portanto, unisseriadas. A presenca de estomatos foi
verificada apenas na face abaxial da epiderme (hipoestomaticas), presenca de

dois tipos de tricomas: glandulares e tectores, parénquima aqlifero espesso e
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bem desenvolvido, parénquima clorofiliano com células arredondadas,
apontando a presenca de amido em seu interior e fibras ao longo desse tecido
(Figura 2).

O uso da luz natural como ambiente de incubagdo promoveu maior
deposicao de cera epicuticular nas epidermes das folhas (Figura 2 D). Sabe-se
que as principais fungdes da cuticula sdo a protecdo contra a perda de agua e
protecdo contra o excesso de luminosidade por se tratar de uma camada brilhante
e refletora. A permeabilidade da agua através da cuticula é influenciada
principalmente pela estrutura e quantidade de ceras epicuticulares. Pouca
deposicdo de cera epicuticular sobre a superficie das folhas das plantas
cultivadas in vitro também tem sido considerada como um fator responsavel pela
perda excessiva de agua, levando ao insucesso no processo de aclimatizacao
(Hazarika, 2006).

Observaram-se diferencas significativas para todas as varidveis
analisadas, exceto para espessura da epiderme abaxial (Tabela 2). Maiores
espessuras dos tecidos do mesofilo foliar foram verificadas quando se utilizou
vermiculita e luz natural, sendo que, para o uso de agar, houve também aumento
das espessuras somente no ambiente de luz natural, demonstrando a adaptacéo
dos tecidos as condicGes de alta irradiancia.

O aumento na espessura dos tecidos que compdem o limbo constitui um
padrao cléssico de resposta e de adaptacdo das plantas a alta intensidade de luz e
evidenciam a plasticidade adaptativa da planta (Lee et al., 2000). A capacidade
de alterar a estrutura da folha em resposta ao ambiente, principalmente ao nivel
de irradiancia, tem sido comumente observada em diversas espécies (Kiwi,
banana e abacaxi), cultivadas in vitro (Dimassi-Theriou & Bosabalidis, 1997,
Rocha, 2007; Silva et al., 2008).

Quanto as caracteristicas paradérmicas, houve interacdo significativa

entre os fatores para nimero de estbmatos, didmetro polar e razao diametro polar
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e equatorial. Apenas para variavel diametro equatorial ndo houve interacdo
significativa, porém analisando isolamente os fatores observaram diferencas
significativas entre eles (Tabela 3).

Para nimero de estdmatos/mm?, luz natural como ambiente de cultivo e
agar como suporte apresentaram a maior media. Maior diametro polar foi
observado em estdmatos provenientes de ambiente de luz artificial de
vermiculita, j& em relacdo ao didmetro equatorial maior média desse didmetro
foi obtido em ambiente de luz natural e suporte vermiculita. Quanto a variavel
razdo didmetro polar/equatorial, maior razdo foi verificada em luz artificial e
agar.

Alguns autores descrevem que, apesar da variabilidade estomatica ser
um fendmeno relacionado principalmente a umidade relativa dentro dos frascos,
a intensidade luminosa pode ter implicagbes nesse processo (Dignart et al.,
2009). Assim, de acordo com os resultados apresentados, pode-se notar que as
maiores densidades estomaticas estdo geralmente associadas a alta irradiancia.

Os resultados apresentados neste trabalho corroboram com Braga et al.,
(2009) e Dignart et al., (2009) que, trabalhando respectivamente com crisantemo
e orquidea, verificaram maior nimero de estématos em folhas cultivadas in vitro
em condi¢des de casa de vegetacao.

Por outro lado, resultados contrarios foram observados para didmetro
polar e equatorial neste trabalho, no qual maiores didmetros foram detectados
em estdmatos cujas follhas provinham de ambiente de luz artificial. Braga et al.,
(2009) e Dignart et al., (2009) observaram maiores diametros trabalhando com
ambiente de luz natural.

Na etapa de aclimatizagdo, registrou-se 100% de sobrevivéncia para
todos os tratamentos. Para todas as variaves analisadas, plantas oriundas dos
tratamentos in vitro com agar e luz artifical registraram os melhores resultados
(Tabela 3).
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Observou-se que plantas aclimatizadas ap6s 30 dias apresentaram
tecidos mais desenvolvidos e organizados. Folhas provenientes do ambiente de
sala de crescimento e agar apresentam células do parénquima aquifero maiores e
alongadas em relacdo aos demais tratamentos, verificou-se também a presenca
de camada delgada de cera para esse tratamento (Figura 3A). Para o0s
tratamentos onde se utilizou como suporte fisico a vermiculita e luz natural,
verificou-se maior deposi¢do de cera epicuticular (Figura 3C seta). Maior
espessura da epiderme adaxial de folhas aclimatizadas foi observada no
tratamento in vitro com agar e luz natural, ja a epiderme adaxial, o tratamento
vermiculita e luz artifical, apresentou maior espessura. Parénguima clorofilano
foi mais espesso em folhas aclimatizadas do tratamento agar e luz artifical, ja o
aqlifero a luz natural também com &gar apresentou maior espessura. (Tabela 4).

Folhas novas produzidas durante o periodo de aclimatizagdo séao
denominadas folhas de transi¢do. Essas folhas podem conferir maior capacidade
fotossintética, conseqiientemente aquisicdo de fotoautotrofia e de regulacéo
hidrica as plantas, devido a maior organizagdo dos tecidos, maior deposicdo de
cera, além de ndo apresentarem nenhum tecido proveniente do cultivo in vitro,
estando, portanto, adaptados as condi¢cBes de alta irradidncia e temperatura
(Figura 3 Al, B1, C1 e D1). Para espessura da epiderme adaxial, abaxial e
parénquima aquifero, o uso de luz natural e 4gar como tratamento in vitro
proporcionou a maior espessura, para parénquima clorofiliano, luz natural e

vermiculita promoveram maior espessura (Tabela 5).

6 CONCLUSOES
A vermiculita, como suporte fisico alternativo ao agar e ambiente de luz
artificial (sala de crescimento), promove maior crescimento in vitro de brotos de

abacaxizeiro.
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Luz natural (casa de vegetagdo) proporciona maiores espessuras dos
tecidos do limbo foliar.

Maior nimero de estdmatos foi obtido em folhas desenvolvidas em
ambiente de luz artificial e suporte vermiculita.

Luz artificial promove maior razdo didmetro polar/equatorial dos

estbmatos.
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FIGURA 1 Comportamento diurno radiacao solar (A) e da temperatura (B) na casa

de vegetacdo (luz natural).
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TABELA 1 Massa fresca de parte aérea (MFA), massa fresca de raizes (MFR),
massa seca de parte aérea (MSA), massa seca de raizes (MSR) e
comprimento de parte aérea (CPA), de abacaxizeiro enraizado in

vitro sob condicGes de luz natural e suporte alternativo.

MFA (g™) MFR (g™)
Vermiculita ~ Agar  Vermiculita Agar
Luz Artificial 3,63 aA 2,01 bA 0,55 aA 0,18 bB
Luz Natural 1,49 aB 2,16 aA 0,09 bB 0,37 aA
MSA (g% MSR (g7
Vermiculita ~ Agar  Vermiculita Agar
Luz Artificial 0,21 aA 0,14 bA 0,044 aA 0,015bB
Luz Natural 0,12 bB 0,19 aA 0,007 bB 0,025 aA
CPA (cm)
Vermiculita Agar
Luz Artificial 14,9 aA 10,34 bA
Luz Natural 5,05 bA 8,49 aB

"Médias seguidas da mesma letra minascula na linha e maidscula na coluna no

diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 2 Espessura dos tecidos do limbo foliar™ de abacaxizeiro enraizados

in vitro sob condicGes de luz natural e suporte alternativo.

Epiderme Abaxial (um)

Luz Artificial 20,21a
Luz Natural 19,20 a
Vermiculita 21,10 a

Agar 18,88 a

Parénquima Clorofiliano (um)
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Vermiculita Agar
Luz Artificial 177,15 aB 162,68 bA
Luz Natural 358,87 aA 167,06 bA

Parénquima Aquifero (um)

Vermiculita Agar
Luz Artificial 186,01 aB 137,65 bA
Luz Natural 257,99 aA 128,30 bA
Epiderme Abaxial (um)
Vermiculita Agar
Luz Artificial 20,83 aB 18,78 aA
Luz Natural 27,41 aA 19,27 bA

“Médias seguidas da mesma letra minascula na linha e maitscula na coluna n&o

diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 3 Numero de estdbmatos (NE), didmetro polar (DP) e equatorial (DE) e
razdo didmetro polar e equatorial (DP/DE) de estdbmatos de
abacaxizeiro enraizados in vitro sob condi¢cGes de luz natural e

suporte alternativo.

NE (mm?)
Vermiculita Agar
Luz Artificial 43,50 aA 36,95 aA
Luz Natural 36,95 aA 4551 aA
Razéo DP/DE (um) Diametro Polar (um)
Vermiculita Agar Vermiculita Agar
Luz Artificial 1,003 aA 1,062 aA 36,41 aA 32,02 bB
Luz Natural 0,792 bB 1,007 aA 30,79 bB 35,58 aA

Diametro Equatorial (um)

75



Luz Artificial 33,47 b

Luz Natural 37,30 a
Vermiculita 37,84 a
Agar 33,14 b

"Médias seguidas da mesma letra minascula na linha e maitscula na coluna no

diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 4 Massa fresca de parte aérea (MFA), massa fresca de raizes (MFR),
massa seca de parte aérea (MSA), massa seca de raizes (MSR) e
comprimento de parte aérea (CPA), de abacaxizeiro aclimatizado.

MFA MFR MSA MSR CPA
@ Cp) @ ) (cm)
Luz Artificial 4,48b 1,01a 0,46a 0,086a 11,64b
Luz Natural 6,35a 0,45b 0,33b 0,044b 13,23a
Vermiculita 3,63b 0,57b 0,27b 0,05a 10,91b
Agar 7,19a 0,88a 0,52a 0,07a 13,97a
"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade

TABELA 5 Espessura dos tecidos do limbo foliar™® de abacaxizeiro
aclimatizados.
EpAba (um)  PClor (um)  EpAda (um)

Luz Artificial 4,55 a 132,90 a 7,84 a

Luz Natural 443 a 86,52 a 6,59 a

Vermiculita 4,29 a 99,19 b 7,22 a

Agar 4,69 a 120,23 a 721a
PAqui (um)
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Vermiculita Agar
Luz Artificial 81,46 aA 62,01 bB
Luz Natural 65,87 bB 89,31 aA

“Médias seguidas da mesma letra minascula na linha e maitscula na coluna no
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. EpAba=epiderme
abaxial,  PClor=parénquima  clorofiliano, = EpAda=epiderme  adaxial,

PAqui=parénquima aquifero.

TABELA 6 Numero de estdbmatos (NE), didmetro polar (DP) e equatorial (DE) e
razdo didmetro polar e equatorial (DP/DE) de estdmatos

aclimatizados.

NE (mm?)
Vermiculita Agar
Luz Artificial 37,61 aA 41,79 aA
Luz Natural 43,58 aA 38,20 aA
Diametro Polar (um) Diametro Equatorial (um)
Vermiculita Agar Vermiculita Agar
Luz Artificial 35,33 bA 39,91 aA 29,92 aB 31,66 aA
Luz Natural 37,55 aA 35,53 aB 32,59 aA 31,03 aA
Razao DP/DE (um)

Luz Artificial 1,22 a
Luz Natural 1,15a
Vermiculita 1,17a

Agar 1,20 a

"Médias seguidas da mesma letra minascula na linha e maitscula na coluna n&o

diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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TABELA 7 Espessura dos tecidos do limbo foliar® de folhas de transicdo de
abacaxizeiro aclimatizados.
EpAba (um)  EpAda (um)

Luz Artificial 6,14 a 8,17b
Luz Natural 7,11a 9,35a
Vermiculita 6,25 a 7,96 b
Agar 7,00 a 9,56 a
PClor (um)
Vermiculita Agar
Luz Artificial 100,00 bB 114,99 aA
Luz Natural 153,37 aA 120,74 bA
PAqQui (um)
Vermiculita Agar
Luz Artificial 60,40 aA 52,98 aB
Luz Natural 60,38 bA 96,44 aA

“Médias seguidas da mesma letra mintscula na linha e maitscula na coluna ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. EpAba=epiderme
abaxial, = PClor=parénquima  clorofiliano, = EpAda=epiderme  adaxial,

PAqui=parénquima aquifero.
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FIGURA 2 Fotomicrografias de seccdes

transversais de folhas de
abacaxizeiro enraizadas in vitro
com diferentes substratos e luz
natural. (A) agar e luz artificial,
(B) éagar e luz natual, (C)
vermiculita e luz artificial e (D)

vermiculita e luz natural.
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FIGURA 3 Fotomicrografias de secghes

transversais de folhas de
abacaxizeiro aclimatizadas. (A)
agar e luz natural, (Al) agar e
luz natural — folha de transi¢&o,
(B) agar e luz artificial, (B1)
agar e luz artificial — folha de
transicdo, (C) vermiculita e luz
natural, (C1) vermiculita e luz
natural — folha de transicdo, (D)
vermiculita e luz artificial e
(D1) vermiculita e luz artificial

— folha de transicéo.
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CAPITULO 6

CARACTERISTICAS MORFOFISIOLOGICAS DE ABACAXIZEIRO
‘GOMO DE MEL’, ACLIMATIZADOS EM DIFERENTES
SUBSTRATOS
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1 RESUMO

Objetivou-se determinar um substrato adequado para aclimatizacdo de
plantas micropropagadas de abacaxizeiro ‘Gomo de Mel’ e a sua caracterizacao
anatdbmica e biométrica durante este processo. O enraizamento dos brotos foi
realizado em meio MS acrescido de 30g.L™ de sacarose e 6g.L™" de agar. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento a 251 °C, 36pmol.m?s™
durante 16 horas. Apés 60 dias, brotos enraizados foram removidos dos frascos
e distribuidos em tubetes contendo os seguintes tratamentos: 1) A+X+H (areia ,
xaxim e himus) (1:1:1); 2) substrato comercial Plantmax® ; 3) vermiculita e 4)
combinacdo 1:1 de Plantamax ® + Vermiculita. As caracteristicas anatdmicas
foram avaliadas nas plantulas ainda in vitro e aos 7; 15; 30 e 60 dias de
aclimatizacdo. As folhas de transicdo também foram caracterizadas. O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos e quatro repeticbes com cinco plantas. Maiores
comprimentos da parte aérea, massa fresca e seca da parte aérea e raizes foram
observados com o uso de areia + xaxim + humus. Para nimero de folhas, massa
fresca de raizes e massa seca de parte aérea ndo houve diferenca entre os
substratos. Quanto as caracteristicas anatbmicas, o substrato vermiculita no
periodo de 60 dias de aclimatizacdo promoveu as maiores espessuras dos tecidos

que compdem o limbo foliar.
2 ABSTRACT
This work aimed to determine a right substrate for acclimatization of
pineapple ‘Gomo de mel’ plantlets and its anatomical and biometric

characterization during this process. Rooting of the shoots was done in MS

medium added with 30g.L™ of sucrose and 6g.L" of agar. Cultures were
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maintained in growth room 25+1°C, 36pmol.m?s™ during 16 hours. After 60
days, the rooted shoots were removed from the bottles and distributed in tubes
containing the following treatments: 1) A+X+H (sand, fern tree fiber and
humus) (1: 1: 1); 2) commercial substrate Plantmax®; 3) vermiculite and 4) 1:1
combination of Plantmax ® + Vermiculite. The anatomical characteristics were
evaluated when the seedlings were still in vitro and in the 7*; 15", 30" and 60"
days of acclimatization. The transition leaves were also characterized. The
experiment was installed in a randomized completely design, with four
treatments and four replications containing five plants. Greater lengths of the
aerial part, fresh and dry mass of the aerial part and roots were observed with the
use of sand + fern tree fiber + humus. Leaf number, fresh mass of roots and dry
mass of aerial part did not show differences between substrates. Deal with the
anatomical characteristics, the vermiculite substrate in the 60 days period of

acclimatization promoted the biggest thicknesses of the limb tissues.

3 INTRODUCAO

O processo de aclimatizacdo envolve a transferéncia da planta da
condicdo in vitro para casa de vegetacdo. Esta passagem é critica e representa,
em alguns casos, um fator limitante do processo de micropropagacao (Torres et
al.,, 2001). Plantas que se desenvolveram heterotroficamente in vitro sob
condicbes de alta umidade passam a condicGes autotréficas de moderada ou
baixa umidade durante a aclimatizacéo.

Devido a grande diferenca entre os dois ambientes € necessario que
plantas micropropagadas passem por esse periodo de aclimatizagdo antes da
transferéncia para condi¢@es de campo (Moreira et al., 2007).

Alguns fatores do processo de aclimatizagdo estdo diretamente

relacionados, dentre os mais importantes estdo a manutencdo da umidade
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relativa alta dentro da casa de vegetacdo, as condi¢cGes de sombreamento, 0 uso
de recipientes e adequado substrato.

O substrato de transplantio deve ter boa capacidade de retencdo de
umidade e ndo compactar excessivamente, comprometendo a drenagem e a
aeracdo radicular. Quimicamente ele deve ser de preferéncia inerte, para permitir
a manipulagdo dos contetdos de nutrientes de acordo com a necessidade da
espécie (Souza Junior et al., 2001).

O estresse hidrico das plantas é geralmente o maior problema durante o
processo de aclimatizacdo. Uma planta, embora aparentemente perfeita in vitro,
apresenta deficiéncias anatébmicas que dificultam o controle da transpiracgéo,
induzindo uma rapida perda de agua (Barboza et al., 2006).

Os estdbmatos nesses casos ndo sdo funcionais e respondem muito
lentamente ao estresse hidrico, a cera epicuticular € delgada ou inexistente, a
conexdo vascular entre caule e raizes adventicias é precaria para atender a
demanda evapotranspiratéria (Torres et al., 2001). Portanto, torna-se importante
caracterizar anatomicamente uma planta tanto em condi¢Ges in vitro como
durante o processo de aclimatizacdo, bem como escolher adequadamente o
substrato, para que possa atender essa demanda hidrica da planta transplantada.

O objetivo deste trabalho foi determinar um substrato adequado para
aclimatizacdo de plantas micropropagadas de abacaxizeiro * Gomo de Mel’ por
meio da caracterizagdo anatdmica e biométrica das mesmas durante este

processo.

4 MATERIAL E METODOS
O material vegetal utilizado de abacaxi encontrava-se ja estabelecido in
vitro em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) liquido, suplementado com

adicdo de 30g L™ de sacarose e 2 mg.L ™" de BAP (6-Benzilaminopurina).
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Foram selecionados brotos com aproximadamente 2cm de altura e
cultivados em meio MS, acrescido de 6,0 g.L™ de agar para enraizamento. Estes
foram mantidos por 60 dias em sala de crescimento a 25+1 °C e 36umol.m?2s™
durante 16 horas.

Os brotos enraizados foram removidos dos frascos, suas raizes lavadas em
agua corrente para retirada do meio de cultura e distribuidos em tubetes (5cm de
didmetro x 24,5cm de altura) contendo os seguintes substratos: 1) A+X+H
(areia , xaxim e himus) (1:1:1); 2) substrato comercial Plantmax® ; 3)
vermiculita e 4)combinacéo 1:1 de Plantamax ® + Vermiculita.

Os tubetes contendo as plantas foram levados para casa de vegetacdo com
nebulizacdo intermitente e protegido com sombrite 50%. As avaliacGes
fitotécnicas foram realizadas apds 60 dias, avaliando-se: taxa de sobrevivéncia,
nimero de folhas, comprimento de parte aérea, massa fresca e seca da parte
aérea e das raizes.

A caracterizacdo anatdmica foi realizacdo através das espessuras das
epidermes adaxial e abaxial, parénquima aqlifero e clorofiliano. Estas
avaliaces foram realizadas nas plantas ainda in vitro e aos 7; 15; 30 e 60 dias
apos a aclimatizacdo. As folhas de transicdo também foram caracterizadas. Para
isso, utilizou-se a metodologia descrita por Kraus e Arduin (1997).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticdes com cinco plantas. Os dados foram submetidos a analise de variancia
onde as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Sisvar 5.0
(Ferreira, 2000).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de sobrevivéncia das plantas para os tratamentos Plantmax,

Vermiculita e Plantmax + Vermiculita foi de 100%, porém, para o tratamento
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A+X+H, apenas 60% das plantas sobreviveram, as plantas desse tratamento
morreram devido a contaminagdo supostamente presente neste substrato
causando nas folhas como podriddo e amarelecimento, levando as mesmas a
murchar e consequente morte.

No entanto, maior nimero de folhas foi observado em plantas
aclimatizadas no tratamento A+X+H com 20 folhas, ndo diferindo dos demais
tratamentos. O mesmo foi observado para massa fresca das raizes e massa seca
da parte aérea, onde melhores resultados foram obtidos com o substrato A+X+H
também nao diferindo estatisticamente dos demais (Tabela 1).

Para comprimento e massa fresca da parte aérea, o substrato A+X+H
apresentou melhores resultados com 9,55cm e 4,31g'1 respectivamente, diferindo
dos demais substratos. J& para massa seca de raizes, o substrato Plantmax +
Vermiculica foi superior em relag&o aos demais com 0,124g™ .

Mudas de abacaxizeiro micropropagadas tem um periodo de seis a oito
meses de aclimatizagéo, a escolha correta do substrato e uma adequada adubacao
durante esse processo pode favorecer o crescimento e desenvolvimento das
mudas, podendo antecipar o transplantio para o campo (Teixeira et al., 2001).
Algumas variaveis analisadas permitem em muitos casos definir o momento
certo para realizar essa transferéncia da casa de vegetacdo para o campo, dentre
elas, a altura da muda, o nimero de folhas e raizes sdo importantes parametros
para designar essa mudanca.

Corroborando com os resultados obtidos neste trabalho, Souza Junior et
al., (2001) verificaram que o uso de A+X+H e Plantmax foram substratos
eficientes na aclimatizagdo de plantas de abacaxi cv. Pérola micropropagadas.

Quanto as caracteristicas anatdmicas, folhas de abacaxizeiro na fase in
vitro apresentam epidermes unisseriadas, estbmatos apenas na superficie abaxial

das folhas (hipoestomatica), parénquimas aquifero e clorofiliano pouco
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desenvolvidos e desorganizados, tricomas glandulares e tectores e fibras ao
longo do parénquima clorofiliano (Figura 1).

Folhas de abacaxizeiro ainda in vitro apresentaram um parénguima
aqifero constituido por células pequenas e achatadas. As células do parénquima
clorofilado apresentam formato arredondado. Observou-se também que a
cuticula é pouco desenvolvida nas faces adaxial e abaxial da epiderme (Figura
3). A presenca de tricomas nas folhas de abacaxizeiro tanto na fase in vitro
guanto durante o processo de aclimatizacdo é uma caracteristica que também foi
observada por Barboza et al., (2006) e Silva et al., (2008). Tais estruturas podem
representar uma adaptacdo morfoldgica que atua de modo a restringir a perda de
agua pelas folhas, por meio da regulacdo da temperatura, pela reflexdo da luz
que chega as folhas, e pode, ainda, secretar substancias que protegem as folhas
contra parasitas e predadores (Larcher, 2000).

Observou-se que, no sétimo dia de aclimatizagdo, o parénquima aquifero
de folhas oriundas dos tratamentos com substrato  Plantmax,
Plantmax+Vermiculita e A+X+H, apresentam-se pouco desenvolvidos e com
celulas pequenas e achatadas, assim como nas folhas in vitro. Verificou-se
também que, para todos os tratamentos, houve pouca diferenciacdo dos tecidos
até o décimo quinto dia, demonstrando que maior diferenciacdo ocorrera
somente a partir do trigésimo dia de aclimatizacdo. Observou também maior
deposicdo de cera na epiderme das folhas a partir desse periodo. Essas folhas
podem ser denominadas primordiais in vitro, por assumirem caracteristicas
intermediarias entre follhas crescidas durante o precesso in vitro e o processo de
aclimatizacao (Soares, 2005).

Por outro lado, folhas de transi¢do séo folhas novas produzidas durante o
periodo de aclimatizagdo. Segundo Dignart et al., (2009), essas folhas podem
conferir maior capacidade fotossintética, conseqlientemente aquisicdo de

fotoautotrofia e de regulacdo hidrica as plantas. Foram observadas diferencas
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marcantes com relacdo a essas folhas, onde os tecidos do mesofilo apresentaram
uniformes para todos os tratamentos com maior espessura do parénquima
clorofiliano em relacdo ao aquifero, confirmando maior capacidade
fotossintética, vasos de xilema e floema mais desenvolvidos e também maior
deposicao de cera epicuticular, conferindo assim maior protecdo e controle na
perda de agua.

Quanto as espessuras dos tecidos que compdem o limbo foliar, foram
observadas diferencas estatisticas para as fontes de variacdo substrato, tempo de
aclimatizacdo e para interacdo substrato e tempo de aclimatizacdo (Tabela 2).

Plantas com 60 dias de aclimatizacdo em substrato vermiculita
mostraram as maiores espessuras para todos os tecidos do limbo foliar. Os
resultados apresentados quanto ao tempo de aclimatizacdo eram esperados, uma
vez que houve aumento crescente das espessuras dos tecidos no decorrer do
periodo de aclimatizacao.

Mesmo com o substrato areia+xaxim+hdmus apresentando as maiores
médias para as analises de crescimento, neste trabalho recomendamos como
substrato para aclimatizagédo de abacaxizeiro ‘Gomo de Mel” a vermiculita. Pela
taxa de mortalidade apresentada no substrato areia+xaxim+humos, por folhas
desenvolvidas em substratro vermiculita apresentarem as maiores espessuras de
seus tecidos e por esse substrato ser uma alternativa de baixo custo em relacdo

aos demais substratos utilizados.

6 CONCLUSOES
O uso do substrato areia combinada a xaxim e himus promove maior
numero de folhas, comprimento, massa fresca e seca de parte aérea.
Maior espessura dos tecidos do limbo foliar, quando se utiliza o

substrato vermiculita.
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Recomenda-se para o cultivar ‘Gomo de Mel’ o uso do substrato

vermiculita para aclimatizacéo.
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ANEXOS

TABELA 1 Numero de folhas (NF), comprimento de parte aérea (CPA), massa

fresca de parte aérea (MFA), massa fresca de raizes (MFR), massa

seca de parte aérea (MSA) e massa seca de raizes (MSR), de

abacaxizeiros aclimatizados com diferentes substratos.

Substrato NF CPA° MFA MFR MSA MSR

em (@) (@) @) @)
A+X+H 19,8a* 955a 4,3la 1,18a 0,33a 0,088a
Plantmax® 17,1a 6,92b 3,27b 1,29a 0,26a 0,089
Vermiculita 176a 6,10b 2,85b 0,82a 0,22a 0,055b
Plantmax® + Vermiculita 18,8a  6,75b 3,12b 1,54a 0,26a 0,124a

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo

TABELA 2 Epiderme abaxial e adaxial, parénquima clorofiliano e aquifero de

folhas de abacaxizeiro desenvolvidas em diferentes substratos e

tempo de aclimatizacéo.

Tempo de aclimatizagéo (dias)

Substrato EPIDERME ABAXIAL (um)
0 7 15 30 60 Transicdo
A+X+H 25,21aB 18,74ab 22,76aB 18,81aB 28,37bA 24,37aB
Plan + Verm  25,21aB 16,61aC 24,15aB 19,84aC 38,28bA 24,35bA
Plantmax 25,21aA 16,90aB 24,94aA 15,46aB 19,37cA 16,88bB
Vermiculita  25,21aB 17,84aC 15,76bC 19,86¢cA 39,96aA 19,63bB
EPIDERME ADAXIAL (um)
A+X+H 16,16aB 22,36aAB  20,25abB 16,93aB 28,30bA  21,80aAB
Plan + Verm 16,16aC 17,89abC  21,36aBC  19,62aBC  33,63bA 25,27aB
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Plantmax 16,16aB  16,14abB  14,87bB  15,76aB  14,75cB  23,27aA

Vermiculita ~ 16,16aBC  14,63bC  17,11abBC  18,51aBC  48,03aA  22,17aB
PARENQUIMA CLOROFILIANO (um)

A+X+H 146,78aC  144,60bC  158,34bC  152,77bC  308,36bA  258,13bB
Plan+Verm 146,78aD  174,75aC  185,19aC  190,09aC  322,90bA  258,63bB

Plantmax  146,78aD  136,20bD  155,30bD  184,30aC  220,76cB  297,99aA
Vermiculita ~ 146,78aD  167,76aD  151,85bD  190,47aC  432,36aA  291,48aB

PARENQUIMA AQUIFERO (um)

A+X+H 103,92aD  112,46bD  186,55aB  150,62bC  314,32bA  159,95aC
Plan+Verm  103,92aD  132,79aD  188,55aB  185,67bB  317,68bA 171,27aBC

Plantmax  103,92aCD  74,01bD  142,37cBC  186,75aA  134,56aA  168,90aAB
Vermiculita ~ 103,92aC  134,32aV  146,26bBC  210,66aB  383,84aA  136,37aC

"Médias seguidas da mesma letra minascula na coluna e maidscula na linha ndo

diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA

1

Fotomicrografias de  sec¢des

transversais de folhas de
abacaxizeiro cultivadas in vitro e
aclimatizadas com diferentes
substratos e analisada no periodo
de 7; 15; 30 e 60 dias e folhas de
transicdo. (A) Plantmax, (B)
Vermiculita, (C) Plantmax +
Vermiculita e (D) A+X+H.
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