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Aspectos morfofisioldgicos na pré-aclimatizagdo in vitro e
aclimatizacao de plantas de caroal

Morpho-physiological aspects of in vitro pre-acclimatization and acclimatization of
the caroa plant

Daniela Garcia Silveira?*, Adila Melo Vidal?, Carlos Alberto da Silva Ledo?, José Raniere Ferreira de Santana* e
Fernanda Vidigal Duarte Souza®

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia da sacarose (0; 15 e 30 g L), tipo de vedacdo (filme
de PVC e tampdo de algod&o) dos tubos de ensaio, e a concentragdo dos sais do meio MS (50; 75 e 100%) sobre 0s
aspectos morfofisioldgicos das plantas de caroé durante a fase de pré-aclimatizacéo in vitro visando otimizar a taxa de
sobrevivéncia e reduzir o tempo de aclimatizagdo das mudas. A anélise das caracteristicas de comprimento, producdo
de matéria seca, taxa de sobrevivéncia e enraizamento mostraram que as plantas de Neoglaziovia variegata nas fases de
pré-aclimatizacdo in vitro e aclimatizagdo foram dependentes das concentraces de sacarose e nutrientes inorgénicos,
além da aeragdo. Melhores resultados foram obtidos quando as mudas de caro4 foram inoculadas em meio MS com
a concentragdo original dos sais do MS, suplementado com 15 ou 30 g L de sacarose e vedadas com tampdo de
algodao.

Palavras-chave: Caroa. Tecidos vegetais-cultura e meios de cultura. Sacarose.

ABSTRACT - This work aimed to evaluate the influence of sucrose (0; 15 and 30g L?), the type of seal used in the test
tubes (PVC film or cotton plug), and salt concentration in the MS medium (50%; 75% and 100%) on the morphological
and physiological traits of carod plants during in vitro pre-acclimatization phase aiming to optimize the survival rate and
shorten the acclimatization period of the seedlings. The analysis of characteristics such as length, dry matter production,
survival rate and rooting, showed that Neoglaziovia variegata plants at pre-acclimatization and acclimatization stages
were dependent on sucrose concentrations, inorganic nutrients from MS medium and aeration. The best results in
the acclimatization stage were obtained when the carod seedlings were inoculated in MS medium with the full salt
concentration, supplemented with 15 or 30g L sucrose, and sealed with cotton plugs during the pre-acclimatization
stage.

Key words: Carod. Plant tissue-culture and culture medium. Sucrose.

* Autor para correspondéncia

*Recebido para publica¢éo em 03/11/2011; aprovado em 08/01/2013

Pesquisa financiada pelo Banco do Nordeste

2Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Agrarias, Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas, Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia/UFRB, Cruz das Almas-BA, Brasil, 44.380-000, danielags@ig.com.br, amelovidal@yahoo.com.br

SEmbrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas-BA, Brasil, 44.380-000, ledo@cnpmf.embrapa.br, fernanda@cnpmf.embrapa.br

“Unidade Experimental Horto Florestal, Universidade Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana-BA, Brasil, 44.055-000, raniere@gmail.com


http://www.ccarevista.ufc.br
mailto:danielags@ig.com.br
mailto:amelovidal@yahoo.com.br
mailto:ledo@cnpmf.embrapa.br
mailto:fernanda@cnpmf.embrapa.br
mailto:raniere@gmail.com

D. G. Silveira et al.

INTRODUCAO

Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez, conhecida
como carod, pertence a familia Bromeliaceae, e € uma planta
com elevada importancia no cenario econdémico, social e
ecoldgico do Semidrido do Nordeste Brasileiro. Isto se deve ao
fato de que suas fibras ja foram muito utilizadas nas industrias
téxteis na primeira metade do século passado e recentemente
voltaram a ser uma das principais fontes de emprego e renda
para diversas familias nordestinas com a fabricacdo de
produtos artesanais (SILVEIRA et al., 2009a). Contudo, a
coleta das plantas para a extragdo das fibras sempre ocorreu de
forma extrativista colocando a sobrevivéncia da espécie em
condicdo de ameagada em algumas regides nordestinas.

A propagagdo do carod ocorre por sementes e
pelo desenvolvimento de gemas e rizomas laterais,
mas possui taxa de multiplicacdo baixa, o que se
constitui em uma limitagdo para a producdo de
mudas, e consequentemente para o estabelecimento
de cultivos racionais (SILVEIRA et al., 2009b).
Dessa maneira, a cultura de tecidos, com suas variadas
técnicas, apresenta-se como uma ferramenta relevante no
estabelecimento de protocolos de micropropagacéao para
bromélidceas seja por organogénese ou embriogénese
somética (POMPELLI; FERNANDES; GUERRA, 2005;
POMPELLI; GUERRA, 2004).

Estudos in vitro com essa espécie vém sendo
realizados desde 2005 visando desenvolver um protocolo
de micropropagacdo para obtencdo de mudas sadias,
possibilitando o estabelecimento de um sistema racional de
cultivo e producdo com vistas a minimizar o extrativismo
predatdrio. Esse protocolo, ja obtido com éxito, foi possivel a
partir do uso de plantulas germinadas in vitro e de uma série de
ensaios realizados para a adequacgdo das melhores condicdes
de seu cultivo in vitro (SILVEIRA et al., 2009b). No entanto,
a etapa da aclimatizacdo, onde ocorre a transferéncia das
plantas para condicfes externas ao laboratorio (ex vitro) pode
ser limitante para algumas espécies. Neste momento ocorre
a transicdo do heterotrofismo para o autotrofismo, havendo
um ndmero expressivo de espécies vegetais micropropagadas
que ndo sobrevive nesse periodo (HARARIKA, 2003),
devido ao sistema radicular adventicio produzido
in vitro ser, em geral, pouco ramificado, quebradicgo
e isento de pélos radiculares, com raizes pouco
funcionais na absorcdo de agua e nutrientes durante
a aclimatizacdo (HOFFMANN et al., 2001). No que
se refere as bromelidceas as taxas de sobrevivéncia
sdo elevadas, mas o longo tempo de aclimatizacdo é
um fator a ser considerado para a melhoria de todo o
processo (SOUZA et al., 2009).

No caso do carod Silveira et al. (2010)
aclimatizaram diretamente brotos e plantas (sem passar
pelaetapa de enraizamento in vitro) em diversos substratos,

tendo obtido os melhores resultados nos substratos
comerciais Ecoterra® e Plantmax®. No entanto, o tempo
de aclimatizagdo registrado de 210 dias é considerado
demasiadamente longo, demandando ainda novos ajustes.

Uma das alternativas para reduzir o tempo de
aclimatizacdo € a passagem das plantas por um periodo
de rustificacdo ou pré-aclimatizagdo, que consiste em
mudancas no ambiente in vitro para estimular a transi¢ao
de heterotrofismo para o autotrofismo. Em vista disso
varios estudos e trabalhos vém sendo desenvolvidos
com o intuito de minimizar os danos causados pela
transicdo de uma condicdo a outra (CHANDRA et al.,
2010; JACKSON, 2003). Souza et al. (2006) sugerem a
pré-adaptacdo a condicdo autotrofica mediante reducao
da concentragdo de sacarose no meio de cultura, para
promover a rustificacdo in vitro, buscando aumentar a
capacidade fotossintética das plantas. A concentragao
elevada de sais do MS pode prejudicar o enraizamento
de brotos em algumas espécies, o que tem levado alguns
pesquisadores a trabalhar com dilui¢es das formulacgdes
basicas deste meio (ERIG; SCHUCH; HAVES, 2004;
OLIVEIRA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2008). Outro
fator que merece destaque é a aeragdo dos recipientes
de cultivo. A condicdo de esterilizacdo necessaria aos
cultivos in vitro e a manutencdo do ambiente asséptico no
interior dos frascos de cultivo impde um selamento severo
dos recipientes, impedindo dessa forma trocas gasosas,
tdo necessarias a0 bom desenvolvimento das plantas
(JACKSON, 2003). Buscando minimizar essa auséncia
total de trocas gasosas, varios autores vém trabalhando nesta
direcdo considerando, principalmente, os recipientes a serem
usados assim como a forma de vedagao (SILVA et al., 2005).
Segundo Santana et al. (2008) o fechamento dos tubos com
tampa plastica sem PVC ou com tampéo de algoddo permite
as trocas gasosas com 0 ambiente externo, estimulaa mudanca
do modo de crescimento heterotrdfico para fotaoutotrdfico
durante a fase de enraizamento, facilitando e diminuindo o
tempo de aclimatizacéo.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar as respostas morfofisioldgicas das plantas
micropropagadas de caroa [Neoglaziovia variegata
(Arruda) Mez] nas fases da pré-aclimatizacdo e
aclimatizacdo, visando otimizar a producdo de mudas
dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condic¢des de cultivo in vitro

Foram utilizadas plantas de caroa provenientes do
quinto subcultivo em meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) suplementado com 0,5 pM de ANA (4cido
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naftalenoacético) + 2,2 uM de CIN (cinetina). As plantas
apresentavam sistema radicular desenvolvido durante a
etapa de multiplicacéo. Contudo, as raizes foram eliminadas,
limpando-se a base das plantas antes de serem introduzidas
nos diferentes meios de cultura solidificados com 2 g L de
Phytagel®, pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem.

Com essas plantas instalaram-se dois experimentos
depré-aclimatizacdo invitroe as plantas obtidas do segundo
experimento foram usadas para o ensaio de aclimatizacéo.
Em todos os experimentos realizados nas condicfes in
vitro, as culturas foram mantidas em sala de crescimento
com temperatura de 27 + 1 °C, sob fotoperiodo de 16 horas
e densidade de fluxo de fétons de 22 pmolm2 s,

Experimento 1: Influéncia da sacarose e do tipo de
fechamento dos tubos de ensaio

As plantas foram inoculadas (estabelecidas in
vitro) em tubos de ensaio contendo meio de cultura
MS suplementado com diferentes concentraces de
sacarose (0; 15e 30g L) e vedados com filme de PVC
e tampado de algodao.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3x2 (concentracfes
de sacarose e tipos de fechamento dos tubos) com 10
repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo uma
planta por tubo.

Experimento 2: Influéncia da sacarose e dos sais do MS

Neste experimento, as plantas foram transferidas
para tubos de ensaio contendo meio MS com diferentes
concentracdes dos sais (50; 75 e 100% da concentragéo
original) e de sacarose (0; 15 e 30 g L1). Com base
nos resultados do experimento anterior, utilizou-se o
tipo de fechamento dos tubos de ensaio com tampao
de algodéo.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3
(concentragbes de sais do MS e concentracBes de
sacarose) com 10 repeticBes por tratamento, sendo
cada repeti¢do uma planta por tubo.

Experimento 3: Aclimatizacéo das plantas de caroa

As plantas obtidas do experimento anterior foram
transplantadas para tubetes contendo o substrato comercial
Plantmax®e mantidas em estufa sob nebulizacao.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3
(concentragbes de sais do MS e concentracBes de
sacarose), com 10 repeti¢des por tratamento, sendo
cada repeti¢do uma planta por tubete.

Variaveis analisadas e analise estatistica

Para os dois primeiros experimentos, avaliou-se
aos 30 dias de cultivo in vitro, as seguintes variaveis: taxa
de enraizamento (%), o namero de folhas, 0 comprimento
(cm) da parte aérea e 0 nimero de raizes.

No experimento de aclimatizagdo foi avaliado
aos 180 dias a taxa de sobrevivéncia (%), o nimero de
folhas, o comprimento da parte aérea (cm), o nimero de
raizes e as matérias secas da parte aérea e das raizes (g).

Para as variaveis, nimero de folhas e nimero de
raizes foi realizada a transformacao raiz quadrada visando
0 atendimento das pressuposicdes da anélise de variancia.
Os dados foram submetidos & anélise de variancia e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. As analises estatisticas foram
realizadas pelo programa estatistico SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 observa-se que, no experimento entre as
concentragdes de sacarose e tipos de vedamento dos tubos
de ensaio, houve ocorréncia de enraizamento em todos 0s
tratamentos, mesmo naqueles que nao havia suprimento
de carbono no meio de cultura. Os maiores percentuais de
plantas enraizadas in vitro foram provenientes do cultivo
em tubos vedados com tampas de algodao.

O resumo da andlise de variancia realizada para
namero de folhas (NF), comprimento (cm) da parte
aérea (CPA) e numero de raizes (NR) de plantas de
carod apds 30 dias de pré-aclimatizagdo in vitro para o

Figura 1 - Enraizamento in vitro (%) de plantas micropropagadas
de carod [N. variegata (Arruda) Mez] apds 30 dias de pré-
aclimatizacdo in vitro
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Tabela 1 - Resumo da andlise de variancia para nimero de folhas (NF), comprimento (cm) da parte aérea (CPA) e nimero de raizes
(NR) de plantas de caroé apds 30 dias de pré-aclimatizagdo in vitro

Quadrado Médio
FV GL

NF CPA (cm) NR:
SAC 2 1,8985%* 95,4742** 21,9145%*
VED 0,8052%* 15,0663** 1,3342%
SAC*VED 0,0035" 1,0051" 1,2184"
Residuo 49 0,0837 1,4401 0,5696
CV (%) 10,69 25,37 27,41
Média Geral 7,0000 4,7309 8,5091

FV - Fontes de variacdo; SAC - concentracdo de sacarose; VED - Tipos de vedamento; ™ - ndo significativo, ** - significativo a 1% de significancia pelo teste F

experimento 1 encontra-se na Tabela 1. A interagdo
entre as concentracOes de sacarose e sais do MS néo foi
significativa para as varidveis estudadas, passando-se a
considerar o efeito isolado de cada fator. A sacarose e 0
vedamento influenciaram de forma significativa todas as
variaveis estudadas (p<0,01), com excecdo do nimero de
raizes que ndo apresentou resultados significativos em
resposta ao tipo de vedacéo (Tabela 1).

Considerando os efeitos dos fatores isoladamente,
a presenca da sacarose no meio de cultura proporcionou
resultados melhores para todas as varidveis avaliadas,
ainda que ndo tenha sido observado diferenca significativa
entre as duas concentracOes utilizadas (Tabela 2). A
sacarose € indispensavel na etapa de pré-aclimatizagéo,
pois esse carboidrato favorece o desenvolvimento da
planta in vitro para suprir suas necessidades metabdlicas,
quer participando na geracgdo de energia ou como fonte de
esqueletos carbdnicos para varios processos biossintéticos
implicados na diferenciacdo e crescimento celular
(LEIFERT et al., 1995). Vérios autores mencionam que
a sacarose é importante para a formagdo de um sistema
radicular in vitro consistente e funcional, sendo importante

para a sobrevivéncia das plantas na fase de aclimatizagao
(CALVETE; KAMPF; SUZIN, 2002; ERIG; SCHUCH;
HAVES, 2004; LEITE; FINARDI; FORTES, 2000).

No que se refere aos tipos de vedagdo avaliados, 0s
melhoresresultados foram obtidos com o tampdo dealgodao
para as varidveis nimero de folhas (NF) e comprimento
(cm) da parte aérea (CPA), com um ganho em torno de 30
a40% (Tabela 2). Ja para a variavel nimero de raizes (NR)
esse fator nao influenciou significativamente (Tabela 1) por
isso as médias obtidas, 7,17 (PVC) e 10,12 (Algodao), ndo
apresentaram diferenca estatistica (Tabela 2). A vedagao com
tampdo de algoddo nos tubos de ensaio, provavelmente,
permitiu maiores trocas gasosas influenciando de forma
positiva o crescimento das plantas. Resultado similar foi
obtido por Santana et al. (2008) que obtiveram melhores
taxas de enraizamento in vitro de brotos de Annona glabra
L. em meio de cultura sem a presenca de sacarose, porém
com tubos vedados com tampé@o de algoddo e com tampa
plastica sem a pelicula de PVC. J& Cuzzuol et al. (1995)
ao propagar in vitro o cravo (Dianthu\s caryophyllus L.)
comparou tampdo de algoddo com o vedamento com
papel aluminio, sendo os melhores resultados obtidos com

Tabela 2 - Valores médios do nimero de folhas (NF), comprimento (cm) da parte aérea (CPA), nimero de raizes (NR) de plantas de

caroé ap6s 30 dias de pré-aclimatizagdo in vitro

Sacarose (g L?) NF CPA (cm) NR
0 4,75b 1,66 b 2,13b
15 7,68 a 6,38a 12,00 a
30 8,15a 5,62a 10,30 a
Tipos de Vedamento NF CPA (cm) NR
PVC 6,23 b 4,10b 717 a
Algodao 7,92a 5,49 a 10,12 a

Médias seguidas pela mesma letra em cada variavel ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia
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0 uso do algod&o. Outros estudos realizados nesta dire¢do
corroboram a necessidade de se utilizar estratégias que
permitam a troca entre o ambiente interno do frasco e o
meio externo (CHANDRA et al., 2010; JACKSON, 2003).

Os resultados da taxa de enraizamento para o
segundo experimento (concentra¢des de sacarose e sais
do MS) encontram-se na Figura 2. Houve variagdo de
20 a 100% de enraizamento, sendo que na auséncia de
sacarose os efeitos das concentracdes dos sais de MS
apareceram de forma mais marcante. A menor taxa de
enraizamento foi observada na auséncia de fonte de
carbono com a concentracdo original do meio MS. A
medida que se reduziu os sais do MS na auséncia da
sacarose registrou-se um aumento nessa taxa. J& nas
concentragdes de 15 e 30 g L de sacarose as diferengas
observadas foram mais discretas.

Figura 2 - Enraizamento in vitro (%) de plantas micropropagadas
de carod [N. variegata (Arruda) Mez] vedadas com tampas de
algodéo apds 30 dias de pré-aclimatizacdo in vitro
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Estes resultados estdo de acordo com outros
trabalhos os quais sdo destacados os efeitos positivos da
reducdo dos sais de MS na melhoria do enraizamento
de plantas in vitro (ERIG; SCHUCH; HAVES 2004;
LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH, 2009). A elevada
concentracdo de sais (macro e micronutrientes) do meio
MS torna-se prejudicial ao enraizamento de brotos em
algumas espécies, havendo necessidade de diluigdes
das formulagdes bésicas (50 ou a 75%) para o melhor
enraizamento in vitro (ERIG; SCHUCH; HAVES, 2004).

Conforme se observa na Tabela 3 os resultados da
andlise de variancia para o experimento 2 mostraram um
efeito significativo da interagdo entre as concentragdes
de sacarose e dos sais do MS (p<0,01) para as variaveis,
namero de folhas (NF) e comprimento (cm) da parte aérea
(CPA). Para a variavel nimero de raizes (NR) a interagao
ndo foi significativa ainda que os fatores isoladamente
tenham influenciado nas respostas obtidas.

O maior nimero de folhas (9,00) foi observado
nos tratamentos com a mais elevada concentragio
de sais do MS em combinagdo com 15 e 30 g L* de
sacarose (Tabela 4). Ribeiro et al. (2007) cultivando in
vitro 0 manjericdo (Ocimum basilicum L.) obtiveram o
maior nimero de folhas quando adicionou sacarose nas
concentracdes de 2 ou 3% em meio MS com concentracdo
total dos sais, resultado similar ao que foi encontrado
neste trabalho com o carod. Em outro trabalho sobre
multiplicacdo in vitro da amoreira-preta, realizado por
Villa et al. (2005) o nimero de folhas foi igualmente
estimulado pelo aumento da concentragéo de sais de MS.
Ja Villa et al. (2006) micropropagando o porta-enxerto de
videira obtiveram a melhor resposta dessa varidvel com
metade do meio MS, adicionado de 30 g L* de sacarose.
Os trabalhos mencionados acima destacam a importancia
dos sais do MS para o bom desenvolvimento foliar de
plantas in vitro para véarias especies.

Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia para nimero de folhas (NF), comprimento (cm) da parte aérea (CPA) e nimero de raizes
(NR) de plantas de caroé vedadas com tampas de algoddo apés 30 dias de pré-aclimatizacdo in vitro

FvV GL

Quadrado Médio

NF CPA (cm) NR
SAC 2 1,1935%* 50,4836** 16,4532%*
SAIS 1,7160%* 0,7214" 2,7807"
SAC*SAIS 0,3064** 4,7130* 1,1573
Residuo 75 0,0801 1,4913 0,6241
CV (%) 10,98 23,85 24,21
Média Geral 6,2976 5,1202 11,2024

FV - Fontes de variacdo; SAC - concentracdes de sacarose; SAIS - concentracéo de sais do MS; ™ - ndo significativo, ** e * - significativo a 1% e 5%

de significancia pelo teste F, respectivamente
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Tabela 4 - Valores médios para nimero de folhas (NF) e comprimento (cm) da parte aérea (CPA) de plantas de caroa vedadas com

tampas de algod&o apds 30 dias de pré-aclimatizagdo in vitro

NF
Sais do MS (%) Sacarose (g L)
0 15 30
50 5,09 aB 4,82 bB 7,27 bA
75 4,83 aA 5,40 bA 5,33cA
100 5,67 aB 8,44 aA 9,00 aA
CPA
Sais do MS (%) Sacarose (g L)
0 15 30
50 3,58 aB 6,30 abA 4,55 bB
75 3,98 aB 5,65 bA 5,63 abA
100 2,68 aC 6,82 aA 571aB

Médias seguidas pela mesma letra mindscula dentro das colunas e maiuscula nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Tukey a 5 % de significancia

Na Tabela 4 observa-se que os tratamentos com
15 g Lt de sacarose em combinacdo com 50 e 100%
dos sais do MS apresentaram os melhores resultados
para o comprimento da parte aérea, 6,30 e 6,82 cm,
respectivamente. Por outro lado, os resultados obtidos
deixam evidente que a presenca de sacarose é crucial
para o desenvolvimento da parte aérea, visto que
independente das concentragbes dos sais do MS,
os valores obtidos para essa varidvel na auséncia
do acucar foram os mais baixos. Em trabalhos com
gloxinia (Sinningia speciosa Lood. Hiern) realizados
por Pereira et al. (2003), o maior comprimento da
parte aérea foi obtido no tratamento com 15 g L* de
sacarose e 50% de sais minerais do MS. J& Naves et al.
(2003) trabalhando com outra bromélia (Nidularium
fulgens), obtiveram melhores resultados para explantes
responsivos com a utilizagdo de 50% de sais minerais
do meio Knudson C.

Tabela 5 - Valores médios do numero de raizes (NR) de
plantas vedadas com tampas de algoddo apds 30 dias de pré-
aclimatizacdo in vitro

Sacarose (g L?) NR

0 5,83b
15 14,73 a
30 11,77 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey a 5 % de significancia
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De acordo com a anélise de varincia ndo houve
interacdo significativa para o nimero de raizes (Tabela 3)
e apenas a sacarose influenciou nos resultados obtidos, que
podem ser observados na Tabela 5. A auséncia da fonte de
carbono compromete o desenvolvimento, enquanto ambas
as concentraces (15 e 30 g L*) proporcionaram os melhores
resultados independente da concentragdo dos sais de MS
utilizados nos meios de cultura. Em trabalhos com duas
cultivares de marmelo, o enraizamento in vitro foi favorecido
com a reducdo dos sais do MS a 75% e com 15 g L* de
sacarose no meio de cultura, porém os autores ndo utilizaram
tampas de algod&o (ERIG; SCHCH; HAVES, 2004).

Osresultados obtidos neste experimento destacaram
a necessidade inequivoca de se adicionar sacarose ao meio
de cultura, assim como o uso da concentracao original dos
sais do MS parecem favorecer a formacdo de biomassa.
Outro aspecto que precisa ser destacado foi o uso de
tampas de algoddo, como sistema de vedagdo, favorecendo
mais as trocas gasosas. Apesar da reducdo do volume
inicial do meio de cultura em 50%, num periodo de 30
dias, ndo foi constatado nenhum tipo de contaminacéo,
fangica ou bacteriana, deixando evidente a possibilidade
de se usar de forma mais constante este tipo de vedag&o.
Essas observactes também foram feitas por Nepomuceno
et al (2009) ao cultivarem plantulas de Anadenanthera
colubrina em tubos fechados com tampao de algodao.

Vérios autores mencionam que ao melhorar aaeragao
dos tubos de ensaio ocorre maior desenvolvimento no
enraizamento (LUCCHESINI; MENSUALI-SODI, 2004;
SANTANA et al., 2008), além disso, pode proporcionar
aumento da biomassa e um sistema radicular extensivo
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quando mantidas em condi¢fes para a transferéncia ex
vitro como foi observado nas brotacBes de Phillyrea por
Lucchesini e Mensuali-Sodi (2004). Assim, considerando
as variaveis analisadas neste trabalho, as plantas de caroa
crescidas em ambiente aerado tiveram melhores resultados
quando utilizou a concentracdo original de sais de MS
acrescido de 15 ou 30 g L de sacarose no meio de cultura.

Ja para o experimento de aclimatizacdo das mudas
de carod observou-se que as plantas aclimatizadas no
substrato Plantmax® ap6s 180 dias apresentaram taxa
de sobrevivéncia de 20 a 100%, sendo que as plantas
oriundas dos tratamentos que ndo continham sacarose
no meio de cultura apresentaram percentuais mais
baixos (Figura 3). Contudo, pode-se verificar também na
Figura 3 que as plantas oriundas dos meios que tinham

Figura 3 - Sobrevivéncia das mudas de carod [N. variegata
(Arruda) Mez] pré-aclimatizadas in vitro ap6s 180 dias de
aclimatizacdo em Plantmax®

120 7

B MS 50% EMS 75%

H MS 100%

100 4

80 4

60 4

Sobrevivéncia (%)

40 -

20 -

0 15 30

Concentragéo de sacarose (g L)

concentragfes reduzidas dos sais do MS favoreceram
a taxa de sobrevivéncia. Esses resultados diferem dos
encontrados por Augusto et al. (2006) com amoreira-preta,
gue observaram que ndo houve diferenca na sobrevivéncia
das plantas aclimatizadas originadas dos meios de
enraizamento sem e com sacarose (30 g L) combinados
com metade da concentracdo dos sais de MS.

Na Tabela 6 pode-se observar que a interagéo
entre as concentracfes de sacarose e de sais de MS
foi significativa (p<0,05) para as varidveis, nimero
de folhas (NF), matéria seca da parte aérea (MSPA)
e matéria seca da raiz (MSR). Para a variavel
comprimento (cm) da parte aérea (CPA) houve efeito
significativo de sacarose (p<0,01). N&o houve efeito
significativo (p>0,05) para nimero de raizes (NR).

Na Tabela 7 verifica-se que ap6s 180 dias de
aclimatizacdo as plantas que foram pré-aclimatizadas
nos meios com a concentracdo original dos sais do MS
suplementado com 15 e 30 g L* de sacarose apresentaram
0 maior nimero de folhas, 11,56 e 11,27, respectivamente.
Com relagdo as massas secas da parte aérea (MSPA) e
da raiz (MSR), os melhores resultados foram obtidos no
meio de pré-aclimatizacdo com as concentracGes de 75 e
100% dos sais do MS e 15 g L* de sacarose.

No que se refere ao comprimento da parte
aérea, o melhor resultado foi obtido no meio de
pré-aclimatizacdo com 15 g L* de sacarose (8,55 cm)
independente das concentragcbes de sais do MS
utilizadas (Tabela 8).

Em relagdo as raizes, como ndo houve interacao
nas fontes de variagdo o numero de raizes ndo foi
influenciado pelas concentragdes de sacarose e de sais
do MS apds 180 dias de aclimatizacao (Tabela 6). Esse
resultado pode ter acontecido pela fragilidade das raizes

Tabela 6 - Resumo da andlise de variancia para as variaveis nimero de folhas (NF), comprimento (cm) da parte aérea (CPA),
numero de raiz (NR), matéria seca da parte aérea (MSPA) e matéria seca da raiz (MSR) (g) de mudas micropropagadas de caroé

apds 180 dias de pré-aclimatizagdo in vitro

Quadrado Médio

FV GL

NF CPA NR MSPA MSR
SAC 0,2047* 43,1507** 0,1802 1,3095** 0,2096**
SAIS 2 0,4762** 4,4115™ 0,2175™ 0,4137* 0,0637**
SAC*SAIS 4 0,1441* 0,7894 0,1100m™ 0,3204** 0,0676**
Residuo 0,0416 1,6215 0,0560 0,0783 0,0117
CV (%) 6,22 17,34 8,80 31,68 35,45
Média Geral 10,3239 7,3422 6,8000 0,8835 0,3047

FV - Fontes de variagdo; SAC - concentra¢Oes de sacarose; SAIS - concentracéo de sais do MS; ™ - ndo significativo, ** e * - significativo a 1% e 5%

de significancia pelo teste F, respectivamente
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Tabela 7 - Valores médios para numero de folhas (NF), comprimento (cm) da parte aérea (CPA), matéria seca da parte aérea (MSPA)
e matéria seca da raiz (MSR) de mudas micropropagadas de caroé ap6s 180 dias de pré-aclimatizagdo in vitro

Sacarose (g L?)

Sais do MS (%)

0 15 30
50 8,75 aB 8,00 bB 10,27 aA
75 10,25 aA 10,90 aA 11,11 aA

100 9,50 aB 11,56 aA 11,27 aAB

MSPA (g)
Sais do MS (%) Sacarose (g L)
0 15 30
50 0,47 aB 0,63 bB 0,97 abA
75 0,54 aB 1,31 A 1,21 aA
100 0,24 aC 1,29 aA 0,74 bB
MSR (9)
Sais do MS (%) Sacarose (g L)
0 15 30
50 0,15 aA 0,21 bA 0,28 bA
75 0,16 aB 0,44 aA 0,45 aA
100 0,07 aB 0,54 aA 0,25 bB

Médias seguidas pela mesma letra minudscula dentro das colunas e maiuscula nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Tukey a 5 % de significancia

Tabela 8 - Valores médios para comprimento da parte aérea
(CPA) de mudas micropropagadas de carod ap6s 180 dias de
pré-aclimatizacdo in vitro

Sacarose (g L?) CPA (cm)
0 5,54 ¢
15 8,55a
30 6,76 b

Médias seguidas pela mesma letra minGscula ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5 % de significancia

in vitro que se soltam durante o plantio. Por outro lado,
a pratica de cortar as raizes velhas (produzidas in vitro)
e pouco funcionais antes da aclimatizacdo de plantas
de bromélias e de abacaxi é recomendado a fim de
estimular a producdo de novas raizes (SOUZA et al.,
2009), o que nao foi feito neste trabalho. Silveira et
al. (2010) sugerem que uma vez iniciada a rizogénese
in vitro, pode ocorrer o favorecimento do crescimento
das plantas na fase de aclimatizacdo, pela renovagéo
desse sistema radicular.

O que vale destacar é que o comportamento
observado para as varidveis de crescimento (nimero
de folhas, comprimento da parte aérea e nimero de
raizes) no experimento 2 foi 0 mesmo na aclimatizagéo,
confirmando que pode ser realizado um procedimento de
pré-aclimatizacdo que favorega a transicdo das plantas
in vitro para a condicdo ex vitro, reduzindo as perdas e
melhorando o desenvolvimento das plantas. Com esse
procedimento (pré-aclimatizagdo + aclimatizacao)
totalizou-se 210 dias, tendo os resultados destas
variaveis aos 180 dias de aclimatizacéo superiores aos
obtidos por Silveira et al. (2010) que aclimatizaram
diretamente plantas de caroa em diferentes substratos
durante 210 dias sem passar pela etapa da pré-
aclimatizacéo in vitro.

CONCLUSOES

1. O uso de tampas de algodéo e a adigdo de sacarose
favorece maiores trocas gasosas e 0 crescimento,
influenciando no desenvolvimento in vitro de plantas
de carog;
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2. As concentragGes de 15 e 30 g L* de sacarose
combinados com a concentracdo original do meio
MS proporcionam melhor desenvolvimento na pré-
aclimatizacao in vitro de plantas de carog;

3. A pré-aclimatizacdo de plantas de carod favorece
melhor crescimento das plantas na etapa de
aclimatizacao e reduz o periodo de aclimatizacdo de
mudas de carod.
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