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

FRANCYANE TAVARES BRAGA?, MOACIR PASQUAL?,
EVARISTO MAURO DE CASTRO*, GABRIEL COIMBRA RAFAEL?

RESUMO - Objetivou-se avaliar o efeito da vermiculita, agar, da luz artificial e a da natural no enraizamento
in vitro de brotos de abacaxizeiro ‘Gomo de Mel’, bem como caracterizar anatomicamente essas plantas.
O trabalho foi realizado no laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais, do Departamento de Agricultura —
UFLA, Lavras-MG. 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 agar 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 vegetagdo com radiagdo de 115,08 W.m?*s! e 33 °C (luz natural). Apos 60 dias, avaliaram-se com-
primento de parte aérea, massa fresca e seca de parte aérea e raizes, espessuras dos tecidos do limbo foliar,
além de numero, didmetro polar e equatorial dos estdmatos. O experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado. Os resultados mostraram-se significativos para intera¢ao 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, exceto para numero de estomatos. Para as caracteristicas ana-
tomicas, maiores espessuras dos tecidos do limbo foliar foram verificadas quando se utilizaram vermiculita
¢ luz natural, sendo que, para o uso de agar, também houve aumento das espessuras somente quando se
utilizou o ambiente de luz natural. Quanto ao numero de estdbmatos/mm?, nao houve diferenca significativa
para os tratamentos. Maior didmetro polar ¢ equatorial foi observado em estomatos de folhas cultivadas em
luz artificial e vermiculita, e luz natural e vermiculita, respectivamente.

Termos para indexacio: Ananas comosus, ambiente de cultivo e anatomia vegetal.

MORPHOPHYSIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF
PINEAPPLE ‘GOMO DE MEL’ ROOTED IN VITRO
UNDER NATURAL LIGHT AND VERMICULITE SUBSTRATE

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the effect of vermiculite, agar, artificial light and natural light
in the in vitro rooting of pineapple shoots ‘Gomo de Mel’ propagules, as well as, to characterize these
plants anatomically. The study was performed at the Plant Tissue Culture Laboratory of the Department of
Agriculture - UFLA, Lavras-MG. 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
radiation of 115,08 W.m™.s" and 33 °C (natural light). After 60 days, it was evaluated the aerial part length,
fresh and dry mass of aerial part and roots, the thicknesses of foliar limb tissues, besides the number, polar
and equatorial diameter of the stomata. The experiment was installed in a completely randomized 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, ex-
cept for number of stomata. 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. Regarding the number of stomata/mm?, did
not have significant difference between treatments. A greater polar and equatorial diameter was observed in
stomata of leaves cultivated in artificial light and vermiculite and natural light and vermiculite respectively.
Index terms: Ananas comosus, growing environment and vegetal anatomy.
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INTRODUCAO

Uma das principais limitagdes a expansdo do
uso da micropropagacao de abacaxizeiro ¢ o elevado
custo das mudas, cujo gasto com energia elétrica em
salas de crescimento ¢ um dos fatores mais onerosos.

Uma alternativa para esse fator seria o cultivo
in vitro em ambiente de luz natural. Essa tecnologia
ndo ¢ muito adotada por nio estarem esclarecidos
seus efeitos sobre as culturas que, convencional-
mente, sdo condicionadas em luz artificial, com
intensidades luminosas inferiores e com fotoperiodo
e temperatura controlada (ERIG; SCHUCH, 2005).

No método convencional de micropropa-
gagdo, a etapa de enraizamento in vitro ¢é realizada
em meio nutritivo contendo agar, porém o sistema
radicular emitido em meio com esse suporte ¢, em
geral, pouco ramificado, quebradigo e com poucos
pelos radiculares (HOFFMANN et al., 2001), o que
reduz a capacidade de absor¢do de agua e nutrientes
durante o processo de aclimatizag@o. O agar também
¢ considerado um dos componentes que elevam o
custo de produgdo no cultivo in vitro (APTER et al.,
1993; LEITE et al., 2002).

Diversos trabalhos citam o uso de suportes
alternativos para enraizamento de brotos em sistemas
intensivos de micropropagacio (MARTINEZ-HER-
NANDEZ et al., 2006; LEITE et al., 2002; HOFF-
MANN etal., 2001). Esses autores citam vermiculita,
perlita ou espumas de poliuretano embebidos com
meio liquido como alternativas de baixo custo, além
de conferirem melhores resultados que o agar.

Assim, o presente trabalho teve como objeti-
vo avaliar o efeito da vermiculita, agar, luz artificial
e natural no enraizamento in vitro de brotos de aba-
caxizeiro ‘Gomo de Mel’, bem como caracterizar
anatomicamente essas plantas.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratorio
de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento
de Agricultura da Universidade Federal de Lavras,
localizado na cidade Lavras-MG, durante o periodo
de agosto a novembro de 2008.

O material vegetal utilizado de abacaxi ja se
encontrava estabelecido in vitro, o mesmo foi sub-
cultivado em meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) liquido, suplementado com adi¢do de 30g L™
de sacarose para posterior utilizagdo no experimento.

Para o enraizamento in vitro dos brotos,
foram utilizados como suportes fisicos: 1) agar 6
gL, e 2) vermiculita 15 g.L"!, adicionados ao meio
de cultura MS liquido para o tratamento vermiculita ¢

sélido 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 ve-
dados com parafilme. As culturas foram mantidas em
duas condi¢des ambientais: 1) sala de crescimento
(luz artificial) a 25+2°C, irradiancia de 45 W.m? for-
necida por lampadas fluorescentes brancas de 20W
e fotoperiodo de 16 horas, e 2) casa de vegetagao
(luz natural). A radiacdo e a temperatura dentro da
casa de vegetacao foram avaliadas utilizando sensor
de radiagdo (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 as 18 horas). Os dados da caracteriza¢do do com-
portamento diurno da radiagdo solar e da temperatura
estdo apresentados na Figura | A e B.

Decorridos 60 dias da instalagdo do experi-
mento, avaliaram-se o comprimento da parte aérea,
as massas fresca e seca da parte aérea e as raizes.

As caracteristicas anatomicas das folhas cul-
tivadas in vitro foram avaliadas seguindo o protocolo
de Kraus e Arduin (1997), registrando-se: espessura
das epidermes adaxial e abaxial, parénquimas aquife-
ro e clorofiliano. As variaveis paradérmicas, nimero
de estdmatos/mm? e didmetros polar e equatorial,
foram caracterizadas segundo técnica de Laboriau
etal. (1961).

O experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2,
com quatro tratamentos e dez repeti¢des, 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 (FER-
REIRA, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram efeito significativo
dos tratamentos para todas as variaveis analisadas e
para a interacao dos suportes fisicos e condi¢des am-
bientais. O uso de vermiculita em luz artificial (sala
de crescimento convencional) apresentou melhores
resultados para todas as variaveis (Tabela 1).

Nao foram observadas contamina¢des bac-
terianas e fungicas em nenhum dos tratamentos
estudados, mesmo aqueles incubados sob condigdes
de luz natural.

Mesmo o ambiente de luz artificial, propor-
cionando maior comprimento de parte aérea, plantas
oriundas do enraizamento em luz natural (casa de
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vegetacdo) apresentaram folhas mais espessas (Tabela
2), o que sugere uma adaptagdo ao ambiente de maior
irradiancia. Brotos enraizados em condigdes de luz
artificial sofreram processo de estiolamento, devido
a baixa irradidncia da sala de crescimento, o que
favoreceu maior comprimento e, consequentemente,
maior massa fresca da parte aérea.

Plantas enraizadas em meio contendo vermi-
culita e luz artificial apresentaram raizes com mais
ramifica¢des e presenca de pelos absorventes, o que
pode contribuir para o processo de aclimatizagao, por
possibilitar maior area de contato das raizes com o
substrato, facilitando a absor¢do de agua e nutrientes
(Tabela 1).

Da mesma forma, Faria et al. (2006) avalia-
ram o uso de agar, espuma picada, esfagno e areia
grossa na propagacao in vitro de orquidea (Oncidium
baueri) e observaram que espuma picada apresentou
melhores resultados para todas as variaveis estudadas.

O uso de suportes fisicos alternativos ao dgar ¢
relatado por varios autores. Corroborando os resulta-
dos apresentados neste trabalho Martinez-Hernandez
et al. (2006), trabalhando com duas cultivares de
Citrus tolerantes ao virus da tristeza, observaram
que, para germinagdo, multiplicacdo e enraizamento
in vitro, o uso de substratos alternativos (vermiculita,
tezontle e agrolita) ndo apresentaram diferencas signi-
ficativas, 0 que permitiu comprovar que a substitui¢ao
ao agar ¢ viavel, podendo utilizar substratos inertes
nas etapas da micropropagacao.

Os resultados apresentados neste trabalho
discordam daqueles apresentados por Hoffmann et al.
(2001), que avaliaram trés substratos: gar, Plantmax®
+ 4gar e vermiculita + agar, em dois porta-enxertos
de macieira. Os autores observaram que, tanto para
indugdo de enraizamento, quanto para o desenvolvi-
mento das raizes adventicias, o uso apenas de agar
apresentou maiores taxas de enraizamento.

Quanto ao ambiente de luz, resultados seme-
lhantes aos obtidos neste trabalho foram observados
por Silva et al. (2008), que avaliaram o uso da luz
natural no enraizamento in vitro ¢ aclimatiza¢dao do
abacaxi cv. Imperial e observaram que a luz artificial
promoveu maior comprimento de raizes em relagdo a
luz natural. Os resultados apresentados podem estar
relacionados com a fun¢ao das auxinas no enraiza-
mento. Este grupo de fitormdnios ¢ fotodegradado,
e o aumento da radiacdo no ambiente de casa de
vegetacao pode reduzir sua concentragdo endogena
e promover menor crescimento e desenvolvimento
dessas raizes.

As secgoes transversais das folhas oriundas do
enraizamento in vitro, utilizando vermiculita e dgar
como suporte e luz natural e artificial como fonte

de irradiacdo, apresentaram somente uma camada
de epiderme em ambas as faces abaxial e adaxial,
sendo, portanto, unisseriadas. A presenca de esto-
matos foi verificada apenas na face abaxial da epi-
derme (hipoestomaticas), presenga de dois tipos de
tricomas: glandulares e escamiformes, parénquima
aquifero espesso e 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 deposi¢ao de cera epi-
cuticular nas epidermes das folhas (Figura 2 D).
Sabe-se que as principais fun¢des da cuticula sdo a
prote¢do contra a perda de dgua e a protecao contra o
excesso de luminosidade por se tratar de uma camada
brilhante e refletora. A permeabilidade da agua atra-
vés da cuticula ¢ influenciada principalmente pela
estrutura e quantidade de ceras epicuticulares. Pouca
deposicao 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 aclimatizagdo (HAZARIKA, 2006).

Observaram-se diferengas 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 utilizaram vermiculita e luz natural, sen-
do que, para o uso de 4gar, houve também aumento
das espessuras somente no ambiente de luz natural,
demonstrando a adaptag@o dos tecidos as condi¢des
de alta irradiancia.

O aumento na espessura dos tecidos que
compdem o limbo constitui um padrao classico de
resposta e de adaptagdo das plantas a alta intensi-
dade de luz e evidenciam a plasticidade adaptativa
da planta (LEE et al., 2000). A capacidade de alte-
rar 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, hou-
ve interagdo significativa entre os fatores suporte fisi-
co e ambiente de cultivo apenas para didmetro polar
e razdo diametro polar e equatorial, e os resultados
nao foram significativos para numero de estomatos.
Para variavel diametro equatorial, houve diferengas
significativas apenas para os fatores isoladamente
(Tabela 3).

Para namero de estdbmatos/mm?, luz natural
como ambiente de cultivo e dgar como suporte apre-
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sentaram a maior média. Maior didmetro polar foi
observado em estdmatos provenientes de ambiente
de luz artificial e vermiculita. Maior didmetro equa-
torial foi obtido em ambiente de luz natural e suporte
vermiculita, separadamente. Maior razdo didmetro
polar/equatorial foi verificada em luz artificial e agar.

Alguns autores descrevem que, apesar de a
variabilidade estomatica ser um fenémeno relacio-

nado principalmente a umidade relativa dentro dos
frascos, a intensidade luminosa pode ter implicagdes
nesse processo (DIGNART et al., 2009; BRAGA
et al., 2009). Assim, de acordo com os resultados
apresentados, pode-se notar que as maiores densida-
des estomaticas estdo geralmente associadas a alta
irradiancia.

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 condigdes de luz natural e suporte convencional. Lavras-MG.

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 (g")
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 maitiscula na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de proba-

bilidade.

TABELA 2 - Espessura dos tecidos do limbo foliar® de abacaxizeiro enraizados in vitro sob condi¢des de
luz natural e suporte convencional. Lavras-MG.

Epiderme Abaxial (um)
Luz Artificial 20,21 a
Luz Natural 19,20 a
Vermiculita 21,10 a
Agar 18,88 a
Parénquima Clorofiliano (um)
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 maitiscula na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de proba-

bilidade.
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TABELA 3 - Numero de estomatos (NE), didmetro polar (DP) e equatorial (DE) e razdo diametro polar e
equatorial (DP/DE) de estomatos de abacaxizeiro enraizados in vitro sob condi¢des de luz
natural e suporte convencional. Lavras-MG.

NE (mm?)
Vermiculita Agar
Luz Artificial 43,50 aA 36,95 aA
Luz Natural 36,95 aA 45,51 aA
Razio DP/DE (um) Didmetro 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
Didmetro Equatorial (um)
Luz Artificial 33,47b
Luz Natural 37,30 a
Vermiculita 37,84 a
Agar 33,14 b

‘Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maitiscula na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de proba-
bilidade.
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FIGURA 1 — Comportamento diurno da radiagdo solar (A) e temperatura (B) na casa de vegetacdo (luz
natural). Lavras-MG (2008).
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FIGURA 2 - Fotomicrografias de sec¢des transversais de folhas de abacaxizeiro enraizadas in vitro com
diferentes substratos e luz natural. (A) agar e luz artificial; (B) agar ¢ luz natural; (C) vermi-
culita e luz artificial, e (D) vermiculita e luz natural. Lavras-MG (2008).

CONCLUSOES

1-A vermiculita, como suporte fisico alter-
nativo ao agar e ambiente de luz artificial (sala de
crescimento), promove maior crescimento in Vvitro
de brotos de abacaxizeiro.

2-Luz natural (casa de vegetac@o) proporcio-
na maiores espessuras dos tecidos do limbo foliar.

3-Maior nimero de estdbmatos ¢ obtido em
folhas desenvolvidas em ambiente de luz natural e
suporte agar.
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