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RESUMO

Conduziu-se este trabalho, com objetivo de avaliar os
efeitos da luz natural, redugdo de sacarose e uso de fitorregulares
no cultivo in vitro de abacaxizeiro. Brotagdes de abacaxizeiro cv.
Imperial foram cultivadas em diferentes meios de cultura:
multiplicagdo (MS + BAP 1,0 mg L* + ANA 0,25 mg L) e
enraizamento (MS + ANA 0,25 mg L), acrescidos de sacarose
(15 e 30 g L) e incubados em luz artificial e natural, por 60 dias.
Apos esse periodo, foram realizadas andlises fitotécnicas e
anatdbmicas. Na fase de multiplicagdo, maior nimero de brotos
foi obtido em sala de crescimento (40 pmol m2s?, temperatura
de 25°C+1°C e 16 horas de fotoperiodo), com média de 40
brotagBes/explante. Entretanto, melhor crescimento in vitro foi
obtido, em meio de enraizamento, em cultivo sob luz natural em
casa de vegetacdo (DFFFA acima de 150 pmol.m?s, temperatura
entre 27 e 31,5°C). As variaveis da anatomia foliar indicaram que
a luz natural proporcionou maior espessura e alta frequéncia
estomatica, quando comparada com a micropropagacao
convencional. Assim, conclui-se que o emprego da luz natural na
micropropagacao de abacaxizeiro é vidvel e produz plantas mais
adaptadas ao processo de aclimatizagdo.

Termos para indexagdo: Ananas comosus, cultura de tecidos,
anatomia vegetal.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effects
of natural light, reducing the use of sucrose and growth regulators
on in vitro culture of pineapple. Shoots of pineapple cv. Imperial
were grown in different culture media: multiplication (MS +
BAP 1.0 mg L'+ NAA 0.25 mg L) and rooting (MS + NAA
0.25 mg L) plus sucrose (15 and 30 g L) and incubated in
artificial and natural light for 60 days. After this period,
anatomical and plant parameters were carried out. In the
multiplication plase, highest number of shoots was obtained in
a growth chamber (40 mol.m?s?, temperature of 25° C + 1° C
and 16 hours photoperiod), with an average of 40 shoots per

explant. However, in vitro better growth was obtained using
rooting medium in culture under natural light in the greenhouse
(PPFD above 150 mol.m?s?, temperatures between 27 and
31.5° C). The variables of leaf indicated that the natural light
provided greater thickness and high stomatal frequency,
compared with the conventional micropropagation. Thus, it is
concluded that the use of natural light in the micropropagation
of pineapple is viable and makes plants more adapted to the
process of acclimatization.

Index terms: Ananas comosus, tissue culture, plant anatomy.
INTRODUCAO

O emprego de luz natural pode aproximar a
micropropagagdo convencional do sistema de
micropropagacdo fotoautotrdéfica, ou seja, possibilitar que
plantas cultivadas in vitro aumentem sua taxa
fotossintética pela maior densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos (KODYM; ZAPATA-ARIAS,
1998; KOZAl et al., 1997).

A alta irradiancia pode afetar diretamente o
desenvolvimento das plantas in vitro, apresentando efeito
sobre a lamina foliar e modificando caracteristicas, tais
como espessura foliar, diferenciagéo do mesofilo, divisdo
celular e desenvolvimento dos estématos (ZHOU et al.,
2005; IBARAKI; NOZAKI, 2005).

Outro fator relevante refere-se ao custo com iluminacdo
em salas de crescimento, nos laboratérios de cultura de tecidos.
Esse fator representa um dos maiores custos na producéo de

(Recebido em 15 de julho de 2010 e aprovado em 19 de janeiro de 2011)
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mudas em laboratério, sendo superado apenas pelos gastos
com maode obra (ERIG; SCHUCH, 2005).

No processo de micropropagacao, o meio de cultura
exerce fungdo importante, o acréscimo ou retirada de algum
componente do meio, pode acarretar perda ou sucesso do
processo de micropropagacdo. Portanto, meios contendo
somente auxinas favorecem o alongamento e/ou enraizamento
de plantas, enquanto que a adi¢do de citocininas ao meio
facilita a emissdo de brotos. O BAP (6-benzilaminopurina),
por sua vez, apresenta efeito conhecido de nanismo em
propagulos crescendo in vitro, sendo necesséaria uma fase
de cultivo na auséncia desse regulador ou com auxinas, antes
da aclimatizago, para o enraizamento dessas brotagdes
(PASQUAL, 2001). A sacarose é importante fonte de carbono
para o cultivoinvitro (DAMIANI; SCHUCH, 2008), entretanto,
em cultivos fotoautotroficos, tem sido considerada
dispensavel, pois, os propagulos apresentam maior
desempenho na auséncia desse composto organico.

Diante do exposto, neste trabalho, objetivou-se
avaliar o efeito do emprego da luz natural e artificial,
sacarose e fitorreguladores na anatomia e no crescimento
in vitro de mudas de abacaxizeiro (Ananas comosus L.
Merr cv. Imperial).

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Biofabrica da Empresa
Campo - Cia de Promogao Agricola, localizada na Embrapa
Mandioca e Fruticultura, na cidade de Cruz das Almas, Bahia.

Gemas axilares oriundas de plantas de abacaxizeiro
(Ananas comosus L. Merr cv. Imperial) foram estabelecidasin
vitro, em meio liquido MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
suplementado com 6-benzilaminopurina (BAP) 1,0 mg L%,
acido naftaleno acético (ANA) 0,1 mg L*esacarose 30g L*
, 0 pHajustado para 5,8, permanecendo em sala de crescimento
(40imol.m?s?, 16 horas de luza 25 + 1° C), por 60 dias.

Plantas produzidas na etapa anterior, com
aproximadamente 1,0 cm de comprimento, foram usadas na
montagem do experimento. Os tratamentos constaram de dois
meios de cultura, o meio de multiplicagdo (MS + BAP 1,0mg
L*+ANAO0,25 mg L) e meio de enraizamento (MS + ANA

0,25 mg L*), em combinagdo com diferentes concentragdes
de sacarose (15 ou 30 g L), sendo incubados em luz natural
ou luz artificial. Foram adicionados 30 mL de meio de cultura,
em frascos de vidro com capacidade de 250 mL. Os meios de
cultura foram solidificados com Phytagel® 1,4 g L* e 0 pH
ajustado para 5,8 antes da autoclavagema 121°Ce 1,0 kg.cm
-1, por 20 minutos. Apds a inoculagdo, os recipientes foram
vedados com filme de PVC e as culturas incubadas em luz
natural e luz artificial. A luz artificial foi utilizada em salade
crescimento (luz branca fria), proporcionando densidade do
fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 40
imol.ms?, 16 horas de fotoperiodo, a 25+1° C. O cultivo sob
luz natural foi realizado em casa de vegetagdo PADFAN,
coberta com Sombrite® 50% e filme plastico de polietileno
transparente (150 microns). ADFFFA foi medida fora e dentro
da estufa (Tabela 1), utilizando IRGA (modelo ADC-LCA.,
Hodd., UK). A temperatura maxima, na casa de vegetacdo,
variou de 27° C a 31,5° C, sendo controlada por sistema de
ventilagdo forcada.

Apds 60 dias de cultivo, foram realizadas avaliagdes
com base nas seguintes caracteristicas: nimero de brotos,
comprimento da parte aérea e massa seca total. A massa
seca foi medida apds a secagem em estufa, por 10 dias, a
50° C, sendo utilizadas 12 plantas por tratamento nas
avaliagOes. As caracteristicas anatdbmicas foram analisadas
em termos de espessura da epiderme da face adaxial,
parénquimaaquifero e clorofiliano, epiderme da face abaxial,
espessura total e nimero de estdmatos por mm?2,

Para os estudos anatémicos foliares, plantas inteiras
com aproximadamente 5cm de comprimento foram
coletadas, lavadas em agua corrente e, em seguida, fixadas
em alcool 70° GL, sendo fixadas cinco plantas por
tratamento. Os cortes das seces foliares foram realizados
amado livre. As secdes transversais foram clarificadas em
solugdo de hipoclorito de sodio a 1% e, em seguida, lavadas
em &gua destilada e coradas com o corante azul de astra-
safranina. As laminas foram montadas em glicerina 50%,
seguindo a metodologia descrita por Kraus e Arduin (1997).
A partir das secdes transversais, com o auxilio de ocular
micrométrica, foram realizadas cinco medicdes da espessura
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dos tecidos no ter¢co mediano de cada lamina foliar, em
todos os tratamentos.

As se¢Oes, para a visualizacdo da epiderme em vista
frontal, foram realizadas na face abaxial da lamina foliar, na
regido mediana da Iamina foliar e a safranina hidroalcodlica
1% foi usada como corante na montagem das laminas. A
frequéncia estomatica foi obtida por meio do emprego de
camara clara, em microscopio OLYMPUS CBB, de acordo
com a técnica de Laboriau et al. (1961). Os diametros polar
e equatorial do estdmato foram obtidos com emprego de
ocular micrométrica. As fotomicrografias foram realizadas,
utilizando-se um fotomicroscopio OLYMPUS BX - 60.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2x2x2, sendo dois meios

de cultura (multiplicacéo e enraizamento) x sacarose (15
30g L) x luz (artificial e natural), totalizando 8 tratamentos
com 4 repeticBes, com 3 plantas por parcela para as
variaveis fitotécnicas e 5 repeticOes para as caracteristicas
anatdémicas. O programa SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2011) foi
utilizado para a realizacdo das analises de variancia
(ANAVA), sendo as médias comparadas pelo Teste de Scott
e Knott a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento in vitro — O maior nimero de brotos,
na fase de multiplicacdo, foi obtido em meio de cultura
suplementado com sacarose 30g L* em luz artificial,
atingindo 40 brotacdes/explante, em média. A luz natural
ndo mostrou efeito positivo para essa variavel,

TABELA1 - Irradiancia, em DFFFA (umol.m?s?), dentro e fora da estufa com luz natural.

* DFFFA fora da estufa

* DFFFA dentro da estufa

Mes Horario (h) (umol.m?s™) (umol.m?s™)
Janeiro 8 415 59
9 560 71
10 2.700 317
11 1.224 148
12 1.040 115
14 2.365 166
15 2.140 180
16 1.720 120
17 157 23
Média, - 1.369 133,22
Fevereiro 8 1.370 95
9 1.212 94
10 2.012 222
11 2.875 441
12 2.140 210
14 1.600 70
15 2412 165
16 1.862 68
17 1.370 94
Média, - 1.872,55 162,11
Média Geral(1+2) - 1.620,77 147,66

* Dados obtidos em dias claros dos meses de janeiro e fevereiro (2006), Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia.
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apresentando tratamentos com reducdo no nimero de
brotos 40 a 60%, quando comparados com o melhor
resultado em meio de multiplicacéo (Tabela 2).

No meio de cultura de multiplicacio, suplementado
com 15 g L* de sacarose, tanto em luz natural quanto em
luz artificial, o ndmero de brotos produzidos foi em torno
de 26, sendo estatisticamente iguais (Tabela 1). No
ambiente com luz natural, a reducdo da concentracao da
sacarose ndo promoveu queda significativa no nimero
de brotagBes (Tabela 2). Isso evidencia que na
multiplicacdo, em condig¢Bes de alta irradiancia, ndo ¢
necessario o emprego de altas concentracdes de
sacarose, porém, em condicOes de luz artificial, o fator
sacarose € limitante.

A multiplicacdo em meio de cultura, contendo
somente auxinas, foi baixa, apresentando de 2 a 4 brotos
por explante, concordando com Coelho et al. (2007). Os
mesmos autores verificaram que a adicdo de auxina
determinou maior emissdo de brotos por coroa de
abacaxizeiro, em cultivo em vaso. Essa multiplicag8o pode
ser explicada pelo balango hormonal da citocinina
endogena das plantas com a auxina exégena. A luz natural
promoveu maior taxa de multiplicagio de bananeira ‘Grande

Naine’ in vitro (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1998), porém,
esse desempenho, em numero de brotos, ndo foi
observado, neste trabalho, com abacaxizeiro.

O comprimento dos brotos foi influenciado pela
interac&o tanto dos fatores luz e sacarose como luz e meios
de cultura. A luz natural produziu brotos com maior
comprimento em qualquer dosagem de sacarose e,
principalmente, em meio de enraizamento (Tabela 3). O
comprimento dos brotos in vitro de abacaxizeiro esta
relacionado diretamente com a sua sobrevivéncia ex vitro
e brotos mais altos sobrevivem mais, durante o processo
de aclimatizagdo (ESCALONA etal., 1999).

O meio de multiplicacdo proporcionou brotos com
0s menores comprimentos médios (Tabela 3). O BAP
apresenta efeito conhecido como nanismo em pléntulas
crescendo in vitro, sendo necesséaria uma fase de cultivo
na auséncia desse regulador ou com auxinas, antes da
aclimatizacdo, para o enraizamento dessas brotagdes
(OLIVEIRA, 1994; PAIVA 1997, PASQUAL et al., 1998).

Adelberg et al. (1999), trabalhando com meloeiroin
vitro, ndo observaram diferencas no comprimento das
brotaces, quando se comparou o cultivo fotoautotréfico
(auséncia de sacarose) com a micropropagacao

TABELA 2 — Numero de brotos de abacaxizeiro cultivados in vitro em funcédo da luz, concentracéo de sacarose e meios

de cultura.
NUMERO DE BROTOS
Luz Meio multiplicacéo Meio multiplicagéo Meio enraizamento Meio enraizamento
(30gLH* (15gLY* (30gL™) (15gL™)
Artificial 40,00Aa 25,83Ab 6,54Aa 4,08Ab
Natural 29,58Ba 25,91Ab 3,16Ba 2,75Ba

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na vertical e mindscula na horizontal ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott

a de 5% probabilidade.*Concentragéo de sacarose.

TABELA 3 — Comprimento de brotos de abacaxizeiro crescendo em fungéo de luz, sacarose e meios de cultura.

COMPRIMENTO DE BROTOS (cm)

Luz Sacarose (30gL™) Sacaose (15g L™ Meio multiplicagcdo Meio enraizamento
Artificial 2,79 Bb 2,55 Bb 1,30 Ab 5,04 Ba
Natural 3,72 Aa 3,85 Aa 0,80 Bb 6,80 Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na vertical e mindscula na horizontal ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott

a de 5% probabilidade.*Concentragdo de sacarose.
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convencional (fotomixotroéfica). Entretanto, o enraizamento
in vitro foi maior em cultivos com sacarose.

A alta irradiancia, observada na casa de vegetacdo
(tabela 1), promoveu o melhor desempenho de massa seca,
juntamente com a adi¢do de 30g L de sacarose em meio de
enraizamento (Tabela 4). Possivelmente, essa combinagio
de fatores levou ao aumento da taxa fotossintética, o que
aproxima esse cultivo das condigBes fotoautotroficas. Os
beneficios da alta irradiancia tém sido demonstrados em
cultivos fotoautotroficos para muitas espécies, como banana
(KODYMetal., 2001), café (NGUYEN etal., 2001) e mirtilo
(DAMIANI; SCHUCH, 2008).

O emprego de 15 g L* de sacarose no meio de
cultura promoveu reducdo no acimulo de massa seca
(Tabela 4), ou seja, nas condi¢cBes em que o presente
experimento foi conduzido, parece existir uma combinagao
6tima entre a concentracédo de sacarose € a luz natural,
que favorece o melhor crescimento in vitro do
abacaxizeiro.

Caracteristicas anatdmicas - Nao houve efeito da
variavel espessura da epiderme adaxial (28,87 um) e abaxial
(16,50 um), e espessura do parénquima aquifero
(161,25 um) para os diferentes tratamentos testados. O

parénquima clorofiliano (Tabela 5), tecido responsavel pela
fotossintese, apresentou maior espessura nas plantas
crescendo em condicBes de luz natural, sendo a maior
espessura verificada em plantas cultivadas em meio de
multiplicac&o, contendo 30 g L de sacarose (Tabela 5 e
Figura 1 - LNMT). Outro excelente resultado foi obtido
com plantas crescendo in vitro em meio de enraizamento
suplementado com 15 g L de sacarose na presenca de luz
natural (Tabela 5).

Esse desempenho pode representar, para essas
plantas, maior capacidade fotossintética (DIMASSI-
THERIOU; BOSABALIDIS, 1997) e menor estresse na
passagem da condicdo heterotrofica e fotomixotrofica
para a autotréfica, durante o processo de aclimatizacéo.
Maior desenvolvimento de parénquima palicadico foi
observado em gardénia cultivada in vitro, em altos niveis
de irradiancia durante o enraizamento (SERRET et al.,
1996).

Dimassi-Theriou e Bosabalis (1997) observaram
em cultivo fotomixotréfico de Actinidia deliciosa sob
altairradiancia (300 umol m?s?), que, de maneirageral, as
células do parénquima palicadico e da epiderme adaxial
sdo maiores. Entretanto, ndo foi notada qualquer

TABELA 4 — Massa seca total das plantas de abacaxizeiro em funcéo da luz, sacarose e meios de cultura.

MASSA SECA TOTAL (g)

Sacarose Luz artificial Luz natural Meio multiplicagéo Meio enraizamento
30gL? 0,23 Ab 0,36 Aa 0,24 Ab 0,35 Aa
15gL* 0,15 Ba 0,18 Ba 0,14 Bb 0,19 Ba

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na vertical e mindscula na horizontal ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott

a 5% de probabilidade.

TABELA 5 - Parénquima clorofiliano de abacaxizeiro cultivado in vitro, em funcéo da luz, sacarose e meios de cultura.

PARENQUIMA CLOROFILIANO (pm)

Meio multiplicaca
Luz eio multiplicacéo

Meio multiplicacdo

Meio enraizamento Meio enraizamento

(30 g LH* (15 g L™h* (30gL™h (15gL™h
Artificial 230,48Ba 185,39Bb 187,68Bb 209,75Ba
Natural 292,99Aa 213,55Ab 234, 42Ab 284,48Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na vertical e mindscula na horizontal ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott

a 5% de probabilidade. *Concentracdo de sacarose.
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tendéncia clara com relagdo ao tamanho ou formato das  crescendo in vitro, de abacaxizeiro (Figura 1), no presente
células do parénquima clorofiliano de folhas de brotos, trabalho.

LNMT

160pm
FIGURA 1 —Seg0es transversais de folhas in vitro de abacaxizeiro. LA- Luz artificial; LN - Luz natural; MT- Multiplicagio
com 30g L* de sacarose; MT/2 - Multiplicagdo com 15 g L™ de sacarose; ET - Enraizamento com 30g L™ de sacarose;
ET/2 - (Enraizamento com 15 g L* de sacarose); pa (parénquima aqiifero); pcl (parénquima clorofiliano); ea (epiderme
adaxial); eab (epiderme abaxial); sv (sistema vascular).
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O meio de multiplicacdo com 30 g L-*de sacarose e
omeio de enraizamento com 15 g L de sacarose, em ambos
0s casos com plantas in vitro crescendo em luz natural
(Tabela 6), promoveram as melhores respostas para a
espessura foliar total. O aumento da espessura das folhas
constitui um padrao classico de resposta e adaptacdo das
plantas a alta irradiancia (LEE et al., 2000) e evidenciam a
plasticidade adaptativa do cultivo de abacaxizeiro in vitro
nessas condicdes.

O nUmero de estbmatos por mm?, de folhas de
abacaxizeiro in vitro, foi maior na presenca de luz natural,
em meio de enraizamento com 30 g L' ou 15 g L*de
sacarose, quando comparado com o obtido sob luz
artificial (Tabela 7), no meio de enraizamento. N&o ha
diferenca estatistica entre os tratamentos cultivados em
meio de multiplicag8o (Tabela 7). Hazarika (2006) afirmou
que os estbmatos sdo estruturas fundamentais para as

plantas, porque, por meio deles, ocorrem 0s processos
de trocas gasosas. Portanto, qualquer variagdo no
numero e/ou tamanho destes pode acarretar maior ou
menor eficiéncia das plantas, quanto a taxa
fotossintética.

Ocorreu aumento no nimero de estbmatos/mm?nas
folhas de plantas cultivadas in vitro, na micropropagacéao
convencional (baixa irradiancia) ,quando comparado
aquelas que cresceram em outros ambientes (KHAN et al.,
2003; RADOCHOVA et al., 2000). Entretanto, em plantas
de campo, estudos tém demonstrado que sob alta
irradiancia, a frequéncia de estdbmatos por unidade
superficial da folha é alta (JEON et al., 2005; BARBOZA et
al., 2006). Hazarika (2006) encontrou maiores densidades
estomatica em propagulos cultivados em meio de
enraizamento com alta irradiancia, o que também foi
observado no presente trabalho.

TABELA 6 — Espessura das folhas de abacaxizeiro cultivados in vitro em funcdo da luz, sacarose e meios de cultura.

ESPESSURA TOTAL (um)

Meio multiplicagdo

Meio multiplicagdo

Meio enraizamento Meio enraizamento

Lz (30 g LY* (15 g LY* B0gLY (15gLY
Artificial 420.35Ba 385,14Bb 385,43Bb 400,83Ba
Natural 480,92Aa 410,83Ab 423,00Ab 476,01Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na vertical e mindscula na horizontal ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott

a 5% de probabilidade.* Concentracdo de sacarose.

TABELA7 - Numero de estdbmatos por mm?em diferentes tipos de luminosidade e concentrag@es de sacarose.

NUMERO DE ESTOMATOS/ mm?

Meio multiplicaca
Luz eio multiplicagdo

Meio multiplicagdo

Meio enraizamento Meio enraizamento

(30gLY)* (15gL™Y)* (30gLY (15gL™
Atrtificial 58,46 Aa 59,94 Aa 69,56 Ba 65,86 Ba
Natural 63,64 Aa 59,94 Aa 74,00 Aa 73,26 Aa

Meédias seguidas pela mesma letra mailscula na vertical e mindscula na horizontal ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott

a 5% de probabilidade.*Concentracdo de sacarose.
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CONCLUSAO

O emprego de luz natural na micropropagacao de
abacaxizeiro é viavel. A incubacdo do cultivo in vitro de
abacaxizeiro sob luz natural promoveu maior crescimento
das plantas e folhas anatomicamente com maior
parénquima clorofiliano, espessura foliar e nimero de
estdmatos/mm2. A luz natural na fase de multiplica¢éo reduz
o namero de brotac6es do abacaxizeiro.
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