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RESUMO

COUTO, Tarcisio Rangel do; M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; abril de 2012; Avaliacdo de gendtipos de abacaxizeiro cultivados in
vitro e ex vitro: eficiéncia fotossintética, crescimento e relagbes hidricas;
Orientador: Professor Eliemar Campostrini; Co-orientadora: Professora Virginia
Silva Carvalho.

Neste trabalho, objetivou-se estudar sob cultivo in vitro e ex vitro, fase de
aclimatizacdo, as possiveis variagdes entre genotipos relacionadas a capacidade
fotossintética, as relacdes hidricas, ao estado nutricional e ao crescimento dos
abacaxizeiros cv. ‘Vitéria’ e cv. ‘IAC Fantastico’, em resposta a alteracdo do
ambiente in vitro por meio da utilizacdo de diferentes qualidades de luz, tipos de
frasco de cultivo e concentragbes de sacarose. Tal estudo foi uma tentativa de
otimizar a micropropagacao destas cultivares, bem como tentar compreender as
respostas fotossintéticas e de crescimento destes genotipos nas condi¢cdes de
estudo relatadas. Na fase de cultivo in vitro, para as duas cultivares, os
tratamentos foram dispostos em DIC, com seis repetigdes, cinco plantas por
repeticdo, em um esquema de parcelas sub subdivididas, constituidas de
qualidades de luz (branca e vermelha, com FFF de 105 pmol m? s e 75 pmol m™
s, respectivamente), tipos de frasco de cultivo (fechado e ventilado) e
concentracdes de sacarose no meio de cultivo (15 e 30 g L™). A avaliacéo foi feita
apos 40 dias de cultivo in vitro, em trés repeticbes, pois com as outras foi
montado o experimento ex vitro (fase de aclimatizacdo). O experimento de

aclimatizacdo manteve o0 mesmo esquema experimental utilizado no cultivo in
Xiii



vitro, de modo que fossem verificados os efeitos dos tratamentos in vitro durante a
fase ex vitro. Foi utilizado o DIC com trés repeticbes e cinco mudas por parcela,
correspondendo as cinco mudas de cada frasco “baby food”. As avaliacbes foram
feitas aos 30, 60 e 75 dias de aclimatizacdo. Nas condicdes in vitro, verificou-se
que na presenca de luz vermelha a cv. Vitoria foi superior a cv. IAC Fantastico
para algumas caracteristicas relacionadas a capacidade fotossintética, como
SPAD, eficiéncia fotoquimica do fotossistema I, AREA sobre a curva e, RC/ABS.
Observou-se que ndo houve assimilagcdo fotossintética in vitro, com a adicdo da
sacarose ao meio de cultura como fonte de carbono (15 g L™ ou 30 g L™). Neste
experimento, a tentativa de ventilar os frascos de cultivo, ou seja, melhorar as
trocas gasosas, nao foi suficiente para otimizar a assimilagéo fotossintética in vitro
das duas cultivares em estudo. Foram observadas diferentes respostas das duas
cultivares para as avaliacdes da capacidade fotossintética aos 30, 60 e 75 dias,
sendo que para a maioria delas a cv. Vitdria foi superior a cv. IAC Fantastico. Nas
avaliacdes de crescimento, a cv. Vitoria foi superior a cv. IAC Fantastico em todo
o periodo, e tal fato foi constatado aos 75 dias, ndo sendo verificado que a cv.
Vitoria apresentou o metabolismo tipo C3; e a cv. IAC Fantastico, o metabolismo
tipo CAM. Nessa condicédo ex vitro, o metabolismo C3 das plantas da cv. Vitéria
pode ter contribuido para o maior crescimento desta cultivar. Nessa fase, os
teores de macronutrientes foram variaveis entre as cultivares, demonstrando a
necessidade de pesquisas relacionadas a nutricdo de plantas em fase de
aclimatizacado. Neste experimento, ndo houve uma relacdo entre os tratamentos
aplicados na condicao in vitro com a resposta dos genoétipos na condicéo ex vitro,
0 que mostra que alteragdes deverdo ser feitas no ambiente in vitro, como maior
reducdo na concentracdo de sacarose, incremento na intensidade de luz
vermelha e elevagao na concentracdo de CO; nos frascos de cultivo, para que
estas cultivares possam apresentar o metabolismo fotoautotrofico ja& na condigédo
in vitro. Tal alteracdo neste ambiente in vitro serd fundamental para a otimizagédo

do crescimento na fase de aclimatizacao.

Palavras-chave: ‘Vitéria’, ‘IAC Fantastico’, micropropagacdo, fluxo de fétons

fotossintéticos, frasco de cultivo, sacarose, aclimatizacdo, nutricdo mineral.
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ABSTRACT

COUTO, Tarcisio Rangel do, M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; April, 2012; Evaluation of pineapple genotypes grown in vitro and
ex vitro: photosynthetic efficiency, growing and water relations. Adviser: Eliemar
Campostrini; Co-adviser: Virginia Silva Carvalho.

In this work, aimed to study in vitro culture and ex vitro (acclimatization), the
possible variation between pineapple genotypes ('Vitdria' e 'lAC Fantastico’)
related to photosynthetic capacity, water relations, nutritional status and growthing,
in response to environmental change in vitro through use of different qualities light,
vessels and sucrose. Such a study was an attempt to optimize the
micropropagation these cultivars, as well trying to understand the growth and
photosynthetic responses of genotypes in accordance with the conditions of the
study reported. In vitro culture, for the two cultivars, the treatments were carried
out in randomized fully design, with six repetitions, and five plants repetition, in a
plots sub sub-divided, incorporated qualities of light (white and red, with FFF 105
pumol m? s and 75 umol m? s™, respectively), vessels (closed and ventilated) and
sucrose (15 and 30 g L™). The evaluation was made after 40 days in vitro culture,
in three repetitions, as with the other was the acclimatization experiment. In the
acclimatization at two cultivars, remained the same experimental used in vitro, so
that if check the answers in vitro treatments during acclimatization. Acclimatization
experiment kept the same experimental schema used in in vitro culture. We used

randomized fully design with three repetitions and five plantlets per plot
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(corresponding to the five plantlets of vessel "baby food"). The reviews were made
to 30, 60 and 75 days of acclimatization. In vitro conditions, it was found that in the
red light cv. Vitéria was higher than cv. IAC Fantastico for some related features to
photosynthetic capacity, such as, photochemical efficiency photosystem II, SPAD,
area on the curve and RC/ABS. It was observed that there was no photosynthetic
assimilation in vitro, with the addition of sucrose as carbon source to the culture
medium (15 g L™ or 30 g L") In this experiment, attempting to ventilate the
vessels, to improve gas exchange, was not enough to optimize the assimilation
photosynthetic in vitro for two cultivars. Were different answers of two cultivars for
photosynthetic capacity to 30, 60 and 75 days, and for most of them cv. Vitoria
was higher cv. IAC Fantastico. On assessments growthing, cv. VitGria was
exceeding cv. IAC Fantastico throughout the period, and this fact was noted to 75
days, it has become apparent that the cv. Vitdria presented C3; metabolism and cv.
IAC Fantastico CAM metabolism. In ex vitro conditions, C3; metabolism of cv.
Vitoria plants may have contributed to the increased growth of this cultivar. During
this phase the macronutrient levels were variables between cultivars,
demonstrating the need for research related to nutrition of plants in
acclimatization. In this experiment, there was a relationship between the
treatments applied in vitro culture with the response of genotypes in ex vitro, which
shows that changes should be made in vitro environment, such as greater
decrease in sucrose, increased intensity red light, and increase CO, concentration
at the vessels, so that these cultivars may present already provided in vitro
photoautotrophic metabolism. Such a change in this environment in vitro will be

critical to optimizing growthing in acclimatization.

Key words: ‘Vitoria’, ‘IAC Fantastico’, micropropagation, flow photosynthetic

photons, vessels, sucrose, acclimatization, mineral nutrition.
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1. INTRODUCAO

O abacaxizeiro (Ananas comosus L., Merr) €& wuma planta
monocotileddénea, herbacea, perene, familia Bromeliaceae. Esta espécie é
tipicamente tropical, sendo considerada uma planta rustica, com caracteristicas
morfolégicas, anatbmicas e fisiolégicas que lhe permitem sobreviver em
condi¢cbes adversas. O ciclo apresenta uma variagdo de 12 a 30 meses, e, pela
adaptabilidade, € uma planta promissora da fruticultura brasileira (Reinhardt et al.,
2000). As cultivares mais plantadas no mundo e no Brasil sdo ‘Smooth Cayenne’
e ‘Pérola’, respectivamente (Cabral et al., 2000).

No Brasil, 0 abacaxizeiro encontra condi¢cdes climaticas ideais para o
crescimento e producdo, sendo cultivado em varios estados. No ano de 2011, o
pais produziu 1.504.988 toneladas de frutos em uma area de 57.000 hectares, o
que confere uma produtividade média de 26.401 kg ha™. Em 2011, a distribuicéo
percentual da producdo nacional por regido fisiografica foi Nordeste (40,30%),
Sudeste (31,80%), Norte (20,90%), Centro-Oeste (6,70%) e Sul (0,30%) (IBGE,
2011). O Rio de Janeiro apresenta condi¢cdes climaticas ideais para o cultivo
dessa frutifera, além de potencial centro consumidor.

A propagacdo comercial do abacaxizeiro é vegetativa. O método
convencional de propagacdo é feito por meio de mudas formadas a partir de
brotacdes laterais da planta, denominadas filhote, filhote-rebentdo ou rebentao.
Outro método que vem sendo utilizado é a micropropagacao. Essa técnica vem

sendo aplicada em biofabricas, ndo s6 pela possibilidade de se obterem plantas



mais resistentes a fatores de estresses bibticos, como a fusariose, e abibticos,
como a salinidade, mas também pela rapida propagacao clonal in vitro de novas
cultivares. No caso do abacaxizeiro, a micropropagacdo esta sendo utilizada
comercialmente visando a uma rapida multiplicacdo de novas cultivares e a um
aumento na quantidade de mudas (Macédo et al., 2003).

As cultivares de abacaxizeiro mais plantadas atualmente no Brasil séo
‘Pérola’ e ‘Smooth Cayenne’. Ambas sao suscetiveis a fusariose, principal
problema fitossanitario para a cultura no Pais. Algumas solucdes para evitar essa
doenca séo o plantio de mudas sadias e frequentes pulverizagdes com fungicidas.
No entanto, a utilizag@o de cultivares resistentes é o método mais eficiente para o
controle dessa doenca e pode ser considerado o0 mais eficiente e econémico
(Silva e Tassara, 2001).

Com relagdo ao melhoramento genético da cultura, ha pouca informacéo
disponivel. O primeiro trabalho de melhoramento do abacaxizeiro foi desenvolvido
na Florida (EUA), objetivando obter cultivares mais adaptadas as condi¢cdes locais
e melhorar a qualidade do fruto para industrializacdo. Entre as estratégias de
melhoramento adotadas, podem ser citadas a utilizacdo direta dos recursos
genéticos, a selecdo clonal, explorando a variabilidade intravarietal existente, e a
hibridacao direta entre genitores superiores (Crestani et al., 2010).

Em sistema convencional de micropropagacao, as plantas sao cultivadas
in vitro em condicdbes de ambiente fechado, sem trocas gasosas, com alta
umidade do ar, baixa luminosidade e com a utilizacdo de agulcares no meio de
cultura como fonte de carbono e energia (Kozai e Kubota, 2001). Devido as
condicOes de cultivo, as plantas apresentam alteracdes anatdémicas e metabdlicas
que as tornam organismos heterotréficos. Estas alteragdes impossibilitam que a
maquinaria fotossintética opere normalmente (Kozai, 1991). Por isso, alteracdes
no cultivo in vitro, como reducdo da concentracdo de sacarose do meio de cultura,
ventilacdo dos frascos de cultivo e elevacéo da qualidade e da intensidade da luz,
podem estimular a capacidade fotossintética das plantas ainda nessas condicdes,
produzindo mudas mais rusticas e adaptadas as condicbes ex vitro (Kozai e
Nguyen, 2003).

A aclimatizacao € a etapa em que as plantas sdo transferidas da condicéo
in vitro para ex vitro. Atencéo especial deve ser dada a essa etapa, pois as mudas

in vitro apresentam caracteristicas anatdomicas e fisioldgicas desfavoraveis, tais



como, cuticula pouco espessada, estbmatos poucos funcionais, além de fraca
conexdo vascular (Carvalho et al.,, 2002). Essas caracteristicas desfavoraveis
fazem com que seja necessario maior controle de luminosidade, temperatura e
umidade durante a aclimatizacdo, pois é nessa fase que ocorrem as maiores
taxas de mortalidade.

Diante do exposto, no presente trabalho, objetivou-se avaliar as
diferencas entre as cultivares ‘Vitéria’ e ‘IAC Fantastico’, quanto aos aspectos
ecofisiolégicos do cultivo in vitro, e o0s seus efeitos durante a fase de
aclimatizacdo, relacionados a fotossintese, fluorescéncia, relagbes hidricas,
teores de macronutrientes, indice SPAD e quanto ao crescimento, em resposta a
utiizacdo de diferentes qualidades de luz, tipos de frasco de cultivo e

concentrag@es de sacarose.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O abacaxizeiro

2.1.1. Importancia econémica

No cenario mundial, o Brasil se apresenta como um dos maiores
produtores de frutas, com 34 milhdes de toneladas produzidas em 2,2 milhdes de
hectares, ofertando quatro milh6es de empregos diretos e indiretos (Mendonca e
Medeiros, 2011).

No mundo, o abacaxizeiro € a sexta classe de fruteira mais cultivada e em
2009 a producéo total foi de 18,4 milhdes de toneladas (FAO, 2011). Na producédo
mundial de abacaxi, a Tailandia ocupa o primeiro lugar, com 1,99 milhdes de
toneladas, e o Brasil ocupa o segundo lugar, com aproximadamente 1.700.000
toneladas (Mendonga e Medeiros, 2011).

No ano de 2011, o Brasil produziu 1.504.988 toneladas de frutos, em uma
area de 57.000 hectares, com rendimento médio de 26.401 kg ha™. Nesse mesmo
ano, a distribuicdo percentual da producdo nacional por regido fisiografica foi
assim relacionada: Nordeste (40,30%), Sudeste (31,80%), Norte (20,90%),
Centro-Oeste (6,70%) e Sul (0,30%). Os maiores produtores nacionais s&o:
Paraiba (18,4%), Para (17,9%) e Minas Gerais (15,2%) (IBGE/LSPA, 2011).

O Estado do Rio de Janeiro € o segundo maior produtor da regiao

sudeste, com producdo média de 109.786 mil frutos, em uma area de 4.453



hectares, com rendimento médio de 24.654 kg ha, o que representou 7,3% da
producao brasileira (IBGE/LSPA, 2011). Apesar de o Estado do Rio de Janeiro ter
pequena participacdo na producdo brasileira de abacaxi, ele apresenta perfil
adequado e bastante propicio ao cultivo dessa espécie. Embora possua uma
pequena extensao territorial, cerca de 0,5% do territério nacional, o0 Rio de
Janeiro apresenta condi¢des climaticas altamente propicias ao cultivo dessa fruta
(Ponciano et al., 2006).

No Brasil, o abacaxizeiro é explorado ha muitas décadas, de forma
predominante em pequenas propriedades, com &areas meédias inferiores a cinco
hectares, onde se emprega na maioria das vezes a méao de obra familiar, com
recursos proprios para implantacdo e manutencao da lavoura. Nos ultimos anos, o
agronegocio do abacaxi tem crescido muito, transformando-se no principal
sustentaculo econdmico de varias regides em que a espécie é cultivada (Cunha,
2007).

A baixa produtividade do abacaxizeiro justifica a necessidade de mais
pesquisas e desenvolvimento de tecnologias voltadas para a promocé&o da cultura
no Estado do Rio de Janeiro, considerado um grande centro consumidor e com
potencial exportador. Uma das formas mais simples para o aumento da
produtividade é a utilizacdo de mudas sadias e micropropagadas, uma vez que
essa pratica tem pouco impacto sobre os habitos tradicionais de manejo da
cultura. O abacaxizeiro € uma cultura importante para o Norte Fluminense, sendo
plantadas anualmente cerca de 30 milhdes de mudas, constituindo uma das
principais fontes de renda e emprego nos municipios de S&o Francisco de

Itabapoana, S&o Jodo da Barra e Quissama (Vieira et al., 2010).

2.1.2. Caracteristicas gerais da cultura

O abacaxizeiro €@ wuma monocotileddnea herbacea da familia
Bromeliaceae, cujo género mais importante € o Ananas, na qual esta incluido o
abacaxi (Ananas comosus L. Merr) e outras espécies que sao utilizadas para a
producdo de fibras ou ornamentacdo. No Brasil, ha representantes distribuidos
em quase todos o0s ecossistemas, desde o0 nivel do mar até as regides
montanhosas. A familia Bromeliaceae se destaca por ser uma das principais

componentes da flora brasileira, abrigando aproximadamente 36% das espécies



catalogadas com varios géneros endémicos, alguns deles encontrados somente
na Mata Atlantica (Souza e Wanderley, 2007).

Sendo o abacaxizeiro uma frutifera tropical, adapta-se melhor sob
altitudes de até 100 m, onde apresenta menor ciclo, maior producdo e melhor
qualidade da fruta (Silva e Tassara, 2001). A temperatura ideal para o cultivo esta
entre 21 °C a 31 °C. Esta espécie é exigente em luz, desenvolvendo-se bem em
locais com insolacdo 6tima de 1.500 a 2.000 pmol m? s e com 6,8 a 8,2 horas
de luz solar por dia (Cunha, 1999). A planta cresce em ampla faixa de solos, mas
prefere os solos argilo-arenosos, bem drenados, de boa profundidade e com pH
entre 4,5 e 5,5 (Barreira Neto e Santos, 1999).

Provavelmente, o abacaxizeiro seja originario da regido compreendida
entre 15°N e 30°S de latitude e 40°L, e 60°W de longitude, o que inclui as zonas
centrais e sul do Brasil, o nordeste da Argentina e o Paraguai. Estudos de
distribuicdo do género Ananas indicam que o centro de origem € a regiado
Amazobnica, compreendida entre 10°N e 10°S de latitude e entre 55°L e 75°W de
longitude (Souza et al., 2002)

A planta de abacaxizeiro € composta por um caule (talo) curto e grosso,
ao redor do qual crescem as folhas, em forma de calhas estreitas e rigidas, e no
qual se inserem as raizes axilares. O sistema radicular é fasciculado, superficial e
fibroso, encontrado em geral a profundidade de 0 a 30 cm e, raras vezes, a mais
de 60 cm da superficie do solo. A planta adulta das cultivares comerciais mede de
1,00 m a 1,20 m de altura, e de 1,00 m a 1,50 m de diametro. De acordo com o
formato e a posicdo na planta, as folhas sao classificadas em A, B, C, D, E e F,
contando da folha mais velha e externa, para a folha mais nova e interna,
respectivamente. Do ponto de vista do manejo da cultura, a folha D é a mais
importante, sendo a mais jovem entre as folhas adultas. Em termos metabdlicos,
esta folha é a mais ativa de todas e, por conseguinte, € usada na andlise do
crescimento e do estado nutricional da planta (Reinhardt et al., 2002).

O fruto do abacaxizeiro € normalmente cilindrico ou ligeiramente cénico,
constituido por 100 a 200 pequenas bagas ou frutilhos fundidos entre si sobre o
eixo central ou coracdo. A polpa geralmente apresenta cor branca, amarela ou
laranja-avermelhada, o peso médio dos frutos gira em torno de um quilo, sendo
25% representado pela coroa. Essa coroa € formada por um tufo de folhas. Os

rebentos ou mudas desenvolvem-se a partir de gemas axilares localizadas no



caule (rebentdes) e no pedunculo (filhotes). Os plantios de abacaxi sdo feitos com
mudas de varios tipos, tais como coroa (brotacdo do fruto), filhotes, filhotes-
rebentdo e rebentdo. Cada tipo possui caracteristicas vantajosas ou ndo, que
devem ser consideradas na escolha e manejo do material de plantio (Coppens
d’Eeckenbrugge e Leal, 2003).

O ciclo do abacaxizeiro esta dividido em trés fases distintas, a fase de
crescimento vegetativo, que vai do plantio ao tratamento de inducéo floral ou da
iniciacado floral natural. Esta fase tem duracdo variavel, mas corresponde ao
periodo de 8 a 12 meses. A segunda fase, denominada reprodutiva ou de
formacao do fruto, tem duracdo entre cinco e seis meses e, independentemente
da regido, € bastante estavel. A terceira fase, denominada propagativa ou de
formacédo de mudas (filhotes e rebentdes), se sobrepde, parcialmente, a segunda
fase. Em geral, em regides tropicais, o primeiro ciclo da cultura varia de 13 a 18
meses. O ciclo pode ser influenciado pelo material propagativo utilizado, pelas
condicbes ambientais e pelo manejo da cultura, podendo variar de 16 a 36 meses
aproximadamente (Almeida et al., 2002).

Segundo Reinhardt et al. (2000), o abacaxizeiro é uma bromeliacea que
atua como uma planta CAM variavel, e que tem sido extensivamente estudado em
condicbes agricolas devido a sua importancia econdmica. Dependendo das
condicbes ambientais como radiacdo, temperatura e disponibilidade de agua,
essa planta apresenta o metabolismo do tipo C3 ou do tipo CAM. No metabolismo
acido das crassulaceas (CAM), o padrao de abertura e fechamento dos estdmatos
ocorre de maneira invertida em relacdo as plantas com metabolismo C3z e C4. Nas
plantas do tipo CAM, os estdmatos ficam fechados durante o dia e se mantém
abertos durante a noite. Uma das consequéncias desta capacidade de manter os
estbmatos fechados durante o dia é estas plantas apresentarem alta eficiéncia no
uso da agua. O uso eficiente de agua (EUA) refere-se a quantidade de CO,
assimilado para cada unidade de agua transpirada (Taiz e Zeiger, 2009). Assim,
nas plantas que apresentam esse metabolismo do tipo CAM, pouca quantidade
de agua e altas temperaturas durante o dia e baixas temperaturas noturnas
favorecem a acumulacédo de acido. Em condicdo adequada de &gua no solo, o
metabolismo do tipo C; € favorecido. Portanto, sob irrigacdo, o abacaxi maximiza

o metabolismo C3; e minimiza o metabolismo do tipo CAM. A atividade CAM é



proxima do maximo com temperaturas de 30 °C de dia e entre 22 e 24 °C a noite
(Reinhardt et al., 2000).

2.1.3. Propagacao e apectos fitossanitarios

O abacaxizeiro é uma planta perene, ndo propagado comercialmente via
sementes, as quais sdo geralmente vestigiais (abortadas) em razdo de as
cultivares serem altamente autoincompativeis e, ou apresentarem baixa
fertilidade. Entretanto, as sementes sao importantes para exploracdo da
variabilidade genética da cultura, associadas ao melhoramento genético. Essas
sementes sdo obtidas via hibridagdes artificiais (Cabral et al., 2003). Segundo
Coppens d’Eeckenbrugge et al. (1993), a autoincompatibilidade no abacaxizeiro
se deve a inibicdo do crescimento do tubo polinico ap6s a fecundacdo, que é
determinado pelo sistema gametofitico controlado pelo loco S com multiplos
alelos. Segundo esses autores, em algumas variedades, a ocorréncia natural de
formacdo de sementes é decorrente da polinizacdo cruzada, sendo realizada, na
maioria das vezes, por aracnideos, insetos ou passaros.

A propagacdo do abacaxizeiro € vegetativa, feita comercialmente por
diversas partes da planta matriz, tais como as gemas de secbGes do caule;
rebentdo - brotacdo da base do caule; filhote - brotacdo do pedunculo; filhote-
rebentdo - brotacdo da regido de insercdo do pedunculo no caule; e coroa -
brotacédo do apice do fruto. Outro método de grande importancia para a cultura € a
micropropagacao, feita em laboratérios comerciais denominados biofabricas. Esta
técnica produz mudas uniformes, sadias, de alto vigor e ja enraizadas, 0 que
facilita o planejamento durante o desenvolvimento da cultura e posterior
comercializacdo das mudas (Coppens d’Eeckenbrugge e Leal, 2003).

Na cultura do abacaxizeiro, a qualidade da muda € bastante importante,
pois influencia no estado sanitario, desenvolvimento, producao e rendimento das
plantacdes. A obtencéo e a utilizacdo do material de plantio com vigor e sanidade
superiores podem ser considerados fatores decisivos para se alcangar 0 sucesso
econdbmico no cultivo dessa frutifera. A pequena oferta de mudas de boa
qualidade é um dos fatores que mais limitam a expansdo da abacaxicultura

(Reinhardt, 2002; Reinhardt et al., 2002)



Com relacdo as doencas, no Brasil a fusariose ou gomose (Fusarium
subglutinans) € a mais importante, estando presente nas principais regides
produtoras de abacaxi. Esta doenca causa perdas elevadas na producdo de
frutos. A fusariose constitui séria ameaca a abacaxicultura mundial, sendo a cv.
Smooth Cayenne e a cv. Pérola bastante suscetiveis a essa doenca (Cunha,
2007). De maneira geral, a fusariose pode infectar 40% das mudas, 20% das
quais morrem antes de atingir a fase de floracdo. Nas frutas, a incidéncia da
fusariose varia com a época de producao, podendo ser superior a 80%, caso 0
desenvolvimento da fruta ocorra em periodos favoraveis a incidéncia da doenca
(umidade relativa e precipitacdes elevadas e temperaturas entre 15 e 25 °C). Os
frutos afetados pela fusariose apresentam diminuicbes do peso total, dos teores

de acidez e de acucares redutores e totais (Goncalves e Carvalho, 2000).

2.1.4. Cultivares

Na escolha de uma cultivar de abacaxi para a implantacdo de plantios
comerciais, o agricultor deve considerar, entre outros fatores, a disponibilidade e
qualidade das mudas e o destino da producédo. Qualquer que seja a cultivar
utilizada, o agricultor deve se preocupar com a manutencdo das caracteristicas
morfoagronémicas. Embora o abacaxizeiro seja uma planta de propagacao
predominantemente vegetativa, 0 uso continuo do mesmo material de plantio
pode proporcionar a degeneragdo do clone pelo desenvolvimento de pragas e
doencas e surgimento de plantas com caracteristicas diferentes do padrdao da
cultivar (Cunha, 1999).

As cultivares mais plantadas no mundo sdo Smooth Cayenne, Singapore
Spanish, Queen, Spafola Roja, Pérola (Pernambuco) e Perolera. Cerca de 70%
do plantio mundial é da cultivar Smooth Cayenne. No Brasil, a mais plantada é a
‘Pérola’ (Cunha, 2007). Segundo Cabral (2000), a cultivar Smooth Cayenne,
conhecida também como abacaxi havaiano, € a mais plantada no mundo, tanto
em termos de area, quanto em faixa de latitude. Esse gendétipo possui frutos ndo
adequados para 0 consumo in natura, pois a polpa apresenta elevada acidez.
Contudo, os frutos sdo de 6timo tamanho e tém alta produtividade. Atualmente, a
cv. Smooth Cayenne € considerada a rainha das cultivares de abacaxi, por

by

possuir caracteristicas favoraveis a industrializacdo da polpa. Nos principais
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paises produtores do mundo, o amplo predominio de plantios de ‘Smooth
Cayenne’, o uso de poucas cultivares para plantios comerciais e a substituicao de
variedades locais por ‘Smooth Cayenne’ vém provocando o desaparecimento de
variedades de interesse local ou regional (Cabral, 2000; Cabral et al, 2004).

Tendo em vista reduzir as perdas provocadas pela fusariose, foram
introduzidas no mercado brasileiro de mudas cultivares resistentes como a
‘Imperial’, hibrido resultante do cruzamento das cultivares Perolera e Smooth
Cayenne, a ‘Vitoria’, cruzamento das cultivares Primavera e Smooth Cayenne, e a
‘IAC Fantdstico’, ‘Ajuba’, ‘Primavera’, ‘Roxo de Tefé’ e ‘Alto Turi’. Esses gendtipos
foram indicados para as regides produtoras onde a fusariose € o fator limitante a
producdo. Associado a tolerancia a fusariose, foram também objetivos o0 aumento
da produtividade e da qualidade dos frutos e a auséncia de espinhos nas folhas
(Cabral et al., 2009; Meletti et al., 2011).

A cultivar Pérola é a mais plantada no Brasil, particularmente na regiao
Nordeste e no Estado de Minas Gerais, sendo destinada principalmente para o
consumo in natura, pela alta qualidade organoléptica. Esta cultivar tem frutos
menores que a cv. Smooth Cayenne, sao levemente conicos, variando de 1,0 a
1,5 kg, a polpa é branca e séo ricos em suco contendo elevados teores de agucar
e reduzida acidez (Cunha, 2007).

Em comparacdo a cv. Pérola e a cv. Smooth Cayenne, a cv. Vitoria
apresenta caracteristicas agronémicas semelhantes ou superiores. Esse genétipo
foi desenvolvido pelo Instituto de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural
— Incaper em parceria com a Embrapa, lancado em 2006, originado do
cruzamento entre ‘Primavera’ e ‘Smooth Cayenne’. As plantas deste gendtipo tém
como vantagem a auséncia de espinhos nas folhas, o que facilita os tratos
culturais. As recomendacdes técnicas de cultivo da cv. Vitéria sdo as mesmas
atualmente em uso pelos produtores para ‘Pérola’ e ‘Smooth Cayenne’. A cv.
Vitéria possui praticamente o mesmo porte da cv. Pérola, além de plantas
vigorosas, apresenta bom perfilhamento, bom desenvolvimento e crescimento,
produzindo frutos de excelente qualidade para o mercado. Os frutos tém polpa
branca, elevados teores de acucares (média de 15,8 °Brix) e excelente sabor nas
analises quimicas e sensoriais, sugerindo que suas caracteristicas relativas a
acidez séo superiores as do abacaxi ‘Pérola’ e ‘Smooth Cayenne’. Esta cultivar

apresenta ainda maior resisténcia ao transporte e na pos-colheita. Outras
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caracteristicas favoraveis da cultivar Vitéria sdo o formato cilindrico dos frutos,
casca de cor amarela na maturagdo, pesando em torno de 1,5 kg. Os frutos
obtidos podem ser destinados ao mercado de consumo in natura e para a
agroindustria (Ventura et al., 2006).

A cultivar IAC Fantastico foi lancada pelo Instituto Agronémico de
Campinas — IAC em 2010. Essa cultivar foi obtida por meio do cruzamento entre
cv. Tapiracanga — TP (nado cultivada para fins comerciais) e cv. Smooth Cayenne
— SC. Durante o processo de melhoramento, foi selecionado o hibrido TP x SC n°
2. Posteriormente, foram retiradas sementes desse hibrido e, apds a germinagéo,
as plantas foram cultivadas em condicdo de campo. A polinizacdo foi feita
naturalmente, polinizacdo aberta, ndo sendo possivel conhecer o0 genitor
masculino. Finalmente, uma das plantas foi selecionada por meio de
caracteristicas excepcionais de planta e fruto, originando a nova cultivar IAC
Fantastico (Spironello et al., 2011).

A planta de abacaxizeiro cv. IAC Fantastico € bastante vigorosa,
resistente a doenca fusariose, e as folhas apresentam espinhos somente na
extremidade da borda foliar. O fruto € de tamanho mediano a grande, formato
intermediario entre a cv. Pérola e a cv. Smooth Cayenne. A polpa é saborosa,
doce (média > 16°Brix), pouco acida e de coloracdo amarelo intenso, servindo

para 0 consumo in natura ou para a agroindustria (Spironello et al., 2010).

2.1.5. Melhoramento genético

Até o presente, as informacdes cientificas relacionadas ao melhoramento
genético do abacaxizeiro sdo escassas. De acordo com Crestani et al. (2010), o
relato dos primeiros trabalhos realizados sobre esse assunto foram na Florida
(EUA) a partir da década de 70, objetivando obter cultivares mais adaptadas as
condicbes locais e melhorar a qualidade do fruto para industrializacéo.
Posteriormente, outros trabalhos foram desenvolvidos no Havai (EUA), Australia,
Taiwan, Filipinas, Malasia, Africa do Sul, Porto Rico, Brasil, Venezuela, Okinawa,
Cuba, Costa do Marfim e Martinica (Coppens d’Eeckenbrugge e Leal, 2003;
Crestani et al., 2010).

O Brasil € um dos principais centros de origem e diversidade do género

Ananas e por essa razdo tem a responsabilidade de preservar o germoplasma,



12

qgue devera ser utilizado como importante fonte de variabilidade genética nos
programas de melhoramento desta cultura (Cabral et al., 2009Db).

O maior programa de melhoramento genético do abacaxizeiro do Brasil é
desenvolvido pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa de
Cruz das Almas (BA), desde 1978 (Cabral et al., 2009; Crestani et al., 2010). A
Embrapa mantém um banco de germoplasma, localizado na cidade de Cruz das
Almas, no Estado da Bahia, com mais de 600 acessos, distribuidos em espécies e
variedades botanicas do género Ananas. (Souza, 2009b). Esta colecdo tem
potencial para identificar e gerar novas cultivares, principalmente considerando a
significativa variacdo genética do género. Estudos sobre essa variagdo podem
fornecer suporte para programas de melhoramento com o objetivo de gerar novos
hibridos de abacaxis comestiveis e ornamentais (Souza et al., 2011).

Entre as atividades realizadas no banco, as caracterizacbes morfolégicas
gue tém sido feitas se baseiam no desenvolvimento de descritores morfoldgicos
de abacaxi pelo Conselho Internacional de Recursos Fitogenéticos — CIRF. As
técnicas de marcadores moleculares, analises citogenéticas, avaliacdes
agrondmicas e ensaios de resisténcia a Fusarium s&do alguns dos estudos
realizados nos ultimos 30 anos com o0s acessos da colegcdo, a fim de gerar
informacdes Uteis que podem ser usadas em programas de melhoramento
genético da cultura (Vieira et al., 2010).

De maneira geral, os programas de melhoramento genético do
abacaxizeiro visam a obtencao de cultivares produtivas, adaptadas as condi¢bes
climaticas locais, resisténcia a pragas e doencas, além de atributos relacionados
ao sabor do fruto (Py et al., 1984). Sendo assim, o melhoramento nessa cultura
visa a melhorias em caracteristicas como crescimento rapido, folhas sem
espinhos ou com poucos espinhos localizados nas extremidades dos bordos das
folhas, rebentdo precoce localizado na base da planta, fruto de forma cilindrica,
casca amarela, polpa amarela e pouco fibrosa, elevado teor de solidos soluveis
totais (Brix maior do que 16°), acidez moderada, alto teor de acido ascoérbico e
boa producgéo de mudas do tipo filhote (Py et al., 1984; Cabral et al., 2003; Cabral
et al., 2005; Cabral et al., 2009a; Cabral et al., 2009b; Crestani et al., 2010).

Entre as estratégias de melhoramento adotadas, podem ser citadas a
utilizacdo direta dos recursos genéticos, a selecdo clonal explorando a

variabilidade intravarietal existente e a realizacdo de hibridagbes diretas entre
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genitores superiores. A caracterizagao e a avaliagdo de germoplasma de abacaxi
podem indicar gendtipos com potencial para o uso direto pelos produtores, mas
esses genotipos devem ser adaptados as condi¢des climaticas locais e satisfazer
as exigéncias do mercado (Cabral et al., 2000; Cabral et al., 2009).

A selecdo clonal explora a variabilidade intravarietal. Essa pratica consiste
em selecionar as melhores plantas em uma populagdo de uma determinada
cultivar. O material selecionado € entdo multiplicado para obtencdo de novas
plantas. Outro método de selecao consiste em escolher, em uma populacéo, uma
planta que apresente caracteristicas fenotipicas superiores, que sera
posteriormente multiplicada (Coppens d’Eenckenbrugge et al.,, 1993; Coppens
d’Eenckenbrugge e Duval, 1995).

A hibridacdo direta € feita apos a definicho dos parentais. Séo feitos
cruzamentos de uma variedade local e um parental que apresente uma
caracteristica desejada que se queira incorporar a cultivar local, para producéo de
uma progénie F1, na qual é realizada a selecdo dos genaotipos promissores. No
ciclo, os genotipos selecionados sdao submetidos a trés avaliagdes clonais para se
observar a estabilidade das caracteristicas. Finalmente, os melhores gendétipos
selecionados nas avaliagbes preliminares sdo multiplicados para avaliacoes
posteriores, envolvendo um maior numero de plantas e, se possivel, em varios
ambientes (Cabral et al., 1997; Cabral et al., 2003; Cabral et al., 2009a; Cabral et
al., 2009b).

A maioria dos programas de melhoramento fazem cruzamentos entre
grupos de abacaxi para gerar hibridos F1 viaveis para o aumento da heterose
(vigor hibrido). Entretanto, o melhoramento tradicional consome muito tempo para
obtencdo de uma nova cultivar. Assim, os melhoristas da cultura do abacaxi tém
procurado utilizar ferramentas biotecnoldgicas em associacdo ao melhoramento
convencional, como, por exemplo, uso da cultura de tecidos combinado com a
engenharia genética e os marcadores moleculares, buscando entre outros fatores
aumentar a variabilidade genética dentro de um banco de germoplasma. Além
disso, 0 uso de técnicas biotecnoldgicas permite ao melhorista a possibilidade de
identificacdo de locos génicos com caracteristicas favoraveis e, assim, aumentar
a eficiéncia do melhoramento genético para alguns tradicionais problemas

agrondmicos da cultura, tais como resisténcia a herbicidas e a seca, controle da
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floragcdo e amadurecimento do fruto e, principalmente, resisténcia a doencas
(Botella e Smith, 2008; Souza et al., 2011).

Na década de 90, marcadores isoenzimaticos foram usados com sucesso
em plantas de abacaxi visando, principalmente, a identificacdo de cultivares
resistentes a fusariose e produtivas, em estudos genéticos e taxondmico (Dewald
et al.,1992; Aradhya et al., 1994; Usberti Filho et al., 1995). Em outro estudo, as
relacbes genéticas entre diferentes cultivares de abacaxi foram determinadas por
meio do marcador genético RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)
por Ruas et al. (1995). Os autores observaram uma relagdo genética bastante
similar entre quatro cultivares de abacaxizeiro - ‘Pérola’, ‘Smooth Cayenne’,
‘Primavera’ e ‘Perolera’ - e ainda verificaram compatibilidade entre os resultados
obtidos por meio do marcador RAPD e as andlises das caracteristicas
morfolégicas e agrondémicas, mostrando que marcadores moleculares podem ser
usados de maneira eficiente para caracterizacao de recursos genéticos no género
Ananas.

Gottardi et al. (2001) avaliaram padrdes genotipicos e similaridade dentro
da cultivar Smooth Cayenne, empregando marcadores RAPD, e comprovaram a
existéncia de elevada variabilidade genética no material ‘Smooth Cayenne’
cultivado no Brasil. J& Pereira e Kerr (2001), também utilizando a técnica de
RAPD, determinaram a distancia genética entre doze cultivares de abacaxizeiro e
também verificaram que essa técnica foi eficiente para o célculo da distancia e da
estimativa da diversidade genética entre os gendtipos avaliados.

Carlier et al. (2010) utilizaram os marcadores RAPD, ISSR, AFLP, SSR e
EST-SSR para constru¢cdo de um mapa genético entre o cruzamento de Ananas
comosus (cv. Rondon) e Ananas comosus var. bracteaus, ‘Branco do mato’, e
relataram que esse mapa pode ser utilizado como base para estudos
moleculares, genéticos e de programas de melhoramento de abacaxizeiro e

outras bromeliaceas.
2.2. Micropropagacéao
A micropropagacdo é uma das tecnologias relacionadas a cultura de

tecidos vegetais utilizadas para a rapida multiplicacdo de plantas. A

micropropagacdo baseia-se na totipotencialidade das células e deve ser
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entendida como propagacdo in vitro. Essa técnica produz mudas de alta
qualidade genética, uniformes, permite o desenvolvimento de espécies que ndo
podem ser propagadas por sementes ou macropropagacdo e a producdo de
plantas em larga escala, sendo indicada para multiplicar clones elite. A
micropropagacao permite a obtencdo de uma grande quantidade de plantas
utiizando pequena quantidade de material vegetal original, restringindo ou
minimizando a limitacdo que a baixa oferta de mudas constitui para a expansao
das culturas. Em comparacdo com as técnicas de propagacao tradicional, a
micropropagacao apresenta significativas vantagens, entre as quais a
possibilidade de propagar rapidamente em larga escala novos gendétipos e obter
plantas livres de doencas (Souza et al., 2009a).

No entanto, o uso generalizado da micropropagacdo ainda continua
sendo limitado nos dias de hoje, devido ao alto custo de producao. Estes custos
sdo atribuidos principalmente a uma baixa taxa de crescimento, a uma perda
significativa de mudas in vitro devida & contaminagdo microbiana e a desordens
fisioloégicas e morfologicas, a baixa sobrevivéncia na fase de aclimatizacéo e aos
altos custos trabalhistas (Xiao e Kozai, 2006; Houllou-Kido et al., 2009). A maioria
dos fatores citados séo direta ou indiretamente relacionados as caracteristicas
foto-heterotréficas ou fotomixotroficas do crescimento das mudas in vitro no
sistema de micropropagacao convencional, em que o agucar no meio de cultura é
a fonte principal ou exclusiva de carbono e energia para a planta em crescimento
(Nguyen e Kozai, 2001; Khan et al., 2003; Zhang et al., 2009).

A micropropagacao fotomixotrofica pode ser definida como o cultivo in
vitro misto, ou seja, as mudas, além de incrementarem a matéria seca por meio
de componentes adicionados ao meio de cultivo, também podem incrementar a
matéria seca por meio da absorgdo do CO, do ar em torno do explante. Ainda, na
condigdo fotomixotrofica, a luz é fornecida em maior intensidade, bem como a
umidade relativa é menor no ambiente in vitro, permitindo assim um melhor
crescimento e desenvolvimento das mudas (Kozai, 1989; Kozai, 1991a). Grout e
Aston (1988) agruparam as plantas cultivadas em meio asséptico em duas
classes. Na primeira classe, colocou as plantas cujas folhas formadas néao
desenvolvem capacidade fotossintética quando crescendo em meio contendo
sacarose (heterotroficas) e aquelas com pouca taxa fotossintética in vitro

(mixotrdéficas) e, na segunda, encontram-se as plantas adaptadas para condi¢cdes
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autotroficas in vitro que, apesar das condi¢cOes artificiais de cultivo, podem
apresentar uma significante taxa fotossintética.

Na maior parte, a técnica de micropropagacao convencional é realizada
utilizando-se recipientes de pequeno porte com meio de cultura com agar ou
outros agentes geleificantes, contendo nutrientes minerais e sacarose como fonte
de carbono para o metabolismo das plantas, um baixo fluxo de foétons
fotossintéticos (FFF), o qual é fornecido geralmente por lampadas fluorescentes,
além de exigir a fase de aclimatizacdo antes de levar as mudas para o campo
(Cui et al., 2000; Dary et al., 2001; Fuentes et al., 2007).

Na micropropagacao, varias etapas séo definidas. O primeiro estadio é o
preparo da planta-matriz para introducdo do material in vitro, que, normalmente, é
cultivado em casa de vegetacdo, com condi¢cdes controladas. A segunda etapa €
a iniciacdo das culturas, que consiste no estabelecimento do material vegetal in
vitro. Nessa etapa, deve-se escolher o explante mais adequado para a introducéao
in vitro, proceder a assepsia, determinar o meio de cultura a ser utilizado
inicialmente e as melhores condi¢des na sala de crescimento para o0 processo de
cultivo in vitro. A etapa seguinte, que é a multiplicacdo e o alongamento das
brotagBes, consiste em promover a proliferacdo de brotos, aumentar o numero de
gemas nos explantes e promover se necessario o alongamento dos brotos. A
composicdo e a concentracdo de fitorreguladores no meio sao fatores
determinantes no crescimento e no padrao de desenvolvimento da maioria dos
sistemas de cultura de tecidos. As auxinas e citocininas sao as classes de
fitorreguladores mais utilizadas na multiplicacédo in vitro. Em seguida, procede-se
a inducdo e ao desenvolvimento de raizes, que consiste em promover, se
necessario, o alongamento dos brotos e o0 enraizamento in vitro. Finalmente, tem-
se a fase de aclimatizacdo, que € a transferéncia para condicbes de casa de
vegetacdo. Nessa fase, objetiva-se assegurar a sobrevivéncia das mudas sob
condicao ex vitro (Gonzalez-Olmedo et al., 2005).

Os primeiros trabalhos com micropropagacdo do abacaxizeiro foram
desenvolvidos na década de 60. Na década de 70, houve uma grande reducédo na
area cultivada de abacaxi, devido ao ataque da fusariose associado a broca do
fruto, o que resultou em sérios problemas na abacaxicultura brasileira (Guerra,
1999). Desde entdo, varios artigos Vvém sendo publicados sobre a

micropropagacao do abacaxizeiro, destacando-se o de Rangan (1984), que
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estabeleceu um dos primeiros protocolos para o abacaxizeiro. De acordo com
Souza et al. (2009a), a técnica de micropropagacdo estd sendo utilizada para
multiplicar o abacaxizeiro em grande quantidade.

A micropropagacdo € uma alternativa viavel para a propagacdo do
abacaxizeiro, pois produz mudas vigorosas, livres de patégenos, em larga escala,
em curto periodo e em espacos reduzidos. As mudas podem ser multiplicadas em
qualquer época do ano, proporcionando homogeneidade nos tratos culturais e
colheita (Gonzalez-Olmedo et al., 2005). Além disso, as mudas propagadas pela
cultura de tecidos apresentam maior vigor e facilidade no transporte e plantio. Em
relacdo aos propagulos naturais, tais atributos compensam o custo de producao
mais alto das mudas micropropagadas (Lemos et al., 2001). Diante disso, muitos
protocolos tém sido desenvolvidos para multiplicar as principais cultivares de
abacaxizeiro (Feuser et al., 2001; Almeida et al., 2002). Esta resposta pode ser
avaliada, normalmente, pela taxa média de multiplicacdo de brotos ao longo dos
subcultivos e pelo namero final de mudas micropropagadas com as mesmas

caracteristicas genéticas da planta matriz (Grattapaglia e Machado, 1998).
2.3. Fatores que afetam o cultivo in vitro de plantas
2.3.1. Sacarose

As mudas micropropagadas sao normalmente referidas como de
crescimento foto-heterotréfico ou fotomixotréfico, devido a baixa capacidade
fotossintética proporcionada pelas condi¢des in vitro. O fluxo de fétons
fotossintéticos (FFF) fornecido pelos sistemas convencionais de iluminacédo das
camaras de crescimento em cultivos in vitro € considerado muito baixo (30 a 50
pumol m? s?), e tal condicdo pode gerar um balanco negativo de carbono,
requerendo, frequentemente, carboidrato como fonte de carbono e de energia,
desde as fases de inducédo até a de enraizamento (Jo, 2009). A presenca de
carboidrato tem mostrado ser essencial para o enraizamento de muitas espécies
in vitro (Grattapagalia & Machado, 1998; Shim, 2003).

As pesquisas mostram que a fonte de carboidrato adicionado ao meio de

cultura pode inibir o metabolismo fotossintético do carbono (Kozai, 1989; Kozai
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19914; Cui et al., 2000; Dary et al., 2001; Kadlecek et al., 2003; Martin, 2004; Erig
e Schuch, 2005a; Xiao e Kozai, 2006; Fuentes et al., 2007).

A sacarose, que € a principal fonte utilizada na micropropagacao
convencional, € usada em células vegetais, tecidos e 6rgaos com duas principais
finalidades: como fonte de carbono e como regulador de osmose celular (Thorpe
et al., 2008). Por causa da baixa concentragdo de CO; no interior do frasco de
cultivo fechado e do baixo (FFF) na sala de crescimento, as mudas cultivadas in
vitro ndo apresentam um metabolismo fotoautotréfico, ndo sendo capazes de se
multiplicar sem o0 suprimento exégeno de carboidratos (Kozai et al., 1991,
Cournac et al.,, 1991; Debergh et al., 1992; Desjardins, 1995; Kozai e Kubota,
2001). Ao contrario, quando a sacarose esta em excesso no meio de cultura, este
composto pode causar desidratacdo celular, aumento do conteddo de acido
abscisico enddgeno e reducdo da taxa de multiplicacdo (Pierik, 1990; Hdider e
Desjardins, 1994; Leite et al., 2000). Quando adicionada ao meio de cultura, a
sacarose pode inibir a fotossintese potencial in vitro, o acumulo de clorofila,
reduzir a atividade da Rubisco e diminuir a fixagdo do carbono inorganico por
meio da inibicdo da atividade da carboxilase do fosfoenol-piruvato e do Ciclo de
Calvin como um todo (Hdider e Desjardins, 1994; Cui et al., 2000; Dary et al.,
2001). Entretanto, com a exclusao total da sacarose do meio de cultivo, algumas
espécies podem apresentar baixo desenvolvimento, tendo baixa multiplicacéo e
baixo enraizamento (Vyas e Purohit, 2003). Assim, em varias espécies, a taxa de
fotossintese pode ser reduzida pela utilizacdo de sacarose pelo explante, mesmo
com o CO; e a luz adequados, 0 que torna estes cultivos fotomixotroéficos (Kozai e
Iwanami, 1988; Kozai et al., 1991; Kanechi et al., 1998). Debergh (1988) afirma
que a reducédo ou até mesmo a eliminacédo da sacarose do meio de enraizamento
deve ser utilizada com a finalidade de facilitar a passagem das mudas para o
estadio fotoautotrofico na fase de aclimatizagéo.

Estudos realizados por Nicoloso et al. (2003) demonstraram que a
presenca de sacarose na proporcdo de 30, 45 e 60 g L™, entre cinco fontes de
carbono utilizadas, proporcionou maior crescimento em nimero de segmentos
nodais, altura dos brotos, biomassa de raiz e parte aérea em Pfaffia glomerata
cultivada in vitro. Entretanto, a necessidade de sacarose vem sendo discutida por
alguns autores, pois niveis normalmente usados em cultura de tecidos podem

inibir a sintese de clorofila (George e Davies, 2008). De acordo com Kozai et al.
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(1991), na presenca de agucares as mudas ndo desenvolvem a capacidade
fotoautotrofica, podendo causar crescimento reduzido e morte de mudas durante
a fase de aclimatizacdo, uma vez que tais plantas necessitam de um metabolismo
fotoautotréfico quando forem postas no ambiente ex vitro.

Visando a facilitar a aclimatizagdo das mudas, Gribaudo e Fronda (1993)
sugerem adotar na ultima fase da cultura in vitro a diminuicdo da concentracdo de
sacarose, com o intuito de promover a fotossintese e capacitar a planta a nutricdo
fotoautotréfica. Segundo Langford e Wainwright (1987), a absorcéo de CO, pode
ser incrementada por meio da redugédo gradativa da concentracdo de sacarose
nos sucessivos subcultivos. Em vista disso, Campos e Pais (1990) utilizaram
baixa concentracdo de sacarose (2%) no meio de enraizamento de roseiras cv.
Rosamin, com o objetivo de condicionar as brotacdes ao estado fotoautotrofico
antes do transplantio. Sriskandarajah e Mullins (1981) e Simmonds (1983)
obtiveram melhores resultados no enraizamento de porta-enxerto de macieira, cv.
Granny Smith, ao reduzir a concentracdo de sacarose no meio para apenas 1%.
Para Wainwright e Scrace (1989), o mecanismo pelo qual a fonte e a
concentragdo de carboidratos influenciam o processo de aclimatizagdo das
plantas ainda néo estad muito definido. Esses autores sugerem manter a sacarose
no nivel normalmente utilizado (3%), ou até mesmo aumenta-lo numa fase
anterior a aclimatizacdo, visando a melhorar a qualidade da planta. Esse pre-
condicionamento em altas concentracbes de sacarose aumentaria as reservas de
carboidratos armazenadas pelas folhas, aumentando, assim, a energia disponivel
para as plantas durante o processo de aclimatizacao.

A multiplicacdo in vitro de P. glomerata sob condi¢bes de reducdo em
50% da concentracdo de nitrogénio do meio MS e o aumento da dose usual de
sacarose para 45 g L™, apenas por um subcultivo, favoreceram o crescimento em
altura de brotacdes, o niumero de segmentos nodais e de brotages, bem como a
producdo de biomassa das plantas, pelo estimulo ao uso de carbono (Maldaner et
al., 2006). Estudos preliminares realizados com Miltonia flavescens Lindl., uma
orquidea epifita nativa da regido sul do Brasil, evidenciaram o crescimento e
desenvolvimento de plantas na presenca de 15 e 30 g L™ de sacarose (Stefanello
et al. 2009). Foi observado aumento na taxa de fotossintese, em subcultivos
sucessivos, quando a concentracdo de sacarose foi reduzida de 20 ou 40 g L™

para 10 g L™ (Pasqual, 2001). Embora o aclcar ndo seja o componente de maior
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custo no preparo do meio de cultura, a reducao da concentracdo desse composto
pode ser economicamente favoravel, especialmente para producdo comercial de
mudas (Hoffmann, 1999). Dignart (2006) obteve resultados similares para numero
de folhas, nimero de brotacdes e comprimento de parte aérea, em Cattleya

walkeriana Lndl., testando as concentracées de 15 e 30 g L™ de sacarose.

2.3.2. Trocas gasosas

O microambiente dentro dos frascos de cultura parece ser um ambiente
homogéneo, mas na verdade € o responsavel pela variabilidade nas respostas
das culturas. A forma de vedacdo empregada interfere nas trocas gasosas entre o
microambiente dentro do frasco e o ar atmosférico, ocasionando aumento da
concentragdo de CO, e etileno dentro dos frascos se for utilizada vedag&o
hermética e se o recipiente for de menor tamanho (Filho et al., 2002). O etileno é
um gas produzido pelos tecidos vegetais e pode influenciar no desenvolvimento
das culturas in vitro. Os efeitos desse fito-horménio sdo deletérios e podem ser
controlados pelo tipo de vedacédo dos frascos, sendo este fator mais relevante do
que a composicédo do meio de cultura (Torres et al., 1998).

Embora um pequeno fluxo gasoso para dentro e fora do frasco de cultura
de tecidos vegetais seja causado pelas variacbes na temperatura e pressao
atmosférica na sala de cultura, a maior parte das trocas gasosas se da por meio
de difusdo. A quantidade de oxigénio bem como de outras fontes gasosas
disponiveis aos tecidos vegetais cultivados in vitro podem ser influenciadas
principalmente pela concentracdo do gas no ambiente atmosférico, pela taxa de
difusdo no frasco de cultura e pela taxa de difusdo para as células ou tecidos
(George, 2008). Os materiais utilizados no isolamento dos frascos permeaveis
aos gases, como, por exemplo, membrana microporo e filme de polipropileno,
podem permitir a entrada de CO, no interior dos frascos pelo aumento da difusédo
gasosa, 0 que pode favorecer a fotossintese e geralmente facilitar o processo de
aclimatizacao (Zobayed, 2000; Gongalves, 2008).

O déficit de CO; no interior dos frascos pode ser superado por métodos
de ventilacdo forcada, sendo que a concentracdo de CO, e a circulacdo de ar
dentro do frasco podem ser aumentadas pela injecdo de uma mistura de gases. A

taxa de ventilagdo pode ser facilmente controlada usando um controlador de fluxo
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de ar (Kubota e Tadokoro, 1999; Nguyen et al.,, 2001). Em Brassica oleracea, o
sistema de ventilagcdo forcado favoreceu o crescimento de mudas mantidas in
vitro, possibilitando maiores taxas fotossintéticas, provavelmente pela oferta
adicional de CO; (Zobayed, 1999).

As pesquisas tém revelado que a forma do frasco também pode
influenciar a difusdo gasosa. Bateson et al. (1987) demonstraram que, quando
comparados a frascos com maiores comprimentos e diametros, em frascos de
igual volume em que a distancia de difusdo € pequena, ocorre maior crescimento
da cultura.

Aparentemente, uma elevada concentracao de CO, deveria estimular o
crescimento de plantas fotoautotréficas. Contudo, nem sempre este fato € uma
realidade, tendo em vista que elevados niveis de aclUcares no meio podem
suprimir a fixagdo de CO,. Muitas plantas apresentam estématos sensiveis a
elevados niveis de agucar, culminando em baixas concentragées de CO, na folha,
mesmo que este gas esteja em altas concentracbes no frasco. Tal fato pode
comprometer a taxa fotossintética da planta mantida in vitro (Van Huylenbroeck et
al., 2000).

Xiao e Kozai (2004) desenvolveram um sistema de micropropagacao
fotoautotréfico, permitindo o enriquecimento de CO, no ambiente in vitro. Os
autores compararam a multiplicacdo in vitro de lirio de calla, Zantedeschia
elliottiana, na condicdo de cultivo fotoautotrofico e fotomixotréfico e constataram
que o cultivo fotoautotrofico reduziu em 50% o tempo da fase de multiplicagéo.
Em relacdo ao fotomixotrofico (60%), a porcentagem de sobrevivéncia na fase de
aclimatizacdo foi maior (95%). Nesta condicdo fotoautotréfica, o custo de
producao caiu 40%.

Bandeira et al. (2007) concluiram que, para multiplicacdo de Thymus
vulgaris, tanto para o desenvolvimento da parte aérea quanto do sistema
radicular, o sistema mais eficiente foi em frascos vedados com algodao, contendo
meio MS acrescido de 30 g L™ de sacarose. Em contrapartida, Cuzzuol et al.
(1995) observaram que a taxa de propagacgéao foi 40% menor e o comprimento
das brotagOes decaiu 30% nos frascos vedados com algod&o, em comparacéo
com os frascos vedados com aluminio e zap (isolante térmico).

Goncalves et al. (2008) constataram que mudas de Herreria salsaparilha

cultivadas em recipientes fechados com membrana de polipropileno microporoso
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foram significativamente menores do que as mudas cultivadas em frasco
ventilado, com menor quantidade de nds, menor peso fresco e maior peso seco.
Essa condicdo facilitou a perda de adgua e aumentou a concentracdo de CO,, 0
que possibilitou uma maior atividade fotossintética das mudas. Portanto, a
concentragdo de sacarose ideal pode ser menor nos frascos ventilado, sendo

indicados para uma cultura fotomixotroéfica, resultando em mudas mais saudaveis.
2.3.3. Fluxo de fétons fotossintéticos

A intensidade luminosa necessaria para a cultura de varios 6rgaos e
tecidos difere entre os estadios da micropropagacdo, o tipo de explante e as
diferentes espécies vegetais. Geralmente, nos estadios iniciais da
micropropagacao, as brotacbes sdo mantidas em uma intensidade luminosa de 5
a 30 umol m? s e o aumento na fase de enraizamento de 30 a 80 pmol m? s*
pode beneficiar a sobrevivéncia das mudas transplantadas (George e Sherrington,
1984).

A distribuicdo do espectro de luz a partir de diferentes fontes luminosas
pode variar significativamente. As lampadas fluorescentes brancas tém sido a
principal fonte de luz utilizada em micropropagacao, pois produzem uma pequena
quantidade de calor e permitem uma distribuicdo relativamente uniforme de
densidade de fluxo de fotons fotossintéticos sobre os frascos de culturas mantidos
nas prateleiras das salas de crescimento. Diferentes tipos de fontes luminosas,
como, por exemplo, LED’S, lampadas Growlux, podem ser utilizadas com o
objetivo de assegurar o fornecimento do comprimento de onda adequado (Erig e
Schuch, 2005). Uma mistura de lampadas Growlux e fluorescente branca fria
forneceu indices satisfatorios de proliferacdo de ramos em cultura de arvores
frutiferas, tendo as folhas dos brotos se apresentado mais verdes (Rugini et al.,
1987).

Ha uma grande diferenca na distribuicdo do fluxo de fétons entre o interior
e o0 exterior do frasco de cultura. A distribuicdo do fluxo de fétons no interior dos
frascos € altamente dependente do tipo de frasco e da vedacdo do recipiente
(Aitken-Christie et al., 1995). A fonte de luz normalmente é instalada acima dos
frascos de cultura e as plantas recebem iluminacdo descendente. Com o

crescimento da cultura, grande parte de energia luminosa é interceptada pela
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parte superior do frasco e apenas uma pequena quantidade de energia chega a
parte inferior. A iluminagédo lateral permite que maior quantidade de luz seja
distribuida de forma mais uniforme em todas as partes da planta, mesmo que o
fornecimento da fonte de luz seja quantitativamente menor que o fornecimento
acima dos frascos (Aitken-Christie et al., 1995; Kozai et al., 1997).

As plantas mantidas in vitro, expostas as baixas intensidades luminosas,
normalmente adquirem caracteristicas de plantas de sombra. Ao serem
transferidas para condi¢gdes ex vitro com maiores irradiancias luminosas, podem
sofrer estresses causados pela luz, incluindo fotoinibicdo ou foto-oxidacdo da
clorofila, resultando em folhas cloréticas. Os estresses oxidativos sob condicéo de
excesso da energia luminosa sdo causados pela formacdo de espécies reativas
de oxigénio (EROS), que incluem radicais superéxido (O.), peroxido de
hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH’), resultando em danos aos tecidos
vegetais (Faisal e Anis, 2009). Entretanto, algumas espécies sdo mais tolerantes
a maiores energias luminosas. O controle e a otimizacdo da luz sdo essenciais
para aumentar a taxa de sobrevivéncia e o desenvolvimento de novas estruturas,
e diminuir o periodo da aclimatizagdo (Amancio, 1999).

Segundo Gribaudo e Fronda (1993), uma das formas que facilitariam a
aclimatizacao seria 0 aumento da intensidade luminosa em condig¢des in vitro, que
promoveria a fotossintese e melhoraria as relacdes hidricas, além de aumentar a
guantidade de cera epicuticular. A intensidade de luz pode ter um efeito
pronunciado no desenvolvimento foliar e modificar certas caracteristicas, como a
espessura da folha, a diferenciacdo do mesdfilo, o desenvolvimento vascular, a
divisdo celular e o desenvolvimento dos estdomatos. O efeito da luz no
desenvolvimento do mesofilo, principalmente no parénquima palicadico, €
certamente um fator anatdmico determinante.

A fluorescéncia da clorofila a tem sido usada como um indicador da
eficiéncia fotoquimica e fotoinibicdo. Os niveis de fluorescéncia da clorofila a séo
afetados pela organizacdo do complexo antena e pelo transporte de elétrons no
aparato fotossintético. A fluorescéncia emitida pela molécula de clorofila permite
uma avaliagcdo ndo destrutiva da fotossintese in vivo, fornecendo informacdes
sobre o rendimento fotoquimico e a capacidade fotossintética, por meio da

quantificacdo da eficiéncia do fotossistema Il (Carvalho et al., 2001).
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Em cultivo fotomixotréfico de Actinidea deliciosa sob alta irradiancia (300
umol m? s), Dimassi-Theriou e Bosabalidis (1996) observaram que, de maneira
geral, as células do parénquima palicadico e da epiderme adaxial foram maiores.
O aumento da espessura das folhas e as células palicadicas mais alongadas
constitui um padrdo classico de resposta e adaptacdo das plantas a alta
irradiancia (Lee et al., 2000).

2.3.4. Relacbes hidricas

A umidade relativa do ar (UR) é uma medida da quantidade de vapor de
agua contido na atmosfera. A umidade relativa dentro do frasco de cultura
depende da temperatura e do tipo de meio utilizado e desempenha uma funcéo
importante no crescimento e desenvolvimento de mudas micropropagadas.
Quando a temperatura do ar em um frasco efetivamente fechado for igual a do
meio de cultura, teoricamente pode-se considerar que a umidade relativa esteja
em torno de 98-99,5%. Geralmente, a UR recomendada para salas de
crescimento esta em torno de 70% (George, 2008).

Normalmente, uma fase bastante critica em cultura de tecidos é a
transicdo das mudas que foram cultivadas em ambiente fechado e com alta
umidade relativa para o ambiente externo, seja por hiperidricidade causada pelas
condi¢cbes de alta umidade relativa in vitro ou pela pouca adaptacdo ao ambiente
seco. Diversos fatores externos influenciam a transpiracdo na medida em que
alteram a diferenca de presséao de vapor entre a superficie da folha e o ar que a
envolve. Portanto, a transpiracdo intensifica-se com a diminuicdo da umidade
relativa e com o aumento da temperatura do ar (Larcher, 2000). Essa baixa
adaptacdo ao ambiente pode ocorrer devido ao pobre controle estomatico das
plantas cultivadas in vitro, e esse pobre controle promove a perda de agua em
grande intensidade e causa assim reducdo da capacidade fotossintética pela
desidratacéo do tecido vegetal. O grau de adaptacéo pode ser aumentado quando
plantas sdo mantidas em condi¢cdes de umidade reduzida antes da transferéncia
para o ambiente ex vitro. Contudo, em ambientes de cultivo in vitro, o crescimento
da parte aérea e a capacidade de enraizamento podem diminuir
progressivamente a medida que se reduz a umidade relativa em grande
intensidade (Short et al., 1987).
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A umidade relativa do ar na sala de cultura também pode afetar o
desenvolvimento vegetal in vitro e influenciar a escolha do tipo de tampa a ser
utilizada nos frascos. As tampas porosas permitem trocas gasosas e sao ideais
para culturas fotoautotréficas, quando o meio é isento de carboidratos (George e
Davies, 2008). Entretanto, quando a umidade relativa do ar € muito baixa, tornam-
se necessarias subculturas muito frequentes, inviabilizando a producdo do ponto
de vista econdmico. Por outro lado, umidade relativa do ar elevada aumenta as
chances de contaminacgéo por fungos nas culturas e, nesses casos sao utilizadas
tampas bem vedadas que, apesar de garantirem maior seguranca contra
contaminagdes, prejudicam o desenvolvimento na medida em que impedem a
saida de gases do frasco, inclusive vapor d’agua originado da evapotranspiracao.
Ao se acumular dentro do frasco de cultivo, o vapor de agua torna a atmosfera
dentro do vidro extremamente Umida (George, 2008). Em regides tropicais
umidas, utilizam-se desumificadores para minimizar contaminacgfes fangicas nas
culturas (Seabrook, 1980).

Aragon et al. (2010), trabalhando com a cultura do abacaxi sob condi¢des
fotomixotréficas em biorreatores de imerséo temporaria (BIT) (teor de sacarose 30
g L™, 80 ymol m? s™ de intensidade de luz e 1200 pmol mol™ de concentracéo de
CO,), em comparacdo ao metodo de micropropagacao tradicional (baixo FFF e
sem incremento de CO,), obtiveram mudas com melhor qualidade, melhor
assimilacado fotossintética do carbono e maior porcentagem de sobrevivéncia
durante a aclimatizacéo (99,80%). Em outro trabalho, estes autores relataram que
o cultivo de bananeira sob condicdes fotomixotréficas (FFF 30 - 40 pymol m? s™ e
30 g L™ de sacarose) melhorou a capacidade de multiplicacdo dos explantes,
além de ter superado o estresse durante a transicdo para as condi¢cdes ex vitro
(Aragon et al. 2005).

2.4. Aclimatizacao de plantas

O sistema convencional de aclimatizagdo consiste em transplantar as
mudas cultivadas in vitro para recipientes em ambiente controlado, mantendo a
umidade relativa do ar elevada e a luminosidade reduzida por um curto periodo de

tempo, para que as mudas se adaptem progressivamente as novas condi¢des de
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crescimento. Apos esse periodo, ocorre uma gradual reducdo da umidade e um
aumento da densidade de fluxo de fétons (Kozai, 1991b; Améancio et al., 1999).

A perda de vigor e a subsequente morte devidas ao dessecamento sao
dois sérios problemas que ocorrem com mudas transferidas das condic¢des in
vitro para casa de vegetacdo, ndo sendo, no entanto, os principais fatores da
baixa sobrevivéncia de determinadas espécies. A mudangca do metabolismo
heterotréfico para o autotréfico € outro fator envolvido que deve ser considerado.
As mudas provenientes do cultivo in vitro sdo de pequeno tamanho (menos de 5
cm) quando transplantadas, de modo que necessitam aumentar entre 10 a 20
vezes 0 seu tamanho durante a aclimatizagdo, antes de serem transferidas ao
viveiro. Além disso, as raizes formadas in vitro podem néo ser funcionais quando
transplantadas e, sendo assim, novas raizes tém que se desenvolver e se tornar
aptas para absorver agua do substrato (Amancio et al., 1999; Aragén et al., 2005).

Zhang et al. (2009) relatam a necessidade da aclimatizacdo das mudas
provenientes da cultura de tecidos, pois mudas obtidas in vitro sdo sensiveis e
tenras, uma vez que ndo desenvolvem a cuticula, resultando em alta transpiracéo,
além de a parede celular ndo apresentar rigidez suficiente para a sustentacgéo,
as folhas séo delgadas, fotossinteticamente inativas, os estdbmatos nao operam
eficientemente, causando, assim, estresse hidrico nos primeiros dias apés a
retirada das mudas dos frascos. Por essas razoes, a etapa de transplantio é de
extrema importancia para evitar a desidratacao a que as mudas estdo submetidas
nesse processo. Em condi¢cdes in vitro, os estbmatos ndo sdo totalmente
funcionais, permanecendo abertos a maior parte do tempo devido a elevada
umidade dentro dos recipientes. Aléem disso, a camada de cera que recobre a
epiderme é minima ou inexistente, ndo constituindo uma protecao eficiente contra
a desidratacdo. Para agravar o quadro, mudas micropropagadas podem ter
conexdes vasculares deficientes, 0 que contribui para reduzir o transporte de
agua no seu interior (Carvalho et al, 2001; Valero-Aracama et al., 2007).

A aclimatizacdo € limitante para a maior parte das espécies
micropropagadas pela alta taxa de mortalidade. O sucesso da aclimatizacao
depende, em grande parte, da capacidade da planta de passar da condi¢cdo
heterotréfica ou mixotréfica para a autotrdfica; dos fatores abidticos umidade
relativa, temperatura, luminosidade, substratos, entre outros; dos fatores biéticos

pragas e doencas; e da presenca ou capacidade das mudas de produzir novas
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raizes (Hazarika, 2006). O processo de aclimatizacdo auxilia as mudas
provenientes do cultivo in vitro a atingir a taxa fotossintética adequada da espécie.
A eficiéncia no processo de aclimatizacdo poderia ser aumentada com a
estimulacdo da formag&do de maior quantidade de raizes em plantas crescidas in
vitro, 0 que possibilitaria 0 aumento da absorcédo de agua, compensando a perda
de 4gua devida a pequena espessura da cuticula no inicio do processo (Carvalho
et al., 2002).

Os resultados apresentados por Hoffmann et al. (2001) para macieira
demonstram que a sobrevivéncia das mudas entre 7 e 21 dias da aclimatizacdo
caiu de 100 para 85%, em virtude do estresse na transferéncia das plantas do
laboratorio para a casa de vegetacdo. Porém, esses autores também observaram
que, nos ultimos dias do periodo de aclimatizacdo, a sobrevivéncia manteve-se
inalterada, indicando uma tendéncia a estabilizagcdo a partir dos 28 dias. Ha
autores que sugerem que ocorre uma queda drastica na sobrevivéncia das mudas
em torno de duas semanas apos o inicio da aclimatizacdo, mencionando que este
fato € causado pela baixa eficiéncia na troca do metabolismo heterotrofico para o
autotrofico (Hoffmann et al., 2001).

Antes de a muda ser levada para a aclimatizacdo, deve ser feita a
lavagem da parte aérea e das raizes, eliminando qualquer possivel residuo de
meio de cultura. A sacarose e outros nutrientes presentes no meio de cultura
podem favorecer o desenvolvimento de alguns fitopatdgenos, bem como sédo
extremamente atrativos para pragas (Taveira, 2010).

A irrigacdo € uma pratica de suma importancia no processo de
aclimatizacao, ja que a agua € um dos fatores que mais limitam a producéo das
mudas, além de controlar a umidade relativa do ambiente. O manejo de irrigacao,
mais especificamente a frequéncia de aplicacdo da agua, é de fundamental
importancia para o estabelecimento e para o adequado crescimento de mudas
micropropagadas em condi¢cdes de aclimatizacdo, pois irrigacdes excessivas ou
deficientes costumam afetar negativamente o desenvolvimento vegetal. As
irrigacbes muito frequentes com laminas reduzidas costumam molhar somente
alguns centimetros da camada superficial do substrato, facilitando maior perda de
agua pelo processo de evaporacédo e prejudicando o sistema radicular das mudas,
haja vista que o crescimento das raizes pode ser limitado a por¢cédo superficial do
substrato (Farias e Saad, 2005; Bomfim et al., 2011, Faria et al., 2012).
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Entre os diversos componentes do ambiente, o controle da luminosidade
€ primordial para o crescimento das mudas, fornecendo sinais que regulam o
desenvolvimento. Dessa forma, as modificacdes nos niveis de irradiancia podem
condicionar diferentes respostas fisiolégicas das plantas relacionadas as
caracteristicas bioquimicas, anatdbmicas e de crescimento. Diante do exposto,
devem ser minimizadas as diferencas entre os ambientes in vitro e ex vitro no
inicio da aclimatizacdo para favorecer as mudas in vitro uma transi¢do favoravel
para 0 mecanismo fotoautotréfico durante a aclimatizacao (Braga et al., 2011). A
reducdo da intensidade luminosa utilizando telas de sombreamento pode ser feita
de diversas maneiras, por meio do uso de plastico, sombrite, mantas
aluminizadas etc., e o importante é que a luz ndo cause estresse as plantas
(Taveira, 2010).

O tempo de aclimatizacdo e o desenvolvimento da muda até o ponto de ir
a campo vao depender de uma série de fatores, dos quais o de maior importancia
€ o tipo de cultivar, podendo se estender por até cinco meses para o abacaxizeiro.
A fase de aclimatizacdo em casa de vegetacdo sob condi¢cdes controladas leva
aproximadamente trés meses, desde que as condicdes ambientais de luz,
temperatura e umidade sejam favoraveis, caso contrario, esse fatores podem
prejudicar o crescimento das mudas, retardando o tempo para disponibiliza-las ao
produtor. O desenvolvimento inicial costuma ser lento, mas o pegamento das
mudas pode nao apresentar problemas e, na maioria das vezes, as taxas de
sobrevivéncia podem chegar a 100% (Souza et al., 2009a).

A etapa de aclimatizacdo, da mesma forma que quaisquer outras etapas
da producdo das mudas in vitro, apresenta caracteristicas que Ihe sao peculiares
e que podem influenciar ou ndo os resultados da utilizacdo de uma nova técnica.
Para o abacaxizeiro, a utilizacdo da micropropagagcdo em larga escala depende
do desenvolvimento e, ou da adequacdo de técnicas que visem a uma

multiplicacéo e aclimatizacdo mais adequadas, eficientes e de baixo custo.
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3. OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi otimizar a micropropagacéo do abacaxizeiro
‘Vitoria’ e ‘IAC Fantastico’, avaliando as variacbes entre esses genotipos
relacionadas a capacidade fotossintética, as relacdes hidricas, ao estado
nutricional e ao crescimento, nas condi¢cdes de cultivo in vitro e durante a
aclimatizacao (ex vitro), em resposta a utilizacao de diferentes qualidades de luz,

tipos de frasco de cultivo e concentracdes de sacarose.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em Campos dos Goytacazes — RJ, latitude
21° 44°'47’S, longitude de 41° 1824” O. O experimento de cultivo in vitro foi
desenvolvido na Unidade de Pesquisa em Ecofisiologia/Fotossintese de Plantas
in vitro, situada no Setor de Fisiologia Vegetal do Laboratério de Melhoramento
Genético Vegetal — LMGV/CCTA/UENF, e o experimento de aclimatizagdo, em
casa de vegetacdo na Unidade de Apoio a Pesquisa — UAP/CCTA/UENF.

4.1. Experimento de cultivo in vitro

Foram utilizados duas cultivares de abacaxizeiro (Ananas comosus L.), a
cv. Vitoria e a cv. IAC Fantastico.

As brotacdes de abacaxizeiro cultivar Vitéria foram provenientes do
Laboratério BIOMUDAS, de Venda Nova do Imigrante — ES, no estadio de 3°
subcultivo, sendo o 4° subcultivo realizado no Laboratério de Fitotecnia — LFIT. As
brotacbes da cultivar IAC Fantastico foram provenientes da SBW do Brasil
Agrifloricultura, em Holambra — SP, em ultimo estadio de subcultivo.

O meio de multiplicacéo utilizado para a cv. Vitoria nessa etapa foi o MS e
as vitaminas de White (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30 g L™ de
sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 4,4 ymol L™* de BAP (benzilaminopurina),
solidificado com 8 g L™ de &gar bacteriolégico Vetec®, pH ajustado para 5,7 e

autoclavado por 20 minutos a 1,0 atm e 121 °C. A sala de cultivo foi mantida a 27
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+ 2 °C, com fotoperiodo de 16:8 horas (luz:escuro), com fluxo de fotons
fotossintéticos (FFF) de 25 pmol m? s™, fornecido por lampadas fluorescentes
(OSRAM®, luz do dia).

Para a montagem do experimento, as brotacbes das duas cultivares
foram retiradas dos frascos e, sob condicbes de camara de fluxo laminar,
separadas e selecionadas, sendo mantidas as mais vigorosas. Posteriormente,
foram retiradas as folhas com um corte transversal préximo a base das brotacdes,
e em seguida foram colocadas cinco brotac6es em cada frasco do tipo ‘baby food’
contendo 40 mL de meio de cultura. Estes 40 mL foram preparados utilizando o
meio para 0 enraizamento das brotacdes, composto pelos sais de MS e as
vitaminas de White (Murashige e Skoog, 1962), 100 mg L™ de mio-inositol, 2,7
umol L™ de ANA (Acido naftaleno acético), solidificado com 8 g L™ de &gar
bacterioldgico Vetec®, pH ajustado para 5,7 e autoclavado por 20 minutos a 1,0
atm e 121 °C. Neste meio MS, foi adicionada sacarose nas concentracées de 15 e
30gL™

Para as duas cultivares, o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com seis repeticbes, com cinco plantas por repeticdo, em um
esquema de parcelas sub subdivididas, tendo nas parcelas dois tipos de luz
(lampadas fluorescentes brancas, OSRAM® luz do dia especial e lampadas
vermelhas SCT® T8-GL), nas sub-parcelas, dois tipos de frascos de cultivo in vitro
(fechado e ventilado) e nas sub sub-parcelas, duas concentracées de sacarose
(15 e 30 g LY. A unidade experimental foi constituida de um frasco de vidro
grande (2,2 L), e, neste frasco, foram colocados quatro frascos menores do tipo
“baby food” sem tampa. A unidade experimetal foi constituida de um frasco
grande com quatro menores - dois frascos ‘Vitoria’ e dois frascos ‘IAC -
Fantastico’, um com 15 g L™ e outro com 30 g L™, respectivamente.

O sistema ventilado adotado foi proposto por Campostrini et al. (1999),
conforme a Figura 1. O fluxo de ar injetado no frasco de cultura ventilado foi de
aproximadamente 15 mL min.™, com uma concentracéo de CO, em torno de 380
ppm. O ar foi proveniente do meio externo ao laboratério. O ar foi borbulhado para
um frasco com agua desionizada para ser umidificado antes de entrar no frasco
distribuidor, onde foi colocado um sensor automatico de umidade relativa e
temperatura (Spectrum Technologies, lllinois, USA) que foram registradas a cada

30 minutos. Na vazdo de 15 mL min.?, o ar do frasco de cultivo de 2,2 L era
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renovado a cada 2,45 horas. No sistema fechado, os frascos maiores (2,2 L)
foram hermeticamente fechados com tampa e filtro de PVC, sem nenhuma troca

gasosa com o ambiente externo.

Sentido do
lt fluxo de ar

Sensorde
temperatura
eUR

1 - Mangueira para capturar o ar externo a sala
2 - Bomba

3 - Frasco com agua

4 - Frasco distribuidor

5 - Conectores para os frascos de cultivo =6
6 - Frasco de cultivo (2,2 L; 180 x 150 mm)
7 - Frascos Baby Food (70 ml; 65 x 60 mm)
8 - Filtro Millipore (0,2 pm)

9 - Mangueiras para a passagem do ar

Figura 1 — Esquema de funcionamento do sistema de circulacdo forcada de ar
(sistema ventilado) para o cultivo de plantas in vitro.

A partir da imposi¢ao dos tratamentos, a sala de cultivo foi mantida a 27 +
2 °C, com temperatura média de 25,6 °C, e umidade relativa média de 76,6%,
fotoperiodo de 16:8 horas (luz:escuro), com fluxo de fotons fotossintéticos das
lampadas brancas de 105 pmol m? s™ e das lampadas vermelhas de 75 pmol m™
s, O déficit de pressdo de vapor do ar (DPV) foi calculado segundo equacéo
proposta por Jones (1992), e a média foi de 1,17 KPa (Figura 2). A avaliacdo da
distribuicdo do espectro da radiacdo luminosa emitida pelas lampadas foi feita
com auxilio do aparelho Ocean Optics® (USB 2000+RAD, USA) (Figura 3).
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Figura 2 - Déficit de pressdo de vapor do ar (DPV) maximo, médio e minimo
dentro durante o cultivo in vitro. Os pontos das curvas representam a média diaria
ao longo do tempo.
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Figura 3 — Distribuicdo do espectro luminoso. (A) Luz branca e (B) luz vermelha.

A Figura 2 mostra variagdo do DPV causada pelo problema de
funcionamento do ar condicionado da sala de cultivo.

Aos 40 dias apds a imposicao dos tratamentos (DAT) in vitro, em 50% das
mudas dos tratamentos utilizados no experimento foi feita avaliacdo com trés
unidades experimentais para cada cultivar. A outra metade das mudas foi levada
para a aclimatizacdo em casa de vegetacao (condicdo ex vitro) e neste local
foram avaliadas as trocas gasosas, a eficiéncia fotoquimica e as medidas

biométricas, exceto para a taxa de perda de agua e o teor relativo de agua.
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4.2. Experimento de aclimatizacao

Aos 42 DAT, a metade das mudas provenientes do experimento in vitro
foram transferidas para bandejas de poliestireno expandido de 200 células com
aproximadamente 15 cm? por célula, e o substrato utilizado foi o Vivatto® para a
aclimatizacao.

Nesse processo, as mudas das cultivares Vitéria e IAC Fantastico foram
retiradas dos frascos e as raizes, lavadas para remog¢édo do meio de cultura.

O experimento manteve o mesmo esquema experimental utilizado no
cultivo in vitro, de modo que se verificassem o0s efeitos dos tratamentos in vitro
durante a fase de aclimatizacdo das mudas. Foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticbes e cinco mudas por parcela,
correspondendo as cinco mudas de cada frasco “baby food”.

No primeiro més, as mudas foram irrigadas de duas a trés vezes ao dia,
dependendo da umidade do substrato. A irrigacdo foi feita até a saturacdo do
substrato, observada pelo inicio do escorrimento de agua das células, momento
em que era cessada a irrigagao. A partir do segundo més, a irrigacdo passou a
ser feita duas vezes ao dia, seguindo os mesmos critérios. Quinze dias apds o
transplantio, todos os tratamentos passaram a ser adubados semanalmente com
5 mL da solucdo nutritiva proposta por Ramos et al. (2011), com a seguinte
composi¢cdo (mg LY: N(NO3)=112; N(NH4")=3,5; P=7,74; K=156,4; Ca=80;
Mg=24,3; S=32;0; CI=1,77; Mn=0,55; Zn=0,13; Cu=0,03; Mo=0,05; B=0,27; Fe-
EDTA=2,23, pH=5,5.

As condicbes ambientais da casa de vegetacdo - temperatura, fluxo de
fotons fotossintético e umidade relativa - foram monitoradas, e as coletas dos
dados foram feitas em intervalos de 30 minutos durante todo o experimento. Para
temperatura e umidade relativa, foi utilizado o Data Logger HOBO® , e para o
fluxo de fotons fotossintéticos, o Data Logger WatchDog®. A intensidade luminosa
média foi de 380,28 pmol m? s™, a temperatura média, de 26,60 °C, o déficit de
pressao de vapor do ar médio, de 1,53 Kpa, e a umidade relativa média, de
75,80% (Figura 3).



35

—&—Maxima —Z—Média ——Minima —®—Maxima ~—Z—Média —»—Minima
100

al
o
)

90
80
70
60
50
40

w S S
o o (4]
L

Temperatura ( °C)
N w
ol o

30

N
o
n

Umidade relativa do ar (%)

20
10

15 4

10 T T T T T
24-Nov 9-Dec  24-Dec 8-Jan 23-Jan 7-Feb 0 T T T T T
24-Nov 9-Dec  24-Dec 8-Jan 23-Jan 7-Feb

—®—Maxima —Z—Média —¥—Minima —&—Maxima —Z—Média —>—Minima

1200 4

9,0 -
801 1000
7,0

®©
o
o

6,0

(kPa)

5,0 A

g 40 -
a

FFF (umol m -2s-1)

3,0
2,0 1
1,0 4

0'0 T25550505C79050 8004000 20 %%
24-Nov 9-Dec 24-Dec 8-Jan 23-Jan 7-Feb 9-Dec

Figura 4 - Temperatura, umidade relativa, fluxo de fétons fotossintéticos (FFF) e
déficit de presséo de vapor do ar (DPV) maximo, médio e minimo dentro da casa
de vegetacdo. Os pontos das curvas representam a meédia diaria ao longo do
tempo.

Aos 30, 60 e 75 dias de aclimatizacéo, foram feitas avaliacdes biométricas
e as relacionadas com a capacidade fotossintética e, aos 60 e 75 dias, foi feita
também a avaliacé@o nutricional das mudas.

Aos 30 dias, ndo foi possivel utilizar o aparelho IRGA 6200, pois as
mudas ainda n&o tinham o tamanho ideal para fazer a medida. Aos 60 e 75, foram

feitas analises destrutivas das mudas, em uma e duas bandejas, respectivamente.

4.3. Avaliacdes

4.3.1. AvaliagBes de crescimento ou biométricas

No experimento in vitro e ex vitro foram feitas medidas da altura da roseta

- determinada medindo-se a partir da base da planta até a ponta da folha mais
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ereta e central, com auxilio de uma régua milimetrada; do diametro da roseta -
determinado medindo-se as folhas mais opostas das mudas com auxilio de um
paquimetro modelo X, Sdo Paulo; do nimero de folhas - determinado mediante a
contagem total de folhas por muda; e da massa da matéria fresca - determinada
por meio de pesagem individual da muda em balanca analitica. Para a massa da
matéria seca, efetuou-se a secagem das mudas em estufa a 70 °C por 48 horas e,
apos, procedeu-se a pesagem individual em balanca analitica.

Na fase in vitro, a taxa de perda de agua foi determinada segundo a
metodologia proposta por Eliasson et al. (1994), em que é retirado um pedaco de
tamanho conhecido e medida a massa da matéria fresca (MF) em uma balanca
analitica, em intervalos de 30 minutos, até que a massa se estabilize. As medidas
foram efetuadas em bancada do laboratério com médias de temperatura de 25,03
°C e 79,43% UR e DPV médio de 0,65 KPa. Finalizadas as determinacdes da
massa da matéria fresca das folhas, elas foram colocadas em estufa a 70 °C por
48 h para determinacdo da massa seca (MS). A taxa de perda de agua foi
calculada segundo a equacéo TPA = {[(MF - MX) (MF - MS) — 1] 100}, em que MF
corresponde a massa da matéria fresca inicial, MX corresponde a massa da
matéria fresca a cada trinta minutos entre as medicbes e MS corresponde a
massa seca. A massa foliar especifica foi obtida pela razéo entre a massa da
matéria seca de uma folha e a respectiva area desta mesma folha, em g m?. No
laboratério, o teor relativo de &gua foi obtido pela equagdo TRA = [(MF -
MS)/(Msat - MS)] x 100, em porcentagem, em que MF é a massa da matéria
fresca e Msat € a massa da matéria fresca saturada. A obtencdo da Msat foi feita
pela imersdo em agua de discos foliares de areas conhecidas, por um periodo de
24 horas, no escuro. A MS é a massa da matéria seca dos discos foliares obtida
por pesagem do material a 70 °C por 48 h, até peso constante.

Na casa de vegetacdo, na analise destrutiva, as mudas foram separadas
em parte aérea e raiz. A area foliar foi estimada utilizando o aparelho LI-3100 (LI-
COR, Lincoln, NE, USA). O volume de raiz foi medido pelo deslocamento de agua
com auxilio de uma proveta de 20 mL. Para a massa da matéria seca das folhas e
raizes, efetuou-se a secagem em estufa a 70 °C e depois foram pesadas em

balanca analitica.
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4.3.2. Avaliag6es da capacidade fotossintética

Tanto em laboratério quanto em casa de vegetacédo, para a determinacao
da capacidade fotossintética das mudas foram feitas avaliacdes relacionadas a
eficiéncia fotoquimica e as trocas gasosas. Na avaliacdo da eficiéncia
fotoquimica, o rendimento quantico maximo do fotossistema Il (PSIl) (F/Fn), 0O
photosynthetic index (PI) (PI=RC/ABS x Fv/Fy x ET/(TR-ET), foi determinado na
folha mais desenvolvida por meio do fluorimetro ndo-modulado, modelo Pocket
PEA Chorophyll Fluorimeter (Hansatech Instruments — King's Lynn, Norfolk).
Durante as medidas, foi utilizada uma pin¢a para adaptacdo dos cloroplastos ao
escuro, para que todos os centros de reacdo do fotossistema Il (PSII) adquirissem
a condicdo de “abertos” e a perda de calor fosse minima (Strasser et al, 2000;
Strauss et al., 2006). As medidas foram realizadas entre 08:00 e 12:00 horas.

Nas mudas recém-retiradas da condicdo in vitro, a taxa fotossintética
liquida (A, umol CO, m? s?) e a transpiragcdo (E, mmol H,O m? s™) foram
determinadas colocando-se uma planta inteira na camara de 250 mL do medidor
portatil de trocas gasosas LI-6200 (LI-COR, Lincoln, NE, USA). Antes de colocar
as mudas na camara, elas foram rapidamente pesadas para que a unidade de
CO, assimilada ou liberada fosse expressa em unidades de massa da matéria
fresca. As medicbes foram feitas em condicbes de laboratorio, utilizando luz
artificial por meio de LEDs vermelhos a uma intensidade de 300 umol m? s™.

Em casa de vegetacdo, as medicOes das trocas gasosas - taxa
fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), transpiracao (E) e déficit de
pressdo de vapor entre a folha e o ar (DPV) - foram feitas com o mesmo
equipamento utilizado nas avaliagdes das mudas recém-retiradas da condicao in
vitro. Nas mudas cultivadas em casa de vegetacdo, as medi¢cdes da taxa
fotossintética liquida foram feitas em uma parte central da folha mais
desenvolvida da muda. Durante as medi¢cdes das trocas gasosas, as mudas
cultivadas em casa de vegetacao estavam com 60 e 75 dias ap0s o transplantio
(DAT). Aos 60 e 75 DAT, as medicfes da taxa fotossintéticas nestas mudas foram
feitas entre 7 e 10 horas, a uma intensidade de luz de 1173,50 pmol m? s (60
dias) e 1443 umol m? s™ (75 dias). Aos 75 DAT, foram feitas medicées noturnas
entre 20:30 e 23:30 horas para verificar se as mudas apresentavam um

metabolismo do tipo CAM, uma vez que na condicdo ambiental de alta
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temperatura e alta demanda transpiratoria em que as mudas estavam, elas nao
haviam apresentado fotossintese até as 10 horas.

Tanto no laboratério quanto na casa de vegetacdo, a estimativa de
intensidade de cor verde foi avaliada por meio do medidor portatil de clorofila
SPAD-502 Chlorophyll Meter (Minolta, Jap&o). Foram feitas trés leituras em cada
folna amostra. Foi escolhida a folha mais desenvolvida para a realizagdo das

medicdes.

4.3.3. Avaliagao nutricional

ApoOs a determinacdo da massa da matéria seca, toda a parte aérea das
mudas de abacaxizeiro foi triturada em almofariz. Foram feitas amostras
constituidas de trés mudas (repeticdes) por tratamento para as duas épocas de
analise. Foram pesados 100 mg de cada amostra.

O material triturado foi submetido a oxidacdo por meio da digestao
sulfrica (H,SO4 e H,0,), obtendo-se um extrato onde foram determinados o0s
teores de macronutrientes. O N foi determinado pelo método de Nessler (Jackson,
1965). O P foi determinado colorimetricamente pelo método azul de molibdato
(Malavolta et al., 1997) por espectofotometria, e o0 K, por meio da
espectrofotometria de emissdo de chama. Os nutrientes Ca e Mg foram

determinados por espectrofotometria de absorcdo atdbmica (aparelho Zeiss AAS4).

4.4. Andlise estatistica

Para o experimento de cultivo in vitro, os dados foram submetidos a
andlise de variancia, e as médias referentes as interagdes foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para o célculo de taxa de perda de agua,
foi efetuada analise de regressao.

Para o experimento de aclimatizacdo, os dados foram analisados de
acordo com o periodo (30, 60 ou 75 dias), tendo em cada periodo os dados sido
submetidos a andlise de variancia, e as médias referentes as interacdes foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Aos 30 dias de aclimatizacdo, as avaliacdes fisiologicas e de crescimento
foram feitas considerando trés repeticdes, cada repeticdo representada por cinco
plantas, ou seja, uma repeticdo por bandeja.

Aos 60 dias, as avaliacOes de crescimento e as fisioldgicas medidas pelo
POCKET PEA foram feitas considerando as trés repeti¢coes (trés bandejas). Para
as medidas estimadas pelo IRGA 6200, como era preciso retirar as mudas da
bandeja, foi feita uma analise destrutiva das mudas de uma bandeja toda. Para a
essa bandeja, as cinco mudas foram consideradas cinco repeti¢oes.

Aos 75 dias, como existiam duas bandejas, as avaliagdes de crescimento
e as estimadas pelo POCKET PEA foram feitas considerando as cinco mudas de
cada bandeja como cinco repeticdes, totalizando 10 repeticdes. As medidas do
IRGA 6200 foram feitas em dois periodos, diurno e noturno, cada periodo
representado por uma bandeja. Para essa andlise, foram consideradas as cinco
mudas de cada bandeja, ou seja, cinco repeticoes.

A analise nutricional foi feita aos 60 e 75 dias de aclimatizacdo. Essa
analise foi feita em trés mudas (trés repeticbes) de cada tratamento das duas
cultivares, e nos dois periodos, 60 e 75 dias.

Estas anélises estatisticas foram feitas com o auxilio do software SAS®
(SAS INSTITUTE, 2003).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento in vitro

Para cada cultivar de abacaxizeiro, foi feita analise de variancia (ANOVA),
objetivando verificar quais fatores foram significativos. A partir desta analise,
constatou-se que, independentemente do tipo de cultivar, o fator sacarose foi o
que ndo apresentou significancia para nenhuma das variaveis analisadas (dados
nao mostrados). Posteriormente, esse fator foi desconsiderado, e realizou-se uma
ANOVA considerando a parcela como luz, tipo de frasco de cultivo como
subparcela e a cultivar como sub subparcela (Quadro 1). O Quadro 1 mostra

diferencas significativas somente para algumas interacoes.
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Quadro 1 — Resumo da analise de variancia dos fatores luz, tipo de frasco e
cultivar com as interacdes em abacaxizeiro, aos 40 dias de cultivo in vitro

Fontes de GL Quadrado Médio
Variagao DR AR NF MFT MST MFE TRA
Luz 1 44347,52** 12870,75* 5,40™ 0,18** 0,40** 2,09™ 950,12**
Residuoa 4 8031,67 613,80 091 018 045 1,27 70,39
Frasco 1 139644,2* 72852,08* 0,35" 0,11" 0,24™ 3,02" 699,05**
Luz x Frasco 1 6840,18™ 80,08™ 0,72" 0,21™ 0,99™ 0,21" 384,59™
Residuo b 4 2329,63 1483,98 1,36 0,17 0,75 1,05 106,58
Gen 1 375063,50** 263440,30** 2,34™ 2,69** 0,27** 0,19" 86,55™
Luz x Gen 1 299252 2700,00™ 2,61™ 0,23"™ 0,39** 0,60" 0,30™
FrascoxGen 1 16613,52™ 16428,00™ 0,85 0,39™ 0,25* 0,77 0,51™
Luzxxgéﬁsco 1 9352  288300" 234" 0,16™ 026" 0,38 10001™
Residuo ¢ 8 6508,92 4869,36 1,60 029 0,72 0,74 133,34
Total 23
CV Luz 20,12 31,74 10,12 27,27 72,25 6512 10,25
CV Frasco 20,14 29,74 15,12 25,75 52,66 53,84 1552
CV Gen 20,21 36,08 14,07 27,05 40,42 44,07 16,81
MEDIA 399,06 193,38 899 066 062 195 68,66
Fontes de Quadrado Médio
variagao SPAD _FJF, Pl _AREA RC/ABS A E
Luz 1 617,91* 0,13** 0,12** 0,31* 0,57 58,84**  (,13"
Residuo a 4 11,40 0,26 0,47 0,85 0,39 1,12 0,40
Frasco 1 4,06™  0,42" 0,27" 0,11™ 0,86™ 6,34 0,43™
Luz x Frasco 1 0,90 0,14™ 0,53 0,18™ 0,50™ 0,61™ 0,69™
Residuo b 4 17,00 0,17 0,10 0,19 0,16 3,86 0,64
Gen 1 2442,73** 0,15* 8,13* 0,39** 0,51**  410,61* 2,08**
Luz x Gen 1 142,89% 0,24* 1,54* 0,23** 0,17 11,14 0,24™
Frascox Gen 1 128,83* 0,31"™ 0,21 0,88™ 0,75™ 2,72 0,50™
Luz Xgéf]‘scox 1 152™ 056™ 011" 0,13 0,11 691™  0,17™
Residuo ¢ 8 2588 0,27 0,18 0,24 0,18 9,09 0,93
Total 23
CV Luz 28,18 33,33 28,48 28,70 39,00 22,81 58,82
CV Frasco 42,02 21,79 6,06 64,16 16,00 78,61 94,11
CV Gen 1257 2,12 2591 16,70 13,65 61,35 44,55
MEDIA 40,45 0,78 1,65 296090 1,00 - 4,91 0,68

ns - N&o significativo. ** ; * - Significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente. CV (%) — Coeficiente de Variacdo, Gen — Genétipo, Diametro da roseta - DR
(mm), Altura da roseta - AR (mm), Nimero de folhas - NF, Massa da matéria fresca total - MFT (g),
Massa da matéria seca total - MST (g), Massa foliar especifica - MFE, Teor relativo de agua - TRA
(%), Intensidade do verde - SPAD, Rendimento quantico méaximo do fotossistema Il - F,/F,,, indice
Fotossintético - Pl, Area sob a curva da fluorescéncia que estima o tamanho do 'pool' de
plastoquinona do fotossistema Il - AREA, Eficiéncia na absor¢cdo de luz pelo PSIlI - RC/ABS,
Fotossintese - A (umol CO, kg'1 s'l), e Transpiracdo - E (mmol kg'1 s'l).
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A analise de variancia mostra que houve interacdes significativas para as
variaveis MST, SPAD, F/Fn,, Pl, AREA e RC/ABS, indicando diferencas
significativas. Para as demais variaveis, foram constatadas diferencas
significativas relacionadas a luz, ao tipo de frasco de cultivo e ao gendtipo. As
variaveis NF e MFE n&o apresentaram diferenca significativa.

Quanto as variaveis DR e AR, observa-se que a cv. VitOria apresentou
maior valor do que a cv. IAC Fantastico, diferenciando-se quanto ao tipo de luz e
frasco. Observa-se que luz branca e frasco ventilado foram superiores (Figuras 5
e 6).

70 50

40

DR (mm)

Luz Branca Luz Vermelha Fechado Ventilado

Vit6ria IAC Fantastico

As letras diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Figura 5 — Diametro da roseta em mudas dos abacaxizeiros ‘Vitoria’ e ‘IAC
Fantastico’ apds 40 dias de cultivo in vitro.
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Figura 6 — Altura da roseta em mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e ‘IAC
Fantastico’ apds 40 dias de cultivo in vitro.

As mudas da cv. Vitéria apresentaram maior acumulo de biomassa in vitro
do que as mudas da cv. IAC Fantastico, o que pode ser observado pelos maiores
valores de MFT e MST (Figura 7). Os maiores valores referentes as variaveis
foram encontrados na luz branca para MFT e na luz branca e frasco fechado para
MST. A cv. IAC Fantastico ndo apresentou diferenca significativa quanto ao tipo

de luz e frasco para MST.
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Figura 7 — Massa da matéria fresca total e massa da matéria seca total de mudas
dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e ‘IAC Fantastico’ apos 40 dias de cultivo in vitro.

No que se refere a qualidade de luz, Chang et al. (2003) mostraram que
no cultivo in vitro de copo-de-leite, em relagdo a luz branca, a luz vermelha
proporcionou maior crescimento para o comprimento dos brotos e massa fresca
da parte aérea. Ribeiro et al. (2009), trabalhando com plantas de copo-de-leite em
diferentes tipos de luz, ndo verificaram diferenca no crescimento do comprimento
dos brotos e massa da matéria fresca da parte aérea nos espectros relacionados
ao azul, verde, vermelho e branco. Rocha et al. (2010), avaliando o uso de LEDs
como fonte alternativa de luz na multiplicacdo e enraizamento in vitro de
framboeseiras das cultivares Batum e Dorman Red, constataram que os LEDs
vermelhos foram a fonte de luz mais apropriada para a multiplicacdo e
enraizamento de brotagcbes das framboeseira. Damiani e Schuch (2006),
trabalhando com mirtilo cv. Geogiagem, verificaram que, na sala de crescimento
com frascos vedados, foram obtidos melhores resultados para a taxa de
multiplicacdo e namero de folhas. Mothé et al. (2008), utilizando luz branca e
vermelha durante o cultivo in vitro de cana-de-acucar em frasco fechado,

obtiveram os maiores valores de MFT e MST sob condig&o de luz vermelha. Este
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fato mostra que existe uma variabilidade diferencial entre espécies no que se
refere ao crescimento em diferentes tipos de espectro luminoso, utilizado no
cultivo in vitro.

Neste trabalho com abacaxizeiro, em relacdo as caracteristicas de
crescimento, ndo foi observada resposta padrdo para os dois tipos de lampada
utilizada. Ou seja, para a variavel DR e MFT, o melhor tipo de lampada foi a
vermelha, e para AR e MST, a melhor luz foi a branca (Figuras 5 e 6).

A fase de enraizamento in vitro pode ser afetada por alguns fatores. Em
alguns casos, a intensidade luminosa aumenta a taxa de enraizamento e o
crescimento das mudas, em outros, ndo afeta. Em algumas espécies, é
necessario manter as plantas no escuro para que haja crescimento de raizes. No
caso desse experimento, foram constatadas diferencas entre as luzes para MFT e
MST. Como as intensidades luminosas foram diferentes para a luz branca e
vermelha, 105 e 75 pmol m? s, respectivamente, a alta intensidade luminosa da

luz branca, se comparada & tradicional (25 a 30 pmol m™

s'), pode ter
influenciado o maior acumulo de matéria seca.

Magalhé&es e Peters (1991), fornecendo diferentes intensidades de luz em
brotacbes de amexeira cultivados in vitro, ndo observaram diferencas
significativas no enraizamento. Radmann et al. (2001) também afirmam que, para
Gypsophila paniculata, as intensidades Iluminosas utilizadas na fase de
multiplicagcdo ndo afetaram o posterior enraizamento das brotacdes. Leite et al.
(2000), contudo, relatam que maior intensidade luminosa pode ter efeitos
significativos sobre o nimero de raizes e crescimento das mudas in vitro.

Poucos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de verificar os
efeitos da qualidade de luz ou, mesmo, de diferentes niveis de irradiancia no
crescimento e no desenvolvimento de espécies cultivadas in vitro. A maioria das
pesquisas é realizada com o objetivo de obter protocolos para meios nutritivos,
principalmente com foco direcionado a alteracbes nas concentracfes desses
meios, bem como nas concentracdes dos reguladores de crescimento
adicionados ao meio (Marks e Simpson, 1999).

Com relacdo a TRA, ela ndo foi significativa entre os genoétipos. Houve
diferencas relacionadas ao tipo de luz e frasco. A Figura 8 mostra que, na
condicdo de luz vermelha, e em comparacédo ao frasco ventilado, as mudas que

estavam em frasco fechado perderam agua numa taxa maior. Nesta condi¢do de
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frasco fechado, normalmente a umidade relativa é bem elevada, o que torna os
estdbmatos completamente abertos (Kao e Forseth, 1992). A ventilacdo do frasco
pode permitir um melhor ajustamento estomatico (Kao e Forseth, 1992), uma vez
que os estdbmatos ficam mais sensiveis a variacao do déficit de pressao de vapor
do ar, causado pela movimentacdo deste ar em torno das folhas das plantas. Tal
fato pode explicar a maior taxa de perda de agua nos frascos fechados. Na
maioria das vezes, em condicao de frasco fechado, a umidade relativa no interior
do frasco fica em torno de 100%, o que proporciona a permanéncia de uma maior
quantidade de &gua nos tecidos das plantas. Na condi¢cdo de frasco ventilado,
neste tipo de frasco, na condicdo deste experimento, o ar era injetado nos frascos
a uma umidade relativa em torno de 75%. Uma vez que este ar apresenta um
déficit de pressao de vapor, Figura 2, quando ele circula entre as plantas in vitro,
ele remove agua tanto do meio de cultivo quanto do tecido vegetal, o que explica
0 menor teor relativo de agua das plantas cultivadas no frasco ventilado (Figura
8).
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As letras diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Figura 8 — Teor relativo de agua em abacaxizeiros ‘Vitoria’ e ‘IAC Fantéstico’ aos
40 dias de cultivo in vitro.

A TPA foi analisada pela ANOVA da regresséo linear. A TPA nao foi
significativa para sacarose e apresentou reposta diferente entre as cultivares em
relacdo ao tipo de luz e frasco de cultivo (Figura 9).

Sob condigcéo de luz branca, as mudas que estavam em frasco fechado
apresentaram maior perda de agua do que em frasco ventilado, e a cv. Vitéria

perdeu mais agua do que a cv. IAC Fantastico. Ja entre as mudas que estavam
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em frasco ventilado, as cultivares apresentaram comportamento similar quanto a
perda de agua. Entretanto, sob condicdo de luz vermelha, as repostas foram
diferentes, sendo observado maior perda de agua em frasco fechado para a cv.
Vitoria. Nessa condicdo, a maior perda de agua foi encontrada para cv. IAC

Fantastico em frasco ventilado.
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Figura 9 - Taxa de perda de agua (TPA) dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e ‘IAC
Fantastico’ cultivados in vitro em diferentes tipos de luz e frasco de cultivo na fase
de enraizamento.

Plantas provenientes do cultivo in vitro tradicional - frasco fechado,
elevada umidade relativa, reduzido fluxo de fétons fotossintéticos - apresentam
folhas finas, estdbmatos poucos funcionais com um deficiente mecanismo de
abertura e fechamento, além de apresentarem uma fraca conexao vascular entre
o sistema radicular e a parte aérea (Zobayed et al., 2002).

De acordo com as observacdes de Preece e Sutter (1991), a perda de
agua é maior em mudas produzidas in vitro em frascos fechados do que em

mudas ja aclimatizadas. Segundo os autores, este fato é devido a pequena
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quantidade de cera epicuticular encontrada em plantas sob condi¢des in vitro, e
tal quantidade ser até 25% inferior ao total encontrado em plantas ja rustificadas.
Embora a presenca de cera epicuticular ndo seja um indicativo suficiente da
sobrevivéncia das mudas na aclimatizacdo, os autores afirmam que a alta
umidade no interior dos frascos € um dos principais fatores que provocam
alteragbes significativas na estrutura e funcionamento dos tecidos, levando a
incapacidade das plantas em controlar as perdas de agua. Por isso, a reducéo de
umidade em torno da folhas pode aumentar a capacidade de resposta dos
estbmatos, incrementar a deposicdo de ceras epicuticulares, além de reduzir o
murchamento apos a transferéncia para a aclimatizagéo.

Crespo (2007), trabalhando com cana-de-acucar, e Schmildt (2010),
trabalhando com mamoeiro, utilizando esse mesmo sistema de cultivo in vitro,
constataram uma reducdo na taxa de perda de agua em frasco de cultivo
ventilado e citam que esta reducdo pode estar relacionada com a menor
condutancia estomatica e a transpiracao das folhas. Nota-se que essa resposta
foi observada sob luz branca, ndo respondendo da mesma maneira sob luz
vermelha.

Em relacéo a intensidade de verde, verifica-se que foi significativo para o
tipo de luz, gendtipo e para as interacdes luz x gendtipo e frasco x genotipo, ou
seja, estes resultados mostram que houve um acumulo de clorofila diferente entre
0s genotipos (Figura 10).

A Figura 10 mostra que a luz vermelha contribuiu para maior intensidade
de verde nas folhas dos dois genotipos, indicando maior acumulo de clorofila total
nas mudas sob esse tipo de luz. Porém, houve uma superioridade da cv. Vitoria
em relacdo a cv. IAC Fantastico. Os teores de clorofila sdo normalmente
empregados como fornecedores de uma estimativa do conteldo de nitrogénio
total da planta (Aziz et al., 2011). Segundo Torres Netto et al. (2002, 2005), as
variacfes no conteudo total de clorofila e carotenoides sédo bons indicadores do

estresse em plantas, bem como podem se relacionar com o teor de nitrogénio.
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Figura 10 — Intensidade de verde em mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e ‘IAC
Fantastico’ apds 40 dias de cultivo in vitro.

Durante a fase de multiplicacdo, Schmildt (2010), utilizando luz branca e
luz vermelha no cultivo in vitro do mamoeiro, ndo observou diferenca significativa
da intensidade do verde para os dois tipos de luz e obteve valores inferiores aos
encontrados nesse experimento. Rocha et al. (2010) evidenciaram uma maior
quantidade de clorofilas a (2,70 mg g*) e b (0,87 mg g*), assim como de
carotenoides (1,33 mg L g*) em morangueiro durante a fase multiplicacéo in vitro,
quando utilizaram LEDs vermelhos, em comparacdo com as outras fontes de luz
empregadas (LEDs azuis, LEDs verdes, lampadas fluorescentes brancas ou
fluorescentes Growlux). Nhut et al. (2003) também observaram efeito positivo da
iluminacao proporcionada por LEDs vermelhos, sendo obtida maior quantidade de
clorofila em brotagbes de morangueiro da cultivar Akihime cultivadas sob 70% de
LEDs vermelhos e 30% de LEDs azuis.

Decceti (2004) afirma que o cultivo in vitro inibe, em determinado grau, a
sintese de clorofila. Diversos trabalhos tém reportado que, para muitas espécies,
a presenca de sacarose no meio de cultivo tem sido considerada a principal causa
da reducédo nos teores de clorofila e, consequentemente, na fotossintese, e baixos
niveis de sacarose no meio de cultura foram correlacionados com um potencial
elevado de produgéo de carboidrato (Decetti, 2004). Este autor observou reducao
no teor de clorofila total, sob maiores intensidades de luz em cultivo in vitro de
Anonna glabra.

Por meio do quadro de ANOVA, verifica-se que houve diferenca
significativa para o rendimento quantico maximo do fotossistema Il (F./Fn) para

luz, gendtipo e para a interagdo luz x gendtipo. A relacdo F,/F, é uma variavel
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importante para avaliar a eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il em
plantas. Entre as varias variaveis da fluorescéncia das clorofilas empregadas para
detectar os danos ao aparato fotossintético, essa relacédo F./Fn, em que Fy =
fluorescéncia maxima e F, = fluorescéncia variavel, &€ a variavel mais utilizada.
Esta varidvel apresenta uma elevada relacdo positiva com o rendimento quéntico
da fotossintese (Kao e Forseth, 1992). Este fato mostra a importancia do uso
desta variavel no diagnostico da eficiéncia fotoquimica de plantas. Ainda tal razao
pode fornecer uma indicacéo integrada da extenséo do estresse devido a fatores
como alta intensidade luminosa, baixa ou elevada disponibilidade de agua ou de
nutrientes (Glynn et al., 2003; Zanandrea et al., 2006).

A Figura 11 mostra que os maiores valores obtidos da relacdo F./Fp
foram em luz vermelha para a cv. IAC Fantastico, ndo havendo diferenca para cv.
Vitéria, e que os valores encontrados estdo dentro da faixa considerada 6tima
(FJ/Fr, de 0,800 £ 0,5) (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989; Bolhar-Nordenkampf e
Oquist, 1993). Este fato evidencia que nos dois gendtipos estudados, houve uma
maxima eficiéncia do aparato fotoquimico do fotossistema Il (Bolhar-Nordenkampf
et al., 1989). A cv. Vitoria apresentou valor superior a 0,80 e a cv. IAC Fantastico
apresentou valor entre 0,75 — 0,76 (Figura 11).
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Figura 11 — Eficiéncia fotoquimica (F./Fn) de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitoria' e
‘IAC Fantastico’ apos 40 dias de cultivo in vitro.

O uso das variaveis da emissao da fluorescéncia da clorofila tem sido

difundido principalmente no estudo de fotossintese por ser um método que, além
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de ndo-destrutivo, permite analisar qualitativa e quantitativamente a absorcao e o
aproveitamento da energia luminosa através do PSIl e as possiveis relacées com
a capacidade fotossintética (Torres Netto et al., 2005). Além disso, estudos
preliminares mostraram que a alta concentracdo de sacarose em meios de cultura
e o elevado fluxo de fétons fotossintéticos das lampadas podem alterar a taxa de
F./Fm das plantas (Cassana et al., 2008).

Van Huylenbroeck et al. (1998), em estudo com plantas de Calathea
louisae submetidas a 3% de sacarose no cultivo in vitro, encontraram valores de
Fv/Fm de 0,66 e atribuiram este dado como indicativo de estresse. Ja Kadlecek et
al. (2003), trabalhando com plantas de tabaco cultivadas in vitro com diferentes
concentracdes de sacarose (0, 3 e 5%) e duas densidades de fluxo de fétons (80
e 380 pmol m? s™), verificaram que as plantas crescidas fotoautotroficamente e
submetidas ao alto fluxo de fétons apresentavam sintomas de fotoinibicdo. A
auséncia de sacarose associada ao alto fluxo de fétons levou a um decréscimo de
FJ/Fn para 0,49, enquanto os demais tratamentos proporcionaram valores entre
0,70 e 0,75.

Cassana et al. (2008), avaliando a eficiéncia quéantica fotoquimica méaxima
de plantas de batata-doce cultivadas in vitro, observaram que ela variou de 0,73 a
0,81 nas plantas cultivadas em densidades de fluxo de fétons de 14 e 21 umol m™
s, ndo sendo verificado efeito significativo da sacarose na menor densidade.
Entretanto, esses autores verificaram um decréscimo na relagcdo F,/F,, nas
densidades de fluxo de fétons de 42 e 60 pmol m? s™, quando associados ao
meio de cultivo contendo 5 g L™ de sacarose. Nestas condices, os valores de
F./Fn foram baixos, atingindo médias de 0,66 e 0,62, respectivamente. Mothé et
al. (2008), testando diferentes concentracdes de sacarose (10, 20, 30, 40 e 50 g
L™) no cultivo in vitro de cana-de-aclcar em frasco fechado, constataram menores
valores de F,/F, na concentracdo de 20 g L™, sendo que para as demais
concentracfes ndo foram observados diferencas significativas para F./F, dentro
da faixa de 0,75 - 0,85.

Seon et al. (2000), ao término do cultivo in vitro de Rehmannia glutinosa,
sob condi¢gbes fotoheterotréficas, indicaram possiveis processos de danos ao
aparato fotossintético quando as plantas foram cultivadas com baixa
concentracdo de sacarose (5 g L™) e altas densidades de fluxo de fétons. Esses

resultados ndo confirmam aqueles encontrados nesse experimento, em que as
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diferentes densidades de fétons 75 pmol m? s (luz vermelha) e 105 umol m? s*
(luz branca) ndo causaram reducao de F,/Fn, porém a concentracdo usada nesse
experimento foi maior (15 ou 30 g L™) para ambos os genétipos.

O indice de vitalidade (Pl) de uma planta pode ser caracterizado por meio
do indice fotossintético (Strasser et al, 2000). Esta varidvel proposta por Strasser
et al (2000) é um indice que integra trés componentes independentes: densidade
dos centros de reacao ativos (RCs), eficiéncia no transporte de elétrons apos Qa
ter sido reduzida e a probabilidade de que um foton absorvido seja capaz de
reduzir Qa. A variavel Pl mostra a atividade dos fotossistema | e Il e pode avaliar
o desempenho da planta sob condigédo de estresse (Strasser et al., 2004). Em
condicdo de estresse hidrico, a variavel Pl foi considerada melhor indice (maior
sensibilidade) do que a relacdo F.,/Fn, na avaliacdo da eficiéncia fotoquimica em
genatipos de trigo (Zivcak et al., 2008).

Pl se mostrou significativo para a interacdo gendtipo x luz. A Figura 12
mostra que a variavel indice fotossintético ou performance index (PIl) foi afetada

pelo tipo de luz utilizada, apresentando respostas diferentes entre 0os genotipos.
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Figura 12 — indice fotossintético (PI) de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitoria’ e ‘IAC
Fantastico’ apds 40 dias de cultivo in vitro.

Para a cv. Vitoria, ndo houve diferenca quanto ao tipo de luz. Para a cv.
IAC Fantastico, o maior valor de PI foi encontrado em luz vermelha.
Como anteriormente citado, o indice fotossintético tem sido considerado

uma varidvel muito sensivel para plantas submetidas a estresses, em diferentes
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culturas (Strasser et al., 2000; Zivcak et al., 2008). A Figura 11 mostra que o
menor valor de PI foi observado para a cv. IAC Fantastico, o que pode demonstrar
uma menor eficiéncia fotoquimica desse genatipo.

De acordo com Strauss et al. (2006), o indice Pl é uma expressao
multivariada do PSII, que combina absor¢cdo de energia luminosa, excitacdo de
energia e conversdo de energia de excitacdo para transporte de elétrons. Esta
variavel pode ser utilizada para avaliar a eficiéncia fotoquimica de plantas que
estdo sob condicbes de estresse. Segundo Ripley et al. (2004), o Pl pode
identificar alteracdes precoces no desempenho fotossintético das plantas, por isso
tem sido utilizado como forma mais rapida de avaliacao.

Um variavel utilizada para avaliar a quantidade de plastoquinona no lado
redutor do fotossistema Il (FSII) é a AREA sob a curva. Esta area € um importante
indicativo de comprometimento do fotossistema I, uma vez que valores reduzidos
podem mostrar menor eficiéncia deste fotossistema (Strasser et al, 2000). Para
essa variavel, houve significancia dos fatores luz, genotipo e a interacao luz x
genatipo, e foram observados os maiores valores sob condi¢des de luz branca e

vermelha para a cv. Vitoria (Figura 13).
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Figura 13 — Area sob a curva da fluorescéncia que estima o tamanho do 'pool' de
plastoquinona do fotossistema |l de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e ‘IAC
Fantastico’ apds 40 dias de cultivo in vitro.

A éarea acima da curva da cinética da emissao da fluorescéncia, que
estima o tamanho dos “aceptores” de elétrons no lado redutor do fotossistema |l
(Strasser et al, 2000), foi maior no gendtipo ‘Vitoria’ em relagdo ao genotipo ‘IAC
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Fantastico’, e para a ultima cultivar, a luz vermelha apresentou maior valor. Tal
resultado mostra novamente que a c. IAC Fantastico apresentou, sob condicao in
vitro, menor eficiéncia fotoquimica (Figuras 11 e 12).

RC/ABS é uma variavel que indica a quantidade de centros de reacao
funcional por area transversal de folha e pode estimar a capacidade de absorcéo
de luz por unidade de centro de reacédo ativo (Strasser et al, 2000). A Figura 14
mostra que a cv. Vitoria apresentou maior quantidade de centros de reacédo ativos
do que a cv. IAC Fantéastico, evidenciando novamente a superioridade deste
gendtipo no que se refere a eficiéncia fotoquimica, tanto em condi¢cdo de luz

branca, Figura 12, quanto em luz vermelha (Figuras 11, 13 e 14).
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Figura 14 — RC/ABS em mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e ‘IAC Fantastico’ apos
40 dias de cultivo in vitro.

Ao se analisar a Figura 15, constata-se que n&o houve assimilagcéo
fotossintética do carbono (A) in vitro em ambos 0s genotipos, independentemente
do tipo de luz. A cv. Vitéria apresentou menor transpiracdo (E) do que a cv. IAC

Fantastico.
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Figura 15 — Taxa fotossintética (A) e transpiracdo (E) de mudas dos abacaxizeiros
‘Vitéria’ e ‘IAC Fantéstico’ apos 40 dias de cultivo in vitro.

Um dos principais fatores que causam grande influéncia na fotossintese,
de plantas cultivadas in vitro é a luz (Pyke e Lopez-Juez, 1999).

Com relacéo as duas variaveis A e E, ndo houve efeito significativo da
sacarose e nem do tipo de frasco de cultivo utilizado. Somente A foi significativo
para qualidade de luz e gendtipo.

Seko e Nishimura (1996) verificaram, durante a fase de enraizamento das
brotagbes, um crescimento fotoautotrofico in vitro, em meio de cultura sem
sacarose, enriquecido com CO,, com explantes regenerantes de cultura de calus
de arroz, sob condicées de iluminac&o continua e sob alto FFF (125 pmol m? s™).
Em estudos realizados por Lee et al. (1988), com Liquidambar styraciflua L., os
resultados mostram que as diferencas no FFF podem modificar o
desenvolvimento in vitro. A elevagcdo nos niveis de luz produziu folhas mais
espessadas in vitro, com uma diferenciacdo do tecido palicadico no mesofilo das
folhas. A anatomia foliar destas plantas ficou mais proxima das folhas de mudas
em aclimatizacao do que o material in vitro crescendo sob baixa irradiancia.

No crescimento de brotos de explantes de roseiras ‘Samanta’ e ‘Landora’,
com o objetivo de verificar as condi¢des ideais de fluxo de fotons fotossintéticos
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(FFF), Anna et al. (1999) obtiveram um crescimento superior com o fluxo de 70
pumol m? s*, quando comparado com o menor valor de FFF (35 pmol m? s™),
tanto em condicBes fotomixotroficas quanto fotoautotroficas. Apos 40 dias de
cultivo, em condi¢cdes fotoautotroficas, as plantas de orquideas apresentaram
maior crescimento, maiores taxas de fotossintese liquida e maior producdo de
massa da matéria fresca e seca. O valor destas duas ultimas variaveis foi 1,5 vez
superior ao das plantas cultivadas em condi¢cdes fotomixotroficas (Hahn et al.,
2001).

Uma das formas de facilitar o processo de aclimatizacdo de plantas
micropropagadas seria aumentar a intensidade Iluminosa, promovendo a
fotossintese e melhorando as relagcdes hidricas (Erig e Schuch, 2005). Ibaraki e
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 deste fator.

Kodym e Zapata-Arias (1999), trabalhando com explantes de bananeira
‘Grande Naine’ sob condicao de luz natural, observaram formacéo de raizes mais
fortes e vigorosas. A concentracdo de sacarose de 15 g L™ promoveu maiores
comprimentos das raizes do que a concentracdo de 30 g L™, normalmente
utilizada na fase de multiplicacdo. A disponibilidade de uma fonte de energia &
indispensavel para que ocorra a rizogénese. No entanto, em grandes
concentracOes, ela pode ser prejudicial. Nguyen et al. (2001) relataram que a taxa
fotossintética liquida de plantas de cafeeiro cultivados in vitro foi maior em
ambiente enriquecido com CO, (1400-1500 pmol mol?) e alto FFF, além de
apresentar maior area foliar e massa da matéria seca em comparacao com as
plantas crescidas em ambiente sem enriquecimento.

Segundo Costa et al. (2009), é provavel que a excessiva transpiracao das
folhas das plantas in vitro se deva a alta densidade estomatica, principalmente na
face abaxial, ao ineficiente controle de perda de agua pelos estbmatos e a
auséncia ou baixa quantidade de cera epicutilar. Schmildt (2010), para
multiplicacdo in vitro de mamoeiro com sistema de cultivo ventilado, sob luz
branca e vermelha e com diferentes concentragdes de sacarose, obteve ma taxa
transpiratoria em luz branca superior a luz vermelha de, aproximadamente, 2,73 e
1,74 mmol H,0 m? s?, respectivamente. Este autor relatou ainda que,

independentemente da concentracdo de sacarose utilizada, n&o houve
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assimilacao fotossintética do carbono, apresentando uma reducdo acentuada da
liberagéo de CO, com o0 aumento de sacarose.

Diversas técnicas e metodologias tém sido aplicadas in vitro com o
objetivo de fornecer condicbes ambientais que promovam o0 aumento na
capacidade fotossintética do explante micropropagado, principalmente com a
utilizacdo de diferentes FFF, filtros de membranas com microporos permeaveis e
gases. Tais alternativas de cultivo podem promover aumento na troca de gases
entre o recipiente de cultivo e o0 ambiente externo.(Kozai e Zobayed, 2005).

Antunes et al. (2010), trabalhando com cultivo in vitro de abacaxi cv.
Perolera sob condices de estimulo ao fotoautotrofismo (0, 15 e 30 g L™ de
sacarose) e em condicbes de ventilacdo do frasco - frasco sem filtro e sem
ventilacdo, frasco com filtros em prateleiras sem ventiladores e frascos com filtro
em prateleiras com ventiladores - obtiveram maior taxa de multiplicacdo com a
reducdo de 50% de sacarose do meio de cultivo (15 g L™), relatando que n&o
houve comprometimento na qualidade das plantas, indicando que a fonte de
carbono exdgena (sacarose) pode ser reduzida ou eliminada do meio de cultura,
caso sejam melhoradas as condi¢cdes do ambiente in vitro de modo que a planta
consiga maior capacidade fotossintética e cres¢ca dependente somente do CO,
injetado no ambiente. Dessa forma, nessa condicéo de cultivo, serdo possiveis a
promocao do crescimento e a producao de plantas in vitro com maior qualidade e
menor perda durante o processo.

Nesse experimento, para a cv. Vitéria, verificou-se que, para algumas
caracteristicas relacionadas a capacidade fotossintética (SPAD, F./Fn, AREA
sobre a curva, RC/ABS e A), a luz vermelha apresentou as melhores repostas.
Segundo Saebo et al. (1995), a luz vermelha é importante para o desenvolvimento
do aparato fotossintético das plantas e pode aumentar o acumulo de amido em
muitas espécies pela inibicdo da exportacdo de fotoassimilados das folhas,
aumentando a concentracdo de carboidratos dentro desses orgaos.

Nas condicbes desse trabalho com abacaxizeiro, ndo se observou
assimilacao fotossintética in vitro independentemente do tipo de luz utilizada e da
adicdo de sacarose como fonte de carbono (15 g L™ ou 30 g L™). Entretanto, sob
condicdo de luz vermelha, foi observda ocorréncia de maiores valores de
intensidade verde das folhas (SPAD), do rendimento quantico maximo do PSII

(FJ/Fn), da estimativa da quantidade dos aceptores no lado redutor do PSII (area
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sobre a curva) e da capacidade de absor¢éo de luz no PSIl (RC/ABS). A cv. IAC
Fantastico apresentou menor incremento de biomassa, sendo essa biomassa,
assim como para a cv. Vitoria, produzida utilizando o carbono exdgeno fornecido
pela sacarose aplicada ao meio de cultivo. Neste experimento, a tentativa de
ventilar os frascos de cultivo, ou seja, melhorar as trocas gasosas, nao foi
suficiente para melhorar a competéncia fotossintética das duas cultivares em
estudo. Futuros trabalhos necessitardo ser desenvolvidos de modo a incrementar
o FFF, principalmente associado a luz vermelha, reduzir ainda mais a sacarose,
bem como incrementar a concentracdo de CO, no ambiente in vitro para que
estas cultivares possam apresentar metabolismo fotoautotréfico ja na condicéo in

vitro.

5.2. Experimento de aclimatizacdo das mudas

Para esse experimento em condicéo de casa de vegetacao, nos periodos
de avaliacéo de 30, 60 e 75 dias de cultivo ex vitro (fase de aclimatizacao) e para
cada cultivar, foi feita analise de variancia. Verificou-se que, nos trés periodos de
cultivo, ndo houve efeito significativo para tipo de frasco em que as plantas foram
cultivadas na condi¢do in vitro. Sendo assim, procedeu-se a uma ANOVA em
parcela sub subdividida, incluindo os fatores tipo de luz, concentracdo de
sacarose e gendtipo.

Com relacao a porcentagem de sobrevivéncia das plantas na condi¢do ex
vitro, em todos os tratamentos aplicados, a taxa foi de 100%.

O Quadro 2 apresenta o resumo ANOVA das andlises feitas aos 30 dias
de aclimatizacdo. Observa-se que nao houve diferencas significativas entre as
interacdes nesse periodo avaliado. Verifica-se também que, em relacdo ao
genotipo, ha diferencas significativas para AR, DR e SPAD. As demais variaveis

nao apresentaram diferenca significativa para nenhum fator.
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Quadro 2 — Resumo da analise de variancia dos fatores luz, concentracdo de
sacarose e genotipo com suas interacbes em abacaxizeiro aos 30 dias de

aclimatizacao

Fontes de GL Quadrado Médio
Variagao DR AR NF SPAD
Luz 1 485,136" 0,881™ 2,160™ 17,625™
Residuo a 4 347,231 0,742 1,843 4,258
Sac 1 5,789™ 0,021" 0,106™ 4,654"
Luz x Sac 1 83,238™ 0,029™ 0,426" 21,468"
Residuo b 4 167,128 0,077 0,666 6,714
Gen 1 5033,479** 10,827** 1,500 214,197**
Luz xGen 1 0,144™ 0,017™ 0,060 8,841™
Sac x Gen 1 0,418™ 0,072"™ 0,060 4,592"
Luz x Sac x Gen 1 0,756" 0,166" 0,060™ 11,436™
Residuo ¢ 8 101,868 0,430 2,015 8,899
Total 23
CV Luz 46,45 27,48 19,54 14,65
CV Sac 22,35 28,51 7,06 23,10
CV Gen 13,50 30,21 15,04 10,26
MEDIA 74,75 2,70 9,43 29,06
Fontes de GL Quadrado Médio
variagao Fv/Fm P! Area RC/ABS
Gen 1 0,0001™ 0,349™ 16443™ 0,034™
Residuo a 4 0,0004 0,944 21051 0,097
Luz 1 0,0001" 1,265" 37831"™ 0,131"™
Gen x Luz 1 0,0009™ 1,412"™ 28512™ 0,126"
Residuo b 4 0,0011 0,304 21634 0,025
Sac 1 0,0009™ 0,446" 44322"™ 0,016"™
Gen x Sac 1 0,0004"™ 0,002™ 11434™ 0,005™
Luz x Sac 1 0,0006"™ 0,733™ 22673™ 0,065™
Gen x Luz x Sac 1 0,0000"™ 0,091™ 25958™ 0,020™
Residuo ¢ 8 0,0012 0,545 28456 0,037
Total 23
CV Luz 5,33 42,90 7,67 5,87
CV Sac 1,46 13,81 7,88 15,15
CV Gen 4,64 33,55 19,45 16,58
MEDIA 0,75 2,20 274242 1,65

ns

- N&o significativo. ** ; * - Significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade,

respectivamente. CV (%) - Coeficiente de Variagcdo, Sac - Sacarose, Gen - Genétipo, Diametro da
roseta - DR (mm), Altura da roseta - AR (mm), Numero de folhas - NF, Intensidade de cor verde da
folha - SPAD, Rendimento quéntico maximo do fotossistema Il - F,/F,,, indice Fotossintético - PI,
Area sob a curva da fluorescéncia que estima o tamanho do 'pool' de plastoquinona do
fotossistema Il - AREA, Eficiéncia na absorcéo de luz pelo PSIl - RC / ABS.
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Figura 16 — Diametro e altura da roseta de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e
‘IAC Fantastico’ aos 30 dias de aclimatizacao.

Na condi¢cdo de casa de vegetacdo, em comparacgdo a cv. IAC Fantastico,
a cv. Vitoria apresentou maior didmetro e altura da roseta (Figura 16). A primeira
variavel mede a distancia entre as folhas mais opostas da mudas, e pode indicar
o comprimento das folhas, bem como o crescimento destes 6rgdos, e a segunda,
a altura da folha mais central e ereta.

A intensidade do verde (SPAD) mostrou diferenca entre os genotipos
(Figura 17).
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Figura 17 — Intensidade do verde (SPAD) em mudas dos abacaxizeiros ‘Vitoria' e
‘IAC Fantastico’ aos 30 dias de aclimatizacao.
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A maior intensidade de verde foi encontrada nas mudas da cv. Vitdria aos
30 dias de aclimatizagdo, mostrando a resposta diferencial deste genotipo com
relacdo ao desempenho na aclimatizagcado quando cultivado em ambiente ex vitro.

Para a cv. Vitoria, os valores de SPAD medidos nas folhas crescidas
durante a aclimatizacdo apresentaram uma reducdo quando comparados aos
valores medidos nas plantas que sairam da condicao in vitro (Figura 9). Este fato
demonstra que estas plantas crescidas na condicdo in vitro, quando
transplantadas para a casa de vegetacdo, sdo submetidas a um estresse, seja
luminoso e/ou hidrico, ou podem ter sofrido um efeito de diluicdo, uma vez que
estas mudas cresceram mais. Toyoda et al. (2010) também observaram essa
mesma resposta de reducéo de valores de SPAD quando mudas de abacaxizeiro
cv. Gold sairam da cultivo in vitro e foram transferidas para a fase aclimatizacao.

Uma gradual intensificacdo do fluxo de fétons fotossintéticos (FFF) nos
frascos de cultivo, juntamente com a diminuigdo da concentragcéo de sacarose nos
meios de cultura, como feito nas condicbes desse experimento, podem ser de
grande utilidade na aclimatizagdo das mudas, ainda na condi¢do in vitro. Esta
rustificacdo in vitro pode proporcionar as mudas uma anatomia diferenciada em
relagdo as plantas nao-rustificadas, com um metabolismo mais proximo da
condicdo fotoautotréfica com melhoria de todo o aparato fotossintético, o que
podera contribuir para reducéo de perdas na fase de aclimatizacéo (Lucchesini et
al., 2009).

Uma das principais ac¢des a serem estabelecidas no inicio do processo de
aclimatizacdo é o controle da umidade do ambiente. Este controle se torna
importante para um eficiente estabelecimento das mudas, pois no cultivo in vitro
tradicional, com alta concentracdo de sacarose, frascos sem trocas gasosas e
reduzidos FFF, os estdbmatos sédo considerados nao-funcionais na condi¢ao in
vitro. Dessa forma, salienta-se que, logo apés o transplante para as condi¢cdes ex
vitro, € de grande importancia a manutencdo da umidade relativa do ar e do
substrato, a fim de evitar o colapso hidrico das células em decorréncia da
excessiva transpiragdo das mudas (Taveira, 2010), devendo a irrigacdo ser
realizada trés vezes ao dia durante o primeiro més.

As plantas micropropagadas necessitam de um periodo de aclimatizacao,
imediatamente apos a remocao do ambiente in vitro, que lhes permitird adaptar-se

as condicdes de cultivo em campo. Em plantas micropropagadas, principalmente



62

no cultivo in vitro tradicional, ocorre uma dificuldade de transicdo do mecanismo
heterotréfico para o fotoautotréfico, em virtude das alteragbes epigenéticas,
anatdmicas e fisiologicas, induzidas pelas condi¢des in vitro (Campostrini e Otoni,
1996), sendo essas alteracdes grandes reponsaveis pela alta mortalidade nessa
fase.

Em fase inicial de aclimatizacdo, a baixa capacidade fotossintética e o
comprometimento das relagcdes hidricas sdo os principais problemas das plantas
cultivadas in vitro. Estas plantas s&o expostas a baixo FFF e, quando transferidas
para condicdes ex vitro, com alto FFF, tornam-se sensiveis, podendo ser
submetidas a um processo de fotoinibicdo (Van Huylenbroeck et al., 2000). Esses
mesmos autores observaram reducéo da eficiéncia fotoquimica quando as plantas
de Calathea louisae Gagnep. ‘Maui Queen’ foram transferidas para as condi¢des
ex vitro. Ainda os autores mostraram que com o tempo, os valores de F./Fp, se
elevaram. Yang e Yeh (2008), também trabalhando com Calathea orbifolia,
observaram diminuicdo de F./F, apds sete dias em condi¢cdes ex vitro, tendo
essa variavel atingido o valor considerado normal aos 35 dias de aclimatizacéo.

Os Quadros 3 e 4 mostram o resumo da andlise de variancia (ANOVA)
das analises feitas aos 60 dias de aclimatizacdo, seguindo 0 mesmo critério

descrito aos 30 dias de aclimatizacao.
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Quadro 3 — ANOVA dos fatores luz, concentracédo de sacarose e genotipo para as
variaveis DR, AR e NF com suas interacdes em abacaxizeiro aos 60 dias de
aclimatizacao

Fontes de GL Quadrado Médio
Variacdo DR AR NE
Luz 1 167,217™ 0,012 0,158™
Residuo a 4 167,217 220,630 1,154
Sac 1 21,375 36,137 0,175™
Luz x Sac 1 22,912" 6,987" 0,008™
Residuo b 4 211,543 11,060 0,359
Gen 1 3232,920** 1178,100** 6,773"
Luz x Gen 1 7,877 55,967" 0,940™
Sac x Gen 1 39,142" 0,495"™ 1,330™
Luz éesnac X1 9,045™ 8,342" 0,683"™
Residuo ¢ 8 108,880 23,414 1,756
Total 23
CV luz 15,78 5,31 8,52
CV Sac 19,97 26,63 2,65
CV Gen 9,84 11,65 9,78
MEDIA 105,93 41,52 13,54

" . N&o significativo. ** , * - Significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade,

respectivamente. CV (%) - Coeficiente de Variagcdo; Sac - Sacarose; Gen - Genétipo; Diametro da
roseta - DR (mm); Altura da roseta - AR (mm); Namero de folhas - NF.

A varidvel DR e AR apresentaram diferenca significativa quanto ao

genotipo, sendo observados maiores valores para a cv. Vitoria (Figura 18).
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Figura 18 — Diametro e altura da roseta de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e
‘IAC Fantastico’ aos 60 dias de aclimatizacao.

Observa-se que DR e AR apresentaram aumento em relacdo a avaliacdo
aos 30 dias, Figura 16, e que a cv. Vitdria continuou superior a cv. IAC Fantastico,

com maior crescimento.
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Quadro 4 — ANOVA dos fatores luz, concentracédo de sacarose e genotipo para as
variaveis VR, AF, MSF, MSR, MST, MFE, SPAD, F,/Fn, Pl, AREA e RC/ABS com
suas interacdes em abacaxizeiro aos 60 dias de aclimatizacao

Fontes de GL Quadrado Médio
Variagao VR AF MSF MSR MST
Luz 1 0156™  275835™ 0.007™ 0.000005™  0,007™
Residuo a 8 0101 198,919 0,012 0,001266 0,021
Sac 1 0,042%  2014,412% 0,093"™ 0,004141*  0,137*
Luz x Sac 1 0020  174,139™ 0,008™ 0,000255™  0,011"™
Residuo b 8 0,031 124,388 0,005 0,000393 0,007
Gen 1 4830%* 29931,841* 0,083** 0,030085% 1 357
Luz x Gen 1 0072 243 246™ 0,001™ 0,000034™  0,001"™
Sac X Gen 1 0,002  1152,402* 0,037™ 0,001357™  0,053"™
Luz éesnac X 1 00002" 173.139™ 0,010™ 0,000378™  0,015™
Residuoc 16 0,087 219,827 0,010 0,000439 0,014
Total 39
CV Luz 11,22 3273 3.69 2.08 525
CV Sac 3,44 20,47 1,56 0,65 1,75
CV Gen 3259 24 40 30,58 34 56 30,06
MEDIA 0.90 60,72 0.33 0,06 0,40
Fontes de Quadrado Médio
vaiagio " e spap FulFn P! aRea  RE
Luz 1 1438™ 16.129™  0,0013* 0535° 76303° 0,036™
Residuo a 8 0844 4,604 0,0001 0288 32071 0,035
Sac 1 0665™ 3,721  00005™ 0062™ 61047 0,0004™
Luz X Sac 1 0173™ 2209  0,0002™ 0078 27546™ 0,005
Residuo b 8 0336 24250 0,0001 0189 68079 0,025
Gen 1 0173™ 0,016™ 00055 0,002  34145™ 0,098
Luz x Gen 1 0777 57,60  0,0001™ 0219 51489"  0,034™
Sac X Gen 1 0201™ 6,084™  0.00005™ 0,00003" 37940™ 0.0007"™
Luz éesnac X 1 0289 34596™ 0,00002 0,060 39658  0,007"
Residuoc 16 4,161 11,902 0,0002 0212 47895 0,026
Total 39
CV Luz 14,96 16,02 0.13 18.70 12.36 3.72
CV Sac 5,95 8,44 0,13 12,27 26,23 2.65
CV Gen 32.13 12,00 1,90 29 81 23 45 17,29
MEDIA 5.64 28,73 0,73 154 259461 0,94

" . N&o significativo. ** , * - Significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade,

respectivamente. CV (%) - Coeficiente de Variagdo; Sac - Sacarose; Gen - Gen6tipo; Volume de
raiz - VR (cm3); Area Foliar - AF (cmz); Massa da matéria seca da folha - MSF (g); Massa da
matéria seca radicular - MSR (g); Massa da matéria seca total - MST (g); Massa foliar especifica -
MFE (g m™); Intensidade do verde - SPAD; Rendimento quantico maximo do fotossistema Il -
F./Fn, indice Fotossintético - PI, Area sob a curva da fluorescéncia que estima o tamanho do 'pool’
de plastoquinona do fotossistema Il - AREA, Eficiéncia na absorcao de luz pelo PSIl - RC / ABS.
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A variavel VR foi significativa para genétipo (Figura 19).
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Figura 19 — Volume de raiz de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e ‘IAC
Fantastico’ aos 60 dias de aclimatizacao.

Para a variavel VR, observa-se que a cv. Vitdria apresentou valores
maiores do que a cv. IAC Fantastico.

A éarea foliar mostrou-se significativa para a interagdo sacarose x genotipo
(Figura 20).
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Figura 20 — Area foliar de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitoria’ e ‘|AC Fantastico’ aos
60 dias de aclimatizagéo.

A cv. Vitoria foi superior a cv. IAC Fantastico e, quanto a cv. Vitoria, as
mudas que estavam na concentracdo de sacarose 1,5% na condi¢do in vitro

apresentaram maior area foliar aos 60 dias de aclimatizagdo em relacdo as
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mudas que estavam a 3% de sacarose. Na cv. IAC Fantastico, ndo houve

diferenca.

A MSF foi significativa para genotipo, e a MSR e MST foram significativas

para os fatores sacarose e genotipo (Figura 21).
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Figura 21 — Massa seca das folhas, raiz e total de mudas dos abacaxizeiros
‘Vitéria’ e ‘IAC Fantéstico’ aos 60 dias de aclimatizacgéo.

MSF foi superior para a cv. Vitéria. A MSR e MST foram maiores para as

mudas que vieram da condicéo in vitro com 1,5% de sacarose e para a cv. Vitoria.

A intensidade do verde (SAPD) foi significativa para genétipo (Figura 22).
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Figura 22 — Intensidade do verde (SPAD) de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e
‘IAC Fantastico’ aos 60 dias de aclimatizacgéo.

A variavel F,/Fy, foi significativa para os fatores luz e genétipo (Figura 23).
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Figura 23 — Eficiéncia fotoquimica (F./F,) de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e
‘IAC Fantastico’ aos 60 dias de aclimatizacgéo.

Com relacdo a eficiéncia fotoquimica maxima do PSIl, a cv. Vitéria
apresentou valores estatisticamente iguais a cv. IAC Fantastico, e para a cv.
Vitéria, os valores ficaram dentro da faixa considerada normal (0,75 a 0,80),
mantendo a mesma resposta das plantas dos 30 dias de aclimatizagao.

Toyoda et al. (2010) observaram reducdo de F,/F, em plantas de
abacaxizeiro cv. Gold, quando foram transferidas para condi¢cdes ex vitro. Os

autores relataram que as plantas precisam de uma fase de adaptacdo e de
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formacéo de novas folhas na condicédo ex vitro para que essa variavel apresente
uma elevagéo no valor.

Para todas essas variaveis analisadas, de modo geral, quando
aclimatizada aos 60 dias, a cv. Vitoria foi superior a cv. IAC Fantastico, ndo sendo
observada diferenca quanto ao tipo de luz. Para ambos os genotipos, a
concentracdo de sacarose a 1,5% foi superior para a maioria das variaveis
analisadas aos 60 dias. Ao que tudo indica, para essas cultivares e para um
tempo maior de aclimatizacéo, concentragcdes menores de sacarose no ambiente
in vitro podem facilitar o desempenho ex vitro.

Uma gradual intensificacdo do FFF ainda na condicdo in vitro,
simultaneamente a diminuicdo na concentracdo de sacarose nos meios de
cultura, pode ser de grande utilidade na aclimatizacdo, uma vez que esta
alteracdo no ambiente de cultivo proporciona as plantas um metabolismo mais
proximo da condicdo fotoautotréfica, contribuindo para a redugédo de perdas nas
plantas cultivadas na condi¢&o ex vitro (Rocha et al., 2007).

Kozai et al. (1991) afirmam que, na presenca de fontes externas de
carbono para os explantes, as plantas nédo desenvolvem fotoautotrofismo,
podendo causar crescimento reduzido, bem como resultar em morte durante a
aclimatizacao. Isso porque o acumulo de acucares nas folhas inibe a fotossintese.
No entanto, diversos autores sdo contrarios a ideia de reducdo da sacarose
durante a micropropagacdo. Eles afirmam que os mecanismos pelos quais a
concentragdo de carboidrato influencia na aclimatizagdo ndo sdo muito claros.
Portanto, manter os niveis de sacarose em torno de 3% na fase que antecede a
aclimatizacado é recomendavel, pois, desse modo, a planta acumularia reservas
de energia para sobreviver melhor ao ambiente ex vitro (Capellades et al. 1990;
Rocha et al., 2007).

Segundo Desjardins et al. (1995), a total remocé&o de carboidratos no
meio de cultura para algumas espécies, frequentemente, torna-se prejudicial para
0 crescimento das plantas, o que pode prejudicar o processo de aclimatizacéo.
Nesta condicdo, durante o cultivo in vitro, as plantas perdem parcialmente o
fotoautotrofismo e, consequentemente, necessitam de uma fonte externa de
carbono.

Neste presente experimento com as duas cultivares de abacaxizeiro, de

um modo geral, a reducdo em 50% na concentracdo de sacarose praticamente
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nao influenciou no desempenho das plantas na condicao ex vitro. Possivelmente,
a baixa intensidade do FFF na condicao in vitro comparada as condi¢des ex vitro,
neste experimento com abacaxizeiro, possa ter sido o fator principal da né&o-
resposta das plantas aos tratamentos in vitro, quando as plantas foram cultivadas
na condicdo ex vitro.

Aos 60 dias de aclimatizagdo, as variaveis A e gs, medidas durante o dia,
apresentaram diferenca significativa para o fator genétipo, Figuras 24 e 25, e a
variavel E apresentou diferenca significativa para genoétipo e interacdo luz x

genatipo (Figuras 26).
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Quadro 5 — ANOVA dos fatores luz, concentracédo de sacarose e genotipo para as
variaveis A, gs e E com suas interacbes em abacaxizeiro aos 60 dias de
aclimatizacao

Fontes de GL Quadrado Médio
Variagao A gs E
Luz 1 27,454"™ 0,006 62,500™
Residuo a 8 8,809 0,031 6,110
Sac 1 0,004" 0,008 0,121"
Luz X Sac 1 0,004" 0,012" 0,625"
Residuo b 8 15,967 0,002 2,497
Gen 1 70,524* 0,342** 48,841**
Luz x Gen 1 40,628" 0,007™ 61,009**
Sac x Gen 1 1,060™ 0,001™ 4,900
L“Zé ;ac X 1 0042  0019®  3,600™
Residuo c 16 12,00 0,016 4,333
Total 39
CV Luz -49,48 11,35 64,65
CV Sac -89,70 7,32 26,42
CV Gen -194,64 47,24 22,02
MEDIA -1,78 0,273 9,45

- Nao significativo. ** ,

(A, ymol CO, m2s1)

*

Ao O oo
(SIS B B

&
3]

65 -

a

Vitoria

b

- Significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente. CV (%) - Coeficiente de Variagdo; Sac - Sacarose; Gen - Gendtipo; Fotossintese
- A (umol CO2 m* s'l); Condutancia estomatica - gs (mol m* s'l); Transpiracéo - E (mmol m™ s'l).

As letras diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Figura 24 — Taxa fotossintética de mudas dos abacaxizeiros
Fantastico’ aos 60 dias de aclimatizacao.

‘Vitoria’ e ‘IAC

As mudas da cv. Vitoria apresentaram assimilacdo fotossintética do

carbono aos 60 dias de aclimatizagdo em casa de vegetacédo e as mudas da cv.
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IAC Fantastico somente respiravam, nas condi¢cdes desse experimento, aos 60
dias.

0,40 a
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0,30

025

0,20 b
015
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gs (mol m 2s7)

Vitéria IAC Fantéstico

As letras diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Figura 25 — Condutancia estomatica de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e ‘IAC
Fantastico’ aos 60 dias de aclimatizacao.

14 ELuz Vermelha a
12 Luz Branca

10
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o N A O ©

Vitéria IAC Fantéstico

As letras diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Figura 26 — Transpiracdo de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitoria’ e ‘IAC Fantéstico’
aos 60 dias de aclimatizacao.

Aos 75 dias de aclimatizacéo, as avaliacdes das trocas gasosas foram
feitas em dois periodos - diurno, entre 07:00 e 10:00 h, e noturno, entre 20:30 e
23:30 h - para avaliar a existéncia do metabolismo tipo CAM, sendo o0 resumo da
ANOVA mostrado nos Quadros 6 e 7.



73

Quadro 6 — ANOVA dos fatores luz, concentracao de sacarose e genotipo para A,
gs, e E no periodo diurno com suas interacdes em abacaxizeiro aos 75 dias de
aclimatizacao

Quadrado Médio
A gs E

Fontes de Variacdo GL

Luz 1 0,618" 0,0707™ 78,904™
Residuo a 8 1,509 0,0846 46,459
Sac 1 0,157" 0,0068™ 0,380
Luz x Sac 1 0,001™ 0,0717"™ 11,990™
Residuo b 8 2,349 0,0161 8,024
Gen 1 103,314* 0,00001"™ 16,770™
Luz x Gen 1 4,180 0,0664™ 15,500™
Sac x Gen 1 3,153™ 0,0001™  1,592™
Luz x Sac x Gen 1 2,748 0,0042™  6,544"
Residuo ¢ 16 1,444 0,1356 65,041
Total 39
CV luz 22,86 21,15 49,74
CV Sac 35,60 40,25 85,91
CV Gen 182,25 92,90 86,34
MEDIA 0,66 0,40 9,34

" - N&o significativo. ** , * - Significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente. CV (%) - Coeficiente de Variagdo; Sac - Sacarose; Gen - Genétipo; Fotossintese
- A (umol CO2 m* s'l); Condutancia estomatica - gs (mol m* s'l); Transpiragéo - E (mmol m™ s'l).
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Quadro 7 — ANOVA dos fatores luz, concentracdo de sacarose e genotipo para A
e E no periodo noturno com suas interages em abacaxizeiro aos 75 dias de
aclimatizacao

Quadrado Médio
A E

Fontes de Variacdo GL

Luz 1 5,578™ 111,370**
Residuo a 8 3,659 6,566
Sac 1 11,530™ 0,453™
Luz x Sac 1 3,533 0,570™
Residuo b 8 2,733 20,463
Gen 1 50,648** 11,900**
Luz x Gen 1 7,413™ 11,900**
Sac x Gen 1 10,159™  3,300™
Luz x Sac x Gen 1 0,649™  3,300™
Residuo ¢ 16 2,443 1,144
Total 39
CV luz 39,34 4,69
CV Sac 29,38 14,62
CV Gen -167,59 7,64
MEDIA -0,93 13,99

" - N&o significativo. ** , * - Significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente. CV (%) - Coeficiente de Variacao; Sac - Sacarose; Gen - Genétipo; Fotossintese
- A (umol CO2 m? s™); Transpiracéo - E (mmol m?s™).

O Quadro 7 mostra que a variavel A apresentou diferenca significativa
para o fator genoétipo, e as outras variaveis ndo apresentaram diferenca
significativa. A Figura 27 mostra a taxa fotossintética medida durante o dia, aos 75
dias. Nesta avaliacao diurna realizada aos 75 dias de aclimatizacao, a cv. Vitoria
mostrou assimilagéo fotossintética do carbono positiva e a cv. IAC Fantéstico nédo
apresentou assimilagédo fotossintética. Em relacdo a avaliagdo desta varidvel aos

60 dias, verifica-se a mesma resposta entre os genétipos (Figura 24).
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Figura 27 — Valores da assimilacéo fotossintética do carbono em folhas de mudas
dos abacaxizeiros ‘Vitoria’ e ‘IAC Fantéstico’, na avaliacdo diurna, aos 75 dias de
aclimatizacao.

A Figura 28 mostra a diferenca significativa entre os genotipos para a
variavel A determinada aos 75 dias, no periodo noturno. Para a cv. IAC
Fantastico, a assimilacdo fotossintética do carbono foi positiva e para a cv. Vitoria,

negativa.

1,1 a

0,7 -

=
0,1 -

-0,5 A

IAC Fantéastico

-0,9 -
41,3 -
-1,7 A
2.1 -
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-2,5 -

As letras diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Figura 28 — Valores da assimilacéo fotossintética do carbono em folhas de mudas
dos abacaxizeiros ‘Vitoria’ e ‘IAC Fantastico’, na avaliacdo noturna, aos 75 dias
de aclimatizacéo.
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Figura 29 — Transpiracdo de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitoria’ e ‘IAC Fantastico’,
no periodo noturno, aos 75 dias de aclimatizacao.

Nas condi¢des desse experimento, as plantas da cv. Vitdria apresentaram
assimilacao fotossintética do carbono aos 60 dias de aclimatizacédo (DA) em casa
de vegetacdo, enquanto as mudas da cv. IAC Fantastico somente apresentaram
uma respiracdo escura (Figura 24). Nesta época (60 DA), a medida das trocas
gasosas foi feita pela manhd, o que mostrou que a planta da cv. Vitoria
apresentou o metabolismo do tipo Cs, pois esta cultivar apresentou abertura
estomatica neste periodo do dia (Figura 25). Contudo, neste horario, a cv. IAC
Fantastico ndo apresentou assimilagdo do CO,. Como as mudas da cv. IAC
apresentaram uma adequada eficiéncia fotoquimica, a ndo-assimilacdo de CO,
por esta cultivar neste horario da manha possa ser devida ao metabolismo do tipo
CAM, apresentado por esta cultivar (Zhu et al, 2005). A assimilacdo fotossintética
do carbono das mudas da cv Vitéria contribuiu para o maior crescimento desta
cultivar aos 60 DA (Figura 24). Nesta época, bem como aos 75 DA, a baixa taxa
de crescimento verificada nas plantas da cv. IAC Fantastico talvez seja devida a
uma possivel assimilacdo de CO, no periodo da noite, o que pode relatar um
possivel metabolismo acido das crassulaceas nesta espécie. De fato, as plantas
do metabolismo tipo CAM apresentam uma baixa assimilacdo fotossintética
noturna (Nobel, 1991), o que poderia explicar a baixa taxa de crescimento das
plantas da cv. IAC Fantastico nesta época. Realmente, ao se observar a Figura
27, verifica-se que, durante o dia, aos 75 DA, as mudas da cv. IAC Fantastico ndo
apresentaram assimilacdo fotossintética do carbono, e a noite, Figura 28, esta
cultivar apresentou assimilacdo fotossintética. Uma resposta inversa foi

apresentada pela cultivar Vitoria. Nestas condi¢des, pode-se relatar que a cv. IAC
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Fantastico experimentou um maior nivel de estresse térmico e/ou hidrico, o que
proporcionou a esta cultivar atuar como planta do metabolismo CAM, enquanto a
cv. Vitéria ndo experimentou o0s niveis de estresse. Tal resposta pode mostrar
certa tolerancia da cv. Vitéria aos estresses hidrico e térmico por alta temperatura.
Essa plasticidade fenotipica é caracteristica do abacaxizeiro, ou seja, € uma
espécie que apresenta CAM facultativo, podendo mudar para a assimilacédo
fotossintética do tipo C3 quando as condi¢cdes ambientais, sobretudo o suprimento
hidrico, forem favoraveis ao crescimento da espécie (Almeida e Reinhardt, 1999).

Apesar de ser altamente eficiente quanto ao consumo de &agua, o
metabolismo do tipo CAM, ao limitar a perda de vapor d’agua por meio dos
estbmatos, também limita a entrada de CO, por eles, resultando numa taxa de
assimilacao fotossintética inferior a das plantas mesofiticas com o metabolismo C;
ou C4. O CAM ¢, portanto, uma adaptacdo que permite a continuagdo do
crescimento, embora lento, e a sobrevivéncia do abacaxizeiro em condi¢des de
déficit hidrico severo. Contudo, nessas condicbes, observa-se uma baixa
produtividade da planta (Almeida e Reinhardt, 1999).

Como demonstrado, as condicdes ambientais da casa de vegetagao
durante a aclimatizacdo, com alta temperatura diurna, volume pequeno de
substrato, umidade relativa baixa e alto fluxo de fotons fotossintéticos, Figura 4,
podem ter causado estresse a cv. IAC Fantastico, o que levou essa cultivar a
apresentar o metabolismo tipo CAM. A cv. Vitdria demonstrou ser mais tolerante a
essas condi¢gdes ambientais.

Em mudas de abacaxizeiro cv. Smooth Cayenne cultivadas in vitro,
Nievola et al. (2005) compararam a fixagdo do carbono a uma temperatura
constante de 28 °C em um ambiente, e no outro, com temperatura de 28 °C
diurna e 15 °C noturna, ambos com fotoperiodo 16:8. Estes autores verificaram
que as plantas do segundo ambiente apresentaram indice de suculéncia duas
vezes maior e também maior acidez titulavel noturno devido a atividade de
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPCase). Os autores relataram que tal resposta
indicou o metabolismo do tipo MAC, além de as folhas da espécie apresentarem
caracteristicas histolégicas tipicas de plantas CAM. As plantas do primeiro
ambiente ndo apresentaram variagdo do conteudo de acidez, além de terem
maior crescimento do que as demais plantas (28/15°C). Esta resposta mostrou

gue tais plantas apresentaram o metabolismo do tipo Cj;. Esses autores
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concluiram que a temperatura € um fator do ambiente de grande importancia na
determinacao do tipo de via de assimilacdo de carbono em plantas de abacaxi
cultivadas in vitro. Com base nos resultados deste experimento com duas
cultivares de abacaxizeiro, pode-se relatar que temperaturas supradtimas também
podem alterar o tipo de metabolismo nesta espécie.

Embora ndo se tenha feito a determinacdo das trocas gasosas das
plantas cultivadas em condic¢do in vitro na luz e no escuro para verificar o tipo de
metabolismo, pode-se especular que a cv. Vitéria tenha respirado menos in vitro,
possivelmente via metabolismo Cjz, pois, segundo Aragén et al. (2011), as
condicbes ambientais in vitro, com baixo FFF e alta umidade, favorecem o
estabelecimento do metabolismo Cs.

Aragoén et al. (2011), em estudos com abacaxizeiro cv. Gold, avaliaram a
plasticidade do metabolismo das plantas nos primeiros 60 dias de aclimatizacao.
Para tanto, produziram as mudas in vitro em baixo FFF e alta umidade, utilizando
biorreatores de imersdo temporaria. Estes autores verificaram que as mudas
apresentaram o metabolismo do tipo C;. Ao levar as mudas para aclimatizacéao,
separaram em dois grupos, um grupo cresceu com baixo FFF e alta umidade
relativa e outro, com alto FFF e baixa umidade relativa, respectivamente, 40 pmol
m?s™, 85% e 260 pmol m? s™, 50%. Por meio da andlise da taxa fotossintética e
do conteudo de PEPCase, os resultados demonstraram que as plantas do
segundo ambiente apresentaram o metabolismo do tipo CAM devido ao estresse
causado pelas condi¢cdes ambientais impostas. As mudas do primeiro ambiente
(40 pmol m? s, 85%) mostraram o metabolismo do tipo Cs, pois cresceram mais
e tiveram um bom enraizamento. Esses autores relataram que as boas condi¢cdes
ambientais mantidas durante as fases iniciais da aclimatizacdo sdo importantes
para ter mudas com padréo de qualidade e altamente produtivas.

Portanto, constata-se que a cv. Vitoria apresentou o metabolismo Cz e a
cv. IAC Fantastico o metabolismo CAM. Tal fato pode ser verificado pela
superioridade da cv. Vitéria em praticamente todas as analises feitas durante os
75 dias de aclimatizagéo.

Aos 60 DA, a condutancia estomética (gs) medida no periodo da manha
apresentou diferenca significativa entre os genotipos (Figura 25). As mudas da cv.
Vitoria apresentaram maior condutancia estomatica do que as mudas da cv. IAC

Fantastico. Percebe-se que, em relacdo a cv. Vitoria, a cv. IAC Fantastico
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apresentou uma condutancia estomatica reduzida, caracterizando o metabolismo
CAM, uma vez que tal metabolismo estd associado a redugdo da conduténcia
estomatica durante o dia.

A variavel E, aos 60 DA, Figura 26, foi significativa para luz, genadtipo e
para a interacao luz x genotipo. A cv. IAC Fantéstico apresentou maior valor de E
em relacdo a cv. Vitoria, sendo que para a cv. IAC Fantéstico as plantas que
vieram da condicdo de luz branca apresentaram maior transpiracdo. Mesmo
apresentando uma condutédncia menor, a cultivar IAC apresentou maior
transpiracdo. Essa resposta diferencial pode ser devida a alteracbes na
temperatura da folha desta cultivar pela coloracdo da folha, posicdo ou presenca
de pelos. Tais caracteristicas podem alterar a absorcéo da energia luminosa.

Aragon et al. (2006), avaliando as caracteristicas fisiologicas de bananeira
durante a aclimatizagéo, observaram uma diminui¢cdo da taxa fotossintética das
mudas apos 35 dias de aclimatizacdo. Os autores relataram que as mudas
atingiram o desenvolvimento maximo até esse periodo. A partir desta data, houve
limitacdo do crescimento radicular devido ao reduzido volume do recipiente, tendo
0s autores sugerido que as plantas produzidas na condicao in vitro devem ser
transferidas para recipientes maiores para que o crescimento seja restabelecido.

A qualidade e a intensidade de luz, o fotoperiodo, a temperatura, a
umidade e a fonte de carbono sdo determinantes no crescimento e no
desenvolvimento de plantas in vitro. Estas condicdes ambientais podem interferir
no numero de folhas, no teor de clorofila, na densidade estomatica e na taxa
fotossintética durante a fase de aclimatizacdo (Desjardins et al., 1995; Lian et al.,
2002).

Debergh (1991) afirma que, para o sucesso da aclimatizacdo, a luz e a
umidade do ambiente in vitro devem ser monitoradas cuidadosamente. A
adaptacdo dessas plantas depende do ajuste da maquinaria fotossintética, de
modo que a luminosidade seja utilizada da maneira mais eficiente possivel. Por
essa razao, o sucesso na adaptacao de uma espécie a ambientes com baixa ou
alto FFF pode ser baseado na eficicia e na rapidez dos padrdes de alocagdo e no
metabolismo fotossintético ajustados em ordem para aumentar a aquisicdo de
recursos em um determinado ambiente.

De acordo com Sutter (1988), quando transferidas para aclimatizacao, as

plantas enraizadas in vitro sdo submetidas a uma condicdo de alta transpiracao
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gue esta associada a alta demanda hidrica do ar em torno da planta, causada
pela baixa funcionalidade ou auséncia de controle estomético durante as
primeiras semanas de aclimatizacao.

Percebe-se que, aos 60 dias, as mudas da cv. IAC Fantastico
apresentaram maior sensibilidade ao estresse das condi¢des ex vitro do que a cv.
Vitoria, pois, apesar de terem menor condutancia estomatica, transpiraram mais
que a cv. Vitoria. Como foi relatado, as mudas da cv. IAC Fantastico nao
apresentaram assimilacdo fotossintética do carbono durante as medidas diurnas e
ainda tiveram menor condutancia estomatica, estando sob metabolismo tipo CAM.
Embora ndo se tenha feito avaliagdo para comprovar a existéncia desse
metabolismo aos 60 dias, a analise feita aos 75 dias, Figuras 25 e 26,
comprovou a diferenca dos tipos de metabolismo C3 (cv.Vitdria) e CAM (cv.IAC
Fantastico).

O Quadro 8 mostra o resumo da ANOVA de algumas variaveis estudadas

aos 75 dias.
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Quadro 8 — ANOVA dos fatores luz, concentracdo de sacarose e gendtipo para
algumas varidveis com
aclimatizacao

suas interacbes em abacaxizeiro aos 75 dias de

Fon'gesNde GL Quadrado Médio
Variagdo DR AR NF VR AF MSF  MSR
Luz 1 151380 14851™  1,800° 0,006 35951,08" 0,976 1,449*
Residuoa 18 37545 127,39 2,466 0,219 286,86 0,021 0,005
Sac 1 26,45™ 23,11™ 0,450  0,814* 0,07 0,045™  0,032*
luzxSac 1  180,00®  70,31™  2450™  0,002" 0,01"™ 0,015™ 0,007™
Residuob 18 306,86 48,79 3,227 0,137 246,70 0,007 0,010™
Gen 1 10672,20% 4758,61* 20,0  3,132**  554516* 0,034™ 1,772*
luzxGen 1  14,45™ 32,51 320"  0,424™  32449,20* 0,841%* 1,247
SacxGen 1  13520™ 0,11™ 1,25™ 1,019* 15,46™ 0,027 0,026*
L“XZ é ;ac 1 832,05 357,01  045®  0,025" 14,22™  0,012™ 0,002"
Residuoc 36 144,11 111,53 3,141 0,152 302,37 0,013 0,005
Total 79
CV Luz 323 245 16,33 2517 57,15 6,36 22,72
CV Sac 26,4 9,41 21,37 15,74 49,15 2121 4545
CV Gen 10,35 20,37 11,73 44,65 34,64 3448 338
MEDIA 115,97 51,83 15,10 0,87 50,19 0,33 0,22
Fontes de GL Quadrado Médio
Variagdo MST SPAD Fu/Fm PI AREA RC / ABS
Luz 1 36191,45%*  0,471™ 0,00102™  0,2160"™  6393™ 0,0100™
Residuoa 18 74,41 8,679 0,00136  0,3708 1426 0,0446
Sac 1 22751™ 5,756" 0,00001™  0,0890"  4451™ 0,0304™
LuzxSac 1  214,62™ 1,584"™  0,000005™ 0,00001™  5201" 0,0045™
Residuob 18 86,60 19,218 0,00024  0,1838 1714 0,0271
Gen 1 36546,84*  197,380*  0,01121*  0,2199™  3124™ 0,0307™
LuzxGen 1 3618541*  2,941™ 0,00005™  0,0784"™  5449™ 0,0089™
SacxGen 1  22554™ 18,682™  0,00023® 0,0875™  6080"™ 0,0221™
L“XZ é ;ac 1 214,01™ 40,242™  0,00130™  0,3573"™  1498™ 0,0320"
Residuoc 36 80,13 11,037 0,00028  0,2132 2119 0,0323
Total 79
CV Luz 34,13 31,21 1,76 31,42 5,69 5,57
CV Sac 39,72 6,91 3,11 15,57 6,84 3,38
CV Gen 41,05 11,95 2,20 38,84 18,37 2,60
MEDIA 21,80 27,80 0,77 1,18 250507 0,80

ns

- N&o significativo. ** , * - Significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade,

respectivamente. CV (%) - Coeficiente de Variacdo; Gen - Genétipo; Sac - Sacarose; Diametro da
roseta - DR (mm); Altura da roseta - AR (mm); Ntimero de folhas - NF; Volume de raiz - VR (cm®);
Area Foliar - AF (cm?); Massa da matéria seca da folha - MSF (g); Massa da matéria seca radicular
- MSR (g); Massa da matéria seca total - MST (g); Massa foliar especifica - MFE (g m™);
Intensidade do Verde - SPAD; Rendimento quantico méaximo do fotossistema Il - F,/Fy, Indice
Fotossintético - Pl, Area sob a curva da fluorescéncia que estima o tamanho do 'pool' de
plastoquinona do fotossistema Il - AREA, Eficiéncia na absorcéo de luz pelo PSIl - RC/ABS.
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Aos 75 DA, a variavel DR apresentou significAncia para os fatores luz e

genatipo (Figura 30).
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Figura 30 — Diametro da roseta de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitoria’ e ‘IAC
Fantastico’ aos 75 dias de aclimatizacao.

As variaveis AR e NF foram siginificativas para genétipo (Figura 31).
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Figura 31 — Altura da roseta e nimero de folhas de mudas dos abacaxizeiros
‘Vitoria’ e ‘IAC Fantastico’ aos 75 dias de aclimatizacao.

As Figuras 28 e 29 mostram que, para essas variaveis de crescimento,
aos 75 de aclimatizagédo, a cv. Vitoria foi superior a cv. IAC Fantastico. Observa-
se que, ao longo dos periodos avaliados, 30, 60 e 75 DA, houve aumento dos

valores de DR e/ou AR, sempre com a superioridade da cv. Vitoria.
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Esse valores de DR e NF foram superiores aos encontrados por Catunda
et al. (2008). Estes autores avaliaram o efeito de brassinosteroides durante 150
DA do abacaxizeiro cv. Imperial, provenientes do cultivo in vitro. Aos 75 dias de
aclimatizacdo, os valores destas variaveis de crescimento obtidos neste
experimento com as cultivares Vitéria e IAC evidenciam sua superioridade em
relagdo a cv. Imperial. Estes resultados revelam a excelente taxa de crescimento
das destas duas cultivares.

Os valores de NF foram superiores aos encontrados por Souza Junior et
al. (2001), que, aos 90 dias de aclimatizacdo do abacaxizeiro cv. Pérola,
avaliaram o efeito de diferentes recipientes e substratos. Os autores encontraram
o maior valor médio desta varidvel NF em mudas crescidas no substrato
Plantmax® e em saco plastico como recipiente. Observa-se que os valores foram
menores do que aqueles encontrados para as duas cultivares aos 75 dias de
aclimatizagao.

Para a variavel VR, foi observada diferenca significativa para sacarose,

genaotipo e para a interagdo sacarose x genotipo (Figura 32).
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Figura 32 — Volume de raiz e area foliar de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitoria’ e
‘IAC Fantastico’ aos 75 dias de aclimatizacgéo.

Ao obervar a Figura 32, verifica-se que, aos 75 DA, a variavel VR
apresentou diferenca significativa. Para essas variaveis, a cv. Vitoria foi superior a
cv. IAC Fantastico, ndo sendo observada diferenca para o fator sacarose dentro
de cada cultivar. Se comparado com a avaliacdo anterior (60 DA), percebe-se que

houve pouca diferenca dos valores de VR para as duas cultivares em relacdo a
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avaliacao anterior. Este fato mostra que praticamente ndao houve crescimento do

sistema radicular.

A AF foi significativa para luz, gendtipo e para a interacdo luz x genotipo

(Figura 33).
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Figura 33 — Area foliar de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitoria’ e ‘|AC Fantastico’ aos

75 dias de aclimatizacéao.

As mudas da cv. Vitoria que vieram da condicao in vitro sob luz vermelha

apresentaram maior AF aos 75 DA. Para cv. IAC Fantastico, ndo houve diferenga

entre as luzes. Quando comparada a cv. IAC Fantastico, a AF da cv. Vitoria ndo

demonstrou 0 mesmo crescimento. Como a cv Vitdria apresentou maior

crescimento aos 30 e 60, esta cv. ja estaria sendo submetida ao efeito da

restricdo mecanica do sistema radicular.

A Figura 34 mostra a diferenca significativa para MSF, MSR e MST.
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Figura 34 — Massa da matéria seca foliar, radicular e total de mudas dos
abacaxizeiros ‘Vitoria’ e ‘IAC Fantastico’ aos 75 dias de aclimatizacao.

A MSF apresentou diferenca significativa para os fatores luz e gendétipo. A
cv. Vitoria foi superior a cv. IAC Fantastico, e para a cv. Vitoria, as plantas que
vieram de condi¢les de luz branca in vitro apresentaram valores superiores. Para
cv. IAC Fantastico, ndo houve diferenca para o fator luz. Em relagdo as
avaliagcOes anteriores, essa variavel apresentou valores maiores.

A MSR apresentou significancia para luz, sacarose, genotipo e para as
interacdes luz x genotipo e sacarose x genotipo. Para essa variavel, a cv. Vitoria
foi superior a cv. IAC Fantastico, ndo diferindo para o fator sacarose dentro da
cada cultivar, e para o fator luz, as mudas que vieram da condi¢cao de luz branca

in vitro foram superiores.



86

Para MST, houve significancia para o fator luz e para a interagao luz x
genotipo, com a cv. Vitoria superior a cv. IAC Fantastico e com superioridade das
mudas que vieram da condi¢do de luz branca in vitro na cv. Vitéria.

Nas condicbes desse experimento, aos 75 dias de aclimatizacdo, em
comparacdo a cv. IAC Fantastico, a cv. Vitéria mostrou maior crescimento,
apresentando valores superiores de MSF e MSR, guando comparados aos
valores observados por Catunda et al. (2008), que trabalharam com o
abacaxizeiro cv. Imperial, aos 150 dias de aclimatizacéo.

A intensidade do verde (SPAD) apresentou diferencga significativa para o
fator gendtipo (Figura 35).
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Figura 35 — Intensidade do verde (SPAD) de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e
‘IAC Fantastico’ aos 75 dias de aclimatizacao.

Ao observar os valores de SPAD, nota-se que a cv. IAC Fantastico
apresentou valores maiores do que a cv. Vitdria, ndo sendo observada diferenca
significativa para tipo de luz e concentracéo de sacarose. E importante analisar
que, aos 75 dias de aclimatizacéo, a cv. Vitoria apresentou valores inferiores de
SPAD em relagdo aos encontrados na avaliagédo de 30 dias, ocorrendo o contrario
com a cv. IAC Fantastico. Tal fato pode mostrar que, devido ao maior crescimento
da cv. Vitdria, esta cv ja estaria sendo submetida ao estresse proporcionado pelo
confinamento do sistema radicular. Esta resposta pode ser de extrema
importancia para os produtores de mudas que utilizam bandejas do tipo

poliestireno expandido, que apresentam reduzido volume de substrato. Tais
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produtores necessitam rever o processo de propagacao das mudas de modo a
permitir 0 uso de recipientes com maior volume e maior crescimento do sistema
radicular.

Contudo, Pospisilova et al. (2000) afirmam que é comum 0 acréscimo no
conteudo de clorofila nas mudas durante a aclimatizacdo dependendo das
condigcbes ambientais em que essas sao mantidas. Segundo Sandoval et al.
(1994), durante a fase de aclimatizacdo, o aumento de luminosidade faz com que
as folhas adquiram coloracdo verde-escura mais intensa pelo acréscimo no
contetdo de pigmentos e pela diferenciacdo do mesodfilo. Estas alteracdes podem
ter ocorrido na cv. IAC Fantastico.

Com relacao a eficiéncia fotoquimica do PSII (F./Fn), esta caracteristica

apresentou diferenca significativa para o fator genoétipo (Figura 36).
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Figura 36 — Eficiéncia fotoquimica de mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e ‘IAC
Fantastico’ aos 75 dias de aclimatizacao.

As mudas da cv. Vitoria apresentaram maior valor de F,/F, do que as
mudas da cv. IAC Fantastico. Contudo, em ambas as cultivares, esses valores
estdo dentro da faixa considerada normal, sem comprometimento do aparato
fotossintético (0,75 - 0,85) (Bolhar-Nordenkampf et al., 1989). Este resultado
mostra que, embora a cv. Vitoria tenha possivelmente sido submetida a um
estresse moderado, por meio da reducdo nos valores da intensidade de verde, tal

reducdo na concentracdo de clorofilas, avaliada pela leitura do medidor portatil de
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clorofilas, ndo foi suficiente para causar danos na eficiéncia fotoquimica méxima
do PSII.

Couto et al. (2011) também ndo observaram comprometimento da
eficiéncia fotoquimica (F./Fm) em mudas de abacaxizeiro cv. Vitoria apos 90 dias
de aclimatizacdo. Entretanto, Toyoda et al. (2010), avaliando F./F,, e SPAD
durante a aclimatizagéo de abacaxizeiro cv. Gold, constataram reducdo dessas
variaveis aos 90 dias de aclimatizacdo, relatando que essa queda se deu,
provavelmente, por causa da restricAo de crescimento do sistema radicular,
possivelmente associado ao reduzido volume das células da bandeja.

O estado nutricional do abacaxizeiro tem uma larga influéncia no
crescimento da planta e, consequentemente, na producao e na qualidade do fruto
(Malézieux e Bartholomew, 2003). O abacaxizeiro é considerado uma planta
muito exigente em nutrientes, extraindo do substrato de crescimento,
macronutrientes e micronutrientes na seguinte ordem: K, N, Ca, Mg, S, P, Mn, Fe,
Zn, B, Cu e Mo (Paula et al., 1998).

De maneira geral, pode-se considerar que o N e P sdo os nutrientes mais
absorvidos pelo abacaxizeiro. A influéncia do N € maior no peso do fruto e do K,
na qualidade do fruto (Souza, 1999).

Com relacéo aos teores de macronutrientes das mudas aos 60 e 75 dias
de aclimatizacdo, os Quadros 9 e 10 mostram o resumo da ANOVA bem como as

interacdes.
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Quadro 9 — ANOVA dos fatores luz, concentracdo de sacarose e gendtipo para
macronutrientes com suas

aclimatizacao

interacdes em abacaxizeiro aos 60 dias de

Font_es~de GL Quadrado Médio
Variacao N P K Ca Mg
Luz 11,7393 0,0123"  20,102®  0,2606 0,0255
Residuoa 4 2,7295 0,0052 16,940 0,3579 0,3588
Sac 1 0,8951™ 0,0013™ 55702  0,6108"  2,3807*
Luz x Sac 1 1,3656™ 0,010™ 4,012  1,9568*  0,5289™
Residuob 4 0,4825 0,0088 75,072 0,3469 0,4967
Gen 1 34,4760™ 0,2747*  348,50**  10,3792**  15,0590*
Luz x Gen 1 0,5194™ 0,0230" 125,350  0,0415"  0,2950"
SacxGen 1  7,5971™ 0,0005" 2,167  0,1863™  0,4813™
L“Zéesr’]ac X1 1,2572™  0,000004™ 190,773  0,4933°  0,2618"
Residuo ¢ 8 5,9380 0,0257 29,173 0,2645 0,3841
Total 23
CV Luz 19,30 1,97 4361 7.11 6,84
CV Sac 3,41 3,34 19,32 6,89 9,47
CV Gen 17,22 6,07 13,90 10,20 11,81
MEDIA 14,14 2,63 38,84 5,03 5,24

" - N&o significativo. ** , * - Significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente. CV (%) - Coeficiente de Variacdo; Nitrogénio - N (g Kg™); Fésforo - P (g Kg™);
Potassio - K (g Kg™); Calcio - Ca (g Kg™) e Magnésio - Mg (g Kg™).
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Quadro 10 — ANOVA dos fatores luz, concentracdo de sacarose e genotipo para
macronutrientes com suas interacdes em abacaxizeiro aos 75 dias de
aclimatizacao

Fontes de GL Quadrado Médio
Variagao N ) K Ca Mg
Luz 1 0,0042" 0.1089*  5500™  0,2709™  1.1624™
Residuo a 4 1,7010 0,0149 15,588 0,8012 0,4518
Sac 1 0,0210™ 0,0368™ 12,010  0,0153™  0,1597™
Luz X Sac 1 1,5240™ 0,0872"™ 24879  05508™  0,1610™
Residuo b 4 0,3287 0,0135 55,591 0,6674 0,7241
Gen 1 1,8872"  0,2287*  65663*  2.3002™  44,1350**
Luz X Gen 1 0,9266™ 0,0276™  6,882™  02336™  0,2238™
Sac x Gen 1 0,00009™  00144™  45144™ 25977  0,0001"
Luz éesrf‘c X 1 0,3978™ 0,0075™  53.240"™  0,0634™  0,2633"
Residuo ¢ 8 1,2759 0,0146 11,291 0,6646 0,2998
Total 23
CV Luz 15.75 5,84 5.10 13.48 9,35
CV Sac 3,04 5,29 8.19 11.23 14.99
CV Gen 10,45 475 10,99 13,71 11,32
MEDIA 10,80 2,55 30,55 5,94 483

" . N&o significativo. ** , * - Significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente. CV (%) - Coeficiente de Variagcdo; Sac - Sacarose; Gen - Gendtipo; Nitrogénio -
N (g Kg™); Fésforo - P (g Kg™); Potassio - K (g Kg™); Célcio - Ca (g Kg™*) e Magnésio - Mg (g Kg™).

Aos 60 e 75 dias de aclimatizagdo e com relagéo ao nitrogénio, observa-
se gue este nutriente ndo apresentou diferenca significativa para nenhum dos
fatores e suas interacoes. Os teores de N aos 60 dias foram: para ‘Vitoria’, de
12,94 g kg!, e para ‘IAC Fantastico’, de 15,34 g kg™; e aos 75 dias, para ‘Vitoria’
foram de 10,52 g kg™ , e para ‘IAC Fantastico’, de 11,08 g kg™).

O nitrogénio € um dos nutrientes minerais mais importantes para as
plantas, sendo considerado o principal componente de aminoacidos, proteinas,
acidos nucleicos, clorofilas e coenzimas (Raven et al., 2007). Observa-se que,
aos 60 e 75 dias de aclimatizagéo, a cv. IAC Fantastico apresentou teores foliares
de N maiores que a cv. Vitéria e, que, para as duas cultivares, os teores aos 75
dias apresentaram reducéao em relacéo a ultima avaliacao.

A cv. IAC Fantastico apresentou valores de SPAD superiores a cv. Vitoria.
Essa maior intensidade do verde pode ser devida principalmente ao nitrogénio,
componente principal das moléculas de clorofilas. De fato, existe uma alta
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correlacdo entre N e a concentracdo de clorofilas nos tecidos foliares das plantas
(Evans, 1989).

Nos primeiros meses de aclimatizacéo, Ribeiro et al. (2011) avaliaram a
contribuicdo das raizes previamente formadas de mudas micropropagadas de
abacaxizeiro cv. Vitéria no crescimento e na absor¢do de nitrogénio. Estes
autores relataram que a poda total ou parcial das raizes no momento do
transplante das mudas micropropagadas reduziu o crescimento e a acumulacao
de N da parte aérea do abacaxizeiro e que a aplicacdo de N no transplante
proporcionou maior crescimento da parte aérea do que a aplicacdo tardia de N.
Os teores de N obtidos por esses autores foram: sem poda das raizes, de 19,8 g
kg™: com meia-poda, de 19,8 g kg™*; e com poda total de 16,1 g kg™. Estes teores
foram superiores aos encontrados neste experimento, nos dois periodos
avaliados. Contudo, devem ser levados em consideracao o tipo de adubacéao, a
quantidade aplicada e demais agfes para se fazer uma comparacao adequada.

Os teores de fosforo apresentaram diferenca significativa entre os

genotipos aos 60 e para luz e gendtipo aos 75 dias de aclimatizacao (Figura 37).
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Figura 37 — Teores de foésforo (g Kg?) em mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e
‘IAC Fantastico’. (A) 60 dias de aclimatizacao e (B) 75 dias de aclimatizacao.
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O maior teor de fésforo foi verificado para a cv. IAC Fantastico, tanto aos
60 dias, quanto aos 75 dias de aclimatizagédo. Aos 75 DA, o teor foi significativo
para o fator luz, sendo o maior valor encontrado nas mudas que vieram da
condigdo in vitro sob luz branca.

De acordo com Raven et al. (2007), o P faz parte de compostos
fosfatados (ATP e ADP), acidos nucleicos, coenzimas e fosfolipidios. Malézieux e
Bartholomew (2003) relatam que o abacaxizeiro é pouco exigente em fésforo, e a
importancia deste nutriente para a planta é principalmente na fase de
diferenciagao floral e no desenvolvimento do fruto.

O potéssio apresentou diferenca significativa para genétipo aos 60 e 75

dias de aclimatizacdo (Figura 38).
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Figura 38 — Teores de potassio (g Kg*) em mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e
‘IAC Fantastico’. (A) 60 dias de aclimatizacdo e (B) 75 dias de aclimatizacao.

Aos 60 dias de aclimatizacdo, os teores de K foram diferentes, sendo
observados os maiores valores para a cv. IAC Fantastico. Aos 75 DA, foi
observado o inverso, com o maior valor sendo observado para a cv. Vitoria.

Observou-se que, tanto para o N quanto para o K, em ambas as
cultivares, os valores destes nutrientes foram menores aos 75 DA do que aos 60
DA. Este resultado mostra os possiveis efeitos do confinamento do sistema
radicular, uma vez que a restricAo mecanica da raiz pode comprometer a
absorcao de nutrientes minerais (Hanson et al, 1987, Bar-Tal et al, 1996), bem
como um menor volume de substrato pode ser mais susceptivel a lixiviacdo de

nutrientes moveis como o N e o K.
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O potassio é um nutriente que esta envolvido na abertura e fechamento
dos estbmatos, regula a osmose e o balanco ibnico, além de ser um ativador de
enzimas (Raven et al., 2007). Paula et al. (1991) relatam que a deficiéncia de
potassio pode levar a perdas na producdo e na qualidade do fruto pela grande
importancia desse elemento para o abacaxizeiro. Segundo Malézieux e
Bartolomeu (2003), a deficiéncia de K* pode reduzir a fotossintese, o crescimento
da planta e o rendimento do fruto.

Com relacédo ao nutriente Ca, foi observada diferenca significativa para a
interacdo luz x sacarose e para genotipo aos 60 dias de aclimatizacao e nao foi
observada diferenca significativa aos 75 dias de aclimatizacdo (Figura 39).
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Figura 39 — Teores de calcio (g Kg™') em mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria’ e ‘IAC
Fantastico’ aos 60 dias de aclimatizacéo.

Aos 60 dias de aclimatizacao, a cv. Vitéria apresentou maiores teores de
Ca do que a cv. IAC Fantastico. Para a luz vermelha ndo houve diferenga entre a
concentracdo de sacarose utilizada na condigc&o in vitro, porém para a luz branca
o maior valor foi encontrado na concentracao de 1,5%.

O calcio é o principal componente da parede celular, e 0 movimento deste
nutriente para a parte aérea é favorecido pela transpiracdo (Raven et al., 2007).
Durante a fase de aclimatizacdo, a absorcédo de Ca é feita pelas raizes novas, dai
a importancia de se ter um bom espaco fisico no recipiente de cultivo para que
haja um bom volume radicular. Como a maior parte do Ca esta na estrutura da
parede celular, este nutriente tem uma baixa mobilidade, por isso, quando em

deficiéncia, os sintomas aparecem nas folhas novas (Prado, 2008).
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O teor de Mg mostrou-se contraditério, pois aos 60 dias de aclimatizacéo
ele foi significativo para genétipo e sacarose e aos 75 dias de aclimatizagdo, para
genatipo e luz (Figura 40).
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Figura 40 — Teores de magnésio (g Kg*) em mudas dos abacaxizeiros ‘Vitéria' e
‘IAC Fantastico’. (A) 60 dias de aclimatizacao e (B) 75 dias de aclimatizacao.

Os teores de Mg aos 60 dias de aclimatizacéo foram superiores para a cv.
Vitoria e foi observado maior teor nas plantas que vieram da condicao in vitro,
com 1,5% de sacarose para ambas as cultivares. Aos 75 dias de aclimatizacéo,
foram observados maiores valores para a cv. Vitéria.

O Mg é componente presente na molécula de clorofila. Esse nutriente
ativa um grande numero de enzimas e facilita a absor¢cdo de outros nutrientes,
principalmente o P. Quanto maior a concentragdo de Mg proxima a raiz, mais ele
pode ser absorvido (Raven et al., 2007). Por ser componente da clorofila, a
deficiéncia de Mg podera reduzir a concentracdo deste pigmento fotossintético,
reduzindo a fotossintese e, possivelmente, o crescimento da planta (Malézieux e
Bartholomew, 2003).
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O fato de a cv. Vitdria ter apresentado teores menores para alguns
nutrientes pode indicar que, como esta cultivar apresentou maior crescimento na
fase de aclimatizacdo, podo ter ocorido uma espécie de efeito de diluicdo dos
nutrientes nas folhas dessa cultivar, que no caso da cv. IAC Fantastico, podem ter
ficado mais concentrados, por isso apresentando maior valor nas folhas.

A andlise foliar € um meétodo muito utilizado na avaliagdo do estado
nutricional das plantas. O uso da folha justifica-se por ser o 6rgao que melhor
reflete o estado nutricional da planta (Malavolta et al., 1997). Na condicdo de
mudas jovens de abacaxizeiro em fase de aclimatizagdo, ndo existe uma
padronizacdo quanto a parte da planta que sera analisada e quanto a época a ser
coletada a amostra. A maioria das metodologias sobre a diagnose nutricional é
estabelecida para as plantas adultas no campo de producédo, existindo pouca
informacao a respeito da andlise nutricional de mudas na aclimatizacao.

Em plantas bem crescidas/desenvolvidas, por meio de Vvarias
amostragens das partes da planta adulta, Siebeneichler et al. (2002) visaram a
esclarecer a variagdo da composicdo mineral da folha do abacaxizeiro. Estes
autores relataram que a variagéo dos teores dos nutrientes ao longo da folha “D”
do abacaxizeiro ndo permite que sejam comparadas as analises feitas com
diferentes partes da folha. Eles afirmaram ainda que uma comparacao confiavel
pode ser estabelecida entre analises feitas com a folha “D” inteira e a porcao
clorofilada desta folha e que realmente existe necessidade de padronizagcédo da
amostragem foliar quanto a parte de folha a ser analisada.

Diante do exposto, mais investigacbes devem ser feitas no sentido de
quantificar a utilizacdo dos macronutrientes durante a fase de aclimatizacéo, de
maneira que a quantidade do nutriente fornecido as mudas nédo seja um fator
limitante ao crescimento/desenvolvimento das plantas nessa fase, ou em alguma

fase posterior.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho, objetivou-se estudar sob cultivo in vitro e ex vitro, fase de
aclimatizacao, as possiveis variacdes entre genotipos relacionadas a capacidade
fotossintética, as relacdes hidricas, ao estado nutricional e ao crescimento dos
abacaxizeiros ‘Vitéria’ e ‘IAC Fantastico’, em resposta a alteracbes do ambiente
in vitro por meio da utilizacao de diferentes qualidades de luz, tipos de frasco de
cultivo e concentracbes de sacarose. Tal estudo foi uma tentativa de otimizar a
micropropagacao destas cultivares, bem como tentar compreender as respostas
fotossintéticas e de crescimento destes genétipos nas condi¢cbes de estudo
relatadas. Nas condi¢des in vitro, verificou-se que na presenca de luz vermelha a
cv. Vitoria foi superior a cv. IAC Fantastico para algumas caracteristicas
relacionadas a capacidade fotossintética, como SPAD, eficiéncia fotoquimica
maxima do fotossistema Il, area sob a curva e RC/ABS. Observou-se que, com a
adicéo da sacarose ao meio de cultura como fonte de carbono (15 gL ou30 gL’
Y, ndo foi verificada assimilacdo fotossintética in vitro. Neste experimento, a
tentativa de ventilar os frascos de cultivo, ou seja, melhorar as trocas gasosas,
ndo foi suficiente para otimizar a assimilacdo fotossintética in vitro das duas
cultivares em estudo. Foram observadas diferentes respostas das duas cultivares
para as avaliacdes da capacidade fotossintética aos 30, 60 e 75 dias, sendo que
para a maioria delas a cv. Vitéria foi superior a cv. IAC Fantastico. Nas avaliacbes
de crescimento, a cv. Vitoria foi superior a cv. IAC Fantastico em todo o periodo, e

tal fato foi constatado aos 75 dias, em que se verificou que a cv. Vitoria
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apresentou o metabolismo tipo C; e a cv. IAC Fantastico, o metabolismo tipo
CAM. Nessa condicdo ex vitro, o metabolismo C3 das plantas da cv. Vitoria pode
ter contribuido para o maior crescimento dessa cultivar. Nessa fase, os teores de
macronutrientes foram variaveis entre as cultivares, demonstrando a necessidade
de pesquisas relacionadas a nutricdo de plantas em fase de aclimatizacdo. Neste
experimento, ndo houve relacdo entre os tratamentos aplicados na condicao in
vitro e a resposta dos gendtipos na condicdo ex vitro, 0 que mostra que alteragdes
deverdo ser feitas no ambiente in vitro, como maior redu¢do na concentracao de
sacarose, incremento na intensidade de luz vermelha e elevagéo na concentragao
de CO; nos frascos de cultivo, para que estas cultivares possam apresentar o
metabolismo fotoautotréfico j& na condigéo in vitro. Tal alteracdo neste ambiente
in vitro serd fundamental para a otimizagdo do crescimento na fase de

aclimatizagao.
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