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RESUMO. O curauid [Ananas erectifolius (L.B.Sm) - Bromeliaceac] é uma espécie com
grande potencial de utiliza¢io na industria automobilistica, devido 3 sua resisténcia, maciez e
peso reduzido. O objetivo deste trabalho foi comparar fibras presentes em brotagdes de
curaud cultivadas in vitro, advindas ou nio do estiolamento, bem como contribuir para a
descrigio anatdmica das folhas. Foram comparadas brotagdes de curaud produzidas in vitro,
pelo método convencional (T1) e pelo método de estiolamento (T2). Nas se¢des
transversais, os feixes de fibras associadas e nio as nervuras foram contados e tiveram os
didmetros medidos. O ndmero ¢ o didmetro dos feixes de fibras associadas ou nio as
nervuras foram superiores no (T1). Este tratamento produziu 23,7 fibras nio associadas as
nervuras, enquanto que o (T2) produziu 14,3, e nas fibras associadas as nervuras, o (T1)
produziu 14,6 e o (T2) produziu 11,3. No didmetro das fibras associadas s nervuras em
(T1) obteve-se 61,61 um e em (T2), 53,17 wm. Para o didmetro das fibras nio associadas as
nervuras, nio houve diferenca significativa. Quanto 2s caracteristicas anatdémicas, as maiores
diferengas visuais foram constatadas no volume do clorénquima e do parénquima aqiiifero,
que foram maiores no (T2). Portanto, brotagdes de curaud cultivadas in vitro obtidas de
brotos nio estiolados possuem a tendéncia de produzir mais fibras.

Palavras-chave: Ananas erectifolius, anatomia foliar, brotos estiolados, fibras.

ABSTRACT. Anatomical characters of curaua foliar fibers from plantlets in vitro
propagation. Curaud [Ananas erectifolius (L.B.Sm) - Bromeliaceae] is a species with great
utilization potential in the car manufacture, due to its resistance, softness and reduced
weight. The objective of this study was to examine the presence of fibers in curaud plantlet
cultured in vitro deriving or not from elongation as well as to contribute to anatomical leaf
description. curaud shoots produced in vitro were compared, by the conventional method
(T1) and by the elongation method (T2). In the transversal cuts, fibers bundle related or not
to the nervure were counted and fiber bundle diameters measured. The number and fiber
bundle diameter related or not to vein were superior in (T1) that produced 23.7 fibers not
related to vein while (T2) produced 14.3. The related fibers to vein (T1) produced 14.6 and
(T2) 11.3. As for fibers diameter related to vein (T'1) obtained 61.61 um and (T2) 53.17 um.
For the fibers diameter not related to vein, there was no significant difference. For
anatomical characteristics, higher visual differences are in the chlorenchyma volume and in
the aquiferus parenchyma that were higher in (T2). Therefore, curaud’s shootlet cultured in
vitro from shoot elongation tend to produce more fibers.

Key words: Ananas erectifolius, leat anatomy, shoot elongation, fibers.

Introducao

O mercado de fibras naturais no Brasil
representa cerca de 1 milhdo de empregos em dreas
economicamente deprimidas. O surgimento de
novos materiais ecolégicos cria uma perspectiva de
melhoria da qualidade de vida dos pequenos
produtores que ocupam estas dreas. O curaud

(Ananas erectifolius) ¢ uma bromeliaceac que desponta
como sucedineo na fabricagio de cordas, sacos e
utensilios domésticos. Recentes estudos garantem o
seu grande potencial de utilizagio na inddstria
automobilistica, devido 2 sua resisténcia, maciez e

peso reduzido. A espécie ¢é nativa e rdstica, ainda
pouco conhecida e estudada. A planta é caracteristica
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da Amazdnia paraense; cresce até em solo arenoso e
pouco fértil chegando a atingir entre um metro ¢ um
metro e meio de altura. Cada planta produz entre 12
e 15 folhas, das quais sio extraidos cerca de dois
quilos de fibras (Rocha e Gheler Jtnior, 2003;
Ramalho, 2005).

A crescente demanda de fibras do curaud por
grupos empresariais a torna uma espécie estratégica,
criando perspectivas socioambientais do seu uso. O
grande problema é que nio hd suprimento suficiente
de matéria-prima para atender 2 inddstria
automobilistica, que pretende substituir a fibra de
vidro pelo curaud na fabrica¢io de pegas como péra-
choque, painel e friso de carros de passeio e de
transporte (Silva, 2004; Ramalho, 2005).

Pouco se sabe sobre a anatomia de Orgios
vegetativos de plantas micropropagadas, como sio
afetadas pelas condigbes ambientais de cultivo ou
como a anatomia de plantas transplantadas ¢
modificada durante a aclimatizacio antes de serem
levadas para ambientes de campo. Freqiientemente,
estes tipos de plantas sdo afetadas por excessiva
presenga de fatores do meio de cultura que
conduzem 3 degeneragio metabdlica e morfoldgica.
A propagacio em massa depende da suplementagio
de carboidratos como fonte de energia para o
estabelecimento dos explantes, bem como para os
estddios sucessivos de multiplicagdo. No entanto, o
ambiente in vitro afeta a morfogénese dos explantes
levando, algumas vezes, a conseqiiéncias negativas
para o crescimento e ao desenvolvimento das
culturas, comprometendo, assim, a obtengio de taxas
de estabelecimento e de multiplicagio satisfatérias
(Ziv, 1986; Campostrini ¢ Otoni, 1996).

A anatomia interna e a ultra-estrutura das plantas
regeneradas in wvitro sio, geralmente, diferentes
daquelas crescidas em casa de vegetagio ou em
campo (Wetzstein ef al., 1981). Comparativamente 3s
plantas desenvolvidas in vitro, em geral, apresentam-
se pouco lignificadas, com células de paredes pouco
espessadas, com  abundincia de  espagos
intercelulares, sistema vascular pouco desenvolvido
e reduzida quantidade de tecidos de sustentagio
(esclerénquima e colénquima) (Donnelly et al.,
1985), sujeitos a desordens morfoldgicas e
fisioldgicas (Ziv, 1986; Kozai e Kitaya, 1995).

Estudos histolégicos demonstram que a excessiva
perda de dgua, que contribui para a dessecagio das
mudas apds transferéncia, tem sido atribuida a
diversas anormalidades induzidas pelas condigbes in
vitro, como: pobre formagio de céra epicuticular,
aliada 2 alteragido na composi¢gio quimica das ceras,
com o aumento na propor¢io de componentes
hidrofébicos; deficiéncia no mecanismo de
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fechamento estomitico; aumento na freqiiéncia de
estdmatos; localiza¢io mais superficial dos estdmatos
na cpiderme da folha e reduzida diferenciacio do
mesofilo das folhas com alta proporc¢io de espagos
intercelulares (Kozai e Kitaya, 1995; Campostrini ¢
Otoni, 1996).

Gavilanes (1981) relata que pesquisas de
anatomia foliar podem conduzir a solugdes para
problemas relacionados com a multiplicagio,
melhoramento e cultivo dos vegetais. Plantas que
eventualmente possam vir a apresentar interesses
econdmicos carecem de pesquisas dessa natureza,
como ¢ o caso do curaud.

O objetivo deste trabalho foi comparar as fibras
existentes em brotagdes de curaud cultivadas in vitro
por dois métodos de propagagio, bem como
contribuir com a descrigio anatdmica de seus
tecidos, fornecendo subsidios para o melhor
conhecimento da anatomia da espécie.

Material e métodos

O experimento foi feito por meio de dois
tratamentos. No tratamento 1 (T1), brotagdes de
curaud foram produzidas in vitro pelo método
convencional de micropropagacio; no tratamento 2
(T2), as brotagdes foram obtidas pelo método de
estiolamento in vitro.

Tratamento (1): método convencional de micropropagagao

Os explantes produzidos por esse método foram
obtidos de gemas axilares provenientes de plantas
matrizes. As gemas axilares foram excisadas e
inoculadas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962)
liquido sem regulador de crescimento. As brotagdes
foram repicadas no mesmo meio de estabelecimento
e permaneceram por 60 dias incubadas a 26x1°C em
fotoperiodo de 16 horas de luz sob radiagio
fotossintética ativa de 25 pmol m™? s'. Quando as
brotagbes atingiram comprimento médio de
aproximadamente 10 cm, foram retiradas para as
andlises anatémicas.

Tratamento (2): método de estiolamento

Utilizaram-se propégulos de curaud
preestabelecidos in vitro que estavam inoculados em
meio MS sem regulador de crescimento.
Selecionaram-se as brotagdes e os brotos obtidos
destas foram desfolhados completamente. Esses
brotos foram cultivados em meio MS sélido, com 50
mL de meio suplementado com 1,86 mg L' de
ANA, seguindo protocolo sugerido por Pereira et al.
(2005). Mantidos em sala de crescimento os
explantes foram incubados a 26x1°C no escuro.
Apés 40 dias, removeram-se o dpice e o sistema
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radicular dos brotos estiolados, que foram colocados
horizontalmente em frascos com meio MS liquido
sob agitacio de 85rpm em mesa agitadora orbital. Os
brotos estiolados foram incubados a 26x1°C, em
fotoperiodo de 16 horas luz sob radiagio
fotossintética ativa de 25 pmol m™ s'. Aos 60 dias, as
brotagées ji estavam bem formadas e, assim que
atingiram comprimento médio de aproximadamente
10 cm, foram também retiradas para as anilises
anatdmicas.

Estudos anatGmicos: segOes transversais

Foram retiradas amostras da por¢io mediana do
limbo de folhas maduras provenientes dos
tratamentos descritos anteriormente. As folhas de
curaud foram entdo, colocadas para fixagio em
F.AA. (50%) durante 120 horas (5 dias), sendo
posteriormente conservadas em dlcool etilico 70%
(Johansen, 1940). Em seguida, retirou-se um
segmento da folha, incluindo nervura mediana e um
dos lados do limbo foliar. Esse segmento foi incluido
em historesina (Leica Historesina, Embeedding Kit).
As sec¢Oes transversais com espessura de 12 um,
foram realizados em micrétomo rotativo automdtico
(Leica 2045, Multicut) e distendidos em liminas de
vidro.

Coloragao

As lAminas contendo as se¢oes de curaud foram
coradas com azul de toluidina por 15 segundos. O
excesso do corante foi retirado com dgua, sendo,
depois, utilizada resina Permount para montar as
liminas permanentes.

Determinagao das variaveis

Nas secoes transversais foram realizadas as
contagens dos feixes de fibras em toda a extensio da
folha, sendo contados os feixes de fibras associadas as
nervuras (FAN) e fibras nio associadas as nervuras
(FNAN).

Foi também medido o didmetro das FAN e das
FNAN, tomando-se como base os sete primeiros
feixes ao lado da nervura mediana.

As medicoes foram realizadas utilizando-se
ocular  micrometrada  aferida  com  limina
micrometrada, em cinco cortes por repeti¢io, sendo
utilizados dois tratamentos com quatro repetigdes.
Os valores foram submetidos 2 anilise de variincia e
ao teste de Scott Knott, a 5% de probabilidade.
Todas as medigbes e contagens, assim como o
registro fotogrifico das liminas, foi realizado em
fotomicroscépio Olympus modelo BX-60 e o
programa utilizado para anidlise dos dados foi o
software Sisvar (Ferreira, 2003).
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Resultados e discussao

Quanto 2 viabilidade de multiplicagio in vitro de
curaud, ambos tratamentos utilizados produziram
brotos bem formados, vigorosos, com a coloragio
verde-escura caracteristica das plantas matrizes.
Eram rigidas ao serem excisadas, devido 3 presenga
das fibras nas folhas que tinham a coloragio branca,
podendo-se observi-las a olho nu.

Houve diferenga significativa nos feixes de
fibras associadas as nervuras e¢ nio associadas is
nervuras entre os tratamentos. Os valores das
varidveis no tratamento o qual as brotagdes foram
obtidas pelo método convencional foi superior nas
duas varidveis estudadas, o que era previsto, tendo
em vista que, no processo de estiolamento, a
regeneragio das gemas axilares dos brotos
estiolados em brotacdes é mais demorada e ocorre
gradativamente, 2 medida em que é exposta a luz.
Brotacbes sob o tratamento convencional
produziram 23,7 feixes de fibras nio associadas is
nervuras e aquelas sob tratamento no qual foi
adotado o método de estiolamento produziram
14,3. Para a varidvel fibras associadas as nervuras,
pelo método convencional as brotagdes produziram
14,6 feixes de fibras e pelo método de estiolamento
produziram 11,3 (Figura 1).

mT10T2
50 7
40 1

30 1

Numero de feixes de fibras

Figura 1. Niimero médio de fibras associadas as nervuras (FAN), nio
associadas 3s nervuras (FNAN) e ndmero total de fibras (TOTAL).
T1. Brotagoes obtidas pelo método convencional e T2. Brotaces
obtidas pelo método de estiolamento. Lavras, Estado de Minas
Gerais, 2006.

*M¢édias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Scott Knott.

Quanto ao didmetro dos feixes de fibras
associadas 3s nervuras também ocorreu diferenca
significativa ¢ assim como para a varidvel ntiimero
de feixes de fibras o T1, que utilizou o método
convencional, foi superior ao T2, que utilizou o
método de estiolamento. O didmetro obtido em T'1
foi de 61,61 um e em T2 de 53,17 um. Ja para o
didmetro dos feixes de fibras nio associadas as
nervuras nio houve diferenga significativa; em T1
obteve-se 35,89 um e em T2, 34,29 um (Figura 2).
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Figura 2. Didmetro médio de fibras associadas as nervuras (FAN),
nio associadas is nervuras (FNAN) e ntmero total de fibras
(TOTAL). T1. Brotagoes obtidas pelo método convencional e T2.
Brotagoes obtidas pelo método de estiolamento. Lavras, Estado de
Minas Gerais, 2006.

*Médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott.

Quando verificado os valores totais dos ndmeros
de feixes de fibras e o diAmetro delas, verificou-se
que houve diferencas significativas. O método
convencional, T1, foi superior ao método de
estiolamento, T2, nas duas varidveis. O nimero total
de feixes de fibras no T1 foi de 40,72 e no T2 de
28,50. Quanto ao didmetro total o T'1 obteve 171,66
pm e o T2 139,71 um (Figuras 1 e 2).

Conforme os resultados obtidos, o estiolamento
causa reducio nos feixes de fibras das mudas
produzidas, tanto no ntimero quanto no didmetro dos
feixes. Entretanto, nio se pode afirmar que esta redu¢io
ird determinar também a redugio das fibras nas plantas
terminadas (plantas aptas para serem levadas para o
plantio no campo), sendo necessirio que se realizem
estudos semelhantes em plantas produtivas (plantas
adultas) no campo. Isso porque a capacidade de
recuperagio de plantas produzidas in vitro na fase de
aclimatizagio e no campo é grande e é observada em
diversas espécies como, por exemplo, Lychnophora
pinaster (Souza, 2003), Fragaria x ananassa (Calvete et al.,
2005), Brosimum graudichaudii (Fideles, 1998) e Tridax
procumbens (Cerqueira, 1999).

Quanto as caracteristicas anatdmicas, tanto no
tratamento que utilizou o método convencional
(T1) como no que utilizou o método de
estiolamento (T2), pdde-se constatar que todas as
folhas estudadas sio revestidas por epiderme
unisseriada. Observa-se cuticula relativamente
espessa. O meséfilo é homogéneo, com células
isodiametricas a ovaladas (Figuras 3.1-2).

As folhas sio hipoestomdticas ¢ os estdmatos se
localizam um pouco acima do nivel das células
epidérmicas (Figura 3.3-4). Esta tiltima caracteristica
se deve, provavelmente, a0 ambiente de cultivo das
brotagdes, in vitro, no qual dgua em
abundancia.

existe
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Abaixo da epiderme, nas duas superficies foliares,
observa-se a ocorréncia de uma provivel hipoderme,
mais desenvolvida na face adaxial, e constituida por
uma camada de células bastante distintas. Abaixo da
hipoderme, na face adaxial, nota-se a presenca de
parénquima agqiiffero, formado por uma a duas
camadas de células grandes, com paredes delgadas
(Figuras 3.5-6 ¢ 4.7-8). Nota-se, ainda, nas células
desse tecido, que as paredes possuem algumas
deformacdes que ocorrem, provavelmente, devido 2a
pouca resisténcia mecinica dessas paredes, uma vez
que brotagdes originadas de cultivo in vitro possuem,
geralmente, células com paredes mais delgadas. Alia-
se a este o fato das células que compdem esse tecido
serem grandes e com paredes muito extensas o que,
por si, ja causa certa redugio na resisténcia mecinica
de parénquimas aqiiiferos.

Figura 3. Secgoes transversais de folhas de Ananas erectifolius 1-2.
epiderme da superficie adaxial (seta), mostrando cuticula (cabega
de seta) 1. (T2). 2. (T'1). 3. Estdmatos (et) localizados abaixo do
nivel das demais células epidérmicas com cimara subestomitica e
agrupamentos de fibras (cabegas de seta) 3. (T2). 4. (T1). 5.
Parénquima aqiiifero (pa) (seta), calotas de células com paredes
espessadas junto ao xilema e ao floema e aos grupos de fibras (seta
2), clorénquima (clo) situado entre os parénquimas aqiiiferos
subepidérmicos (cabega de seta) (T2). 6. (T1). Barra= 10 um.
Lavras, Estado de Minas Gerais, 2006.

Embora seja comum nio sé em bromélias, como
em outras espécies com parénquima aqiifero,
mostrarem células periféricas menores e as mais
internas amplas, na literatura referente a
bromeliaccae  muitos  autores  referem-se 2
hipoderme agqiiifera. Porém, estudos ontogénicos sio
necessirios para que se saiba se o tecido descrito
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pode ser denominado de hipoderme aqiiifera.

Os resultado obtidos estio de acordo com os
descritos por Tomlinson (1969), quando estudou
outros representantes da familia. Segundo este autor,
este tecido, mais desenvolvido na face adaxial, ¢
constituido por vérias camadas celulares; dependendo
da forma e do grau de espessamento parietal, ele pode
ser reconhecido como um tecido mecinico ou
armazenador de dgua (aqiiifero). Aoyama e Sajo
(2003), estudando espécies de bromélias, também
observaram  semelhante  ocorréncia, a  qual
denominaram de hipoderme aqtiifera em Ronnbergia
brasilienseis e R. neoregelioides.

O meséfilo é formado por parénquima
clorofiliano do tipo homogéneo. As células
apresentam didmetro variivel. Ao se realizar uma
anilise visual parece que, nas brotagdes nio
estioladas, as células do clorénquima sio menos
volumosas quando comparadas com as células das
plantas estioladas (Figura 4.7-8).

Figura 4. Secgdes transversais de folhas de Ananas erectifolius: 7.
Parénquima aqiiifero bastante desenvolvido (pa) (seta), tecido
fotossintetizante (tf), grupos de fibras (fb), calotas de células com
paredes espessadas adjacentes ao xilema e ao floema e aos grupos
de fibras (seta 2) (T2). 8. (T1). Barra= 10 wm. Lavras, Estado de
Minas Gerais, 2006.

Pode ser observado que os feixes vasculares tém
um arranjo colateral e sio delimitados por calotas de
fibras junto ao floema e ao xilema (Figuras 4.7-8).
Também h4 corddes de fibras entre as nervuras.

Analisando-se os caracteres foliares estudados,
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nota-se que as estruturas desenvolvidas em
brotacoes de curaud no método convencional e no
método de estiolado apresentam organizagoes
anatdbmicas  semelhantes  (Figuras 3 e 4).
Visualmente, as maiores diferencas estio no volume
do clorénquima e do parénquima aqiiifero, que sio
maiores no método de estiolamento. Provavelmente,
este pode ter sido um mecanismo de defesa
encontrado para que as plantas submetidas ao
método de estiolamento pudessem desenvolver
melhor nas condigbes impostas, que eram mais
severas que as do método convencional. Faz-se
necessario, porém, o desenvolvimento de estudos
complementares, necessirios para comprovar tal
hipétese. Além destas diferengas percebe-se a
diferenca quantitativa das fibras, analisando as
Figuras 4.7-8, ou seja, entre os tratamentos.

Conclusao

Brotagdes produzidas in vitro pelo método
convencional produzem mais feixes de fibras e com
didmetro maior do que aquelas obtidas pelo método
de estiolamento.

Os volumes do clorénquima e do parénquima
aqiiffero apresentam-se visualmente maiores em
brotagdes obtidas pelo método de estiolamento.
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