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RESUMO

7z

O abacaxizeiro var. Turiagu é nativo da Amazonia Maranhense, estd em processo de
domesticacao e sua propagacao ocorre por métodos tradicionais em campo. A micropropagacao
com o uso de biorreatores de imersdo temporaria (BIT) por meio do cultivo fotomixotrofico e
fotoautotréfico, surge como uma alternativa vidvel para a producdo de milhares de mudas de
abacaxizeiro em pequeno intervalo de tempo e espaco fisico. Desse modo, este trabalho teve
como objetivo avaliar o desenvolvimento das plantas de abacaxizeiro var. Turiagu sob o uso de
biorreatores de imersdo tempordéria (BIT) com intensidades luminosas (71 pmol m?2s'el16
umol m? s!) e concentracdes de sacarose (0 e 15 g L'). Apés 50 dias de cultivo in vitro foi
realizada a avaliacdo dos parametros de crescimento, pigmentos fotossintéticos e parametros
fisioldgicos e a caracterizagdo anatomica das folhas. Nossos resultados demonstraram com
clareza que o cultivo fotomixotréfico com 15 g L™! de sacarose impulsionou o crescimento e
desenvolvimento das plantas, independente da intensidade luminosa. Em todas as combinacdes
de sacarose e irradiancia, as folhas apresentaram diferenciacdo marcante entre os parénquimas
aquifero e clorofiliano. Concluimos entdo que a combinacdo de 15 g L™! de sacarose e 71 pmol
m? s de intensidade luminosa é a mais indicada para micropropagacio, pois conferiu as
plantas de abacaxizeiro var. Turiagu maior qualidade morfoldgica, fisiolégica e anatdmica, e

impulsionou o crescimento e desenvolvimento das plantas.

Palavras-chave: In vitro; fotomixotrofia; irradiancia; fruticultura.



ABSTRAT

The pineapple ‘Turiagu’ is native to the Amazon region of Maranhdo, is in the process of
domestication and its propagation occurs by traditional methods in the field. Micropropagation
using temporary immersion bioreactors (TIB) through photomixotrophic and photoautotrophic
cultivation appears as a viable alternative for the production of thousands of pineapple seedlings
in a short period of time and physical space. Thus, this study aimed to evaluate the development
of pineapple plants ‘Turiagu’ under the use of temporary immersion bioreactors (TIB) with
different light intensities (71 pmol m™ s and 116 umol m™ s') and sucrose concentrations (0
and 15 g LY. After 50 days of in vitro cultivation, the growth parameters, photosynthetic
pigments and physiological parameters were evaluated, as well as the anatomical
characterization of the leaves. Our results clearly demonstrated that photomixotrophic
cultivation with 15 g L' of sucrose boosted plant growth and development, regardless of light
intensity. In all combinations of sucrose and irradiance, the leaves showed marked
differentiation between the aquifer and chlorophyll parenchyma. We conclude that the
combination of 15 g L' of sucrose and 71 pmol m™ s™! of light intensity is the most suitable for
micropropagation, as it gave the pineapple ‘Turiacu’ plants greater morphological,

physiological and anatomical quality and boosted plant growth and development.

Keywords: In vitro; photomixotrophy; irradiance; fruit growing.
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1 INTRODUCAO

O abacaxizeiro Turiagu (Ananas comosus var. comosus (L.) Merril) é uma
variedade nativa da Amazonia Maranhense em processo de domesticac@o (Reis et al., 2019).
Suas caracteristicas quimicas e morfolégicas demonstram tratar-se de uma variedade com
atributos muito apreciados pelo mercado consumidor, como: tamanho do fruto, polpa
amarelada, maior teor de acicares e menor percentual de acidez (Araujo et al., 2012; Reis et
al., 2024), o que lhe confere vantagens quando comparadas as cultivares de abacaxizeiro
tradicionalmente comercializadas.

De acordo com os dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAOQO, 2025), a produ¢@o mundial de abacaxi em 2023 foi de 29,6 milhdes de toneladas, sendo
a Indonésia, Filipinas, Costa Rica e o Brasil os maiores produtores do mundo. Na fruticultura
brasileira, o abacaxi se destaca entre as fruteiras mais importantes em termos econdomicos,
sociais e influentes culturas agricolas (Souza, Silva e Feistel, 2021). Na safra de 2023, o Pais
teve uma area colhida de 63.943 hectares, com producdo aproximada de 1,6 milhdes de frutos,
e uma arrecadacio que corresponde a 3,9 bilhdes de reais (IBGE, 2025a).

Em 2023, o estado do Maranhdo colheu aproximadamente 50.317.000 frutos de
abacaxi em uma darea total de 2.279 hectares, com destaque para os municipios de Sdo
Domingos do Maranhdo, seguido de Turiacu, Graca Aranha e Lago dos Rodrigues (IBGE,
2025b). Da éarea total, apenas 242 hectares foram destinados a produ¢do da variedade Turiacu,
com 6.042.000 de frutos colhidos, isto é, apenas 12% do total de frutos colhidos em todo o
Estado (IBGE, 2025b).

A propagacdo do abacaxizeiro var. Turiagu € realizada exclusivamente por meio de
técnicas tradicionais em campo, como mudas formadas a partir de brotagdes laterais da planta,
contudo, esse sistema tem demonstrado que contribui para a disseminagdo de pragas e doengas
(Araujo et al., 2012; Couto et al., 2014). Para superar tais obstaculos, a micropropagacao surge
como uma alternativa vidvel, no qual proporciona a producio de milhares de mudas em pequeno
intervalo de tempo e espaco fisico, e totalmente livres de pragas e doengas (Reinhardt et al.,
2018; Vendrame, Xu e Beleski, 2022). A micropropagacdo do abacaxizeiro Turiacu' foi
recentemente descrita por Alves er al. (2024) e Silva-Moraes et al. (2024), no entanto, ainda
existem desafios a serem superados para a otimiza¢do desse processo.

Na micropropagagdo convencional, as plantas apresentam metabolismo mixotréfico,

no qual fixam carbono tanto por meio da fotossintese, utilizando luz e CO: atmosférico, quanto



11

pela absorcio de sacarose disponibilizada no meio de cultura (Sevéikova et al., 2018). Embora
apresente inimeras vantagens, as condi¢cdes ambientais estabelecidas nesse método, como a
alta concentragdo de sacarose, frascos com restricao de trocas gasosas, elevada umidade relativa
e baixa intensidade luminosa, constituem fatores limitantes para o desenvolvimento dos
explantes, ocasionando, sobretudo altas taxas de mortalidade no processo de aclimatacao
(Kozai e Kubota, 2005).

A intensidade e a qualidade da radiac@o luminosa emitida pelas lampadas influenciam
diretamente o desenvolvimento e a atividade fotossintética das plantas cultivadas in vitro (Tang
et al., 2022; Zhang et al., 2024). A disponibilidade inadequada de luz — seja por excesso,
auséncia ou baixa intensidade — pode comprometer significativamente ambos processos,
especialmente em condi¢des de cultivo in vitro (Cavallaro et al., 2022). A luz, portanto, € um
fator determinante na micropropagacao de plantas (Vendrame, Xu e Beleski, 2022).

Dentre as alternativas para melhorar a qualidade fisiolégica das plantas produzidas na
micropropagacdo convencional, destaca-se a alteracdo do ambiente in vitro com o uso de
biorreatores de imersdo tempordria (BIT’s) por meio do cultivo fotomixotréfico e
fotoautotréfico (Bello-Bello, Mancilla-Alvarez e Spinoso-Castillo, 2025). O cultivo
fotomixotréfico estd pautado na reducdo da sacarose no meio de cultura, aumento da qualidade
e da intensidade de luz e as trocas gasosas entre o headspace do recipiente € o ambiente externo
(Kozai e Kubota, 2005; Alves, J., et al., 2022). No cultivo fotoautotréfico, a sacarose é
totalmente retirada do meio de cultura, sendo necessdrio ajustar a intensidade luminosa e a
concentracdo de CO, para favorecer a capacidade fotossintética e o crescimento das plantas.
(Trauger et al., 2022).

Na micropropagacdo, em particular, os BIT s constituem uma excelente alternativa
para aperfeicoar e acelerar o processo de producdo de plantas, uma vez que hé redugdo da
concentracdo de sacarose do meio de cultura, ventilacdo do ambiente, e elevacao da qualidade
e da intensidade da luz, permitindo o maior desenvolvimento do aparato fotossintético das
plantas, e assim proporcionar mudas mais rusticas e com melhor adaptagdo as condigdes ex
vitro (Fuentes et al., 2007; Damiani e Schuch, 2008).

H4 apenas um relato na literatura sobre micropropagacdo do abacaxizeiro var.
Turiacu em BIT, em que os autores descreveram pela primeira vez um protocolo de
micropropagacdo da variedade, e verificaram diferentes sistemas de cultivo e o potencial
fotoautotrofico (Alves, G., et al., 2024), porém, estudos sobre combinacdes de condi¢des de

diferentes intensidades luminosas e alteragdes na concentragdo de sacarose, ainda nao foram
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relatados. Desse modo, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento e
desenvolvimento das plantas de abacaxizeiro var. Turiagu in vitro sob o uso de biorreatores de
imersdao tempordria com intensidades luminosas e alteragao na concentracdo de sacarose no

meio de cultivo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e condicoes de cultivo

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Universidade Estadual do Maranhdao (LCT-UEMA), em Sao Luis- MA. As brotacdes de
abacaxizeiro Turiagu passaram pela fase de multiplicacdo em meio de cultura MS (Murashige;
Skoog,1962) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), suplementado com 30 g L' de sacarose
(Isofar®, Duque de Caxias, Brasil), 100 mg L' de mio-inositol (Sigma-Aldrich®), 2 uM de 4cido
naftalenoacético (ANA, Sigma-Aldrich®) e 4 uM de 6-benzilaminopurina (BAP, Sigma-Aldrich®)
e solidificado com 2,0 g L' de Phytagel (Sigma-Aldrich®), contidos em frascos de 350 mL
vedados com tampas de polietileno transparentes (Figura 1A), cujo o pH foi ajustado para 5,7

+0,1,autoclavado a 121 °C e 1 atm durante 15 minutos.

Figura 1 - Micropropagacao de abacaxizeiro Turiacu (A) fase de multiplicacdo em frascos de cultivo e (B) apds
50 dias da transferéncia do frasco para o Biorreator de Imersdo Temporaria (BIT Plantform®). Barra =2 cm.

Os frascos foram armazenados em sala de crescimento sob condi¢des controladas,
a 25 +2 °C de temperatura e irradiincia de 71 pumol m™s™! proveniente de duas limpadas LEDs
(diodos emissores de luz) de cor branco (Tubular T8 Led, 20w, Empalux®, Brasil), para

posterior transferéncia dos explantes para os biorreatores de imersao temporaria (BIT’s).
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Em cimara de fluxo laminar, foi realizada a transferéncia dos explantes com
aproximadamente dois centimetros de comprimento, oriundos do banco de multiplicacdo para
BIT’s (Plantform®), contendo 400 mL de meio de cultura liquido, composto por sais e vitaminas
MS (Murashige e Skoog, 1962) (Sigma-Aldrich®), com adicio 100 mg L' de mio-inositol
(Sigma-Aldrich®, 2,7 uM de ANA, e 0 e 15 g L' de sacarose (Figura 1B). O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1, e autoclavado a 121 °C a uma pressao de 1 atm, por 15
minutos.

Os BIT’s foram mantidos na sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2°C,
fotoperiodo de 16 horas de luz, com irradiancia fornecida por lampadas de Led de cor branca
(Tubular T8 Led, 20w, Empalux®, Brasil) de 71 e 116 umol m™ s ! chegando dentro do
biorreator, a depender do tratamento. O tempo de imersdo dos explantes em meio de cultivo foi
regulado por um crondmetro programdvel (timer), realizado a cada trés horas, e os brotos

permaneceram em imersdo durante 5 minutos.

2.2 Delineamento experimental e variaveis analisadas

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2 x 2: com duas
concentracdes de sacarose (0 e 15 g L!) e duas intensidades luminosas (71 umol m?s!e 116
umol m? s!). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeticdes, sendo cada repeticdo um biorreator de imersdo tempordria (BIT) com 8 brotos de
abacaxizeiro var. Turiagu.

Ap6s 50 dias de cultivo in vitro foram avaliados: comprimento da parte aérea (cm),
didmetro da base da roseta (mm), nimero de folhas, drea foliar (cm?), comprimento da maior
raiz (cm), massa fresca da parte aérea (g), massa fresca da raiz (g), massa seca da parte aérea
(g) e massa seca da raiz (g); rendimento quantico méximo do fotossistema II (Fv/Fm), energia
absorvida por ativo centro de reacdo (RC/ABS), indice fotossintético (PI); indice estomético
(%); pigmentos fotossintéticos: clorofila a e b e carotenoides (ug mL™); assimilacio

fotossintética de CO2 (A) (umol m™? s™!) e a caracterizagiio anatdmica das folhas foi realizada.

2.2.1 Parametros de crescimento

O comprimento da parte aérea, didmetro na base da roseta e o comprimento da

maior raiz, foram medidos com auxilio de uma régua e paquimetro digital. A area foliar foi
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determinada utilizando o software Image J®. A parte aérea e raiz das plantas foram pesadas para
obtencdo da massa fresca, colocadas em saco de papel separadamente e secos em estufa de
ventilacdo for¢cada (AmbiKontrol, Arujd, SP, Brasil) a 60 °C até massa constante para obtengao

da massa seca. O material vegetal foi pesado com auxilio de uma balanga de precisdo.

2.2.2 Indice estomadtico

Para avaliar o indice estomadtico, foram preparadas laminas de vidro com a
impressao epidérmica abaxial da quinta folha do apice para base, denominada folha “D”,
utilizando adesivo instantdneo (SuperBonder®). As impressdes foram examinadas por
intermédio de um microscépio de luz (modelo B20T; Bioptika, Colombo, PR, Brasil) com o
sistema U-photo acoplado a uma camera digital (modelo CMOS-5.0; Bioptika, Colombo, PR,
Brasil) e um computador com o software Capture V2.1. As imagens capturadas foram
processadas pelo software Image J® e o indice foi calculado conforme Cutter (1968):

Indice Estomadtico (%) = C2 * 100/ (C1 + C2)

Em que: C1 = células epidérmicas e C2 = estdmatos

2.2.3 Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

Os teores de pigmentos fotossintéticos foram determinados pelo método
espectrofotométrico de extracdo com o solvente organico dimetilsulféxido (DMSO), saturado
com 5 g L! de carbonato de célcio (CaCO3). Para isso, cinco discos de 5 mm de didmetro cada
da folha “D” foram retirados e acondicionados em tubos de ensaio com tampa de rosca,
contendo 5 mL da solu¢do de DMSO e mantidos no escuro por 48 horas, em temperatura
ambiente (+ 25°C). As leituras foram realizadas em espectrofotdometro (BEL Engineering, UV-
MS51 UV/Vis Spectrophotometer) nas absorbancias de 480, 649 e 665 nm (Wellburn, 1994). Os
teores de clorofila e carotenoides foram calculados conforme as equagdes de Wellburn (1994):

Clorofila a (ug mL™) = 12,19A665 — 3,45A649
Clorofila b (ug mL™) = 21,99 A640 — 5,32 Asss
Carotenoides (ug mL™!) = (1000A4s0 — 2,14 Clorofila a — 70,16 Clorofila b) / 220

2.2.4 Eficiéncia fotoquimica
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A eficiéncia fotoquimica méaxima do fotossistema II (Fv/Fm), indice fotossintético
(PI) e densidade de centros de reagdo ativos do PS II (RC/ABS) foram medidos apds uma
adaptacdo ao escuro das plantas por 30 min. Esta adaptagao foi realizada para que os centros de
reacdes estivessem completamente abertos com uma perda minima de calor. As avaliagcdes
foram realizadas na folha “D”, usando um fluorimetro ndo modulado (Pocket PEA; Plant
Efficiency Analyzer, Hansatech, King's Lynn, Reino Unido) aplicando um pulso de luz

saturante de 3500 pmol m™? s™! (Gongalves et al., 2010).

2.2.5 Assimilagao fotossintética de CO»

A assimilagio fotossintética de CO» (A) (umol m s!) foi determinada utilizando o
analisador de gés no infravermelho (IRGA, Infrared Gas Analyzer, L1-6400 XT, Licor Ltda,
USA) em plantas recém retiradas da condicao in vitro, utilizando As avaliacdes foram feitas 2
horas apds os LEDs da sala de crescimento serem ligados e as leituras realizadas na folha “D”

e com uma intensidade luminosa de 1000 umol m2 s,

2.2.6 Caracterizac¢do anatomica foliar

Para caracterizacdo anatomica estrutural, foram utilizadas amostras de 0,5 cm da
parte mediana da folha “D”, fixadas em solucdo de FAA (formalina: acido acético: 50% alcool
etilico na propor¢ao 1:1:18), conforme Johansen (1940). Apos a fixacdo, as amostras foram
desidratadas em séries etandlicas crescentes (30, 40, 50, 60, 70, 80, 85, 90 e 95%) e incluidas
em resina acrilica (Historesin; Leica Instruments, Jena, Alemanha). Cortes transversais de 6 um
de espessura foram obtidos em micrétomo rotativo semiautomdtico (modelo MRP2015,
Lupetec Tecnologia Aplicada, Sdo Carlos, SP, Brasil) e corados com azul de toluidina (pH 3,2).
As laminas foram montadas e as imagens capturadas utilizando um microscépio de luz (modelo
B20T; Bioptika, Colombo, PR, Brasil) com o sistema U-photo, acoplado a uma camera
fotografica digital (modelo CMOS-5.0; Bioptika, Colombo, PR, Brasil) e computador com
software Capture V2.1.

2.3 Analises estatisticas
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Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk, as diferencas
significativas foram determinadas por andlise de variancia (ANOVA) e foi aplicado o teste de

médias (Tukey a 5% de probabilidade) utilizando o programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2011).

3 RESULTADOS
3.1 Parametros de crescimento

As plantas de abacaxizeiro var. Turiagu cultivadas in vitro apresentaram variacoes
morfofisioldgicas influenciadas pela intensidade luminosa e pela presenca de sacarose no meio
de cultivo (Figura 2). A auséncia de sacarose limitou o desenvolvimento das plantas, mas nessas
condig¢des, a maior irradiancia, 116 pmol m?2st promoveu um maior nimero de folhas e raizes
(Figura 2B). No geral, a coloracdo verde mais intensa, maior nimero de folhas e raizes, maior
vigor e robustez foram observados em plantas cultivadas em fotomixotrofia. Folhas mais
alongadas foram observadas na combinaciio de 15 g L' de sacarose e 71 pmol m™ s™! (Figura
2C) uma maior massa de raizes, em plantas sob 15 g L™! de sacarose e 116 umol m? s! (Figura
2D). Isto evidencia que a sacarose foi determinante para o maior acimulo de biomassa dos

abacaxizeiros cv. Turiagu.
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Figura 2 - Plantas in vitro de abacaxizeiro var. Turiacu: (A) auséncia de sacarose sob 71 umol m? s e (B) sob
116 umol m? s}, (C) com 15 g L™! de sacarose sob 71 umol m? s! e (D) sob 116 umol m™ s™. Barras = 2 cm.
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O comprimento da parte aérea nao foi afetado pela sacarose. No entanto, plantas
sob 15 g L'! de sacarose na intensidade de 71 pmol m™ s apresentaram comprimento da parte
aérea ~24% maior do que em plantas sob 116 umol m? s! de irradiancia (Figura 3A, 2C). O
comprimento da maior raiz foi ~179% e 167% maior em plantas cultivada em 15 g L' de
sacarose sob 71 e 116 umol m™ s™!, respectivamente (Figura 3B). Em plantas sob 71 ymol m
s e 116 de irradiancia, a sacarose promoveu um aumento respectivo de ~45% e 40% para
massa fresca da parte aérea (Figura 3F), ~88% e 78% para massa seca da parte aérea (Figura
3H) e 5x e 2,5x para massa fresca da raiz (Figura 31), em comparacio aquelas cultivadas sem

sacarose sob mesma irradiancia.

Figura 3 - Pardmetros de crescimento de abacaxizeiro var. Turiacu apds 50 dias de cultivo in vitro sob diferentes
concentracdes de sacarose (0 e 15 g L) e intensidades luminosas (71 pmol m? s e 116 pmol m? s). (A)
comprimento da parte aérea, (B) comprimento da maior raiz, (C) didmetro da base da roseta, (D) nimero de folhas,
(E) area foliar, (F) massa fresca da parte aérea, (G) massa fresca da raiz, (H) massa seca da parte aérea e (I) massa
seca da raiz. Letras maitisculas comparam as concentragdes de sacarose na mesma intensidade luminosa, enquanto
as mintsculas comparam as intensidades luminosas na mesma concentragio de sacarose (teste de Tukey; p <0,05).
As barras representam o erro padrdo (n =4).



—— —
S

—
[ SIS« - - =1

Comprimento da parte aérea (cm)

<

e bt b
f) wn 2

Numero de folhas

o

1.6
@ 1.4
N12
s
s 10
08
o
06
;
&04
P

0,2

0,0

18

3 =8 = ~ -
A) w71 mol m” s’ 5 B) == 7] pmolm’s™ 2 18 C) == 7] pmolm” s
== ll6pmolm”s| N = 116 pmol m”s!| F == 116 pmolm™§
= = 8
o 61 o Aa
P‘m £ 8 Aa
Aa ag Ab 8 Aa Aa g6 Bx Aa :
L | = = 3
i < 4 | 2
£ [ e 3 4
o <
b o
55 | Ba o
§ 2 Ba E 3
g : g
AR
0 Ao
0 15 0 15 0 15
D) 7] gmolm™s? L E) 7] pmol m’s @ 2.5 F) = 7] pmol m” s
== 116 ol m* s == 116 pmol m™s” ] == 116 pmol s’
o 220
Aa o Aa Aa Q < Aa
= Aa s A,
iy Aa 540 T & Aa
A2 By o g 15 1
o, Aa &) Ba
= 30 £ Ba
£ 20 3L ‘
ik 2
Z0.5
10 é
P
0 ; 0,0
0 15 0 15 0 15
i z = 7 —
G) = 7] pmol m”s” ,;‘\0“10 H) = 7] ymolm™ s’ ¢.12 I = 7] ymol m”s™
== 116 pmol m” s ‘_—50-25 == 116 umolm~s’ 50,10 == 116 pmolm™ s’
A_a E E Aa
0 0,20 Aa = 0,08 Aa
g Aa © T
: =
50,15 < 0,06
Ab 3 5}
. « Ba @
Ba go.10 Ba _ = 0,04
Aa @ &
i 5 - Ha
I 20,05 0,02 Ba ﬂ
|
2
0,00 0,00 .
0 B 0 15 0 15

Concentragdes de sacarose (g L")

~ ) 2
Concentragdes de sacarose (g L)

Concentragdes de sacarose (g L")

Para 4rea foliar, as plantas de abacaxizeiro var. Turiacu ndo apresentaram

diferengas significativas entre as concentracdes de sacarose (0 e 15 g L) e intensidades

luminosas (71 e 116 umol m™? s!), que variaram de 26 a 36 cm? (Figura 3E). A sacarose afetou

o didmetro da base da roseta e o nimero de folhas. Quando cultivadas em 15 g L™! de sacarose

sob 71 umol m? 5!, as plantas de abacaxizeiro apresentaram didmetro da base da roseta ~29%

maior, diferindo-se das plantas do tratamento de mesma irradidnciae 0 g L™! de sacarose (Figura

3C). Quando cultivadas em 15 g L' de sacarose sob 116 umol m? s

, as plantas de

abacaxizeiros apresentaram um aumento de ~30% no ntimero de folhas (Figura 3D) e ~134%

na massa fresca da raiz (Figura 3G, 2D), quando comparado aquelas cultivadas sem sacarose.

3. 2 Pigmentos fotossintéticos
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As plantas cultivadas no sistema fotoautotréfico (0 g L™ de sacarose), quando
combinados a intensidade luminosa de 116 umol m? s, apresentaram maiores teores de
clorofila a (~86%) (Figura 4A), clorofila b (~49%) (Figura 4B), clorofila total (~77%) (Figura
4D), carotenoides (~40%) (Figura 4E) e clorofila total/carotenoides (~27%), em comparacio
aquelas cultivadas no sistema fotomixotréfico com 15 g L™ de sacarose sob mesma irradidncia
(Figura 4F). Para Clorofila a/b, os tratamentos ndo apresentaram interagdes significativas entre
as concentracdes de sacarose (0 e 15 g L) e intensidades luminosas (71 e 116 pmol m2 s!),

que variaram de 2,8 a 3,0 ug mm 2 (Figura 4C).

Figura 4 - Parametros fisiolégicos do abacaxizeiro var. Turiagu apés 50 dias de cultivo in vitro sob diferentes
concentracdes de sacarose (O e 15 g L) e intensidades luminosas (71 umol m2 s e 116 umol m? s™!). (A) Clorofila
a, (B) Clorofila b, (C) Clorofila a/b, (D) Clorofila total, (E) Carotenoides e (F) Clorofila total/Carotenoides. Letras
maidsculas comparam as concentragdes de sacarose na mesma intensidade luminosa, enquanto as mintsculas
comparam as intensidades luminosas na mesma concentragdo de sacarose (teste de Tukey; p < 0,05). As barras
representam o erro padrio (n = 4).
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3. 3 Parametros fisiologicos

As varidveis assimilacdo fotossintética de CO> (A), Fv/Fm, RC/ABS e indice
fotossintético, foram afetadas pela sacarose e pelas intensidades luminosas. Para A, o cultivo

fotoautotréfico sob 116 pmol m™? s conferiu as plantas um aumento de ~260%, em relagdo
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aquelas cultivadas sob 71 umol m? s™! e ~270% aquelas sob 116 umol m? s™! com 15 g L' de

sacarose (Figura 5A).

Figura 5 - Parametros fisiolégicos do abacaxizeiro var. Turiagu apés 50 dias de cultivo in vitro sob diferentes
concentracdes de sacarose (0 e 15 g L!) e intensidades luminosas (71 umol m? s!' e 116 umol m? s™'). (A)
assimilag@o fotossintética de CO» (A), (B) rendimento quintico maximo do fotossistema II (Fv/Fm), (C) energia
absorvida por ativo centro de reagdo (RC/ABS), (D) indice fotossintético e (E) indice estomadtico. Letras
maidsculas comparam as concentragdes de sacarose na mesma intensidade luminosa, enquanto as minusculas
comparam as intensidades luminosas na mesma concentragdo de sacarose (teste de Tukey; p < 0,05). As barras
representam o erro padrao (n = 4).
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No cultivo fotoautotréfico sob 116 pumol m? st para Fv/Fm, o aumento foi de
~2,6% (Figura 5B), para RC/ABS, de 54% (Figura 5C) e para o indice fotossintético, de ~100%
(Figura 5D), em relacdo as cultivadas sob mesma irradiancia em condi¢des fotomixotroficas
com 15 g L' de sacarose (Figura 5A). Para estas, com 15 g L™ de sacarose, a irradiancia de 71
umol m? s! foi superior significativamente a de 116 umol m2 s™ (Figura 5), sendo o aumento
de ~5% para Fv/Fm, 58% de RC/ABS, de 112% para o indice fotossintético.

Para todas as varidveis fisioldgicas estudadas, com excecdo do indice estomatico,

as plantas no sistema fotomixotréfico e fotoautotréfico sob intensidade luminosa de 71 pmol

m™ s! ndo apresentaram diferencas significativas. O indice estomético foi afetado apenas pela

sacarose (Figura SE), onde a sacarose promoveu um aumento respectivo de ~31% e 27% nas

irradiancias de 71 e 116 umol m2 s\,
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3. 4 Caracterizacio anatomica foliar

Plantas de abacaxizeiro var. Turiagu in vitro apresentaram limbo foliar com
epiderme unisseriada nas duas superficies (adaxial e abaxial), com parénquima aquifero e
parénquima clorofiliano, onde localizaram-se os feixes vasculares (xilema e floema) e fibras.
Esta organizacdo dos tecidos foi influenciada pelas diferentes concentragcdes de sacarose (0 e
15 g L") e intensidades luminosas (71 pmol m? s e 116 umol m™? s!), que apresentaram
diferencas quanto a forma e arranjo das células da epiderme adaxial e abaxial, dos parénquimas
aquiferos e clorofilianos, bem como a espessura total das folhas (Figura 6).

Na intensidade luminosa de 71 umol m™ s sem sacarose, a espessura total da folha
foi superior as demais (Figura 6A). Nesta condi¢do, as células do parénquima aquifero
apresentaram maior volume e foram dispostas de maneira mais irregular que as células do
parénquima clorofiliano, que apresentam menores dimensdes, sdo mais compactas e
arredondadas. Em contraste, na condicdo de 15 g L' de sacarose sob 71 umol m? s! de
irradiancia, as células do parénquima clorofiliano apresentaram-se mais compactadas e
comprimidas, o que sugere uma maior densidade celular (Figura 6C).

A auséncia de sacarose combinada com 116 umol m s! de irradidncia resultou em
células do parénquima aquifero mais expandidas (Figura 6B) se comparadas as plantas
submetidas ao tratamento com 15 g L' de sacarose, que se apresentaram bem células mais
comprimidas e justapostas (Figura 6D). Além disso, na combinagio de 15 g L' de sacarose e
116 pmol m? s! de irradiancia, exclusivamente, verificou-se o que parece ser o espessamento
da parede celular das células da epiderme, parénquimas, sobretudo do parénquima clorofiliano

(Figura 6D).
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Figura 6 - Anatomia foliar de abacaxizeiro var. Turiagu ap6s 50 dias de cultivo in vitro (A) com auséncia de
sacarose sob 71 pmol m? s e (B) sob 116 pmol m? s, (C) com 15 g L"! de sacarose sob 71 pmol m? s™' e (D)
sob 116 umol m? s'!. Ep: epiderme; Ab: epiderme abaxial; Ad: epiderme adaxial; Ap: parénquima aquifero; Cp:
parénquima clorofiliano; Vb: feixes vasculares. Barras = 200 um.
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71 116
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4 DISCUSSAO

Compreender como a combinagio de sacarose (15 g L) e os niveis de intensidade
luminosa (71 e 116 umol m™ s™!) afetam o cultivo in vitro de abacaxizeiro var. Turiacu é
essencial para otimizar um protocolo de micropropagacdo que permita a producao de plantas
em larga escala. Nossos resultados demonstraram com clareza que o cultivo fotomixotréfico
com 15 g L' de sacarose impulsionou o crescimento e desenvolvimento das plantas,
independente da intensidade luminosa.

A sacarose pode atuar na geracdo de energia e servir como fonte de esqueletos
carbOnicos para processos biossintéticos envolvidos na diferenciacdo celular e no crescimento

dos explantes, resultando no aumento substancial da biomassa vegetal (Kozai, 1991;
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Muthoharoh et al., 2019), além de atuar como regulador osmético no meio de cultura
(Mamdouh e Smetanska, 2022).

Contudo, no cultivo in vitro, a sacarose nao € a fonte imediata de carbono para os
tecidos cultivados (Borkowska e Szczerba, 1991), mas sim a glicose e a frutose, hexoses
monossacaridicas resultantes da hidrélise da sacarose, por enzimas chamadas invertases dcidas
ou sacarases, presentes na parede celular, pela via apopléstica (Wu et al., 2021). A glicose e
frutose sdo utilizadas como substratos para diversos processos metabdlicos, como na sintese de
acidos graxos (Zhai et al., 2021), agicares mais complexos e aminodcidos (Granot, David-
Schwartz e Kelly, 2013), além da biossintese de hormonios vegetais (Choi, 2024). A glicose
também € utilizada na respiragado celular (Ciclo de Krebs), fornecendo ATP, que € a principal
fonte de energia para os processos metabolicos da célula (Taiz et al., 2017).

Em consonancia com estudos anteriores de micropropagacdo do abacaxizeiro cv.
Imperial (Silva, A., et al., 2014), batata (Bandinelli et al., 2013), coentro-maranhense (Silva,
D. et al.,2024) e com préprio abacaxizeiro var. Turiacu (Alves, G., et al., 2024), nossos achados
evidenciam que a sacarose foi determinante para o maior acimulo de biomassa das plantas ao
propiciar o aumento de massa fresca e seca da parte aérea e radicular, ainda que tenha reduzido
a atividade fotossintética das plantas, quando comparada com as plantas cultivadas no sistema
fotoautotréfico. Este comportamento pode indicar que a presenca da sacarose afetou
negativamente a atividade do aparelho fotossintético das plantas (Lobo et al., 2015) alterando
seu funcionamento. Ou ainda, que a sacarose tenha desacoplado a fotossintese do crescimento
vegetal, uma vez que o desenvolvimento das plantas ndo dependeu diretamente da atividade
fotossintética, sugerindo uma desassociagio entre crescimento e fotossintese (Sevéikova er al.,
2018).

De fato, a sacarose pode restringir a eficiéncia fotossintética das plantas cultivadas
in vitro, haja vista que a necessidade de fixagdo de CO: atmosférico diminui, levando a uma
menor atividade do aparato fotossintético e como consequéncia, hd a reducdo de niveis de
clorofila e outros parametros fisiologicos (Gago et al., 2014), fato observado em nosso estudo.
Por outro lado, a auséncia da sacarose implicou na maior absor¢do dos pigmentos e melhor
desempenho fotossintético. Possivelmente, as plantas aprimoraram sua capacidade
fotossintética por ndo terem a sacarose disponivel no meio de cultura, sendo a fotossintese o
unico caminho para a fixac@o de carbono (Kozai e Kubota, 2005; Askari, Aliniaeifard, e Visser,

2022).
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O indice fotossintético fornece informagdes quantitativas sobre o estado atual da
atividade fotoquimica da planta sob condi¢cdes de estresse a partir da avaliacio dos
fotossistemas II e I, com a principal vantagem de poder indicar um estresse na planta antes
mesmo do aparecimento dos sintomas (Couto et al., 2014). Enquanto o indice estomético
representa o investimento da planta na producao de estdbmatos em relacdo ao total de células
epidérmicas (Zhu, C., et al., 2021). Os estbmatos sdo essenciais para que a fotossintese ocorra,
pois permitem a entrada de CO» nas células. O aumento no ndmero de estdmatos observado nos
tratamentos fotoautotréficos, constitui de uma adaptacdo funcional para otimizar a efici€éncia
de assimilacdo de CO> (Zhu, M., et al., 2015).

Embora, a sacarose tenha afetado o funcionamento do aparato fotossintético das
plantas, nossos resultados nao sugerem que a sacarose foi um fator estressante, pois nao limitou
o crescimento e o acimulo de biomassa dos abacaxizeiros var. Turiagu. Sugerem, portanto, que
o aparelho fotossintético das plantas sobre fotomixotrofia, foi menos estimulado a produzir
estomatos e realizar fotossintese, haja vista que a sacarose serviu como fonte de esqueletos
carbonicos e forneceu energia aos abacaxizeiros, funcdo atribuida ao aparato fotossintético.

Assim como a presencga de sacarose, a intensidade e qualidade da radia¢ao emitida
pelas lampadas desempenham um papel fundamental no crescimento e na fotossintese das
plantas in vitro (Tang et al., 2022; Zhang et al., 2024). O excesso, a auséncia ou a baixa
disponibilidade de luz pode comprometer significativamente ambos o0s processos,
especialmente em condi¢des de cultivo in vitro (Cavallaro et al., 2022). Em resposta a
ambientes com baixa intensidade luminosa, as plantas podem desenvolver mecanismos
adaptativos que favorecam o alongamento da parte aérea, como forma de maximizar a captacao
de luz (Tang et al., 2022). Sob essa perspectiva, podemos atribuir o maior comprimento da parte
aérea das plantas de abacaxizeiro var. Turiacu observados no cultivo fotomixotréfico (15 g L
de sacarose) sob menor irradidncia (71 pmol m? s™') a uma estratégia para ampliar a 4rea de
interceptacao luminosa.

Ademais, a irradiancia altera a anatomia foliar e a alta irradidncia favorece a maior
diferenciacdo e organizacdo dos tecidos (Erig e Schuch, 2005). De fato, observamos que as
irradiancias utilizadas (71 e 116 umol m s™), juntamente com as concentragcdes de sacarose (0
e 15 g L), afetaram de forma positiva a anatomia foliar dos abacaxizeiros var. Turiacu. Em
todas as combinagdes, as folhas de abacaxizeiro var. Turiacu apresentaram uma diferenciacao
bem marcante entre os parénquimas aquifero e clorofiliano in vitro, igualmente observado por

Barboza et al. (2006) no abacaxizeiro cv. Pérola.
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A maior espessura do parénquima clorofiliano em relacao ao aquifero, em plantas
sob maior irradincia sugere maior capacidade fotossintética (Silva, A., et al., 2014) pois as
células do parénquima clorofiliano sao ricas em cloroplastos, responsaveis pela absor¢ao de luz
para o processo de fotossintese (Appezzato-da-Gloria e Carmello-Guerreiro, 2006). Em
contrapartida, constatamos a maior espessura do parénquima clorofiliano (em relacdo ao
aquifero) nas plantas submetidas a combinacdo de sacarose e maior irradiancia estudada (116
umol m? s) e esta condi¢iio ndo favoreceu o potencial fotossintético dessas plantas (Figura

5A, 6D).

5 CONCLUSAO

O abacaxizeiro var. Turiacu apresenta potencial fotoautotréfico. No entanto, sob
condi¢des fotomixotréficas, a combinagdo de 15 g L' de sacarose e 71 umol m? s de
intensidade luminosa foi a mais eficiente para a micropropagagdo, pois conferiu as plantas
maior qualidade morfolédgica, fisiolégica e anatdmica. Este estudo € pioneiro ao abordar a
interacdo entre diferentes intensidades luminosas e concentragdes de sacarose em biorreatores
de imersdo tempordria para o cultivo in vitro dessa variedade. Os resultados obtidos fornecem
valiosos subsidios para pesquisas futuras sobre a micropropagacdo do abacaxizeiro var.
Turiacu, além de contribuir para sua conservacao e para o fortalecimento da cadeia produtiva

dessa importante variedade maranhense.
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