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RESUMO

VASCONCELOS, Marcia Raquel Moura. Caracteristicas fitotécnicas e anatdmicas de
plantulas micropropagadas de Tillandsia bulbosa Hook.S&o Cristévao: UFS, 2016. 35p.
(Dissertacao — Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

As bromélias sdo conhecidas mundialmente por seu potencial ornamental. No Brasil as
espécies de Tillandsia podem ser encontradas na Mata Atléntica, Floresta Amazénica e
campos rupestres. O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia de misturas de substratos
e adubacdo com nitrogénio, fosforo e potassio em plantulas micropropagadas de Tillandsia
bulbosa, aliados a analises anatdmicas das folhas. Os experimentos foram conduzidos no
Laboratorio de Cultura de Tecidos e Melhoramento Vegetal do Departamento de Engenharia
Agrondmica (DEA) da Universidade Federal de Sergipe (UFS). O primeiro experimento foi
implantado em delineamento inteiramente casualizado, testando cinco misturas de substratos,
sendo po de coco: humus de minhoca (2:1); p6 de coco: himus de minhoca: areia (1:1:1); p6é
de coco: himus de minhoca: areia (2:1:1); p6 de coco: himus de minhoca: areia (2:2:1) e
vermiculita: hamus de minhoca (2:1). O segundo experimento foi implantado em
delineamento inteiramente casualizado, onde foram usadas ureia, fosfato supersimples e
cloreto de potassio como fontes de NPK, respectivamente, testando 50, 100, 200 e 400%,
distribuidos nos seguintes tratamentos: aplicacdo total no plantio; ¥z no plantio e % aos 80
dias apos plantio; ¥ no plantio, %; aos 50 dias apds plantio e %5 aos 100 dias apos plantio; e ¥4
no plantio, ¥ aos 30 dias apos plantio, ¥ aos 60 dias apds plantio e ¥ aos 120 dias apés
plantio. Foi realizado o estudo anatémico nos dois experimentos de aclimatizacdo, sendo que
no primeiro foram coletadas folhas na implantacédo e a cada 20 dias (0, 20, 40 e 60 dias) e no
segundo experimento as folhas foram coletadas aos 180 dias. Os resultados obtidos no
primeiro experimento de misturas de substrato mostraram que a T. bulbosa respondeu de
forma similar as diferentes misturas de substratos testadas, durante a fase de aclimatizacdo. As
plantas a partir de 60 dias da aclimatizacdo, apresentam caracteristicas anatdbmicas que podem
favorecer a adaptacdo delas as condi¢bes de campo. Adubacdo com 50 e 100% de adubo, a
base de nitrogénio, fdsforo e potéssio, proporcionou os melhores resultados no
desenvolvimento das mudas quando aplicadas no plantio, sem haver a necessidade do
parcelamento. O aumento das concentragdes de adubo influenciou no desenvolvimento e no
espessamento celular das folhas.

Palavras-chaves: Bromeliaceae, substratos, adubacéo e anatomia foliar.

*Comité Orientador: Maria de Fatima Arrigoni-Blank — UFS (Orientadora), Maria Aparecida
Moreira — UFS (Co-orientadora).



ABSTRACT

VASCONCELOQOS, Marcia Raquel Moura. Phytotechnical and anatomical characteristics
of micropropagated plantlets of Tillandsia bulbosa Hook. S&o Cristovdo: UFS, 2016. 35p.
(Thesis - Master of Science in Agriculture and Biodiversity).*

Bromeliads are known worldwide for its ornamental potential. In Brazil the species of
Tillandsia can be found in the Atlantic Forest, Amazon Forest and rock grassfields. The aim
of this study was to investigate the influence of substrate mixtures and fertilization with
nitrogen, phosphorus and potassium in micropropagated plantlets of Tillandsia bulbosa, allied
with anatomical analyzes of the leaves. The experiments were conducted in the Laboratory of
Tissue Culture and Plant Breeding of the Department of Agricultural Engineering (DEA),
Federal University of Sergipe (UFS). The first experiment was carried out in a completely
randomized design, testing five substrate mixtures, being coconut coir: earthworm castings
(2:1); coconut coir: earthworm castings: sand (1:1:1); coconut coir: earthworm castings: sand
(2:1:1); coconut coir: earthworm castings: sand (2:2:1); and vermiculite: earthworm castings
(2:1). The second experiment was carried out in a completely randomized design, where we
used urea, simple superphosphate phosphate and potassium chloride as NPK sources,
respectively, testing 50, 100, 200 and 400%, distributed in the following treatments: full
application at planting; 72 at planting and 'z at 80 days after planting; 5 at planting, 3 at 50
days after planting and 5 at 100 days after planting; and " at planting, 4 at 30 days after
planting, ¥ at 60 days after planting and % at 120 days after planting. We performed an
anatomical study in both acclimatization experiments, and the first leaves were collected in
the implementation and every 20 days (0, 20, 40, and 60 days) and in the second experiment,
leaves were collected at 180 days. We performed an anatomical study in both acclimatization
experiments, and in the first assay leaves were collected at the implantation and at every 20
days (0, 20, 40 and 60 days), and in the second experiment, leaves were collected at 180 days.
The results of the first experiment showed that the substrate bulbosa T. responded similarly to
the different substrate mixtures used in the acclimatization phase. The results obtained in the
first experiment of substrate mixtures showed that T. bulbosa responded similarly to the
different tested substrate mixtures, during the acclimatization phase. Plants from 60 days of
acclimatization, show anatomical features that can facilitate adaptation to field conditions.
Fertilization with 50 and 100% of fertilizer, based on nitrogen, phosphorus and potassium,
provided the best results in the development of plantlets when applied at planting, without the
need of installment. The increase in fertilizer concentrations influenced the development and
thickening of cell leaves.

* Advising Committee: Maria de Fatima Arrigoni-Blank — UFS (Advisor), Maria Aparecida Moreira — UFS (Co-
Advisor).



1. INTRODUCAO

As espécies da familia Bromeliaceae sdo conhecidas mundialmente por seu grande
potencial ornamental, pela importancia bioldgica, por serem bioindicadoras de ambientes e
servirem de habitat para pequenos grupos de animais, principalmente os anfibios. Constitui
uma das mais amplas familias de plantas no Brasil com 3.172 espécies subordinadas a 58
géneros e podem ser encontradas na Mata Atlantica, Floresta Amazonica e Campos Rupestres
(MARTINELLI et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009).0 arranjo das folhas em muitas plantas
desta familia forma um bulbo, no qual se acumulam agua e detritos que contribuem para a
nutricdo dessas plantas (BENZING, 2000).

As bromélias sdo plantas de amplo potencial ornamental, devido as suas
inflorescéncias vistosas, e por isso estdo sendo exploradas comercialmente de forma
indiscriminada, o que tem causado o desaparecimento de varias espécies, principalmente da
Mata Atlantica. Face ao problema, nas ultimas décadas a cultura in vitro tem sido uma
alternativa para a produgdo em larga escala, visando propagar, proteger e conservar
principalmente as espécies nativas(MARTINS et al., 2015).

S&0 necessarios avancos no conhecimento da biologia de bromelidceas para conhecer
e compreender algumas caracteristicas morfo-anatdmicas e fisioldgica das plantas antes de
procedimentos como a aclimatizacdo e adubacgédo, para 0 melhor aproveitamento dessas
espécies, tanto para fins ornamentais como para a conservacao (SANTOS et al., 2015).

Caracterizar a morfologia e anatomia das folhas colabora na descri¢do taxonémica das
plantas,além da compreensdo de estratégias adaptativas. Comparar as caracteristicas de folhas
de plantas provenientes da propagacéo in vitro e de plantas cultivadas em casa de vegetagédo
podem auxiliar no ajuste e no aprimoramento de protocolos de propagacao das mesmas, bem
como proporcionam informacdes sobre a plasticidade fenotipica das plantas (SANTOS et al.,
2015).

No periodo de aclimatizacdo, se faz necessario a utilizacdo de substratos adequados
conforme a espécie e também, quando necessario, 0 uso de adubos. Os nutrientes mais
utilizados no processo de adubacdo quimica sao fosforo, nitrogénio e potassio, que devem ser
aplicados em condicGes ajustadas as requisicdes de cada cultivo e a metodologia de adubacao
empregada (LONE et al., 2010).

Tendo em vista esse contexto, o objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia de
misturas de substratos e adubagdo com nitrogénio, fdsforo e potassio em plantulas
micropropagadas de Tillandsia bulbosa, aliados a analises anatdmicas das folhas.



REFERENCIAL TEORICO
2.1. Botanica

A familia Bromeliaceae € encontrada em ambientes terrestres, rupicola, epifitas e
saxicolas (MARTINS et al., 2015). E uma familia tipicamente, neotropical, apresentando 31
géneros em mais de 2.000 espécies distribuidas em trés subfamilias: Pitcairnioideae,
Bromelioideae e Tillandsioideae, que sdo separadas de acordo com as caracteristicas das
flores, morfologia dos frutos e sementes (PITTA e MENEZES, 2002). Vérios estudos
filogenéticos e morfoldgicos comprovam que esta é uma familia monofilética (BARFUSS et
al., 2005).

A familia € reconhecida por sua importancia ecolégica, devido ao fato de no interior
de sua roseta,resultante da presenca de bainhas foliares imbricadas,formar-se um micro
ecossistema, chamado fitotelmata, composto pelo acimulo de &gua e matéria organica
associada a organismos aquaticos (FIORATO, 2009).A superficie foliar é recoberta por
tricomas especializados, as escamas foliares, tipicas da familia e que desempenham um
importante papel ecologico e fisioldgico, responsavel por adaptacfes que permitem a sua
ocorréncia em diferentes habitats (BENZING, 2000).

A subfamilia Tillandsioideae é um grupo monofilético, sendo a maior subfamilia com,
aproximadamente, 1100 espécies distribuidas em nove géneros: Alcantarea (16 ssp.),
Catopsis (21 spp.), Pitcairnia (2 spp.), Guzmania (176 spp.), Mezobromelia (9 spp.),
Racinaea (56 spp.), Tillandsia (551 spp.), Vriesea (188 spp.) e Werauhia (73 spp.)
(BARFUSS et al., 2005; CHEW et al., 2010).

O género Tillandsia inclui cerca de 550 espécies de arquitetura altamente variavel,
com individuos variando de 1m de altura a pequenos epifitos de cerca de 3 cm de altura
(TILL, 2000). As espécies sdo encontradas em toda area de distribuicdo de Bromeliaceae
sendoresponsavel pela grande amplitude geogréafica desta familia (BENZING, 2000).

Esse género possui plantas que sdo altamente adaptadas a suportar o estresse hidrico,
guando adultas, pois nessa fase do ciclo evolutivo, possuem reservatorio de dgua, 0 mesmo
ndo ocorre em espécies jovens (BADER et al., 2009).

Outra adaptacdoda familia Bromeliaceae € o metabolismo acido das crassulaceas
(CAM) (CRAYN et al., 2004). O CAM ¢ uma adaptacdo fotossintética que surgiu,
independentemente, varias vezes na evolucdo das plantas vasculares, possivelmente por meio
da reorganizacdo de vias metabdlicas ja existentes em plantas C3 (WEST-EBERHARD et al.,
2011). Assim como a fotossintese C4, o CAM ¢é considerado um mecanismo de concentracao
de gas carbbnico (CO2) em torno do sitio ativo da enzima ribulose bifosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco) presente nas plantas vasculares (KEELEY e RUNDEL,
2003).

Devido ao comportamento estomatico, as plantas CAM sdo dotadas de uma melhor
eficiéncia no uso da &gua em comparagdo com as plantas de fotossinteses C3 e C4,
permitindo-as colonizar com sucesso ambientes xeromorficos e epifitos (LUTTGE, 2004;
LUTTGE, 2011).

A subfamilia Tillandsioideae, assim como a familia Bromeliaceae, provavelmente teve
origem a partir de espécies ancestrais que realizavam a fotossintese C3. O CAM surgiu
posteriormente e é possivel que esteja relacionado a evolucdo de espécies mais xerofitas,
como, por exemplo, as que apresentam a forma atmosférica (CRAYN et al., 2004, GIVINISH
etal., 2011).

As espécies de Tillandsia sdo muito utilizadas na ornamentagdo por possuir belas
flores.Um exemplo é a T. velutina, cuja popularidade é devido a coloragdo rosa ou vermelho
que se desenvolve no centro da roseta. Encontradas em toda América Latina, sdo plantas
bioindicadoras de ambientes devido a grande quantidade de tricomas presentes em suas folhas
que além de adquirirem os nutrientes do ar, sdo capazes de absorver metais pesados
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encontrados na atmosfera, sendo assim consideradas fitorreguladores de ambientes (LI et al.,
2015).

A Tillandsia bulbosa é uma espécie epifita que possui corpo ligeiramente alongado,
com altura entre 10-23cm; caule pouco alongado em forma de bulbo. Folhas rosuladas,
polisticas, recurvas; bainha suborbicular, muito distinta da Iamina; lamina linear-filiforme,
subereta a patente, retorcida, verde a acinzentadas, apice acuminado-subulado. Escapo ereto
ou recurvo, ultrapassando a roseta e bracteas vermelhas. A inflorescéncia é simples ou com
ramificacdes, raque visivel e flores disticas. Possui bracteas florais avermelhadas, excedendo
as sepalas, estreitamente ovais, apice agudo, eretas, ligeiramente encurvadas no apice. As
sépalas s@o vermelhas, oblongas, lepidotas. As petalas sdo azuis ou violeta, lineares, apice
agudo; estames livres, exsertos, mais longos que o gineceu, filetes retos, complanados,
ligeiramente dilatados em direcdo ao apice, anteras basifixas; ovario ovoide, estilete mais
longo que as pétalas (FIORATO, 2009).

2.2. Aclimatizacdo e adubacao

As exigéncias do mercado, cada vez mais competitivo, acentuam a necessidade de se
desenvolverem técnicas cada vez mais adequadas ao cultivo de bromélias (AMARAL et al.,
2009). Para producdo comercial de mudas micropropagadas, precisa-se aprimorar e/ou
adequar técnicas de cultivos durante a fase de aclimatizacdo, visando aumentar a eficiéncia e
diminuir custos, além da necessidade de aprimoramento de substratos, recipientes e nutricdo
(BREGONCI et al., 2008).

Com a finalidade de promover essa adaptacéo, alguns estudos tém sido desenvolvidos,
como o uso de diferentes substratos (MOREIRA et al., 2007; FREITAS et al., 2011),
diferentes tempos de aclimatizacdo (BERILLI et al., 2011) e adubos (BREGONCI et al.,
2008).

As maiores demandas na producdo de mudas ornamentais resultaram em estudos e
pesquisas envolvendo desde o desenvolvimento de vasos e recipientes a substratos e técnicas
de propagacdo eficientes para o desenvolvimento eficaz dessas plantas (AMARAL et al.,
2010). A escolha de um substrato adequado far-se-a necessario principalmente para as plantas
cultivadas em vaso, como também um prévio conhecimento das caracteristicas quimicas e
fisicas dos substratos a serem utilizados.Além disso, o substrato deve ser capaz de reter agua
sem comprometer o oxigénio as plantas (LUDWIG et al., 2014).

O po6 de coco é um excelente material organico utilizado como componente nas
misturas de substratos devido as suas propriedades de retencdo de agua, aeracdo do meio de
cultivo e estimulador do enraizamento (OLIVEIRA e HERNANDEZ, 2008).

A vermiculita também € bastante utilizada na composicdo de substratos porque atua na
melhoria das condi¢es fisicas do solo como boa retencdo de umidade, alta porosidade e baixa
densidade, o que muitas vezes proporciona maior facilidade para a plantula emergir, além de
participar da absorcao de fosforo e nitrogénio do solo (DINIZ et al., 2006).

O himus de minhoca é um componente muito utilizado em preparo desubstratos, e por
apresentar microporosidade elevada, esta sempre associado a um ou mais elementos, como
por exemplo, a areia, o pé de coco e a vermiculita (OLIVEIRA et al., 2012).

O substrato pode ser composto por um unico componente, mais dificilmente, sera
encontrado um que se adeque as todas as necessidades nutricionais para um 6timo
desenvolvimento da planta. Por esse motivo, 0s substratos sd&o compostos de uma mistura de
dois ou mais material. Porém, o substrato pode mesmo assim néo suprir todas as necessidades
nutricionais das plantas, sendo assim necessario uma fertilizacdo complementar atraves de
adubos quimicos (NOMURAEet al., 2008).

A adubacao quimica em bromeliaceas vem sendo bastante utilizada, sendo o abacaxi a
espécie mais estudada (AMARAL et al., 2009). A adubacdo pode ser realizada através da
aplicacdo foliar ou radicular, ou em ambos, mas & necessario ter conhecimento dos ciclos
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bioldgicos da planta. Os nutrientes mais utilizados no processo de adubagdo quimica sdo o
nitrogénio, o fésforo e o potassio (NPK), que devem ser aplicados em condicGes ajustadas as
requisi¢des de cada cultivo e a metodologia de adubacdo empregada (LONE et al., 2010). Nas
plantas cultivadas em vaso é imprescindivel a adubacdo quando se deseja obter um 6timo
crescimento e desenvolvimento das mudas (AMARAL et al., 2009).

O estabelecimento das proporcoes ideais de NPK para cada género e/ou espécie de
bromélias, faz-se necessario, porque as plantas de alguns géneros, como, por exemplo,
Neoregelia e Billbergia, quando adubadas com formulagdes ricas em nitrogénio, podem
perder o colorido das folhas (PAULA, 2000).

Em bromélias, a medida que as plantas alcancam pleno desenvolvimento vegetativo,
comecam a responder melhor & adubagdo com ureia, de forma linear crescente, por ser o
nitrogénio o principal elemento promotor de desenvolvimento vegetativo (FERREIRA et al.,
2007).Em abacaxizeiros, a adubagdo nitrogenada € um dos aspectos mais relevantes para seu
desenvolvimento, possibilitando incremento no crescimento de mudas como foi verificado
por Freitas et al. (2012).

As bromélias absorvem nutrientes de acordo com o seu habito. Espécies terrestres
adquirem os nutrientes através absorcdo pelas raizes em contato com o solo; as epifitas
absorvem os nutrientes da dgua da chuva e de particulas provenientes da atmosfera pelos
tricomas, um anexo epidérmico localizado na base das folhas (LEME e MARIGO, 1993).

O estudo da anatomia vegetal vem além de entender a distribuicdo e organizacdo dos
principais tecidos no corpo do vegetal, também pode ser utilizada para visualizar a ocorréncia
de plasticidade nas folhas, ou seja, reorganizacdo celular, ja que essas modificacdes ocorrem
para ajustar o desempenho da planta em resposta a diferentes condi¢cbes ambientais
(RIBEIRO et al., 2012; SANTOS et al., 2013).

As alteragdes morfofisiologicas e bioquimicas podem provocar a plasticidade das
plantas, modificando as caracteristicas estruturais, bem como os tecidos de plantas
(especialmente nas folhas), como o mesofilo, espessuras da parede celular, distancia entre
feixes vasculares, espessura da superficie da epiderme abaxial e adaxial, nimero de feixes
vasculares e densidade estomatica (SANTOS et al., 2013).

As folhas do género Tillandsia, geralmente apresentam escamas (tricomas), nos sulcos
longitudinais, revestindo as duas epidermes, onde se distribuem em fileiras, nas duas
superficies foliares. Na maioria das espécies do género, as escamas se dispdem ao acaso por
toda a superficie da folha e em fileiras longitudinais, na superficie abaxial. O disco celular é
formado por quatro células centrais, circundadas por dois anéis celulares, sendo o interno
constituido por oito células e denominado pericentral, e o externo formado por 16 células e
chamado subperiférico (PROENCA e SAJO, 2007).

Com relacdo aos estdmatos, estes podem se distribuir em sulcos ao longo das folhas,
como em Bromelia balansae, Billbergia porteana, Ananas ananassoides, Billbergia distachia
e Acanthostachys strobilacea ou se dispdem em fileiras longitudinais, como em Vriesea sp.e
T. pohliana. Em Vriesea sp., 0s estdbmatos estdo posicionados no mesmo nivel das demais
células da epiderme e podem estar posicionados acima das demais células epidérmicascomo
em D. tuberosa (PROENCA e SAJO, 2007).

As condicGes ambientais como agua e luz, podem influenciar a anatomia foliar nos
primeiros estadios de desenvolvimento até a fase adulta, modificando a sua morfologia,
anatomia e fisiologia(CASTRO et al., 2009;0LIVEIRA et al., 2012).

Outros fatores, como a nutricdo mineral podem influenciar a composicdo e
organizacdo estrutural, ou seja, quando a planta recebe ou deixa de receber macro e/ou
micronutrientes, evidenciam-se modificaces em sua estrutura anatémica que podem alterar a
espessura de tecidos e os contetdos de pigmentos (MARCHNER, 1995).

Os estudos anatdmicos que visam analisar os efeitos dos nutrientes na anatomia sao
importantes, visto que a anatomia da planta pode influenciar na translocacdo de nutrientes
(ROSELEM e LEITE, 2007).
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Escamas de folhas de T. paulifolia, foram estudadas para verificar absorc¢do ativa de
aminoacidos. Observou-se que as ceélulas vivas do pediculo da escama sdo capazes de
absorver aminodcidos livres, como leucina, lisina, arginina e asparagina presentes na
superficie foliar (NYMAN et al., 1987).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtengéo do material vegetal

As pléantulas de T. bulbosa foram obtidas a partir do cultivo in vitro de sementes em
meio de cultura contendo sais do meio MS (MURASHIGUE e SKOOG, 1962), suplementado
com 30 g.L™? de sacarose, solidificado com 7 g.L™ de 4gar, 1 g.L™" de carvdo ativado e pH
ajustado para 5,8 = 0,1 e autoclavado (120 °C e 1,05 atm) por 15 minutos.A cultura foi
mantida em sala de crescimento com temperatura controlada (25 + 2 °C) sob fotoperiodo de
12 horas de luz e intensidade luminosa de 60 pumol m-2.s*.As plantulas germinadas in vitro
foram utilizadas para implantagdo dos experimentos dos itens 3.2 e 3.3.

3.2.Aspectos nutricionais

Com o objetivo de determinar a melhor composicdo de substrato e a adubagdo com
NPK para mudas de Tillandsia bulbosa Hook, foram realizados dois experimentos.

Os trabalhos foram conduzidos em estufa agricola com 50% de sombreamento, com
irrigacdo e nebulizacdo intermitente, localizada no Departamento de Engenharia Agrondémica
(DEA), da Universidade Federal de Sergipe-UFS.

3.2.1.Experimento 1: Alternativas de substratos na aclimatizagdo de mudas
micropropagadas de T. bulbosa

Plantulas oriundas do cultivo in vitro, com altura em torno de 5 cm e massa fresca de
630 mg,foram utilizadas, procedendo-se a lavagem em agua corrente para eliminacdo do meio
de cultura aderido as raizes e transplantadas para bandejas de poliestireno contendo o0s
diferentes substratos.

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeticdes e seis
plantas por repeticdo. Foram testadas cinco misturas de substratos, sendo p6 de coco: himus
de minhoca (2:1); p6 de coco: hiumus de minhoca: areia (1:1:1); p6é de coco: humus de
minhoca: areia (2:1:1); p6 de coco: hiumus de minhoca: areia (2:2:1) e vermiculita: himus de
minhoca (2:1). Nas misturas de substratos que contem pd de coco foi acrescido de 1 g.L™ de
calcério dolomitico.

No momento da implantacdo do experimento e a cada vinte dias, foramcoletadas
folhas para analise anatémica.Aos 60 dias foi avaliada a sobrevivéncia (%), namero de folhas,
altura das plantas (cm), comprimento da raiz (cm), massa (g) seca e fresca da raiz e da parte
aerea.

3.2.2.Experimento 2: Influencia da adubacdo na fase de aclimatizacdo das mudas
micropropagadasde T. bulbosa

Nesse experimento foi utilizado o substrato p6 de coco: humus de minhoca: areia
(2:1:1) (determinado no experimento 1),0 qual foi colocado em vasos plasticos de 1L para
adicédo da adubacéo de acordo com os tratamentos.

Em virtude da auséncia de recomendacdo de adubacédo para a cultura de T. bulbosa, as
doses foram estimadas com base em recomendacdo geral para experimento em vasos, segundo
Malavolta (1980) para ensaio em casa de vegetagcdo, onde o adubo usado foi preparado
misturando-se 300 mg de N, 200 mg de P e 200 mg de K por dm? solo.Foi utilizado a ureia
como fonte de nitrogénio, o superfosfato simples (P,Os) como fonte de de fésforo e o cloreto
de potassio (K,O) como fonte de potassio.
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O delineamento foi inteiramente casualizado com esquema fatorial 4x4, sendo quatro
concentracdes de adubo (50, 100, 200 e 400%) e quatro épocas de aplicacédo (total no plantio;
% no plantio e %2 aos 80 dias apds o plantio (DAP); 1/3 no plantio, 1/3 aos 50 DAP e 1/3 aos
100 DAP; ¥ no plantio, ¥ aos 30 DAP, ¥ aos 60 DAP e % aos 120 DAP). Foram utilizados
quatro repeticdes e duas plantas por repeticéo.

A excecdo do superfosfato simples, que foi aplicado em quantidade total, durante o
preenchimento dos vasos, os demais adubos foram parcelados em quatro vezes, como descrito
acima,de acordo com os tratamentos.

Aos 180 dias as variaveis analisadas foram: sobrevivéncia (%), niumero de folhas,
altura de planta (cm), comprimento de raiz (cm), massa (g) seca, da parte aérea e raiz e
relagdo matéria seca de raiz/parte aérea.

3.3. Analise do substrato

A andlise quimica e fisica do substrato utilizado no experimento de adubacdo (item
3.2.2.) pode ser vista na Tabela 1.

TABELAL. Resultados da analise quimica e fisica do substrato utilizado no experimento de
adubacdo.Sdo Cristdvao, UFS, 2016.

Amostra Resultado* Amostra Resultado
pH em agua 6,58 Magnésio (cmolc/dm3) 2,93
Célcio+Magnésio (cmolc/dms3) 9,81 Sédio (cmolc/dms3) 0,315
Célcio (cmolc/dms3) 6,88 Hidrogénio + Aluminio (cmolc/dm3) 1,63
Aluminio (cmolc/dm?) <0,08 SB-Soma de Bases Trocéveis (cmolc/dms3) 10,60
Potéssio (mg/dms3) 200 CTB (cmolc/dms3) 12,20
Fésforo (mg/dm3) 347 V - indice de Saturacio de Bases (%) 86,90
Matéria Organica (g/dmg3) 37,5 PST (%) 2,58

*Instituto Tecnoldgico e de Pesquisa do Estado de Sergipe.

3.4. Aspectos anatomicos
3.4.1. Anatomia foliar

Os trabalhos de anatomia foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos e
Melhoramento Vegetal (DEA/UFS) e no Laboratério de Anatomia Vegetal (DBI/UFLA).
Para o estudo da anatomia foliar foi utilizado o terco mediano das folhas completamente
expandidas a partir do apice, de acordo com a metodologia descrita por Kraus e Arduin
(1997), coletadas em 2 fases diferentes:in vitro e na aclimatiza¢do. Na aclimatizagdo foram
coletadas folhas na implantagcdo do experimento e a cada vinte dias (0, 20, 40, 60 dias) e no
experimento de adubacgéo aos 180 dias apds transplantio.

As folhas passaram pelo processo de fixagdo utilizando FAA 50% (formaldeido -
acido acético glacial - alcool etilico 50%) (JOHANSEN, 1940) por 72 horas e,
posteriormente, conservadas em etanol 50% (v/v). O material foi colocado em resina ativada
= solucdo de infiltracdo (resina + pd ativador, na proporcao indicada pelo fabricante) — 24
horas na geladeira, e por fim realizou-se a infiltragdo em resina de hidroxietilmetacrilato
(LEICA-HISTORESIN), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Logo apds, foi
preparada a solucdo de inclusdo, juntando o endurecedor a resina de infiltracdo ou resina
ativada (seguindo as proporcoes indicadas pelo fabricante).

Os fragmentos vegetais infiltrados foram colocados em histomoldes (formas pléasticas,
proprias para inclusdo). O polimerizar permaneceu em temperatura de 37°C. Os blocos
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forammantidos com baixa umidade, armazenados em recipientes com boa vedacéo e contento
silica gel. O material vegetal emblocado foi cortado em micrétomo rotativo em seccdes
transversais com =7 pm de espessura. Os cortes foram estendidos sobre a lamina com uma
pequena quantidade de dgua destilada.

Ap0s a secagem em temperatura ambiente ou em chapa aquecedora, as sec¢des foram coradas
com azul de toluidina a 0,05% (v/v), pH 4,8 e depois lavadas com agua destilada. As laminas
apos a secagem foram fixadas com verniz vitral. Foram avaliadas 5 secgdes transversais de T.
bulbosa para cada fase do experimento. As se¢des foram observadas em microscopio optico
equipado com camera LEICA DM500 e visualizadas no computador com o auxilio do
programa LAS ES®.

Foram avaliadas as seguintes variaveis: area do limbo foliar (mm?), espessuras (um)
do limbo foliar, das epidermes abaxial e adaxial e dos parénquimas aquifero e clorofiliano,
area (um2) dos feixes vasculares: xilema e floema. Os pardmetros anatbmicos quantitativos
foram analisados por meio de software de andlise de imagem UTHSCSA ImageTool
(University of Texas, San Antonio, USA) calibrado com régua microscopica fotografada nos
mesmos aumentos das fotografias (objetivas de 10, 20 e 40x).

3.4.2. Microscopia eletronica de varredura

As analises em microscopia eletrénica de varredura foram realizadas no Laboratério
de Microscopia Eletronica e Ultraestrutural da UFLA/MG. Apenas as folhas cultivadas in
vitro foram analisadas, onde foram coletadas amostras do terco mediano das folhas, a partir
do épice, as quais foram cortadas em segmentos com aproximadamente 5 mm, incubadas a
temperatura ambiente numa solucdo fixadora de pH 7,2 (modificado Karnovsky, 1965) por
24h (ALVES et al., 2008). As amostras foram lavadas trés vezes em tampédo cacodilato
0,005M e seccionado transversalmente em liquido azoto. Para fixacdo foram colocadas em
solucdo aquosa a 1% de tetréxido de 6smio (OSO,) durante 60 minutos, lavadas trés vezes em
agua destilada e desidratadas em séries de gradiente de acetona (25, 50, 75, 90% e trés vezes
na concentracdo de 100%) por 10 minutos. A secagem, realizada pelo aparelho ponto critico
(BALZERS CPD 050) que tem como meio de desidratacdo, o CO, e, em seguida as
amostrasforam metalizadas com ouro (metalizador MED 010 BALZERS), e examinadas em
microscopio eletrénico de varredura (ZEISS SEM 940).

As variaveis avaliadas foram: morfologia dos tricomas (qualitativa) e quantidades de
estdmatos e tricomas (um2) (quantitativa).

3.5. Analises estatisticas

Os resultados obtidos do experimento da aclimatizacdoforam submetidos a anélise de
variancia (ANAVA) e quando significativos, as medias foram comparadas pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

As avaliacdes do experimento da adubacdo foram submetidas a anélise de variancia
(ANAVA) e quando significativos, as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para as concentracdes de adubos, foi aplicado a regressao polinomial.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando programa estatistico
SISVAR® 5.3(FERREIRA, 2011).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Alternativas de substratos na aclimatizacgdo de mudas de T. bulbosa
micropropagadas

Para as variaveis,sobrevivéncia, altura da planta, nimero de folhas e comprimento da
raiz ndo houve diferenca significativa em relacdo aos substratos utilizados. A sobrevivéncia
das mudas atingiu valores de 95% no substrato p6 de coco com himus de minhoca (2:1) a
100% nos demais substratos utilizados (Tabela 1).

Embora o nimero de folhas e comprimento da raiz, ndo terem apresentado diferencas
significativas entre os substratos, isso pode ser explicado pela presenga do humus na
composicao de todas as misturas (Tabela 1), o que corrobora com os trabalhos de Moreira et
al. (2007) e de Silva et al. (2012) na aclimatizacdo de mudas de abacaxi, onde afirmam a
importancia do substrato que deve apresentar, entre outras caracteristicas, elevado espaco de
aeragdo, permitindo perfeito crescimento e desenvolvimento do sistema radicular e,
consequentemente, da parte aérea da planta.

O ndmero de folhas constitui-se um dos principais fatores para o sucesso da
transferéncia das mudas para 0 ambiente ex vitro, uma vez gque é responsavel pela captacdo de
energia solar e produgdo de matéria organica por meio da fotossintese.

TABELA 1. Sobrevivéncia (%), altura (cm), nimero de folhas e comprimento da raiz (cm) de
Tillandsia bulbosa em funcéo de diferentes misturas de substratos aos 60 dias de cultivo.S&o
Cristovéo, UFS, 2016.

Substrato Sobrevivéncia Altura de NUmero de Comprimento de
(%) Planta (cm) Folhas Raiz (cm)

PC:HM (2:1) 95,0a 11,34a 7,95a 2,35a
PC:HM:A (1:1:1) 100,0a 12,50a 8,65a 2,92a
PC:HM:A (2:1:1) 100,0a 12,20a 9,80a 2,95a
PC:HM:A (2:2:1) 100,0a 13,36a 8,70a 3,09a
V:HM (2:1) 100,0a 13,36a 7,50a 2,83a

CV (%) 4,52 14,10 18,68 22,69

*Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05).
**Substratos: PC: pd de coco, HM: hiimus, A: areia, V: vermiculita.

N&o houve diferencas significativas para massa de matéria seca da parte aérea e raiz.
Assim, pode-se inferir que, além da melhoria nos aspectos nutricionais do substrato,0 himus
de minhoca confere também melhor propriedade fisica, a ponto de melhorar o suprimento da
planta em agua e nutrientes(SILVA et al., 2012). Apesar dos valores para massa fresca de raiz
alternar entre 0,33 g a 0,73 g, esses resultados ndo foram significativos para essa variavel
(Tabela 2).

TABELA 2. Massa fresca e seca (g) da raiz e da parte aérea de Tillandsia bulbosa em funcgéo
de diferentes misturas de substratos aos 60 dias de cultivo.Sdo Cristovao, UFS, 2016.

Massa Fresca () Massa Seca (Q)

Substrato Parte Aérea Raiz Parte Aérea Raiz
PC:HM (2:1) 8,51a 0,33 b 0,95a 0,05a
PC:HM:A (1:1:1) 11,50a 0,54ab 1,24a 0,08a
PC:HM:A (2:1:1) 10,74a 0,56ab 1,11a 0,07a
PC:HM:A (2:2:1) 11,22a 0,68ab 1,19a 0,08a
V:HM (2:1) 10,80a 0,73a 1,26a 0,09a

CV (%) 18,18 30,18 23,46 28,44

*Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
**Substratos: PC: pd de coco, HM: himus, A: areia, V: vermiculita.
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Vale ressaltar que o substrato deve ter boa capacidade de retencdo de umidade e ndo
compactar excessivamente, comprometendo a drenagem e a aeracdo radicular. Segundo
Hazarika (2006), é importante observar o desenvolvimento das raizes durante a aclimatizacéo,
visto que, as raizes formadas in vitro podem se apresentar pouco ramificadas, quebradicas, e
até com inadequada conexao vascular.

Em relacdo aos componentes anatémicos das folhas de Tillandsia, observou-se que as
cultivadas in vitro e aclimatizadas em casa de vegetacdo, o limbo foliar apresentou epiderme
unisseriada nas duas superficies, hipoestomaticas e mesofilo dorsiventral, com presenca de
parénquima aquifero, voltada para a face adaxial, e parénquima clorofiliano voltado para a
face abaxial.

Aarea foliar foi maior conforme a idade e o ambiente (in vitro). O maior valor
registrado foi aos 60 dias (23055,60 mm2), enquanto que o menor valor foi nas plantas no
ambiente in vitro (14972,20 mm?) (Tabela 3).0 aumento na é&rea foliar constitui padrdo
classico de resposta ao ambiente de cultivo durante a aclimatizacao, proporciona para a planta
maior &rea para capitacdo de CO, e absor¢do de nutrientes (BARBOZA et al., 2006).

A aérea do feixe vascular teve comportamento semelhante. O maior valor (2069,60
pm?) foi aos 60 dias e 0 menor (1077,20 um?2) no ambiente in vitro (Tabela 3).Esses valores
podem indicar um maior potencial para translocacdo de fotoassimilados, podendo promover
um maior desenvolvimento das raizes, nessas condi¢des, uma vez que o floema esta
diretamente relacionado com a translocacdo de fotoassimilados das folhas para os 6rgaos
dreno (CASTRO et al., 2009).

TABELA 3. Area foliar (mm2), area do feixe vascular (um2), espessuras (um) das epidermes
abaxial e adaxial demudas de Tillandsia bulbosa em funcdo do tempo de aclimatizacdo. S&o
Cristovao - SE, UFS, 2016.

Tratamento Area Espessura da epiderme (um)

Foliar (mm?) Feixe Vascular (um2) Abaxial Adaxial

In vitro 14972,20 c 1077,20 ¢ 598¢c 477 a

20 dias 17832,40 b 1291,80 bc 6,03 bc 4,80 a

40 dias 19489,60 b 1586,60 b 6,14 b 510a

60 dias 23055,60 a 2069,60 a 6,40 a 515a
CV (%) 4,89 12,48 1,25 4,46

*Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Até os 60 dias de aclimatizacdo ndo houve diferenca significativas para a espessura da
epiderme localizada na superficie adaxial, cujo valores foram de 4,77 a 5,15um (Tabela 3). A
epiderme abaxial apresentou espessuras diferenciadas conforme a idade e ambiente (in vitro).
A maior espessura foi aos 60 dias (6,40 um) enquanto que o menor valor foi obtido em
plantulas mantidas na condigdo in vitro (5,98 um), ndo diferindo de plantas com 20 dias, que
por sua vez nao diferiram das com 40 dias de aclimatizacéo (Tabela 3).A espessura da parede
da epidermepode influenciar em uma maior sobrevivéncia das plantas durante a transferéncia
para o ambiente ex vitro, diminuindo a evaporacdo da agua a partir dos tecidos e evitando o
colapso das células a fim de garantira sobrevivéncia da espécie em condi¢fes de seca.
(BARBOZA et al., 2006; SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2012).

Em relacdo a espessura da cuticula (abaxial e adaxial), houve um aumento ao longo do
periodo de aclimatizacdo (Tabela 4), 0 que é vantajoso, pois contribui para evitar a perda
excessiva de agua e a dessecacdo das plantulas quando transferidas para um ambiente de
campo(CASSON e GRAY, 2008).

Houve um aumento progressivo da espessura do parénquima (aquifero e clorofiliano)
e do limbo foliar ao longo do periodo de aclimatizacdo das plantulas (Tabela 4). O aumento
da espessura do parénquima aquifero é caracteristico de bromélias epifitas, j& que possuem
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rosetas que funcionam como armazenadores de agua e assim auxiliam no sentido de evitar a
desidratacéo das plantas.
O aumento na espessura do mesofilo de 237,31um (in vitro) para 435,48 um (60 dias) €
um indicativo de resposta ao ambiente de cultivo durante a aclimatizacdo e evidencia a
plasticidade adaptativa da espécie (BARBOZA et al., 2006; BRAGA et al., 2011).

TABELA 4. Espessuras (um) das cuticulas abaxial e adaxial e dos parénquimas aquifero e
clorofiliano e do limbo foliar de mudas de Tillandsia bulbosa em funcdo do tempo de
aclimatizacdo. S&o Cristdvao - SE, UFS, 2016.

Tratamento Espessura da cuticula (um)  Espessura do parénquima (um)  Limbo foliar

Abaxial Adaxial Aquifero Clorofiliano
In vitro 112¢ 1,02c 81,33 ¢ 155,98 ¢ 250,21 d
20 dias 1,18 bc 1,07 bc 84,63 ¢ 237,54 b 335,27 ¢
40 dias 1,23 ab 1,12 b 119,37 b 275,93 a 408,92 b
60 dias 1,26 a 1,19a 135,78 a 299,70 a 449,50 a
CV (%) 3,13 3,72 5,97 6,45 5,25

*Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

A T. bulbosa possui limbo foliar de formato cdncavo-convexo, parénquima aquifero,
parénquima clorofiliano e sistema vascular circundado por fibras. O paréngquima aquifero esta
localizado na face adaxial.Observa-se que as células do parénquima aquifero apresentam
paredes mais sinuosas nas plantas cultivadas in vitro em relacdo as plantas com 20, 40 e 60
dias de aclimatizacdo (Figura 1A-D).

O parénquima clorofiliano localiza-se entre os feixes vasculares, em uma faixa
continua e toda a extens&o do limbo foliar. E constituido por varias camadas de células de
contorno arredondado e paredes finas, dispostas, por vezes, de forma bastante concéntrica ao
redor dos feixes vasculares. Canais de ar também podem ocorrer na regido mediana do
mesofilo, entre os feixes vasculares. Nas plantas cultivadas in vitro e as com menos de 60 dias
de aclimatizagdo, esses canais sd0 menos definidos e se limitam a espacos intercelulares
menores (Figura 1A-D).

Foram observados idioblastos com presenca de drusas no mesofilo das folhas (Figura
1C). As folhas de todas as plantas tanto as cultivam in vitro e ex vitro apresentaram a
hipoderme junto a face abaxial e adaxial (Figura 1A-D). A hipoderme é formada por uma fina
camada de células de parede celular fina, que podem ser arredondadas e aclorofiladas.
Resultados semelhantes foram observados em bromélias encontradas no cerrado do Estado de
Sao Paulo (PROENCA e SAJO, 2007).

Abaixo da hipoderme encontra-se o parénquima aquifero que € constituido por duas a
guatro camadas de células aclorofiladas, arredondadas de paredes finas e sinuosas. Muito mais
definido nas folhas de plantas provenientes nas plantas ex vitro do que nas in vitro e presente
apenas na face adaxial das folhas. Nas plantas de ambiente in vitro, as células do parénquima
aquifero sdo menores e com paredes mais sinuosas e irregulares. H4 também um menor
numero de camadas de parénquima aquifero nas folhas cultivadas nesse ambiente (Figural).
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FIGURA 1: Detalhes do mesofllo em secgao transversal de folhas de T. bulbosa de plantulas
cultivadas in vitro (A) e aclimatizadas por 20, 40 e 60 dias (B, C e D respectivamente). Setas
indicandoinsercdo da escama na epiderme (A, B, C e D); Idioblasto com presenca de drusa no
mesofilo (C); Epiderme, hipoderme, parénquima aquifero, parénquima clorofilino e feixe
vascular; presenca de canais de ar nas plantas aclimatizadas, cAmara subestomatica (B, C e
D). Objetiva 20x. Cn = canal de ar; Cs = camara subestomatica; Eab = epiderme abaxial; Ead
= epiderme adaxial;, FV= feixe vascular; Hi = hipoderme; Pa = parénquima aquifero; Pc =
parénquima clorofiliano; Setas finas = tricomas; Setas largas = idioblasto com presenca de
drusa.

Os feixes vasculares se alternam com os canais de aeracdo e, geralmente,feixes
vasculares de maior porte se alternam com os de menor porte (Figura 2A). Os feixes sdo
circundadospor uma camada de células parenquimaticas denominada endoderme, que € a
camada mais interna desse tecido no mesofilo, constituindo a bainha vascular.

Os feixes vasculares sdo visiveis com clareza em todas as folhas dos ambientes in
vitroe ex vitro. Sao denominados de colaterais, pois o xilema € voltado para cima e o floema
para baixo (Figura 2B). Eles se apresentam em Unica série ao longo da lamina (PROENCA e
SAJO, 2007).0s feixes de maior porte sdo circundados de uma a duas camadas de fibras
periciclicas cujas paredes sdo espessas. Ja os feixes de menor porte possuem calotas de fibras
periciclicas apenas nas extremidades.
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FIGURA 2: Detalhes do mesofilo em seccdo transversal de folhas de T. bulbosa de plantas
com 60 dias de aclimatizacdo (A-B). Epiderme, hipoderme, parénquima aquifero, parénquima
clorofilino e feixe vascular; presenca de canais de ar nas plantas aclimatizadas, estdmatos e
camaras subestomaticas (A). Feixe vascular, floema e xilema (B). Objetivas 10x (A) e 40x
(B). Setas indicando canais de ar. Cs = cdmara subestomatica; Eab = epiderme abaxial; Ead =
epiderme adaxial; FI = floema; FV= feixe vascular; Hi = hipoderme; Pa = parénquima
aquifero; Pc = parénquima clorofiliano; X = xilema.

Com auxilio da microscopia de varredura, observa-se o escudo (tricoma) formado por
quatro células centrais, de forma triangular, que se encaixam em forma de circulo (Figura 3).
Essas células centrais sdo cercadas por duas séries de células de forma retangular, a primeira
série é formada por oito células, denominada de anel pericentral e a segunda série por
dezesseis, chamado de anel periférico. Externamente estdo as células da ala periférica, que é
constituida por cerca cinquenta células alongadas (Figura 3D). As células periféricas do
escudo sdo mortas e encaixam-se com as escamas das células vizinhas, formando um
revestimento da epiderme foliar (Figura 3A-C).

Os tricomas podem ser encontrados nas duas faces (abaxial e adaxial). A face abaxial
apresentou uma média de 70 tricomas por 100 mm?, enquanto que a face adaxial este valor foi
de 61,6 escamas por 100 mm?nas plantas cultivadas in vitro. O valor médio para a quantidade
de estdbmatos das plantas cultivada nas mesmas condi¢des e apenas na face abaxial foi de 15
estdmatos por 100 mm?.

Em seccdo transversal, as escamas sdo implantadas na epiderme por pediculo,
constituido de domo mais quatro células apoiadas em duas células basais. As células do
pediculo séo vivas, e por isso intensamente coradas, de formato retangular, de paredes finas e
inseridas na base do escudo (Figura 4A-B). Esses tricomas peltados servem como protecédo
contra a perde excessiva de agua, ja que reveste toda a epiderme foliar (abaxial e adaxial),
protegendo os estdbmatos contra a exposicao direta a luminosidade, como também, servem
como fonte de captacdo de nutrientes para a planta (LI et al, 2015).
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FIGURA 3:Microscopia de varredura da superficie adaxial de folhas de T. bulbosa,
cultivadas in vitro(A-D). Tricoma em detalhe (D). Aumento de 100 um (A), 50 um (B), 20
um (C) e 10 um (D). a = células centrais; b = anel pericentral; c= anel periférico; d =ala.
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FIGURA 4. Detalhes dos tricomas foliares de Tillandsia bulbosa A-B. Corte transversal dé
superficie adaxial com setas indicando as celulas do anel (A). Corte transversal da superficie
abaxial com chave indicando o a base do pediculo (B). Objetiva 40x. Pd = pediculo da
escama.

No que se refere aos estdmatos, estes sdo distribuidos longitudinalmente apenas na
superficie da epiderme abaxial das folhas, sendo, por este motivo, denominadas
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hipoestoméaticas (CASTRO et al, 2009).Nas folhas cultivas in vitroecom 20 dias de
aclimatizadas,ocorrem no mesmo nivel das demais células da epiderme (Figura 5A-B), ja nas
folhas com 40 e 60 dias aparecem acima das células da epiderme abaxial (Figura 5C-D), e em
todos 0s casos sao recobertos por tricomas peltados.
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FIGURA 5. Detalhes dos estdmatos em sec¢édo transversal (de folhas de T. bulbosa de plantas
plantulas cultivadas in vitro por cerca de 2 anos (A) e aclimatizadas em casa de vegetacdo por
20, 40 e 60 dias (B, C e D respectivamente). Setas largas indicando inser¢do da escama na
epiderme (A, B, C e D); Setas finas indicando o nivel dos estdmatos em relacdo as demais
células epidérmicas. Objetiva 40x. Cs = camara subestomatica; Eab = epiderme abaxial; FV=
feixe vascular; Hi = hipoderme; Pc = parénguima clorofiliano; Setas largas= tricomas; Setas
largas = estOmatos.

Os dados obtidos estdo de acordo com encontrados Silva et al. (2012), em folhas de
mudas de abacaxizeiro micropropagadas in vitro e ex vitro, que também apresentam estruturas
basicas semelhantes. Entretanto, alteragdes no espessamento da epiderme, formato e
sinuosidade das células do mesofilo podem ser observadas nos diferentes ambientes de
cultivo, demonstrando plasticidade fenotipica. O aumento da espessura da cuticula sugere que
as espécies utilizam estratégias diferentes para protecdo contra a desseca¢do ou que o extrato
cuticular esteja compensando a protecdo oferecida pelas escamas.

O prolongamento assimétrico dos escudos amplia a area superficial das escamas,
aumentando assim a absorcdo de agua e nutrientes nela dissolvidos. Tal mecanismo €
extremamente eficiente, ja que para as espécies epifitas a 4gua estd disponivel muitas vezes
apenas em forma de orvalho. Entretanto todas as discussdes sobre o que é evoluido ou
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primitivo para as subfamilias em Bromeliaceae deve ser analisado com cautela, uma vez que a
classificacdo vem sofrendo grandes alteraces (GIVNISH et al. 2007).

De modo geral, as plantas apresentaram grande plasticidade em relagéo aos diferentes
substratos, tempos de aclimatizacdo e ambientes de cultivo, alterando as caracteristicas
anatomicas das plantas.

Essas modificacbes, ao longo da aclimatizacdo, estdo direta e positivamente
relacionadas com a taxa fotossintética e a transpiracdo, favorecendo, assim, melhor
desenvolvimento das mudas. Este tempo faz-se necessario para que as suas estruturas passem
a ser funcionais, para que o sistema fisioldgico possa responder aos estimulos do ambiente
sem que haja danos a planta.

4.2 Influéncia da adubacéo na fase de aclimatizacdo das mudas micropropagadas de T.
bulbosa

Para as variaveis sobrevivéncia e altura da planta os tratamentos com de 50, 100 e
200% de adubo, nédo apresentaram diferencas significativas,indicando que o parcelamento nao
se faz necessario, podendo ser todo aplicado no plantio. Para o tratamento com400%de
adubo,o parcelamento, pode ser benéfico, uma vez que a aplicagdo desta quantidade no
plantio levou a morte das plantas. Entretanto a partir do 80 DAP, nota-se uma melhor
aceitacédo deste adubo(400%), embora os valores tenham sido menores (Tabela 5).

Para variavel nimero de folhas ndo ha necessidade de parcelamento quando utilizado
50, 100 e 200% de adubo, podendo ser toda aplicada no plantio. Para 200 e 400%, o
parcelamento foi viavel, sendo o melhor resultado (14,7) com 200% de adubo na época 4
(Tabela 6). Observa-se que o parcelamento foi favoravel para 400% a partir da época 2, ndo
diferindo significativa das épocas 3 e 4, embora esta concentracdo tenha proporcionado o
menor numero de folhas em todas as épocas de aplicacdo, quando comparada com os demais
tratamentos (Tabela 6).

TABELA 5. Sobrevivéncia (%) e altura de planta (cm) demudas de Tillandsia bulbosa em
funcdo do parcelamento de adubo na fase de aclimatizacdo. Sdo Cristovao - SE, UFS, 2016.

Epoca Adubo (%) Equacio
50 100 200 400

-------------- Sobrevivéncia (%) -------------
1 100,0 a 100,0 a 87,5a 0,0b Y=127,7174-0,2978X - R* = 91,18%
2 100,0 a 100,0 a 87,5a 50,0 a Y=112,5000-0,1500X - R? = 96,28%
3 100,0 a 100,0 a 87,5a 62,5a Y=108,6956-0,1130X - R2 = 97,97%
4 87,5a 87,5a 100,0a 50,0a Y=70,8333+0,3145X-0,0009X? - R2 = 96,42%
CV (%) 18,84

——————————— Altura de planta (cm) ------------
1 11,27 a 11,66 a 10,28a  0,00b Y=14,6771-0,0339X - R? = 89,23%
2 10,10 a 8,50 a 88la 575a Y=10,3750-0,0120X - R? = 96,81%
3 10,47 a 11,06 a 88la 6,18 a Y=11.6994-0,0136X - R? = 94,05%
4 9,48 a 9,95a 1147a 5722a Y= 7,2750+0,0443X-0,0001X? -R? = 97,95%
CV (%) 30,82

*Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05).
**Epoca: (1) Aplicagdo Total no plantio; (2) % no plantio e % aos 80 DAP (dias apds plantio); (3) 1/3 no plantio, 1/3 aos 50
DAP e 1/3 aos 100 DAP; (4) ¥ no plantio, ¥ aos 30 DAP, ¥ aos 60 DAP e % aos 120 DAP.
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TABELA 6. Numero de folhas e massa (mg) seca da parte aérea demudas de Tillandsia
bulbosa em funcdo do parcelamento de adubo na fase de aclimatizacdo. S&o Cristovéo - SE,
UFS, 2016.

Epoca Adubo(%) Equacio
50 100 200 400
——————————————————— Ndmero de folhas -------------------
1 13,25a 14,37 a 11,00 ab 0,00b Y=17,3315-0,0409X - R? = 92,48%
2 13,00 a 13,62 a 8,62b 7,37a Y=14,0597-0,0181X - R? = 81,11%
3 13,25a 15,37 a 11,25ab 8,12a Y= 15,3913-0,0180X - R? = 82,41%
4 10,50 a 14,00 a 14,75 a 6,87 a Y=7,5208+0,0775X-0,0001X?
R2 = 97,99%
CV (%) 25,19
—————————— Massa seca de parte aérea (mg) * ----------
1 321,36 a 355,88 a 331,72a 0,00 b Y= 258,6755+1,4149X-0,0051X?
R2=99,90%
2 336,01 a 298,38 a 210,79 a 185,76 a Y= 336,5230-0,4201X - R? = 83,69%
3 281,97 a 401,59 a 284,15a 149,32 a Y=297,9152+0,5909X-0,0024X?
R2=76,41%
4 298,68 a 379,61a 345,42 a 113,65 a Y= 243,8757+1,5030X-0,0045X?
R2=96,31%
CV (%) 20,67

*Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05).

**Epoca: (1) Aplicacdo Total no plantio; (2) % no plantio e ¥ aos 80 DAP (dias apds plantio); (3) 1/3 no plantio, 1/3 aos 50
DAP e 1/3 aos 100 DAP; (4) ¥ano plantio, ¥ aos 30 DAP, ¥ aos 60 DAP e ¥ aos 120 DAP.

1Dados transformados por Vx+0,5.

As variaveis, massa seca de parte aérea (Tabela 6) nos tratamentos com 50, 100 e
200% de adubo, ndo tiveram diferencas significativas, com isso, ndo had necessidade de
parcelamento, podendo ser toda a dose aplicada no plantio. Para 400%de adubo héa
necessidade de parcelamento, sendo que as épocas 2,3 e 4 foram iguais estatisticamente.
Embora esta concentracdo tenha proporcionado menor massa de parte aérea em todas as
épocas de aplicacdo, quando comparada com os demais tratamentos, o parcelamento é
necessario, visto que, ndo houve sobrevivéncia para as plantas da época 1 onde a
concentracdo de 400% foi toda aplicada no plantio.

As varidveis analisadas para caracteristicas de raiz mostraram comportamento
diferente da parte aérea no que diz respeito a significancia dos fatores estudados. Para
comprimento de raiz, massa fresca e seca de raiz, apenas as concentracdes de adubacdo
tiveram significancia, sendo os resultados representados por equacgdes lineares decrescente a
medida em que as concentracdes foram aumentadas (Figura 6).

Sugere-se que esses resultados sejam devido a necessidade de maior exploracdo do
substrato, uma vez que as plantas necessitam de nutrientes para o seu desenvolvimento e as
raizes nos substratos com 400% de adubo, ndo tiveram dificuldades adquirir os nutrientes do
meio, obtendo assim menor comprimento (Figura 6A) e menor massa seca de raiz (Figura
6B).

A relagcdo massa seca raiz/parte aérea foi maior nas plantas adubadas com 50 e 100%,
ao contrério das plantas adubadas com 400% (Figura 6C). Segundo Marschener (1995),
guando ocorre deficiéncia de nutrientes, as raizes e a parte aérea das plantas apresentam
alguns sintomas,como alteragdes no crescimento, na morfologia e distribuicdo do sistema
radicular no substrato, como também h& um aumento na relacdo de matéria seca de raiz/parte
aérea (R/A). Este efeito € tipico, quando ocorre deficiéncia, principalmente de nitrogénio. Um
aumento no fornecimento de nitrogénio aumenta o desenvolvimento de raizes e parte aérea,
sendo maior o desenvolvimento da parte aérea, causando com isso uma tipica queda na
relacdo R/A.
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FIGURA 6. Comprimento de raiz (cm) (A), massa seca (B) de raiz e relagdo entre a massa

seca de raiz (MSR) e massa seca de parte aérea (MSPA) (C) de mudas de Tillandsia bulbosa

em funcdo do parcelamento de adubo na fase de aclimatizacdo. S&o Cristovao - SE, UFS,
2016.

De acordo com Corréa et al., (2010) a maior disponibilidade de potassio como
nutriente para as plantas, eleva a translocacdo de agucares para as regifes decrescimento.O
fosforo fornece energia para diversos processos metabdlicos ligados ao crescimento das
plantas, e a alta dosagem de nitrogénio pode aumentar a atividade fotossintética, ja que esse
nutriente faz parte da molécula de clorofila. Destaca também, a necessidade do equilibrio
entre as dosagens de nutrientes para obter uma producdo Otima, sendo que déeficits (lei do
minimo)ou excesso de nutrientes (lei do méximo) acarretam desordens no crescimento de
plantas.
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Em relacdo aos componentes anatdmicos das folhas, observou-se que houve efeito
significativo das épocas de aplicacdo de adubo para todas as variaveis estudadas. A adubacgéo
favoreceu o aumento da &rea foliar quando utilizado o parcelamento, apresentando na época 3
para 50% e na época 4 para 100% de adubacdo. A aplicacdo de 400% de adubo teve um
comportamento semelhante, a partir da época 2. Ao analisar as concentragdes de adubos
dentro de cada época, nota-se que as respostas seguiram uma regressao quadratica, com
28545,50 mmz2 para 100% de adubo na época 4 (Tabela 7). Folhas bem supridas em N e P séo
mais eficientes na captacdo da energia solar, ttm maior capacidade de assimilar CO2 e
sintetizar proteinas e carboidratos, influenciando o crescimento e desenvolvimento da planta
(MARSCHNER, 1995).

Para éarea dos feixes vasculares,observa-se,em forma geral, que os maiores valores
foram encontrados na faixa de 100 e 200% de adubo e nas épocas 3 e 4 respectivamente
(Tabela 7).As concentracBes de adubacdo dentro de cada época, nota-se que as respostas
seguiram uma equacdo quadratica. Esses valores podem indicar um maior potencial para
translocacdo de fotoassimilados, podendo promover um maior desenvolvimento das raizes,
nessas condicdes, uma vez que o floema esta diretamente relacionado com a translocacao de
fotoassimilados das folhas para os 6rgaos dreno (CASTRO et al., 2009).

TABELAY. Area foliar (mm?) e area do feixe vascular (um2) de Tillandsia bulbosa em
funcdo do parcelamento de adubo na fase de aclimatizagdo. Sdo Cristdvao - SE, UFS, 2016.

Epoca Adubo (%) Equacio
50 100 200 400
Avrea foliar (Mm2) ---------------------

1 19290,50b  25109,25b 20424,25a 0,00 b Y=17070,2083+88,9001X-0,3300X?
R2=97,43%

2 21302,00b  19491,50c 20448,50a 17447,00a Y=20767,2500-0,3191X-0,0194X?
R2=78,89%

3 24279,00a 24507,25b 22392,25a 19214,00a Y= 25083,2083-9,5849X-0,0129X?
R2=97,69%

4 22052,25ab  28545,50a 20245,00a 17977,25a Y=25043,5416-7,0539X-0,0285X2
Rz = 98,46%

CV (%) 7,58

———————————————— Area do feixe vascular (UM?) ---------------

1 2266,50 a 2282,50 ¢ 2914,75 a 0,00c Y=1353,8750+174545X-0,0519X2
Rz =97,16%

2 2270,50 a 2650,50 b 2511,75b 1050,50 b Y=1992,7916+8,1092X-0,0262X2
Rz =98,83%

3 227450 a 3068,75 a 297150 a 1084,25 b Y= 1760,0416+14,9851X-0,0417X>
R2=196,72%

4 2278,50 a 2976,50 a 3065,00 a 1523,50 a Y=1729,9166+146881X-0,0380X2
R2=197,42%

CV (%) 6,77

*Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05).
**Epoca: (1) Aplicacéo total no plantio; (2) %2 no plantio e %2 aos 80 DAP (dias ap6s plantio); (3) 1/3 no plantio, 1/3 aos 50
DAP e 1/3 aos 100 DAP; (4) ¥ no plantio, %2 aos 30 DAP, ¥ aos 60 DAP e % aos 120 DAP.

A espessura da epiderme abaxial variou conforme as épocas e adubacao, sendo que 0s
menores valores encontrados foram com o uso de 400% de adubo. Ao analisar as
concentragOes de adubo dentro de cada época, nota-se que as respostas seguiram uma equacgao
quadratica.Os resultados foram melhores com 100% de adubacgédo, com excecdo da época 2
(Tabela 8).

A espessura da epiderme adaxial para 50% de adubo variou entre 4,63 a 5,39 um. Com
100% de adubo proporcionou 6,27 pm sendo o maior valor.O tratamento com 200% de
adubo, apresentou valores entre 5,04 a 5,26 pum. Para 400% de adubo, mesmo nédo tendo
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sobrevivéncia para as plantas da época 1 onde a adubacéo foi toda aplicada no plantio, obteve
5,39 um na época 2.As concentragdes de adubo dentro das épocas 1, 3 e 4, nota-se que as
respostas seguiram uma equacdo quadratica. Observa-se que a concentracdo de 100% de
adubo de foi maior em todas as épocas de aplicacdo(Tabela 8).

Um aumento na espessura das epidermes proporciona as plantas, uma maior
possibilidade de sobrevivéncia, durante o processo de transferéncia do ambiente in vitro para
ex vitro (SILVA et al., 2012).

TABELA 8. Espessuras (um) das epidermes abaxial e adaxial e das cuticulas abaxial e
adaxial de Tillandsia bulbosa em func¢éo do parcelamento de adubo na fase de aclimatizacéo.
Séo Cristovdo - SE, UFS, 2016.

Epoca Adubo (%) Equacio
50 100 200 400

-- Espessura da epiderme abaxial (um) --
1 7,25b 852a 7,08a 0,00 b Y=6,6116+0,0239X-0,0001X2 - R2 = 99,00%
2 6,84 b 6,14b 7,06a 511a Y= 6,1354+0,0088X-0,00002x2 - R = 75,99%
3 8,17 a 8,75a 6,07b 4,75 a Y=9,5454-0,0181X+0,00001X? - R2 = 88,21%
4 6,14 c 8,49a 6,42b 4,72 a Y= 6,4629+0,0108X-0,0004 X2 - R2 = 61,16%
CV (%) 4,94

-- Espessura da epiderme adaxial (um) --
1 5,15a 585ab 526a 0,00d Y= 4,4450+0,0201X0,00007X2 - R2 = 99,78%
2 5,39a 529c¢c 5,23 a 539a ns
3 5,09 a 6,27a 504a 31l1lc Y= 5,2054+0,0070X-0,00003X? - R2 = 86,08%
4 4,63 b 576b 518a 4,10 b Y= 4,4608+0,0108X-0,00003X2- R2 = 72,50%
CV (%) 4,86

-- Espessura da cuticula abaxial (um) --
1 1,73a 16lab 1,30a 0,00c Y=2,1115-0,0050X - Rz =96,52%
2 1,88a 1,72a 127a 1,13 ab Y=1,9019-0,0021X - R2 = 85,78%
3 1,29b 1,48b 1,25a 1,09b Y= 1,3558+0,0002X-0,000002X2 - R2 = 70,23%
4 1,37b 142b 132a 1,28 a Y= 1,4254-0,0004X+0,000000X2 - R? = 73,48%
CV (%) 7,78

-- Espessura da cuticula adaxial (um) --
1 1,37a 133a 12la 0,00 c Y=1,7398-0,0040X - R2 = 90,66%
2 1,33ab 137a 1,18a 1,04 ab Y=1,4043-0,0009X - R2=91,72%
3 1,13¢ 129a 1,16a 0,96 b Y=1,1337+0,0011X-0,000004X2 - R2 = 79,87%
4 1,21 bc 135a 120a 1,13 a Y=1,2604+0,0002X-0,000001X2 - R2 =53,17%
CV (%) 5,60

*Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05).
**Epoca: (1) Aplicacdo Total no plantio; (2) ¥ no plantio e %2 aos 80 DAP (dias ap6s plantio); (3) 1/3 no plantio, 1/3 aos 50
DAP e 1/3 aos 100 DAP; (4) ¥ no plantio, ¥ aos 30 DAP, % aos 60 DAP e ¥ aos 120 DAP.

Para a variavel espessura da cuticula abaxial, com 50% de adubo teve o melhor
resultado na época 2 com 1,88 um. O tratamento com 100% de adubo, alcancou valores entre
1,42 ym a 1,72 um. Para 200% de adubo o maior valor analisado foi de 1,32 um. Os menores
valores foram com 400% de adubo. Ao analisar as concentra¢fes de adubo dentro das épocas
1 e 2, nota-se que as respostas seguiram uma equacgéo linear e para as épocas 3 e 4 uma
regressdo quadratica. Observa-se que para a concentracdo de 50% foi mais eficaz nas épocas 1
e 2 e que 100% de adubo nas épocas 3 e 4 de aplicacdo (Tabela 8).

A espessura da cuticula adaxial apresentou aos melhores resultados com 100% de
adubacdo com valores entre 1,29 a 1,37 um. Para 400% de adubo obteve os menores valores,
sendo 1,13 um o maior valor observado. Ao analisar as concentragdes de adubo dentro das
épocas 1 e 2, nota-se que as respostas seguiram uma equacao linear e para as épocas 3 e 4
uma regressdo quadratica. Observa-se que a concentracdo de 50% foi mais eficaz nas épocas 1
e 2 e que 100% de adubo nas épocas 3 e 4 de aplicacdo (Tabela 8).
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O aumento na espessura das cuticulas esta diretamente relacionado com a reducdo da
transpiracdo, evitando a perda excessiva de agua e a dessecacdo das plantulas quando
transferidas de um ambiente in vitro para ex vitro (CASSON e GRAY, 2008; CASTRO et al.
2009).

O espessamento do parénquima aquifero com50% de adubacdo teve o melhor
resultado na época 3 (Tabela 9 e Figura 7C). Para 100% de adubacdo o melhor resultado foi
na época 4(140,69 um) (Tabela 9 e Figura 8D). A adubacdo com 200%, as épocas 2
(171,26 um) e 4 (180,87um) apresentaram as maiores medias (Tabela 9 e Figura 9B-D). O
tratamento com 400% de adubo obteve o maior valor na época 3 (114,34 um) (Tabela 9 e
Figura 10C). Ao analisar as concentracGes de adubos dentro de cada época, nota-se que as
respostas seguiram uma regressao quadratica, onde 200% de adubo obteve os valores
superiores em todas as quatro épocas de aplicacdo em relacdo aos demais tratamentos (Tabela
9).Uma maior espessura do parénquima aquifero alem de maximizar disponibilidade de
reserva hidrica, favorece o bloqueio contra o excesso de irradiacdo solar, limitando a
intensidade de luz que atinge os cloroplastos dos tecidos, protegendo-os da foto-oxidacéo
(PROENCA e SAJO, 2007; VOLTOLINI e SANTOS, 2011).

TABELA 9. Espessuras (um) dos parénquimas aquifero e clorofiliano e espessura (um) do
limbo foliar de Tillandsia bulbosa em fungdo do parcelamento de adubo na fase de
aclimatizacdo. Sdo Cristdvao - SE, UFS, 2016.

Epoca Adubo (%) Equacéo
50 100 200 400

————— Espessura do parénquima aquifero (um) ---
1 113,87 b 112,26 ¢ 154,22 b 0,00c Y=60,7358+0,9887X-0,0028X2 - R2=95,71%
2 104,80b  127,73b 17126a 98,32b Y=56,1058+1,0105X-0,0022X2 - R2 = 97,73%
3 140,69a  12727b 152,96b 114,34a  Y=121,603+0,2615X-0,0006X? - R? = 65,23%
4 81,50 ¢ 154,01a 180,87a 9154b Y=24,5375+1,4729X-0,0032X2 - R2 = 94,97%

CV (%) 5,70

--Espessura do parénquima clorofiliano (um) --

1 286,90bc  262,41b 277,09b 0,00c Y=360,3819-0,8201X - R2 = 84,49

2 309,64a 276,64b 300,22a 188,08a Y= 328,8088-0,3208X - R? = 80,15%

3 27448c  276,81b 284,37b 172,49b Y=308,7890-0,3026X - R? = 77,54%

4 29351b  30959a 299,86a 158,68b Y= 343,6181-0,4170X - R? = 81,62%

CV (%) 3,28
—————————— Espessura do limbo foliar (um) ---------

1 416,30a  392,01c 446,18b 0,00¢c Y=313,923+1,8815X-0,0066X? - Rz = 97,73%
2 429,99a  41890b 486,24a 299,09a  Y=357,599+1,2737X-0,0035X? - Rz = 91,97%
3 430,87a  421,88b 450,87b 296,75a  Y=388,862+0,7568X-0,0024X? - R = 96,48%
4 388,39b  480,65a 49487a 26147b Y=309,252+2,073X-0,0054X? - R? = 98,36%

CV (%) 3,15

*Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05).
**Epoca: (1) Aplicagdo Total no plantio; (2) ¥ no plantio e %2 aos 80 DAP (dias apds plantio); (3) 1/3 no plantio, 1/3 aos 50
DAP e 1/3 aos 100 DAP; (4) ¥ no plantio, ¥ aos 30 DAP, % aos 60 DAP e ¥, aos 120 DAP.

O espessamento do parénquima clorofiliano, nos tratamentos com 50 e 400% de
adubo, o melhor resultado foi na época 2, com valores de 309,64 um (50%) e 188,08 um
(400%) (Tabela 9 e Figuras 7B e 10B, respectivamente). J& para 100% de adubo o melhor
resultado foi na época 4 (309,59 um) (Tabela 9 e Figura 8D).O tratamento com 200% de
adubo os melhores resultados foram nas épocas 2 (300,22 pm) e 4 (299,86 pm)
respectivamente (Tabela 9 e Figura 9B-D). Para as concentragdes de adubos dentro de cada
época, observou-se que as respostas seguiram uma apresentam equacéo linear. Onde atingiu
maior espessamento com 50 e 100% de adubo nas épocas 1 (309,64 um) e 2 (309,59 um)
respectivamente (Tabela 9).Um parénquima clorofiliano mais espesso, favorece maior
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producdo de energia fotoquimica e contribui para o fluxo de CO, na folha (VOLTOLINI e
SANTOS, 2011).

A variavel espessura do limbo foliar para 50% de adubo, as épocas 1, 2 e 3 tiveram
resultados significativos iguais, sendo 430,87 um (época 3) o maior valor (Tabela 9 e Figura
7C). Para 100% de adubo teve o melhor resultado na época 4 com 480,65 um (Tabela 9 e
Figura 8D). Para 200% de adubo os melhores resultados foram nas épocas 2 (486,24 um) e 4
(494,87 pm) (Tabela 9 e Figura 9B-D). O tratamento com 400% de adubo, as épocas 2
(299,09 um) e 3 (296,75 um) apresentaram os melhores resultados (Tabela 9 e Figura 10B-C).
Para as concentragdes de adubo dentro de cada época, observou-se que as respostas seguiram
uma apresentam equacao quadratica. Com 494,87um de espessura na época 3 com 200% de
adubo (Tabela 9).

FIGURA 7. Detalhes do mesofilo em seccdo transversal de folhas de T. bulbosa com 50% de
adubo em quatro épocas diferentes, (A) Aplicacdo Total no plantio; (B) %2 no plantio e %2 aos
80 DAP (dias apds plantio); (C) 1/3 no plantio, 1/3 aos 50 DAP e 1/3 aos 100 DAP; (D) ¥ no
plantio, ¥4 aos 30 DAP, ¥ aos 60 DAP e ¥ aos 120 DAP.Objetiva 20x. Cn = canal de ar; Cs =
camara subestomatica; Eab = epiderme abaxial; Ead = epiderme adaxial; Es = Estdbmato, FV=
feixe vascular; Hi = hipoderme; Pa = parénquima aquifero; Pc = parénquima clorofiliano; Tr
= tricomas; Setas = idioblasto com presenca de drusa.

As epidermes adaxial e abaxial, as cuticulas abaxial e adaxial, os parénquimas
aquiferos e clorofiliano, o limbo foliar, a area dos feixes e foliar sdo reduzidos com a elevagéo
da adubacéo, principalmente em relacdo a 400% de adubo. O aumento da adubacgéo organica
pode também provocar a alterages nas caracteristicas anatdmicas e na producdo de biomassa
respectivamente. Com isso, ha necessidade do equilibrio, em relacdo a quantidade de adubo
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aplicado, para que se possa obter uma producgdo 6tima, uma vez que o déficit (lei do minimo)
ou excesso de nutrientes (lei do maximo) acarretam desordens no crescimento de plantas
(CORREA et al., 2009; CORREA et al., 2010).

FIGURA 8. Detalhes do mesofilo em secgéo transversal de folhas de T. bulbosa com 100%
de adubo em quatro épocas diferentes, (A) Aplicacdo Total no plantio; (B) %2 no plantio e %
aos 80 DAP (dias ap6s plantio); (C) 1/3 no plantio, 1/3 aos 50 DAP e 1/3 aos 100 DAP; (D) Ya
no plantio, ¥ aos 30 DAP, ¥ aos 60 DAP e ¥ aos 120 DAP.Objetiva 20x. Cn = canal de ar;
Cs = camara subestomatica; Eab = epiderme abaxial; Ead = epiderme adaxial; Es = Estbmato,
FV= feixe vascular; Hi = hipoderme; Pa = parénquima aquifero; Pc = parénquima
clorofiliano; Tr = tricomas; Setas = idioblasto com presenca de drusa.
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FIGURA 9. Detalhes do mesofilo em seccao transversal de folhas de T. bulbosa com 200%
de adubo em quatro épocas diferentes, (A) Aplicacdo Total no plantio; (B) %2 no plantio e %
aos 80 DAP (dias apds plantio); (C) 1/3 no plantio, 1/3 aos 50 DAP e 1/3 aos 100 DAP; (D) ¥4
no plantio, ¥ aos 30 DAP, ¥ aos 60 DAP e ¥ aos 120 DAP.Objetiva 20x. Cn = canal de ar;
Cs = camara subestomatica; Eab = epiderme abaxial; Ead = epiderme adaxial; Es = Estémato,
FV= feixe vascular; Hi = hipoderme; Pa = parénquima aquifero; Pc = parénquima
clorofiliano; Tr = tricomas; Setas = idioblasto com presenca de drusa.
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FIGURA 10.Detalhes do mesofilo em seccdo transversal de folhas de T. bulbosa com 400%
de adubo em quatro épocas diferentes, (A) %2 no plantio e %2 aos 80 DAP (dias apds plantio);
(B) 1/3 no plantio, 1/3 aos 50 DAP e 1/3 aos 100 DAP; (C) ¥ no plantio, ¥ aos 30 DAP, %
aos 60 DAP e ¥ aos 120 DAP.Objetiva 20x. Cn = canal de ar; Cs = cdmara subestomatica;
Eab = epiderme abaxial; Ead = epiderme adaxial; Es = Estdmato, FV= feixe vascular; Hi =
hipoderme; Pa = parénquima aquifero; Pc = parénquima clorofiliano; Tr = tricomas; Setas =
idioblasto com presenca de drusa.
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5. CONCLUSOES

As diferentes misturas de substratos utilizados no presente estudo, responderam de
forma similar na aclimatizacao das plantulas de T. bulbosa.

A partir de 60 dias da aclimatizacdo, as plantas apresentam caracteristicas anatdbmicas
que podem favorecer a adaptacdo delas as condi¢des de campo.

Para adubacdo de pléntulas de T. bulbosa na fase de aclimatizacdo, recomenda-se 50 e
100% de adubo a base de nitrogénio, fosforo e potassio aplicadas no plantio sem haver a
necessidade do parcelamento.

As epidermes adaxial e abaxial, as cuticulas abaxial e adaxial, os parénquimas
aquifero e clorofiliano, e o limbo foliar foram reduzidos com o aumento das concentra¢Ges de
adubo, influenciando no desenvolvimento e no espessamento celular de mudas de T. bulbosa.
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TABELA 1A. Resumo da andlise de variancia das variaveis sobrevivéncia (%), nimero de
folhas comprimento (cm) da raiz e da parte aérea de mudas de Tillandsia bulbosa
micropropagadas sob a influéncia de adubagdo com NPK na fase de aclimatizagdo. Séo
Cristovdo - SE, UFS, 2016.

FV GL QM
Sobrevivéncia Comprimento (cm) NUmero de
(%) Raiz Parte Aérea Folhas
Tratamento 4 20.000000™ 0.318370™ 1.983430™ 3.053000™
Erro 15 20.000000 0.412460 3.192167 2.532000
CV (%) 4.52 22.69 14.10 18.68

TABELA 2A. Resumo da andlise de varidncia das varidveis, massa (mg) fresca e seca da
parte aérea e da raiz de mudas de Tillandsia bulbosa micropropagadas sob a influéncia de
adubacdo com NPK na fase de aclimatizacdo. Sao Cristévéo - SE, UFS, 2016.

QM
FV GL Massa Fresca (mg) Massa Seca (mg)
Parte Aérea Raiz Parte Aérea Raiz
Tratamento 4 5.451255™ 0.095088* 0.062770™ 0.001068™
Erro 15 55.276551 0.029349 0.072883 0.000482
CV (%) 18.18 30.18 23.46 28.44

*Significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 3A. Resumo da andlise de variancia das variaveis area foliar (mm?2), espessuras (um)
das epidermes abaxial e adaxial demudas de Tillandsia bulbosa em funcdo do tempo de
aclimatizacdo. Sao Cristdvao - SE, UFS, 2016.

FV GL QM
A . Espessura de epiderme (um)
2
Area foliar (mm?) Abaxial Adaxial (um)
Tempo 3 56947286.850000* 0.172045* 0.198573*
Erro 16 848420.275000 0.005895 0.048893
CV (%) 4.89 1.25 4.46

*Significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 4A. Resumo da analise de variancia das vaidveis, area (um?) do feixe vascular,
espessuras (um) dos parénquimas aquifero e clorofiliano demudas de Tillandsia bulbosa em
funcdo do tempo de aclimatizagdo. Sao Cristovao - SE, UFS, 2016.

FV GL QM
. . Espessura do parénquima (pum)
2
Avrea do feixe vascular (um?) Aquifero Clorofiliano
Tempo 3 923153.400000* 3547.779793* 19833.325978*
Erro 16 35366.250000 39.518337 243.928173
CV (%) 12.48 5.97 6.45

*Significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 5A. Resumo da analise de variancia das vaiaveis espessuras (um) das cuticulas
abaxial e adaxial e espessura (um) do limbo foliar demudas de Tillandsia bulbosa em funcgéo
do tempo de aclimatizac¢do. Sdo Cristovéo - SE, UFS, 2016.

FV GL QM
---------------------------- Espessura (um)
Cuticula abaxial Cuticula adaxial Cuticula abaxial
Tempo 3 0.019127* 0.028045* 38440.683245*
Erro 16 0.001415 0.001683 359.29740
CV (%) 3.13 3.72 5.25

*Significativo a 5% de probabilidade.

TABELA 6A. Resumo da andlise de variancia das variaveis sobrevivéncia (%), nimero de
folhas comprimento (cm) da raiz e da parte aérea de mudas de Tillandsia bulbosa
micropropagadas sob a influéncia de adubacdo com NPK na fase de aclimatizagéo. Sao Cristévao -
SE, UFS, 2016.

FV GL QM

Sobrevivéncia Comprimento (cm) Numero de

(%) Raiz (cm)t Parte Aérea (cm) Folhas

NPK 3 11875.000000* 2.885366* 141.845768* 228.358073*
Aplicacéo (A) 3 729.166667* 0.024966™ 2.660768™ 17.066406™
NPK x (A) 9 937.500000* 0.209969* 14.758997* 24.840712*
Erro 48 234.375000 0.087261 6.534648 7.621094
CV (%) 18.84 17.10 29.25 25.19

*Significativo a 5% de probabilidade.
'Dados transformados por Vx+0,5.

TABELA 7A. Resumo da analise de variancia das variaveis, massa (mg) fresca e seca da
parte aérea e da raiz de mudas de Tillandsia bulbosa micropropagadas sob a influéncia de
adubacdo com NPK na fase de aclimatizacdo. Sao Cristévao - SE, UFS, 2016.

FV GL QM
Massa Fresca (mg) Massa Seca (mg) Raiz/Parte

Parte Aéreat Raizt Parte Aéreat Raizt Aérea (mg)*
NPK 3 1997.921245* 69.845046* 297.355740* 22.431065*  0.002434*
Aplicacgdo (A) 3 160.064021™  0.482611™  24.547594™  0.778075"  0.000348™
NPK x A 9 289.860669*  3.662122"™  44.007430*  1.098811™  0.000359™
Erro 48 61.894072 3.522132 10.203173 0.987531 0.000222
CV (%) 20.00 36.85 20.67 33.13 2.04

*Significativo a 5% de probabilidade.
1Dados transformados por Vx+0,5.

Tabela 8A. Resumo da analise de variancia das variaveis area foliar (mm?), area do feixe
vascular (um?2), de mudas de Tillandsia bulbosa em funcdo do parcelamento de doses de
NPK. S&o Cristovéo - SE, UFS, 2016.

oM
FV GL Area Foliar (mm?) Area do Feixe Vascular (um?)
NPK 3 337755250.604167* 12786002.520833*
Aplicagdo (A) 3 138656355.229167* 1111186.770833*
NPK x A 9 90685430.048611* 436015.506944*
Erro 48 2338109.218750 22179.229167
CV (%) 7.58 6.77

*Significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 9A. Resumo da analise de variancia das vaiaveis espessuras (um) das epidermes
abaxial e adaxial e espessuras (um) das cuticulas abaxial e adaxial e dos parénquimas aquifero
e clorofiliano demudas de Tillandsia bulbosa em funcdo do parcelamento de doses de NPK.
Sdo Cristovéo - SE, UFS, 2016.

FV GL QM
Espessura da Epiderme (um) Espessura da Cuticula (um)
Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial
NPK 3 56.65877* 20.936821* 1.695568* 0.976239*
Aplicacéo (A) 3 4.079410* 4.475854* 0.321356* 0.221097*
NPK x A 9 9.873409* 5.929267* 0.488465* 0.316650*
Erro 48 0.098399 0.054524 0.010609 0.004103
CV (%) 4.94 4.86 7.78 5.60

*Significativo a 5% de probabilidade.

Tabela 10A. Resumo da analise de variancia das vaidveis espessuras (Uum) dos parénquimas
aquifero e clorofiliano e do limbo foliar demudas de Tillandsia bulbosa em funcdo do
parcelamento de NPK. Sédo Cristovao - SE, UFS, 2016.

FV GL QM
Espessura do Parénquima (pm) Espessura do
Aquifero Clorofiliano Limbo (um)
NPK 3 22093.227013* 99937.723579* 208580.317179*
Aplicacao (A) 3 4749.741342* 13116.411996* 33605.337979*
NPK x A 9 3410.842401* 6802.926747* 19607.173494*
Erro 48 47.088431 66.395153 144.911880
CV (%) 5.70 3.28 3.15

*Significativo a 5% de probabilidade.



