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AMIDO E HIPOCLORITO DE SODIO NO ENRAIZAMENTO
IN VITRO DO ABACAXIZEIRO ‘GOLD’ E SEUS
EFEITOS NA ACLIMATIZACAO!

RODRIGO DA SILVA OLIVEIRA?, MONIQUE RODRIGUES PEREIRA?,
VIRGINIA SILVA CARVALHO*, ELIZABETH DE FATIMA LUCAS?®,
GERALDO DE AMARAL GRAVINA®

RESUMO-Este trabalho teve como objetivo avaliar a substitui¢do total ou parcial do agar por amidos de
milho e mandioca e da esterilizagao fisica em autoclave pela esterilizagdo quimica com hipoclorito de s6dio
(NaClO) no desenvolvimento de mudas de abacaxizeiro ‘Gold’ (Ananas comosus). Como agentes geleificantes,
foram utilizados: M1: agar (6,0 g L''); M2: amido de milho (60,0 g L"); M3: agar (3,0 g L") + amido de
milho (30,0 g L), e M4: agar (3,0 g L) + amido de mandioca (30,0 g L!). As esterilizagdes foram feitas
por meio da autoclavagem a 121°C e da utilizag@o de solugdes de NaClO nas concentragdes de 0,003%
para o enxague das vidrarias e 0,0003% para adi¢do ao meio de cultivo. Apds um més de cultivo in vitro,
ndo houve influéncia negativa do NaClO e dos agentes geleificantes no enraizamento das brotagdes para a
maioria dos parametros avaliados. As mudas produzidas in vitro foram levadas para aclimatizagdo em casa
de vegetagdo, por 90 dias. Na aclimatizagdo, as mudas oriundas dos tratamentos com esterilizagao quimica
ndo diferiram das oriundas dos meios autoclavados em nenhum parametro avaliado, enquanto a combinagao
agar + amido de milho proporcionou resultados inferiores entre os agentes geleificantes.

Termos para indexacio: Ananas comosus var. comosus, esterilizagdo quimica, agente geleificante, amido
de milho, amido de mandioca, propagagao in vitro.

STARCH AND SODIUM HIPOCHLORITE ON IN VITRO ROOTING OF
PINEAPPLE ‘GOLD’ AND ITS EFFECTS ON ACCLIMATIZATION

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the total or partial replacement of agar by corn starch and cassava
starch and physical sterilization in autoclave for chemical sterilization with sodium hypochlorite (NaClO)
in development of pineapple ‘Gold’ plantlets. The gelling agents used were: M1: agar (6.0 g L!); M2: corn
starch (60.0 g L); M3: agar (3.0 g L") + corn starch (30.0 g L") and M4: agar (3.0 g L") + cassava starch
(30.0 g L"). The sterilizations were made by autoclaving at 121°C or by using the solutions of NaClO at
the concentrations of 0,003% to rinse the glassware and 0,0003% for addition to the culture medium. After
one month of in vitro cultivation, it was observed no negative influence of NaClO and gelling agents in the
rooting in vitro of shoots for most parameters evaluated. The plantlets derived from in vitro phase were taken
to acclimatization in greenhouse for 90 days. During the acclimatization, the plantlets derived from treatments
with chemical sterilization did not differ from the ones derived of autoclaved media to any parameter evaluated,
whereas the combination agar + corn starch provided inferior results among gelling agents.

Index terms: Ananas comosus var. comosus, chemical sterilization, gelling agent, corn starch, cassava
starch, in vitro propagation.
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INTRODUCAO

O abacaxizeiro (Adnanas comosus var.
comosus) € cultivado em mais de 50 paises, sendo
Filipinas, Brasil, Costa Rica, Tailandia ¢ China os
maiores produtores. E a sexta fruteira mais plantada
no Brasil, ocupando uma area de mais de 80.500 ha,
sendo que as regides Nordeste e Sudeste lideram a
produgdo, representando, respectivamente, 39,46% e
33,13% do total nacional (FAO, 2013; IBGE, 2013).

Pertencente ao grupo Smooth Cayenne, a
cultivar Gold ou MD?2 destaca-se pelo alto teor
de agtlicar ¢ pela auséncia de espinhos nas folhas,
o que facilita a manipulagdo e os tratos culturais
na lavoura. Por apresentar baixo teor de acidez e
elevada durabilidade pds-colheita, esta cultivar tem
tido grande aceitagdo no mercado consumidor, sendo
indicada aos produtores que visam a comercializagao
no mercado internacional (BARREIRO NETO et al.,
2007; BARTHOLOMEW, 2009).

A maior parte das lavouras comerciais de
abacaxizeiro utiliza-se de material propagativo
oriundo do préprio campo, constituido por mudas
obtidas de brotacdes laterais da planta. Este tipo
de manejo ocasiona a disseminagdo de pragas e
enfermidades, reduzindo a produtividade da lavoura
(REINHARDT; CUNHA, 2006).

A propagacdo in vitro ou micropropagagio do
abacaxizeiro permite a producdo de grande quantidade
de mudas de alta qualidade fitossanitaria, isentas das
principais doengas que acometem a cultura. Contudo,
as mudas produzidas por técnicas de cultivo in vitro
possuem custo elevado em comparagdo as técnicas
convencionais, destacando-se a necessidade de
mao de obra especializada e da infraestrutura das
biofabricas (SOUZA; JUNGHANS, 2006).

Para garantir a assepsia do meio de cultivo
e dos utensilios utilizados em seu preparo, recorre-
se a esterilizagdo fisica realizada em equipamentos
denominados autoclaves. O hipoclorito de sédio
(NaClO) é um produto com atividade biocida, de
baixo custo e que se apresenta como alternativa a
autoclavagem, que é uma operagao dispendiosa e com
elevado consumo de energia elétrica (EMMANUEL
et al.,, 2004). Além disso, diversos trabalhos tém
apresentado bons resultados com a utilizagdo do
NaClO como agente quimico esterilizante no cultivo
in vitro de diversas espécies (TEIXEIRA et al.,
2006; RIBEIRO; TEIXEIRA, 2007; TEIXEIRA et
al., 2008).

O agente geleificante mais utilizado nos
meios de cultivo é o agar, que constitui o componente
quimico de maior custo no preparo dos meios. Com
o objetivo de substituir o agar por polissacarideos

de menor custo, estudos com a utilizacdo de
amidos de milho e de mandioca tém conseguido
eficiente geleificagdo dos meios, associado ao bom
desenvolvimento das plantas (FERRI et al., 1998;
ERIG et al., 2004; COSTA et al., 2007; PEREIRA,
2011).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a
substituicdo total ou parcial do agar por amidos
de milho e mandioca e da esterilizac¢do fisica em
autoclave pela esterilizagdo quimica com hipoclorito
de sodio no crescimento e no desenvolvimento de
mudas de abacaxizeiro ‘Gold’, visando a produ¢ao
de mudas de alta qualidade fisioldgica e fitossanitaria
e reduzindo os custos de produgdo das mudas.

MATERIAL E METODOS

Enraizamento in vitro

O experimento foi realizado no Laboratorio
de Fitotecnia da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), localizada no
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ (latitude:
21°19°23”; longitude: 41° 10°40” W; altitude: 14 m).

O meio utilizado no enraizamento dos
explantes foi composto pelos sais de MS e pelas
vitaminas de White (MURASHIGE; SKOOG,
1962), 30 g L' de sacarose e 100 mg L' de mio-
inositol. As brotagdes utilizadas neste experimento
foram oriundas do Laboratério Biomudas, situado
no municipio de Venda Nova do Imigrante-ES,
¢ estavam em ultimo subcultivo em meio de
multiplicagdo.

As combinagdes de agentes geleificantes
constituiram-se de: M1: agar bacterioldgico Vetec®
(6,0 g L"); M2: amido de milho Maizena® (60,0
g L"); M3: agar (3,0 g L') + amido de milho
Maizena® (30,0 g L) e M4: 4gar (3,0 g L') + amido
de mandioca Amafil® (30,0 g L'). A esteriliza¢do
fisica foi realizada em autoclave a 1,0 atm e 121 °C
por 20 minutos. Na esterilizagdo quimica utilizou-
se de uma solucdo de hipoclorito de so6dio na
concentragdo de 0,003% para o enxague dos frascos
e utensilios ¢ outra a 0,0003% para adi¢ao ao meio
de cultivo (TEIXEIRA et al., 2006). Toda a etapa
de esterilizagdo quimica foi realizada em camara de
fluxo laminar, onde os frascos foram enxaguados ¢
0 NaClO foi adicionado ao meio de cultivo apos este
ser fervido. Apds a excisdo das raizes e das folhas,
de modo a uniformizar as brotagdes, estas foram
colocadas nos frascos com os respectivos meios de
enraizamento ¢ levadas para sala de cultivo, onde
permaneceram por 30 dias.

Apos a passagem das brotagdes para os
meios de cultivo propostos, elas foram mantidas
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em sala de cultivo a temperatura de 27 = 2 °C ¢
irradiancia de 25 pmol m? s, provida por lampadas
fluorescentes (OSRAM®, semelhante a luz do dia) e
fotoperiodo de 16:8 horas (luz:escuro). Ao final do
enraizamento in vitro, foram avaliados a porcentagem
de sobrevivéncia, a massa da matéria fresca e seca e
o nimero de folhas e de raizes em metade das mudas
de cada tratamento (12 plantas), sendo a outra metade
levada para a etapa de aclimatizag@o.

Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, com oito tratamentos, sendo estes
instalados em esquema fatorial 4 x 2 (quatro
combinagdes de agentes geleificantes ¢ duas formas
de esterilizag@o do meio de cultura e vidrarias). Cada
tratamento contou com seis repeti¢des, sendo cada
repeticdo constituida por um frasco de cultivo com
40 mL de meio de enraizamento contendo quatro
brotagdes.

Aclimatizacao

A aclimatizacdo foi realizada em casa de
vegetagdo com cobertura de plastico (100 pm) e
Sombrite® 50% na Unidade de Apoio a Pesquisa do
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
UENF, no periodo de junho a setembro de 2012.

As mudas foram plantadas em bandejas de
poliestireno expandido de 200 células, com um
volume em torno de 18,3 cm? por célula, preenchidas
com o substrato Plantmax® Hortaligas.

O delineamento experimental foi o de blocos
casualizados, com esquema fatorial 4 x 2, com trés
repeticdes e quatro plantas por parcela, seguindo
os mesmos tratamentos das mudas conduzidas in
vitro. Antes do plantio, as mudas foram submetidas
a lavagem em agua corrente para a retirada do meio
de cultivo aderido as raizes. Foram adicionadas
adubagdes a cada 15 dias, com 3 mL/planta da solugdo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) (RESH, 1997).

Ao final da aclimatiza¢do, foram avaliados os
seguintes parametros: porcentagem de sobrevivéncia,
namero de folhas, altura e didmetro da roseta,
massa da matéria fresca, area foliar, volume de raiz,
massa da matéria seca da parte aérea, da raiz ¢ total,
fluorescéncia da clorofila a (eficiéncia fotoquimica)
¢ indice fotossintético (PI). A fluorescéncia da
clorofila a e o PI foram determinados por meio de
um fluorimetro ndo modulado modelo Pocket PEA
Chlorophyll Fluorimeter (Hansatech Instruments
— King’s Lynn, Norfolk). Para estas duas tltimas
variaveis, foi avaliada uma folha por planta.

Os dados foram submetidos aos testes de
Lilliefors e Bartlett para a verificagdo da normalidade
dos dados ¢ homogeneidade de variancias entre
os tratamentos. Em seguida, foram submetidos

a Analise de Variancia (ANOVA), e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade, utilizando o programa SAEG®
(SAEG, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Enraizamento in vitro

Apo6s um més de cultivo in vitro, a
porcentagem de sobrevivéncia das brotagdes foi de
100% para todos os tratamentos.

Nao foram observadas diferencgas
significativas entre os agentes geleificantes e as
esterilizagdes para os parametros massa da matéria
fresca, nimero de folhas, massa da matéria seca da
parte aérea e massa da matéria seca total.

A esterilizagdo quimica do meio de cultura
geleificado com amido de mandioca resultou em
plantas com menor nimero de raizes em comparagao
a autoclavagem, ndo diferindo nos demais agentes
geleificantes (Tabela 1). Para o pardmetro massa da
matéria seca de raiz, a esterilizacdo fisica foi inferior
a quimica no meio geleificado com agar + amido
de milho, enquanto nos outros meios ndao houve
diferenca. Entre os agentes geleificantes nos meios
esterilizados quimicamente, as combinagdes de agar
com amido de milho e amido de mandioca (M3 e
M4, respectivamente) proporcionaram as maiores
médias (Tabela 1).

No enraizamento in vitro das brotagdes,
a esterilizacdo quimica proporcionou resultado
semelhante ou superior a autoclavagem para a
maioria dos parametros analisados, enquanto entre
os agentes geleificantes nao foi observada diferenga
significativa entre os valores, em quase todos os
casos, exceto para a massa da matéria seca de raiz,
cujos seus valores diferiram nos meios esterilizados
quimicamente.

Aclimatizacio

A menor taxa de sobrevivéncia (91%) foi
verificada nas plantas cultivadas nos meios de cultivo
geleificados com agar + amido de mandioca (M4), em
ambas as formas de esterilizagdo, e no meio geleificado
com agar + amido de milho (M3) esterilizado
quimicamente. Para os demais tratamentos, a
sobrevivéncia das mudas foi de 100% (dados nao
mostrados).

A esterilizagdo quimica foi igual a
autoclavagem em todos os meios de cultivo, para
todos os parametros avaliados. Entre os meios
esterilizados quimicamente, ndo houve diferenca
significativa entre os agentes geleificantes. Nao
houve diferenga significativa entre os agentes
geleificantes e os dois tipos de esterilizacdo para
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nimero de folhas ¢ massa da matéria seca de raiz
(dados ndo mostrados).

Para massa da matéria fresca, massa da
matéria seca da parte aérea, massa da matéria seca
total e diametro da roseta, as plantas oriundas dos
meios autoclavados e geleificados com agar +
amido de milho apresentaram desenvolvimento
inferior ao daquelas cultivadas nos demais agentes
geleificantes (Tabela 2). Para os parametros altura
daroseta e volume radicular, o amido de milho puro
proporcionou resultado semelhante ou superior aos
resultados dos promovidos pelos outros agentes
geleificantes nos meios autoclavados (Tabela 2).
Os meios de cultivo geleificados com agar e agar +
amido de mandioca, dentro da esterilizacdo fisica,
proporcionaram plantas com maior area foliar do
que o meio com agar + amido (Tabela 2).

Quanto aos meios esterilizados fisicamente,
de modo geral, constatou-se que a combinagdo
M3 (agar + amido de milho) propiciou os piores
resultados para a maior parte das variaveis, enquanto
o amido de milho usado de forma isolada ou 0 amido
de mandioca em combinagdo com agar nao diferiram
do tratamento-controle (dgar) em nenhum caso.

AFigura 1 refere-se a eficiéncia fotoquimica
do fotossistema II. De acordo com Bolhar-
Nordenkampf et al. (1989), a relagdo Fv/Fm pode
variar entre 0,75 ¢ 0,85 em plantas ndo submetidas
a estresse. Observa-se nesta Figura que os valores
se encontram um pouco abaixo desta referéncia,
mostrando que, provavelmente, as plantas tenham
apresentado algum tipo de estresse, sobretudo
relacionado a saida do ambiente in vitro para o ex
vitro, que se caracteriza pela drastica mudanga nas
condi¢des ambientais. A relacdo Fv/Fm, na qual
Fm ¢ a fluorescéncia maxima e Fv ¢ a fluorescéncia
variavel, possui elevada relagdo positiva com
o rendimento quantico da fotossintese, sendo a
variavel mais utilizada para detectar danos ao
aparato fotossintético em plantas (KAO; FORSETH,
1992).

Apos aretirada do ambiente in vitro, arelagdo
Fv/Fm pode sofrer uma grande reducéo, provocada
principalmente pela alta intensidade luminosa. Na
fase de aclimatizag@o, as mudas sdo expostas a alta
densidade de fluxo de fotons fotossintéticos e a baixa
umidade relativa, o que ocasiona fotoinibi¢do e
estresse hidrico, podendo, inclusive, leva-las a morte
(VAN HUYLENBROECK et al., 2000).

O indice fotossintético (PI) serve para avaliar
o desempenho de plantas submetidas a condi¢des
de estresse e seu indice de vitalidade (STRASSER
etal., 2000; STRASSER et al., 2004). As mudas de
todos os tratamentos apresentaram comportamento

semelhante com relagdo a esta variavel, indicando que
os agentes geleificantes alternativos ¢ a esterilizagao
quimica com NaClO nao influenciaram em seu
desenvolvimento (Figura 2). Uma vez que a variavel
PI mostra a atividade dos fotossistemas I e II
(STRASSER et al., 2000; STRASSER et al., 2004),
pode-se sugerir que as mudas oriundas do cultivo
in vitro nos meios propostos ndo sofreram danos no
aparato fotossintético e estavam em boas condigdes
durante a aclimatizacgdo.

Constatou-se que, quando os meios foram
esterilizados quimicamente, os agentes geleificantes
ndo diferiram entre si em nenhum dos pardmetros
biométricos analisados, sugerindo que ¢ possivel a
substitui¢do do agar por qualquer um dos demais
agentes geleificantes quando o meio de cultivo estiver
quimicamente esterilizado. Nesta pesquisa, ficou
evidenciado que a esterilizagdo quimica dos meios de
cultivo e das vidrarias com NaClO foi tao eficiente
quanto a autoclavagem, garantindo a total assepsia
dos mesmos sem que houvesse interferéncia negativa
no crescimento das plantas.

Os resultados encontrados neste trabalho
confirmam os obtidos por outros autores, como
Teixeira et al. (2006), avaliando Ananas comosus cv.
Smooth Cayenne Teixeira et al. (2008), em estudos
com Eucalyptus pellita, Ribeiro e Teixeira (2007), ao
avaliarem o comportamento de Sequoia sempervirens,
Tiwari etal., (2012) e Sawant e Tawar (2011), ambos
desenvolvendo suas pesquisas com Saccharum
officinarum. Em todos esses trabalhos, foi obtida
a completa assepsia do meio de cultura utilizando
NaClO como agente quimico esterilizante.

O uso de agentes geleificantes alternativos ao
agar pode significar a redugdo total ou parcial deste
componente tdo dispendioso no preparo de meios
de cultivo, contribuindo para reduzir os custos na
micropropagagdo comercial de plantas. A substituigdo
total do agar por amido de milho, ou parcial pelo
amido de mandioca, mostrou-se eficaz na geleificacdo
dos meios de cultivo, além de proporcionar resultados
estatisticamente iguais ou mesmo superiores no
desenvolvimento das mudas. Resultados semelhantes
foram observados por Pereira (2011), que também
avaliou o comportamento do abacaxizeiro, Erig et
al. (2004) e Ferri et al. (1998), ambos avaliando a
macieira, ¢ Costa et al. (2007), que desenvolveram
suas pesquisas com abacaxizeiro ¢ bananeira.
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TABELA 1- Numero de raizes (NR) e massa da matéria seca de raizes (MSR) em mudas de abacaxizeiro ‘Gold’
(Ananas comosus var. comosus) apos 30 dias de cultivo em meio de enraizamento in vitro,
em fun¢@o dos agentes geleificantes e formas de esterilizagdo. Campos dos Goytacazes-RJ.

3
AG = NR o Média EFMSR (19 gl)g 3 Média
M1 194Aa  204Aa 199  65Aa 33Ab 4,90
M2 308Aa 092Ba 200  28Aa 23Ab 2,55
M3 235Aa  241Aa 238  48Ba 11.1Aa 7.95
M4 114Aa  1.63Aa 138  26Aa 44 A ab 3,50
Meédia | 2.13 1.75 42 53
CV(%) 56,78 82.87

Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade. AG: agente geleificante; M 1: agar; M2: amido de milho; M3: agar + amido de milho; M4: agar + amido de mandioca;
EF: esterilizagdo fisica; EQ: esterilizagdo quimica.

TABELA 2 — Massa da matéria fresca (MF), diametro da roseta (DR), area foliar (AF), altura da roseta
(AR), volume de raizes (VR), massa da matéria seca da parte aérea (MSA) e massa da
matéria seca total (MST) de mudas de abacaxizeiro ‘Gold’ (4nanas comosus var. comosus)
oriundas de cultivo in vitro, ap6s 90 dias de aclimatizacdo em casa de vegetacdo. Campos

dos Goytacazes — RJ.

MF (g) DR (cm)

AF (cm?)

AG Média Média Média
EF EQ EF EQ EF EQ
M1 390Aa 4,00Aa 395 10,55Aa 1047Aa 10,51 3830Aa 38,12Aa 38,21
M2 3,78 Aa 341Aa 3,59 10,77Aa 10,03Aa 10,04 3642Aab 3696Aa 36,68
M3 2,54Ab 3,07Aa 281 826Ab 9,13Aa 8,69 2649Ab 30,86Aa 28,68
M4 3,76 Aa 326Aa 3,51 1042Aa 993Aa 10,18 37,53Aa 3381Aa 3567
Média 3,49 3,44 10,00 9,89 34,68 34,94
CV(%) 28,70 17,91 28,53
AR (cm) . VR (cm?) o
AG Média Média
EF EQ EF EQ
M1 1,60 A ab 1,51 Aa 1,55 0,50 A ab 0,57Aa 0,54
M2 1,69 Aa 1,57Aa 1,64 0,64 Aa 0,54Aa 0,59
M3 1,36 Ab 1,50Aa 1,43 0,39Ab 045Aa 0,43
M4 1,53 Aab 1,72A a 1,63 0,54 A ab 0,58 Aa 0,56
Média 1,55 1,57 0,52 0,54
CV (%) 19,39 34,79
AG MSA () Média MST(e) Média
EF EQ EF EQ
Ml 039Aa 038Aa 0,39 0,51 Aa 049Aa 0,51
M2 035Aa 033Aa 0,34 048 Aa 048 Aa 0,48
M3 023Ab 028Aa 0,26 031Ab 038Aa 0,34
M4 036Aa 031Aa 0,34 047 Aa 039Aa 0,43
Média 0,34 0,33 0,44 0,44
CV(%) 29,90 34,80

Meédias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade. AG: agente geleificante; M 1: dgar; M2: amido de milho; M3: gar + amido de milho; M4: 4gar + amido de mandioca;
EF: esterilizagdo fisica; EQ: esterilizagdo quimica.
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FIGURA 1- Valores médios e erro-padrdao da Relagdo F /F em mudas de abacaxizeiro ‘Gold’ (dnanas
comosus var. comosus) oriundas de cultivo in vitro, ap6s 90 dias de aclimatizagcdo em casa
de vegetagao.
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quimica.

FIGURA 2- Valores médios e erro-padrio do Indice Fotossintético (PT) em mudas de abacaxizeiro ‘Gold’
((Ananas comosus var. comosus)) oriundas de cultivo in vitro, ap6s 90 dias de aclimatizagido
em casa de vegetagao.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados encontrados, €
possivel concluir que:

- O hipoclorito de sodio foi eficiente na
esterilizacdo do meio de cultivo e dos utensilios,
sem ocasionar prejuizo ao crescimento e ao
desenvolvimento das mudas de abacaxizeiro ‘Gold’,
tanto na fase de enraizamento in vitro quanto na
aclimatizacdo.

- O amido de milho puro ou o amido de
mandioca, em combinagdo com o agar, podem ser
usados para geleificar os meios de cultivo na fase de
enraizamento in vitro do abacaxizeiro ‘Gold’.

- Os meios alternativos propostos néo
interferiram no desempenho fotossintético das mudas
durante a aclimatizagdo.
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