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RESUMO

Realizou-se esse trabalho com o objetivo de desenvolver um protocolo de micropropagacdo para o abacaxizeiro cv.
Emepa 1, contemplando as fases de estabelecimento de explantes (EE), multiplicagao (UM) e enraizamento (EN). Como
explantes se utilizaram gemas axilares, desinfestadas e inoculadas em meio MS sélido, contendo diferentes concentra-
¢oes e combinagoes de 6-benzilaminopurina (BAP) e de dcido naftalenoacético (ANA). Todas as culturas foram mantidas
em sala de crescimento com temperatura de 25 + 5 °C e fotoperiodo de 16 h luz, a uma intensidade luminosa de
30 umol m? s, O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com seis tratamentos na fase EE,
oito na fase MU e quatro na fase EN, dez repeticoes, sendo a unidade experimental constituida de um frasco contendo
um broto. Concluiu-se que o estabelecimento de gemas axilares desta variedade de abacaxizeiro, pode ser realizado em
meio de cultivo MS sem a adicao de reguladores de crescimento; a multiplicacdo, em meio de cultura MS suplementado
com 2,0 mg L' de BAP + 0,5 mg L' de ANA, enquanto a adicado do ANA promove o enraizamento dos brotos.
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Micropropagation of pineapple, cv. Emepa 1

ABSTRACT

This work aimed to develop a micropropagation protocol of pineapple cv. Emepa 1. The cv. Emepa 1 axillary gems used
were disinfested and inoculated in half MS solid with 5.8 pH. There was incubation in a growth room with temperature of
25 + 5 °C and photoperiod of 16 h light at a luminous intensity of 30 umol m2 s, The cv. Emepa 1 micropropagation
protocol was developed according to the existing literature, comprising the following phases: establishing of explants (EE);
multiplication (MU); extent rooting (EN). A completely randomized design (CRD) was used in all the phases as follows: EE
— DIC with 6 treatments comprised of 10 repetitions containing 1 explants per bottle; MU — CRD with 8 treatments, comprised
of 10 repetitions containing 1 explants per bottle. It was concluded that the concentration of 2% of sodium hypochlorite for
10 min causes gems disinfestations and the establishment can be carried out by means of tillage without any growth regulators.
The etiolating can be achieved in MS with 1.86 mg L' of ANA and regeneration in MS with 1.8 mg L of the ANA +
2.0 mg L of BAP. For the multiplication, the type of tillage indicated is MS supplemented with 2.0 mg L of BAP + 0.5 mg L
of ANA; in extent, the type of crop MS without any dilution causes the highest growth of seedlings whereas the addition of
ANA prompts an increase in number and a decrease of seedling’s root size and the organic compound favors an increase
and development of pineapple seedlings produced in vitro during the acclimatizing phase.
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INTRODUCAO

A area cultivada com abacaxizeiro no Brasil tem aumenta-
do pouco ao longo dos anos, devido principalmente a peque-
na oferta de mudas de boa qualidade (Praxedes et al., 2001).

Segundo Cunha & Reinhardt (2004) o sucesso econdmi-
co no cultivo de produtos agricolas depende sobretudo do uso
de material de plantio de boa qualidade, por se tratar do in-
sumo mais importante de qualquer cultura. Em abacaxizei-
ro, a muda produzida em viveiro a partir de pedacos do talo
ou do caule de plantas que ja foram colhidas, é adequada para
a implantagdo de plantios com melhor sanidade, especial-
mente em relacdo a fusariose, e também para multiplicacéo
de novas variedades; entretanto, esta pratica, € muito pouco
utilizada em virtude da falta de viveiristas especializados
nesta atividade. Ja o uso de mudas micropropagadas, isto é,
produzidas in vitro por meio de técnicas de cultura de teci-
dos, fica restrito a introdugdo de plantas matrizes de novas
variedades geradas em programas de melhoramento genéti-
co. Essas técnicas vém sendo largamente aplicadas, ndo s
pela possibilidade de se obter plantas mais resistentes a fa-
tores de estresses bidticos (fusariose) e abidticos (salinida-
de) mas, também, pela rapida propagacao clonal in vitro de
novas variedades (Macédo et al., 2003). No caso do abaca-
xizeiro (Ananas comosus var. comosus), tais técnicas estdo
sendo utilizadas comercialmente visando a producao de no-
vas cultivares e ao aumento na quantidade de mudas (Albu-
querque, 1998).

A producdo de mudas por cultura de tecidos permite ob-
ter milhares de mudas a partir de uma Unica gema, em pe-
queno periodo de tempo e totalmente livres de problemas
fitossanitarios (Teixeira et al., 2001; Firoozabady & Gutter-
son, 2003; Barboza et al., 2004).

Para Macédo et al. (2003), ap6s os primeiros trabalhos
de Aghion & Beauchesne (1960) ha, na literatura, um nd-
mero crescente de estudos que investigam aspectos tais como:
sistema de micropropagacéo (cultura estacionaria e por imer-
sdo temporaria); resposta de diferentes cultivares as condi-
¢Oes in vitro; tipo de explante; meio de cultura; tipo e con-
centragdo de fitorreguladores (Mathews & Rongan, 1979;
Cabral et al., 1983; Liu et al., 1988; Marciani-Bendezu et
al., 1990; Roca & Mroginski, 1991; Ventura, 1994; dal Ves-
co et al., 1996; Teng, 1997; Guerra et al., 1999; dal Vesco
et al., 2000; Feuser et al., 2001; Sa, 2001); no entanto, além
do aprofundamento dos aspectos citados pode-se acrescen-
tar, a esta lista, o estudo das condigdes fisicas de incubacéo,
limpeza clonal, resisténcia a salinizacgdo, hidroponia, anato-
mia e aclimatacdo (Praxedes et al., 2001; dal Vesco et al.,
2001; Omokolo et al., 2001; Silva et al., 2002; Almeida et
al., 2002; Moreira et al., 2003; Macédo et al., 2003; Barro-
so et al., 2003; Barboza et al., 2004; Mogollo6n et al., 2004;
Moreira et al., 2006; Barboza et al., 2006).

Com os estudos de micropropagacdo do abacaxizeiro sdo
exigidas melhorias nos protocolos regenerativos empregados
devido, sobretudo, as diferentes respostas dos genotipos aos
reguladores de crescimento adicionados aos meios de cultura.
Objetivou-se, com este trabalho, portanto, desenvolver um pro-
tocolo de micropropagagao para o abacaxizeiro cv. Emepa 1.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se mudas sadias do tipo coroa de abacaxizei-
ro cv. Emepa 1, provenientes dos campos experimentais da
Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuaria do Estado da
Paraiba — EMEPA/PB. Os experimentos foram realizados no
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da EMEPA/PB,
em condicOes assépticas utilizando-se, como meio de cultu-
ra, 0 MS (Murashige & Skoog, 1962), adicionado de 30 g L1
de sacarose e solidificado com 7 g L de agar, com pH ajus-
tado para 5,8. As culturas foram mantidas em sala de cres-
cimento em temperatura de 25 + 5 °C e fotoperiodo de 16 h
de luz, a uma intensidade luminosa de 30 umol m2 s,

Experimento 1 — Estabelecimento de explantes (EE)

As mudas do tipo coroa foram desinfestadas em trés eta-
pas: (1) imersdo em solucdo de formaldeido a 1%, durante
1 min; (2) ap6s a secagem no laboratério em condicBes am-
biente as mudas foram tratadas por imerséo em solucéo con-
tendo 0,3% de Derosal 500%, durante 10 min e (3) depois
do desfolhamento, em cdmara de fluxo laminar, as gemas
axilares foram extraidas e desinfestadas em alcool a 70%,
por 1 min em hipoclorito de sédio (NaClO) a 2% por um
tempo de 10 min; na seqiiéncia, foram submetidas a triplice
lavagem em agua destilada e deionizada estéril.

As gemas axilares isoladas e desinfestadas foram inocu-
ladas em meio MS suplementado com os reguladores de cres-
cimento BAP (6-benzilaminopurina) e ANA (acido naftale-
noacético) em diferentes concentragfes e combinacdes,
estabelecendo-se assim seis tratamentos (em mg L1 T; = 0,0
de BAP + 0,0 de ANA; T,=0,5 de BAP + 0,125 de ANA;
T5;=0,5 de BAP +0,5 de ANA; T,=1,0 de BAP + 0,5 de
ANA; T5=2,0 de BAP e Tg = 2,0 de BAP + 1,0 de ANA).

Os brotos desenvolvidos foram subcultivados aos 30 dias
da inoculacdo e a avaliacdo realizada aos 60 dias de culti-
vo, quantificando-se o numero e a altura dos brotos esta-
belecidos.

Experimento 2 — Multiplicacdo (MU)

Utilizaram-se, como explantes, brotos desenvolvidos na
primeira fase (EE) em meio MS sem a adicéo de regulado-
res de crescimento, os quais foram subcultivados em meio
MS, suplementado com BAP e ANA em diversas concentra-
cOes e combinagdes, totalizando oito tratamentos (em mg L™
T,=0,0 de BAP + 0,0 de ANA; T,=1,0 de BAP; T;=1,5
de BAP; T,=2,0 de BAP; T5=2,52 de BAP; Tg=1,0 de
BAP + 0,01 de ANA; T;=2,0 de BAP +0,5 de ANA ¢
Tg = 2,0 de BAP + 1,0 de ANA). Os subcultivos foram rea-
lizados aos 30 e 60 dias ap6s o cultivo in vitro e as avalia-
¢Bes aos 30, 60 e 90 dias da inoculacdo, levando-se em con-
sideracdo a taxa de multiplica¢do por broto inoculado.

Experimento 3 — Enraizamento (EN)

Brotos cultivados em meio MS basico medindo aproxi-
madamente 2 cm de altura foram selecionados aleatoria-
mente e transferidos, em cadmara de fluxo laminar, para
frascos contendo o meio MS suplementado com ANA em
quatro concentragdes (em mg L1 T,=0,0; T,=0,2;
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T3=1,0; T,=2,0). A avaliacdo foi realizada aos 30 dias
de cultivo tendo em vista 0 nimero e o comprimento mé-
dio das raizes.

Os dados obtidos nos trés experimentos foram submeti-
dos a analise estatistica utilizando-se o delineamento intei-
ramente casualizado (DIC) com 10 repeticdes por tratamen-
to, sendo a unidade experimental constituida por dez frascos
contendo um explante por frasco. Realizou-se a comparagéo
entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises de variancia e os respectivos valores do Teste
F do desenvolvimento do protocolo de micropropagacéo da
cv. EMEPA 1 de abacaxizeiro, obtiveram valores significati-
vos a 1% de probabilidade.

Experimento 1 — Estabelecimento de explantes

Observa-se, na Tabela 1, para a variavel nimero de bro-
tos desenvolvidos superioridade do tratamento sem regula-
dores de crescimento sobre os demais suplementados com
BAP e ANA, nas concentracOes estudadas.

Tabela 1. NGmero médio e altura de brotos desenvolvidos de
abacaxizeiro cv. Emepa 1 em meio de cultura MS suplementado com
diferentes concentracGes e combinagdes dos reguladores de crescimento
BAP e ANA, aos 60 dias de cultivo in vitro

Tratamentos (mg L™)

Numero de brotos Altura dos brotos

BAP + ANA desenvolvidos (cm)

- - 10a 05a
05 0,125 8b 0,4 ab
05 05 6c 0,4 ab
1,0 05 6c 03b
2,0 - 8b 03b
2,0 1,0 8b 03b

CV (%) 13,74 28,74

As médias seguidas de letras distintas, nas colunas,diferem estatisticamente entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey

Este resultado difere do constatado por Piza et al. (2001)
0s quais obtiveram maior frequéncia de gemas ndo desenvol-
vidas nos tratamentos com baixas concentrac@es de fitorregu-
ladores. Albuquerque et al. (2000) verificaram 100% de ne-
crose em apices caulinares de abacaxizeiro da cultivar Pérola,
apos 45 dias de cultivo em meio MS. Resposta similar foi
constatada para a varidvel altura dos brotos estabelecidos (Ta-
bela 1) revelando que néo existem diferencas significativas
entre a altura dos brotos estabelecidos na auséncia de regula-
dores de crescimento e aqueles desenvolvidos em meios de
cultivo suplementados com 0,5 mg L de BAP + 0,125 mg L1
de ANA e com 0,5 mg L de BAP + 0,5 mg L1 de ANA, ve-
rifica-se, ainda, que néo houve diferenca significativa na al-
tura dos brotos estabelecidos nos meios de cultivo suplemen-
tados com reguladores de crescimento, 0 que se deve,
provavelmente, a respostas distintas da cultivar estudada a
adicdo dessas substancias ao meio na fase de estabelecimento
de explantes.

R. Bras. Eng. Agric. Ambiental, v.14, n.9, p.932-936, 2010.

Experimento 2 — Multiplicagéo

Verificaram-se as maiores taxas de multiplicacdo dos bro-
tos foram verificadas no meio de cultivo MS suplementado
com 2,0 mg L de BAP + 0,5 mg L de ANA, durante trés
subcultivos sucessivos (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios da taxa de multiplicacao de brotos de
abacaxizeiro cv. Emepa 1, aos 30, 60 e 90 dias de cultivo em meio MS
suplementado com diferentes concentracées e combinacdes dos
reguladores de crescimento BAP e ANA

Tratamentos (mg L) Subcultivo (dias)

BAP + ANA 30 60 90 Média

- - 1,0d l4¢e 16e 1,3
1,0 - 2,3c 45d 6,0d 43
15 - 25¢c 57c 81lc 54
2,0 - 2,7¢c 57c 82c 55
2,52 - 26¢c 58c¢ 81lc 55
1,0 0,01 41b 8,3b 12,0b 8,1
2,0 0,5 53a 10,6 a 154 a 10,4
2,0 1,0 39b 8,3b 12,4b 8,2

CV (%) 19,31 12,04 8,36

As médias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey

Verifica-se tendéncia de crescimento na taxa de multipli-
cacdo quando se aumenta a concentragdo de BAP. Este fe-
ndmeno pode ser atribuido aos valores do balango hormonal
(2,0 mg L! de BAP + 0,5 mg L1 de ANA), que provocaram
0 aumento da taxa de multiplicacéo e o alongamento dos bro-
tos, respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos
por Ramirez & Bocardo (2003), Almeida et al. (2002), Bar-
boza et al. (2004), Silva et al. (2002), Mogolldn et al. (2004)
e Piza et al. (2001), para as cultivares Champaka e MD2,
Pérola, PE x SC-52, Primavera, Queen Australia e Smooth
Cayenne, respectivamente, revelando comportamentos simi-
lares em diversas cultivares aos reguladores de crescimento
BAP e ANA, na fase de multiplicacdo. Os menores valores
de multiplicacdo nos trés subcultivos, foram registrados no
meio MS sem a adicdo de reguladores de crescimento.

Experimento 3 — Enraizamento

Aos 30 dias de cultivo observou-se formacéo de raizes em
todos os tratamentos testados, além de uma relagdo positiva
entre o ndmero de raizes e 0 aumento da concentracdo de
ANA,; entretanto, o comprimento das raizes foi afetado com
0 aumento da concentragdo deste regulador de crescimento
nos meios de cultivo; isto se deve, sem dlvida, a acdo do
regulador de crescimento (ANA), que provocou 0 aumento
no ndmero e, consequentemente, a diminuigdo do tamanho
das raizes (Tabela 3).

Esses resultados (Tabela 3) se apresentam inferiores po-
rém de comportamento semelhante aos estudados por Rami-
rez & Bocardo (2003), que obtiveram, em média, 9,7 e 9,9
raizes nas cultivares MD 2 e Champaka, respectivamente, em
meio de cultivo adicionado de 0,2 mg L1 de ANA; com re-
lacdo ao comprimento das raizes conseguiram, em meédia,
2,9 cm em meio de cultivo sem reguladores de crescimento
para as duas cultivares estudadas. De acordo com Piza et al.
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Tabela 3. Nimero e comprimento médios de raizes em brotos de
abacaxizeiro da cultivar Emepa 1 cultivados durante 30 dias em meio
de cultura contendo diferentes concentrages de acido naftalenoacético
(ANA)

Tratamentos - ANA

Ndmero de raizes  COMPrimento das raizes

(mg L) (cm)
- 7,0c 23a
0,2 73¢ 19b
1,0 114b 12c
2,0 158 a 0,7d
CV. (%) 8,51 711

As médias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey

(2001), o meio de cultivo suplementado de 2 mg L de ANA,
foi o mais eficiente no enraizamento de plantulas da culti-
var Smooth Cayenne; no entanto, Barboza et al. (2004) ob-
servaram que os brotos do hibrido PE x SC-52 e da cultivar
Smooth Cayenne multiplicados na presenca de BAP a
2 mg L apresentaram melhor desempenho na rizogénese in
vitro, independentemente da presenca ou auséncia de regu-
ladores de crescimento no meio de cultivo.

CONCLUSOES

1. O estabelecimento de gemas axilares de abacaxizeiro
da cv. EMEPA 1 pode ser realizado em meio de cultivo MS
sem a adicdo de reguladores de crescimento.

2. O meio de cultivo MS, suplementado com BAP e ANA
€ 0 mais indicado para multiplicacdo dos brotos de abacaxi-
zeiro cv. EMEPA 1.

3. A adicdo de ANA ao meio de cultura promove o au-
mento do ndmero e a reducdo do comprimento das raizes
mudas micropropagadas de abacaxizeiro, cv.EMEPA 1.
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