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RESUMO

A cultura do abacaxi se destaca como a segunda em valor de producéo entre as
culturas temporarias no Amazonas, superada apenas pela mandioca. A variedade
Turiacu é a mais produzida e consumida no estado e a maior parte da producédo é
oriunda de Itacoatiara, que se destaca na 92 posicdo em area cultivada e 122 posicao
em volume de producéo entre os municipios produtores de abacaxi no Brasil. Por outro
lado, a produtividade no Amazonas esta abaixo dos maiores produtores de abacaxi
no Brasil. Umas das possiveis causas para baixa produtividade é a incidéncia de
doencas, incluindo viroses. Entre as formas de controle de doencas recomenda-se 0
uso de mudas sadias, nesse sentido, tem destaque a producdo de mudas
micropropagadas in vitro. No entanto, ndo existem protocolos para micropropagacao
in vitro da variedade Turiagu. Por este motivo, o0 objetivo desse estudo foi estabelecer
um protocolo de micropropagacao in vitro para o abacaxizeiro variedade Turiagu
cultivada no Amazonas. Experimentos utilizando gemas apicais e laterais do talo da
coroa do fruto foram conduzidos para avaliacdo de procedimentos de assepsia e 0
método de micropropagacéao por estiolamento e multiplicacao de brotos. Os explantes
foram obtidos a partir de coroas de frutos comerciais da variedade Turiagu produzidos
no municipio de Itacoatiara, Amazonas e no cultivo in vitro utilizado o meio de cultura
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962). Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Amazonia Ocidental. No
experimento de assepsia foram avaliadas diferentes concentracbes e tempos de
imersdo do explante em solucédo de hipoclorito de sddio e avaliadas contaminacao,
oxidacao e sobrevivéncia dos explantes. No experimento de estabelecimento in vitro
foram testadas diferentes combinacdes de concentracdes dos reguladores de
crescimento ANA e BAP e avaliado o comprimento da parte aérea apés 90 dias dos
explantes in vitro. No experimento de estiolamento, brotacfes estabelecidas de gemas
axilares foram cultivadas por 90 dias em diferentes combinacdes de concentracoes
dos reguladores de crescimento BAP e ANA e na etapa de regeneragdo seguimentos
nodais de brotos estiolados foram cultivados por 90 dias em meio com diferentes
concentragdes de BAP. No experimento de enraizamento in vitro brotos regenerados
foram cultivados durante 45 dias com diferentes concentracfes de ANA e avaliadas
comprimento da parte aérea, nUmero e comprimento de raizes e peso fresco e seco
das brotagbes. Na aclimatacdo as mudas provenientes dos tratamentos com
diferentes doses de ANA no enraizamento in vitro foram cultivadas em casa de
vegetacao e avaliadas aos 30, 60 e 90 dias para diametro do coleto, niumero de folhas,
comprimento e largura da maior folha, comprimento e largura da 22 menor folha,
comprimento de raiz e teor de clorofila. De acordo com os resultados obtidos, concluiu-
se: a) para assepsia de gemas apicais recomenda-se solugdo com 0,5% de cloro ativo
e para gemas axilares com 1,25% de cloro ativo e 5 min. de imersdo na solucao
asseéptica para ambos os tipos de gema; b) para o estabelecimento in vitro recomenda-
se para gemas apicais meio MS acrescido de 2,3 uM ! de BAP e para gemas axilares
meio MS sem reguladores de crescimento; c) para o estiolamento in vitro de brotos o



cultivo em meio MS sem reguladores de crescimento; d) para a multiplicacao de brotos
a partir de seguimentos nodais recomenda-se o cultivo em meio MS acrescido de 18,6
UM L de BAP, com trés subcultivos de 30 dias, condi¢es que proporcionam taxa de
multiplicacdo estimada em 428 brotos regenerados por explante e, e) para o
enraizamento in vitro de brotos micropropagados recomenda-se o cultivo por 45 dias
em meio MS sem reguladores de crescimento.

Palavra-chave: Ananas comosus, cultura de tecidos, cultivo in vitro



ABSTRACT

The pineapple crop stands out as the second in production value among temporary
crops in Amazonas, surpassed only by cassava. The Turiagu variety is the most
produced and consumed in the state and most of the production comes from
Itacoatiara, which ranks 9th in cultivated area and 12th in production volume among
pineapple-producing municipalities in Brazil. On the other hand, productivity in
Amazonas is below the largest pineapple producers in Brazil. One of the possible
causes of low productivity is the incidence of diseases, including viruses. Among the
forms of disease control, the use of healthy seedlings is recommended, in this sense,
the production of micropropagated seedlings in vitro is highlighted. However, there are
no protocols for in vitro micropropagation of the Turiagu variety. For this reason, the
objective of this study was to establish an in vitro micropropagation protocol for the
Turiacu pineapple variety grown in Amazonas. Experiments using apical and lateral
buds of the fruit crown stalk were conducted to evaluate asepsis procedures and the
micropropagation method by estiolation and shoot multiplication. The explants were
obtained from commercial fruit crowns of the Turiagu variety produced in the
municipality of Itacoatiara, Amazonas and in vitro culture used the MS culture medium
(MURASHIGE and SKOOG, 1962). The experiments were carried out at the
Laboratory of Plant Tissue Culture of Embrapa Amazoénia Ocidental. In the asepsis
experiment, different concentrations and immersion times of the explant in sodium
hypochlorite solution were evaluated and contamination, oxidation and survival of the
explants were evaluated. In the in vitro establishment experiment, different
combinations of concentrations of the growth regulators ANA and BAP were tested
and the length of the aerial part was evaluated after 90 days of the in vitro explants. In
the stiolation experiment, shoots established from axillary buds were cultivated for 90
days in different combinations of concentrations of the growth regulators BAP and ANA
and in the regeneration stage nodal segments of stiolated shoots were cultivated for
90 days in medium with different concentrations of BAP. In the in vitro rooting
experiment regenerated shoots were cultivated for 45 days with different
concentrations of ANA and evaluated for aerial part length, number and length of roots
and fresh and dry weight of shoots. In the acclimatization, the seedlings from the
treatments with different doses of ANA in the in vitro rooting were grown in the
greenhouse and evaluated at 30, 60 and 90 days for collar diameter, number of leaves,
length and width of the largest leaf, length and width of the 2nd smallest leaf, root
length and chlorophyll content. According to the results obtained, it was concluded: a)
for asepsis of apical buds, a solution with 0.5% of active chlorine is recommended and
for axillary buds with 1.25% of active chlorine and 5 min of immersion in the aseptic
solution for both types of buds; b) for in vitro establishment, MS medium plus 2.3 uM
L-1 of BAP is recommended. b) for in vitro establishment, MS medium plus 2.3 UM L-
1 of BAP is recommended for apical buds and MS medium without growth regulators
is recommended for axillary buds; c) for in vitro budding, culture in MS medium without
growth regulators is recommended; d) for the multiplication of shoots from nodal



segments, cultivation in MS medium plus 18.6 pM L-1 of BAP is recommended, with
three subcultures of 30 days, conditions that provide an estimated multiplication rate
of 428 regenerated shoots per explant and, e) for the in vitro rooting of
micropropagated shoots, cultivation for 45 days in MS medium without growth
regulators is recommended.

Keyword: Ananas comosus, tissue culture, in vitro culture.
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3. INTRODUCAO

Em 2021 a producdo mundial de abacaxi foi de 28,6 milhdes de toneladas,
destacando-se a Asia com mais de 13 milhdes de toneladas, seguida pelas Américas
(10,2 milhdes toneladas), Africa (5.2 milhdes toneladas) e Oceania (113 mil toneladas)
(FAOSTAT, 2021). O Brasil é o 4° maior produtor de abacaxi no mundo com 63.589
mil ha destinado a cultura e cerca de 2,3 milhdes de toneladas de fruto colhidos em
2021, atras da Costa Rica (2,9 milhdes de toneladas), Indonésia (2,8 milhdes de
toneladas) e Filipinas (2,8 milhdes de toneladas) (FAOSTAT, 2021). De acordo com
estatisticas do IBGE (2021), no Brasil as regides Norte, Nordeste e Sudeste sdo as
maiores produtoras e, nessas regides, destacam-se, respectivamente, os estados do
Pard (361.027 mil toneladas), Paraiba (263.370 mil toneladas) e Minas Gerais
(156.139 mil toneladas) como maiores produtores.

O Amazonas € o terceiro maior estado produtor de abacaxi da regido Norte,
com 2.389 mil hectares cultivados e 41.357 mil toneladas produzidas, com destaque
para o municipio de Itacoatiara que é o maior produtor do estado (IBGE, 2021). Em
Itacoatiara a producdo de abacaxi esta concentrada nas localidades de Novo
Remanso e Vila do Engenho, onde predomina o uso da variedade Turiagu, muito
apreciada e consumida pela populacdo do Amazonas (GARCIA et al., 2013).
Recentemente, o abacaxi produzido nessa regido passou a ser identificado com
Indicacdo Geografica “Novo Remanso” pelo Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI, 2020).

A variedade Turiacu é cultivada no Amazonas ha décadas e possui
caracteristicas peculiares, como elevada docgura e a baixa acidez de polpa e tolerancia
ou resisténcia a doenca fusariose (Fusarium guttiforme), um dos maiores problemas
da abacaxicultura nacional (GARCIA et al., 2013). Devido a gravidade da fusariose
para a abacaxicultura brasileira, os programas de melhoramento genético
desenvolvidos no pais tém entre seus principais objetivos o desenvolvimento de
cultivares resistente a doenca. Estima-se ser possivel aumentar de 20% a 30% a
produtividade da abacaxicultura nacional com o uso de cultivares de alta produtividade
e resistentes a fusariose (COPPENS D’EECKENBRUGGE et al., 2018). Até o
presente momento ndo houve relatos da fusariose nos plantios comerciais da

variedade de abacaxizeiro Turiagu no Amazonas. No entanto, o principal problema
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fitossanitario nos cultivos da variedade Turiacu na regido € o virus PMWaV (Pineapple
mealybug wilt-associated virus), agente causal da Murcha do abacaxizeiro, que esta
entre 0s principais fatores responsaveis pela reducdo de produtividade e,
consequentemente, do lucro dos cultivos de abacaxizeiro no Amazonas.

O uso de mudas ndo contaminadas € uma das principais estratégias para o
controle do virus PMWaV no abacaxizeiro, o que pode ser conseguido pelo controle
de origem, obtendo mudas de plantios ndo contaminados, por métodos e tratamentos
de mudas e também por técnicas de micropropagacao in vitro. As técnicas de
micropropagacao in vitro se destacam pela alta qualidade sanitaria das mudas
produzidas e pela capacidade de producdo de mudas em larga escala em pequeno
espaco e em tempo relativamente curto (COPPENS D’EECKENBRUGGE et al.,
2018). Contudo, para que a multiplicacéo in vitro seja realizada de forma eficiente é
necessario o desenvolvimento de protocolos que atendam necessidades especificas
da espécie ou gendtipo de interesse. Diferentes métodos podem ser explorados para
micropropagacao do abacaxizeiro, 0os quais podem utilizar meio liquido ou meio
semissolido, biorreatores, diferentes composicdes do meio de cultura, com variacao
na composicdo de nutrientes minerais, fontes de carbono, vitaminas, tipos e
concentracdes de reguladores de crescimento, tipo de explante, condi¢cdes de cultivo
(recipiente, luz, temperatura e etc.), entre outros (REINHARDT et al. 2018).

Além das condi¢Bes de cultivo in vitro, € também fundamental estabelecer
procedimentos de assepsia dos explantes, sendo este, uma das etapas mais
importantes dos protocolos, pois seu sucesso garante a eliminacao de contaminantes
como fungos e bactérias (ANDRADE, 2002). A producdo comercial de mudas de
abacaxizeiro por micropropagacao in vitro € regulamentada pela Instrugdo normativa
43/2013 do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2022a), que
dispde sobre o registro das plantas matrizes usadas para obtencdo do material
propagativo, tipo de explante para propagacao in vitro, método de micropropagacao,
namero de subcultivos, entre outras especificacoes.

Na literatura s&o encontrados diversos protocolos para micropropagagao in
vitro do abacaxizeiro, os quais utilizam como explantes, principalmente, gemas
axilares (gemas laterais) extraidas do talo das mudas (filhote, rebentdo ou coroa), no
entanto, também sdo utilizadas gemas apicais (protocolos para limpeza viral) e

segmentos de folhas (usadas em protocolos de multiplicacdo via embriogénese e
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organogénese). As principais técnicas de micropropagacao in vitro do abacaxizeiro
sdao a multiplicagcdo de brotacGes e o estiolamento de brotos com repicagem de
entrends (Kiss et al., 1995).

Apesar da importancia econdmica e social do abacaxizeiro variedade Turiacgu,
do potencial da micropropagacao in vitro na producdo de mudas de alta qualidade
sanitaria e do impacto dessa qualidade no aumento da produtividade dos plantios
comerciais, ndo existem protocolos de micropropagacdo recomendados para a
variedade. Nesse contexto, buscou-se nessa pesquisa desenvolver um protocolo para

micropropagacao in vitro da variedade Turiagu cultivada no Amazonas.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Taxonomia e origem do abacaxizeiro

O abacaxizeiro pertence ao reino Plantae, classe Lilipsida, ordem Poales,
familia Bromeliaceae e género Ananas. O nome “abacaxi” tem origem indigena,
oriundo de “iuaka’ti” que quer dizer fruta cheirosa, caracteristica sensorial associada
ao fruto quando maduro, sendo conhecida popularmente como abacaxi (no portugués
brasileiro), pifia (Espanhol) e pineapple (Inglés) (SOUZA et al., 2017).

No género Ananas, 0 mais importante da familia Bromeliaceae, destacam-se
duas espécies: Ananas comosus (L.) Merrill e Ananas macrodontes Morren. A espécie
Ananas comosus (L.) Merril € composta por cinco variedades botéanicas: A. comosus
var. comosus, A. comosus var. microstachys, A. comosus var. bracteatus, A. comosus
var. erectifolius e A. comosus var. parguazensis (Coppens D’EECKENBRUGGE;
LEAL, 2003) (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies e variedades botanicas do género Ananas.

Principais
caracteristicas
Suporta seca;
folhas largas;

Ornamental Silvestre espinhos
agressivos; fruto
pequeno.

Espécie Variedade Importancia Incidéncia

A. comosus var.
ananassoides

Folhas compridas;

largas com
A. comosus var. Ornamental/Cerca . larg .
. Cultivada espinhos grandes;
bracteatus viva . o
inflorescéncia rosa
brilhante.
Ananas
comosus (L.
Merrill( ) Plantas de porte
A. comosus var. ~ . . médio; fruto
. Extracéo de fibras Cultivada ~
erectifolius pequeno e ndo
comestivel.
Folhas largas com
A. comosus var. . .
: Ornamental Silvestre alguns espinhos
parguazensis . ;
invertidos.
Frutos doces, com
A. comosus var. . . olpa de
Comestivel Cultivada P E)
comosus coloracdo branca
a amarela
Ananas o
Ornamental/Cerca . Auséncia de coroa
macrodontes . Cultivada ~
viva e rebentdes.
Morren

Fonte: Coppens d’Eeckengrugge et al, 2018.
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De acordo com revisdo de Crestani et al. (2010), o centro de origem das
espécies do género Ananas pode ter sido o Brasil Central ou o Paraguai, de onde se
disseminou para outras regides do mundo. O Brasil € um dos principais centros de
diversidade do género Ananas, todas as espécies do género sdo encontradas no pais,
em forma silvestre ou cultivada, com ocorréncia em praticamente todas as suas
regides, e com grande variabilidade genética, mas a espécie A. comosus (L.) Merril &
a mais conhecida e de maior importancia econémica devido ao elevado consumo do
fruto fresco, uso como planta ornamental e producao de fibras (SOUZA et al., 2017,
SOUZA et al., 2012; MANETTI et al., 2009; FERREIRA; CABRAL, 1993).

Duval et al. (1997) relataram grande diversidade genética encontrada em
coletas de material silvestre e cultivado do género Ananas na bacia amazonica
brasileira, incluindo os estados do Amapa, Acre, Amazonas (Rios Negro, Solimdes) e
norte do Mato Grosso. Os autores também realizaram coletas na Guiana Francesa e
Sul do Brasil. Em todas as regides de coleta foram encontradas variedades de A.
comosus, demonstrando ampla variabilidade genética existente para a espécie,
contudo, com maior variabilidade encontrada nas coletas no Acre, na Bacia

Amazonica e na Guiana Francesa do que no Sul do Brasil.

4.2 Aspectos botanicos e morfoldgicos e adaptacédo pedoclimatica do
abacaxizeiro

O abacaxizeiro € uma planta monocotiledénea, perene e herbacea, adaptada a
climas tropicais onde as temperaturas variam de 22 a 32 °C e a solos acidos (pH de
4,5 a 5,5), bem drenados e de textura média ou arenosa, que facilitem o crescimento
de suas raizes que, de modo geral, variam de 15 a 20 centimetros de comprimento.
A cultura também é muito exigente em luz e umidade, necessitando de 6 a 8 horas de
exposicao solar e ambientes com umidade relativa do ar em torno de 70% (COPPENS
D’EECKENGRUGGE et al., 2018; REINHARDT et al., 2000).

O caule do abacaxizeiro, também chamado de talo, é curto e apresenta
espessura grossa. O talo é a parte da planta que fica diretamente inserida no solo,
onde ocorre o0 desenvolvimento radicular, apresenta gemas axilares que
posteriormente dardo origem a mudas do tipo rebentéo e filhote-rebentdo (Figura 1).
Acima do talo estéa localizado o pedunculo, responsavel por sustentar a inflorescéncia

e posteriormente o fruto, no qual também séo produzidas gemas axilares que dao
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origem as mudas chamadas de filhote. Acima do fruto & gerada uma muda chamada
de coroa, que normalmente acompanha o fruto na comercializacdo (REINHARDT,;
CUNHA, 2006; REINHARDT et al., 2000).

Filhote

il Filhote-rebentdo
Rebentao =2

Caule ou talo

Figura 1. Abacaxizeiro. Morfologia da planta. (Fonte: Reinhardt e Cunha, 2006).

As folhas do abacaxizeiro sdo classificadas de A, B, C, D, E e F (Figura 2),
conforme sua posicdo na planta e formato, partindo da mais velha (em posicédo
externa) a mais nova (em posigdo interna) na muda. As folhas D sdo metabolicamente
as mais jovens e a mais ativas entre as folhas adultas, por isso sdo normalmente
utilizadas para analise do estado nutricional e do crescimento vegetativo da planta
(SILVA et al., 2004; REINHARDT et al., 2000).
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Figura 2. Disposicéo das folhas no abacaxizeiro. (Fonte: Souza; Reinhardt, 2009).

A floracdo do abacaxizeiro pode ser natural ou induzida artificialmente,
entretanto, em plantios comerciais para producéo de fruto a inducéo floral artificial é
adotada com o intuito de uniformizar e padronizar a frutificacdo. O carbureto de calcio
e o ethefon (4cido 2-cloroetilfosfonico) sdo os principais produtos adotados para
inducdo floral no abacaxizeiro (GONDIM; AZEVEDO, 2002; REINHARDT et al., 2017)
e, de modo geral, o efeito da indugéo é observado de 40 a 50 dias ap0s a aplicacédo
do produto.

De acordo com as descri¢cOes apresentadas por Reinhardt et al. (2000) e Souza
et al. (2017), o fruto abacaxi € do tipo sincarpo, formado por multiplas bagas, as quais
sdo geradas a partir do agrupamento de 100 a 200 flores individuais dispostas em
espiral ao redor do pedunculo (eixo central). Nas variedades cultivadas para producao
de frutos para consumo, estes raramente apresentam sementes. No apice do fruto é
formada uma coroa de folhas em forma de roseta, as quais sédo originadas das gemas
axilares da parte terminal do caule e se desenvolvem durante a formagéo do fruto
(Figura 3).

26



Figura 3. Inflorescéncia do abacaxi Turiagu-AM. (Fonte: Autora).

Naturalmente, a reproducdo do abacaxizeiro pode ser realizada de forma
sexuada, com fecundacéo e producdo de sementes, ou assexuada (vegetativa), a
partir de mudas produzidas pela planta. A reproducdo sexuada apresenta grande
importancia para os programas de melhoramento genético, sendo explorada em
cruzamentos intra e interespecificos na geracdo de populagdo segregantes. A
producao de frutos em plantas oriundas de sementes demora mais do que nas plantas
obtidas por propagacdo vegetativa, aproximadamente, trés anos e meio apos a
germinacao das sementes, com variagdo desse tempo em fungéo da variedade e das
condi¢cdes ambientais (COPPENS D’EECKENGRUGGE et al., 2018).

Devido a precocidade e uniformidade, os plantios comerciais sao estabelecidos
usando mudas produzidas em diferentes partes da planta-matriz, como as do tipo
rebentéo, filhote-rebentéo e filhote (Figura 2), as quais séo colhidas apés atingirem o
tamanho de aproximadamente 20 a 30 centimetros (REINHARDT; CUNHA, 2006). O
desenvolvimento da planta pode ser dividido em trés fases: vegetativa, com inicio no
plantio que se estende até a floracdo da planta (seja ela natural ou induzida), com
média em 12 meses dependendo do manejo e da variedade; reprodutiva que corre
entre a floracao e a colheita do fruto, com duracédo de 5 a 6 meses, e propagativa,
que sobrepde a fase anterior e vai da inducéo floral até a colheita das mudas, variando
de 4 a 10 meses para a producdo de mudas do tipo filhote, a mais utilizada nos plantios
comerciais (SILVA et al., 2004). Com o uso da inducéao floral, o ciclo completo da
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cultura varia de 16 a 18 meses, sendo influenciado por fatores como genatipo, clima,
tratos culturais, tamanho e peso de mudas utilizadas no plantio (SANCHES; MATOS,
2013).

A densidade do plantio do abacaxizeiro para producdo de frutos comestiveis
esta diretamente relacionada aos rendimentos e custos de producgdo. O espagamento
entre as plantas depende de alguns fatores, como a variedade utilizada, o destino da
producdo e o nivel tecnolégico do produtor. Os principais espacamentos
recomendados para plantios comerciais sdo em fileiras simples com 0,9 ou 1,0 m entre
linhas e 0,3 m entre plantas na linha, resultando em 37.030 plantas ha* e 33.333
plantas ha, respectivamente, e, em fileira dupla com 1,0 m ou 1,2 m entre fileira x
0,40 m entre linhas na fileira x 0,40 m entre plantas na linha, resultando em 47.619
plantas ha* e 31.250 plantas ha?, respectivamente (SOUZA et al., 2017).

As cultivares Smooth Cayenne e Pérola sdo as mais plantadas no pais, a
primeira produzida principalmente para exportacdo e a segunda para o mercado
interno (ARAUJO et al., 2012). No entanto, a cultivar Smooth Cayenne é gravemente
afetada pelo virus causal da Murcha do abacaxizeiro, doenca severa e que causa altos

impactos negativos na producgéo e qualidade do fruto.

4.3 Melhoramento genético do abacaxizeiro

Os programas de melhoramento genético do abacaxizeiro comestivel, em
geral, tém como objetivo desenvolver cultivares com alta produtividade, adaptadas as
condic¢des climaticas locais, com frutos de alta qualidade e adequados ao mercado
(inddstria ou consumo in natura), resistentes ou tolerantes as principais pragas e
doencas, como a fusariose (Fusarium guttiforme) e a murcha do abacaxizeiro
(CABRAL; D’)EECKENGRUGGE et al., 2002; REINHARDT et al., 2000).

No Brasil, as principais pesquisas voltadas para o melhoramento genético do
abacaxizeiro sdo conduzidas pela Embrapa Mandioca e Fruticultura e pelo Instituto
Agrondémico de Campinas (IAC), ambos com cultivares ja lancadas no mercado. No
site do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2023b) existem
24 cultivares de abacaxizeiro registradas.

Além das cultivares registradas pelos programas de melhoramento genético,

existem também no Brasil diversas variedades locais e populacdes silvestres de
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abacaxi (CABRAL; COPPENS DEECKENBRUGGE, 2002). No Amazonas,
predomina nos cultivos comerciais uma variedade local, denominada pelos produtores

de Turiagu.

4.4 Variedade Turiagu cultivada no Amazonas

Relatos indicam que o abacaxi cultivado no Amazonas denominado de Turiagu
(Figura 4) recebe esse nome devido ao local de origem do material, municipio de nome
Turiacu, Maranhdo, de onde foi trazido pelos produtores pioneiros da cultura no
estado, ha quase 100 anos (GARCIA et al., 2013; ARAUJO et al., 2012).

No Amazonas, desde sua introdugdo a variedade é cultivada para fins
comerciais nas localidades de Novo Remanso e Vila do Engenho no municipio de
Itacoatiara e também no municipio de Careiro da Varzea (QUEIROZ et al., 2013;
GARCIA et al., 2013), sendo essas localidades as principais produtoras de abacaxi do
estado.
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Figura 4. Abacaxizeiro variedade Turiacu-AM. (Fonte:

Autofa).
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Recentemente o abacaxi produzido no distrito de Novo Remanso, municipio de
Itacoatiara-AM, recebeu o selo de Indicacdo Geografica (IG) na categoria Indicacdo
de Procedéncia (IP) (Revista da Propriedade Industrial, n°® 2579, julho de 2020),
reconhecendo as particularidades e as qualidades do abacaxi produzido nessa
localidade.

Estudos sobre a variedade Turiagu cultivada no Amazonas S80 escassos,
faltam informacdes relacionadas a botanica, morfologia e manejo, entre outras.
Autores como Garcia et al. (2013) e Melo et al. (2013) apresentam algumas
informacdes relacionadas as caracteristicas da planta e dos plantios comerciais da
variedade Turiacu. Garcia et al. (2013) realizaram analise foliar de plantas de sete
diferentes areas produtoras no estado, destacaram o desequilibrio entre os niveis dos
nutrientes absorvidos pelas plantas e relataram sintomas relacionados a deficiéncia
de potéassio e cobre, elementos estes essenciais para 0 bom desenvolvimento do
abacaxizeiro.

As plantas da variedade Turiacu apresentam em média 34,8 folhas de
coloracado verde-escuro, com folha D apresentando comprimento médio de 101,9 cm
e largura média de 5,9 cm, e presenca de espinhos ao longo das bordas do limbo foliar
(Figura 5) (GARCIA et al., 2013).

Figura 5. Folhas de muda tipo filhote da variedade Turiagu-AM. (Fonte: Autora)

A taxa de floracao natural do abacaxizeiro Turiacu cultivado no Amazonas é
considerada baixa, isto pode estar relacionado ao clima, temperatura e latitude da
regido, por isso, em plantios comerciais € necessario realizar a inducéo floral para
obter alta taxa e uniformidade na floracao das plantas (MELO et al., 2013). Segundo
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Garcia et al. (2013), no Amazonas, o carbureto de calcio em estado liquido € o indutor
utilizado com maior frequéncia pelos produtores para a inducéo floral na variedade
Turiagu. De acordo com Melo et al. (2013), com a aplicagdo da solugdo com 100 g
carbureto de célcio para cada 15 litros de agua € obtida floracdo de mais de 98% das
plantas.

O fruto da variedade Turiagu cultivado no Amazonas, quando maduro,
apresenta casca de coloracdo amarelada, média de 11 centimetros de diametro, peso
meédio (sem coroa) de 1,65 kg, valor superior ao peso meédio de frutos produzidos em
cultivos da variedade no Maranhéo, 1,38 kg. O abacaxi Turiagu destaca-se né&o
apenas pela docura e coloracdo da polpa do fruto, mas também pela baixa acidez
(acido citrico 0,35) e alta concentracao de solidos soluveis totais chegando a cerca de
16,5 ° Brix (GARCIA et al., 2013; ARAUJO et al., 2012) (Figura 6).
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Figura 6. Abacaxizeiro Turiagu em casa de vegetacao (A) e pesagem do fruto
maduro (B) cultivado na Embrapa Amazénia Ocidental. (Fonte: Erivan Lima).

Entretanto, as principais pragas e doencas que afetam a abacaxicultura no pais
ocorrem também no Amazonas, como acaro alaranjado (Dolichotetranychus
floridanus), broca do fruto (Strymon megarus) e murcha do abacaxizeiro, doenca

associada a cochonilha (Dysmicoccus brevipes) que consiste em um dos maiores
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problemas da abacaxicultura no estado (GARCIA et al., 2013). Na figura 7, nota-se a
presenca desses pequenos insetos transmissores do virus causal da murcha do
abacaxizeiro na bainha da folha de uma planta adulta em uma area de plantio em

Novo Remanso.

Figura 7. Abacaxizeiro Turiagu em ltacoatiara-AM com cochonilha. (Fonte: Autora).

A cochonilha é uma praga que se alimenta da seiva do abacaxizeiro e se aloja
nas bases foliares (Figura 7) e raizes. Todavia, quando h& expanséo da praga, esta
pode ser encontrada nos frutos, mudas e coroas, e nestas areas a cochonilha injeta o
virus (PMWaV) presente em sua saliva e que causa a murcha do abacaxizeiro. Em
campo, a manifestacdo dos sintomas da doenca pode facilmente ser notada, no
entanto, existe também a possibilidade de plantas infectadas e sem sintomas serem
utilizadas como fonte de mudas para novas areas de plantios, dificultando a execucéo
das medidas de controle da doenca (GARCIA et al., 2013; SANTA-CECILIA et al.,
2004).

A murcha do abacaxizeiro foi descrita pela primeira vez no Havai em 1910 e
essa associacdo com as cochonilhas foi identificada pela primeira vez em 1925
(GREEN et al., 2020). A doenca € tdo grave que pode impedir o desenvolvimento
normal do fruto ou até causar a morte da planta antes mesmo de ter ocorrido a
frutificacdo (SANTA-CECILIA et al., 2004).
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Os sintomas visiveis na planta sdo: coloracdo avermelhada nas folhas mais
internas e enrolamento interno das margens das folhas com a ponta das folhas
necrosadas e secas (DEY et al., 2018). Muitas vezes os sintomas da infeccdo nas
plantas sdo confundidos com sintomas provocados pelo déficit hidrico, tendo em vista
que os sintomas sdo mais aparentes no periodo de seca. O controle da murcha do
abacaxizeiro pode ser realizado pela integracdo de medidas, como o uso de
inseticidas contra a cochonilha, devidamente registrados para a cultura (Sistema de
Agrotoxicos Fitossanitarios — AGROFIT / Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA), e 0 uso de mudas sadias.

Apesar do bom retorno obtido atualmente pelos produtores com o cultivo da
variedade Turiagcu no Amazonas, como a multiplicacao vegetativa vem sendo feita ha
muitos anos, € possivel que o acumulo de patébgenos ndo sintomaticos,
especificamente, com virus PMWaV esteja reduzindo o potencial genético da
variedade, portanto, limitando a produtividade e qualidade dos frutos e reduzindo o
lucro do produtor. Nesse contexto, devem ser buscadas alternativas para producao
de mudas da variedade Turiacu com garantia de qualidade sanitaria, contribuindo
dessa forma para aumentar a produtividade e a qualidade dos frutos,
consequentemente, o lucro do produtor. A limpeza viral em abacaxizeiro pode ser
realizada por hidrotermoterapia (LOPEZ, 2018) e pelo cultivo in vitro de meristema
apical (CONCEICAO, 2014). Mudas obtidas por estratégias de limpeza clonal, apos
devidamente indexadas (mudas livres de virus), sao utilizadas no estabelecimento de
campos de matrizes para producéo de mudas convencionais. O préprio produtor pode
adquirir mudas micropropagadas in vitro, que passaram pelo processo de limpeza viral
e indexacdo, para multiplicacdo e plantio em maior escala usando as mudas tipo
filhote, assim, reduzindo o custo das mudas.

Apesar do custo das mudas micropropagadas ser inicialmente mais elevado do
gue o das mudas tipo filhote, é possivel que os ganhos com aumento da produtividade
e qualidade do fruto justifiguem o uso desse tipo de muda, principalmente se as mudas
foram utilizadas para estabelecer campo de multiplicagéo para produgao de mudas do
tipo filhote. Para que o uso de mudas micropropagadas seja avaliado, antes é
necessario um protocolo eficiente de micropropagacdo in vitro para a variedade
Turiagu. Além da producdo de mudas sadias, um protocolo eficiente de

micropropagac¢do da variedade Turiagcu poderd ser utilizado na clonagem em larga
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escala de plantas identificadas como superiores dentro da variedade, considerando
que pode existir variacdo genética dentro do material de plantio. De maneira geral,
com um protocolo de micropropagacao in vitro eficiente sera possivel produzir mudas

sadias em tempo e espaco reduzido e em qualquer época desejavel.

4.5 Micropropagacéao do abacaxizeiro

A micropropagacao in vitro tem contribuido para programas de melhoramento
genético do abacaxizeiro na multiplicagdo em larga escala de genétipos selecionados
e também na limpeza de gendtipos cultivados produzindo mudas isentas de pragas e
doencas. O primeiro estudo sobre a micropropagacao in vitro do abacaxizeiro foi
desenvolvido por Aghion e Beauchesne em 1960, desde ent&o protocolos estdo sendo
desenvolvidos ou otimizados para diversas variedades do género Ananas (SANTOS
et al., 2015; ZURAIDA et al.,, 2011; BARBOZA, 2006; ALMEIDA et al., 2002). O
desenvolvimento de protocolos deve considerar fatores como gendtipo, tipo de
explante e composicéo do meio de cultura.

O comportamento morfogénico de espécies cultivadas in vitro em sua maioria
sao diferentes, devido ao fator gendtipo, isto demonstra a necessidade de protocolos
especificos. Na micropropagacéo do abacaxizeiro a literatura cientifica mostra que o
genotipo apresenta grande influéncia no comportamento in vitro, por exemplo, Silva et
al. (2016) avaliaram a viabilidade e o potencial de propagacdo de 66 gendtipos de
quatro variedades botanicas, no entanto, observaram que apds quatro subcultivos,
houve diferenca ndo apenas entre as variedades botanicas, mas também nos
gendtipos de uma mesma variedade.

Na micropropagacao in vitro do abacaxizeiro utiliza-se, com maior frequéncia,
gemas axilares, devido sua grande disponibilidade nas mudas. Contudo, quando o
objetivo é a limpeza viral, deve ser utilizado o meristema apical, embora este
apresente lento desenvolvimento in vitro. Uma vez estabelecido o explante in vitro, a
micropropagac¢ao pode ser realizada por organogénese direta com multiplicagéo de
brotos. Para tornar o processo de micropropagacao mais rapido, Kiss et al. (1995)
propuseram a técnica de estiolamento de in vitro.

O meio de cultura e os reguladores de crescimento também apresentam grande

influéncia nas respostas morfogenéticas na micropropagacao do abacaxizeiro. Em
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geral, o meio de cultura proposto por Murashige e Skoog (1962) e os reguladores de
crescimento acido naftalenoacetico (ANA) e 6-benzilaminopurina (BAP) sdo os mais
utilizados nos protocolos recomendados para a microprogacdo in vitro de
abacaxizeiros. O ANA € uma auxina que promove alongamento celular e crescimento
vegetal e o BAP é uma citocinina que promove a divisdo celular, ambos associados
ou néo, favorecem o crescimento e a multiplicacdo de brotacdes (OLIVEIRA-
CAUDURO et al., 2016; SANTOS et al., 2008).

Contudo, o uso de auxinas e citocininas no meio de cultura, bem como, doses
e numero de subcultivos precisam ser adequadas, pois podem contribuir para
ocorréncia de modificacdes genéticas no DNA das plantas cultivadas in vitro (Variacéo
somaclonal) (KOHPAII; FARAHANI; NOORMOHAMMADI, 2017).

4.5.1 Técnica de estiolamento de brotagcbes para micropropagacao do
abacaxizeiro

A técnica de micropropagacao do abacaxizeiro pelo estiolamento de brotacbes
consiste em induzir o alongamento dos entrends dos brotos na auséncia de luz e, na
sequéncia, a producédo de brotos a partir dos nds dos brotos estiolados. As brotacdes
mantidas no escuro fazem com que os entrends do abacaxizeiro se alonguem,
separando os nés, que na presenca de luz continuariam proximos, esta caracteristica
de distanciamento entre os nés, favorece a formacdo de gemas axilares e facilita a
individualizacdo das brotacdes regeneradas (BARBOSA; CALDAS, 2001). Além da
auséncia de luz, alguns reguladores de crescimento, como as auxinas podem
contribuir para o estiolamento in vitro de brotacdes, assim como as citocininas podem
garantir melhor resposta na regeneragédo (CARVALHO et al., 2009).

O broto submetido ao estiolamento geralmente € obtido a partir de uma gema
axilar cultivada in vitro. Considerando que uma planta pode produzir mais de uma
dezena de mudas e que de cada muda podem ser extraidas dezenas de gemas
axilares, um grande numero de mudas pode ser produzido a partir de uma Unica planta
matriz pela micropropagacao in vitro pelo método do estiolamento de brotos. Kiss et
al. (1995), autores do método, relataram a possibilidade de produzir até 80.000 plantas
regeneradas em um ano a partir de uma unica planta matriz.

Uma das grandes vantagens da micropropagacao in vitro do abacaxizeiro pelo

método do estiolamento € que sao evitadas lesdes nas regides de regeneracao a partir
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das quais serédo formados novos brotos, diminuindo ou eliminando a formagéo de
massa calosa, dessa forma, reduzindo a possibilidade de ocorréncia de variagao
somaclonal e geracdo de variabilidade genética, evitando assim a ocorréncia de
caracteristicas indesejadas nas plantas geradas (SOUZA et al., 2019). Além disto, o
método de estiolamento € capaz de reduzir para aproximadamente trés meses o
processo de micropropagacdo in vitro do abacaxizeiro, consequentemente,
proporcionar economia de reagentes usados no meio cultura e de méo de obra na
manipulagéo do material cultivado (CARVALHO et al., 2009).

A técnica de estiolamento de brotos para micropropagacao in vitro de
abacaxizeiros ja foi empregado para diversas cultivares e variedades botanicas de
Ananas comosus. Os estudos realizados mostram condi¢cdes genotipos especificas
para aplicacdo da técnica de estiolamento de brotos para a micropropagacdo de
abacaxizeiros, com variagdo na necessidade de adicdo e na concentracdo de
reguladores de crescimento (Tabela 2).

Diante do potencial do método do estiolamento de brotacbes para
micropropagagao in vitro do abacaxizeiro, e de que nédo existem relatos da aplicagao
deste com a variedade Turiacu cultivada no Amazonas, sdo necessarios estudos que

permitam otimizar um protocolo eficiente para uso do método nesta variedade.
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Tabela 2. Estudos utilizando a técnica de estiolamento para multiplicacéo in vitro de

abacaxizeiros.

AUTORES CULTIVAR | EXPLANTE | MEIO | ESTIOLAMENTO | REGENERAGAO
Cayenne Cinetina e °BA
KISS et al. Oriental e Brotacdes 3MS ANA (20 uM e 25
1995 Espafiola ¢ ING (10 pM) H
Roj uM)
ja
PRAXEDES . ~ Sem regulador
et al. 2001 Cv. Perola | Brotagdes | MS | " occimento )
BARBOZA; .
' | Hibrido (*PE ~ ANA BAP
CALDAS, X 2SC — 52) Brotacdes | MS (10 uM) (8.8 UM)
2001
ANA (1,8
MOREIRAEL | ¢ pérola Brotagdes | MS Sem regulador mg/L') + BAP
al. 2003 de crescimento
(8.8 uM)
CARVALHO Omggf”ta' Srotacses | Mg | Sem regulador BAP
et al. 2005 : ¢ de crescimento (13,32 uM)
bracteatus)
CARVALHO Omggre”ta' Brotactes | MS ANA BAP
et al., 2009 erectifolius) (10 pM) (4,44 pM)
ARAUJO et o ~ Sem regulador | Sem regulador
al. 2012b Cv. Vitoria | Brotagoes | MS de crescimento | de crescimento
SOUZA et al. | Variedades ~ ANA (0, 54 uM) | ANA (0, 54 pM)
2019 silvestres | Drotagoes | MS | 5 "(0,89 uM) | + BA (0,89 uM)

1PE= Pérolera; 2SC= Smoorh Cayenne; 3Murashige; Skoog, 1962; “CHU et al., 1975; °6-benzil-adenina.
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5. OBJETIVOS

Geral:
Estabelecer um protocolo de micropropagacao in vitro para variedade de abacaxizeiro
Turiagu cultivada no Amazonas.

Especificos:

» Analisar a eficiéncia do hipoclorito de sédio em diferentes concentracdes e tempos
de imersao na assepsia de gemas apicais e axilares da coroa do fruto.

* Avaliar os efeitos dos reguladores de crescimento acido naftalenoacético (ANA) e 6-
benzilaminopurina (BAP) no estabelecimento, estiolamento e regeneragdo de

brotacdes.

* Avaliar a taxa de sobrevivéncia e desenvolvimento de mudas micropropagadas in
vitro na fase de aclimatacdo em casa de vegetacao.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Local de coleta e desenvolvimento da pesquisa

As mudas do tipo coroa utilizadas nos experimentos foram coletadas em cultivo
comercial do abacaxizeiro variedade Turiacu 03°09'08.1"S 59°07'41.9"W na Fazenda
Santa Eliza, comunidade Vila do Engenho no municipio de Itacoatiara, a cerca de 270
km de distancia de Manaus. As coroas foram coletadas de frutos maduros, no ponto
de colheita comercial, de plantas matrizes sem sintomas visiveis do virus causal da
murcha do abacaxizeiro. No total foram utilizadas 300 coroas, 150 coletadas em
outubro de 2020, as quais foram utilizadas no experimento de assepsia (experimento
1) e 150 em maio de 2021 para o experimento de estabelecimento in vitro
(experimento 2). Nos experimentos: estiolamento de brotagdes (experimento 3),
enraizamento in vitro (experimento 4) e aclimatizacdo de mudas micropropagadas
(experimento 5) foram utilizadas mudas estabelecidas em in vitro de experimentos
anteriores.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas na Embrapa Amazonia Ocidental, localizado na rodovia AM 010, km 29,

Manaus-AM, local onde foi conduzido toda a pesquisa.

6.2 Assepsia de gemas axilares e apices caulinares

Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2 (tipo de gema) x 2 (tempo de imerséo) x 3 (concentracdo de hipoclorito de sédio),
totalizando doze tratamentos (Tabela 3), com trés repeticbes cada tratamento. A
unidade experimental foi representada por oito explantes (gema apicais ou axilares),
os quais foram individualmente cultivados em tubos de ensaio com dimensdes de 150
mm x 25 mm e contendo 10 mL de meio de cultura. O meio de cultura utilizado foi
composto pelos sais minerais e vitaminas formulados por Murashige e Skoog (1962),
suplementado com sacarose (30 g LY) e Phytagel® (2,4 g LY), com pH ajustado para
5,8 = 0,1 antes da autoclavagem por 15 minutos a 121 °C. A aleatoriedade dos
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tratamentos foi obtida a partir de sorteio realizado no programa estatistico Sisvar
(FERREIRA, 2011).

Tabela 3. Tratamentos para a assepsia de gemas e apices utilizando trés
concentracbes de hipoclorito comercial e dois tempos de imersdo. Manaus,
Amazonas, 2023.

Tempo de imers&o Concentragao de cloro ativo na solugéo
Explante na solugéo de hipoclorito de sodio (%)
(minutos) 0,5% 1,25% 2,5%
. 5 T1 T2 T3
Gema apical
10 T4 T5 T6
5 T7 T8 T9
Gema axilar
10 T10 T11 T12

Obtencao, assepsia e inoculacao in vitro dos explantes

As mudas do tipo coroa foram recebidas no laboratério no dia da colheita dos
frutos e, no dia seguinte, foi estabelecido o experimento. O primeiro procedimento foi
lavar as mudas em agua corrente para a retirada de residuos superficiais como poeira
e areia vindos da area de plantio ou do transporte. Na sequéncia, com o auxilio de um
facdo e luvas de algodao, ocorreu a reducéo das folhas e desfolhagem das mudas de
forma manual, deixando o talo da coroa completamente exposto (Figura 8).

Em ambiente asséptico, em camara de fluxo laminar, os talos foram imersos
por 1 minuto em &lcool etilico na concentracdo de 70% (v/v) (Figura 8, D). ApGs o
tempo de imersdo na solucdo alcodlica, os talos foram lavados por trés vezes

consecutivas com agua destilada (autoclavada) para a eliminacao total do asséptico.
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Figura 8. Procedimentos realizados para a assepsia de apices caulinares e gemas
axilares. Mudas do tipo coroa (A), desfolhagem das mudas (B), talo da coroa exposto
(C), assepsia dos talos com alcool 70% (D), individualizacdo dos explantes (E) e
assepsia dos explantes (Fonte: Autora).

As gemas axilares foram extraidas do talo usando pin¢ca e bisturi, sendo
submetidas logo em seguida ao tratamento de assepsia conforme definido nos
tratamentos experimentais. Em seguida, foi extraido o &pice caulinar do talo,
procedimento realizado em duas etapas de redugdo do explante. Na primeira etapa a
porcdo superior do talo contendo o &pice caulinar foi reduzida para aproximadamente
1 centimetro de comprimento, condicdo em que este tipo de explante foi submetido
ao tratamento de assepsia, conforme definido nos tratamentos experimentais (Figura
9, D). Na segunda etapa, com auxilio de lupa, os explantes contendo o apice caulinar
foram reduzidos novamente para aproximadamente 2 mm (Figura 9, F), mantendo a
gema apical intacta com alguns primérdios foliares, condicdo em que foram inoculados
no meio de cultura. ApGs o tratamento na solucao asséptica, antes da inoculagéo in
vitro, tanto as gemas axilares como o0s apices caulinares foram submetidos a trés

lavagens com agua destilada para eliminacao de residuos do hipoclorito de sédio.
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Figura 9. Procedimento realizado na assepsia e estabelecimento apices caulinares e
gemas axilares. Individualizacdo das gemas (A). Assepsia das gemas com hipoclorito
comercial a 1,25 % (cloro ativo) por 10 minutos de imersao (B). Reducédo do apice da
muda do tipo coroa (C). Apice reduzido a aproximadamente 1 centimetro de
comprimento para assepsia (D). Assepsia dos apices com hipoclorito a 5 % (cloro
ativo) por 5 minutos de imerséo (E). Reduc¢éo do &pice para inoculacao utilizando lupa
(F). (Fonte: Pamela Harada).
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Manutencdo e avaliagcdo da cultura apds a inoculacédo dos explantes in vitro

As culturas foram mantidas em sala de cultivo em ambiente com temperatura
(27+1 °C) umidade (60-70%) e fotoperiodo (16 horas de luz) controlados. Aos 45 dias
apos a inoculagéo foi avaliado o percentual de explantes contaminados (presenca de
fungos ou bactérias), oxidados e dormentes. Explantes dormentes sdo aqueles que
apesar de ndo apresentarem caracteristicas de tecidos oxidados (coloracao escura),
permanecem na mesma condicdo em que foram inoculados, sem intumescimento ou
crescimento visivel. O percentual de explantes sobreviventes e aptos para o0 processo
de micropropagacéo foi obtido pela eliminacéo dos explantes contaminados, oxidados

e dormentes.

Analise estatistica

Os dados de todas as variaveis foram submetidos a verificacdo das
pressuposicdes da analise de variancia (ANOVA): aditividade do modelo (Teste de
Tukey), independéncia dos erros (Teste de Durbin Watson), distribuicdo normal dos
erros (Teste de Shapiro-Wilk), Homogeneidade de variancias (Teste de Bartlett). As
variaveis que atenderam as pressuposi¢des foram submetidas a ANOVA e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Para variavel explantes dormentes,
que ndo atendeu as pressuposicdes da analise de variancia com dados originais nem
com transformacéo dos dados, procedeu-se com andlises ndo paramétricas com teste
de Kruskall Wallis (p<0,05) para a verificacdo dos efeitos dos tratamentos e teste de
comparacao multipla de médias de Bonferroni (p<0,05). A analise de variancia e teste
de Tukey foram realizadas no programa RBIO (BHERING, 2017) e os teste de Kruskall
Wallis e Bonferroni (p<0,05) no software Action Stat (Estatcamp, 2014).
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6.3 Estabelecimento in vitro de gemas axilares e apices caulinares

Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
2 (fontes de explante) x 3 (concentracdes de BAP) x 3 (concentracbes de ANA),
totalizando 18 tratamentos (Tabela 4) com 12 repetigcdes cada tratamento. A unidade
experimental foi representada por um tubo de ensaio com dimensdes de 150 mm x 25
mm, contendo 10 mL de meio de cultura e um explante (gema ou apice). O meio de
cultura utilizado neste experimento foi 0 MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
acrescido das concentracdes de reguladores de crescimento conforme definido nos
tratamentos, suplementado com sacarose (30 g L) e Phytagel® (2,4 g L) e o pH foi
ajustado para 5,8, seguido de autoclavagem por 15 minutos a 121°C.

A aleatoriedade dos tratamentos foi obtida a partir de sorteio realizado no
programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

Tabela 4. Dose dos reguladores de crescimento acido naftalenoacético (ANA) e 6-
benzilaminopurina (BAP) avaliadas na fase de estabelecimento in vitro de gemas
apicais e axilares extraidas do talo de frutos de abacaxizeiro variedade Turiagu
cultivada no Amazonas. Manaus, Amazonas, 2023.

BAP (UM L)
Explante ANA (uM L)

0,0 2,3 4,2

0,0 T1 T2 T3

Gema apical 2,5 T4 T5 T6
5,6 T7 T8 T9

0,0 T10 T11 T12

Gema axilar 2,5 T13 T14 T15
5,6 T16 T17 T18

Obtencéo, assepsia e inoculacao in vitro dos explantes

Os explantes foram obtidos do talo de coroas de frutos conforme procedimentos
descritos no experimento 1. Na assepsia dos explantes os procedimentos adotados
foram baseados nos resultados do experimento de assepsia (Experimento 1). Para

assepsia das gemas apicais foi utilizada solugéo de hipoclorito de sédio com 0,5 % de
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cloro ativo e 5 minutos de imerséo dos explantes na solugéo e, para gemas axilares,

solugéo com 1,25 % de cloro ativo e 10 minutos de imerséo.

Manutencéo e avaliacdo da cultura apds a inoculacéo dos explantes in vitro

O experimento foi mantido por 90 dias em sala de cultivo em ambiente com
temperatura (271 °C) umidade (60-70%) e fotoperiodo (16 horas de luz) controlados.
Durante o periodo de cultivo foi realizado o acompanhamento quinzenal do
experimento com eliminagéo das parcelas que apresentaram explantes contaminados
e ou oxidados. Apds os 90 dias de cultivo, os explantes sobreviventes foram avaliados
visualmente, quanto a formacdo de raiz, aspecto da raiz (normal ou anormal) e
presenca de calo, fazendo registro como dado binario para presenca ou auséncia. As
raizes foram classificadas como anormais quando foram espessas e curtas. O
comprimento da parte aérea foi medido pela distancia entre a base do explante e a
ponta da folha mais alta, medida com régua, em centimetros (Figura 10).

Figura 10. Demonstracéo dos parametros de avaliagdo no desenvolvimento de gemas
apicais e gemas axilares aos 90 dias de cultivo in vitro. Presenca de calo (A), medicéo
da parte aérea (B), medicao da raiz (C), aspecto raiz normal (D) e aspecto raiz anormal
(E). (Fonte: Autora).
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Anélises estatisticas

A variavel altura da parte aérea ndo apresentou distribuicdo normal dos
residuos dos dados experimentais (Teste de Shapiro Wilk, p<0,05), bem como, as
variancias dos tratamentos ndo foram homogéneas (Teste de Bartlett, p<0,05),
possiveis transformacdes de dados foram avaliadas, mas as pressuposi¢cdes para
analise de variancia ndo foram atendidas, dessa forma, os dados foram analisados
por estatisticas ndo paramétricas. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para verificar
a hipétese de que existe diferenca para CPA entre os tratamentos e teste multiplo de
Bonferoni (p<0,05) usado para comparar as médias dos tratamentos. As analises
estatisticas foram realizadas no software Action Stat (ESTATCAMP, 2014).

6.4 Estiolamento e regeneracdo de brotacdes

Dois experimentos foram conduzidos, no primeiro foram avaliados os
tratamentos para o estiolamento de brotos e, no segundo, a regeneragao dos brotos
produzidos.

6.4.1 Estiolamento de brotos

Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no delineamento experimental inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 (concentracdes de BAP) x 3 (concentracfes de
ANA), totalizando 9 tratamentos com 6 repeticdes para cada tratamento. A unidade
experimental foi representada por um broto cultivado em um tubo de ensaio com
dimensdes de 25 mm de diametro e 150 mm de comprimento contendo 10 mL de meio
de cultura. O meio de cultura usado foi 0 MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962),
suplementado com sacarose (30 g L?) e Phytagel® (2,4 g L) e acrescido dos
reguladores de crescimento ANA (acido naftalenoacético) e BAP (6-
benzilaminopurina) conforme estabelecido no delineamento experimental (Tabela 5).

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 (antes da autoclavagem, a 121 ° C por
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15 minutos). A aleatoriedade das unidades experimentais foi realizada pelo programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

Tabela 5. Tratamentos utilizados para o estiolamento in vitro de brotacdes do abacaxi
Turiacu. Manaus, Amazonas, 2023.

ANA (UM L)
BAP (uM L)
0,0 2,5 5,6
0,0 T1 T2 T3
2,3 T4 T5 T6
4,2 T7 T8 T9

Obtencédo e inoculacéao in vitro dos explantes

No experimento foram utilizadas 100 brotacdes produzidas no experimento
anterior, as quais foram obtidas de gemas axilares, dois a trés meses apos
estabelecimento dos explantes in vitro, quando apresentavam aproximadamente 3
centimetros de altura. Como os explantes ja estavam em condi¢cdes de cultivo
asséptico ndo foi necessario realizar a assepsia dos explantes.

Em camara de fluxo laminar e com o auxilio de materiais estéreis as brotacdes
foram reduzidas para aproximadamente 1,0 cm, assim como, as folhas foram retiradas
restando apenas o talo (Figura 11). Posteriormente a reducao e excisédo das folhas,
os brotos foram transferidos para tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura
MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962), suplementado com sacarose (30 g L) e
Phytagel® (2,4 g L) e acrescido dos reguladores de crescimento ANA (&cido
naftalenoacético) e BAP (6-benzilaminopurina) conforme estabelecido no
delineamento experimental. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 (antes da
autoclavagem, a 121 ° C por 15 minutos). Apds a transferéncia do broto para o meio
de estiolamento, o tubo de ensaio foi vedado com papel alumino e envolto com plastico
filme PVC.
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Figura 11. Demonstracdo da brotacdo antes da reducdo em camara de fluxo laminar
(A) e brotagao reduzida e inserida em meio contendo reguladores de crescimento para

o estiolamento in vitro (B). (Fonte: Autora).

Manutencdo e avaliagcdo da cultura apds a inoculacédo dos explantes in vitro

Os tubos com os explantes foram mantidos em sala de crescimento por 90 dias
na auséncia de luz, com temperatura (27+1 °C) umidade (60-70%) e fotoperiodo (16
horas de luz) controlados. A cada 30 dias foi realizado um subcultivo transferindo o
explante para novo frasco com as mesmas dimensfes, quantidade e composicéo do
meio de cultura, conforme estabelecido no delineamento experimental. A transferéncia
dos brotos foi realizada em condi¢des assépticas, em camara de fluxo laminar e aos
90 dias foram avaliadas as variaveis: comprimento do broto principal (cm) e nimero

de nds por broto (Figura 12).
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Figura 12. Varidveis do experimento de estiolamento de brotacdes in vitro.
Identificacdo e contagem dos nos (A e C), calo (B), pilosidade nas raizes (D) medigéo
da haste das brotacdes (E). (Fonte: Autora)

Além dos materiais estéreis foi utilizado papel milimetrado (Figura 12, E) para
a medicao do estiolamento dos brotos em camara de fluxo laminar. Na transferéncia
dos explantes para subcultivos subsequentes foi também avaliada a presenca de

calos e de pilosidade nas raizes.

Anélise estatistica

Os dados de todas as variaveis foram submetidos a verificacdo das
pressuposicdes da analise de variancia (ANOVA): aditividade do modelo (Teste de
Tukey), independéncia dos erros (Teste de Durbin Watson), distribuicdo normal dos
erros (Teste de Shapiro-Wilk), Homogeneidade de variancias (Teste de Bartlett). As
variaveis que atenderam as pressuposicoes foram submetidas a ANOVA e as médias

49



foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). As varidveis numero de brotos
estiolados, nimero de nés por broto, formacdo de calo e formacdo de raiz nao
atenderam aos pressupostos da ANOVA com dados originais nem com dados
transformados, assim, os dados foram submetidos as analises ndo paramétricas, com
verificacdo dos efeitos dos tratamentos pelo teste de Kruskall Wallis (p<0,05) e médias
comparadas pelo teste de comparacao multipla de Bonferroni (p<0,05). A andlise de
variancia e teste de Tukey foram realizadas no programa RBIO (BHERING, 2017) e
os teste de Kruskall Wallis e Bonferroni (p<0,05) no software Action Stat
(ESTATCAMP, 2014).

6.4.2 Regeneracéo de brotos
Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado com
cinco concentracoes de 6-benzilaminopurina (BAP) (Tabela 6) e seis repeticdes para
cada tratamento. A unidade experimental foi representada por quatro brotos cultivados
em um frasco de vidro com dimensdes de 10,5 cm de altura x 6,8 cm de diametro
inferior x 6,3 cm de didmetro de boca, contendo 30 mL de meio de cultura. O meio
utilizado foi o MS suplementado com BAP, conforme definido no delineamento
experimental, sacarose (30g L) e Phytagel® (2,4 g L'!). O pH do meio foi ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem, a 121°C por 15 minutos. A aleatoriedade das

parcelas foi realizada pelo programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

Tabela 6. Tratamentos utilizados na regeneracédo in vitro de brotacées do abacaxi
Turiagu. Manaus, Amazonas, 2023.

BAP (UM L)
0,0 6,8 13,0 20,0 27,0
T1 T2 T3 T4 T5
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Obtencédo e inoculagéao in vitro dos explantes

Em camara de fluxo laminar, apos as brotac6es completarem 90 dias na fase
de estiolamento, os nds dos brotos estiolados foram individualizados e dispostos em
sentido horizontal sob o meio de cultura nos frascos de cultivo, que posteriormente foi

fechado com tampa de rosca de polipropileno e vedado com filme PVC.

Manutencdo e avaliagcdo da cultura apds a inoculacédo dos explantes in vitro

O experimento nesta fase foi mantido em sala de cultivo em ambiente com
temperatura (27+1 °C) umidade (60-70%) e fotoperiodo (16 horas de luz) controlados,
durante 90 dias com subcultivos realizados a cada 30 dias. Nos subcultivos ocorriam
a transferéncia dos nos para meio de cultura fresco de mesma composicdo. Ao

completar 90 dias de incubacéo foram avaliados o numero de brotos regenerados.

Analises estatisticas

Os dados obtidos da taxa de multiplicacdo obtida nos diferentes subcultivos
foram submetidos a andlise de variancia e teste de médias (Tukey, p<0,05) e analise
de regresséao polinomial. As analises estatisticas foram realizadas no programa RBIO
(Bhering, 2017).

6.5Enraizamento de brotos in vitro e aclimatacao de plantulas obtidas por
micropropagacao

Dois experimentos foram conduzidos, no primeiro foram avaliados tratamentos
para o enraizamento de brotos produzidos in vitro e, no segundo, a aclimatacdo em

casa de vegetacao das plantulas enraizados produzidas in vitro.
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6.5.1Enraizamento in vitro

Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no delineamento experimental inteiramente
casualizado com cinco doses de Acido Naftalenoacético (ANA) com oito repeticdes
cada tratamento (Tabela 7). A unidade experimental foi representada por um frasco
de vidro (10,5 cm de altura; 6,8 cm de diametro inferior e boca com 6,3 cm de diametro,
capacidade aproximada de 220 mL) com 4 brotacdes, contendo 30 mL de meio de
cultura MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962), acrescido ANA, conforme tratamentos
experimentais, e suplementado com sacarose (30 g L) e Phytagel® (2,4 g L1). O pH
do meio foi ajustado para 5,8, seguido de autoclavagem por 15 minutos a 121°C.

O sorteio das parcelas de ambos experimentos foi dado através do programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

Tabela 7. Doses do regulador de crescimento Acido Naftalenoacético (ANA) avaliadas
para o enraizamento in vitro de mudas micropropagadas do abacaxizeiro variedade
Turiagu. Manaus, Amazonas, 2023.

ANA (UM L)
0,0 5,6 10,8 16,2 21,5
T1 T2 T3 T4 T5

Obtencéao e inoculacédo in vitro dos explantes

Foram selecionadas 160 brotacdes com aproximadamente 3 centimetro de
altura. Em camara de fluxo laminar e com o uso de materiais estéreis (pinc¢as, placas
de petri e cabo de bisturi) as brotacdes foram individualizadas e o comprimento da
parte aérea foi padronizado para aproximadamente 1,5 cm. Posteriormente, as
brotacdes foram inoculadas nos tratamentos de enraizamento. Apos a inoculacdo das
brotacdes, os frascos foram fechados com tampas de polipropileno e vedados com
filme PVC.
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Manutencdo e avaliagcdo da cultura apos a inoculagcdo dos explantes in vitro

O experimento foi mantido por 45 dias em sala de cultivo em ambiente
controlado com temperatura de 27+1 °C, umidade de 60% a 70% e fotoperiodo de 16
horas de luz. No final do periodo de cultivo foram avaliadas as seguintes variaveis:
comprimento da parte aérea do broto, comprimento de raizes normais, numero de
raizes normais, numero de raizes anormais, massa fresca, massa seca dos brotos e

percentual de brotos enraizados (Figura 13).

aérea e comprimento de raiz normal (A), aspecto de raiz anormal (B) massa fresca
(C) e massa seca (D) da unidade experimental. (Fonte: Autora).

As medidas foram tomadas em todos os brotos da unidade experimental, com
excecdo da massa seca, avaliada apenas nas parcelas experimentais das repeticbes
cinco a oito. As unidades experimentais referentes as repeticdes um a quatro foram
utilizadas no experimento de aclimatagdo de mudas (Figura 14). Para obter a massa
seca, 0s brotos foram colocados em estufa com circulacdo forcada de ar em
temperatura de 50 °C por 72 horas, quando as amostras ja apresentavam peso

constante.
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Figura 14. Distribuicdo das repeti¢cdes para aclimatizacao e secagem. (Fonte: Autora).

Analises estatisticas

Os dados das variaveis que atenderam aos pressupostos para analise de
variancia foram submetidos a ANOVA para verificacdo de efeito dos tratamentos (teste
F, p<0,05) e ao teste Tukey (p<0,5) para comparacao das médias, assim como, foram
realizadas analises de regressdao polinomial. No caso das variaveis que nao
atenderam as pressuposi¢cdes da ANOVA, os dados foram submetidos a analises nédo
paramétricas com verificacao dos efeitos dos tratamentos pelo teste de Kruskall Wallis
(p<0,05) e médias comparadas pelo teste de comparacdo multipla de Bonferroni
(p<0,05). A analise de variancia, teste de Tukey e andlises de regressdao foram
realizadas no programa RBIO (BHERING, 2017). Os testes de Kruskall Wallis e
Bonferroni (p<0,05) no software Action Stat (ESTATCAMP, 2014).
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6.6.2 Aclimatizagdo em casa de vegetacéo de plantas micropropagadas in vitro

Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado com cinco tratamentos, correspondentes as doses de ANA usadas na
fase de enraizamento in vitro,) e quatro repeticdes. As mudas foram aclimatizadas em
estufa (modelo Poly Venlo da Van Der Hoeven) em bandejas plasticas com 24 células
(dimensdes: externa 396 mm x 266 mm, boca 59 mm x 59 mm, profundidade 56 mm,
volume 162 cm3) preenchidas com substrato comercial Vivatto Plus®. A unidade
experimental foi composta por quatro plantas cultivadas individualmente em células
sequenciais na bandeja. O sorteio das parcelas foi realizado a partir do programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

Plantio, manutencédo das plantas na estufa e avaliacdes

Antes do plantio na estufa as plantulas enraizadas in vitro passaram por um
periodo de pré-aclimatacdo. As plantulas foram retiradas dos frascos e as raizes
lavadas sob &agua corrente para eliminacdo do meio de cultura, em seguida,
permaneceram por 24 h em bandeja plastica com as raizes imersas em agua em sala
com temperatura ambiente até o plantio das mudas na estufa.

Durante a aclimatagdo a estufa foi mantida com temperatura de 27+1 °C e
irrigacdo automatica com microaspersao durante 1 minuto a cada 5 horas. A adubacao
foliar das mudas foi realizada semanalmente durante todo o periodo de aclimatacéo
com fertilizante liquido Ouro verde® (20 mL L) + Adesil® (3 mL L™1).

As avaliacBes do experimento ocorreram no periodo de 30, 60 e 90 dias apos
o plantio na estufa. Aos 30 e 60 dias (utilizando paquimetro digital) foram avaliados:
diametro do coleto, comprimento e largura da maior folha e comprimento e largura da
22 menor folha. Para a variavel numero de folhas foi realizado a contagem a partir da
visualizacdo em cada planta. Aos 90 dias foram acrescentados na avaliacdo as
variaveis comprimento da raiz (medida obtida com auxilio de régua, da base da muda
até a maior raiz) e o teor de clorofila das folhas, avaliado com medidor portéatil de
clorofila (SPAD 502 Plus Chlorophyll Meter) (Figura 15).
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Figura 15. Avaliacao aos 90 dias de aclimatacdo de mudas micropropagadas in vitro
de abacaxi variedade Turiagu cultivado no Amazonas. Diametro do coleto (A),
comprimento e largura da maior folha da roseta (B e C), comprimento e largura da
segunda menor folha da roseta (D e E), comprimento de raiz (F) medicao de clorofila
(G) (Fonte: Autora).

Anélises estatisticas

Todas as variaveis foram submetidas a analise de variancia e teste de Tukey,
as que ndo atenderam as pressuposi¢coes para ANOVA com dados originais foram
analisadas com dados transformados, os quais atenderam as pressuposi¢fes da
ANOVA. As analises foram realizadas no programa Rbio (BHERING, 2017).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Assepsia de gemas axilares e gemas caulinares

Na analise de variancia (Tabela 8) para percentual de explantes contaminados
foram verificados efeitos significativos para tipo de explante (E) e concentracdo do
hipoclorito de sédio na solucéo asséptica (C) e ndo significativo para tempo de imerséo
do explante na solucdo asséptica (T). Além dos efeitos principais, duas interacdes
foram significativas, E x C e C x T, assim, procedeu-se com o0s devidos
desdobramentos para comparacdo das médias das concentracdes de hipoclorito e
dos tempos de imerséo para cada tipo de gema separadamente.

Tabela 8. Resumo da analise de variancia para percentual de explantes contaminados
em funcao do tipo de explante (gema apical e gema axilar do talo da coroa do fruto),
concentracdo de hipoclorito de sodio na solugédo asséptica (0,5%, 1,25% e 2,5% de
cloro ativo) e tempo de imersao do explante na solucdo asséptica (5 min. e 10 min.).
Manaus, Amazonas, 2023.

Fonte de Variagdo GL QM F Probabilidade
Explante (E) 1 5625,0 24,5 0,0000 **
Tempo (T) 1 17,4 0,1 0,7859 ns
Concentracéo (C) 2 1319,4 5,7 0,0092 **
ExT 1 156,3 0,7 0,4180 ns
ExC 2 1093,8 4,8 0,0182 **
TxC 2 850,7 3,7 0,0398 *
ExTxC 2 364,6 1,6 0,2257 ns
Residuo 24 230,0

Coeficiente de variacdo = 78%
* @ ** respectivamente, significativo a 1% e 5 % de probabilidade, e ns = ndo significativo

Na comparacéo do tipo de gema dentro de cada concentracdo do hipoclorito
de sodio, as médias para contaminacdo de gemas axilares foram superiores as
verificadas para gemas apicais nas concentragdes 0,5% e 1,25% de cloro ativo e néo
diferiram na concentracdo de 2,5% (Tabela 9). A maior taxa de contaminacdo das
gemas axilares em relacdo as gemas apicais quando utilizadas as concentracdes
inferiores de hipoclorito de sodio pode estar relacionada a localizagdo do explante,
tendo em vista que os apices estdo em um ambiente mais protegido na planta do que

as gemas axilares.
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Tabela 9. Médias para percentual de explantes contaminados com diferentes
concentracdes da solucao de hipoclorito de sédio (0,5%, 1,25% e 2,5% de cloro ativo)
usada na assepsia de gemas apicais e gemas axilares isoladas do talo de coroas do
fruto de abacaxi da variedade Turiagu cultivada no Amazonas, ap0s 45 dias da
inoculacéo in vitro. Manaus, Amazonas, 2023.

Concentragéo de hipoclorito de sédio (cloro ativo)

Explante
0,5 % 1,25 % 2,5%
Gema apical 6,25b A 10,41 b A 4,17 a A
Gema axilar 52,08 a A 31,25 a AB 12,50 a B

Médias seguidas de letra mailscula na linha (concentracdo da solu¢éo de hipoclorito) e letra mintscula
na coluna (tipo de gema) ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de Tukey a 5 %
de probabilidade.

Para a gema apical as médias do percentual de explantes contaminados nas
trés concentracOes de hipoclorito avaliadas néo diferiram estatisticamente entre si
(Tabela 9). Nenhuma das combinac¢des de concentracao da solucdo de hipoclorito de
sbdio e tempo de imersdo dos explantes na solucao promoveu a oxidacdo de gemas
apicais, todos os explantes ndo contaminados permaneceram Vvivos, entumecidos e
ou crescidos. Considerando os resultados obtidos, para assepsia de gemas apicais
isoladas do talo da coroa de frutos de abacaxizeiro Turiacu recomenda-se o0 uso da
solucéo de hipoclorito de sédio com 0,5% de cloro ativo e 5 minutos de imersdo do
explante na solugéo.

Para a gema axilar foi observado 52,08% de explantes contaminados quando
usada na assepsia a solucao de hipoclorito de sédio com 0,5% de cloro ativo, valor
estatisticamente superior ao verificada com 2,5% de cloro ativo (12,5%) (Tabela 9). O
percentual de gemas axilares contaminadas na assepsia com solu¢édo de hipoclorito
de sédio com 1,25% de cloro ativo foi de 31,25%, o qual ndo diferiu estatisticamente
das médias de contaminacao verificadas nas concentracdes de 0,5% e 1,25% (cloro
ativo. Albim et al. (2005) relata taxas de contaminagéo de até 32% em gemas axilares
de curaua utilizando assepsia com hipoclorito de sdédio com 2% de cloro ativo, valor
similar ao verificado para gemas axilares tratadas com 1,25% de hipoclorito de sédio
no presente estudo (31,25%).
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Figura 16. Gemas axilares com a presenca de contaminantes, fungos ou bactérias.
(Fonte: Autora).

Bienvenu et al. (2017) avaliaram o uso do hipoclorito de sédio com diferentes
concentrac@es de cloro ativo na assepsia in vitro de gemas axilares das cultivares de
abacaxizeiros comestiveis Smooth Cayenne e P&o de acUcar. De acordo com o0s
resultados obtidos pelos autores, para a cv. Smooth Cayenne a melhor concentracao
foi de 1,2 % de cloro ativo com 5 minutos de imersao e, para a cultivar Pao de acucar,
foi a concentragéo de 0,8 % de cloro ativo com 15 minutos imerséo do explante na
solugcdo asséptica. Os resultados indicam que existe variagdo na resposta de
genotipos em relacdo a concentracdo da solucdo asséptica e do tempo de imerséo,
contudo, os valores encontrados na literatura estdo na faixa das melhores
concentracdes e tempo de imerséo encontrados neste estudo para as gemas axilares
do abacaxizeiro variedade Turiagu.

O efeito da concentracdo de hipoclorito de sodio na solugcédo asséptica foi
significativo para percentual de gemas axilares oxidadas, sem efeito estatisticamente
significativo do tempo de imersdo e da interacdo da concentragcdo com o tempo de

imersédo (Tabela 10).
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Tabela 10. Resumo da andlise de variancia para oxidacao (%) in vitro de gemas
axilares extraidas do talo da coroa de frutos do abacaxizeiro variedade Turiagu em
funcdo da concentracédo (0,5%, 1,25% e 2,5% de cloro ativo) e do tempo de imerséo
(5min e 10 min) em solucéo asséptica de hipoclorito de s6dio. Manaus, Amazonas,
2022.

Fonte de Variacéo GL QM F Probabilidade
Concentracéao (C) 2 1640,7 18,9 0,0002 **
Tempo (T) 1 78,1 0,9 0,3615 ns
CxT 2 26,1 0,3 0,7462 ns
Residuo 12 86,8

Coeficiente de variacdo = 63,89%
** @ ns, respectivamente, significativo e ndo significativo a 5% de probabilidade

O percentual de gemas axilares oxidadas na assepsia com solucdo de
hipoclorito de s6dio com 2,5% de cloro ativo foi de 33,33%, valor estatisticamente
superior aos verificados quando usadas as solu¢cdes com concentracfes inferiores,
8,33% para com 1,25% de cloro ativo 2,08% com 0,5% (Tabela 11).

Tabela 11. Médias de oxidacéo de gemas axilares extraidas do talo da coroa de frutos
de abacaxi da variedade Turiacu cultivado no Amazonas submetidas a assepsia com
diferentes concentracfes de hipoclorito de sédio. Manaus, Amazonas, 2022.

Concentracao de cloro ativo na solucao de Oxidacéo de gemas
hipoclorito de sodio (%) axilares (%)
2,50 33,33 a
1,25 8,33 b
0,50 2,08 b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05)

Albim et al. (2005) relatam taxas bem mais elevadas de oxidagdo nos
tratamentos testados com solucéo de hipoclorito de sédio com 2% de cloro ativo em
gemas axilares de curaua roxo. Assim como Piza et al. (2001), que apesar de obterem
mais de 97% de eliminacdo dos contaminantes, também relatam elevada perda por
oxidacdo de explantes com o tratamento asséptico. Os resultados demonstram a
importancia de determinar quais as melhores condi¢ges para assepsia para genotipos
especificos, visto que resultados diferentes sao obtidos para diferentes genétipos.

As condi¢des do material coletado também podem interferir na resposta aos

tratamentos de assepsia, tanto devido a diversidade de fungos e bactérias presentes
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na amostra como devido a suas condi¢des fisioldgicas ou mesmo diferencas
morfoldgicas entre diferentes espécies ou cultivares de abacaxizeiros. As condicdes
ambientais também podem ter influéncia na contaminacéo, observacbes empiricas
indicam que coletas em dias chuvosos geralmente tem maior percentual de
contaminacgao de explantes.

Além da oxidagdo, também foram verificados explantes classificados como
dormentes nos tratamentos de assepsia com gemas axilares. O percentual de
explantes dormentes observado na assepsia com solucdo de hipoclorito de sédio com
2,5% de cloro ativo foi superior aos verificadas nas concentragdes inferiores em

ambos os tempos de imerséo na solucdo asséptica (Tabela 12).

Tabela 12. Percentual de gemas axilares dormentes apds tratamento asséptico com
diferentes concentracbes de hipoclorito de sodio (0,5%, 1,25% e 2,5%). Manaus,
Amazonas, 2022.

Concentracgao de cloro ativo na Tempo de imerséo
solucéo de hipoclorito de sédio - - Média
5 minutos 10 minutos
(%)
0,5 0 DbA 00 bA 00b
1,25 0 bA 42 bA 2,1b
2,5 375 aA 375 aA 375a

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna (concentragfes de hipoclorito de sédio) e
mesma letra mailscula na linha (tempos de imersdo na solugéo) ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste ndo paramétrico de comparagdo multipla de médias de Bonferroni (p<0,05).

Independente da concentracdo da solucdo de hipoclorito de sédio ndo foram
verificadas diferencas significativas entre as médias para o percentual de gemas
dormentes entre tempos de imersao, ou seja, o tempo de imersdo do explante na
solugdo asséptica nao teve efeito significativo na variavel. Com relacdo a
concentracdo da solugédo asséptica dentro de cada tempo de imersao testado, nas
concentracdes de 0,5% e 1,25% de cloro ativo as médias para percentual de explantes
dormentes ndo deferiam estatisticamente, independentemente do tempo de imersao
do explante na solucdo asséptica (Tabela 12), destacando-se que com 5 minutos de
imersdo nenhuma gema permaneceu dormente, e, com 10 minutos de imersao
apenas na concentracdo com 1,25% de cloro ativo foram observadas gemas

dormentes. O percentual de gemas dormentes na concentracdo mais elevada de cloro
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ativo (2,5 %) foi estatisticamente superior as médias observadas com 0,5% e 1,25%
de cloro ativo.

Para explantes sobreviventes, ou seja, excluidos os explantes contaminados,
oxidados e dormentes, foram identificados efeitos significativos para tipo de explante
e para a interacao explante x concentracdo de hipoclorito de sédio no percentual de
explantes sobreviventes (Tabela 13). O tempo de imersdo na solucdo asséptica nao
apresentou efeito significativo isolado ou em interacées com as demais fontes de

variacao para percentual de explantes sobreviventes.

Tabela 13. Resumo da analise de variancia para percentual de explantes
sobreviventes em funcao do tipo de explante (gema apical e gema axilar do talo da
coroa do fruto), concentracdo de hipoclorito de sédio na solucdo asséptica (0,5%,
1,25% e 2,5% de cloro ativo) e tempo de imersdo do explante na solugédo asséptica (5
min. e 10 min.). Manaus, Amazonas, 2023.

Fonte de Variacdo GL QM F Probabilidade
Explante (E) 1 23129,3 82,0 0,0000**
Tempo (T) 1 212,7 0,8 0,3939ns
Concentracgéao (C) 2 677,1 2,4 0,1122ns
E*T 1 525,2 1,9 0,1851ns
E*C 2 1319,4 4,7 0,0193**
T*C 2 329,9 1,2 0,3277ns
E*T*C 2 69,4 0,2 0,7838ns
Residuo 24 282,1

** @ ns, respectivamente, significativo e ndo significativo a 5% de probabilidade

A sobrevivéncia das gemas apicais foi superior as das gemas axilares nas trés
concentracdes testadas da solucdo de hipoclorito de sédio (Tabela 14). Para gemas
apicais ndo houve diferenca significativa para o percentual de explantes sobreviventes
obtidos nas diferentes concentracdes da solucao de hipoclorito de sodio. Para gemas
axilares o percentual de explantes sobreviventes no tratamento com 1,25% de cloro
ativo foi superior ao obtido com 2,5% de cloro ativo e n&o diferiu significativamente da
média obtida com 0,5 % de cloro ativo. O percentual de explantes sobreviventes no
tratamento usando a maior concentracdo de cloro ativo (2,5 %) nao diferiu

estatisticamente da média obtida com a menor concentracéo de cloro ativo (0,5 %)
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Tabela 14. Média para percentual de gemas apicais e gemas axilares sobreviventes
apos tratamento asséptico com diferentes concentracdes de hipoclorito de sédio
(0,5%, 1,25% e 2,5% de cloro ativo) aos 45 dias ap0s a inoculacédo in vitro. Manaus —
Amazonas, 2023.

Concentracao de

hipoclorito de sodio Gema apical Gema axilar
(% de cloro ativo)

0,5 938 a A 45,8 ab B

1,25 89,6 a A 58,3 a B

2,5 958 a A 229 b B

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha (tipo de explante) e letra miniscula na coluna
(concentracdo da solucéo asséptica) ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste de
Tukey a 5 % de probabilidade.

Para assepsia de gemas axilares, como o tempo de imersdo do explante na
solucdo asséptica ndo teve efeito significativo na sobrevivéncia dos explantes, pode-
se optar pelo tratamento com menor tempo de imerséo, ou seja, 5 minutos. Ja para
concluir sobre a melhor concentracéo da solucédo asséptica para assepsia desse tipo
de explante, deve-se considerar os resultados obtidos para as diferentes variaveis
(Figura 18). O tratamento asséptico com solucdo de hipoclorito de sodio com 1,25%
de cloro ativo apresentou média para percentual de explantes sobreviventes, superior
ou sem diferenca estatistica significativa das médias obtidas nas demais
concentracbes, ao mesmo tempo, as médias para percentual de explantes
contaminados, oxidados e dormentes foram inferiores ou n&o diferiram

significativamente das médias obtidas com as demais concentrages.
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Figura 17. Valores percentuais de contaminacdo, oxidacdo, dorméncia e
sobrevivéncia final de gemas axilares extraidas do talo da coroa de frutos de
abacaxizeiro variedade Turiacu submetidas a assepsia com diferentes concentracées
de hipoclorito de sodio. Valores para cada tipo de resposta do explante que séo
seguidos pela mesma letra nas diferentes concentracdes da solucéo de hipoclorito
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) (Fonte: Autora).

Considerando os resultados obtidos na assepsia de gemas extraidas do talo da
coroa de frutos de abacaxi da variedade Turiagu cultivada no Amazonas, para gemas
apicais recomenda-se o uso de solucdo de hipoclorito de sédio com 0,5% de cloro
ativo e para gemas axilares com 1,25% de cloro ativo e 5 minutos de imersédo na

solucéo asséptica para ambos os tipos de gema.

7.2Estabelecimento in vitro de gemas axilares e apicais

Os efeitos dos reguladores de crescimento ANA e BAP foram significativos
sobre o comprimento das gemas apicais (CGAP) apés 90 dias de cultivo in vitro (Teste
de Kruskall-Wallis, p<0,05). Quando analisadas as médias para CGAP obtidas com
diferentes concentragbes do regulador de crescimento ANA dentro de cada

concentragdo de BAP, com 0,0 uM L' de BAP as médias ndo diferiram
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estatisticamente entre si, e, com as concentrages de 2,3 uM L1 e 4,2 uyM L* de BAP
as médias obtidas com 0,0 uM L de ANA foram superiores as obtidas com o uso do
regulador de crescimento (Tabela 15). Quando analisado o CGAP nas diferentes
concentracées de BAP em combinacédo com 0,0 uM Lt de ANA, a média obtida com
2,3 UM L' de BAP foi estatisticamente superior as demais. Considerando os
resultados obtidos, para o estabelecimento de gemas apicais extraidas do talo da
coroa de frutos de abacaxizeiro variedade Turiacu ndo € necessario o uso de ANA e
a melhor concentragéo de BAP foi de 2,3 uM L de BAP.

Tabela 15. Médias para comprimento (cm) de gemas apicais apos 90 dias de cultivo
in vitro em combinacbes com diferentes concentracbes dos reguladores de
crescimento Acido Naftalenoacético (ANA) e 6-benzilaminopurina (BAP). Manaus,
Amazonas, 2023.

ANA (UM L)
BAP (UM L)
0,0 2,5 5,6
0,0 0,86 CA 0,98 a A 1,97 aA
2,3 1,91 aA 0,58 aB 0,58 ab B
4,2 1,54 b A 0,67 aB 0,38 bB

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna (concentra¢des de BAP) e mailuscula na linha
(concentragfes de ANA) néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de comparagdo multipla de
Bonferroni (p<0,05).

Resultados semelhantes foram encontrados por Sulaiman et al. (2020), que
obtiveram maior comprimento da parte aérea de plantulas do abacaxizeiro variedade
MD2 no tratamento com concentracéo de 8,8 uM L*de BAP (2,0 mgL?) e 0,0 uM L?
de ANA. Os autores também relatam que doses maiores de BAP ndo promoveram o
alongamento de parte aérea e que o ANA s6 teve efeito significativo no comprimento
das plantulas quando usado na concentracdo de 5,6 uM L* (1,0 mg L) e sem a
presenca de BAP. No presente estudo, com gemas apicais extraidas da coroa do fruto
da variedade Turiagu, mesmo sem a presenca de BAP, o ANA néo teve efeito
significativo no crescimento dos explantes, incluindo a maior concentragéo avaliada
(5,6 uM L), que corresponde a concentracdo onde o ANA teve efeito significativo
para 0 crescimento dos explantes na fase de estabelecimento in vitro com
abacaxizeiro MD2 no estudo de Sulaiman et al. (2020).

Assim como para CGAP, os efeitos dos reguladores de crescimento ANA e BAP

foram significativos sobre o comprimento das gemas axilares (CGAX) apds 90 dias de
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cultivo in vitro (Teste de Kruskall-Wallis, p<0,05). As médias para CGAX obtidas com
diferentes concentragdes de ANA néo diferiram entre si na auséncia de BAP e, quando
em combinagdo com as concentragcdes de 2,3 uM Lt e 4,2 uM L de BAP, as médias
dos tratamentos sem o uso de ANA foram significativamente superior ou néo diferiram
das verificadas quando usadas as concentracées de 2,5 uM L e 5,6 uM L' de ANA
(Tabela 16). Os resultados indicaram que, assim como verificado para gemas apicais,
0 uso do ANA néo teve efeito no estabelecimento in vitro de gemas axilares. Na
comparacao das médias do CGAX obtidas com diferentes concentracdes de BAP em
combinacdo com 0,0 uM Lt ANA, as médias obtidas com 0,0 uM e 2,3 uM de BAP
ndo diferiram estatisticamente entre si e a média com 0,0 pM de BAP foi
estatisticamente superior a obtida com 4,2 uM de BAP. Os resultados indicaram que
os reguladores ANA e BAP néo tiveram efeito significativo no comprimento de gemas
axilares submetidas na fase de estabelecimento in vitro dos explantes.

Os resultados obtidos no presente estudo para gemas axilares diferem dos
relatados para o abacaxizeiro cultivar Smooth Cayenne por Atawia et al. (2016), no
gual os melhores resultados em relacdo ao comprimento da parte area foram obtidos
com uso de BAP na concentragdo de 4,2 uM L (1,0 mg Lt). Como ja observado em
outros estudos e também no presente, a resposta in vitro pode ser genaotipo especifica,
o que explica as diferencas encontradas com diferentes genétipos. Considerando os
resultados obtidos, para o estabelecimento in vitro de gemas axilares extraidas do talo
da coroa de frutos do abacaxizeiro variedade Turiacu ndo € necessario uso dos

reguladores de crescimento ANA e BAP.

Tabela 16. Médias para comprimento (cm) de gemas axilares ap6s 90 dias de cultivo
in vitro em combinagbes com diferentes concentracbes dos reguladores de
crescimento Acido Naftalenoacético (ANA) e 6-benzilaminopurina (BAP). Manaus,
Amazonas, 2023.

BAP (uM L) ANA (1M L)
0,0 2,5 5,6
0,0 2,82 aA 2,52 aA 2,89 aA
2,3 1,77 ab A 1,61 bA 0,89 b B
4,2 2,21 bA 0,91 cB 0,93 bB

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna (concentracdo de BAP) e mailscula na linha
(concentragdo de ANA) nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste de comparagdo multipla de
Bonferroni (p<0,05).
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Considerando os resultados obtidos no estabelecimento in vitro de gemas
apicais e gemas axilares extraido da coroa de frutos do abacaxi da variedade Turiagu
cultivada no Amazonas, para gemas apicais recomenda-se apenas a adicdo de BAP
na concentracdo de 2,3 uM L' e para gemas axilares ndo ha necessidade de

acrescentar os reguladores BAP e ANA ao meio de cultura para esta fase.

7.3 Estiolamento e regeneracgéo in vitro de brotos

7.3.1 Estiolamento de brotos

Apenas o regulador de crescimento BAP teve efeito significativo no
comprimento do broto principal dos explantes submetidos ao estiolamento in vitro,
tanto ANA quando a interacdo entre BAP e ANA nao tiveram efeito significativo
(Tabela 17). Considerando esses resultados, as médias entre as diferentes
concentracfes de BAP foram comparadas sem a necessidade de desdobramento nas

diferentes concentracdes de ANA.

Tabela 17. Resumo da andlise de variancia para comprimento do broto principal (cm)
de explantes do abacaxizeiro variedade Turiacu cultivada no Amazonas, submetidos
ao estiolamento in vitro durante 90 dias, em meio de cultura com diferentes
concentragbes de Benzilaminopurina (BAP) e Acido Naftaleno Acético (ANA).
Manaus, Amazonas, 2023.

Variaveis GL QM F Probabilidade
BAP 2 23,77 4,46 0,02 **
ANA 2 7,58 1,42 0,25 ns
BAP x ANA 4 10,42 1,95 0,12 ns
Residuo 45 5,33
Total 53
CV =70.08 %

** @ ns, respectivamente, significativo e ndo significativo a 5 % de probabilidade.

A média para comprimento do broto principal obtida na auséncia do regulador
de crescimento BAP (4,6 cm) foi estatisticamente superior a obtida com uso da maior
concentracéo (2,4 cm) e néo diferiu da média obtida com a concentragcao intermediaria
(2,9 cm) (Tabela 18). Portanto, os resultados indicaram que para obter maior
comprimento do broto principal do explante na inducdo do estiolamento in vitro nao €
necessario o uso dos reguladores de crescimento BAP e ANA. Com a maior
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concentracdo de BAP (4,2 uM L) foi verificado efeito inibidor no alongamento dos
brotos, visto que a média foi significativamente inferior a obtida sem o uso do regulador

de crescimento.

Tabela 18. Médias do comprimento do broto principal (CBPR) no estiolamento in vitro
do abacaxizeiro variedade Turiagu aos 90 dias de cultivo in vitro com diferentes
concentracdes dos reguladores de crescimento Benzilaminopurina (BAP) e Acido
Naftalenoacético (ANA). Manaus, Amazonas, 2023.

BAP (UM L) CBPR (cm) ANA (UM L) CBPR (cm)
0,0 46 a 0,0 2,6a
2,3 2,9 ab 2,5 39a
4,2 24 b 5,6 34a

Médias seguida de letra minascula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0.05).

As auxinas e citocininas sintéticas sdo de uso comum no cultivo in vitro e 0s
reguladores ANA e BAP aparecem na literatura como sendo os mais utilizados na
micropropagagao in vitro do abacaxizeiro. No entanto, para estiolamento in vitro de
brotos da variedade Turiacu, os resultados indicaram que o uso dos reguladores de
crescimento ANA e BAP pode ser dispensado, visto que ANA n&o apresentou efeito
significativo no comprimento do broto e, para BAP, na auséncia do regulador a média
foi superior ou ndo diferiu dos tratamentos usando o regulador.

Assim como verificado no presente estudo com a variedade Turiagu, em estudo
com abacaxizeiro ornamental (A. comosus var. erectifolius), Carvalho et al. (2009)
relataram reducédo no comprimento do broto com o uso de ANA e concluiram que o0s
melhores resultados séo obtidos sem o uso do regulador de crescimento. Resultados
encontrados por Praxedes et al. (2001) sobre o efeito de diferentes doses de ANA (0
UM LY, 5 uM L1, 10 uM Lt e 15 uM L) no estiolamento in vitro do abacaxizeiro cv.
Pérola mostraram que entre nas concentracdes mais baixas ndo houve diferenca
estatistica para comprimento do broto, e que na maior concentracdo avaliada (15 pM
L-1) ocorreu reducéo drastica na caracteristica, o que indica que em alta concentracdo
o regulador tem efeito inibidor da elongagcédo do broto para essa cultivar. No presente
estudo, com o abacaxizeiro variedade Turiacu, as médias para comprimento do broto
nao diferiram estatisticamente entre si, contudo, as concentracdes avaliadas foram
menores do que as testadas por Praxedes et al. (2001).

Para a variavel numero de brotos estiolados (NBE) ndo houve diferencas
estatisticas entre as médias obtidas com diferentes concentragbes de BAP,
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independente da combinagcdo com concentracdes de ANA (Tabela 19). As médias
para NBE obtidas com diferentes concentragbes de ANA né&o diferiram
estatisticamente entre si ha auséncia e na concentracdo mais alta do regulador BAP
(4,2 uM L1). Na concentracéo intermediaria de BAP (2,3 uM L), as médias com 0,0
UM Lt e 2,5 uM L de ANA ndo diferiram estatisticamente entre si, mas apenas a
média obtida sem o uso de ANA foi estatisticamente superior & obtida com a maior
concentragdo do regulador de crescimento (5,6 uM L1). Assim, para obter o maior
namero de brotos estioladas néo é necessario o uso dos reguladores ANA e BAP. O
namero de nos por unidade experimental (NNU) também néo foi influenciado pelo uso
dos reguladores de crescimento ANA e BAP nas concentragdes utilizadas, uma vez
gue néo foi verificada diferenca estatistica entre as médias dos tratamentos.

De acordo com os resultados, tanto para NBE como para NNU néo é necessario
acrescentar os reguladores de crescimento ANA e BAP ao meio de cultura MS. Como
ndo houve diferenca estatistica entre as médias dos diferentes tratamentos,
considerando a média geral, foram obtidos 1,1 brotos estiolados por broto inoculado
e 2,3 noés por broto estiolado.

Em estudo com abacaxizeiro cultivar Pérola, Moreira et al. (2003) relataram
efeito significativo dos reguladores de crescimento ANA e BAP no nimero de brotos
estiolados, independente do periodo de permanéncia dos explantes na auséncia de
luz (20, 40 e 80 dias). Os autores concluiram que para a cultivar Pérola a melhor
resposta para nimero de brotos estiolados é obtida com 9,5 uM L? (1,8 mg L) de
ANA e 8,8 (2,0 mg L1) de BAP mantendo os explantes por 40 dias no escuro,
condi¢cbes em que foram obtidas 10,26 brotacdes por explantes estiolado.

Os reguladores de crescimento ANA e BAP também tiverem efeito significativo
na formacdo de calos (Tabela 19), caracteristica indesejada na via de
micropropagacgéo estudada. Os tratamentos sem o uso de BAP, independente da
concentracdo de ANA, ndo proporcionaram a formacao de calo, ja em todos os demais
tratamentos foi verificada a presenca da estrutura. Nos tratamentos com ANA nas
concentracdes de 2,5 uM Lt e 5,6 uM L as médias obtidas 2,3 uyM L1 e 4,2 uM L?
nao diferiram entre si e foram superiores a verificada nos tratamentos sem o uso de
BAP. Os resultados indicaram que para evitar a formacgéo de calos nos brotos durante
0 estiolamento os reguladores de crescimento BAP e ANA n&o devem ser utilizados.

A formacédo de calos em brotos submetidos ao estiolamento em meio com o0s
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reguladores de crescimento ANA e BAP também foi relatada por Moreira et al. (2003)

com o abacaxizeiro cultivar Pérola.

Tabela 19. Médias das variaveis numero de brotos estiolados (NBE), nimero de nés
na unidade experimental (NNU), formacé&o de calo (CALO) e formacao de raiz normal
(RZ) avaliadas em explantes de abacaxizeiro variedade Turiagu submetidas ao
estiolamento in vitro com diferentes doses de Benzilaminopurina (BAP) e Acido
naftalenoacético (ANA). Manaus, Amazonas, 2023.

BAP (UM L1) ANA (UM L)
0,0 2,5 5,6
NBE
0,0 10 a A 1,3 a A 10 a
2,3 15 a A 1,0 a AB 0,8 a B
4,2 15 a A 0,7 a A 1,2 a A
NNU
0,0 15 a A 35 a A 1,8 a A
2,3 15 a A 32 a A 30 a A
4,2 13 a A 20 a A 30 a A
CALO
0,0 00 b A 00 b A 00 b A
2,3 0,2 B 0,8 a A 10 a A
4,2 0,8 a A 10 a A 10 a A
RAIZ
0,0 10 a A 0,2 a B 0,0 a B
2,3 00 b A 00 a A 00 a A
4,2 00 b A 00 a A 00 a A

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna (concentragdo de BAP) e mailscula na linha
(concentragdo de ANA) nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste ndo paramétrico de
comparacao multipla de médias de Bonferoni (p<0,05).

A formacgdo de raizes nos brotos estiolados também foi influenciada pelos
reguladores de crescimento (Tabela 19), embora a formacéo de raizes tenha sido
verificada em apenas dois tratamentos entre os nove avaliados, ambos na auséncia
de BAP. No tratamento sem 0 uso dos reguladores de crescimento ANA e BAP, 100%

dos brotos estiolados formaram raiz, valor superior ao observado no tratamento com
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2,5 uM L1 de ANA, no qual 20% dos brotos formaram raiz. O regulador de crescimento
ANA além de proporcionar alongamento de parte aérea é utilizado no meio de cultura
com o objetivo de proporcionar enraizamento de mudas. Contudo, no caso do
estiolamento de brotos do abacaxizeiro variedade Turiacu, apenas um dos
tratamentos usando ANA (2,5 uM L1 e na auséncia de BAP) proporcionou a formacéo
de raiz.

No estiolamento de brotos o objetivo é obter o maior nimero de nés, pois estes
sdo usados na fase seguinte para regeneracdo de brotos, assim, as variaveis que
tenham correlagdo negativa com o numero de nos (NNU) produzidos séo
desfavoraveis para esta técnica de micropropagacéao, por outro lado, sédo favoraveis
as que apresentam correlacao positiva com a variavel. O NNU apresentou correlacéo
positiva, alta e significativa com o comprimento do broto principal (CBP) (Tabela 20),
indicando que com o aumento do comprimento do broto principal aumentou o nimero
de nés produzidos. Duas correlagcdes negativas e significativas foram verificadas entre
as variaveis, formacédo de calo (CALO) com formacado de raiz (-0,42) e CBP com
CALO. Considerando os resultados das correlacdes, a formacdo de calos foi
desfavoravel por apresentar correlagéo negativa com CBP, que por sua vez apresenta
correlacao positiva com NNU, variavel mais importante na técnica de estiolamento. A
formacao de raiz apresentou correlagcdo negativa e significativa com a formacéao de
calo, assim, com o aumento da frequéncia de brotos com raiz ocorreu menor
frequéncia de formacao de calo. Como a formacédo de calo apresentou correlacéo
negativa com CBP, o aumento da frequéncia de brotos com raiz foi favoravel na

técnica de micropropagacao por estiolamento.

Tabela 20. Coeficiente de correlacdo de Pearson entre variaveis numero de brotos
estiolados (NBE), numero de nés na unidade experimental (NNU), comprimento do
broto principal (CBP), formacé&o de calo (CALO) e formagé&o de raiz normal (RZ) em
experimento de estiolamento in vitro de brotos de abacaxizeiro variedade Turiagu.
Manaus, Amazonas, 2023.

NNU CBP CALO RAIZ

NBE 0,23 0,14 -0,07 -0,07

NNU 0,76** 0,07 -0,14

CBP -0,28* 0,12
CALO -0,42**

* e ** significativo a 5% e 1% pelo teste t.
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FASE 2: Regeneracgéo de brotos.

No momento do isolamento dos segmentos nodais os brotos estiolados
apresentavam-se aclorofilados devido ao cultivo na auséncia de luz durante a fase de
estiolamento. Apds o 7° dia da inoculacgéo in vitro e mantidos em sala de cultivo com
exposicdo a luminosidade, os explantes ja apresentavam coloracao esverdeada, e ao
completar 30 dias de cultivo, ja era possivel observar o surgimento de pequenas

brotacdes (Figura 19).

Figura 18. Seguimentos nodais inoculados in vitro apds fase de estiolamento dos
brotos, condic&o no dia do isolamento e inoculagéao do explante (A), sete dias (B) e 30
dias (C) ap0s a inoculacéo. (Fonte: Autora).

O regulador de crescimento BAP e o tempo de avaliagao (T), bem como, a
interacdo BAP, demonstraram efeito estatisticamente significativo na taxa de

multiplicacéo de brotos a partir dos seguimentos nodais cultivados in vitro (Tabela 21).
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Tabela 21. Resumo da analise de variancia para a taxa de multiplicacdo de brotos
regenerados a partir de seguimentos nodais extraidos de brotos estiolados cultivados
in vitro com diferentes concentracbes de Benzilaminopurina (BAP) em avaliagbes
realizadas aos 30, 60 e 90 dias apés o isolamento dos explantes. Manaus, Amazonas,
2023.

Fontes de variacdo  Graus de liberdade Quadrado médio F
BAP (B) 4 135,96 74,8 **
Tempo (T) 2 616,38 339,2 **
BxT 8 41,13 22,62 **
Residuo 75 1,82
CV(%) 19,39

* e ** gignificativo a 5% e 1% pelo teste F.

Devido ao efeito da inteiracdo ter sido significativo as analises foram realizadas
fazendo os devidos desdobramentos, analisando o efeito do tempo dentro de cada
nivel de BAP e vice-versa. O efeito de tempo foi avaliado comparando os trés tempos
de avaliacdo como fatores qualitativos, enquanto o efeito do BAP dentro de cada
tempo de cultivo foi andlise por regressdo polinomial, visto que é uma variavel
independente quantitativa avaliada com cinco niveis.

Com excecdo do tratamento sem a adicdo de BAP, o numero de brotos
regenerados aumentou significativamente nos subsequentes subcultivos, realizados
aos 30, 60 e 90 dias apo6s a inoculacdo dos explantes in vitro (Figura 20). Aos 90 dias
a taxa de multiplicacéo de brotos regenerados nos tratamentos com uso de BAP variou
de 11,2 (6,8 uM L1) a 17,0 (27,0 uM L™1) brotos por né.
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Figura 19. Taxa de multiplicacdo de brotos a partir do cultivo de seguimentos nodais
extraidos de brotos estiolados cultivados em diferentes concentracbes de
Benzilaminopurina (BAP) em avaliacdes realizadas aos 30, 60 e 90 dias apds o
isolamento dos explantes. Médias dentro de cada concentracdo de BAP seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (Fonte: Autora).

Nos trés periodos de avaliacdo o modelo quadratico de regressédo foi 0 mais
adequado para representar a variagcdo no numero de brotos regenerados em funcéo
da variacdo na concentracdo do regulador de crescimento BAP (Figura 21). Os
coeficientes de determinacéo das equacdes quadréticas foram de 60,6% aos 30 dias,
91,2% aos 60 dias e 95% aos 90 dias, demonstrando que a porcentagem de
explicacdo da variacdo pelos modelos aumentou da primeira até a Ultima avaliac@o
(Figura 22). De acordo com as equac0fes, as estimativas de nimero maximo de brotos
regenerados (maxima curvatura da equacédo) sdo obtidas com as concentracdes de
BAP: 16,3 uM L aos 30 dias, 17,6 uM L aos 60 dias e 23,7 uM LIL* aos 90 dias. A
partir dos valores da maxima curvatura da equacgao a estimativa do numero de brotos
regenerados passa a reduzir com o aumento da concentragdo do regulador de
crescimento, assim, indicando que a concentracdo passou do valor 6timo para

promover a multiplicagdo de brotos regenerados.
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Figura 20. Equacbes de regresséo para numero meédio de brotos regenerados em
funcdo da dose do regulador de crescimento Benzilaminopurina (BAP) em avalicdes
aos 30, 60 e 90 dias ap0s a inoculagdo in vitro de seguimento nodais extraidos de
brotos estiolados de abacaxizeiro variedade Turiagu gerados a partir de gemas
axilares extraida da coroa do fruto. Médias obtidas em unidades experimentais com
guatro seguimentos nodais. (Fonte: Autora).
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Usando o método de inducédo de estiolamento e regeneracgao in vitro de brotos
para micropropagacao do abacaxizeiro ornamental Ananas comosus var. bracteatus,
Carvalho et al. (2005) avaliaram o meio MS com os reguladores de crescimento AlA,
ANA e AIB na fase de estiolamento e com BAP na fase de regeneracao de brotos.
Para a fase de estiolamento os autores concluiram ndo ser necessario usar nenhum
dos reguladores de crescimento avaliados e, para a fase de regeneracao concluiram
como melhor tratamento o uso do meio MS acrescido de 13,32 uM L de BAP. Na
fase de estiolamento o numero de nds por broto estiolado obtido pelos autores variou
de 9,8 (sem uso de BAP) a 6,17 (13,32 uM L1), com a média obtida no tratamento
sem BAP superior ou sem diferenca estatistica dos tratamentos com uso do regulador
de crescimento. Relativo ao efeito do uso de auxinas na fase se inducdo do
estiolamento o resultado do presente estudo com a variedade Turiacu corrobora com
o obtido por Carvalho et al. (2005), contudo, o nimero de nds obtidos pelos autores
(6,2 a 9,8) foi superior ao obtido no presente estudo (2,3).

No estudo de Carvalho et al. (2005), aos 30 dias de cultivo in vitro de
seguimentos nodais extraidos de brotos estiolados in vitro do abacaxizeiro ornamental
Ananas comosus var. bracteatus o nimero de brotos regenerados variou de 0,6 a 1,0,
sem diferenca entre o tratamento sem BAP e os tratamentos com BAP na
concentracéo de 4,44 uM L1, 8,88 uM Lt e 13,32 uM L. Os autores obtiveram
diferencas significativas apenas aos 45 e 60 dias de cultivo, obtendo neste ultimo
periodo de 0,9 (sem BAP) a 2,0 (13,32 uM L) brotos regenerados por seguimento
nodal. Considerando o numero de nés produzidos por broto estiolado (9,80 nés por
broto sem uso de BAP aos 60 dias de cultivo) e o numero de brotos regenerados por
no (1,13 brotos sem BAP aos 45 dias de cultivo) os autores obtiveram taxa de 11,1
brotos regenerados por broto estiolado ao final de 105 dias, ou ainda, taxa de
multiplicacdo de 17,2 com uso de BAP (13,32 uM L?). Os valores obtidos sdo muito
inferiores aos verificados aos 180 dias (90 de estiolamento e 90 de regeneragéo) no
presente estudo, considerando que foram obtidos com base na média geral dos
tratamentos 2,3 nds por broto e taxa média geral de regeneracao de brotos acumulada
de 341 brotos por né (média dos tratamentos com uso de diferentes concentracdes
de BAP, as quais nao diferiram entre si) (Tabela 22). Os resultados indicaram melhor
resposta do abacaxizeiro variedade Turiagu ao método de micropropagacdo usando

0 estiolamento e regeneragao in vitro de brotos micropropagados.
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A taxa de multiplicacdo de brotos regenerados acumulada apos os trés
subcultivos (90 dias) variou de 15 a 507 brotos por seguimento nodal, contudo, apenas
as médias obtidas com 13 uM Lt e 27 uM L foram estatisticamente superiores a
obtida sem o uso do regulador (Tabela 22). As médias obtidas com as concentracdes
de 6,8 uM L1 e 20 uM L ndo diferiram significativamente nem do tratamento sem uso
de BAP nem dos demais tratamentos com uso do regulador de crescimento.

Tabela 22. Médias para taxa acumulada de multiplicacdo de brotos regenerados
(TAMB) a partir de seguimentos nodais extraidos de brotos estiolados cultivados in
vitro com diferentes concentracdes de Benzilaminopurina (BAP). Manaus, Amazonas,
2023.

BAP (uM LY TAMB*
0,0 147 b
6,8 2156 ab
13,0 507,0 a
20,0 266,0 ab
27,0 3755 a

* médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade.

Na andlise de regressdo o modelo quadratico demonstrou ser o mais adequado
para explicar a variacdo na taxa acumulada de multiplicacdo de brotos regenerados
em funcdo da concentracdo do regulador de crescimento BAP (Figura 22). O
coeficiente de determinacdo da equacéo quadratica foi de 69,6%. De acordo com a
equacdo, a estimativa maxima de taxa acumulada de multiplicacdo de brotos
regenerados (maxima curvatura da equacdo) € obtida com a concentracao de 18,6
uM L de BAP. A partir do valor da maxima curvatura da equacéo a estimativa para
taxa acumulada de multiplicacdo de brotos regenerados se reduz com o0 aumento da
concentracdo do regulador de crescimento, assim, indicando que a concentracao
passou do valor 6timo para promover a maior multiplicacédo de brotos. De acordo com
a equacao de regressao, usando a melhor concentracao estimada de BAP (18,6 uM
L), a estimativa para taxa de multiplicacédo é de 427,8 brotos regenerados por cada

seguimento nodal cultivado.
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Figura 21. Equagbes de regressao para taxa acumulada de multiplicacédo de brotos
(TAMB) em funcédo da dose do regulador de crescimento Benzilaminopurina (BAP)
apos a inoculacdo in vitro de seguimento nodais extraidos de brotos estiolados de
abacaxizeiro variedade Turiagu gerados a partir de gemas axilares extraida da coroa
do fruto. (Fonte: Autora).

7.4Enraizamento in vitro e aclimatizacdo de mudas micropropagadas
Enraizamento in vitro das brotacdes

Para comprimento da parte aérea (CPA) o efeito de tratamentos nao foi
significativo (FLT =4, LR =35 = 0,59; probabilidade = 0,67), ou seja, a concentragao de
ANA ndo teve influéncia sobre a variavel. A concentracdo do ANA teve efeito
significativo (Teste de Kruskall-Wallis, p<0,05) sobre as variaveis comprimento de
raizes normais (CR), numero de raizes normais (NRN) e nimero de raizes anormais
(NRA), com diferencas estatisticas significativas (Teste multiplo de Bonferroni,
p<0,05) entre as médias obtidas com diferentes concentracdes do regulador (Tabela
23).
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Tabela 23. Média das caracteristicas comprimento de raizes normais (CR), niumero
de raizes normais (NRN) e numero de raizes anormais (NRAN) avaliadas em mudas
do abacaxizeiro variedade Turiagu micropropagadas in vitro em cinco doses de &cido
naftaleno acético (ANA) apos 45 dias de cultivo in vitro. Manaus, Amazonas, 2023.

ANA
(UM L) CR NRN NRAN
0,0 3,66 a 3,53 a 1,00 a
5,6 1,30 b 0,00 b 0,63 b
10,8 039 ¢ 0,38 b 0,38 b
16,2 0,04 d 022 b 0,34 b
21,5 0,15 «cd 031 b 0,00 b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo método nao
paramétrico de comparag&do multipla de médias de Bonferroni ao nivel de 5% de probabilidade.

A média para CR no tratamento sem o uso de ANA foi superior a todos os
tratamentos com uso do regulador, bem como, foi verificada reducdo de CR com o
aumento da concentracdo de ANA, o que demonstra efeito inibitério do regulador
sobre a variavel. Os resultados obtidos corroboram com Pasqual et al. (2008), onde o
comprimento médio de raizes do abacaxizeiro Ananas comosus var. erectifolius foi
superior nos tratamentos em que nao foi adicionado regulador de crescimento. Para
as variaveis numero de raizes normais (NRN) e numero de raizes anormais (NRA) as
médias do tratamento sem ANA foi superior a todos 0s que usaram o regulador de
crescimento, 0os quais nao diferiram estatisticamente entre si. Os resultados obtidos
no presente estudo para niumero médio de raizes formadas por broto diferem dos
obtidos em estudo com o abacaxizeiro cultivar Emepa 1 por Moraes et al. (2010), no
qual verificou-se que o regulador de crescimento ANA promoveu aumento significativo
no numero de raizes formadas. Essa diferenca pode ser atribuida a resposta
diferencial dos gendtipos em relacdo ao efeito do regulador de crescimento na
formacdo de raizes.

No processo de enraizamento é mais favoravel o tratamento que promove a
formacdo de maior numero de raizes, bem como, 0 maior crescimento das raizes, 0
que foi obtido sem o uso de regulador de crescimento ANA. No tratamento sem uso
de ANA foi verificado também maior nimero de raizes anormais (NRAN), contudo,
destaca-se que este foi o tratamento que apresentou também maior niUmero de raizes
normais. Além disso, nos tratamentos com uso de ANA, o NRAN foi igual ou superior
ao NRN, com excecéao do tratamento com a maior concentracéo de ANA, onde apesar

de ndo serem observadas raizes anormais, a média de raizes normais formadas por
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broto foi de apenas 0,31. No tratamento com 5,6 uM L de ANA s6 foram formadas
raizes anormais. Considerando os resultados obtidos, o tratamento sem o regulador
de crescimento ANA é o mais favoravel para o enraizamento in vitro dos brotos
produzidos por micropropagacéao in vitro do abacaxizeiro variedade Turiagu.

A concentracdo do regulador de crescimento ANA usado na fase de
enraizamento in vitro teve efeito significativo (Tabela 24) nas variaveis massa fresca
(MF) e massa seca (MS) das plantulas enraizadas indicando diferencas estatisticas

entre médias obtidas nas diferentes concentracdes do regulador de crescimento.

Tabela 24. Resumo da analise de variancia para massa fresca (MF) e massa seca
(MS) de mudas de abacaxizeiro variedade Turiagu enraizadas, apos 45 dias de cultivo
in vitro com diferentes concentracdes de ANA. Manaus, Amazonas, 2023.

Fonte de Variacao DF MF MS
ANA 4 3,77 0,048
Residuo 15 0,88 0,008
F 4,29* 5,86**
CV(%) 26,43 28,64

* e ** significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F.

A média para MF do broto enraizado obtida com 10,8 uM L de ANA foi
estatisticamente superior a obtida sem o uso do regulador de crescimento e nao diferiu
significativamente das médias obtidas nos tratamentos com uso de diferentes
concentra¢gfes do regulador de crescimento. Ainda para MF, exceto a média obtida
com 10,8 uM L* de ANA, as médias dos tratamentos com o uso de ANA néo diferiram
do tratamento sem o uso do regulador de crescimento. Para MS do broto, as médias
obtidas com diferentes concentracdes de ANA nao diferiram estatisticamente entre si
e, exceto a média obtida com 16,2 uM L™, todas foram superiores a média obtida sem
0 uso de ANA.
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Tabela 25. Média das variaveis massa fresca (MF) e massa seca (MS) de mudas de
abacaxizeiro variedade Turiacu enraizadas, ap6s 45 dias de cultivo in vitro com
diferentes concentracbes de ANA. Manaus, Amazonas, 2023.

ANA PF O]
(UM L) (@) (9)
0,0 255 b 0,16 b
5,6 443 ab 0,37 a
10,8 4,65 a 0,43 a
16,2 268 ab 0,27 ab
215 343 ab 0,36 a

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).

Na analise de regresséo, tanto para MF como para MS do broto, o modelo
adequado para representar a resposta das variaveis em funcdo do aumento da
concentracdo de ANA foi o polinomial cubico, no qual os efeitos dos coeficientes de
regressao foram significativos e dos desvios de regressao nao significativos (Figura
23). As equacbes de regressdo apresentaram altos valores de coeficiente de
determinacao: 0,88 para MF e 0,90 para MS, o que indica alta precisao para explicar
a variacdo nas variaveis em funcdo da variacdo na concentracao de ANA. De acordo
com as curvaturas das regressdes, 0os maiores valores para MF e MS sdo obtidos
proximo da concentracdo de 5,6 uM L' de ANA, contudo, nessa concentragdo o
ndamero e o comprimento de raizes foi inferior ao tratamento sem uso do regulador,
caracteristicas que devem ser consideradas mais importantes do que biomassa

acumulada nessa fase de produc¢édo das mudas.
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Figura 22. Equacgbes de regressdo para massa fresca (A) e massa seca (B) de
plantulas de abacaxizeiro variedade Turiagu produzidas in vitro em funcdo da
concentragdo do regulador de crescimento ANA na fase de enraizamento das
plantulas (Fonte: Autora).
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A correlagdo entre a massa fresca e a massa seca das plantulas foi alta,
positiva e significativa (0,86; teste T com p<0,05), o que indica que 0 aumento na
massa fresca esta fortemente associado ao aumento na massa seca e que resultados
similares séo obtidos com as duas variaveis. Por questdes praticas e de custo, para
avaliar o acumulo de massa dos brotos durante a fase de enraizamento in vitro, pode-
se optar pela massa fresca em detrimento da massa seca.

Considerando que o objetivo da fase de enraizamento € a formacéao de raizes,
apesar de menor acumulo de biomassa nos brotos, o tratamento sem o uso de
regulador de crescimento ANA demonstrou ser o mais favoravel, pois promoveu

formacg&o de maior niumero de raizes e de maior comprimento de raiz.

7.5 Aclimatacao

Do total de 80 mudas utilizadas no experimento de aclimatacdo apenas trés
morreram (3%), sendo estas distribuidas em trés diferentes parcelas, cada uma de
um diferente tratamento (5,6 uM L%, 10,8 pM LT e 21,5 uM L?! de ANA). A
sobrevivéncia das mudas foi de 100% em 17 (4 mudas por parcela) das 20 parcelas,
nas trés demais parcelas experimentais com plantas mortas, ao final do experimento,
foram avaliadas trés mudas na unidade experimental.

O regulador de crescimento ANA usado na fase de enraizamento das plantulas
in vitro ndo teve efeito em nenhuma das variaveis avaliadas na fase de aclimatacéo
das plantas, o que indica que as médias dos tratamentos n&o diferiram
estatisticamente entre si (Tabela 26). A variavel diametro do coleto (DC) ndo atendeu
aos pressupostos para analise de variancia e teste F, neste caso, o efeito dos
tratamentos foi identificado como néo significativo pelo teste de Kruskal-Wallis (graus
de liberdade = 4, probabilidade = 0,11).
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Tabela 26. Resumo da analise de variancia para as variaveis diametro do coleto (DC),
namero de folhas (NF), comprimento da maior folha (CFMA), largura da maior folha
(LFMA), comprimento da menor folha (CFME), largura da menor folha (LFME),
comprimento de raiz (CR) e teor de clorofila (CLOR), avaliadas em plantas
micropropagadas de abacaxizeiro variedade Turiacu produzidas com diferentes
concentracbes de acido naftaleno acético (ANA) apdés 90 dias de aclimatacao.

Manaus, Amazonas, 2023.

Fonte de variacao

Variaveis Tratamento Residuo CV(%)
GL =4 GL =15

NF 0,21 ns 0,87 7,37
CFMA 0,08 ns 1,48 12,28
LFMA! (Transformagéo = In(x)) 0,02 ns 0,01 27,00
CFME 0,40 ns 1,60 43,55
LFME! (Transformagéo = Raiz(x)) 0,11 ns 0,07 22,95
RAIZ! (Transformacéo = In(x)) 0,01 ns 0,006 46,29
CLOR 12,02 ns 129,20 19,30

ns: ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. GL = graus de liberdade

1 Andlise de dados transformados.

Apesar de nao terem sido identificados efeitos estatisticamente significativos

da concentracao de ANA, pelos valores do coeficiente de variagédo € possivel verificar

que as maiores variacdes entre as médias foram observadas para as variaveis LFME,
(CV = 28%) e DC (CV = 27%), por outro lado, as médias das variaveis CFMA (CV =
1,5%) e NF (CV = 1,7%) apresentaram variacdo muito baixa (Tabela 27). Aos 90 dias

de aclimatacdo as mudas micropropagadas de abacaxizeiro variedade Turiagu

apresentaram os seguintes valores médios: 14,3 mm de didametro do coleto (DC); 12,7

folhas (NF); 9,9 cm de comprimento e 2,6 cm de largura da maior folha; 2,9 cm de

comprimento e 1,3 cm de largura da menor folha; 1,5 cm de comprimento da maior

raiz e teor de clorofila de 58,9.
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Tabela 27. Médias e estatisticas descritivas das variaveis diametro do coleto (DC),
namero de folhas (NF), comprimento da maior folha (CFMA), largura da maior folha
(LFMA), comprimento da menor folha (CFME), largura da menor folha (LFME),
comprimento de raiz (CR) e teor de clorofila (CLOR), avaliadas em plantas
micropropagadas de abacaxizeiro variedade Turiacu produzidas com diferentes
concentracdes de acido naftaleno acético (ANA), aos 90 dias aclimatadas. Manaus,
Amazonas, 2023.

ANA DC s CFMA LFMA CFME LFME RAIZ _ o
(UM L) (mm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)

0,0 11,7 129 9,9 2,3 3,0 1,1 1,7 60,0

5,6 13,4 12,8 9,7 2,4 2,9 1,3 14 588

10,8 205 12,3 100 3,2 3,3 1,9 1,2 583

16,2 10,7 12,7 101 22 2,5 09 16 564

21,5 155 126 9,8 2,8 2,8 15 1,4 60,9

Média 143 12,7 9,9 2,6 2,9 1,3 15 589

Desvio Padrio 39 02 01 0,4 0,3 04 02 17

Coef. Variagdo (%) 27,2 1,7 1,5 16,2 10,9 28,9 117 2,9
Coef = Coeficiente

A média para variavel NF (12,7) aos 90 dias de aclimatacdo das mudas
micropropagadas do abacaxizeiro variedade Turiagcu observada neste estudo foi
inferior a relatada por Carvalho et al. (2012) aos 83 dias de aclimatacdo de mudas
micropropagadas do abacaxizero Ananas comosus var. erectifolius, 18,4 folhas. No
entanto, o valor foi similar ao obtido por Gongalves et al. (2018) com mudas
micropropagadas do abacaxizeiro cultivar BRS Imperial, 13,8 folhas aos 60 dias de
aclimatacao. A variacdo nos resultados obtidos pode ser atribuida a efeito do genétipo,
bem como, as condi¢cbes ambientais e a interagdo genoétipo x ambiente. Na questédo
de ambiente, os estudos foram realizados com diferentes tipos de substrato e de
recipientes, assim, na comparag¢do com outros estudos nao € possivel inferir sobre a
importancia dos efeitos de gendtipo e de ambiente nas diferencas verificadas para
namero de folhas.

A largura média da maior folha (2,6 cm) das mudas micropropagadas do
abacaxizeiro Turiagu aos 90 dias na fase aclimatacdo foi superior & obtida por
Carvalho et al. (2012) para mudas micropropagadas do abacaxizeiro ornamental
Ananas comosus var. erectifolius (2,05 cm). O comprimento médio da raiz (14,2 cm)
também foi superior & média relatada por Goncgalves et al. (2018) para mudas
micropropagadas do abacaxizeiro cultivar Imperial (9,4 cm), mesmo sendo a avaliagao
realizada aos 120 dias de aclimatacdo e usando o mesmo substrato do presente

estudo (Vivatto Plus®).
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Com relagdo ao tempo de aclimatacdo, exceto para a variavel diametro do
coleto, independente do tratamento, o efeito ndo foi significativo nas variaveis, ou seja,
as meédias apresentadas pelas variaveis aos 30, 60 e 90 dias nédo diferiram
estatisticamente entre si (Figura 24). No caso do DC, a média obtida aos 90 dias foi
significativamente superior a média obtida com 30 dias em todos os tratamentos.
Quando comparadas as médias obtidas com 90 dias e 60 dias, apenas nos
tratamentos com as concentracdes 5,6 uM L e 16,2 uM L* de ANA estas nao diferiram
estatisticamente entre si. Apesar do efeito ndo ter sido significativo nas variaveis
associadas a numero e dimensdes de folha, o maior didmetro do coleto aos 90 dias
indica maior vigor das mudas com esse periodo de aclimatacdo. Ressalta-se que nao
foi avaliada a biomassa acumulada pelas mudas durante a aclimatacao, assim como,

o comprimento de raizes foi avaliado apenas aos 90 dias.
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Figura 23. Variaveis diametro do coleto, nimero de folhas, comprimento da maior
folha, largura da maior folha, comprimento da menor folha e largura da menor folha
de mudas micropropagadas de abacaxizeiro variedade Turiagu, aos 30, 60 e 90 dias
de aclimatacdo. Médias de diferentes periodos seguidas de mesma letra minusculas,
dentro da mesma concentracdo, nao diferem estatisticamente entre si (Teste de
Bonferroni, p<0,05).

Com os resultados obtidos é possivel concluir que as condi¢des de aclimatacao
no presente estudo foram adequadas para boa adaptacdo das mudas
micropropagadas do abacaxizeiro variedade Turiagu ao ambiente ex vitro (Figura 25).
Contudo, novos estudos com diferentes substratos e ou condigdes ambientais
poderao proporcionar reducdo de tempo e melhor desenvolvimento na aclimatacao de
mudas micropropagadas do abacaxizeiro variedade Turiagu.
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Figura 24. Aclimatagéo em casa de vegetacao de mudas do abacaxizeiro variedade
Turiagu obtidas por micropropagacao in vitro usando. Dia do transplante para casa de
vegetacdo (A); 30 dias (B), 60 dias (C) e 90 dias apos o transplante (D). (Fonte: Autora)
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8 CONCLUSOES

Na assepsia de gemas extraidas do talo da coroa de frutos de abacaxi da
variedade Turiacu cultivada no Amazonas, para gemas apicais recomenda-se 0 Uso
de solucéo de hipoclorito de s6dio com 0,5% de cloro ativo e para gemas axilares com
1,25% de cloro ativo e 5 minutos de imersdo na solucdo asséptica para ambos os
tipos de gema.

No estabelecimento in vitro de gemas extraidas da coroa de frutos do abacaxi
da variedade Turiacu cultivada no Amazonas, recomenda-se para gemas apicais meio
MS acrescido de 2,3 uM L de BAP e para gemas axilares apenas o cultivo em meio
MS sem uso de reguladores de crescimento por 90 dias.

Para o estiolamento in vitro de brotos micropropagados, obtidos de gemas
axilares da coroa do fruto do abacaxizeiro variedade Turiacu cultivada no Amazonas,
ndo ha necessidade do uso de reguladores de crescimento, apenas do cultivo do
explante em meio MS na auséncia de luz durante 90 dias. Para a multiplicagéo por
regeneracdo de brotos a partir de seguimentos nodais produzidos por brotos
estiolados oriundos de gemas axilares isoladas da coroa do fruto do abacaxizeiro
variedade Turiacu cultivada no Amazonas, recomenda-se o cultivo em meio MS com
18,6 uM Lt de BAP, com trés subcultivos realizados em intervalos de 30 dias.

O método de estiolamento e regeneracdo de brotos in vitro, usando brotos
obtidos de gemas axilares do talo da coroa do fruto, € eficiente para micropropagacao
da variedade Turiacu cultivada no Amazonas, com taxa de multiplicacdo estimada em
427,8 brotos regenerados por explante com uso de 18,6 uM L' de BAP na fase de
regeneracao de brotos.

Para o enraizamento in vitro de brotos do abacaxizeiro variedade Turiagu
cultivado no Amazonas, recomenda-se o cultivo em meio MS sem acréscimo de
reguladores de crescimento por 45 dias.

A aclimatacdo e o0 desenvolvimento das mudas micropropagadas do
abacaxizeiro variedade Turiagu ndo é influenciado pelo uso de reguladores de

crescimento na fase de enraizamento in vitro.
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9 COSIDERACOES FINAIS

O presente estudo representa o primeiro esforco no desenvolvimento de
protocolos para micropropagagcao in vitro da variedade Turiagu cultivada no
Amazonas. Embora ainda existam aperfeicoamentos a serem realizados, o0s
resultados apresentados permitem recomendar procedimentos suficientes para a
producdo em larga escala de mudas micropropagadas da variedade Turiacu cultivada
no Amazonas. Entre os beneficios das mudas micropropagadas podemos destacar a
possibilidade de producéo de mudas livres de virus, com destaque para o virus causal
da murcha do abacaxizeiro (PMWaV), um dos principais problemas sanitarios da
cultura e que reduz significativamente a produtividade dos plantios. Para este fim é
recomendado que a micropropagacdo seja realizada utilizando como explante as
gemas apicais, que estdo menos sujeitas a contaminacao por virus. Além disso, a
auséncia de virus no material micropropagado precisa ser certificada pela indexagéo
das mudas produzidas, o que nao foi realizado no presente estudo.

Na etapa seguinte é necessario que seja avaliado o desempenho em campo
das plantas micropropagadas para verificar se estas mantem as caracteristicas da
variedade Turiacu, 0 que € esperado, pois 0 método de propagacdo utilizado tem
pequena probabilidade de gerar mutagdes, visto que explora a organogénese direta,
usa pouco regulador de crescimento e também poucos subcultivos.

Com relacéo ao custo de producédo das mudas micropropagadas, embora nao
tenha sido estimado no presente estudo, sabe-se que devido a alta densidade de
plantio, que no Brasil varia entre 30.000 e 40.000 plantas ha?, é inviavel
economicamente para o produtor adquirir mudas micropropagadas para toda sua area
de cultivo. O recomendado é que sejam adquiridas mudas micropropagadas para o
estabelecimento de campos de multiplicacdo e usa os filhotes produzidos nesses
campos para ampliacdo da area de plantio. O beneficio do uso das mudas
micropropagadas dependera do aumento de produtividade verificado, o que é
esperado pela qualidade fisiol6gica e sanitaria das mudas micropropagadas, além de
proporcionarem maior uniformidade no plantio, o que facilta a inducdo do
florescimento e a colheita dos frutos.

A micropropagacéo in vitro também podera ser utilizada para a multiplicagéo

em larga escala de gendtipos superiores da variedade Turiagu cultivada no
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Amazonas. Embora ainda ndo existam estudos sobre variabilidade genética na
variedade, pelo longo tempo de cultivo (décadas) e pela extensédo da area cultivada,
€ provavel que exista variabilidade genética para ser explorada por selecéo.

Entre os estudos que podem contribuir para aperfeicoamento de protocolos de
micropropagac¢éao do abacaxizeiro variedade Turiagu sugerimos estudos com o cultivo
em meio liquido, uso de biorretores de imersdo temporaria e também estudos na fase

de aclimatacdo das mudas, avaliando diferentes substratos e condicbes ambientais.
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