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RESUMO

MOREIRA, M. A. Produgio e aclimatiza¢cio de mudas micropropagadas de
abacaxizeiro Ananas comosus (L) Merril cv. Pérola. Lavras: UFLA, 2001.

81p. (Tese - Doutorado em Agronomia).

O presente trabalho teve como objetivo estudar alguns fatores envolvidos na
producio de mudas micropropagadas de abacaxizeiro. Foram realizados trés
experimentos no Laboratério de Cultura de Tecidos da UFLA e dois em casa de
vegetacdo.Em todos os experimentos utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado. Foi utilizada a técnica do estiolamento das brotagdes, onde foram
testados trés tipos de meio e tempo no escuro. Para a caracteristica comprimento de
brotos estiolados o melhor meio foi MS sem reguladores de crescimento quando os
brotos permaneceram por 80 dias no escuro. Para a recuperacdo das brotagdes
estioladas foram novamente testados tipos de meio e rétirada do apice, onde o meio
MS suplementado com 1,8mp/L de ANA e 2,0mg/L de BAP promoveu maior
brotagio quando retirou-se o apice das brotagdes estioladas. Ainda no laboratorio
testou-se a suplementagdo hormonal do meio MS no crescimento das mudas
micropropagadas, onde o meio MS sem reguladores de crescimento promoveu
maior comprimento, maior numero de folhas e maior peso de matéria seca e fresca.
Na fase de aclimatizacio foram realizados dois experimentos visando o estudo de
substratos e a resposta a adubagio NPK. Foram utilizadas combinagdes de terra,
esterco bovino, plantmax e composto orgdnico como substratos. Para adubagio
foram utilizados os niveis de 0, 25, 50 e 100% da adubac¢fo basica recomendada
para vaso, aplicados no inicio e 45 dias de aclimatizagdo. Os resultados obtidos
permitiram concluir que a adi¢do de matéria organica teve importancia significativa
no desenvolvimento das mudas e a mistura de terra, esterco e plantmax foi
adequada para o desenvolvimento de raizes e parte aérea. As mudas responderam
bem a adubagdo feita no inicio da aclimatizagdo. O nivel de 100% da adubagdo foi
superior para as caracteristicas avaliadas.

Comité Orientador: Janice Guedes de Carvalho (orientadora) — UFLA, Lavras -
MG, Moacir Pasqual — UFLA, Lavras - MG.



ABSTRACT

MOREIRA, M. A. Micropropagated plantlets production and acclimatization
of pineapple Ananas comosus (L) Merril cv. Pérola. Lavras: UFLA, 2001.
81p. (Thesis - Doctorate in Agronomy).

It was aimed to study some involved factors in the production of micropropagated
plantlets of pineapple. Three experiments were carried out in the Laboratory of
Tissue Culture of Federal University of Lavras and two in the greenhouse. The
etiolated technique of shoots was used where three medium types and time in the
darkness were tested. For the variable size shoots etiolated, MS without growth
regulators was best medium when the shoots stayed for 80 days in the darkness. For
the etiolated shoots recovery, types of medium and removed of the apex were tested
where the medium MS supplemented with 1,8mg/L of ANA and 2,0mg/L of BAP
promoted higher shoots number when removed the apex of the etiolated shoots.
Still in the laboratory, the effects of growth regulators of the MS medium was
tested in the growth of the micropropagated plants, where the MS medium without
growth regulators, improved higher length, number leaves and weight of dry and
fresh matter. In the acclimatization phase two experiments were carried out seeking
the study of the substrates and the answer to the fertilizer NPK. Combination of
soil, bovine manure, plantmax and compost organic were used as substrates. For
fertilizer were used levels of 0, 25, 50 and 100% of the basic fertilizer
recommended for vase, applied in the beginning and in 45 days of acclimatization.
The obtained results allowed to conclude that the addition of organic was very
important for plants development and soil, manure and plantmax combinations was
adequated for roots and aerial part development. The plants answered well to the
fertilizer used in the beginning of the acclimatization. The level of 100% of the
fertilizer was superior for the appraised characteristics.

Guidance Committee: Janice Guedes de Carvalho — UFLA (Major Professor) and
Moacir Pasqual - UFLA.



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil, com sua grande diversidade de clima e solo apresenta
condigdes climaticas adequadas para produgdo de frutas tropicais. 0
abacaxizeiro é uma planta tropical originiria de clima quente e seco,
originalmente cultivada como planta ristica pouco exigente. Entretanto, em
termos de exploragdo econémica, ¢ uma cultura que merece tratos culturais
cuidadosos ¢ fregiientes para que se obtenha boa rentabilidade.

A produgdo brasileira de abacaxi, no periodo de 1995-1997, foi
crescente, tanto em drea plantada, quanto em rendimento. O Estado de Minas
Gerais ocupou nesse periodo a lideranga nacional em relagdo & drea e ao
volume de produgdio. Entretanto, o sctor ndio apresenta padrdes qualitativos
capazes de aumentar a competitividade do produto em relagdo a mercados
consumidores mais exigentes.

O grande problema da cultura no Brasil é a doenga chamada fusariose
ou gomose (Fusarium subglutinans), que pode provocar grandes perdas na
produgdo e comprometer toda a exploragdo. Como essa doenga se dissemina
através de mudas contaminadas, pode-se afirmar que o primeiro passo para o
sucesso da cultura é a aquisi¢do ou a produgio de mudas sadias.

A cultura de tecidos é uma técnica de grande importancia, pois
proporciona a produgdo de milhares de mudas a partir de uma unica gema em
pequeno intervalo de tempo e espago ¢ totalmente livres de doencas e pragas.
No Brasil, ainda é restrita a utilizagfio desse tipo de muda como um processo de
produgdo de mudas sadias, sendo utilizada para multiplicagdo de variedades
melhoradas.

Neste trabalho, o primeiro objetivo foi a produgio de mudas
micropropagadas de abacaxi cv. Pérola, utilizando-se a técnica do estiolamento

in vitro como alternativa de aumento da taxa de multiplicagdo. O segundo



objetivo foi verificar o comportamento dessas mudas na aclimatizagdo, visando

determinar niveis e época de adubagdo e o methor substrato nessa fase.
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais

O abacaxizeiro é originario da regido compreendida entre 15°N e 30°S
de latitude e 60°W de longitude, 0 que inclui as zonas central e sul do Brasil, o
nordeste da Argentina e o Paraguai (Baker ¢ Collins, 1939; Camargo, 1943
citados por Cunha e Cabral, 1999).

E uma planta tropical, originalmente cultivada em terras recém
desmatadas sendo, por isso, considerada uma planta nistica ¢ também por
apresentar caracteristicas morfologicas, anatomicas e fisiolégicas que lhe
permitem sobreviver em condigdes ambientais adversas. Mas a produgdo
economica do abacaxizeiro requer tratos culturais cuidadosos e freqitentes
(Cunha, 1999a).

Atualmente, o continente asiatico tem se mostrado o principal produtor
dessa fruta, sendo responsivel por 51,70% (6,615 milhdes de toneladas anuais).
O continente americano se destaca como segundo produtor, seguido do
continente africano. As outras regides apresentam produgdo irriséria devido,
principalmente, as condigSes climticas desfavordveis que limitam o
desenvolvimento da cultura (Tabela 1.1) (FAO, 1998).

Considerando-se os paises produtores, observa-se que cerca de 57,75%
da produgéio mundial de abacaxi se concentram cm apenas cinco paises (Tabela
1.2). A Tailandia produz 15,63% do total (2.000 milhes de toneladas), sendo o
maior produtor. Brasil, Filipinas, fndia ¢ China também merecem destaque por
sua produgdo. Outro aspecto a ser considerado, € o crescimento da cultura, que
pode ser observado na Tabela 1.2, onde Brasil, China, Colémbia ¢ Indonésia

apresentaram os maiores crescimentos (FAO, 1998).



TABELA 1.1. Desempenho da cultura do abacaxi nos continentes ¢ no mundo,
no periodo 1979-81 e em 1997.

Produgdo (1000t) Variagiio
Continente 1979/81 % 1997 % Percentual

Africa 1681 17,18 2010 15,71 19,57
Asia 5575 56,98 6615 51,70 18,65
Américas 2382 24,35 4016 31,19 68,60
Occania 144 1,47 151 1,18 4,86
Europa 2 0,02 2 0,02 0,0
Mundo 9784 100 12794 100 30,76

Fonte: FAO (1998).

TABELA 1.2. Descmpenho da cultura do abacaxi nos principais paises
produtores, no periodo 1979-81 ¢ em 1997.

Produgdo (1000t) Variagdo
Pais 197981 % 1997 %  Percentual
Tailindia 2857 2920 2000 1563 30,0
Brasil 589 6,02 1937 1514 22886
Filipinas 861 8,80 1452 1135 68,64
india 548 5,60 1100 8,60 100,73
China 299 3,06 899 7,03 200,67
Nigéria 600 6,13 800 6,25 33,33
Indonésia 207 2,12 538 421 ' 15990
Colémbia 119 1,22 329 257 17647
México 530 542 301 2,35 43,21
Outros 3174 3244 3438 26,87 8,32
Mundo 9784 10000 12794 100,00 30,76

FAO (1998).



No Brasil, o abacaxizeiro é cultivado em quase todos os estados, sendo
que 83% da produgdo nacional se concentram nos estados da Paraiba (24,67%),
Minas Gerais (24,03%), Para (19,27%), Rio Grande do Norte (5,4%), Bahia
(5,37%) e Espirito Santo (4,27%). A Tabela 1.3 mostra a produgdio brasileira
nas regides fisiograficas. Mesmo se tratando de uma cultura de grande demanda
no mercado mundial de frutas ¢ de alta rentabilidade, o abacaxi ndo tem lugar
de destaque no cenario agricola brasileiro, apresentando um consumo per capita
baixo (5,6 frutos/ano) e apenas 0,3% do valor da renda agricola das culturas
produzidas no pais (Souza, Cardoso e Tomres Filho, 1999).

A produtividade é considerada baixa (25 a 35¢ha) quando comparada
gom outros paises (50 a 60tha) devido a fatores como problemas
fitossanitarios, praticas culturais inadequadas, organizagdo incipiente dos
produtores ¢ fatores ambientais adversos (Oliveira, 1999). Entretanto, existem
as faixas otimas dos fatores ambientais onde o abacaxizeiro se desenvolve
melhor ¢ apresenta boa produgdo, tormando sua exploragdo economicamente
viavel. As regides localizadas entre os paralelos 25°N e 25°S sdo consideradas
favoraveis, podendo ser estendidas, o que demonstra a capacidade de adaptagio
do abacaxizeiro ao meio ambiente quando submetido a um sistema de cultivo
adequado (Green, 1963 citado por Cunha, 1999b).

TABELA 1.3. Produgdo brasileira de abacaxi nas regides fisiograficas, em
1997.

Regidio Area colhida  Produgdo Rendimento médio  Participagfio na

Fisiogrifica (ha) (mil frutos) (frutos/ha) produgiio (%)
Norte 11.095 249.235 22.464 19,31
Nordeste 22.630 561.884 24.829 43,52
Centro-Oeste 2.953 52.301 17.711 4,05
Sudeste 18.103 422.209 23.323 32,70
Sul 433 5.382 12.430 0,42
Brasil 55.214 1.291.011 23.382 100,00




2.2 Aspectos botéanicos e cultivares

O abacaxizeiro ¢ uma planta monocotiledénca, herbacea da familia
Bromeliaceae, cujo géncro mais importante é o Ananas, onde estdo incluidos o
abacaxi Ananas comosus (L.) Merril ¢ outras espécies que sdo utilizadas para
produgdo de fibras ou para omamentagéo.

O abacaxizeiro ¢ uma frutifera tropical que se¢ adapta melhor em
altitudes de até 100m onde apresenta ciclo menor, maiores produgdes ¢ melhor
qualidade de fruto (Silva ¢ Sanabio, 1996). A temperatura ideal para o cultivo
estd entre 21 a 31°C, sendo que o idcal para o crescimento ¢ desenvolvimento
da planta esta entre 25 a 30°C.

E uma cultura que pode suportar periodos mais secos, devido a
disposigdo de suas folhas em forma de canaletas que podem captar ¢ armazenar
agua em scu interior (Silva ¢ Sandbio, 1996). Do ponto de vista de qualidade ¢
sanidade do fruto, ¢ interessante que as ltimas semanas de sua formagdo ocorra
€m tempo Seco € em temperaturas nio muita altas.

As raizes atingem pouca profundidade no solo, sendo que 97% do
sistema radicular de uma planta de doze meses da varicdade Pérola, se
encontram na faixa de 0 - 20cm (Inforzato, Giacomelli ¢ Rochelle, 1968),
tomando o cultivo mecinico para controle de plantas daninhas um risco em
potencial as raizes.

O fiuto é composto, do tipo sorose, formado de 100 a 200 frutilhos
simples do tipo baga, inseridos sobre uma haste central, em disposigio
espiralada e intimamente soldados entre si. No apice existe um tufo de folhas
denominado coroa. A casca ¢ formada pela reunido das bracteas e sépalas das
flores que dfio origem aos frutilkos (Medina, 1987).



As cultivares mais plantadas no mundo, atualmente, sdio classificadas
nos grupos Cayenne, Spanish, Queen, Pemambuco e Perolera de acordo com
um conjunto de caracteres comuns tais como: porte da planta, numero de
filhotes e rebentdes, comprimento da folha, presenca de espinhos na folha,
comprimento do pedinculo, cor das folhas, peso ¢ forma do fruto, cor da casca
e da polpa, forma dos frutilhos e sabor dos frutos (Py, Lacoucilhe e Teisson,
1984).

No grupo Pemambuco se destaca a cultivar Pérola, também
denominada ‘Pemambuco’ ou ‘Branco de Pernambuco’, que tem crescimento
ercto, folhas com 65cm de comprimento e com espinhos, pedianculo longo
(30cm), grande nimero de mudas tipo filhote (4-8), susceptivel a fusariose e
certa tolerincia a murcha causada pela cochonilha. Nio apresenta boas
caracteristicas para industrializagiio e sua fonma cdnica e coloragdo esverdeada
da casca ndo atendem aos padrdes exigidos para exportagdo. O fruto tem forma
conica, coroa grande, peso de 1 a 1,5Kg, possui polpa branca, muito suco,
pouco acido (Silva e Sandbio, 1996), 14,8° Brix e acidez titulavel de 6,4
(Cabral;, Matos ¢ Cunha, 1987).

O grupo Cayenne é considerado o principal grupo de abacaxizeiro
cultivados no mundo e suas variedades apresentam caracteristicas consideradas
adequadas a industrializagdo e ao mercado internacional. A principal variedade
é Smooth Cayenne denominada no Brasil de caicna, liso, havaiana ou ananas.
Tem crescimento semi-ereto, folhas com até 1,0m de comprimento e com
apenas dois a trés pares de espinhos na extremidade, pedunculo curto (15¢m),
poucas mudas tipo filhote, predominando mudas tipo rebentfo, susceptivel a
fusariose e a cochonilha. O fruto tem forma cilindrica, com peso de 1,5 a
2,5Kg, possui polpa amarela, coloragdo extemna alaranjada, elevado teor de
agucar ¢ média acidez (Silva e Sandbio, 1996), 13,5° Brix e acidez titulavel de
10,2 (Cabral; Matos e Cunha, 1987).



2.3 Aspectos nutricionais

O potassio é o elemento mais exigido pela cultura, seguido pelo
nitrogénio e fosforo. Ha grande diferenga entre as quantidades extraidas, em
fungio de condigbes como: variedade, clima, solo, adubagéo ¢ mancjo da
cultura (Tabela 1.4). A exportagio de nutrientes pelo fruto e coroa é
relativamente pequena em relagdo ao total absorvido, sendo importante a
devolugio dos restos culturais representados pelas folhas ¢ talos que
produziram os frutos, como retomo de apreciavel quantidade de nutrientes
absorvidos, além de matéria orginica (Paula, Mesquita ¢ Nogueira, 1998).

Durante os primeiros seis meses apos plantio, a absorgéio de nutrientes é
pequena (7% do total) ¢ 0 méaximo ocorre no periodo de 6 a 18 meses, quando
as plantas ja estdo bem estabelecidas (Follcth Smith ¢ Bourke, citados por
Malavolta, 1974).

Com relagdo a reagdio do solo, o abacaxizeiro tem preferéncia por solos
écidos havendo, portanto, algumas variagdes a faixa de pH considerada mais
indicada. Paula et al. (1991), estudando o efeito de calagem na producdo do
abacaxizeiro, ndo encontrou aumento na produgio, no cntanto foi obtida uma
melhor utilizagdo de potassio pelas plantas cultivadas em solos acidos ¢ pobres
em célcio e magnésio. Para a variedade Smooth Cayenne, a faixa 6tima de pH é
de 5,5 a 6,0, para a Red Spanish ¢ de 4,5 a 5,5. Acima dessas faixas pode
ocorrer deficiéncia de micronutrientes, como ferro (Fe) e zinco (Zn) (Py, 1969).

vy E importante observar que o calculo para a calagem deve fornecer
doses de corretivos que nio elevem o pH acima das faixas consideradas idcais
para a cultura. Igualmente importante, ¢ assegurar uma relagdo
potdssio:magnésio: calcio (K:Mg:Ca), que mclhor atenda a nutrigio do
abacaxizeiro. Segundo Martin-Prével (1961), para condi¢gdes da Guiné, a
distribui¢fio percentual pode ser 30 a 60% de K,302a65%deMge0al7%de
Ca, necessitando ser testada para outras condigdes edafo-climaticas.



TABELA 1.4. Nutrientes extraidos pela cultura do abacaxi (kg/ha).

N P K Ca Mg S Qbs. N:PK
67 8,3 198 - - - 8t/ha colheita 1:0,12:2,95
350 52,8 942 175 - - 18375 pl/ha 1:0,15:2,7
107 380 347 95 4 - 25000plha 1:0,35:3,2
83 12,2 364 - - - 12500pl/ha 1:0,14:4,38
123 14,6 156 - - - 100t/ha colheita 1:0,11:1,27
308 29,5 730 - - - 20t frutos/ha 1:0,09:2,3
355 32,5 509 236 115 40 50000 pl/ha 1:0,09:1,4
317 13,6 1257 - - - 50000pV/ha (Pérola) 1:0,04:4,0
300 14,3 444 - - - 50000pl/ha (Cayenne) 1:0,047:1,5

Fonte: Virios autores, citados por Paula, Mesquita ¢ Nogueira, 1998.

Com relagio a adubagdio, a Comissdo de Fertilidade do solo do Estado
de Minas Gerais (1999) estabeleceu como adubagdo basica para o abacaxizeiro
as doses de 9g de N, 3g de P,Os e 15g de KO por planta, para solos com baixos
niveis de fosforo e potassio. Essa adubagdo ¢ feita, aplicando-se todo o fosforo,
1/3 do nitrogénio ¢ 1/3 do K»O no plantio e o restante dividido em duas doses.

E importante que, além das exigéncias nutricionais da planta, fatores
como capacidade de suprimento de nutrientes pelo solo, nivel tecnoldgico
adotado na exploragiio, destino da produgdo ¢ rentabilidade da cultura sejam
devidamente considerados para a definigdo das quantidades de fertilizantes a
serem aplicadas na cultura do abacaxi. As variagdes que podem ocorrer nessc
conjunto de fatores evidenciam que a recomendagiio deve ter abrangéncias
regionais. Na maioria dos paises produtores, incluindo o Brasil, verifica-se que
a adubagdo nitrogenada tem variado de 6 a 10g de N/planta, a fosfatada de 1 a
4g de P,Os/planta e a potassica de 4 a 15g de K:O/planta (wg);

Como fontes de nitrogénio, as formas amoniacais sdo as mais indicadas.
A pulverizagio com uréia pode ser usada como adubagfo complementar,
empregando-se solugdes de uréia a 4% contendo também cloreto de potassio a
2% (Malavolta et al., 1974). Como fonte de fosforo, deve-se dar preferéncia aos



soliveis como o superfosfato simples, duplo ou triplo, o fosfato mono ou
diaménico. Para o potassio, podem ser usados o sulfato de potassio ¢ 0 cloreto
de potassio, sendo o sulfato a forma mais indicada (Paula, Mesquita ¢ Nogueira,
1998).

Os adubos quimicos podem ser aplicados nas axilas das folhas basais
do abacaxizeiro com a ajuda de colheres, ou com funil acoplado a um tubo
plastico rigido. Podem também ser aplicados no solo junto as plantas.
Independentemente do modo de aplicagdo, deve-se evitar que o adubo caia nas
folhas superiores, causando a queima; ou no olho ou roseta da planta podendo
causar a morte (Souza, 1985).

Quanto & época de aplicagio da adubagdo, normalmente tem sido
recomendado um parcelamento muito grande, 0 que tem concorrido para onerar
as despesas de mio de obra com a cultura. Nas aplicagSes com intervalos de
dois em dois meses, sdo necessirias quantidades superiores a duas vezes as
recomendages mensais. Deve-se evitar intervalos superiores a trés meses entre
duas aplicagdes de adubos, para evitar saltos de desenvolvimento na planta ¢
procurar manter um crescimento continuo e uniforme das mudas, com exce¢do
em locais onde ocorre seca prolongada. As curvas de absorgdo de nutrientes
mostram pouca exigéncia da planta para nitrogénio nos trés primeiros meses
ap6s plantio, periodo em que a planta tem reservas na muda ¢ poucas raizes
(Manica et al., 1983 citados por Manica, 1999).

2.4 Métodos de propagacdo

Na cultura do abacaxizeiro, a qualidade da muda tem influéncia tdo
forte no estado sanitario, desenvolvimento, produgdo e rendimento das
plantag3es, que a obtengdio e a utilizagdo de material de plantio com vigor e
sanidade superiores, podem ser considerados fatores decisivos para se alcangar

sucesso econdmico no cultivo dessa fruteira (Reinhardt, 1998).



2.4.1 Propagaciio vegetativa

O abacaxizeiro é uma planta de propagagdo, predominantemente
vegetativa, por meio de mudas. A propaga¢do por sementes so ocorre quando
ha polinizagdo cruzada entre variedades e/ou espécies diferentes, tendo
aplicagiio exclusiva na pesquisa para obtengdo de novas variedades. Em
plantios comerciais, nio ha produgfo de sementes devido a autoesterilidade das
flores e & formagiio partenocarpica do fruto (Reinhardt, 1998).

A propagaciio vegetativa é feita através de mudas denominadas coroa
(sobre_o_frute), filhote ou mudas do cacho (abaixo-do—fruto), filhote-rebentdo
(insergéo_do_pedinculo-no—talo) e rebentdo (base-do-talo)—Esses tipos de
propagulos podem ocasionar problemas como: 1) cada propagulo requer um
tempo determinado para florescimento, criando dificuldades na hora da colheita
se as plantas vierem de diferentes tipos de propagulos, 2) a propagagdo por
coroas, filhotes ou rebentdes é um processo lento e, além disso, coroas sdo
vendidas com o fruto o que inviabiliza o seu uso; 3) o plantio de material para
produzir propagulos ¢ limitante, por exemplo, para o Smooth Cayenne que
produz poucos filhotes (Py, Lacoucilhe e Teisson, 1984). Ha que considerar,
ainda, que esse processo requer intensa utilizagdo de mio de obra, dispende
muito tempo, produz um pequeno numero de mudas e gera material de
qualidade sanitaria duvidosa (Fauth et al., 1994).

Os filhotes sdo fregiientemente utilizados para plantio por estarem
disponiveis em maior quantidade, principalmente na cv. Pérola. Para a cv.
Smooth Cayenne, os rebentdes siio os mais utilizados devido ao baixo mamero
de filhotes formados. A muda tipo coroa confere a cultura um ciclo mais longo,
ao passo que mudas tipo rebentdio, em fungdo da maior quantidade de reservas
nutritivas, confere 4 planta maior velocidade de crescimento. O filhote, de ciclo
de duragdo intermedidria, é o tipo de muda mais utilizado devido a sua maior
disponibilidade, no caso da cv. Pérola (Reinhardt, Souza ¢ Cunha, 1996).

Outro método de obtencdo de mudas, ainda pouco utilizado, ¢é a
propagagio a partir do talo que consiste na produgéo de plantulas a partir da
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brotagiio de gemas contidas nos pedagos do talo ou haste da planta mie. E um
método que pode produzir aié 90% de mudas sadias, pois permite observar a
partc interna do talo e desta forma eliminar toda se¢do que apresente sintomas
de fusariose (Silva e Sanabio, 1996).

A escassez de mudas de boa qualidade e o custo elevado resumem a
atual situagiio do material de plantio no Brasil. Reinhardt (1998) cita outras
razdes da escassez de mudas como: induges florais feitas em periodos quentes
e secos, desprezo pela muda tipo rebentdo e coroa (nem sempre disponivel para
o produtor), prolongado periodo de deficiéncia hidrica. Além disso, a qualidade
da muda disponivel ¢, em geral, bastante precaria devido ao baixo vigor das
plantas-mdes ¢ o manejo deficientc das mudas durante seu desenvolvimento na
planta.

A baixa disponibilidade ¢ o aumento da demanda por mudas resultaram
no aumento do custo da muda, que se tomou o insumo mais caro na produgdo
de abacaxi. No entanto, essa situagio pode ser mudada se o produtor recorrer a
alguns cuidados fundamentais no manejo da cultura como: manejo adequado da
plantagio e das mudas convencionais ¢ aumento da producdo de mudas em
viveiros (Reinhardt, 1998).

A produgio de mudas de abacaxizeiro, no Estado de Minas Gerais, esta
em fase inicial. A adogdo do método de multiplicagio pelo seccionamento de
talo, por exemplo, esta atrasada por causa da predominincia do tradicionalismo
dos produtores mineiros ¢ sua falta de percepgéio aos beneficios resultantes do
plantio de mudas de boa qualidade. Outros fatores que muito t€m contribuido
para dificultar a adogdo desse método como rotina de produgéo de mudas sdo, a
necessidade de implantagdo de infraestrutura fisica, a falta de recursos humanos
treinados e a falta de disponibilidade dos produtores (Rios, 1998).

2.4.2 Micropropagacio

A cultura de tecidos ¢ uma parte da biotecnologia que reune varias
técnicas na busca de produtos de origem vegetal de melhor qualidade, incluindo
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sementes ¢ mudas, além de produtos extraidos das plantas. No Brasil, a
fruticultura ja tem sido beneficiada pelo uso da cultura de meristemas ¢ da
\n/ﬁgopropaggqﬁo. A decisio de se utilizar técnicas da biotecnologia em
qualquer programa de pesquisa ou produgio comercial, bem como a escolha das
técnicas adequadas, dependerd dos objetivos ¢ das caracteristicas da espécie
(Caldas ¢ Grattapaglia, 1986).

A propagagio vegetativa in vitro, também dcnominada de
micropropagagio devido ao tamanho dos propagulos utilizados, ¢ a aplicagéio
mais pratica da cultura de tecidos e aquela de maior impacto. Consiste no
cultivo asséptico de parte do vegetal (explante), em condigdes de laboratério,
sobre um meio nutritivo artificial. E uma das principais aplicagdes da cultura de
tecidos, especialmente para aquelas plantas que sdo de dificil propagagdo pelos
métodos convencionais. Esta técnica ja é usada comercialmente, permitindo a
obtengéo de milhares de plantas, todas gencticamente uniformes. Significativos
progressos meste sentido tém sido verificados em vérias espécies frutiferas,
propagadas vegetativamente por enxertia ¢ nas quais a micropropagagéio tem
possibilitado a multiplicagdo rapida de porta-enxertos e/ou de cultivares-copa
(Hoffman et al., 1996).

A utilizagdo da micropropaga¢iio em ambito comercial ja ¢ realidade
em diversos paises do mundo. A maioria dos laboratérios comerciais surgiram
agregados a viveiros como iniciativa dos proprios produtores de mudas. Hoje
essa atividade comercial concentra-se principalmente na limpeza clonal e na
multiplicagio de espécies herbdceas e arbustivas, e em scgundo plano as
lenhosas, com destaque para multiplicagio de porta-enxertos de frutiferas de
clima temperado ¢ arvores-elite de esséncias florestais de rapido crescimento
(Grattapaglia e Machado, 1998).

Os estagios da micropropagagdo, segundo Murashige (1974), podem ser
divididos em: 1 - selegio de explantes, desinfestagdio e cultivo em meio
nutritivo; 11 — muldplicagio dos propagulos; IIl — enraizamento em meio
nutritivo e transplantio das plantas para substrato ou solo. Esse esquema nio
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precisa ser necessariamente seguido, permitindo alteragbes conforme as
peculiaridades de cada espécie.

Considerando que a fusariosc é a doenga mais importantc do
abacaxizeiro ¢ se propaga basicamente por mudas contaminadas, todas as
possibilidades de multiplicagéio desta frutifera por mudas sadias devem ser
consideradas (Silva e Sandbio, 1996), como por exemplo, a técnica do cultivo
in vitro. /A utilizagdo desse tipo de muda ainda ¢ restrita no Brasil, porque o
nimero de laboratérios é pequeno e o prego da muda ¢ alto, inviabilizando o
seu uso. Por enquanto, as mudas originadas desta tecnologia devem ser
utilizadas como matrizes a serem multiplicadas em sistema de viveiro (Silva e
Sanabio, 1996).

A micropropagagio do abacaxizeiro tem sido utilizada,'
prioritariamente, em apoio a programas de melhoramento com objetive de
obtengdo de variedades ¢ hibridos resistentes & fusariose, permitindo a
multiplicagdo rapida de clones selecionados (Eloy et al., 1993; Matos et al.
1988). Difercntes taxas de regeneragdo tém sido observadas de acordo com a
metodologia utilizada. Segundo Mathews e Rangan (1979), o cultivo de gemas
axilares, extraidas de mudas tipo coroa, possibilitou a obtengdo de mais de uma
planta por gema.

Qualquer que seja a técnica de cultura de tecidos utilizada, as plantas
obtidas necessitam passar por um periodo de aclimatizagdo e crescimento, até
atingirem o tamanho adequado para o plantio definitivo no campo, quando
merecem uma avaliagdo de seu comportamento.

Com esse objetivo, Vesco et al. (2000), utilizaram a técnica da cultura
de tecidos para a micropropagagdo de 17 acessos de abacaxizciro pertencentes
as cvs. Pérola, Smooth Cayenne, Amarelo ¢ Amarclinho, para avaliagdes de
padrdes fenotipico ¢ genotipico em diferentes fases de cultivo in vitro,
aclimatizag@io e cultivo a campo. Com os resultados obtidos concluiram, que o
cultivo in vitro permite a produgdo de mudas iscntas de fusariose no primeiro
ciclo de produgdo ¢ permite a oblengfio de mudas tipo filhote também sadias,
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que quando transplantadas para areas isentas dessa doenga, resultam em ganhos
de 30% em relagdo aos cultivos feitos com mudas infectadas.
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CAPITULO 2

MICROPROPAGACAO DO ABACAXIZEIRO cv. PEROLA

Resumo: Objetivou-se produzir mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv.
Pérola a partir da técnica do estiolamento e posterior recuperagdo de brotos
estiolados. Dois experimentos foram realizados, utilizando o delineamento
inteiramente casualizado. No primeiro, os talos utilizados como explante foram
obtidos de brotos que ja se encontravam estabelecidos in vitro, dos quais foram
retiradas as folhas. Foi utilizado o meio MS suplementado com 0,lmg.L" de
ANA ¢ 0,5 mg.L" de BAP, meio MS suplementado com 1,8 mg.L'{ de ANA e
2,0 mg.L"' de BAP e MS sem reguladores de crescimento. O estiolamento foi
induzido colocando-se os explantes em tubos de ensaio de 150x25mm
(contendo os referidos meios de cultura), no escuro por 20, 40 ¢ 80 dias. Apds
esse tempo, os brotos esticlados foram retirados dos tubos para avaliagdes do
comprimento ¢ mimero de brotagdes estioladas. Para a varidvel numero de
brotos, o melhor meio foi o0 MS + 1,8 mg.L" de ANA e 2,0 mgL" de BAP,
onde se obteve uma média de 10,78 brotagdes aos 49,3 dias no escuro, porém
essas brotagdes tiveram um comprimento menor que 1,0cm. Para a varidvel
comprimento de brotos estiolados, o meio MS, sem reguladores de crescimento,
foi significativamente melhor quando os explantes foram mantidos por 80 dias
no escuro, apresentando um comprimento médio de 10,86cm. No segundo
experimento, os brotos estiolados foram colocados horizontalmente em placas
contendo os trés meios de cultura utilizados para o estiol to e foi testado
também a retirada e a ndo retirada do apice, tmalimd:@alamentos. As
avaliagdes foram feitas 45 dias apés a inoculagdo dos explantes. Para a variavel
nimero total de brotos o meio MS suplementado com 1,8mg.L” de ANA e
2,0mg.L”’ de BAP promoveu o melhor resultado comespondendo a 10,61
brotagdes, conseguido com a retirada do dpice, visto que sem a sua retirada, os
meios tiveram o mesmo comportamento. No tercciro experimento, testaram-se
o efeito dos meios citados acima e as concentragdes de 4gar, 0, 3,5 ¢ 7,0g.L”,
no desenvolvimento das mudas até a obtengdio do tamanho estabelecido para a
aclimatizagdo. O meio MS sem reguladores de crescimento favoreceu o mimero
de folhas, a altura da planta ¢ a matéria fresca e seca das mudas
micropropagadas.

Palavras chaves: cultura de tecidos, propagacdo, bromeliaceae
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PINEAPPLE MICROPROPAGATION cv. PEROLA

Abstract: It was aimed to produce micropropagated plantlets of pineapple cv.
Perola basin in etiolated technique and subsequent recovery of etiolated shoots.
Two experiments were accomplished. In the first, the stalks used as explante
were obtained from shoots established in vifro from where leaves were
removed. The used medium was MS suplemented with 0,1mg.L" of ANA and
0,5mg.L"' of BAP, medium MS suplemented with 1,8mg. L' of ANA and
2,0mgL! of BAP and MS without growth regulators. The etiolated was
induced putting the explants in tubes of 150x25mm, containing referred culture
medium, in the darkness for 20, 40 and 80 days. Afier that time, ctiolated shoots
were removed from the tubes for evaluations of the length and number of
etiolated shoots. For the variable shoots number, best medium was MS +
1,8mg.L" of ANA and 2,0mg.L" of BAP, where was obtained an average of
10,78 shoots for the 49,3 days in the darkness, however those shoots had a
smaller size than 1,0cm. For the variable size etiolated shoots, the MS medium
without growth regulators, was significantly better when explants were
maintained for 80 days in the darkness, presenting size of 10,86cm. In the
second experiment, the etiolated shoots were put horizontally in plates
containing the three culture medium used for the etiolated. Also, the reatreat or
not of the apex was tested, totaling therefore 6 treatments. The evaluations were
made 45 days after the inoculation of the explants. For the variable total number
shoots, the MS medium suplemented with 1,8mg.L" of ANA and 2,0mg.L" of
BAP achieved the best result, comesponding to 10,61 shoots gotten with the
retreat of the apex, without it the medium had behavior same. In the third
experiment were tested, the medium effect (mentioned above) and the
concentrations of agar 0, 3,5 and 7,0g.L", in the development of the plantlets
until they reach the ideal size for the acclimatization. The MS medium without
growth regulators favored the number leaves, size and the fresh and dry matter
of the micropropagated plantlets.

Key words: tissue culture, propagation, Bromeliaceae
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1 INTRODUCAO

A produgio de mudas de abacaxizeiro em laboratorio, através da
cultura de tecidos vegetais, permite obter milhares de mudas a partir de uma
fmica gema, em pequeno espago ¢ tempo, livres de pragas e doengas. A
utilizagdo desses tipos de mudas, no Brasil, ainda ¢ restrita porque ha poucos
laboratérios e o prego da muda ¢ relativamente clevado.

No entanto, considerando-se que a fusariosc ¢ uma doenga quc sc
transmite quase que por mudas contaminadas, toda técnica de produgdo de
mudas sadias deve ser considerada. ;

Um sistema eficiente de propagagdo in vitro pode permitir um aumento
rapido de material para propagagdo. Além disso, variagdes que podem ocorrer
na cultura de tecidos podem ser utilizadas como fonte de variabilidade genética
para criar variedades, pois a maioria das variedades de abacaxizeiro sdo
mutantes que foram selecionados e propagados.

A metodologia para a micropropagagio do abacaxizeiro consiste,
basicamente, em desfolhar as mudas e, em ambiente asséptico, retirar as gemas
dos talos obtidos para obtengdo das brotagdes.

O objetivo geral foi a obtengdo de mudas micropropagadas de abacaxi
cv. Pérola, com objetivo especifico dec aumentar a taxa de multiplicagio in
vitro, através do estiolamento das brotagSes ¢ posterior recuperagao dos brotos

estiolados.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Micropropagagiio

Durante os ultimos anos, alguns métodos para aumentar o material
propagativo de abacaxizeiro tém sido desenvolvidos, visto que o aumento do
nimero de propagulos ¢ necessrio devido a densidade de plantio ser muito

alta. O ‘Smooth Cayenne’ ¢ plantado no Havai com 60000 a 80000 plantas por
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hectare € em regides onde cultivares sem espinhos sdo plantadas e a densidade ¢
de 15000 a 35000 plantas por hectare (Py e Tisscau, 1965).

Um sistema eficiente de propagagio in vitro pode permitir um aumento
rapido de material para propagagdo. Produzir plantas dirctamente de gemas
axilares_ou._terminais—foi primciramente conseguido por Aghion e Beauchesne
(1960). Outros trabalhos foram feitos posteriormente, como a regeneragéo de
plantas através de brotos apicais cultivados em meio sélido (Sita, Singh e lyer,
1974), produgio de vdrios brotos diretamente de gemas (Mapes, 1973 citado
por Moore, DeWald e Evans, 1992), sendo que resultados similares foram
conseguidos por Teo, (1974), Pannetier ¢ Lanaud, (1976).

Algumas estimativas de produgio de plantas sdo citadas. Segundo
Drew (1980), partindo-se de 30 explantes vidveis, com uma taxa de
multiplicagdo de 50 plantas/explante ¢ trés subculturas sucessivas, pode-se
obter 1.250.000 plantas num periodo de 6 a 8 meses. Através do cultivo de
gemas axilares de uma coroa, podem ser obtidas 5000 plantas em 12 meses,
desde que haja formagdo de gemas multiplas nos explantes (Zepeda & Sagawa,
1981). :

2.2 Metodologia

A metodologia utilizada para a micropropagagdo do abacaxizeiro
consiste, basicamente, em desfolhar as mudas, desinfestar os talos obtidos com
hipoclorito de sédio, retirar as gemas em ambiente asséptico, desinfestar
novamente as gemas ¢ colocd-las em tubos de ensaio, contendo meio nutritivo

para que ocorra a brotagdo.
2.3 Explantes e meios nutritivos utilizados

Normalmente, gemas axilares dormentes de coroa sdo excelentes
explantes primdrios. Folhas apicais e mudas obtidas in vifro sdo também bons

materiais para produgdo de calos, dos quais pode-se regenerar mudas (Mathews
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e Rangan, 1981). Outros explantes siio utilizados como gemas apicais ¢ axilares
de coroa (Mathews e Rangan, 1979), de filhotes (Sita, Singh e Iyer, 1974),
gemas laterais (Zepeda e Sagawa, 1981), sincirpio (Wakasa, 1979 citado por
Kiss et al., 1995) e calos (Rao et al. 1981 e Wee, 1979 citados por Kiss et al.,
1995).

Em quase todos os trabalhos o meio MS (Murashige e Skoog, 1962)

tem sido utilizado. Varios reguladores de crescimento tém sido testados para
iniciagio ¢ manutengio no meio de cultura, especialmente utilizando-se a
combinagdo de auxina e citocinina (Moore, DeWald ¢ Evans, 1992; Pescador ¢
Koller, 1992; Cabral, Cunha e Rodrigues, 1984).

Algumas substincias, como dgua de coco e caseina hidrolizada t€m
sido adicionadas ao mecio (Zepeda e Sagawa, 1981; Aghion e Beauchesne,
1960), mas nido sdo necessdrias se os reguladores de crescimento estiverem
presentes.

Os reguladores de crescimento tém o objetivo principal de suprir as
possiveis necessidades dos teores endégenos de hormdnios nos explantes,
estimulando respostas como alongamento ou multiplicagio da parte aérea
(Altman e Goren, 1977). A determinagio da concentragio de reguladores de
crescimento a ser utilizada é um fator importante, visto que as concentragdes de
citocinina podem variar bastante em fungdo da espécie e do tipo de explante e
que concentragdes excessivas de auxinas podem induzir a formagéio de calos,
mesmo quando adicionadas em concentragdes acima de alguns décimos de
miligrama (Grattapaglia ¢ Machado, 1998).

O estado fisico do meio de cultura tem inﬂuéﬁcia na multiplicagéo de
partes aéreas e, para o abacaxizeiro, Mathews e Rangan (1979) obtiveram igual,
ou melhor, eficiéncia utilizando meio liquido. No entanto, o uso de meios
liquidos ou semi-solidos pode provocar vitrificagdo das plantas, observada por
Debergh, Harbaqui ¢ Lemeur (1981) em culturas de Cynara scolymus.

O protocolo para micropropagagfo do abacaxizeiro é resumido por
Moore, DeWald ¢ Evans (1992), indicando que os melhores explantes sdo
gemas axilares de coroas ¢ filhotes em meio MS suplementado com 3% de
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sacarose, 0,8% de agar, 0,57mM inositol, 1,2uM de tiaminaHCl, 10,8pM de
ANA c 8,8uM de BAP.

Na micropropagagéo do abacaxizeiro, o tempo para o estabclecimento ¢
proliferagéio de brotos é considerado longo. DeWald et al. (1988), trabalharam
com trés cultivares (PR-1-67, Perolera e Smooth Cayenne), selecionando trés
brotos de cada cultivar, os quais foram acompanhados por 13 meses de
subculturas para determinar a produgdio de plantas por broto. A produgdo de
plantulas comegou nove meses depois do isolamento do explante. As ués
cultivares responderam diferentemente, com o Perolera, produzindo 829 plantas
ap6s 5 meses, o PR-1-67 produzindo 754 plantas ¢ Smooth Cayenne 181
plantas, no mecsmo periodo. O niimero de plintulas produzidas dobrou a cada
subcultura mensal, do 112 ao 13 més. Aproximadamente 25 plantas maiores
que 2,5c¢m podiam ser colhidas a cada subcultura depois do 13? més. Estas trés

cultivares continuaram proliferando 4 anos apds o inicio do trabalho.
2.4 Estiolamento in vitro

A micropropagagiio do abacaxizeiro ¢ normalmente mais demorada que
outras espécies, pois a produgio de plantas nio ¢ conseguida antes de 9 a 12
meses depois do inicio das culturas. Mas esse obsticulo pode ser superado com
novos estudos para reduzir ess¢ tempo. Nesse sentido, Kiss ct al. (1995)
propuseram novo método de propagagio ripida do abacaxi, baseado no
alongamento de brotos induzidos in vitro, através do estiolamento.

O estiolamento é o desenvolvimento de brotos, ramos ou partes destes

. em auséncia de luz, o que causa o crescimento, geralmente alongado ¢ com

coloragdio amarela ou branca devido & auséncia de clorofila (Hartmann e Kester, -
1990).

Alguns cstudos tém aplicado a técnica do estolamento para
enraizamento de estacas onde sdo citados efeitos morfologicos e fisiolégicos
envolvidos nesse processo. Essas técnicas, ainda pouco estudadas no Brasil,

possivelmente permitirio a obtengdo de melhores resultados na propagacio de
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plantas nativas exdticas dificeis de enraizar, do que a simples utilizagdio de
auxinas em estacas (Biasi, 1996).

Os efeitos morfoldgicos incluem, a coloragdo branca, alongamento dos
intemoédios ¢ aumento da suculéncia, proporcionando decréscimo na barreira
mecanica dos tecidos do caule devido a menor lignificagdo, suberificagdo ¢
espessura das paredes celulares (Maynard e Bassuk, 1996). O estiolamento
atrasa a lignificagdo dos tecidos, e cssa redugdo das propriedades mecanicas dos
tecidos é responsével pela facilidade de enraizamento provocada nas brotacdes
estioladas (Bassuk e Maynard, 1987 citados por Biasi, 1996).

Os efeitos fisiologicos incluem, o metabolismo e transporte de auxina,
alteragdes na sensibilidade dos tecidos & auxina ¢ alteragbes no conteudo de
compostos fendlicos. Acredita-se que a luz diminui a eficiéncia do AIA (acido
* indolacético) sem mudar o seu conteudo. No caso de enraizamento de estacas,

estas, quando bem iluminadas, requerem um maior acumulo de auxina para
estimularem a iniciagio radicular (h{[gynard e Bassuk, 1988). O estiolamento
‘pode favorecer o enmraizamento, porqv.zg a degmdaqiogdo AIA ¢ maior na
presenca de luz, onde cerca de 80% do contendo ¢ destruido apos 24 horas de
* jluminagdo, enquanto apenas 56% ¢ degradado apos 48 horas no escuro
(Kawase, 1965), além disso, foi demonstrado que, em tecidos estiolados, a
prescnga de compostos fendlicos inibidoreé do AlA-oxidase, siio mais
abundantes (Konish e Galston, 1964 citados por Biasi, 1996).

Em cultivos in vitro, Economou ¢ Read (1987), encontraram maior
porcentagem de enraizamento em, brotagbes de azaléa cultivadas sob menor
irradiagdo, e uma alta correlagdo foi encontrada entre a atividade da peroxidase
¢ a habilidade de cnraizamento das brotagGes.

O estiolamento foi utilizado por Kiss et al. (1995) com o objetivo de
obter brotagdes in vitro de abacaxizeiro. Brotos da c¢v. Smooth Cayenne
produzidos in vitro foram colocados em meio MS adicionado de ANA (10pM)
¢ mantidos a 28°C no escuro por 30 a 40 dias, depois de retiradas todas as
folhas. Esse processo promoveu o estiolamento dos brotos ¢ a indugdo de novas

gemas, onde foi obtido uma média de 2,6 brotos/explante com um comprimento
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médio de 7,74cm ¢ 6 a 9 nos/broto aos 30 a 35 dias. Depois de estiolados, os
brotos foram colocados em placas de Petri, no-seatido horizontal, contendo
meio de cultura N6 suplementado pelos reguladores de crescimento cinetina
(25uM) cu BAP (20uM), conseguindo dessa maneira, apos 4 a 6 semanas, uma
taxa de regeneragiio de 13 a 15 plantas por explante, aumentando a taxa de
multiplicagdo in vitro. Com esse mesmo objetivo, Moreira, Pasqual e Anjos
Sobrinho (1997), usando brotos cortados, sem folhas, de plantas ja
estabelecidas in vitro da cv. Primavera, verificaram que houve estiolamento dos

brotos até 10,26cm aos 45 dias de incubagdio no escuro.
3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de
Tecidos do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.
Foram realizados' trés experimentos correspondentes s fases de multiplicagdo,
alongamento.

O material propagativo, plantas ja estabelecidas in vitro, utilizado nos
experimentos foi obtido do Centro Nacional de Pesquisa de Fruticultura ¢
Mandioca (CNPMF), em Cruz das Almas- BA. Esse material foi submetido a
varias repicagens para meio de multiplicagdio.

O meio de cultura basico utilizado nos experimentos foi o MS
(Murashige ¢ Skoog, 1962) suplementado com reguladores de crescimento de
acordo com os tratamentos. Para o preparo dos meios, foram utilizadas solugdes
estoques preparadas com agua destilada ¢ armazenadas em frascos escuros em
geladeira, bem como os reguladores de crescimento. O pH dos meios foi
ajustado para 5,8, com adigiio de NaOH 0,5 ¢ 0,IN, e quando necessario, HCl
0,IN, antes da adigdo do agar. Apds o preparo, os meios foram autoclavados a
pressdo de 1,5 atm ¢ & temperatura de 120°C durante 20 minutos.

Os cxperimentos foram realizados em cimara de fluxo laminar,
desinfestada com alcool a 70%. Os instrumentos (pingas, bisturis € placas de

Petri) foram autoclavados ¢ flambados durante o uso. Como recipientes de
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cultivo, foram utilizados frascos € tubos de ensaio cobertos com tampa plastica
translicidas e seladas com filme de PVC. Apo6s a inoculagio dos explantes, os
tubos ou frascos foram levados para sala de crescimento, com luminosidade em
tomo de 47umol.m-2.s-1, temperatura de 27+ 2°C e fotoperiodo de 16 horas,
onde permaneceram até a época das avaliagdes.

O delincamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
para todos os experimentos, sendo os tratamentos comparados através do teste
de Scott-Knott para os fatores qualitativos, ¢ por andlise de regressdo, para
fatores quantitativos. As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas
com uso do software SISVAR, de acordo com as caracteristicas de cada

experimento.
Experimento 1: Estiolamento de brotos de abacaxizeiro cv. Perola

Brotagdcs de abacaxizeiro cv. Pérola estabelecidas in vitro foram
selecionadas e colocadas em meio de cultura MS antes de serem submetidas aos
tratamentos. Esta selegdo foi feita em fungiio do tamanho, de maneira que,
depois de retiradas as folhas, fossem obtidos talos de 1,0cm de comprimento.

Em condigGes assépticas, foram retiradas as folhas e raizes dos brotos,
e colocadas em tubos de ensaio de 150x25mm, contendo os meios de cultura,
de acordo com os tratamentos.

Os tratamentos consistiram de: meio MS suplementado com 1,8mg.L"
de ANA e 2,0mgL” de BAP (1); MS com 0,lmgL" de ANA e 0,5mg.L" de
BAP (2) e o meio MS sem reguladores de crescimento (3). O estiolamento foi
induzido, colocando-s¢ os talos nos tubos, contendo os referidos meios, no
escuro por 20, 40, 80 dias. Os tubos foram levados para sala de crescimento
envoltos em papel aluminio para indugéo do estiolamento.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com
9 tratamentos em 5 repetigdes e 3 brotos /repetigdo, totalizando 135 explantes.

Ao término de cada tempo, os brotos esticlados foram retirados dos

tubos para avaliagSes do mimero de brotagdes ¢ comprimento.
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Experimento 2: Indugio i brotagfio das gemas de brotos estiolados

in vitro de abacaxizeiro cv. Pérola.

Brotagdes estioladas de abacaxi cv. Pérola foram colocadas em meio
MS e levadas ao escuro para promover o estiolamento, segundo o procedimento
do experimento anterior. Depois de estiolados, os brotos foram retirados dos
tubos ¢ submetidos aos tratamentos para indugdo de brotagéo das gemas.

Os brotos cstiolados, com * 12cm, foram retirados dos tubos ¢
colocados horizontalmente em placas de Petri, contendo meio de cultura, e
levadas para sala de crescimento onde permancceram por 45 dias, quando
foram feitas as avaliagGes.

Os mecios de cultura testados foram: MS sem reguladores de
crescimento (1), MS suplementado com 1,8mg.L" de ANA e 2,0mg.L" de BAP
(2), MS suplementado com 0,img.L" de ANA e 0,5mg.L" de BAP (3). Outro
fator testado foi a retirada do apice, visto que em testes preliminares essa
técnica proporcionou maior brotagdo.

O delincamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com
3 repetigdes ¢ 3 plantas por parcela.

As varidveis analisadas foram: numero total de brotagGes, nimero de
brotagbes na base, nimero de brotagées no apice e nimero de brotagdes entre o

apice ¢ a base.

Experimento 3 - Efeito da suplementagcdo hormonal do meio MS no

crescimento in vitro de mudas de abacaxizeiro cv. Pérola.

Com o objetivo de promover maior desenvolvimento das mudas
micropropagadas de abacaxizeiro cv. Pérola foi montado o experimento onde se
testou os meios: MS (1), MS + 0,1mg.L" de ANA + 0,5mg.L" de BAP (2) ¢
MS + 1,8mg.L"' de ANA + 2,0mgL" de BAP (3) em diferentes concentragdes
de 4gar: A= 0; B=3,5 e C=7,0g.L".
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Mudas micropropagadas, de aproximadamente 80mg de matéria fresca,
foram colocadas em tubos de ensaio, contendo o mcio de cultura ¢ mantidos em
sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 24 a 27°C.
Para o meio de cultura sem agar, foi utilizada ponte de papel de filtro como
suporte para os explantes.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 4
repetigdes ¢ 3 plantas por parcela, em esquema fatonial totalizando 9
tratamentos. As avaliagSes foram feitas apos 45 dias, onde se avaliou: mimero
de brotagdes, comprimento, nimero de folhas, peso de matéria fresca e peso de

matéria seca totais.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1: Estiolamento de brotos de abacaxizeiro cv. Perola.

Para as duas varidveis analisadas, houve interagdo significativa entre o
tipo de meio utilizado e o tempo de permanéncia no escuro (Tabela 2.1).

A perda de explantes (8,15%) foi devida a contaminag3es por fungo e
esticlamento das folhas. E importante observar essa perda, porque, para que se
obtenha um melhor resultado de estiolamento dos brotos, as folhas devem ser
arrancadas uma a uma e nfio cortadas, pois nesse caso havera estiolamento dos
residuos de folhas, prejudicando o estiolamento dos talos.

Para a variavel nimero de brotos (Tabela 2.2), os trés meios utilizados
tiveram comportamento semelhante aos 20 dias no escuro. Aos 40 ¢ 80 dias no
escuro, os meios tiveram comportamentos diferentes, sendo que, aos 40 dias o
meio 1 foi superior, apresentando um numero médio de 10,26 brotagdes, e aos
80 dias, 0 meio 2 promoveu uma brotagdo média de 8, 19, sendo superior aos
demais. O meio 3 foi inferior, independente do periodo no escuro, apresentando

um maximo de 2,49 brotagGes.
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TABELA 2.1. Resumo da analise de varidncia para comprimento € numero de
brotagdes estioladas in vitro de abacaxizeiro cv. Pérola

submetidos a condigdes de escuro. UFLA, Lavras — MG, 2001.

QM e significancia

FV GL Comprimento Numnero Brotos
Meios 2 84.136183* 77.279709*
Dias no escuro 2 58.759185* 38.970736*
Meios*Dias escuro 4 41.011185* 34.784136*
Erro 36 0.660372 2.507810
Total 44
CV (%) 38.66 34.28

TABELA 2.2. Numero médio de brotos cstiolados de abacaxi cv. Pérola
submetidos a condigdes de escuro. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Meios de cultura
Tempo (dias) 1 2 3
20 439 a 236a 249a
40 10,26 ¢ 6,33b 2,29a
80 396 b 8,19¢ 1,26 a

Médias scguidas por kctras difcrentes, na horizontal, diferem cntre si 20 nivel de 5% de probabilidade.

Observou-se, que os meios de cultura 1 e 2 proporcionaram brotagdes
cstioladas menores que 1,0cm de comprimento que podem ser recuperadas em
tubos de ensaio, contendo meio MS com ou sem reguladores de crescimento em
sala de crescimento a 25°C ¢ fotoperiodo de 16 horas de luz.

Apesar do meio MS suplementado com 1,8mg.L’ de ANA e 2.0mg.L"
de BAP ter induzido uma maior brotagéo, verificou-se uma expressiva presenga
de calos neste meio. Provavelmente, a concentragio da auxina utilizada foi

clevada, visto que o dcido indolacético (ANA) ¢ uma auxina que se adicionada

29



em concentragles acima de alguns décimos de miligrama, tende a formagdo de
calos (Grattapaglia ¢ Machado, 1998). O meio suplementado com 0,lmg.L"! de
ANA + 0,5mg.L" de BAP, apesar de induzir um niimero menor de brotages,
ndo promoveu a formagdo de calos.

Quando se utilizou o meio MS suplementado com 1,8mg.L” de ANA e
2,0mg.L'de BAP, o nimero médio maximo de brotagdes (10,78) foi
conseguido aos 49,3 dias ¢ para o meio MS suplementado com 0,lmgL"’ de
ANA ¢ 0,5mg.L" de BAP o nimero médio maximo de brotos (8,19) foi obtido
aos 80 dias no escuro (Figura 2.1). Estes resultados foram superiores aos
obtidos por Kiss et al. (1995), mesmo sendo menor a concentragdo de ANA no
meio 2 devido, provavelmente, a adigio de BAP nos meios, pois este regulador
esta diretamente envolvido na irdugdo de brotagGes.

Para a varidvel comprimento de brotos estiolados, o meio MS sem
fitoreguladores foi significativamente melhor (Tabela 2.3), apresentando um
comprimento médio de 10,86cm quando os explantes foram mantidos por 80
dias no escuro (Figura 2.2). Quando mantidos durante 20 dias no escuro, os trés
meios tiveram estatisticamente o mesmo comportamento.

O comprimento dos brotos estiolados ¢ uma variavel importante, pois
estd diretamente relacionada com o numero de ndés que serdo recuperados em
novas brotagdes, quando colocados em condigSes de luz. Brotos estiolados de
412,0cm apresentaram aproximadamente 10 a 12 nds. Para a cv. Smooth
cayenne, os brotos estiolados atingiram comprimento de 6 a 10cm, com 6 a 9
noés por broto, depois de mantidos por 30 a 35 dias no escuro (Kiss, 1995).

Para a cv. Perola, o tempo de estiolamento foi maior em relagdo a cvs.
Primavera (Moreira, Pasqual e Anjos Sobrinko, 1997) ¢ Smooth Cayenne (Kiss
etal., 1995).
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FIGURA 2.1. Numero médio de brotagSes estioladas de abacaxi cv.
Pérola em diferentes meios de cultura, em fungdo do
tempo no escuro. UFLA, Lavras-MG, 2001.

TABELA 2.3. Comprimento médio de brotos estiolados de abacaxi cv. Pérola
submetidos a condigdes de escuro. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Meios de cultura
Tempo 1 2 3
20 0,30 a 0,65 a 101 a
40 052 a 072 a 260 b
80 084 a 1,36 a 10,86 b

Médias scguidas por ketras diferentes, na horizontal, diferem entre si ao nivel de 5% dc probabilidade.
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FIGURA 2.2. Comprimento médio de brotos estiolados de abacaxi cv. Pérola
em meio MS em fungdo do tempo no escuro. UFLA, Lavras -
MG, 2001.

Experimento 2: Indugiio 4 brotagdio das gemas de brotos estiolados in

vitro de abacaxizeiro cv. Pérola

As varidveis analisadas, nimero de brotos totais (NBT), nimero de
brotos no dpice (NBA), niimero de brotos na base (NBB) mostraram interagéo
significativa entre a retirada do 4pice e os meios utilizados. Somente para a
variavel nimero de brotos entre o apice ¢ a base (NBAB), a significincia foi

apenas para a retirada do apice (Tabela 2.4).
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TABELA 2.4. Resumo da anilise de varidncia para nimero de brotagdes
obtidas de brotos estiolados in vitro de abacaxizeiro cv. Pérola.
UFLA, Lavras-MG, 2001.

QM e significancia
FV GL NBT NBA NBB NBAB
Meios 2 27,333939*  1,886067* 8,864339* 0,632906
Apice 1 86,636672*  0,612356 12,201800*  27,676800*
Meios*Apice 2 20,044539*  4,703089* 5,870117* 0,487350
Erro 12 1,261150 0,177044 0,478267 0,524761
Total 17
(84Y 22,43 25,91 32,13 47,21

Para a variavel mimero total dc brotos (NBT), os meios apresentaram o
mesmo comportamento quando s¢ manteve o apice. O contrario aconteceu
quando sc procedeu a retirada do dpice, onde os mcios foram significativamente
diferentes (Tabela 2.5), evidenciando-se que o fato dos explantes terem sido
colocados horizontalmente, ndio foi suficientc para a quebra da domindncia
apical. O meio MS suplementado com 1,8mg.L" de ANA e 2,0mg.L? de BAP
aprescntou a maior média de brotagdes (10,61), porém com calos em todos os
nés. A segunda maior média de brotagdes (8,10) foi obtida com o meio MS
suplementado com 0,1mg.L”" de ANA ¢ 0,5mg.L" de BAP (Figura 2.3).

Para nimero de brotos no dpice ¢ na base, 0s meios tiveram 0 mesmo
comportamento quando foi dcixado o dpicc e foram diferentes, quando foi
retirado o apice (Tabcla 2.5), onde os meios 2 ¢ 3 mostraram-se superiores
(Figura 2.4 e Figura 2.5).

Para a varidvel nimero de brotos entre o dpice ¢ a base, a significincia
foi apenas para a retirada do dpice onde sc obteve uma média de 2,77 brotagGes
com a retirada do apice, significativamente diferente de 0,29 brotagSes obtidas

entre o apice ¢ a base quando foi deixado o apice.
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TABELA 2.5. Numero de brotagdes in vitro em brotos estiolados de
abacaxizeiro cv Pérola, em fungdo da retirada do apice e do
meio de cultura. UFLA, Lavras-MG, 2001.

NBT NBA NBB NBAB
Meios Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
1 233a 288a 166a 000a 0.99a 0.55a 0.00a 233a
2 277a 106lc 122a 244b 1.33a 482¢ 022a 2.66a

+3 3.33a 8.10b 1.00a 2550 1.66a 355b 066a 3.33a

Médias seguidas por letras diferentes, na vertical, diferem entre si 20 nivel de 5% de probabilidade.

O meio MS suplementado com 1,8mg.L" de ANA e 2,0mg.L" de BAP
mostrou-s¢ mais eficiente para indugdo de brotagdes nos brotos estiolados, em
namero, porém com formacdo de uma grande massa de calos, observada em
quase todos os nés. No meio MS suplementado com 0,lmg.L"! de ANA ¢
0,5mg.L" de BAP, as brotagdes foram menores (em torno de 100mg), sem
formagio de calos e mais individualizadas, o que facilitou a repicagem.

Iﬂcom dpice O sem épice l

-
N

-
o
N

numero de brotos

O N b O @
' N N N

1 2 3
meios de cultura

FIGURA 2.3. Nimero total de brotagdes em brotos estiolados de abacaxizeiro
cv. Pérola. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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numero de brotos
b

1 2 3

meios de cultura

FIGURA 2.4. Numero de brotagdes no apice em brotos estiolados de
abacaxizeiro cv. Pérola. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Iaom apice Clsem apice

numero de brotos
w

1 2 3

meios de cultura ‘

FIGURA 2.5. Nimero de brotagdes na base de brotos estiolados de
abacaxizeiro cv. Pérola. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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Nesse experimento, observou-se a dificuldade de quebrar a domindncia
apical dos brotos estiolados para que ocorressem brotagdes entre os nos. Devido
a isso, pode-se propor a individualizagdo de cada nd e a colocagdo em meio MS
suplementado com 0,ImgL’ de ANA ¢ 0,5mgL’' de BAP, ja que foi
observada a falta de brotagdio em alguns nds. Uma outra aplicagdo da técnica do
estiolamento pode ser aplicada em gemas na fase de isolamento, o que poderia
compensar a demora das brotagSes (em torno de 9 meses), ¢ a taxa de

contaminagdo que ¢ muito alta.

Experimento 3: Efeito da suplementagfio hormonal do meio MS no

crescimento in vitro de mudas de abacaxizeiro cv. Pérola.

O resumo da andlise de varidncia se encontra na Tabela 2.6 onde se
verifica a significincia dos fatores estudados para as varidveis analisadas. Para
matéria fresca total, numero ¢ altura de planta houve interagdo significativa
entre os fatores. Para matéria seca e niimero de folhas, apenas o meio utilizado
apresentou efeito significativo. O comportamento de cada um dos meios
utilizados dentro da concentragdio de dgar esta representado na Tabela 2.7

O meio MS sem reguladores de crescimento mostrou-se mais eficiente
para se obter meclhor desenvolvimento das plantas, onde 0 maximo de
comprimento das plantas foi obtido nesse referido meio (Figura 2.6). E um fator
importante, porque as plantas para secrem aclimatizadas precisam passar por
uma fase de alongamento quando as brotagSes formadas sdo muito pequenas, o
que ocorre no abacaxizeiro.

Para a variavel nimero de brotos, o melhor meio foi o MS
suplementado com 1,8mg L’ ANA e 2,0mgL" de BAP, verificando que o
maximo de brotagGes ocorreu na auséncia dc dgar (Figura 2.7). Apesar do
referido meio promover maior brotagdio verificou-se a formagdo de calos,
indescjaveis nesta fase, provavelmente devido a concentragdo de auxina
utilizada. Segundo Grattapaglia e Machado (1998), esse regulador em excesso
tende a formagdo de calos. Foi observada, também, a vitrificagio das mudas
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onde as folhas apresentaram-sc coridceas € quebradigas, fato comum aliado ao
uso de meios liquidos (Debergh, Harbaqui ¢ Lemeur, 1981), mas nesse trabalho
apenas o meio MS suplementado com 1,8mg L’ ANA e 2,0mg L’ de BAP
apresentou vitrificagdo e calos. Os meios, MS com suplementagdo de 0,Img.L’
de ANA e 0,5mg.L" de BAP e MS sem reguladores de crescimento, apesar de
apresentarem menor brotagdo, ndo aprescntaram formagdo de calos e

vitrificagdo em nenhuma concentragdo de agar.

TABELA 2.6. Resumo da andlise de varidncia para altura de planta (AP),
namero de brotos (NB), mimero de folhas (NF), matéria fresca
(MF) e seca (MS) de mudas micropropagadas de abacaxizeiro
cv. Pérola em fungdo do meio de cultura ¢ concentragdo de agar
utilizados. UFLA, Lavras-MG, 2001.

QM e significancia

FV GL AP NB NF MF MS
Meio 2 18,515186* 9,179269* 16,725625* 111153,491* 312,017569*
Agar 2 0,810086* 6,954419* 0,331825 311 58,3669  56,689053
Meio*agar 4  0,575315* 2,804607* 0,77 3613 55834,8986* 188,628803
Erro 27 0,142779 0082638 1239012 11 380,00361 73,556947
Total 35
Ccv 14,19 10,98 33,26 33,90
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TABELA 2.7. Peso de matéria fresca (MF), comprimento (CB) ¢ nimero de

brotagdes (NB) obtidas in vitro de abacaxizeiro c¢v. Pérola.

UFLA, Lavras-MG, 2001.
MF(mg) CB (cm) NB
Meio A B C A B C A B C

1 293.20a 570.05b 21995a 4.58b 4.54¢ 338b 10a 108a 10a

2 220.20a 206.45a 205.90a 223a 2.38b 220a 2.74b 1.66b 1.49b

3 374.15a 361.45a 434.97b 197a 1.72a 1.78a 4.66c 1.74b 1910

Médias seguidas por letras difcrentes, na vertical, diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade,

|00 /1 agar 13,5 g/t gar 87,0 g/l agar |

4.5 4
4
3.5 4

25 4

comprimento (cm)

15 -

0.5 4

1 2 3
meios de cultura

FIGURA 2.6. Comprimento das brotagdes obtidas in vitro de abacaxizeiro cv
Pérola em fungiio do meio de cultura e concentragéio de dgar.
UFLA, Lavras-MG, 2001.
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FIGURA 2.7. Numero médio de brotagBes obtidas in vitro de abacaxizeiro cv
Pérola em fungdo do meio de cultura ¢ concentragdo de dgar.
UFLA, Lavras-MG, 2001.

Para peso de matéria fresca, o uso do meio MS, solidificado com
3,5g.L" de agar foi superior aos demais (Figura 2.8), evidenciando a dispensa
de reguladores de crescimento na fase de alongamento. Os meios semi-solido ¢
liquido nfio apresentaram vitrificagdo, podendo ser utilizados, seguindo a
tendéncia geral do uso de meios liquidos, sem agitagdo, pela redugdio do custo e
maior agilidade na preparagdio do meio.

Para as varidveis peso de matéria seca (Figura 2.9) e mimero de folhas
(Figura 2.10), apenas o meio de cultura utilizado foi significativo, obtendo-se os
melhores resultados com meio MS sem reguladores.

Pelos resultados obtidos para produgfo de mudas micropropagadas de
abacaxizeiro, ¢ importante observar as fases e o objetivo a que se propde. Para a
fase de multiplicagio, ¢ necessirio quec o meio MS seja suplementado por

reguladores de crescimento, em concentragdes que permitam a multiplicagéo
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sem a formagdo de calos. Para a cv. Pérola, o meio suplementado com 0,5mgL "’
de BAP e 0,lmgL' de ANA atendeu a esses objetivos. Para a fase de
alongamento, ou seja, quando as mudas estdo sendo preparadas para a

aclimatizagdo, 0 uso de reguladores é dispensével.

[Bo g/t agor 83,5 g/ dgar 17,0 g/l gar |

600

matéria fresca (mg)
w
8

1 2 3

meios de cultura

FIGURA 2.8. Peso de matéria fresca de brotagbes obtidas in vitro de
abacaxizeiro cv Pérola em fungio do meio de cultura e

concentragio de dgar. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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FIGURA 2.9. Peso de matéria seca de brotagdes de abacaxizeiro cv Pérola em
fungio do meio de cultura ¢ concentragio de agar. UFLA,

Lavras-MG, 2001.
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FIGURA 2.10. Némero de folhas de brotagdes de abacaxizeiro cv Pérola em
fungdo do meio de cultura ¢ concentragio de agar. UFLA,
Lavras-MG, 2001.
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5 CONCLUSOES

- Para o estiolamento das brotages, o meio de cultura MS
suplementado com 1,8mg.L” de ANA e 2,0mg.L" de BAP proporcionou maior
taxa de multiplicagiio. Para a varidvel comprimento de brotos estiolados, 0 meio
MS sem reguladores de crescimento, proporcionou maior comprimento das
brotagdes quando os explantes ficaram por 80 dias no escuro.

- Para a brotagdo dos segmentos estiolados, o meio MS suplementado
com l,Smg.L" de ANA e 2,0mg.L'l de BAP promoveu maior brotagdo quando
foi retirado o apice dos brotos estiolados.

- Para o desenvolvimento das mudas micropropagadas, o meio MS sem
reguladores, promoveu maior comprimento, maior niumero de folhas e maior

peso de matéria seca e fresca.
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CAPITULO 3

ACLIMATIZACAO DE MUDAS MICROPROPAGADAS DE
ABACAXIZEIRO cv. PEROLA

Resumo:Nesse trabalho foram estudados os efeitos de substratos e adubagdo
em mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv. Pérola em fase de
aclimatizagdo. Foram realizados dois experimentos em casa de vegetagdo
utilizando mudas de aproximadamente 2g. No primeiro experimento foram
testadas proporgdes de substratos com terra, esterco bovino, plantmax e
composto orginico. As avaliagdes foram feitas 90 dias apés o plantio, o que
permitiu concluir que a matéria orginica tem efeito significativo no
desenvolvimento das mudas, ¢ o substrato contendo terra (40%), esterco (30%)
¢ plantmax (30%) forneceu os melhores resultados para o desenvolvimento das
raizes e parte aérea. Neste experimento o peso maximo de matéria fresca foi de
13,78g. No segundo experimento foram testados época e niveis de adubagéo (0,
25, 50 ¢ 100% da adubagdo recomendada para vaso, constituida de 300mg de
N, 200mg de P ¢ 200mg de K por quilo de substrato). A adubagdo foi feita no
plantio e 45 dias apés o plantio, quando as mudas ja estavam achimatizadas. As
avaliagdes foram feitas 90 dias apds o plantio. O méximo de rendimento para
altura de planta (23,18cm), peso de matéria fresca (24,57g) e peso de maténia
seca (2102,4mg) da parte aérea foi conscguido com 100% da adubagio
recomendada utilizada no plantio. Para as varidveis analisadas de raiz, as
plantas adubadas aos 45 dias apresentaram maior comprimento ¢ maior peso de

matéria fresca, sem significincia para peso de matéria seca.

Palavras chaves: substrato, nutri¢io mineral, abacaxi, cultura de tecidos.
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ACCLIMATIZATION OF MICROPROPAGATED PLANTLETS OF
PINEAPPLE cv. PEROLA

Abstract: In this work the effects of substrata and manuring in
micropropagated plantlets of pineapple cv. Perola in acclimatization phase,
were studied. Two experiments were accomplished in greenhouse using
plantlets of approximately 2g. In the first experiment proportions of substrate
were tested with soil, bovine manure, plantmax and organic compost. The
evaluations were made 90 days after the planting and it allowed to conclude
that the organic matter has significant effect in the development plantlets and
the substrate, containing soil (40%), manure (30%) and plantmax (30%)
supplied best results for roots and aerial part development. In this experiment
the maximum weight of fresh matter of 13,78g. In the second experiment time
and manuring levels (0, 25, 50 ¢ 100% of the manuring recommended for vase,
constituted of 300mg of N, 200mg of P and 200mg of K for kilo of substratum)
were tested. The manuring was made in the planting and 45 days after the
planting, when the plantlets were already acclimatized. The evaluations were
made 90 days after the plantmg The maximum of efficiency for plant height
23, 18cm) fresh matter welght (24,57g) and dry matter weight (2102 .4mg) of
the aerial part was gotten with 100% of the recommended manuring, used in the
planting. For the analyzed variables of root, the plants fertilized on the 45 days
presented higher length, weight of fresh matter without significance for dry

matter weight.

Key words: substrate, mineral nutrition, pineapple, tissue cuiture.
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1 INTRODUCAO

A fase de aclimatizagfio das plantas micropropagadas consiste em retirar a
Jplanta da condigdo in vitro e transferi-la para casa de vegetagdo, com o objetivo
de superar as dificuldades que as plantas enfrentam quando ocorre a mudanga
dc ambiente. Isso pode se tornar um fator limitante na cultura de tecidos, devido
a perda de vigor e a morte das plantas causadas pelo dessecamento que ocorre
em plantas que sdo transferidas, das condigdes in vitro, para casa de vegetagéo.
Além da perda excessiva de agua, a mudanca do metabolismo heterotréfico
para autotréfico é outro fator envolvido que deve ser considerado.

As mudas provenientes do cultivo in vitro sdio pequenas (menos de Scm)
quando transplantadas, necessitando aumentar o seu tamanho para serem
utilizadas. Além disso, as raizes formadas in vitro ndo sdo funcionais quando
transplantadas, e por causa disso, novas raizes precisam se desenvolver ¢ se
tomarem aptas para absorver agua do solo. A fase de aclimatizagéo ¢ necessaria
para que a planta se adapte 4 nova condigdio de ambiente e se desenvolva antes
de ser levada a campo.

A utilizagio de mudas de boa qualidade ¢, sem divida, um importante
fator de sucesso na implantagdo de pomares. Dentre os fatores que interferem
nas caracteristicas da muda, esta a fertilidade do substrato, envolvendo
caracteristicas como nutrientes, agua, aeragdo, reagdo do solo,
microorganismos, textura ¢ temperatura que, num estado otimo, conferem a
fertilidade desejavel. A escolha de um substrato adequado ¢ uma das técnicas
estudadas no sentido de ndo se perder plantas na fase de aclimatizagdo.

A adubagio ¢ outro fator envolvido diretamente no desenvolvimento
das mudas. Mesmo sendo semelhantes os principios que regem a nutrigio ¢
adubagdo de mudas e de plantas adultas, algumas particularidades na pratica de
adubagdo de mudas devem ser consideradas, como o volume do substrato
disponivel e o tempo de permanéncia da muda no recipiente. As recomendagdes
de adubagio para propagagdo do abacaxizeiro referem-se a adubagio para

canteiros para produgdo de mudas oriundas de seccionamento de talo.
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O primeiro objetivo deste trabalho foi determinar uma combinagio de
substratos para aclimatizagio ¢ o segundo objetivo foi determinar niveis €

época de adubagéio para mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv. Pérola.
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aclimatizacdio de mudas micropropagadas

A fase de aclimatizagfio de plantas micropropagadas consiste em retirar
a planta da condi¢do in vifro e transferi-la para a casa de vegetagdio, com o
objetivo de superar as dificuldades enfrentadas quando ocorre a mudanga de
ambiente, podendo-se tornar um fator limitante na cultura de tecidos. O sucesso
desta técnica requer que as plantas que sc¢ desenvolveram heterotroficamente,
sob condigdes de alta umidade, posteriormente se desenvolvam
autotroficamente em condigdes de moderada ou baixa umidade (Zimmerman,
1988). Diante desses fatores ¢ necessario que as plantas micropropagadas
passem por um periodo de aclimatizagio antes de serem transferidas para
condigGes de campo.

Para muitas espécies, a aclimatizagio é considerada uma fase critica da
micropropagagio, sendo um dos maiores obsticulos & aplicagdo pratica dos
métodos de cultura de tecidos na propagagdo de plantas devido a4 grande
diferenga entre as duas condi¢des ambientais (Read e Fellman, 1985). A perda
de vigor ¢ a subseqiientc morte devida ao dessecamento sdo dois sérios
problemas que ocorrem com plantas que sdo transferidas das condigSes in vitro
para a casa de vegetagdo (Sutter ¢ Hutzell, 1984).

A perda de agua é maior em mudas produzidas in vitro do que em
mudas ja aclimatizadas devido & pequena quantidade de cera epicuticular ¢ ao
lento mecanismo de fechamento e abertura dos estdmatos. A quantidade de cera
epicuticular encontrada em plantas sob condig¢des in vitro chega a ser 25% do
total encontrado em plantas sob casa de vegetagdo, embora a presenga de cera

epicuticular nio seja um indicativo suficiente da sobrevivéncia das plantas na
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aclimatizagdo (Sutter, 1988 e Preece e Suttcr, 1991). Esses autores afirmam que
a alta umidade no interior dos frascos é um dos principais fatores que provocam
alteragbes significativas na estrutura ¢ funcionamento dos tecidos, levando a
incapacidade das mudas em controlar as perdas de agua. A redugdo da umidade
relativa aumenta a capacidade de resposta dos estomatos, a deposi¢do de ceras
epicuticulares e reduz o murchamento apos a transferéncia para o solo.

A baixa sobrevivéncia de determinadas espécies nio se deve apenas a
perda excessiva de agua. Segundo Marin ¢ Gella (1988), a mudanga do
metabolismo heterotréfico para autotréfico é outro fator envolvido que deve ser
considerado. Segundo Serret et al. (1996) citados por Hoffmann (1999),
explantes ou plantas in vitro apresentam fotossintese modificada devido a
fatores como: baixa irradidincia, altos niveis de sacarose e baixo teor de CO;
disponivel que podem afetar a taxa de sobrevivéncia ‘ex vitro’. Entretanto,
fornecendo condi¢bes fisicas (luz ¢ CO; principalmente), as plantas podem
desenvolver o metabolismo autotréfico (Kozai, Koyama e Watanabe, 1988).

Ha varios métodos que podem ser empregados para aclimatizagdo de
‘mudas micropropagadas, os quais podem scr agrupados em trés classes: a)
métodos que aproximam as condigbes in vitro das condi¢bes naturais; b)
métodos que aproximam as condi¢Ses naturais daquelas in vitro e c) métodos '
que favorecem o crescimento das mudas apos a aclimatizagdo.

Na primeira classe, incluem-se técnicas como redugdo da umidade
relativa do ar dentro do recipiente de cultura (Wardle, Dobbs e Short, 1983),
uso de substratos altemativos ao agar (vermiculita, areia ou substratos
comerciais), de modo a proporcionar raizes mais ramificadas e de melhor
qualidade para tolerar a aclimatizagdo (Leite, 1995). O favorecimento de trocas
gasosas através do selamento permedvel dos recipientes (Semet et al. 1997,
citados por Hoffmann, 1999), o aumento de CO; associado ao aumento de
intensidade luminosa e a redugdo de sacarose, sdo outras técnicas incluidas
nessa classe (Serret et al., 1996 citados por Hoffmann, 1999; Fujiwara, Kozai ¢
Watanabe, 1988).
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A segunda classe inclui o uso de ambientes com elevada umidade
relativa do ar (acima de 90%) que favorece a aclimatizagdo, sendo necessaria,
entretanto, a redugiio gradativa da mesma apos o periodo critico inicial (Marin ¢
Gella, 1988; Corsato, 1993). O sombreamento do local onde as plantas estao
sendo aclimatizadas e a manuten¢iio da sanidade do local e das mudas sdo
técnicas simples incluidas nessa classe.

Nos métodos que favorecem o crescimento das mudas, apoés a
aclimatizagdo, estdo incluidas técnicas como: enraizamento ‘ex vitro’ ou ‘in
vivo' (Pasqual e Lopes, 1991; Biasi, 1996), a escotha do substrato adequado
(Normah, Nor-Azza e Alliudin, 1995), o uso de micorrizas (Corsato, 1993) ¢ o
uso de inoculantes dc bactérias fixadoras de nitrogénio, no caso de
leguminosas.

Segundo Howard (1987), as mudas provenientes do cultivo in vitro sio
de pequeno tamanho (menos de Scm) quando transplantadas, de modo que
necessitam aumentar, entre 10 a 20 vezes, o seu tamanho para serem utilizadas.
Além disso, as raizes formadas in vitro nio sdo funcionais quando
transplantadas e por causa disso novas raizes tém que sc desenvolver ¢ se
tomarem aptas para absorver agua do solo (Cailloux, 1984). Isto ¢é
especialmente importante quando a micropropagagéio € apenas o primeiro
estagio da produgdo do porta-enxerto ou da planta.

2.2 Substratos

A utilizagdo de mudas de boa qualidade ¢, sem divida, um importante
fator de sucesso na implantagio de pomares. A qualidade da muda de frutiferas
é definida pelas suas condigdes intemas e caracteristicas externas, sendo que as
primeiras estdo ligadas s caracteristicas genéticas, pouco se alterando com as
condigSes do meio ambiente e/ou tratamentos aplicados, enquanto que as
caracteristicas externas podem sofrer influéncia significativa do meio e dos
tratamentos que lhe sdo aplicados. Dentre os fatores que interferem nas

caracteristicas da muda, esta a fertilidade do substrato, envolvendo
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caracteristicas como nutrientes, dgua, aecragdo, reagio do solo,
microorganismos, textura ¢ temperatura que, num estado otimo, conferem a
fertilidade desejavel (Souza, 1983).

A escolha de um substrato adequado é uma das técnicas estudadas no
sentido de ndo se perder plantas na fase de aclimatizagdo.. O substrato é um
fator importante e os mais utilizados sdo a vermiculita, perlita, areia, turfa,
casca de eucalipto ou Pinus curtida, palha de arroz carbonizada e pé de carvio,
cujas proporgdes variam conforme a espécie. E comum adicionar fertilizante
granulado ao substrato para suprir as necessidades iniciais da cultura, ¢
dependendo do tempo necessério para completar o crescimento, podem ser
feitas adubagGes com solugdes nutritivas em cobertura, via imigagiio ou por
aplicacdes foliares (Grattapaglia ¢ Machado, 1990).

Na opg¢lio por um determinado material como substrato, objetiva-se
otimizar as condi¢gdes ambientais para o desenvolvimento da planta em uma ou
mais etapas da propagacdo. Se utilizado um material adequado e as demais
condigbes também forem satisfeitas, o desenvolvimento da muda sera
satisfatdrio, tendo-se como resultado a obtengdo de uma planta com capacidade
de expressar futuramente o potencial produtivo da cultivar. Por outro lado, o
uso de materiais inadequados, além da sua ineficiéncia nos métodos de
propagagdo, originard plantas com problemas de desenvolvimento e com
reflexos negativos sobre a futura produgéo.

Em linha geral, um bom substrato é aquele que: a) ¢ firme e denso o
suficiente para manter a estrutura de propagagio em condigdes até a
germinagdo ou enraizamento; b) ndo encolhe ou expande com a variagio da
umidade; ¢) retém agua em quantidade suficientc; d) ¢é suficientemente poroso
para permitir a drenagem da agua e a aeracdo; €) estd livre de invasoras,
nematéides ou outros patogenos; f) nifo apresenta um nivel excessivo de
salinidade e g) permite a esterilizagdo por vapor (Hoffinann et al. 1996).

Alguns autores sugerem métodos para calcular a proporgio dos
componentes a fim de se obter um substrato adequado ao crescimento das
plantas. No entanto é muito dificil propor um método seguro, principalmente
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em fungdo de nfio se empregar a mesma metodologia para anilises dos
materiais organicos, que inclusive podem sofrer alteragdes durante a estocagem
(Rac, 1985, citado par Sousa, 1994).

Os materiais orginicos podem ser utilizados como componentes de
substratos. Dois aspectos devem ser considerados no seu emprego: a) podem
causar excesso ou deficiéncia de nutrientes devido a ndo quantificagiio precisa
dos nutrientes existentes na matéria orgénica, b) deve-se dar preferéncia a
materiais orgdnicos bem curtidos, ndo sendo aconselhivel o uso de residuos em
fermentagdo ou com elevada relagdo C/N (Hoffinann et al., 1996).

O himus ou a matéria orginica do solo ndo é apenas uma fonte de
nutrientes. Talvez, tio ou mais importantes, sejam as notaveis propriedades de
natureza coloidal decorrentes de sua estrutura orgdnica complexa, aliada a uma
fina subdivisdo de particulas (Raij, 1991).

Como coldide orgénico tem a habilidade de adsorver cations existentes
na solugdo do solo, podendo depois transferi-los as raizes ou efetuar trocas,
caso ocorra uma concentragio de ions diferentes ou uma varagdo de pH.
Apresenta uma elevada capacidade de troca de cétions, com uma média de
300meq/100g, 30 vezes maior que a da caulinita mineral de argila que
predomina nos solos brasileiros (Kiehl, 1985), elevando também a capacidade
de troca de citions notadamente nos solos altamente intemperizados ou
arenosos (Comisséo de Fertilidade do Solo do Estado de Minas Gerais, 1989).

Também comrige a toxidez, pela propriedade que possui em fixar,
complexar ou quelar certos elementos encontrados em quantidades acima do
normal (Kiehl, 1985).

A matéria organica corrige ainda a falta ou excesso de aeragdo e
drenagem através da agregagdo e estruturagdo de solos arenosos e argilosos
(Kiehl, 1985). Em solos pobres e com drenagem deficiente, raizes de bananeira
apresentam-se delgadas, curtas, em pequeno numero € desprovidas de radicelas
(Moreira, 1987).

Deve-se ressaltar também, a melhoria da friabilidade de esboroamento

(Kiehl, 1985). ComposigGes a base de terra, areia grossa lavada, casca de arroz
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carbonizada e esterco de galinha permitem a obtengdo de mudas vigorosas, sem
esboroamento do torrdo o que facilita o transporte e plantio no campo, com
possibilidades de altos indices de pegamento e crescimento inicial superior em
campo (Sousa, 1994).~

Portanto, sio varios os processos pelos quais a adigdo de matéria
orginica modificam o solo e baseando-se nos inimeros beneficios da matéria
orginica ao solo e, consegilentemente, d planta, ¢ que sdo desenvolvidos
trabalhos relativos & composig#o de substratos para produgdo de mudas.

Sousa (1994) encontrou aumento em varias caracteristicas de mudas de
bananeira obtidas por cultura de meristema, quando utilizou 45% de esterco de
galinha em relagdo a nio utilizagio do esterco na composigdo de substratos. O
esterco curtido de gado adicionado ao substrato proporcionou maior
crescimento de mudas de mamoeiro (Muller, Reis ¢ Muller, 1979). Para
formagdo de mudas de maracujazeiro, tem-se resultados superiores ao
acrescentar doses de 100, 200 e 3001 de esterco de curral por m® de solo
(Peixoto, 1986).

Os estercos de galinha sdo os mais ricos em nutrientes que os de outros
animais domésticos, pois contém menor umidade que os demais, dejegdes
solidas e liquidas misturadas e geralmente sio provenientes de aves criadas com
ragdes concentradas (Kiehl, 1985). No entanto, os materiais séo escolhidos em
fungdo de sua disponibilidade e propriedades fisicas (Souza, 1983).

Para mudas micropropagadas de abacaxizeiro, testes com mistura de
substratos tém comportamento semelhante quanto ao indice de sobrevivéncia
das plantas, sendo que uma mistura de solo/xaximturfa e
solo/xa:dnﬂareia/hﬁmu's‘ proporcionam maior crescimento das plantas sem
afetar o indice de sobrevivéncia (Fauth et al., 1994). Este indice pode chegar
proximo a 100% para plantas maiores que 3,0cm, sendo que plantas menores
podem alcangar o mesmo nivel de crescimento depois de 2 meses (Moore,
DeWald ¢ Evans, 1992).
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2.3 Adubaciio

O nitrogénio ¢ o fosforo sdo os nutrientes que mais fregiientemente
proporcionam respostas positivas no crescimento das plantas e também das
mudas frutiferas, ndo significando, porém, que estes nutrientes tenham maior
importincia que os demais, mas sim, que séo exigidos em elevadas quantidades.
Assim como ¢ preconizado na adubagdo de qualquer planta, também na
produgio de mudas, objetiva-se alcangar um estado nutricional equilibrado,
com reflexos positivos no crescimento da muda ¢ na sua qualidade final.

Mesmo sendo semelhantes os principios que regem a nutrigio e
adubagdo de mudas e de plantas adultas, algumas particularidades na pratica de
adubagiio de mudas devem ser consideradas como: a) competi¢do por nutrientes
no caso de sementeiras, devido a alta densidade de plantas; b) o sistema
radicular das mudas em fase inicial é pouco desenvolvido, com pequeno
volume de solo explorado, recomendando-se uma boa distribuigdo dos
nutrientes no substrato; ¢) a previsio do tempo de permanéncia da muda no
recipiente, ja que este permite um volume de solo muito restrito; d) o
desequilibrio nutricional, principalmente no caso de adubag#o nitrogenada; d) a
alta sensibilidade & concentragdes elevadas de nutrientes, no caso de adubagées
foliares (Hoffmann et al., 1996).

Devido a necessidade da fase de aclimatizagdo das mudas
micropropagadas, é importante determinar a época de resposta a adubagéo para
evitar perdas e também determinar os niveis de adubagdo.

- A deficiéncia de nutrientes pode ocorrer, podendo ser observados
sintomas na raiz ¢ na parte aérea, e também aumento na relagdo de matéria seca
de raiz/parte aérea (Marschener, 1995). A deficiéncia nutricional pode afetar o
crescimento, morfologia e distribuigio do sistema radicular no substrato. Este
efeito ¢ tipico, quando ocorre deficiéncia principalmente de nitrogénio, menos
para o fosforo e normalmente ausente com outros nutrientes, exceto o
magnésio. Um aumento no fomecimento de nitrogénio aumenta o

desenvolvimento de raizes e parte aérea, sendo maior o desenvolvimento da
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parte aérea, causando com isso uma tipica queda na relagdo matéria seca de
raiz/parte aérea (Marschener ct al., 1986 citados por Marschener, 1995).

Para a adubacdo de solo cm recipientes para produgio de mudas deve-
se considerar o volume do substrato disponivel e o tempo de permanéncia da
muda no recipiente. Hartmann, Kester ¢ Davies Jr (1990) sugerem que se
" aplique um fertilizante de liberagdo lenta com um fertilizante liquido aplicado
periodicamente.

Para ensaios em casa de vegetagdo, pode-se fornecer os nutrientes nas
seguintes doses (ppm): N-300, P-200, K-150, Ca-75, Mg-15, §-50, B-0,5, Cu-
1,5, Fe-5, Mo-0,1 e Zn-5, sendo dispensada a calagem quando o pH estiver
entre 6,0 e 6,5 (Malavolta, 1980).

Os aspectos nutricionais de plantas adultas de abacaxizeiro como
exigéncias, época de aplicagdo e fontes de adubo foram citados no capitulo 1.
As recomendagBes para mudas de abacaxizeiro sdo escassas, visto que a
propagagdo ¢ feita por mudas retiradas da planta-mie e plantadas diretamente
no campo.

A recomendagdo de adubagdo para propagagdo do abacaxizeiro refere-
se a produgdo de mudas oriundas de seccionamento de talo, onde ¢é
recomendado o uso de 100g de superfosfato simpl&dm2 de canteiro, seguida de
4 adubagdes com uréia apés o inicio da formagdo de raizes (Chalfoun, 1983).
Outra recomendagdo indica a aplicagdo de uréia e sulfato de potassio (ambos na
dosagem de 10g/m’ de canteiro) quando as plantas atingirem 5cm de altura,
cerca de 6 a 8 semanas apos plantio, podendo esta aplicagdo ser repetida caso
constate-se a necessidade (ITAL, 1987). Reinhardt (1982) indica a utilizagdo de
20g/m’> de superfosfato triplo aos 7-14 dias antes do plantio, seguida de
aplicagdes foliares de nitrogénio (uréia a 0,1%) e potassio (sulfato de potéssio a
0,5%). A aplicagiio de adubos em cobertura com nitrogénio e potassio pode

proporcionar maior eficiéncia se for realizada apos o enraizamento inicial.
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3 MATERIAL E METODOS

Com a finalidade de determinar o substralo adequado para
aclimatizagio das mudas, foram testadas algumas combinag3es de substrato.
Paralelamente foi feito outro experimento para verificar a resposta a adubagdo
de mudas micropropagadas, com o objetivo de determinar época ¢ dosagem de
adubagdo NPK.

Os experimentos foram realizados em casa de vegetagdo, dotada de
sistema de nebulizagdo intermitente, com controle de umidade e ventilagdo. A
tcmperatura no interior da casa de vegetagdo oscilou entre 26 a 31°C. Os
recipientes utilizados estiio descritos em cada experimento ¢ foram mantidos
sobre bancadas de tela.

O delincamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
para todos os experimentos, sendo os tratamentos comparados através do teste
de Scott-Knott para os fatores qualitativos, e por andlise de regressdo, para
fatores quantitativos. As andliscs estatisticas dos resultados foram realizadas
com uso do software SISVAR, de acordo com as caracteristicas de cada

experimento.

Experimento 1: Efeito de substratos na aclimatizacdio de mudas
micropropagadas de abacaxizeiro cv. Pérola.

Foram utilizadas mudas micropropagadas de abacaxizeiro Pérola, que
se encontravam em frascos contendo meio MS.

As mudas foram selecionadas por peso (em torno de 2,0g), lavadas para
retirar o excesso de meio de cultura nas raizes, levadas para casa de vegetagéo e
plantadas em bandeja de isopor, com 72 células de 120cm’, contendo os
substratos de acordo com os tratamentos.

Cada substrato teve na sua composi¢do basica, diferentes proporgdes de
solo de subsuperficie, esterco bovino, plantmax ¢ composto orgdnico
(produzido no departamento de fitotecnia da UFLA), Na Tabela 3.1 estiio
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representadas as proporgdes dos componentes utilizadas e na Tabela 3.2 estdo
apresentados os resultados da anélise quimica do solo.

O solo utilizado foi misturado com areia na proporgdio de 2:1, depois de
ser peneirado para eliminar torrdes e outras impurezas, constituindo a mistura
padriio para todas as misturas onde se utilizou solo.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, com
11 tratamentos, 4 repetigdes e 3 plantas por parcela (12 plantas por tratamento),
totalizando 132 plantas.

As avaliagbes foram feitas 90 dias apdés o plantio das mudas,
quantificando-se as seguintes varidveis:

- altura da planta: distincia, em cm, entre o colo da planta e
extremidade da folha de maior comprimento.

- comprimento de raiz: distdncia, em cm, do colo da planta até a
extremidade da raiz de maior comprimento.

- peso de matéria fresca de raiz e parte aérea: as raizes, livres do
substrato, foram cortadas rente ao colo € pesadas. Foi pesada também a parte
aérea. Essas duas pesagens foram feitas com as trés plantas da parcela, que
forneceram os valores médios a serem submetidos a analise estatistica.

- peso de matéria seca de raiz e parte aérea: apos a pesagem de matéria
fresca, o material foi acondicionado em sacos de papel e seco em estufa a +
60°C até atingir peso constante,

- nimmero de folhas: contagem do nimero total de folhas desprezando-se

as folhas rente ao colo que se encontravam tombadas.
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TABELA 3.1. Proporgio dos materiais utilizados na constituigdo do substrato
para aclimatizagio de mudas micropropagadas  de
abacaxizeiro cv. Pérola. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Materiais (%)

Tratamento Terra Esterco Bovino Plantmax Composto
1 - - 100 -
2 100 - - -
3 - 100 - -
4 - - - 100
5 50 - 50 -
6 50 50 - -
7 50 - - 50
8 40 30 30 -
9 40 - 30 30
10 40 . 30 .- 30
11 25 25 25 25

Experimento 2: Resposta a adubacio NPK de mudas

micropropagadas de abacaxi cv. Pérola em fase de aclimatizaciio.

As mudas foram micropropagadas em meio MS suplementado com
reguladores de crescimento e posteriormente transferidas para frascos contendo
meio MS sem reguladores.

Com peso em tomno de 2,0g, as mudas foram rctiradas dos frascos,
lavadas para retirar 0 excesso de meio de cultura nas raizes, levadas para casa
de vegetagdio ¢ plantadas em vasos. A imigagdo foi feita manualmente ¢ as
mangueiras de nebulizagdo sobrc os vasos foram desligadas para evitar excesso
de dgua e com isso, perda de nutrientes.

Como substrato, foi utilizado solo de subsuperficie, cuja analise teve os

resultados mostrados na Tabela 3.2. Esse solo foi peneirado ¢ misturado com
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areia na proporgio de 2:1 e colocado em vasos com capacidade para 1Kg,
depois da adigéio do fosforo nas quantidades de acordo com os tratamentos.

A adubagdo basica utilizada foi: 300mg de N, 200mg de P ¢ 200mg de
K por kg de solo (baseada na adubagdo para ensaios em casa de vegetagéo,
segundo Malavolta, 1980), utilizando-se como fontes o sulfato de amdnio,
superfosfato simples e cloreto de potdssio respectivamente.

Os fatores testados foram: época de adubagdo (no plantio e 45 dias apés
o plantio) ¢ niveis de adubagdo (0, 25, 50, e 100% da adubacdio basica)
. constituindo, portanto, 8 tratamentos.

O nitrogénio e o potdssio foram aplicados em pequenos sulcos ao redor
da muda.

O dclincamento utilizado foi o intciramente casualizado, com 4
repetigdes e 3 plantas/ parcela, totalizando 96 plantas.

As avaliagbes foram feitas apos 90 dias ¢ as varidveis analisadas foram
peso de matéria fresca € peso de matéria seca de raiz ¢ parte aérea, tamanho da
planta, comprimento de raiz, numero de folhas e relagdo matéria seca raiz/parte
aérea. O procedimento para obtengdo desses dados foi o mesmo utilizado no

experimento anterior.
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TABELA 3.2. Analise fisico-quimica do solo utilizado na composicio biasica
dos substratos. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Atributo Unidade Valor Interpretagdo
PH em dgua (1:2,5) mg/dm’ 6.4 Acidez fraca
P (Fésforo Mehlich I) mg/dm’ 20 Baixo
K (potéssio Mehlich I) cmole/dm? 20.0 Baixo
Ca cmolc/dm® 23 Médio
Mg cmolc/dm> 0.2 Baixo
Al cmolc/dm® 0.0 Baixo
H + Al (acidez potencial) cmole/dm® 1.7 Baixo
SB (Soma de bases) cmolc/dm’ 26 Médio
T (CTC efetiva) cmolc/dm’ 26 Médio
T (CTC a pH 7,0) cmole/dm® 43 Baixo
m (saturagdo por aluminio’ % 0.0 Baixo
V (saturagio por bases) | % 60.0 Meédio
B (4gua quente) mg/dm® 0.39 Médio
Zn (DTPA) mg/dm® 1.3 Alto
Cu (DTPA) mg/dm’ 0.6 Médio
Mn (DTPA) mg/dm® 16.4 Alto
Fé (DTPA) mg/dm® 23.0 Alto
S-sulfato mg/dm’ 15.2 Alto
Cao/T % 54.1
Mg/T % 47
K/T % 1.2
Ca/Mg 115
CaK 448
Mg/K 3.9
Matéria orginica dag/kg 1.1 Baixo
Areia % 70.0
Argila % 240
Silte % 6.0
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Efeito de substratos na aclimatizagio de mudas
micropropagadas de abacaxizeiro cv. Pérola.

O abacaxizeiro é uma planta que, em comparagdo com outras frutiferas,
ndo apresentou sérios problemas na aclimatizagdo, pois a perda de plantas nessa
fase, devido a fatores como dessecamento, niio foi observada nesse trabatho,
resultando em altas taxas dec sobrevivéncia. A perda foi de 8,33%,
aleatoriamente em algumas repetigdes, onde notou-se apodrecimento do colo da
planta devido talvez, ao excesso de umidade, ja que as plantas foram mantidas
sob nebulizagdo constante em casa de vegetag#o.

A mudanga do metabolismo heterotrofico para autotrofico parece ser
um fator ndo significativo na aclimatizagdo do abacaxizeiro, ja que as plantas
mostraram desenvolvimento vegetativo satisfatorio. Técnicas de enraizamento
(Pasqual ¢ Lopes, 1991; Biasi, 1996) também sdo dispenséveis. No entanto, na
escolha do substrato adequado, houve concordincia com Normah, Nor-Azza ¢
Allidium (1995) ¢ Grattapaglia ¢ Machado (1990) que indicam essa técnica
para favorecer © crescimento das mudas na aclimatizagdo, visto que oS
substratos utilizados mostraram diferenga significativa para todas as variaveis
analisadas (Tabela 3.3 ¢ Tabela 3.4).

Para todas as varidveis analisadas, o substrato que mostrou 05 piores
resultados foi o substrato 2, ou s¢ja, o substrato temma sem nenhum componente
orginico. Isso evidencia a necessidade de se ter mistura de substratos,
principalmente um componcnte orginico, para o bom desenvolvimento de

mudas micropropagadas de abacaxizeiro durante a aclimatizagdo.
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TABELA 3.3. Resumo da anilise dc varidncia para comprimento (CR), matéria
fresca (MFR), matéria seca (MSR) de raiz, numero de folhas
(NF), altura dc planta (AP), matéria fresca (MFA), matéria seca
(MSA) de mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv Pérola em

fase de aclimatizagZo.

QM e significancia

Fv. GL —F¢R MFR MSR __ NF AP MFA _ MSA

Trat 10 6.91714* 1.3085* 11533.2* 21.2623* 22.0944* 35.2709* 267804.2°
Erro 33 1.390817 0.143852895.54 1.107666 0.97427 2.388869 58277.37

Total 43

CV(%) 9.75 2572 2793 7.13 7.94 18.79 29.33

Para o melhor desenvolvimento das raizes, os substratos 2, 3, 7, 11
mostraram piores resultados para peso de matéria seca ¢ 0s demais mostraram-
se melhores. Para peso de matéria fresca com os substratos 1, 4, 5, 8, foram
obtidos os melhores resultados, e 2, 3, 11 foram os piores. Para o comprimento
de raizes, o substrato 2 foi inferior aos demais que tiveram comportamento
semelhante.

Esses resultados evidenciam a necessidade de se ter proporgdes
adequadas de componentes no substrato para o adequado desenvolvimento das
raizes, visto que o substrato exerce influéncia significativa na arquitetura do
sistema radicular, no estado nutricional das plantas ¢ no movimento de agua no

sistema solo-planta-atmosfera.
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TABELA 3.4. Valores médios de altura da planta (AP), comprimento de raiz
(CR), niimero de folhas (NF), matéria seca de raiz (MSR) e
parte aérea (MSA), matéria fresca de raiz (MFR) e parte aérea
(MFA) de mudas obtidas in vitro de abacaxizeiro cv. Pérola,
em fungo de diferentes substratos. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Variaveis
Substrato AP CR NF MFA MFR MSA MSR
(cm) (cm) ()] (3] ® (mg) (mg)

1 900 a 1212b 1308b 563a 217¢c

2 826 a 890 a 1016a 333a 065a
3 11.32 b 11.17b 1462b 755b 084a
4 1563d 1246b 1716 d 13.78d 185¢
5 11.95b 1391 b 1549¢ 457a 182c¢
6 1442d 1312b 1699d 920c¢ 154DH
7 1330 ¢ 1267b 1633c¢c 790b 114D
8 1522d 1309b 1799d 1083c 24%c
9 1146 b 1227b 1345b 814 b 140D

10 1322¢ 11.69b 1349b 957 ¢ 133 b
11 1301 ¢ 1162b 1350b 100l¢ 094 a

510.92 a 19157 b
385.68 a 107.88 a
782.38 b 12391 a
114861 b 231.30 b
505.80 a 205.59 b
973.34 b23337 b
931.22 b 172.66 a
1112.12b 26848 b
771.59 b 20782 b
1041.24b 24845 b
889.43 b 128.56 a

Meédias seguidas por letras distintas, na vertical, diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Apesar das mudas de abacaxizeiro micropropagadas serem de facil

enraizamento é importante observar o desenvolvimento das raizes na fase de

aclimatizagdo, visto que as raizes formadas in vitro ndo sdo fimcionais quando

transplantadas e por isso novas raizes devem ser formadas (Cailloux, 1984).

Vérios substratos utilizados nesse experimento mostraram valores

estatisticamente iguais para as variaveis analisadas relativas a raiz. No entanto,

nota-se que os substratos 1, 4, 5 e 8 tiveram melhores resultados para todas as

caracteristicas avaliadas, tendo estatisticamente comportamentos semelhantes.
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A escolha de um ou outro, segundo Souza (1983), pode ser feita em fungio da
disponibilidade.

As variaveis analisadas relativas a parte aérea foram favorecidas pelo
uso da matéria organica, pois para todas as variaveis, o substrato 2 teve o pior
desempenho. Os substratos 1 ¢ 5 também mostraram piores desempenhos para
peso de matéria fresca € seca.

Para as varidveis, altura de planta (Figura 3.1) ¢ namero de fothas
(Figura 3.2), os melhores substratos foram: substratos 6, 8 ¢ 4. Os piores
resultados foram obtidos com os substratos 2 para numero de folhas ¢ 2 ¢ 1 para
altura das plantas.

El?arteaéreaﬂm'&l
18 -
16 _ _
14 u
- » T 1 - [] ]
12 - | 1_ - L

comprimento (cm)
°

T T -T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N

substratos

FIGURA 3.1. Altura de mudas obtidas in vitro de abacaxizeiro cv. Pérola, em
fungiio de diferentes substratos. UFLA, Lavras-MG, 2001,
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O numero de folhas ¢ caracteristica importante, ¢ possivelmente mudas

com maior nimero de folhas tém maiores indices de pegamento no campo, pois
as folhas sdo as estruturas responsdveis pela captagdo de energia solar e
produgdo de matéria orgénica através da fotossintese (Souza, 1994). O esterco
com terra ou com terra ¢ plantmax ¢ o composto superaram as dcmais
composigdes, o que pode ser atribuido, provavelmente, a riqueza de nutrientes e
4 boa capacidade de retengiio de dgua.

Os menores pesos de matéria fresca (Figura 3.3) e seca (Figura 3.4)
foram obtidos com os substratos 1, 2, e 5, observando-se com isso, que os
substratos terra ¢ plantmax ndo foram eficientes para essas duas variaveis. Os
melhores substratos foram os substratos 8 ¢ 4 para peso dec matéria seca,
embora, estatisticamente foram iguais aos demais e o substrato 4 para peso de
maténia fresca.

Considerando que as mudas foram plantadas com peso em torno de
2,0g, consideradas pequenas ¢ precisam aumentar seu tamanho em tomno de 10
a 20 vezes, os resultados obtidos foram satisfatorios, visto que foi considerado
apenas o substrato, sem adi¢dio de adubagdo mineral. Com o substrato 4, foi
obtido um aumento de aproximadamente 6,5 vezes o peso de matéria fresca
inicial ¢ com o substrato 8, obteve-se 5,5 vezes, além de estar incluido entre os
melhores substratos para as variaveis altura de planta e nimero de folhas.

Embora niio tenha sido objetivo desse trabalho a determinagdo de
nutrientes no substrato, pode-se inferir que a matéria organica utilizada
melhorou o teor de nutrientes do solo, visto que tiveram grande influéncia nas
caracteristicas avaliadas. Devendo-se ressaltar que ndo so a fonte de nutrientes
da matéria orgdnica ¢ importante, mas também as notaveis propriedades de

natureza coloidal que a matéria organica confere ao solo.
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FIGURA 3.2. Numero de folhas de mudas obtidas in vitro de abacaxizeiro cv.
Pérola, em fungo de diferentes substratos. UFLA, Lawras-MG,

2001.
Iﬂpartesémaﬂrain
15 - :
14 -
13
12
CERTE -
10 _ -
g 97 B
a 8 1 5
g
g 9]
e o1
i I-L
> )
1 \ j
0 ety T v v T v T T -
1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 "
substratos

FIGURA 3.3. Peso de matéria fresca de mudas obtidas in vitro de abacaxizeiro

cv. Pérola, em fungdo de diferentes substratos. UFLA, Lavras-
MG, 2001.
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FIGURA 3.4. Peso de matéria seca de mudas obtidas in vitro de abacaxizeiro
cv. Pérola, em fungdo de diferentes substratos. UFLA, Lavras-
MG, 2001,

Experimento 2: Resposta a adubagio NPK de mudas micropropagadas
de abacaxi cv. Pérola em fase de aclimatizagio

As significancias estatisticas para as varidveis analisadas, relativas &
parte aérea, estdo aprescntadas na Tabela 3.5. Houve interagéo significativa
entre os fatores estudados para todas as varidveis de parte aérea analisadas, com
excegdo do nimero de folhas, onde apenas a adubagéo foi significativa.

Para a variavel altura de planta, a época de aplicagdio da adubagéo foi
estatisticamente igual para os niveis de 0, 25 e 50% da adubac#o bésica. O nivel
de 100% da adubaglio basica foi superior para a adubagfo de plantio
apresentando uma média 23,18cm de altura (Tabela 3.6). Um comportamento
semelhante foi observado para as varidveis peso de matéria fresca e seca da
parte aérea, sendo que com o nivel de 100% utilizado no plantio, obteve-se a
média de 24,57g para matéria fresca e 2102,44mg para peso de matéria seca
(Tabela 3.6).
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TABELA 3.5. Resumo da andlisc de varidncia para altura de planta (AP),
nimero de folhas (NF), matéria fresca (MFA) e matéria seca
(MSA) de parte aérea de mudas micropropagadas de
abacaxizeiro cv Pérola, em fungio da adubagiio NPK.

QM e significancia
FV GL AP NF MFA MSA

Adub. (A) 3 59.0280* 21.2389* 102.684* 539217.0460*
Epoca (E) 1 28.7282* 3.23215 131.301* 499272.7646

A*E 3 21.4286* 3.93901 149.742* 680102.0054*

Erro 24 4.015765 2.26081 10.6192 185494.530
Total 31

CV(%) 11.14 11.52 27.41 31.95

TABELA 3.6. Altura de planta (AP), peso de matéria fresca (MFA) ¢ seca
(MSA) da parte aérca de abacaxizeiro micropropagado cv.
Pérola, em fungio da adubagiio NPK, em fase de aclimatizagéio.
UFLA, Lavras-MG, 2001.

AP (cm) MFA (g) MSA (mg)
Pés-plantio Plantic Pds-plantio Plantio Poés-plantio Plantio
0 15.09a 13.12a 954 a 602 a 1241628 775095 a
25 17.83a 18.69 a 11.44 a 1095 a 125067 a  1399.81 a
50 17.82a 2073 a 10.06 a 1410 a 124243 a 161518 a

100 1741 a 23180 840 a 2457 b 115854 a 210244 b

Médias seguidas por letras distintas, na horizontal, diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
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Para a varidvel nimero de folhas, apenas a os niveis de adubagéio foi
significativo, registrando-se o méximo de folhas quando foi utilizada 86,76% da
adubagdo, com média de 14,5 folhas (Figura 3.5).

Pelos resultados obtidos para as varidveis dc parte aérea verificou-se que
o abacaxizeiro tem excelente performance na aclimatizagdo, permitindo que se
fagam adubagbes no plantio, ou seja, logo no inicio da aclimatizagdo, além
disso, a taxa de sobrevivéncia foi satisfatoria, onde o indice de perda de plantas
foi de 9,3%.

E sensato supor que plantas em fase de aclimatizagdo ndo respondam a
adubagfo, pois, obrigatoriamente, necessitam passar por um periodo de
adaptagdo quando sdo transferidas para o ambiente de aclimatizagio devido ao
estresse que as plantas sofrem com essa mudanca de ambiente. Além disso,
necessitam de transformagbes no seu metabolismo para que s¢ tomem
autotréficas (Marin ¢ Gella, 1988) devido a taxa de fotossintese ser alterada em
~ condigdes in vitro, ¢ principalmente devido ao fato das raizes formadas in vitro
ndo serem funcionais quando transplantadas para substratos (Cailloux, 1984).
Diante desses fatores é que se justifica a fase de aclimatizagéo.

Outro fator a ser considerado, é quanto a perda de agua pelas plantas
micropropagadas que nessa fase ¢ critica. Para que se proceda a ensaios de
adubaglio é necessario que se utilize vasos sem furos para que ndo se perca
nutrientes por lixiviagio. Mas por outro lado, plantas micropropagadas, em fase

de aclimatizagio, precisam de umidade relativamente alta.
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FIGURA 3.5. Namero de folhas de abacaxizeiro micropropagado cv. Pérola,
em fungdo da aduba¢iio NPK, em fase de aclimatizagdo. UFLA,
Lavras-MG, 2001.

As mudas micropropagadas de abacaxizeiro tiveram otimo
comportamento quanto ao dessecamento, considerando-se que foram mantidas
em casa de vegetagdo, desligando-se o sistema de nebulizagdo sobre as plantas,
mantendo-se apenas irrigagio manual didria sobre os vasos € nebulizagdo no
restante da casa de vegetag#o.

Pelos resultados obtidos, em relagio a caracteristicas de parte aérea,
pode-se concluir que as mudas micropropagadas respondem a adubagdo logo no
inicio da aclimatizagdo.

Para altura da planta (Figura 3.6), matéria fresca (Figura 3.7) e seca da
parte aérea (Figura 3.8), as adubagdes de plantio foram significativamente
superiores quando se utilizou 100% da adubagdo recomendada para plantio em
vasos, 0 que pode-se supor que essa dosagem de adubagio pode ser aumentada,
pois a relagio peso de matéria seca raiz/parte aérea pode ser indicativo de
deficiéncia nutricional. As mudas adubadas no plantio apresentaram menor

relagdo peso de matéria seca raiz/parte aérea (T abela 3.8). Isso devido ao fato
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da parte aérea ser mais afetada por deficiéncias de nutrientes do que o sistema
radicular, refletindo na relagio matéria seca raiz/parte aéreca (Marschener,
1995).

Segundo Howard (1987), as mudas provenientes do cultivo in vitro
necessitam aumentar cntre 10 a 20 vezes o scu tamanho durante a
aclimatizagiio, para serem utilizadas. Nesse trabalho, as mudas de abacaxizeiro
aumentaram em torno de 12 vezes o peso de matéria fresca no espago de tempo
considerado no experimento, 0 que estd de acordo com afirmagdes do referido

autor.

= Y=15.310182+0.0974x-0.000771x? R*=89.05
12 - Y=13.367273+0.217005x-0.001196x? R?=98.67

0 20 40 60 80 100 120
[—Pés-planlio —— Plantio

FIGURA 3.6. Altura de mudas de abacaxizeiro micropropagado cv. Pérola, em
fungio da adubagdo NPK, em fase de aclimatizagdo. UFLA,
Lavras-MG, 2001.
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FIGURA 3.7. Peso de matéria fresca da parte aérea de mudas de abacaxizeiro
micropropagado cv. Pérola, em funcdo da adubagdo NPK, em
fase de aclimatizagdo. UFLA, Lavras-MG, 200 1.
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O Y=1241.196727+0.840625x-0.016658x* R3=99.96%
2500 - WY=927.5295+12.470954x R2=93.58%
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FIGURA 3.8. Peso de matéria scca de parte aérea de mudas de abacaxizeiro
micropropagado cv. Pérola, em fungio da adubagio NPK, em
fase de aclimatizagdio. UFLA, Lawras-MG, 2001.

As varidveis analisadas para caracteristicas de raiz mostraram
comportamento diferente da parte aérea no que diz respeito a significancia dos
fatores estudados. Para comprimento de raiz (C) e relagio de matéria seca
raiz/parte aérea (R/A), apcnas a época mostrou significncia. Para peso de
matéria fresca da raiz, os dois fatores estudados mostraram significincia sem
interagdo entre eles. Para peso de matéria seca, nio houve significincia para os
fatores estudados (Tabela 3.7).

Na adubagio de cobertura (45 dias apbs plantio), as plantas
apresentaram raizes com comprimento significativamente maior ¢ também,
maior peso de matéria fresca em comparagdo com as plantas adubadas no
plantio (Tabela 3.8). A adubagdo de cobertura foi feita 45 dias apods plantio, ¢
pelos resultados obtidos com relagdo a raiz, verifica-se que as raizes tiveram

maior desenvolvimento na auséncia de nutriente devido a necessidade de maior
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exploragio do substrato, afctando o crescimento, morfologia e distribuigdo do
sistema radicular no substrato. No entanto, para peso de matéria seca niio houve
efeito significativo para os fatores estudados. Segundo Marschener (1995), em
condigSes Otimas de suprimento de nutriente, principalmente o nitrogénio, as
raizes se tomam mais ramificadas ¢ superficiais.

A tabela 3.8 mostra a significincia da relagdo matéria seca raiz/parte
aérea onde a adubagdo de cobertura proporcionou as plantas um maior valor, ao
contrario das plantas adubadas no plantio, que estando em condigdes otimas de
nutrientes teve um valor menor. Nessas condiges, hi um maior
desenvolvimento de raiz ¢ parte aérea, sendo maior o desenvolvimento da parte
aérea, causando com isso uma tipica queda na relagdo matéria seca de raiz/parte
aérea (Marschener, 1995).

O peso de matéria fresca da raiz também foi significativamente maior nas
mudas onde a adubagdo foi feita 45 dias apos plantio (Tabela 3.8) onde o
méaximo foi obtido com 100% da adubagiio recomendada (Figura 3.9).

Com esses resultados, pode-se afirmar que as plantas micropropagadas de

abacaxizeiro devem ser adubadas logo no inicio da aclimatizagdo.

TABELA 3.7. Resumo da andlise de varidncia para comprimento (C), matéria
fresca (MFR), matéria seca (MSR) de raiz ¢ relagdo de matéria
seca de Raiz/Parte aérea (R/A) de mudas micropropagadas de
abacaxizeiro cv Pérola, em fungiio da adubagdo NPK.

QM e significincia

FV GL C MFR MSR R/A
Adub.(A) 3 7.429161 0,11719* 4856,98592 0,000722
Epoca(E) 1 192,3250* 0,55915* 6040,378828  0,012880*
A*E 3 0,81562 0,03424 3641,139061 0,001329
Erro 24 3,75797 0,02078 2684,282772 0,000563
Total 31

CV(%) 15,41 28,96 31,49 18,93
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TABELA 3.8. Comprimento (C), peso de matéria fresca (MF) de raiz e relagéio
peso de matéria seca de raiz/parte aérea (R/A) de abacaxizeiro
micropropagado cv. Pérola, em fingdo da adubagio NPK, em
fase de aclimatizagfio. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Epoca C (cm) MF (g) MS (mg) R/A
Pés-plantio 1502 b 063 b 178,26 a 0,14 b
Plantio 10,12 a 0,36 a 150,79 a 0,10 a

Médias scguidas por letras distintas, na vertical, diferem cntre si 30 nivel de 5% de probabilidade.

0.1 - Y=0,33558+0,007243x-0,000047x*  R*=94,22%

] 20 40 60 80 100 120
Adubagio

FIGURA 3.9. Peso de matéria fresca de raiz de mudas de abacaxizeiro
micropropagado cv. Pérola, em fun¢éio da aduba¢do NPK, em
fase de aclimatizagdo. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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5 CONCLUSOES

- Os dados obtidos no experimento 1 mostraram que a adigdo de matéria
orginica tcm importancia significativa no desenvolvimento de plantas
micropropagadas. A mistura de terra, esterco € plantmax ¢ adequada para o
desenvolvimento de raizes e parte aérea.

- Pelos resultados obtidos no experimento 2 pode-se concluir que as
plantas micropropagadas respondem a adubagdo de plantio efetuada no inicio
da fase de aclimatizagdo. O nivel de 100% da adubagdo recomendada para vaso

foi superior para caracteristicas avaliadas.
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