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PREFACIO

O abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril) € um dos frutos de maior importancia
econdOmica para o estado da Paraiba, maior produtor brasileiro dessa Bromeliaceae
(CUNHA, 2006); entretanto, esta frutifera apresenta sementes susceptiveis a danos
fisiologicos durante o armazenamento convencional.

Os plantios comerciais desta espécie sao realizados através de mudas tipo
filhote, filhote rebentado, rebentdo e coroa, as quais contribuem para a disseminagao
de pragas e doengas, quando mal manejadas.

O método convencional, bancos ativos de germoplasmas (BAGs), e a
conservagao do patrimbénio genético da espécie, tém causado perda em diversos
acessos, o que tem levado os pesquisadores a buscarem solugdes nao so referentes
a este problema, mas também a outros, adiante referenciados; buscou-se assim,
com o presente trabalho, definir metodologias viaveis e simplificadas de
micropropagacgao e crioarmazenagem como metodo de conservagao, por um prazo
maior que os métodos convencionais de conservagao do patrimbnio genético da
espécie Ananas comosus var. comosus, para O que, se fez oportuno o
desenvolvimento de protocolos que permitissem o alcance do objetivo.

Na elaboracdo do estudo sentiu-se a necessidade de apresentar a totalidade
do trabalho em capitulos, que tratam sobre temas semelhantes, embora, de
identidade prépria, razao por que podem ser lidos de forma auténoma.

Estudou-se, no Capitulo 1, o desenvolvimento de um protocolo de
micropropagagao para a cultivar EMEPA 1 de abacaxizeiro; no Capitulo 2, a
crioconservacao de sementes obtidas por polinizagdo livres, em que foram
estabelecidos os teores de umidade limite para esta técnica e, no Capitulo 3, um
protocolo de criopreservagdo, empregando-se as técnicas de Vvitrificacdo e
encapsulamento-dessecamento, em que se utilizaram, como material genético,

gemas axilares das cultivares Pérola e EMEPA 1.




FOREWORD

The pineapple (Ananas comosus (L.) Merril) is one of the most economically
important crops produced in the state of Paraiba — the main producer of this kind of
Bromeliaceae in Brazil (CUNHA, 2006). Its seeds, however, are prone to
physiological damages when conventionally stored.

The commercial plantation of this species is carried out through seedlings of
the following types: “filhote”, “filhote rebentdo”, “rebentdo” and “crown” If such
seedlings are inappropriately handled, it might contribute to the dissemination of
plagues and diseases.

The conventional method known as active germplast bank as well as the
preservation of genetic patrimony have caused loss in diverse accesses, making
researchers seek for solutions concerning not only this problem but also some others
mentioned next in this study. Thus, the present work aims to define viable and
simplified methodologies of micropropagation and cryostorage as conservation
methods for a longer deadline than the conventional conservation methods of genetic
patrimony of Ananas comosus var. comosus, being necessary to develop protocols
to achieve the objective.

The study consisted of chapters related to similar themes, but with self identity
that could be autonomously read.

Chapter 1 presents the development of a micropropagation protocol to create
the pineapple EMEPA1.Chapter 2 refers to seed cryoconservation obtained via free
pollination that could establish the basic moisture contents for this technique. Chapter
3 exposes a cryopreservation protocol, employing techniques of vitrification,
capsuling and desiccating in which axillary gems of cultivar pearls and EMEPA 1

were used as genetic material.




CAPITULO 1




PROTOCOLO DE MICROPROPAGAGAO PARA A CV. EMEPA 1 DE
ABACAXIZEIRO
1 RESUMO

MORAES, Ailton Melo de. Protocolo de micropropagac¢ao para a cultivar EMEPA
1 de abacaxizeiro. Areia: UFPB/CCA, 2007. p. 1-34. (Tese-Doutorado em
Agronomia)

Mundialmente o Brasil se encontra entre os trés maiores produtores de abacaxi e o
Estado da Paraiba é reconhecido com primeiro produtor. A area cultivada tem
aumentado pouco devido a pequena oferta de mudas de boa qualidade. Este
trabalho teve por objetivo desenvolver um protocolo de micropropagacéo para a cv.
EMEPA 1 selecionada especialmente para o Estado da Paraiba. Utilizaram-se
gemas axilares da cv. EMEPA 1, que foram desinfestadas e inoculadas em meio MS
solido, com pH de 5,8. A incubacgao foi em sala de crescimento com temperatura de
25 + 5 °C e fotoperiodo de 16 horas luz, a uma intensidade luminosa de 30 ymol.m’
25 exceto na fase de estiolamento, que foi em B.O.D. na auséncia de luz com
temperatura de 28 + 1 °C. O protocolo de micropropagacao para a cv. EMEPA 1 foi
desenvolvido de acordo com a literatura existente e contempla as fases: tratamento
e isolamento dos explantes (Tl); estabelecimento de explantes (EE); estiolamento
(ES); regeneracao (RE); multiplicagao (MU); alongamento (AL); enraizamento (EN) e
aclimatacdo (AC). Em todas as fases se empregou o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), conforme a seguir: TI — DIC com arranjo fatorial 4 x 4 (4
concentracdes de hipoclorito de sédio x 4 tempos de exposicdo ao hipoclorito de
sédio), com 10 repeticdbes contendo 1 explante por frasco; EE — DIC com 6
tratamentos, composto de 10 repeticbes contendo 1 explante por frasco; ES — DIC
com 4 tratamentos, composto de 10 repeticbes contendo 1 plantula desfolhada por
tubo de ensaio; RE — DIC com 4 tratamentos, composto de 10 repeticdes contendo 1
broto estiolado por placa de Petri; MU — DIC com 8 tratamentos, composto de 10
repeticoes contendo 1 explante por frasco; AL — DIC com 4 tratamentos, composto
de 10 repeticdes contendo 1 plantula por frasco; EN — DIC com 4 tratamentos,
composto de 10 repeticbes contendo 1 plantula por frasco e AC — DIC com 11
tratamentos, composto de 4 repeticbes contendo 5 plantas cada. Concluiu-se que a
concentracdo de 2% de hipoclorito de sédio por 10 minutos, promove a
desinfestacdo das gemas e o estabelecimento pode ser em meio de cultivo sem
reguladores de crescimento, o estiolamento pode ser realizado em meio MS com
1,86 mg.L™" de ANA e a regeneracdo em meio MS com 1,8 mg.L™" de ANA + 2,0
mg.L" de BAP. Para a multiplicagdo o meio de cultivo indicado é o MS
suplementado com 2,0 mg.L™" de BAP + 0,5 mg.L”" de ANA; no alongamento o meio
de cultura MS sem diluicdo proporciona o maior crescimento das plantulas, enquanto
a adicado do ANA promove o aumento no numero e a diminuicdo do tamanho das
raizes das plantulas e o composto organico favorece o crescimento e o
desenvolvimento de plantulas de abacaxizeiro, produzidas in vitro, na fase de
aclimatagéo.

Palavras-chave: Ananas comosus, gemas axilares, reguladores de crescimento,
micropropagagao.




MICROPROPAGATION PROTOCOL FOR CV. PINEAPPLE EMEPA 1
1 SUMMARY
MORAES, Ailton Melo de. MICROPROPAGATION PROTOCOL FOR CULTIVAR
PINEAPPLE EMEPA 1. Areia: UFPB/CCA, 2007. p. 1-34 (Doctorate thesis in
Agronomy).

Brazil is one of the three main pineapple producers in the world, being the state of
Paraiba, especially, considered as the first of them. The area cultivated has slightly
increased due to the small offer of good quality seedlings. This work aimed to
develop a cv. EMEPA 1 micropropagation protocol especially selected to be
cultivated in the state of Paraiba. The cv. EMEPA 1 axillary gems used were
disinfested and inoculated in half MS solid with 5,8 pH. There was incubation in a
growth room with temperature of 25 + 5°C and photoperiod of 16 hours/light at a
luminous intensity of 30 pmol.m?.s™", except for the etiolation phase, held at B.O.D,
with no light and temperature of 28 + 1°C. The cv. EMEPA 1 micropropagation
protocol was developed according to the existing literature, comprising the following
phases: treatment and isolation of explants (Tl); establishing of explants (EE);
etiolation (ES); regeneration (RE); multiplication (MU); extent; rooting ®;
acclimatization (AC). A completely randomized design (CRD) was used in all the
phases as follows: TI — CRD with 4 x 4 factorial array (4 concentrations of sodium
hypochlorite x 4 exposition times to sodium hypochlorite), with 10 repetitions
containing 1 explant per bottle; EE — DIC with 6 treatments comprised of 10
repetitions containing 1 explant per bottle; ES — CRD with 4 treatments, comprised of
10 repetitions containing 1 defoliated plantule per test tube; RE — DIC with 4
treatments, comprised of 10 repetitions containing 1 etiolated sprout per Petri’s
plaque; MU — CRD with 8 treatments, comprised of 10 repetitions containing 1
explant per bottle; AL — CRD with 4 treatments comprised of 10 repetitions containing
1 plantule per bottle; and AC — CRD with 11 treatments, comprised of 4 repetitions
containing 5 plants each. It was concluded that the concentration of 2% of sodium
hypochlorite for 10 minutes causes gems disinfestation and the establishment can be
carried out by means of tillage without any growth regulators. The etiolation can be
achieved in MS with 1,86 mg.L™" of ANA and regeneration in MS with 1,8mg.L™" of
ANA + 2,0 mg.L™" of BAP. For the multiplication, the type of tillage indicated is MS
supplemented with 2,0 mg.L™" of BAP + 0,5 mg.L™ of ANA.; in extent, the type of crop
MS without any dilution causes the highest growth of plantules, whereas the addition
of ANA prompts increase in number and decrease of plantules root size and the
organic compound favors increase and development of pineapple plantules produced
in vitro during the acclimatizing phase.

Keywords: Ananas comosus, axillary gems, growth regulators, micropropagation.




PROTOCOLO DE MICROPROPAGAGAO PARA A CV. EMEPA 1 DE
ABACAXIZEIRO

3 INTRODUGAO

O Brasil se situa entre os trés maiores produtores mundiais de abacaxi; esta
cultura ocupa 55.340 ha aproximadamente, destacando-se o Estado da Paraiba,
primeiro produtor, seguido dos Estados do Para, Minas Gerais, Bahia, Rio Grande
do Norte, S&o Paulo e Tocantins (CUNHA, 2006).

Para Praxedes et al. (2001), a area cultivada com abacaxizeiro no Brasil tem
aumentado pouco ao longo dos anos, devido principalmente a pequena oferta de
mudas de boa qualidade. Conforme Cunha e Reinhardt, 2004, além da escassez de
mudas de boa qualidade, o vigor e a sanidade sdo fatores que afetam o bom
desenvolvimento inicial das plantas possibilitando a ocorréncia de pragas e doengas.

O abacaxizeiro pode ser propagado sexuadamente por meio de sementes e
assexuadamente através de mudas, utilizando-se coroa, filhote, filhote-rebentdo e
rebentdo, obtidas sobretudo por seccionamento do caule, destruicdo do meristema
apical, tratamento quimico durante a diferenciagao floral e cultura de tecidos.

Obtém-se mudas diretamente no campo, possibilitando a disseminacao de
doencas e pragas, fato agravado pelos poucos gendétipos plantados, prevalecendo
as cultivares Pérola e Smooth Cayenne, ndo diferenciando o Nordeste das demais
regides produtoras no Pais (WEBER et al., 2004); Tem-se, contudo, elevada
suscetibilidade a doengas como fusariose (SPIONELLO et al., 1997a, b), causada
pelo Fusarium subglutinans (SANTOS et al., 2002) as quais, conforme Matos e
Cabral (2005), provocam perdas variaveis na produgédo de frutos, a depender do
inoculo inicial, da regido produtora e da época de producéo.

Segundo Cunha e Reinhardt (2004), o sucesso econdmico no cultivo de
produtos agricolas depende muito do uso de material de plantio de boa qualidade,
que se constitui no insumo mais importante de qualquer cultura; em abacaxizeiro, a
muda produzida em viveiro a partir de pedagos do talo ou caule de plantas que ja
foram colhidas, € adequada para a implantacdo de plantios com melhor sanidade,

especialmente com relacdo a fusariose e também para multiplicagdo de novas
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variedades; mas, na pratica, € pouco utilizada por falta de viveiristas dedicados a
sua producgao; ja o uso de muda produzida in vitro por meio de técnicas de cultura de
tecidos — micropropagacao, fica restrito a introdugcédo de plantas matrizes de novas
variedades geradas em programas de melhoramento genético.

Técnicas de cultura de tecidos vegetais vém sendo largamente aplicadas
nao so6 pela possibilidade de se obter plantas mais resistentes a fatores de estresses
bidticos (fusariose) e abidticos (salinidade), mas, também, pela rapida propagagao
clonal in vitro de plantas de novas variedades (MACEDO et al., 2003). No caso do
abacaxizeiro, tais técnicas estdo sendo utilizadas comercialmente visando a
produgdo de novas cultivares e do aumento na quantidade de mudas
(ALBUQUERQUE, 1998).

A producdo de mudas por cultura de tecidos permite obter milhares de
mudas a partir de uma unica gema, em pequeno periodo de tempo e totalmente
livres de problemas fitossanitarios (TEIXEIRA et al., 2001a; FIROOZABADY e
GUTTERSON, 2003; BARBOZA et al., 2004).

Teixeira et al. (2001a), relatam que, embora as mudas de abacaxi obtidas
via cultura de tecidos ainda tenham precos elevados, principal fator que tem limitado
a sua utilizagdo em lavouras comerciais, esse tipo de muda pode ser recomendado
quando se deseja: (1) introdugdo da cultura em novas regides de plantio; (2)
introdugéo e/ou substituicdo de novas cultivares, para inicio de grandes plantios; (3)
multiplicacdo rapida de gendtipos selecionados pelos programas de melhoramento
genético; (4) atender a programas de producdo de mudas certificadas e (5)
intercambio de germoplasma para se evitar a introdugdo de pragas e doencgas
exdgenas.

Para Macédo et al. (2003), apds os primeiros trabalhos de Aghion e
Beauchesne (1960) ha na literatura, um numero crescente de estudos que
investigam aspectos como: sistema de micropropagacdo (cultura estacionaria e
imersdo temporaria), resposta de diferentes cultivares, tipos de explante, meio de
cultura, tipos e concentracdes de fitorrequladores (MATHEWS e RONGAN, 1979;
CABRAL et al., 1984; LIU et al., 1988; MARCIANI-BENDEZU et al., 1990; ROCA e
MROGINSKI, 1991; VENTURA, 1994; DAL VESCO et al.,, 1996; TENG, 1997;
GUERRA et al., 1999; DAL VESCO et al., 2000; FEUSER et al., 2001; SA, 2001); no

entanto, além do aprofundamento dos aspectos citados pode-se acrescentar, a esta
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lista, o estudo das condicbes fisicas de incubagao, limpeza clonal, resisténcia a
salinizagdo, hidroponia, anatomia e aclimatacdo (PRAXEDES et al., 2001; DAL
VESCO et al., 2001; OMOKOLO et al., 2001; SILVA et al., 2002; ALMEIDA et al.,
2002; MOREIRA et al., 2003; MACEDO et al., 2003; BARROSO et al., 2003;
BARBOZA et al., 2004; MOGOLLON et al., 2004; MOREIRA et al., 2006; BARBOZA
et al., 2006).

Com os estudos de micropropagagcdo do abacaxizeiro, sdo exigidas
melhorias nos protocolos regenerativos empregados, devido principalmente a
respostas diferentes dos gendétipos aos reguladores de crescimento testados.

Para atender aos produtores de abacaxi quanto a micropropagacao desta
cultura objetivou-se, neste trabalho, desenvolver um protocolo de micropropagacéo

para a cv. EMEPA 1, selecionada especialmente para o estado da Paraiba.




4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal da Paraiba, Campus Il, Areia, PB, e no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais (LCTV) da Estagdo Experimental de Mangabeira (EEM), pertencente a
Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuaria do Estado da Paraiba (EMEPA/PB),
Jodo Pessoa, PB, cujo material biolégico utilizado foi gemas axilares de mudas tipo
coroa, retiradas de frutos da cv. EMEPA 1 de abacaxizeiro provenientes de campos
experimentais da EMEPA/PB.

Os experimentos foram realizados em condi¢cbes assépticas, utilizando-se
como meio de cultura, o MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com
sacarose a 30 g.L” e o solidificante agar a 7 g.L"', com pH ajustado para 5,8 antes
da autoclavagem a 120 °C com 1Kgf.cm™ de press&o, durante 30 minutos, enquanto
a incubagao foi realizada em sala de crescimento com temperatura de 25 + 5 °C e
fotoperiodo de 16 horas de luz a uma intensidade luminosa de 30 pmol.m?.s™,
exceto na fase de estiolamento, que foi em B.O.D. no escuro com temperatura de 28
+1°C.

4.1 Fases do protocolo de micropropagacao
¢ Tratamento e isolamento dos explantes

A desinfestacdo se processou em trés etapas: (1) as mudas foram
submersas em uma solugdo de formaldeido a 1%, durante 1 minuto; (2) apds a
secagem as mudas foram novamente submersas em uma solugdo contendo 0,3%
do defensivo agricola sistémico Derosal 500®, durante 10 minutos e (3) apds o
desfolhamento em camara de fluxo laminar, as gemas axilares foram retiradas e
subdivididas em 16 lotes contendo, cada um, 10 gemas axilares; em seguida, esses
lotes de gema foram submersos em alcool a 70%, por 1 minuto; na sequéncia, foram

aplicados os tratamentos descritos na Tabela 1.




Tabela 1. Concentragcbes da solugdo e tempos de exposi¢cao utilizados na

desinfestacdo de gemas axilares da cv. EMEPA 1 de abacaxizeiro

Tempo de Hipoclorito de sédio (NaClO) %

exposi¢ao (min.) 1 2 3 4
5 T4 T T3 T4
10 Ts Te T; Ts
15 To T1o Ti1 T2
20 T13 Tha T1s Tie

O excesso de hipoclorito de sédio foi eliminado submetendo-se os explantes
a lavagem com agua destilada e deionizada estéril, 3 vezes; posteriormente, as
gemas axilares foram inoculadas em meio MS basico e transferidas para a sala de
crescimento; por fim, a avaliagao foi realizada aos 45 dias de cultivo considerando o

numero de gemas contaminadas e vivas.

o Estabelecimento de explantes

Gemas axilares isoladas e desinfestadas com alcool a 70% por 1 minuto e
hipoclorito de sodio a 2% durante 10 minutos, foram inoculadas em meio MS
suplementado com reguladores de crescimento (Tabela 2) e os brotos foram
subcultivados aos 30 dias da inoculagdo e a avaliagado realizada aos 60 dias de

cultivo, quantificando-se o numero e a altura dos brotos estabelecidos.




Tabela 2. Meios de cultivo testados na fase de estabelecimento de gemas axilares
da cv. EMEPA 1 de abacaxizeiro

Tratamentos
Ty (MS) Testemunha
T, (MS+0,5mg.L" de BAP + 0,125 mg.L"" de ANA)  Teixeira et al., 2001a
Ts (MS +0,5mg.L" de BAP + 0,5 mg.L™" de ANA) Ramirez e Bocardo, 2003
T4 (MS+1,0mg.L" de BAP + 0,5 mg.L™" de ANA) Macédo et al., 2003
Albuquerque et al., 2000
Ts (MS +2,0 mg.L" de BAP) Almeida et al., 2002
Barboza et al., 2004
Te (MS +2,0mg.L" de BAP + 1,0 mg.L”" de ANA) Piza et al., 2001

e Estiolamento

Plantulas produzidas in vitro a partir de gemas axilares de mudas do tipo
coroa foram totalmente desfolhadas, deixando-se apenas o talo; em seguida, foram
inoculadas em tubos de ensaio (150 x 25 mm) contendo o meio MS, suplementado

com reguladores de crescimento, conforme Tabela 3.

Tabela 3. Meios de cultivo testados na fase de estiolamento de brotos da cv.
EMEPA 1 de abacaxizeiro

Tratamentos
Ty (MS) Testemunha
T, (MS + 1,0 mg.L" de ANA) Praxedes et al., 2001
Ts (MS + 1,86 mg.L”" de ANA) Barboza e Caldas, 2001
T4+ (MS+1,8mg.L" de ANA + 2,0 mg.L”" de BAP) Moreira et al., 2003

Apos a inoculacdo, os tubos de ensaio foram envoltos em papel-aluminio e
mantidos 45 dias em B.O.D. na auséncia de luz, com temperatura de 28 + 1 °C;
enfim, a avaliagao foi realizada aos 45 dias de cultivo levando-se em consideragao o

numero de nos por broto estiolado e comprimento dos brotos.




e Regeneragao

Brotos estiolados in vitro durante 45 dias em meio MS, apds a eliminacao
das raizes e do apice, foram colocados horizontalmente em placas de Petri de 9 cm
de diametro e 2 cm de altura, contendo 40 m.L" de meio de cultura MS,

suplementado com reguladores de crescimento, descrito na Tabela 4.

Tabela 4. Meios de cultivo testados na fase de regeneracao de plantulas estioladas
da cv. EMEPA 1 de abacaxizeiro

Tratamentos
Ty (MS) Testemunha
T, (MS + 1,0 mg.L" de ANA) Praxedes et. al., 2001
Ts (MS + 1,8 mg.L" de ANA + 2,0 mg.L”" de BAP) Moreira et. al., 2003
T4+ (MS +2,0mg.L" de BAP) Barboza e Caldas, 2001

A avaliacdo foi realizada aos 45 dias da inoculacdo levando em

consideragao o numero de brotos regeneradas por brotos estiolados e por né.

e Multiplicagao

Plantulas estabelecidas in vitro foram transferidas para o meio de cultura
MS basico, suplementado com reguladores de crescimento, conforme Tabela 5,
enquanto os brotos foram subcultivados aos 30 e 60 dias apds a inoculagao e as
avaliagdes realizadas aos 30, 60 e 90 dias da inoculagdo levando-se em conta a

taxa de multiplicagao por plantula inoculada.
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Tabela 5. Meios de cultivo testados na fase de multiplicacdo de plantulas da cv.
EMEPA 1 de abacaxizeiro

Tratamentos
Ty (MS) Testemunha
T, (MS + 1,0 mg.L" de BAP) Ramirez e Bocardo, 2003
Ts (MS + 1,5 mg.L" de BAP) Almeida et al., 2002
T4+ (MS +2,0 mg.L" de BAP) Barboza et al., 2004
Ts (MS + 2,52 mg.L" de BAP) Silva et al., 2002
Te (MS + 1,0 mg.L™" de BAP + 0,01 mg.L" de ANA) Mogolldn et al., 2004
T, (MS +2,0mg.L" de BAP + 0,5 mg.L™" de ANA) Teixeira et al., 2001a
Te (MS+2,0mg.L" de BAP + 1,0 mg.L™ de ANA) Piza et al., 2001

e Alongamento

As maiores brotacdes produzidas na fase de multiplicacdo foram colocadas
individualmente em frascos contendo os meios 1/1; 3/4; 1/2 e 1/4 MS, sem
reguladores de crescimento, pelo tempo de 30 dias para promover o alongamento

das plantulas. Ocasido em que se avaliou comprimento das plantulas inoculadas.

¢ Enraizamento

Os brotos obtidos apds o alongamento foram selecionados aleatoriamente e
transferidos, em cadmara de fluxo laminar, para frascos contendo o meio MS
suplementado com reguladores de crescimento (Tabela 6); sua avaliagdo foi
realizada aos 30 dias de cultivo, tendo em vista o numero e o comprimento médio

das raizes.
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Tabela 6. Meios de cultivo testados na fase de enraizamento de plantulas da cv.
EMEPA 1 de abacaxizeiro

Tratamentos
Ty (MS) Testemunha
T, (MS +0,2mg.L" de ANA) Ramirez e Bocardo, 2003
) Barboza et al., 2004
Tz (MS + 1,0 mg.L”" de ANA)
Mogollén et al., 2004
T4, (MS+2,0 mg.L‘1 de ANA) Piza et al., 2001

¢ Aclimatagao

Apos o enraizamento in vitro as mudas foram selecionadas por peso, em
torno de 2 g, lavadas para se retirar o excesso do meio de cultura e depois
submersas em uma solugado contendo 0,3% do defensivo agricola sistémico Derosal
500%, durante 10 minutos, para prevenir doengas fungicas; em seguida, foram
colocadas em potes multiuso de polipropileno transparente de 250 ml, revestidos
com papel aluminio.

Os substratos utilizados, foram: solos de subsuperficie (S), esterco bovino
(EB), vermiculita (V) e composto organico (CO), conforme Tabela 7.

Para seu uso, o solo foi misturado com areia, na proporgao de 2:1 depois de
ser peneirado, constituindo a mistura padrao para todas as misturas nas quais se
utilizou solo (MOREIRA et al., 2006).

As mudas foram mantidas em telado com nebulizagao intermitente, sendo
que nos primeiros 7 dias foram cobertas com copos de poliestireno transparente,
para evitar o excesso de transpiragao; por sua vez, as avaliacdes foram realizadas
aos 90 dias do plantio das mudas, quantificando-se os seguintes parametros: altura
da planta (raiz, caule e folhas), numero de folhas e peso de matéria seca da planta

(raiz, caule e folhas).
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Tabela 7. Proporcdo de substratos utilizados na aclimatagdo de mudas

micropropagadas de abacaxizeiro cv. EMEPA 1

Materiais (%)

Tratamentos Solo Esterco bovino Vermiculita Comqusto
organico

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

4.2 Procedimentos estatisticos

Em todas as fases estudadas para o desenvolvimento do protocolo de
micropropagagao da cultivar EMEPA 1 de abacaxizeiro, empregou-se o
delineamento inteiramente casualizado (DIC), como se apresenta a continuagéo
para cada fase:

e Tratamento e isolamento dos explantes — DIC, com arranjo fatorial 4 x 4 (4
concentracdes de hipoclorito de sédio x 4 tempos de exposicdo ao hipoclorito de
sodio), com 10 repeticdes contendo 1 explante por frasco;

e Estabelecimento de explantes — DIC, com 6 tratamentos, composto de 10
repeticdes contendo 1 explante por frasco;

e Estiolamento — DIC, com 4 tratamentos, composto de 10 repeticdes
contendo 1 talo por tubo de ensaio;

e Regeneracédo — DIC, com 4 tratamentos, formado de 10 repeti¢cdes

contendo 1 broto estiolado por placa de Petri;
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e Multiplicagdo — DIC, com 8 tratamentos e 10 repeticbes contendo 1
explante por frasco;

e Alongamento — DIC, com 4 tratamentos, composto de 10 repeti¢cdes
contendo 1 plantula por frasco;

e Enraizamento — DIC, com 4 tratamentos, composto de 10 repeti¢cdes
contendo 1 plantula por frasco;

e Aclimatacdo — DIC, com 11 tratamentos, composto de 4 repeticdes
contendo 5 plantas cada um.

A comparacgao entre as medias foi feita pelo teste de Tukey a 1 e 5 % de
probabilidade. Determinaram-se as regressdes quadraticas na analise de variancia e

se estabeleceram os coeficientes de determinagdo R? (Tabela 18 do apéndice).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises de variancia apresentam diferengas significativas a nivel de 1%

de probabilidade, em todos os caracteres estudados (Tabela 8).

Tabela 8. Resumo das analises de varidncia dos dados coletados no

desenvolvimento do protocolo de micropropagagéo da cv. EMEPA 1 de

abacaxizeiro

CARACTERES FONTE DE VARIACAO GRAU DE F
LIBERDADE
Concentracao de 3 313,12**
Tratamento e isolamento dos  hipoclorito de sédio (C)
explantes: gemas Tempo de exposigéo ao 3 13,12**
contaminadas hipoclorito de sodio (T)
CxT 9 3,12**
Residuo 144
Concentracao de 3 57,56**
Tratamento e isolamento dos  hipoclorito de sédio (C)
explantes: gemas vivas Tempo de exposigéo ao 3 11,06™*
hipoclorito de sodio (T)
CxT 9 2,56**
Residuo 144
Estabelecimento de Tratamentos 5 20,40
explantes: n°. de brotos Residuo 54
estabelecidos
Estabelecimento de Tratamentos 5 6,00**
explantes: altura de brotos Residuo 54
estabelecidos
Estiolamento: comprimento de Tratamentos 3 100,62**
brotos estiolados Residuo 36
Estiolamento: numero de nés  Tratamentos 3 3293,31**
por broto estiolado Residuo 36
Regeneragao: numero de Tratamentos 3 494 ,35**
brotos regenerados por broto  Residuo 36
estiolado
Regeneragao: numero de Tratamentos 3 147,66**
brotos regenerados por né Residuo 36
Multiplicagao: taxa de Tratamentos 7 50,52**
multiplicacao aos 30 dias Residuo 72
Multiplicagcao: taxa de Tratamentos 7 136,25
multiplicacdo aos 60 dias Residuo 72
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CARACTERES FONTE DE VARIACAO  GRAU DE F

LIBERDADE
Multiplicacao: taxa de Tratamentos 7 323,10**
multiplicagdo aos 90 dias Residuo 72
Alongamento Tratamentos 3 22,84**
Residuo 36
Enraizamento: numero de Tratamentos 3 219,19**
raizes Residuo 36
Enraizamento: comprimento Tratamentos 3 417,21**
médio das raizes Residuo 36
Aclimatacdo: altura da planta  Tratamentos 10 4955,57**
Residuo 99
Aclimatacdo: numero de Tratamentos 10 86,14**
folhas Residuo 99
Aclimatacao: matéria seca Tratamentos 10 2270,51**
Residuo 99

** Significativo a 1% de probabilidade

o Tratamento e isolamento dos explantes

O efeito do hipoclorito de sédio na contaminacdo de gemas axilares de
abacaxizeiro cv. EMEPA 1, pode ser observado na Tabela 9 e na Figura 1 do
apéndice, na qual se constata decréscimo na contaminagdo, com o aumento da
concentracdo de hipoclorito de sodio, além de tendéncia de diminuicdo da
contaminagao com o aumento do tempo de exposicdo ao agente desinfestante. Piza
et al. (2001), obtiveram 97,2% de descontaminagdo com uma solug&o de hipoclorito
de sédio comercial (Q-Boa) a 20%; no entanto, o numero de gemas mortas foi
considerado altissimo, em torno de 12,9%, as quais se apresentavam totalmente
oxidadas. De acordo com Teixeira et al. (2001a), os altos indices de contaminacao
bacteriana e/ou fungica podem ser indicio de presenga de contaminantes
endogenos, 0 que € um indicador de que a qualidade da muda é insatisfatéria; no
entanto, quando se detecta a presenga de bactérias ou fungos enddégenos devem-se
utilizar meios de cultivo suplementados com antibidticos sistémicos ou dar

preferéncia a outras fontes de explantes.
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Tabela 9. Valores médios da contaminagdo de gemas axilares da cv. EMEPA 1 de

abacaxizeiro submetidas a desinfestacdo com hipoclorito de sédio

Concentragdes de Tempo de exposi¢cao (min.) Média
hipoclori(t;))de sodio 5 10 15 20
1 50 aA 50 aA 4,0 aB 4,0 aB 4,5
2 20 bA 1,0 bB 1,0 bB 0,0 bC 1,0
3 1,0 cA 0,0 cB 0,0 cB 0,0 bB 0,25
4 00 dA 00 cA 00 cA 0,0 bA 0,0
Média 2,0 1,5 1,25 1,0 1,44
DMS/colunas = 0,86 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,86 (letras maiusculas)

As médias seguidas da mesma letra mailscula nas linhas e minuscula nas colunas, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Observa-se na Tabela 10 e na Figura 2 do apéndice, a sobrevivéncia das

gemas axilares de abacaxizeiro cv. EMEPA 1, apés a desinfestacao.

Tabela 10. Valores médios da sobrevivéncia de gemas axilares da cv. EMEPA 1 de

abacaxizeiro submetidas a desinfestagcao com hipoclorito de sédio

Concentragdes de Tempo de exposi¢cao (min.) Média
hipoclori(t(;o;je sodio 5 10 15 20

1 70 abA 7,0 bA 7,0 abA 6,0 aA 6,75

2 80 aA 90 aA 8,0 aA 6,0 aB 7,75

3 6,0 bcA 6,0 bcA 6,0 bcA 6,0 aA 6,0

4 50 cA 50 cA 50 cA 4,0 bA 4,75

Média 6,5 6,75 6,5 55 6,31

DMS/colunas = 1,22 (letras minusculas) DMS/linhas = 1,22 (letras maiusculas)

As médias seguidas da mesma letra maiuscula nas linhas e minuscula nas colunas, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Nota-se um decréscimo no numero de gemas vivas com o0 aumento da
concentracdo de hipoclorito de soédio; em valores absolutos, os tratamentos
compostos de hipoclorito de sédio a 2% durante 10 e 15 minutos, apresentaram o

melhor desempenho em relagdo ao numero de gemas vivas (9,0 e 8,0,
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respectivamente) e contaminadas (1,0). Segundo Grattapaglia e Machado (1998),
um problema freqlente durante o isolamento de explantes € a oxidagao de
compostos fendlicos, que sao liberados pelas células. A oxidagao dos polifendis leva
a producao de substancias amareladas de composicdo complexa, do tipo quinonas,
que se podem ligar a proteinas das membranas ou enzimas, acarretando toxidez e
morte da célula (TEIXEIRA, 2001b). Neste experimento ndo se observou morte de
gemas por oxidacdo, devido, provavelmente, a retirada das gemas antes da

desinfestagéo.

o Estabelecimento de explantes

Observa-se, para a variavel numero de brotos estabelecidos, superioridade
do tratamento sem reguladores de crescimento sobre os demais suplementados com

BAP e ANA, nas concentragdes estudadas (Tabela 11 e Figura 3 do apéndice).

Tabela 11. Valores médios de brotos de abacaxizeiro cv. EMEPA 1 estabelecidos

em meio MS suplementado com reguladores de crescimento

Tratamentos (mg.L™") Numero de _brotos Altura do_s brotos
BAP T ANA esétﬁrt:iedlzggj)os estabelecidos (cm)
- - 10 a 0,5 a
0,5 0,125 8 b 0,4 ab
0,5 0,5 6 c 0,4 ab
1,0 0,5 6 ¢ 03 b
2,0 - 8 b 03 b
2,0 1,0 8 b 0,3 b
DMS 1,39 0,13

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

Este resultado difere do constatado por Piza et al. (2001), que obtiveram
maior freqiéncia de gemas sem desenvolvimento nos tratamentos com baixas
concentragdes de fitorreguladores. Sempre que as concentragdes de BAP e ANA
aumentaram ocorreu um numero maior de gemas estabelecidas, apresentando-se

mais vigorosas e com melhor conformacgao. Albuquerque et al. (2000), verificaram
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uma porcentagem de necrose de 100% aos quarenta e cinco dias de cultivo, em
apices caulinares de abacaxizeiro da cultivar Pérola cultivada em meio MS.
Resposta similar foi verificada para a variavel altura de plantulas estabelecidas
(Tabela 11 e Figura 3 do apéndice), constatando-se que n&o existem diferengas
significativas entre a altura dos brotos estabelecidos na auséncia de reguladores de
crescimento e as plantulas estabelecidas em meios de cultivo suplementados com
0,5 mg.L™" de BAP + 0,125 mg.L™" de ANA, sendo essas estatisticamente iguais aos
suplementados com 0,5 mg.L" de BAP + 0,5 mg.L”" de ANA e diferentes dos
tratamentos sem reguladores de crescimento; verifica-se, ainda, que nao houve
diferenga significativa na altura das plantulas estabelecidas em meios de cultivo
suplementado com reguladores de crescimento (BAP e ANA) fato se deve,
provavelmente, a respostas distintas de cultivares a adicdo de reguladores de

crescimento na fase de estabelecimento de explantes.
o Estiolamento

Verifica-se, através da analise estatistica, que os resultados obtidos nas
variaveis estudadas na fase de estiolamento apresentaram diferengas significativas,
nos quatro meios de cultivo estudados (Tabela 12 e Figura 4 do apéndice).

Para a variavel numero de nds por broto estiolado, o meio de cultivo em que
se obteve o melhor desempenho, foi o suplementado com 1,86 mg.L'1 de ANA,
seguido do meio de cultivo suplementado com 1,0 mg.L™" de ANA. N3o se verifica
diferencga significativa entre o meio de cultivo suplementado com 1,8 mg.L'1 de ANA
+ 2,0 mg.L™" de BAP e o meio sem reguladores de crescimento, porém inferiores
estatisticamente aos demais, traduzindo-se nos resultados obtidos por Barboza e
Caldas (2001), que obtiveram, em média, 7 e 6,7 nés por broto estiolado, para as
cultivares Smooth Cayenne e para o hibrido PE x SC-52, respectivamente, em meio
de cultivo MS suplementado com 1,86 mg.L”" de ANA. Em geral, os valores obtidos
neste trabalho sao inferiores aos obtidos por Moreira et al. (2003), que conseguiram
10,26 brotagdes em meio MS suplementado com 1,8 mg.L”" de ANA + 2 mg.L™" de

BAP, para a cultivar Pérola, apds 40 dias no escuro.
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Tabela 12. Valores médios do numero de ndés e comprimento de brotos de
abacaxizeiro cv. EMEPA 1 submetidos ao estiolamento em meio MS

suplementado com reguladores de crescimento

Tratamentos (mg.L™") Numero de_ nos por Compri_mento de
ANA + BAP bro(tlj)nieds;((j)(lsdo brotos estiolados (cm)
- - 3,90 c 3,19 ¢
1,0 - 510 b 3,90 b
1,86 - 8,90 a 7,07 a
1,8 2,0 3,10 ¢ 239 d
DMS 0,97 0,13

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

Em relagdo ao comprimento de brotos estiolados, observa-se um
desenvolvimento melhor no meio de cultivo suplementado com ANA (1,86 mg.L™),
como também o efeito negativo da adicdo do regulador de crescimento BAP nas
variaveis estudadas. Praxedes et al. (2001) observaram que o estiolamento da
cultivar Pérola de abacaxizeiro pode ser obtido sem reguladores de crescimento,
mas Sa et al. (2000) obtiveram 4,3 cm de comprimento em segmentos estiolados em
meio de cultivo com 10 uM de BAP + 10 uM de ANA.

e Regeneragao

Notam-se, nesta fase, diferengas significativas para as variaveis numero de
brotos regenerados por broto estiolado e numero de brotos regenerados por né
(Tabela 13 e Figura 5 do apéndice); os quatro meios de cultivo utilizados
promoveram comportamentos distintos, apresentando melhor resultado para os
brotos regenerados em meio de cultivo MS basico, suplementado com 1,8 mg.L™" de
ANA + 2,0 mg.L™" de BAP, seguido dos tratamentos compostos por meios de cultivo
MS basico sem reguladores de crescimento e os meios suplementados com 2,0
mg.L'1 de BAP. Observa-se, ainda, que o pior resultado para a regeneragao de
brotos foi obtido no meio de cultivo MS, suplementado com 1,0 mg.L'1 de ANA nas

duas variaveis em estudo. Moreira et al. (2003) obtiveram maior média de brotagdes
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na cultivar Pérola, em meio MS suplementado com 1,8 mg.L™" de ANA + 2 mg.L™" de
BAP, apresentando médias de brotagdes de 10,61, porém com calos em todos os
nos; no entanto, a formagao de calos ndo foi observada na cultivar EMEPA 1; ja
Barboza e Caldas (2001), obtiveram maior eficiéncia na regeneracgéo de plantulas do
hibrido PE x SC-52, com 10,4 plantulas por broto estiolado, em meio de cultivo
adicionado com 2 mg.L™ de BAP, independentemente do niimero de nds por broto;
Esses fatos revelam respostas distintas das cultivares a acdo dos reguladores de

crescimento nas fases de estiolamento e de regeneracéo de brotos.

Tabela 13. Valores médios da regeneracao de brotos estiolados cultivados em meio
MS suplementado com reguladores de crescimento revelados através do

numero de brotos regenerados por broto e por n6

Tratamentos (mg.L™") Numero de brotos Numero de brotos’
e
- - 8,19 b 1,18 b
1,0 - 753 c 1,06 c
1,8 2,0 10,33 a 1,48 a
- 2,0 8,11 b 1,15 b
DMS 0,21 0,05

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

de Tukey

e Multiplicagao

Os resultados da agdo das diversas concentragbes dos reguladores de

crescimento BAP e ANA sobre a taxa de multiplicagao de plantulas de abacaxizeiro

cv. EMEPA 1, sdo apresentados na Tabela 14 e na Figura 6 do apéndice.
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Tabela 14. Valores médios da taxa de multiplicacdo de plantulas de abacaxizeiro cv.
EMEPA 1, aos 30, 60 e 90 dias de cultivo em meio MS suplementado

com reguladores de crescimento

Tratamentos (mg.L™") Subcultivo (dias)
BAP + ANA 30 60 90 Media

- - 1,0 d 14 e 16 e 1,3
1,0 - 23 c 45 d 6,0 d 4,3
1,5 - 25 ¢ 57 ¢ 8,1 ¢ 54
2,0 - 2,7 c 57 c 8,2 c 55
2,52 - 26 c 58 c 8,1 ¢ 55
1,0 0,01 41 b 83 b 120 b 8,1
2,0 0,5 53 a 10,6 a 15,4 a 10,4
2,0 1,0 39 b 83 b 124 b 8,2

DMS 0,82 1,05 1,04

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

de Tukey

Observa-se que o meio de cultivo MS suplementado com 2,0 mg.L'1 de BAP
+ 0,5 mg.L'1 de ANA, obteve a maior taxa de multiplicacdo aos 30, 60 e 90 dias de
cultivo, mas néo se constatou diferenca na taxa de multiplicagao nos trés subcultivos
entre os meios de cultivo MS suplementado com 1,0 mg.L™" de BAP + 0,01 mg.L™" de
ANA e o meio MS suplementado com 2,0 mg.L™" de BAP + 1,0 mg.L" de ANA;
Ademias, ha tendéncia de aumento na taxa de multiplicagdo quando se aumenta a
concentracdo de BAP, além de uma baixa taxa de multiplicagdo nos trés subcultivos
em meio MS sem reguladores de crescimento, cujos resultados sdo equivalentes
aos obtidos por Ramirez e Bocardo (2003), Almeida et al. (2002), Barboza et al.
(2004), Silva et al. (2002), Mogollén et al. (2004) e Piza et al. (2001), para as
cultivares: Champaka e MD2, Pérola, PE x SC-52, Primavera, Queen Australia e
Smooth Cayenne, respectivamente, revelando comportamentos similares em
diversas cultivares aos reguladores de crescimento BAP e ANA, na fase de

multiplicagao.
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e Alongamento

Observa-se, na Tabela 15 e na Figura 7 do apéndice, que as concentragdes
do meio de cultivo MS proporcionaram diferengas no comprimento dos brotos com

decréscimo no alongamento dos brotos, decorrente da diluicdo do meio MS basico.

Tabela 15. Valores médios do comprimento de brotos submetidos ao alongamento

aos 30 dias de cultivo em meio MS

Tratamentos Comprimento de plantulas (cm)
1/1 MS 23 a
3/4 MS 21 b
2/4 MS 19 ¢
1/4 MS 1,9 ¢
DMS 0,13

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

de Tukey

Verifica-se maior comprimento dos brotos no meio de cultivo 1/1 MS e os
piores desempenhos nas proporgdes 2/4 e 1/4 do meio MS. Grattapaglia e Machado
e Machado (1998), relatam que pode ser necessaria uma fase adicional de
alongamento das partes aéreas antes do enraizamento. Pasqual et al. (1998),
descrevem a fase de alongamento no protocolo de micropropagagdo do abacaxi,
como uma fase intermediaria entre a multiplicagcao e o enraizamento; observa-se que
esta fase € de suma importancia, ndo s6 pelo alongamento das plantulas mas
também, como periodo para eliminagao dos reguladores de crescimentos utilizados
na fase de multiplicagdo, visto que em alguns casos os brotos continuam se

multiplicando.

e Enraizamento

O efeito do acido naftalenoacético sobre a producdo de raizes na cv.

EMEPA 1 de abacaxizeiro pode ser observado na Tabela 16 e na Figura 8 do

apéndice.
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Tabela 16. Valores médios da produgao de raizes em plantulas da cultivar EMEPA 1

de abacaxizeiro na presencga do acido naftalenoacético

Tratamentos Numero de raizes Tamanho das raizes (cm)
ANA (mg.L™" (unidade)
- 70 c 2,3 a
0,2 73 ¢ 1,9 b
1,0 114 b 1,2 ¢
2,0 15,8 a 0,7 d
DMS 1,06 0,12

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

de Tukey

Aos 30 dias de cultivo se observou a formacdo de raizes em todos os
tratamentos testados, em que o numero de raizes cresce com o aumento da
concentracdo de ANA e o seu tamanho é afetado com o aumento da concentracéo
deste regulador de crescimento nos meios de cultivo; tais resultados se apresentam
inferiores, porém de comportamento semelhante aos estudados por Ramirez e
Bocardo (2003), que obtiveram, em média, 9,7 e 9,9 raizes nas cultivares MD2 e
Champaka, respectivamente, em meio de cultivo adicionado de 0,2 mg.L'1 de ANA;
com relagdo ao comprimento das raizes, conseguiram em média 2,9 em meio de
cultivo sem reguladores de crescimento para as duas cultivares estudadas. Barboza
et al. (2004) observaram que os brotos do hibrido PE x SC-52 e da cultivar Smooth
Cayenne multiplicados na presenca de BAP a 2 mg.L" apresentaram melhor
desempenho na rizogénese in vitro, independentemente da presenca ou auséncia
de reguladores de crescimento no meio de cultivo. Para Piza et al. (2001), o meio de
cultivo suplementado de 2 mg.L”" de ANA, foi o mais eficiente no enraizamento de

plantulas da cultivar Smooth Cayenne.
¢ Aclimatagao
Os resultados relativos a aclimatagdo das mudas micropropagadas de

abacaxizeiro cv. EMEPA 1, sdo apresentados na Tabela 17 e nas Figuras 9 e 10 do

apéndice.
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Tabela 17. Valores médios de altura da planta (AP), niumero de folhas (NF) e
matéria seca (MS) das mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv.

EMEPA 1, em fungao de diferentes substratos durante a aclimatagéo

Tratamentos Variaveis
S EB Vv CcO AP (cm) NF (unidade) MS (mg)
100 - - - 8,25 f 9,10 e 491,87 h
- 100 - - 10,25 e 14,30 ab 901,78 d
- - 100 - 6,22 h 8,20 e 422,41 |
- - - 100 15,15 a 15,30 a 1256,91 a
50 50 - - 14,17 b 14,90 a 1181,01 b
50 - 50 - 7,16 g 8,90 e 480,35 h
50 - - 50 13,17 c 14,50 a 1102,00 c
40 30 30 - 11,15 d 11,80 d 605,31 g
40 30 - 30 14,18 b 13,10 bc 883,73 d
40 - 30 30 13,29 c 11,90 cd 723,88 f
25 25 25 25 14,18 b 13,00 cd 786,65 e
DMS 0,20 1,27 28,43

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

de Tukey

A variavel altura da planta apresentou o melhor resultado quando
aclimatada somente em composto organico. N&do se observa diferenga entre os
tratamentos 5, 9 e 11, compostos de 50% de solo + 50% de esterco bovino, 40% de
solo + 30% de esterco bovino + 30% de composto organico e 25% de solo + 25% de
esterco bovino + 25% de vermiculita + 25% de composto organico, respectivamente.
O substrato que promoveu a menor altura das plantas aclimatadas foi o que continha
100% de vermiculita. Em relagdo ao numero de folhas, verificam-se semelhancas
entre os tratamentos 2, 4, 5 e 7, que contém 100% de esterco bovino, 100% de
composto organico, 50% de solo + 50% de esterco bovino e 50% de solo + 50% de
composto organico, respectivamente, enquanto o pior desempenho com relagdo ao
numero de folhas foi constatado nos tratamentos compostos 100% de solo, 100% de

vermiculita e 50% de solo + 50% de vermiculita.
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Para a varidvel matéria seca destaca-se o tratamento com 100% de
composto organico, seguido do tratamento que contém 50% de solo + 50% de
esterco bovino; tem-se, ainda, que a menor producdo de matéria seca foi obtida no
substrato com 100% de vermiculita. Fauth et al. (1994) obtiveram o melhor
desenvolvimento em mudas micropropagadas de abacaxizeiro, em misturas de
solo/xaxim/turfa e solo/xaxim/areia/nimus, sem afetar o indice de sobrevivéncia.
Souza Junior et al. (2001) verificaram que os substratos contendo
areia/xaxim/humus e Plantmax proporcionaram maior crescimento e
desenvolvimento de plantulas de abacaxizeiro cv. Pérola, produzidas in vitro, na fase
de aclimatacdo. A presenga de matéria organica favorece o crescimento da parte
aeérea e raiz na aclimatagdo de plantas da cultivar Pérola de abacaxizeiro (MOREIRA
et al., 2006).
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6 CONCLUSOES

e A concentracdo de 2% de hipoclorito de sédio durante 10 minutos
proporcionou o menor indice de contaminacdo sem afetar a sobrevivéncia das
gemas axilares desinfestadas;

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

e O estiolamento in vitro de abacaxizeiro cv. EMEPA 1 pode ser obtido
eficazmente em meio de cultivo MS suplementado com 1,86 mg.L" do &cido
naftalenoacético;

e O meio de cultivo MS suplementado com 1,8 mg.L™" de ANA + 2,0 mg.L”
de BAP promove o maior numero de regeneragéo de abacaxizeiro cv. EMEPA 1 por
broto e por né estiolado;

e O meio de cultivo MS suplementado com 2,0 mg.L" de BAP + 0,5 mg.L
de ANA é o mais indicado para multiplicagdo de plantulas da cv. EMEPA 1 de
abacaxizeiro;

e Para o alongamento o meio de cultura MS sem diluigdo proporciona o
maior crescimento das plantulas micropropagadas;

e A adigdo do acido naftalenoacético promove o aumento no numero e a
diminui¢cdo do tamanho das raizes das plantulas de abacaxizeiro cv. EMEPA 1;

e O composto organico favorece o crescimento e o desenvolvimento de
plantulas de abacaxizeiro cv. EMEPA 1, regeneradas in vitro, na fase de

aclimatacéo.
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CRIOCONSERVAGAO DE SEMENTES DE ABACAXIZEIRO OBTIDAS POR
POLINIZAGAO LIVRE
1 RESUMO
MORAES, Ailton Melo de. Crioconservacao de sementes de abacaxizeiro obtidas
por polinizagao livre. Areia: UFPB/CCA, 2007. p. 35-63. (Tese-Doutorado em
Agronomia).

O abacaxi pertence a familia Bromeliaceae, subclasse das monocotiledéneas, a qual
compreende aproximadamente 46 géneros e cerca de 1.700 espécies de plantas
herbaceas. Visando contribuir para o estabelecimento de métodos de conservacao
de sementes de abacaxizeiro; objetivou-se com este trabalho, avaliar a qualidade
fisiolégica das sementes de abacaxizeiro, com diferentes teores de umidade,
submetidas a diferentes temperaturas e periodos de armazenamento. As sementes
de abacaxizeiro, adquiridas pelo método de polinizagao livre, foram caracterizadas
mediante teste de germinagado, vigor (matéria seca), teor de umidade e peso de
1.000 sementes. No estabelecimento do teor Ilimite de umidade para
crioconservacgao (TLUC) a umidade dos lotes de sementes foi ajustada para 6, 8, 10,
12, 13,46 e 15% b.u. e, em seguida, elas foram armazenadas 3 dias a +25 °C, -18
°C, -150 °C e -196 °C; posteriormente, as sementes com teores de umidade de 8, 10
e 12% b.u., foram crioconservadas (CR) a essas temperaturas, pelo tempo de 3, 45,
90 e 135 dias. O delineamento estatistico utilizado nos dois casos (TLUC e CR) foi o
inteiramente casualizado, disposto em esquema fatorial com 4 repeticbes de 30
sementes por repeticdo. Os esquemas fatoriais utilizados foram: TLUC: 6 x 3,
representado por 6 teores de umidade das sementes (6, 8, 10, 12, 13,46 e 15 %
b.u.) e 3 temperaturas criogénicas (-18, -150 e -196 °C) e CR: 3 x 4 x 4,
representado por 3 teores de umidade (8, 10 e 12 % b.u.), 4 temperaturas (£25, -18,
-150 e -196 °C) e 4 periodos de armazenamento (3, 45, 90 e 135 dias). Concluiu-se,
que o teor limite de umidade para a crioconservacdo de sementes de abacaxizeiro
se encontra entre 6 e 13,46% base umida; as sementes de abacaxizeiro obtidas pelo
método da polinizagao livre podem ser classificadas como ortodoxas; a germinagao
e 0 vigor das sementes de abacaxizeiro com teores de umidade entre 8 e 12% base
umida néo sao afetados com a exposi¢ao a temperaturas criogénicas.

Palavras-chave: Ananas comosus, sementes, crioconservagao, nitrogénio liquido.
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CRYOCONSERVATION OF PINEAPPLE SEEDLINGS OBTAINED VIA FREE
POLINIXATION
1 SUMMARY
MORAES, Ailton Melo de. Cryoconservation of pineapple seedlings obtained via
free polinixation. Areia: UFPB/CCA, 2007. p. 35-63. (Doctorate thesis in
Agronomy).

The pineapple comes from Bromeliaceae species, subclass of monocotiledoneas,
and comprises about 46 genders and around 1,700 species of herbaceous plants.
This work aims to contribute to the establishment of conservation methods of
pineapple seeds besides evaluating the physiological quality of these seeds with
different moisture contents, submitted to different temperatures and storage periods.
Obtained from the free pollination method, pineapple seeds were characterized
under germination test, strength (dry material), moisture contents and weight of 1,000
seeds. To establish content limit of moisture conservation for cryoconservation, the
moisture in the lots of seeds was adjusted to 6, 8, 10, 12, 13, 46 and 15% b.u. Then,
the seeds were stored for three days at + 25° C, -18° C, -150°C and -196°C. After
that, the seeds with moisture contents at 8, 10, and 12% b.u. were cryoconservated
(CR) at these temperatures for 3, 45, 90 and 135 days. The statistic plan used for
both cases (TLUC and CR) was that completely randomized design presented in
factorial scheme with four repetitions of 30 seeds per repetition. The factorial
schemes used were TLUC: 6 x 3 represented by 6 moisture contents of seeds (6, 8,
10, 12, 13, 46, and 15% b.u.) and 3 cryogenic temperatures (-18, -150, and -196°C)
and CR: 3 x 4 x 4 represented by 3 moisture contents (8, 10, 12% b.u.), 4
temperatures (25, -18, -150 and -196°C) and 4 storage periods (3, 45, 90 and 135
days). It was concluded that the content limit of moisture for seed cryoconservation of
pineapple is between 6 and 13, 46% of humid basis; The pineapple seeds obtained
through the free pollination method can be classified as orthodox; the germination
and strength of the pineapple seeds with moisture content between 8 and 12 % with
humid basis are not affected by expositions at cryogenic temperatures.

Keywords: Ananas comosus, seeds, cryoconservation, liquid nitrogen.
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CRIOCONSERVAGAO DE SEMENTES DE ABACAXIZEIRO OBTIDAS POR
POLINIZAGAO LIVRE

3 INTRODUGAO

O abacaxi, ou ananas (Ananas comosus (L.) Merril) tem o nome originario
do tupi-guarani e significa fruta cheirosa; pertence a familia Bromeliaceae, subclasse
das monocotiledéneas, a qual compreende aproximadamente 46 géneros e cerca de
1.700 espécies de plantas herbaceas (QUEIROZ et al., 2003).

Cunha e Cabral (1999), revisando sobre a origem do abacaxizeiro relatam
que esta planta é originaria da regido compreendida entre 15° N e 30° S de latitude e
40° L e 60° W de longitude, o que inclui as zonas central e sul do Brasil, o nordeste
da Argentina e o Paraguai; sendo o Brasil, provavelmente, o pais de origem do
abacaxi.

No cenario mundial, o Brasil € o terceiro maior produtor de abacaxi com
uma producao estimada em 1.400.190 toneladas de frutas por ano, destacando-se
os estados da Paraiba, Para e Minas Gerais, com uma produtividade de 325,612,
268,124 e 222,951 mil frutos, respectivamente (CUNHA, 2006).

O fruto das cultivares comerciais do abacaxizeiro € partenocarpico, isto €,
formado sem fecundagao devido a auto-incompatibilidade, ndo havendo producao
de sementes; contudo, esta auto-incompatibilidade pode ser superada mediante o
cruzamento de duas cultivares possibilitando a reprodugdo sexuada (originando
sementes) e, consequentemente, a recombinagao genética (LUZ et al., 1999).

Cabral (1999) descreve que as sementes de abacaxi como pequenas,
medindo em meédia 5 mm de comprimento por 2 mm de largura; o tegumento é
marrom e coriaceo; em geral sdo viaveis, aparentemente ndo exibem dorméncia e o
poder germinativo diminui apds alguns meses de armazenamento (LOISON-COBOT,
1990); entretanto, para outros autores as porcentagens de germinagdo das
sementes de abacaxi sdo muito baixas devido a dureza do tegumento (MILES e
HOLMES, 1930), dependendo a germinagao dos procedimentos fisicos, mecanicos e
das condic¢des de incubagao (WEAVER, 1982).
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Para Giacomelli (1974), o processo germinativo das sementes de abacaxi é
bastante lento e desuniforme, iniciando a germinagdo aos 30 dias, apods a
semeadura, estabilizando-se aos 50 dias.

O método mais recomendado para superar a dorméncia das sementes de
abacaxizeiro € a imersdo em acido sulfurico (COLLINS, 1960); no entanto, n&o
proporciona bons resultados (CABOT, 1989), ja que a baixa percentagem de
germinagao de sementes continua sendo um grande problema para os melhoristas
que utilizam os cruzamentos interespecificos e intervarietais para obterem cultivares
selecionadas (LUZ et al., 1999).

Apesar da existéncia de muitas variedades de abacaxi, a produgao
comercial é baseada nas cultivares Smooth Cayenne, Singapore Spanish, Queen,
Espafiola Roja e Pérola (LEAL e COPPENS d’EECKENBRUGGE, 1996). Entre as
cultivares de abacaxi mais cultivadas no Brasil se destacam Smooth Cayenne e
Pérola, em que a cultivar Pérola representa 80% da produgdo nacional
(REINHARDT e SOUZA, 2000).

Cabral et al. (2004) advertem que o predominio de uma ou poucas
cultivares para exploragao comercial nos principais paises produtores, a substituicao
de cultivares locais por outras de importancia comercial mais ampla e o
desmatamento acelerado que vem ocorrendo nos centros de diversidade do género,
tém causado erosdo genética em Ananas comosus e espécies afins de interesse
para os programas de melhoramento genético. A inadequacdo de métodos de
conservagao de germoplasma, a eliminacdo de material de melhoramento, o
aumento da populagao, a industrializagao, as calamidades naturais e a expansao da
fronteira agricola, também contribuem para o desaparecimento dos recursos
fitogenéticos (CHOER, 2001).

A conservagao de recursos genéticos implica na manutencao de colegao in
situ, ou seja, nos seus locais de ocorréncia, ou ex Situ, caso em que podem ser
mantidos individuos, sementes, embrides ou outras estruturas vegetais, sob
diferentes condicdes, dependendo do material utilizado no campo ou em casas de
vegetacado, em camaras secas sob baixa temperatura, em meio de cultura com baixa
concentragéo salina (conservagéo in vitro) ou criopreservadas (VIEIRA, 2000).

Para o Internacional Board for Plant Genetic Resources - IPBGR (1982), a

crioconservagao é uma técnica indicada para as espécies de propagacgao vegetativa,
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especies com sementes recalcitrantes, germoplasmas raros ou mesmo especies
ameacgadas de extingdo e espécies de plantas silvestres; além disso, a conservagao
em nitrogénio liquido também pode ser usada para espécies de sementes de
importancia agrondmica (STANWOOD, 1980, 1985 e 1987).

Em geral, o armazenamento de sementes de muitas espécies se faz em
temperatura e umidade baixas podendo, desta forma, serem preservadas por
décadas e, mais tarde, germinadas, sem prejuizo de sua viabilidade (FAIAD, 1998;
SANTOS, 2003). Esta forma de conservacéo de recursos genéticos € considerada
econdmica e segura (SLAGEREN, 2002); contudo, para que seja feita corretamente
€ necessario o conhecimento do comportamento das sementes durante a secagem e
armazenamento (HONG et al., 1996).

A criopreservagdo € a conservagao de material biolégico a temperaturas
extremamente baixas, em geral em nitrogénio liquido (-196°C); a esta temperatura
reacbes metabdlicas e deterioragdo bioldgica ocorrem muito lentamente ou sao
completamente suspensas; em decorréncia disto, a criopreservagdo assegura alta
estabilidade genética e integridade biolégica do material conservado (MEDEIROS e
CAVALLAR, 1992; SANTOS, et al., 2002).

Ante o exposto e visando contribuir para o estabelecimento de métodos de
conservagao de sementes de abacaxizeiro, neste trabalho se objetivou avaliar a
qualidade fisiologica das sementes de abacaxizeiro, com diferentes graus de

umidade, submetidas a diferentes temperaturas e periodos de armazenamento.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal da Paraiba, Campus Il, Areia, PB, e no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais (LCTV) da Estagao Experimental de Mangabeira, pertencente a Empresa
Estadual de Pesquisa Agropecuaria do Estado da Paraiba-EMEPA/PB.

4.1 Sementes
As sementes de abacaxizeiro utilizadas foram adquiridas pelo método de

polinizagao livre, em campos experimentais do Centro Nacional de Pesquisa de
Mandioca e Fruticultura (CNPMF/EMBRAPA), Cruz das Almas, BA (Figura 1).

Figura 1. Sementes de abacaxizeiro produzidas pelo método da polinizagado

livre

Inicialmente, avaliou-se a qualidade das sementes, mediante teste de
germinagao, vigor (matéria seca) e determinagdo do teor de umidade e peso de
1.000 sementes, obedecendo as recomendagdes prescritas nas Regras para Analise
de Sementes (BRASIL, 1992); essas analises e determinagdes foram realizadas sem
que as sementes recebessem qualquer tipo de tratamento e os resultados foram

tomados para o inicio dos trabalhos.
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O peso das 1.000 sementes, expresso em grama, foi obtido de toda a
semente pura, por contagem, proveniente de analise de pureza em que 0 numero de

decimais foi mantido através da formula (BRASIL, 1992):

Peso da amostra x 1.000

Peso de 1.000 sementes = —
Ntimero total de sementes

O teor de umidade (%) foi obtido mediante o método oficial de estufa,
prescrito nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 1992), a 103 + 2 °C
durante 17 = 1 horas, utilizando-se 4 repeticoes de 100 sementes, em que o teor de

umidade expresso em base umida foi obtido por meio da expressao:

pi —Pp
U de Umidaae (U) = Ep—ﬂ x 100
L

em que:
Pi = Peso inicial (9)

Pf = Peso final (g)

O teste de germinagao foi conduzido com 4 repetigdes de 30 sementes cada
uma, que, apoés terem sido desinfestadas em uma solugcdo de hipoclorito de sédio
(NaClO) a 2% por 10 minutos e, posteriormente, lavadas 3 vezes consecutivas com
agua destilada e esterilizada, para eliminar os residuos do NaCIO, foram semeadas
em placa de Petrii com 9 cm de diametro, sobre 3 discos de papel germitest
umedecidos com agua destilada e deionizada, utilizando-se camara de fluxo laminar.
As placas de Petri foram transferidas para sala de crescimento com temperatura de
25 + 5 °C, intensidade luminosa de 30 pmol.m?.s™ e fotoperiodo de 16 horas de luz

(Figuras 2).
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Figura 2. Sementes de abacaxizeiro semeadas em placa de Petri (A); Placas de

Petri em sala de crescimento (B)

As contagens e apreciagdes das plantulas normais seguiram as prescrigdes
das Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 1992), em que foram consideradas
normais as plantulas compostas por primérdios de raizes, caules e folhas, medindo
aproximadamente 0,5 cm de altura. Os testes foram finalizados quando ocorreu a
estabilizagao da germinagao, ou seja, aos 50 dias da semeadura, conforme Figura 3.

Figura 3. Plantulas de abacaxizeiro aos 50 dias da semeadura, compostas por

primordios de raizes, caule e folhas

Para o Peso da Matéria Seca de Plantulas (PMSP) utilizaram-se as mesmas
plantulas normais dos testes de germinagdo, que foram retiradas das placas de
Petri, contadas, pesadas e colocadas em sacos de papel, separadas por
tratamentos e repetigdes; em seguida, postos para secar em estufa termoelétrica
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regulada a 80 °C, durante 24 horas; apds este periodo as amostras foram retiradas
da estufa e colocadas para esfriar em dessecador durante 30 minutos; em seguida,
o material vegetal contido nos sacos de papel foi pesado, determinando-se o peso
da matéria seca total das plantulas normais por repeticéo, expresso em g/repeticéo e
se obtendo o peso médio da matéria seca das plantulas pela média aritmética das

repeticdes conforme Nakagawa, 1994 (Figura 4).

Figura 4. Sacos de papel contendo plantulas normais (A); Matéria seca (B)

4.2 Teor Limite de Umidade para Crioconservagao (TLUC)

Na determinagéo do TLUC se formaram 18 lotes de 120 sementes cada um,
0s quais foram submetidos aos processos de hidratagdo ou secagem, até
alcancarem os teores de umidade estabelecidos para a instalacdo dos diferentes
ensaios de TLUC (6; 8; 10; 12; 13,46 e 15 % b.u.). A perda ou ganho de agua pelas
sementes foi determinada mediante a expressdo matematica (ALMEIDA et al.,
2006):

Pf = i 100 — Xi

100 — Xf
em que:
Pf = peso final da amostra (g)
Pi= peso inicial da amostra (g)
Xi = teor de umidade (b.u.) inicial das sementes (%)

Xf = teor de umidade (b.u.) desejado das sementes (%)
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Para a secagem, as sementes foram colocadas em um dessecador de vidro
(Figura 5) que continha, como agente dessecante, silica gel amorfa e pesadas a
cada hora, até que atingissem os pesos referentes aos teores de agua desejados;
para este fim, se utilizou uma balanga semi-analitica, modelo Marte AL 200C, com

precisao de 0,001 g.

Figura 5. Dessecador de vidro contendo silica gel utilizado na secagem das

sementes (A); hidratagdo das sementes em recipiente de vidro (B)

No umedecimento das sementes as amostras foram colocadas em
pequenas cestas de aluminio, suspensas por um anel de PVC no interior de
recipientes de vidro, hermeticamente fechados, contendo 1/5 do seu volume de agua
destilada (Figura 5). Os recipientes foram postos em uma camara regulada a 10 °C;
referidas cestas com as sementes foram pesadas a cada 2 horas, através de uma
balanga semi-analitica, modelo Marte AL 200C, com preciséo de 0,001 g.

Para cada teor de umidade (6, 8, 10, 12, 13,46 e 15 % b.u.) as sementes
foram acondicionadas em embalagens confeccionadas com papel, papel aluminio e
plastico, para proporcionar o isolamento hidro e termodinamico e, em seguida,
submetidas ao congelamento em freezer (-18 °C); no vapor do NzyL (-150 °C) e no
NoL (-196 °C) por 03 dias; decorrido este periodo criogénico, as sementes foram re-
aquecidas a temperatura ambiente (25 °C) e avaliada sua qualidade fisioldgica,
através da germinagao e do vigor (matéria seca) estabelecendo-se, assim, o TLUC
(Figura 6).

45



Figura 6. Embalagens multifoliares compostas de papel, papel aluminio e plastico
(AeB)

4.3 Crioconservacgao das sementes de abacaxizeiro

As sementes com teores de umidade de 8, 10 e 12 % b.u. foram
acondicionadas em embalagens, conforme descrito anteriormente e, em seguida,
armazenadas a +25 °C (ambiente); -18 °C (freezer); -150 °C (vapor do N,L) e -196
°C imersao no N,L), pelo tempo de 3, 45, 90 e 135 dias.

Transcorrido cada tempo de armazenamento, as sementes crioconservadas
foram submetidas a descongelamento a temperatura ambiente £25 °C, durante 12
horas para, em seguida, submeté-las aos testes de germinagdo e vigor (matéria

seca), seguindo-se os procedimentos ja descritos.

4.4. Procedimentos estatisticos

Tanto para o teor limite de umidade para crioconservagao (TULC) quanto
para a crioconservacao, o delineamento adotado foi o inteiramente casualizado,
disposto em esquema fatorial com 4 repeticdes de 30 sementes por repeticdo; os
esquemas fatoriais utilizados, foram:

e Teor limite de umidade para crioconservacdo (TLUC): 6 x 3,
representado por 6 teores de umidade das sementes (6, 8, 10, 12, 13,46 e 15 %

b.u.) e 3 temperaturas criogénicas (-18, -150 e -196 °C);

46



e Crioconservagao: 3 x 4 x 4, representado por 3 teores de umidade (8, 10
e 12 % b.u.), por 4 temperaturas (25, -18, -150 e -196 °C) e 4 periodos de
armazenamento (3, 45, 90 e 135 dias).

A comparagao entre as médias foi feita pelo teste de Tukey a 1 e 5 % de
probabilidade. Determinaram-se as regressdes quadraticas na analise de variancia e

se estabeleceram os coeficientes de determinagdo R? (Tabela 7 do apéndice).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sementes

A caracterizagcdo das sementes de abacaxizeiro obtidas pelo método da
polinizagdo livre, provenientes de campos experimentais do Centro Nacional de
Pesquisa de Mandioca e Fruticultura (CNPMF-EMBRAPA), Cruz das Almas, BA,
apresentou o peso de 1.000 sementes em torno de 6,34 g, com teor de umidade de
13,46% b.u.; a germinacéao foi de 90% e o vigor de 0,17 g de matéria seca, pela

meédia aritmética das repetigdes.

5.2 Teor Limite de Umidade para Crioconservagao (TLUC)

Pela analise de variancia, observam-se valores significativos pelo Teste F
para a germinagdo e matéria seca das sementes de abacaxi, nas variaveis teor de
umidade e temperatura de crioconservagdo e também, para sua interagéo (Tabela
1). O resultado para a interacdo teor de umidade versus temperatura de

crioconservagao indica que o comportamento de uma variavel interfere na outra.

Tabela 1. Analise de varidncia da viabilidade das sementes de abacaxizeiro,
armazenadas a trés temperaturas criogénicas (-18, -150 e — 196 °C),

durante trés dias

FONTE DE GRAU DE GERMINACAO F MATERIA SECA F
VARIACAO LIBERDADE

Teor de umidade (Tu) 5 169,32** 128,40**
Temperatura de

crioconservagao (Tc) 2 15,47 4,10*
TuxTc 10 54,88** 17,36
Residuo 54

Total 71

*** Significativo a 1 e 5 % de probabilidade
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A viabilidade das sementes de abacaxizeiro, com diferentes teores de
umidade, apds a crioconservagao em freezer, no vapor e na imersdao em NsL, por

trés dias, esta representada na Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios da germinacdo e da matéria seca das sementes de
abacaxizeiro, revelados pela interagdo feor de umidade versus
temperaturas criogénicas, depois de trés dias de crioconservagao

GERMINACAO (%)

Teor de Temperaturas criogénicas (°C) Média
umidade (% b.u.)

-18 -150 -196
15 89,00 dA 88,00 dA 83,00 eB 86.66
13,46 91,00 cB 94,00 bA 88,00 dC 91.00
12 94,00 bB 98,00 aA 94,00 bB 95.33
10 96,00 aA 91,00 cB 97,00 aA 94.66
8 96,00 aA 92,00 cB 91,00 cB 93.00
6 88,00 dC 91,00 cB 94,00 bA 91.00
Média 92.33 92.33 91.16 91.94
DMS/colunas = 1.751 (letras minusculas) DMS/linhas = 1.429 (letras maiusculas)

MATERIA SECA (g)

Teor de Temperaturas criogénicas (°C) Média
umidade (% b.u.) -18 -150 -196
15 0.12 cA 0.10 dB 0.10 dB 0.106
13,46 0.15 bA 0.16 bA 0.16 bA 0.156
12 0.18 aA 0.19 aA 0.19 aA 0.186
10 0.12 cA 0.15 DbA 0.13 cB 0.133
8 0.14 bC 0.19 aA 0.16 bB 0.163
6 0.17 aA 0.13 cB 0.17 bA 0.156
Média 0.146 0.153 0.151 0.15

DMS/colunas = 0.017 (letras minusculas) DMS/linhas = 0.014 (letras maiusculas)

As médias seguidas da mesma letra mailscula nas linhas e mindscula nas colunas, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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A maior porcentagem da germinacao das sementes é observada entre 8 e
12% b.u. de umidade, tendo atingido 96, 98 e 97% de germinagéo nas temperaturas
criogénicas de -18, -150 e -196 °C, respectivamente; para matéria seca, os melhores
resultados se revelaram nos teores de umidade de 6, 8 e 12% b.u., com 0,17, 0,19,
0,18 e 0,19 g de matéria seca, nas temperaturas -18, -150 e -18, -150 e -196 °C,
respectivamente.

As sementes com teor de umidade de 15% b.u. obtiveram melhor taxa de
germinagao quando crioconservadas a -18 e -150 °C; a produg¢ao de matéria seca foi
maior na crioconservagao no vapor do NoL (-150 °C) e n&o se verifica diferencga
significativa no vigor das plantulas produzidas de sementes crioconservadas em
freezer (-18 °C) e na imers&o no NoL (-196 °C).

Para as sementes com teor de umidade de 13,46% b.u.,, a melhor
germinacgao foi notada na crioconservagao no vapor do N,L (-150 °C), ndo havendo
diferenca significativa na produgcdo de matéria seca nas trés temperaturas de
armazenamento, fato este também verificado nas sementes com 12% b.u. de
umidade; ndo se verifica, portanto, diferenga significativa entre as temperaturas
criogénicas -18 e -196 °C na germinagao das sementes com 10% b. u. de umidade,
sendo que a producdo de matéria seca foi maior nas plantulas de sementes
submetidas a -150 °C de temperatura.

Com 8% b.u. de umidade, as sementes congeladas na feezer (-18 °C)
apresentaram uma porcentagem maior de germinacgao; entretanto, o vigor (matéria
seca) obteve maior incremento de peso nas plantulas produzidas de sementes
congeladas a -150 °C.

O melhor desempenho da germinagéo das sementes de abacaxi com o teor
de umidade de 6% b.u. foi obtido nas sementes imersas no N,L; em relagdo a
producao de matéria seca nao existe diferenca significativa entre as plantulas de
sementes crioconservadas a -18 e -196 °C, resultados esse compativeis com os
obtidos por Moraes (2001) e Almeida et al. (2002), em estudos relacionados com o
teor limite de umidade para crioconservacdo em duas variedades de mamona
(nordestina e pernambucana), em que os autores referidos observaram que
sementes podem ser crioarmazenadas com o teor de umidade entre 4 e 10% base

umida; esta indicacdo também encontra apoio nos trabalhos desenvolvidos com
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Sesamum indicum, por Batista (2000) e Almeida et al. (2000) em 10 leguminosas
crioconservadas com teores de umidade entre 6 e 7% b.u.

Carvalho et al. (2006), classificam como ortodoxas as sementes de
Aspidosperma polyneuron, Myroxylon peruiferum e Tabebuia crysotricha, pelo fato
de que elas suportam a secagem e o armazenamento a -18 °C sem prejudicar a
viabilidade; da mesma forma, as sementes de abacaxi se comportaram como
sementes ortodoxas, haja vista que apresentaram tolerancia a dessecagéo
reduzindo provavelmente, o metabolismo, até niveis minimos, permitindo que as
sementes permanecam vivas retornando o metabolismo direcionado para o processo
de germinagdo, apos a hidratacdo, o que esta plenamente de acordo com as

observagdes de Bewley e Black, 1994.

5.3 Crioconservagao das sementes do abacaxizeiro

Observam-se, pelo Teste F da analise de variancia (Tabela 3) valores
significativos para todas as variaveis e suas intera¢des, exceto para germinagéo das
sementes na interagdo teor de umidade versus periodo de armazenamento; ditos
resultados indicam que as variaveis estudadas nao sao independentes, isto €, uma
interfere no comportamento da outra.

Os valores médios da viabilidade das sementes de abacaxizeiro com teores
de umidade de 8, 10 e 12% b.u., acondicionadas em capsulas multifoliares e
armazenadas nas temperaturas +25 °C (ambiente), -18 °C (freezer), -150 °C (vapor
do NoL) e -196 °C (imersdo no NjL), durante 3, 45, 90 e 135 dias, sado apresentados
na Tabelas 4 e nas Tabelas 5 e 6 do apéndice.

As sementes armazenadas no ambiente (25 °C) e no vapor do NoL (-150
°C) obtiveram a melhor porcentagem de germinagdo, com 12% b.u. de umidade,
enquanto as sementes armazenadas na feezer (-18 °C) e na imersdo em N,L (-196
°C) apresentaram a maior germinacdo quando armazenadas com teor de umidade
de 10% b.u. A maior produgdo de matéria seca foi verificada em sementes
armazenadas com teor de umidade de 12% b.u.,, em todas as temperaturas
estudadas (Tabela 4). Segundo Mello (2000) o controle da temperatura e do teor de

agua nas sementes interfere na conservagdo, apdés comprovar a perda da
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viabilidade de varias espécies de orquideas do Cerrado brasileiro, quando

armazenadas a 25 °C.

Tabela 3. Analise de variancia da viabilidade das sementes de abacaxizeiro com
teores de umidade de 12; 10 e 8 % b.u., acondicionadas em capsulas
multifoliares e armazenadas em ambiente (£25 °C); freezer (-18 °C); vapor
do NaL (-150 °C) e imersao no NaL (-196 °C), durante 3; 45; 90 e 135 dias

FONTE DE GRAU DE GERMINACAOF MATERIA SECAF
VARIACAO LIBERDADE

Teor de umidade (Tu) 2 151,71* 752,11**
Temperaturas de

armazenamento (Ta) 3 31,41** 91,72*
Periodo de

armazenamento (Pa) 3 27,67 66,31**
Tux Ta 6 144 ,45** 148,66**
Tu x Pa 6 0,72" 9,37**
Tax Pa 9 9,57** 33,68**
Tux Tax Pa 18 3,24** 5,13**
Residuo 144

Total 191

*** Significativo a 1 e 5 % de probabilidade

As sementes com teor de umidade de 8% b.u. podem ser armazenadas no
ambiente e em freezer; ndo se observa diferenca na germinacédo das sementes
crioconservadas no vapor € na imersao no N,L. A melhor temperatura revelada pela
germinagao, para o armazenamento das sementes com 10% b.u. de umidade, é -
196 °C. Porém, as sementes com 12% b.u. de umidade apresentaram a melhor
germinagao, quando armazenadas no vapor do NyL (Tabela 4). Para Walters et al.
(1998) a capacidade de armazenamento € ampliada em muitas espécies, quando a
reducao do teor de agua das sementes esta associada a diminuigdo da temperatura
de armazenagem.

Em relacdo a matéria seca as sementes armazenadas com teor de umidade

de 8% b.u. apresentam a melhor produtividade quando armazenadas a -150 °C; para
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as sementes com 10% b.u. de umidade, observa-se melhor desempenho em relagéo
a matéria seca, quando foram armazenadas em temperatura ambiente (£25 °C); no
entanto, ndo se constata diferenga significativa na matéria seca das plantulas
produzidas de sementes armzenadas com 12% b.u. de umidade no vapor e na
imersdo em N,L (Tabela 4).

Geralmente, a secagem pode ampliar a longevidade das sementes
reduzindo as reagdes metabdlicas e dificultando a acdo de microrganismos e insetos
prejudiciais a sua conservagdo (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000; VILLELA e
PERES, 2004). As sementes de abacaxizeiro apresentam comportamento similar
aos trabalhos citados, com relagcdo ao teor de umidade e temperatura de

armazenamento.

Tabela 4. Valores médios da germinacdo e da matéria seca das sementes de
abacaxizeiro, revelados pela interacdo teor de umidade versus

temperatura de armazenamento

GERMINACAO (%)

Teor de Temperaturas de armazenamento (°C) Média

umidade 25 -18 -150 -196

(% b.u.)

8 94,00 bA 9400 bA 9150 bB 9150 cB 92,75

10 9450 bC 9550 aB 90,50 cD 96,75 aA 94,31

12 96,50 aB 93,25 cC 98,00 aA 93,68 bC 95,35

Média 95,00 94,25 93,33 93,97 94,13

DMS/colunas = 1.630 (letras minusculas) DMS/linhas = 1.630 (letras maiusculas)
MATERIA SECA (g)

Teor de Temperaturas de armazenamento (°C) Média

umidade +25 -18 -150 -196

(% b.u.)

8 0,12 cD 0,13 bC 0,18 DbA 0,16 bB 0,14

10 0,14 DbA 0,11 cB 0,09 cC 0,10 cB 0,11

12 0,15 aB 0,15 aB 0,19 aA 0,19 aA 0,17

Média 0,13 0,13 0,15 0,15 0,14

DMS/colunas = 0.016 (letras minusculas) DMS/linhas = 0.016 (letras maiusculas)

As médias seguidas da mesma letra maiuscula nas linhas e mindscula nas colunas, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

53



Os resultados do estudo da influéncia dos teores de umidade nos periodos
de armazenamento de sementes de abacaxizeiro podem ser observados na Figura 1
e na Tabela 5, através da matéria seca.

As sementes de abacaxizeiro armazenadas com teor de umidade de 12%
b.u., apresentam-se superiores as demais, na produgcdo de matéria seca, em todos
os periodos de armazenamento estudados (Figura 7 e Tabela 5 do apéndice).

N&o se nota diferenga significativa na matéria seca de plantulas produzidas
de sementes armazenadas com 8% b.u. de umidade aos 3, 45 e 90 dias de
armazenamento nem entre os periodos: 3, 90 e 135 dias de armazenamento (Figura
7 e Tabela 5 do apéndice).

As plantulas produzidas por sementes armazenadas com 10% b.u. de
umidade apresentam maior produgdo de matéria seca aos 3 e 45 dias de
armazenamento, tendendo a diminuir a produgcao de matéria seca nos dois periodos

de armazenamento subsequentes (Figura 7 e na Tabela 5 do apéndice).

y = -1E-06x‘+ 0,000x + 0,149

R2= 0,937
y = -1E-06x2 + 1E-05x + 0,120
0,18 - R2= 0,981
% 016 -
g ¢~ %  ——— &
E 0,14 - % 48%bu
~qa
= W10%b.u
= 012 - m—— — W
— 12%b.u
| e
0,1 - —
0,08 T T 1
0 45 90 135

Periodo de armazenamento {dias)

Figura 7. Matéria seca produzida por plantulas provenientes de sementes de
abacaxizeiro, apds o armazenamento, revelada pela interacdo teor de

umidade versus periodos de armazenamento
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Ainda na Figura 7 e na Tabela 5 do apéndice, observa-se que as sementes
armazenadas com teor de umidade de 12% b.u. obtiveram uma produgédo de matéria
seca de 0,18; 0,18; 0,16 e 0,15, nos periodos de armazenamento de 3, 45, 90 e 135
dias, respectivamente. Apesar da nao existéncia de trabalhos com sementes de
abacaxizeiro que tratem, especificamente, da influéncia do teor de umidade nos
periodos de armazenamento, esses resultados sao similares aos obtidos por
Hellmann et al. (2006), que armazenaram sementes de pau-brasil com teor de
umidade proximo a 10%, em que no final do segundo ano de armazenamento a -18
°C nao observaram diferengas quanto a qualidade fisioldgica.

Os valores médios da interacdo temperatura de armazenamento versus
periodos de armazenamento, encontram-se na Tabela 6 do apéndice e nas Figuras
8 e 9, nas quais se verifica diferenga significativa entre as temperaturas nos quatro

periodos de armazenamento.

97 - y = 7E-06x2- 0,020x + 96,35
R2= 0,993
96,5 - =-0,000x2+ 0,004x + 95,37
- ¥ =-0,000x%% 0, , y = 7E-05x2- 0,009x + 94,09
96 . R2= 0,991 R2= 0,562
955 |\
S m- — B
cé' 945 - H““H, ¢ E2s e
= N | ~ — 7 m-1829C
= 94 | —-_____________;_7____._2;\————‘____ T
© 935 . ~1s0%¢
> =196 °C
93 -
92,5 -
|
92 ' ' '
0 a5 90 135

Periodo de armazenamento {dias)

Figura 8. Porcentagem de germinacdo de sementes de abacaxizeiro apos o
armazenamento, revelada pela interagdo temperaturas de

armazenamento versus periodos de armazenamento

Aos 3 dias de armazenamento as sementes de abacaxizeiro tiveram o
melhor desempenho na germinagao (Figura 8 e Tabela 6 do apéndice), quando

armazenadas em temperatura ambiente (25 °C) e o pior no vapor (-150 °C) e na
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imersao (-196 °C) no N.L; em 45 dias de armazenamento ndo se observa diferencga
na germinagao entre os armazenamentos em ambiente (25 °C) e no freezer (-18
°C), nem entre o vapor (-150 °C) e na imersdo (-196 °C) em N,L. Quando
armazenadas 90 dias, o melhor desempenho da germinagcdo se apresenta nas
sementes armazenadas em ambiente (x25 °C) e no freezer (-18 °C), e o pior no
vapor (-150 °C) de NoL; ja aos 135 dias de armazenamento observa-se que a maior
porcentagem de germinagao se deu nas sementes armazenadas em ambiente (£25
°C) e na imersao (-196 °C) no N,L, seguidas das sementes armazenadas no vapor (-
150 °C) do N.L e, por ultimo, nas sementes armazenadas no freezer (-18 °C).

As sementes de abacaxizeiro crioconservadas no vapor e na imersao no
nitrogénio liquido, apresentaram comportamento distinto aos observados por Batista
(2000) que obteve, em duas variedades de Sesamum indicum, maior porcentagem
de germinacgao depois de 60 dias das sementes imersas em nitrogénio liquido, frente
a germinacao calculada aos 5 e 30 dias de crioconservagao. Almeida et al. (2000)
também observaram respostas heterogéneas para algumas sementes de
leguminosas, depois de sua imersdo em nitrogénio liquido. Moraes (2001) e Almeida
(2002) nao notaram diferenca significativa na viabilidade das sementes de duas
variedades de mamona crioarmazenadas no vapor do nitrogénio liquido, em trés
periodos de crioarmazenagem; contudo, a -196 °C verificou-se aumento da
germinacgao e da matéria seca aos 30 dias e tendéncia a estabilizagdo aos 60 dias
de armazenamento.

Em relagdo a matéria seca, as sementes armazenadas 3 dias apresentam o
melhor desempenho quando armazenadas na temperatura ambiente (25 °C) e no
vapor (-150 °C) de NaL; com 45 dias de armazenamento a produgdo de matéria seca
foi igual nas plantulas produzidas por sementes armazenadas em ambiente (£25 °C),
no vapor (-150 °C) e na imersao (-196 °C) no NyL; aos 90 e 135 dias de
armazenamento a produgdo de matéria seca foi maior nas plantulas produzidas de
sementes armazenadas no vapor (-150 °C) e na imersao (-196 °C) em N,L (Figura 9
e Tabela 6 do apéndice).

A producao de matéria seca se manteve estavel nos dois primeiros periodos
de armazenamento, diminuindo aos 90 e 135 dias nas sementes armazenadas nas

temperaturas ambiente (£25 °C) e no freezer (-18 °C). Nao se observa diferenga
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estatistica na produgao de matéria seca nas sementes armazenadas no vapor (-150

°C) do N2L nos quatro periodos de armazenamento.

Nao se verifica diferenga estatistica na producido de matéria seca em

pléntulas produzidas de sementes crioconservadas em N,L (-196 °C) aos 45, 90 e

135 dias de armazenamento.
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Figura 9. Matéria seca produzida por plantulas provenientes de sementes de

0 armazenamento,

abacaxizeiro, apos

revelada pela interagao

temperaturas de armazenamento versus periodos de armazenamento
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6 CONCLUSOES

e O teor limite de umidade para a crioconservagdo de sementes de
abacaxizeiro encontra-se entre 6 e 13,46% base umida;

e As sementes de abacaxizeiro obtidas pelo método da polinizagao livre
podem ser classificadas como ortodoxas;

e A qualidade fisiolégica das sementes de abacaxizeiro com teores de
umidade entre 8 e 12% base umida nao é afetada com a exposigéo a temperaturas

criogénicas.
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CRIOPRESERVAGAO DE GEMAS AXILARES DAS CULTIVARES PEROLA E
EMEPA 1 DE ABACAXIZEIRO

1 RESUMO
MORAES, Ailton Melo de. Criopreservagao de gemas axilares das cultivares

Pérola e EMEPA 1 de abacaxizeiro. Areia: UFPB/CCA, 2007. p. 64-88. (Tese-

Doutorado em Agronomia).

O abacaxizeiro € uma planta monocotiledonea, herbacea perene, da familia
Bromeliaceae; atualmente, a conservagdo do germoplasma dessas espécies €
realizada em banco ativo de germoplasma. Visando desenvolver uma nova
alternativa para a preservagdo do germoplasma do abacaxi, com este trabalho se
objetivou estudar a capacidade regenerativa in vitro, de gemas axilares das
cultivares Pérola e EMEPA 1, submetidas a criogenia, pelos métodos da vitrificagéo
e do encapsulamento e dessecagdo. As gemas axilares foram estabelecidas em
meio MS sdlido. A incubacgéo foi realizada em sala de crescimento com temperatura
de 25 + 5 °C e fotoperiodo de 16 horas de luz a uma intensidade luminosa de 30
umol.m?.s™, por um periodo de 35 dias. No Método da Vitrificacdo (MV) as gemas
axilares foram pré-cultivadas em meio MS liquido, contendo DMSO: 0, 5, 10 e 15% e
sacarose: 0, 0,25, 0,50 e 0,75 M, por 48 horas; em seguida, acondicionadas em
criotubos imersos diretamente no nitrogénio liquido (-196 °C), por 5 dias. O
reaquecimento das gemas foi em banho-maria a 38 + 2°C, sob agitagdo, por 3
minutos. Método do encapsulamento e dessecagdo (MED) o encapsulamento das
gemas foi realizado em uma solugdo de 3% de alginato de sodio e depois
mergulhadas em uma solugdo 0,1 M de CaCl,, por 30 minutos; em seguida, foram
transferidas para meio MS liquido suplementado com 0,75 M de sacarose, durante
12 horas, sob agitagao a 180 rpm. A secagem das capsulas foi realizada em camara
de fluxo laminar com temperatura ambiente (25 °C), por 0, 3, 6 € 9 horas e,
posteriormente, elas foram imersas em nitrogénio liquido, por 5 dias. O
descongelamento foi em banho-maria a 38 + 2 °C, sob agitagao, por 3 minutos. O
meio de regeneracgao e a viabilidade apds a desidratacéo e a criopreservagao foram
determinadas transferindo-se as capsulas para frascos contendo meio MS basico
solidificado com 7 g.L™" de agar. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), disposto em esquema fatorial com 4 repeti¢gdes formada de 10 gemas axilares
cada uma, para as duas cultivares em estudo. No MV: 2 x 4 x 4, representado por 2
cultivares (Pérola e EMEPA 1), 4 concentragbes de DMSO (0, 5, 10 e 15%) e 4
concentragdes de sacarose (0, 0,25, 0,50 e 0,75 M); para MED: 2 x 4, representado
por 2 cultivares (Pérola e EMEPA 1) e 4 periodos de secagem (0; 3; 6 e 9 horas).
Concluiu-se que as gemas axilares das cultivares Pérola e EMEPA 1 podem ser
criopreservadas pelos métodos estudados.

Palavras-chave: Ananas comosus, gemas axilares, vitrificagdo, encapsulamento-
dessecacgao, nitrogénio liquido.
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AXILLARY GEM CRYOPRESERVATION OF CULTIVAR PEARL AND PINEAPPLE
EMEPA 1

SUMMARY
MORAES, Ailton Melo de. Axillary Gem Cryopreservation of Culivar Pearl and
Pineapple EMEPA 1. Areia: UFPB/CCA, 2007. p. 64-88. (Doctorate thesis
Agronomy).

Pineapple is a monocotyledon and perennial herbaceous plant originated from
Bromelliaceae species whose germplasm conservation is currently carried out in
active germplasm banks. Aiming to develop a new alternative to preserve pineapple
germplasm, this work analyzed the regenerative capacity in vitro of axillary gems in
cultivar pearl and EMEPA 1 submitted to cryogeny via vitrifaction, capsuling and
desiccating methods. The axillary gems were established in solid MS. Incubation was
accomplished in growth room at temperature of 25 + 5°C and 16 light/hour
photoperiod at luminous intensity of 30 pmol.m?s.” for 35 days. In the vitrifaction
method (VM), the axillary gems were precultivated in MS liquid containing DMSO: 0,
5, 10, 15% and saccharose: 0, 0,25, 0,50 and 0,75 M for 48 hours; then conditioned
in cryotubes directly immersed into liquid nitrogen (-196°C) for 5 days. The gems
were reheated in water-bath at 38 + 2°C, under shaking, for 3 minutes. In the
capsuling and desiccating method, the gems were capsuled in a 3% alginate solution
of sodium and then plunged into 0,1 M of CaCl,, for 30 minutes. Then, they were
transferred into half MS liquid supplemented with 0,75 M of saccharose for 12 hours
under shaking at 180 rpm. The capsules were dried in a laminar flow chamber with
environment temperature (+25°C) during 0, 3, 6, and 9 hours. After that, they were
immersed into liquid nitrogen for 5 days. The thawing was done in water-bath at 38 +
2°C, under shaking, for 3 minutes. The regeneration form and viability after
dehydration as well as the cryopreservation were determined by transferring the
capsules into bottles containing half basic solidified MS with 7 g.L™" of agar. It was
necessary to use the completely randomized design (CRD) presented in a factorial
scheme with 4 repetitions comprised of 10 axillary gems each, for both cultivars
studied: in MV:2 x 4 x 4 represented by 2 cultivars (Pearl and EMEPA1), 4
concentrations of DMSO (0, 5, 10, 15%) and 4 concentrations of saccharose (0, 0,25,
0,50, 0,75 M); for MED: 2 x 4 represented by 2 cultivars (Pearl and EMEPA 1) and 4
drying periods 0; 3; 6 and 9hours). It was concluded that the axillary gems of cultivars
(Pearl and EMEPA 1) can be cryopreserved by applying the methods studied.

Keywords: Ananas comosus, axillary gems, vitrifaction, capsulating-desiccating
method, liquid nitrogen.
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CRIOPRESERVAGAO DE GEMAS AXILARES DAS CULTIVARES PEROLA E
EMEPA 1 DE ABACAXIZEIRO

3 INTRODUGAO

O abacaxizeiro € uma planta monocotiledénea, herbacea perene, da familia
Bromeliaceae, cujas espécies podem ser divididas em dois grupos distintos, em
relagdo aos seus habitos: as epifitas, aquelas que crescem sobre outras plantas, e
as terrestres, que crescem no solo as expensas de suas proprias raizes (CUNHA e
CABRAL 1999).

Atualmente, a conservagao do germoplasma dessas espécies é realizada
em banco ativo de germoplasma (BAG), a exemplo do BAG de abacaxi da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, constituido de 741 acessos, composto de Ananas comosus
var. comosus, A. comosus var. bracteatus, A. comosus var. ananassoides, A.
comosus var. erectifolius e A. comosus var. parguasensis, A. macrodontes, além de
outras espécies dos géneros Ananas, Bromelia, Dickia, Tillandsia e Bilbergia, sendo
0 Ananas comosus var. comosus O representante com maior nimero de acessos
(CABRAL et al., 2004).

Para Jaramillo e Baena (2000), a conservagao dos recursos fitogenéticos
consiste em um trabalho continuo, de longo prazo, que implica em investimentos
importantes em tempo, pessoal, instalacbes e operacionalidade, justificaveis em
fung&o das necessidades de conservar o material genético.

Segundo Cabral et al. (2004), tem-se verificado a perda de acessos do BAG
de abacaxi que ndo se adaptam as condi¢cdes climaticas de Cruz das Almas, BA, o
mesmo ocorrendo apos cultivos sucessivos, provavelmente por acumulo de pragas e
doengas; no entanto, afirmam que a preservagao de bancos de germoplasma in vitro
tornou-se uma alternativa importante e quase fundamental para muitas espécies,
ainda que sejam necessarios alguns cuidados para seu pleno éxito.

Numerosas espécies de importancia econébmica, como: café (Coffea arabica
L.), morango (Fragaria spp.), banana (Musa spp.), mandioca (Manihot esculenta
Crantz.), batata (Solanum spp.), batata-doce (I[pomea batatas) e videira (Vitis spp.)

tém sido conservadas com sucesso pelo uso dessa metodologia (BAJAJ, 1995);
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Santos (2001), porém, adverte para o fato de que a conservagao in vitro envolve
manutencido de culturas em crescimento ativo através de subculturas periddicas de
brotos e segmentos nodais e que essa técnica também permite conservar o
germoplasma vegetal somente por curtos periodos de tempo (nove a doze meses)
dependendo do procedimento ou da espécie de planta; em suma, nenhuma das
diferentes metodologias existentes e em pratica, no momento, para conservacao do
germoplasma vegetal, permite conservar, a longo prazo, espécies que s&o
vegetativamente propagadas ou que produzem sementes recalcitrantes ou
intermediarias com alta estabilidade genética e bioldgica.

A criobiologia alcangou grande progresso nos ultimos anos e se
desenvolveram com sucesso, protocolos de criopreservacdo para numerosas
espécies de plantas de propagacédo vegetativa (FABRE e DEREUDDRE, 1990;
MARIN et al., 1990; SCHNEIBEL-PREIKSTAS et al., 1992; NIWATA, 1995), cereais
e gramineas (BAJAJ, 1983; DELVALLEE et al., 1989; PAULET et al., 1993), plantas
ornamentais (DEREUDDRE et al.,, 1988; FUKAI, 1990), frutiferas tropicais e
temperadas (MARIN e DURAN-VILA, 1988; PANIS et al., 1990; DEREUDDRE et al.,
1990; PLESSIS et al., 1993; STUSHNOFF e SEUFFERHELD, 1995; YONGJIE et al.,
1997; SANTOS, 2004), leguminosas e oleaginosas (ASSY-BAH e ENGELMANN,
1992; RUNTHALA et al., 1993; BAJAJ, 1995; GONZALES-RIO et al., 1994; LOPES,
2005), estimulantes, medicinais e aromaticas (CHAUDHURY et al.,, 1991;
ABDELNOUR et al., 1992; SANTOS et al., 2002) dentre outras.

Para Santos (2004) a criopreservagcao de material biolégico usando-se
nitrogénio liquido (-196 °C) tem grande potencial para o armazenamento em longo
prazo de germoplasma vegetal, desde que sejam desenvolvidos protocolos que
protejam os tecidos de injuria, causadas por desidratacdo e exposicdo a
temperaturas ultra-baixas, e permitam a regeneracao de material geneticamente
estavel; contudo, o grande desafio para o criobiologista € realizar um congelamento
sem a formagao de cristais de gelo no interior das células, que causa ruptura do
sistema de membranas celulares, resultando em perda da semi-permeabilidade e da
compartimentacgao celular; em consequéncia disso, as células entram em colapso e
morrem (SANTOS, 2001).

Os métodos de criopreservacao sdo empregados de acordo com a natureza

do material a ser conservado. Em Citrus, diversos tipos de explante (6vulos,
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embrides somaticos e zigdticos, células nucelares e calos), responderam
satisfatoriamente ao congelamento no nitrogénio apds a vitrificagdo com
crioprotetores quimicos, tais como Dimetilsulfoxido (DMSO), PVS2, etileno glicol e
propileno glicol (MUMFORD e GROUT, 1979; MARIN e DURAN-VILA, 1988;
KOBAYASHI et al., 1990; SAKAI et al., 1990 e 1991; RADHAMANI e CHANDEL,
1992; MARIN et al., 1993; SANTOS, 2004).

Ganzalez-Arnao et al. (2000) criopreservaram, pelos métodos da vitrificagdo
e encapsulamento-dessecacdo, as variedades Porto Rico, Perolera e Smooth
Cayenne, com sucesso; no entanto, sugerem melhorias no protocolo visando a uma
sobrevivéncia maior das plantulas, como também para ser aplicavel em um numero
maior de variedades porém, visando desenvolver uma nova alternativa para a
preservagdo do germoplasma do abacaxi, neste trabalho se objetivou estudar a
capacidade regenerativa in vitro de gemas axilares das cultivares Pérola e EMEPA
1, submetidas a criogenia pelos métodos da vitrificacdo e do encapsulamento e

dessecacgao.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal da Paraiba, Campus Il, Areia, PB e no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais (LCTV) da Estacdo Experimental de Mangabeira, pertencente a Empresa

Estadual de Pesquisa Agropecuaria do Estado da Paraiba-EMEPA/PB.
4.1 Material vegetal e procedimentos para obtengcao dos explantes

Gemas axilares provenientes de mudas do tipo coroa retiradas de frutos das
cultivares Pérola e EMEPA 1, foram desinfestadas em trés etapas: (1) as mudas
foram submersas em uma solucdo de formaldeido a 1%, durante 1 minuto; (2) apos
a secagem as mudas foram novamente submersas em uma solu¢ao contendo 0,3%
do defensivo agricola sistémico Derosal 500®, durante 10 minutos e (3) apds o
desfolhamento, em camara de fluxo laminar as gemas axilares foram retiradas e
desinfestadas com alcool a 70% por 1 minuto e hipoclorito de sodio a 2% durante 10
minutos, o excesso de hipoclorito de sddio foi eliminado submetendo-se, 3 vezes, as

gemas axilares a lavagem com agua destilada e deionizada esteéril.

As gemas axilares de abacaxizeiro foram estabelecidas em meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) solidificado com 7 g.L™" de agar, com o pH ajustado

para 5,8 antes da autoclavagem a 120 °C com 1Kgf.cm™ de pressao por 30 minutos.

A incubagao foi realizada em sala de crescimento com temperatura de 25 +
5 °C e fotoperiodo de 16 horas de luz a uma intensidade luminosa de 30 umol.m™.s”

' pelo tempo de 35 dias.
4.2 Método da Vitrificagao

As gemas axilares estabelecidas in vitro foram pré-cultivadas em meio MS
liquido, contendo como agentes crioprotetores o DMSO [(CH3),SO]: 0, 5, 10 e 15 %
e sacarose: 0, 0,25, 0,50 e 0,75 M; em seguida, transferidas para a sala de

crescimento, por 48 horas.
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Decorrido o periodo de exposicao aos agentes crioprotetores, parte das
gemas axilares foi subcultivada e a outra parte acondicionada em tubos
criobioldgicos de polipropileno estéril de 4,5 ml, os quais foram selados com

parafilme e imersos diretamente no nitrogénio liquido (-196 °C), por 5 dias.

O reaquecimento das gemas axilares de abacaxizeiro se deu através do
mergulho dos criotubos em banho-maria, a 38 + 2°C, sob agitacdo, durante 3

minutos.

O cultivo das gemas axilares estabelecidas e criopreservadas foi realizado
sob condi¢cdes assépticas, em camara de fluxo laminar, em recipientes de vidro
contendo 25 ml de meio MS sdlido, adicionado de 30 g.L'1 de glucose, 10 ml.L" de
cloreto de magnésio, os quais foram transferidos para a sala de crescimento, sob as

condicdes citadas anteriormente, por 30 dias.

A viabilidade das gemas axilares foi avaliada semanalmente e os dados
computados apos 30 dias de cultivo, levando-se em consideragao a porcentagem de
gemas que produziram plantulas normais (caule e folhas) e o tamanho das gemas

vivas.

4.2 Método do encapsulamento e dessecacgao

O encapsulamento das gemas axilares de abacaxizeiro em gel de alginato
foi realizado transferindo-se as gemas estabelecidas in vitro para uma solugdo de
3% de alginato de sddio, mergulhando-as em seguida em uma solugado 0,1 M de
CaCl, (SANTOS 2004), onde permaneceram 30 minutos, formando bolhas; logo
depois, foram transferidas para meio MS liquido suplementado com 0,75 M de
sacarose, durante 12 horas, sob agitacéao a 180 rpm. As gemas encapsuladas foram
colocadas para dessecar em placa de Petri, em camara de fluxo laminar com
temperatura ambiente (£25 °C), por 0, 3, 6 e 9 horas e, posteriormente, colocados
em tubos criobioldgicos de polipropileno estéril de 4,5 ml, os quais foram selados
com parafilme e imersos diretamente no nitrogénio liquido (-196 °C), por 5 dias; o
conteudo de umidade foi determinado apdés a secagem das capsulas em estufa a
105 = 2 °C por 24 horas, antes e apds cada periodo de desidratacéo; o conteudo de

umidade € expresso em porcentagem, com base no peso fresco; as gemas axilares
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foram descongeladas mergulhando-se os criotubos em banho-maria, a 38 + 2 °C,
sob agitagao, por 3 minutos; as gemas axilares foram imediatamente transferidas
para 0 meio de regeneracdo e a viabilidade, apos a desidratacdo e a
criopreservagao, foi determinada transferindo-se as capsulas para frascos contendo
meio MS solidificado com 7 g.L™' de agar; a incubagdo foi em sala de crescimento
sob as condigdes citadas em 4.1. A avaliagao foi realizada conforme descrito no método

da Vitrificacao.

4.3 Procedimentos estatisticos

Nos dois métodos de criopreservacdo de gemas axilares de abacaxizeiro
estudados, empregou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), disposto
em esquema fatorial com 4 repeticdbes compostas de 10 gemas axilares cada uma,
para as duas cultivares em estudo.

Os esquemas fatoriais utilizados, foram:

o Método da vitrificagdo: 2 x 4 x 4, representado por 2 cultivares (Pérola
e EMEPA 1), 4 concentragbes de DMSO (0, 5, 10 e 15%) e 4 concentragdes de
sacarose (0, 0,25, 0,50 e 0,75 M);

o Método do encapsulamento e dessecagdo: 2 x 4, representado por 2
cultivares (Pérola e EMEPA 1) e 4 periodos de secagem (0, 3, 6 e 9 horas).

A comparacgao entre as médias foi feita pelo teste de Tukey a 1 e 5 % de
probabilidade. Determinaram-se as regressdes quadraticas na analise de variancia e

se estabeleceram os coeficientes de determinagdo R? (Tabela 7 do apéndice).

72



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Método da Vitrificagao

Através da analise de variancia (Tabela 1), se observam pelo Teste F,

valores significativos na porcentagem de gemas viaveis e no tamanho das gemas

das cultivares Pérola e EMEPA 1 de abacaxizeiro, submetidas ao congelamento em

nitrogénio liquido, pelo método da vitrificagdo, por cinco dias, nas variaveis e

interagbes estudadas, exceto no tamanho das gemas para a variavel cultivares,

revelando que as variaveis nao atuam isoladamente, isto €, o comportamento de

uma influencia no desempenho da outra.

Tabela 1. Analise de variancia da porcentagem e do tamanho de gemas axilares

viaveis das cultivares Pérola e EMEPA 1 de abacaxizeiro, submetidas a

criopreservacgao pelo método da vitrificagao, por cinco dias

FONTE DE GRAU DE QEMAS TAMANHQ DAS GEMAS
VARIACAO LIBERDADE VIAVEIS F VIAVEIS F
Cultivares (C) 1 1837,50** 3,37™
Concentragdes de

DMSO (D) 3 22337,50** 59557,37**
Concentragdes de

sacarose (S) 3 21537,50** 45229,37**
CxD 3 37,50** 107,37**
CxS$S 3 437,50** 57,37**
DxS 9 604,16** 2680,04**
CxDxS 9 104,16** 60,04**
Residuo 288

Total 319

** Significativo a 1% de probabilidade

"®Nao significativo
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Os resultados da influéncia das concentragdes do agente vitrificante DMSO
na porcentagem de gemas viaveis e no tamanho de gemas axilares das cultivares
Pérola e EMEPA 1 de abacaxizeiro, apds a criopreservacdo pelo meétodo da

vitrificagdo, podem ser observados na Tabela 3 do apéndice e nas Figuras 1 e 2.

50 - y=0,15x2+0,05x + 12,75 y=0,125x2+0,375x+ 8,125

45 - R2= 0,998 RZ= 0,988 *»
40 -
35
30 -
25 - 7
20 ¢ Pérola

2

Gemas vivas (%)

15 _____*i B EMEPA 1

5

0 5 10 15

Concentracoes de DMSO (%)

Figura 1. Porcentagem de gemas axilares viaveis das cultivares Pérola e EMEPA 1
de abacaxizeiro submetidas a criopreservacgao pelo método da vitrificagao,

por cinco dias, revelada pela interacao cultivares versus concentragoes de
DMSO

Observa-se a superioridade da cultivar Pérola na porcentagem de gemas
viaveis em todas as concentragdes de DMSO estudadas. Com relagdo ao tamanho
das gemas viaveis nota-se uma inversao de superioridade para a cultivar EMEPA 1
nas concentragdes de 5 e 10% de DMSO, verifica-se, também, um aumento
gradativo na porcentagem de gemas viaveis e no tamanho das gemas axilares de
abacaxizeiro com aumento da concentragdo do agente vitrificante DMSO, nas duas
cultivares em estudo; esta alternancia de superioridade entre as cultivares Pérola e
EMEPA 1 é explicada pelo fato de que cada cultivar apresenta respostas distintas as
concentragdes do agente dessecante DMSO (Tabela 3 do apéndice e Figuras 1 e 2).
Segundo Lopes (2005), as altas concentragcdes de DMSO afetam a viabilidade de
explantes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.); no entanto, a desidratagdo pode

ser bem sucedida através de solugdes altamente concentradas, a exemplo do
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DMSO, que tem a fungao de crioproteger mas pode causar citotoxicidade e estresse
osmotico, levando a morte das células ou modificando sua resposta morfogenética
(Kartha, 1985; SAKAI, 1995).
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Figura 2. Tamanho das gemas axilares viaveis das cultivares Pérola e EMEPA 1 de
abacaxizeiro submetidas a criopreservacao pelo método da vitrificagao,
durante cinco dias, revelado pela interacdo cultivares versus

concentragbes de DMSO

Tem-se na Tabela 4 do apéndice e nas Figuras 3 e 4, o efeito da
concentragdo de sacarose na porcentagem e no tamanho das gemas axilares das
cultivares Pérola e EMEPA 1 de abacaxizeiro, criopreservadas em nitrogénio liquido
pelo método da vitrificagcao, por cinco dias.

Verifica-se superioridade na porcentagem de gemas viaveis da cultivar
Pérola nas concentragbes de 0, 0,50 e 0,75 M de sacarose, e igualdade entre as
cultivares em estudo, na porcentagem de sobrevivéncia das gemas pré-cultivadas
com 0,25 M de sacarose. Em relagdo ao tamanho das gemas viaveis, verifica-se
igualdade entre as cultivares Pérola e EMEPA 1 na auséncia da sacarose e também
superioridade da cultivar EMEPA 1, quando pré-cultivada com sacarose em
concentragbes maiores (0,5 e 0,75 M); observa-se, também, o aumento da

porcentagem e do tamanho das gemas axilares viaveis nas duas cultivares de
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abacaxizeiro, com o incremento da concentracdo de sacarose, fato este explicado
pelo aumento do potencial osmoético das células, provocado pelas altas
concentragbes de sacarose, diminuindo o risco de formagao de cristais de gelo no

interior das células.

50 - y=40x%+ 18x + 10,75 y=50x2+3,5x + 9,625
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Figura 3. Porcentagem de gemas axilares viaveis das cultivares Pérola e EMEPA 1
de abacaxizeiro submetidas a criopreservacgao pelo método da vitrificagao,
durante cinco dias, revelada pela interacdo cultivares versus

concentragbes de sacarose

Os valores médios da porcentagem e do tamanho das gemas viaveis
revelados pela interacdo concentracbes de DMSQO versus concentragcbes de
sacarose, estao contidos na Tabela 5 do apéndice e nas Figuras 5 e 6, nas quais se
observa o aumento do desenvolvimento das gemas criopreservadas pelo método da
vitrificacdo, com o aumento da concentragao dos crioprotetores, destacando-se as
gemas axilares de abacaxizeiro pré-cultivadas na combinagdo do agente crioprotetor
DMSO a 15% com 0,75 M de sacarose. A baixa viabilidade das gemas axilares de
abacaxizeiro € provocada pelo alto teor de agua intracelular, contudo, a agcéo dos
agentes dessecantes (DMSO e sacarose) reduz consideravelmente o conteudo de

agua das gemas e, consequentemente, aumenta o indice de sobrevivéncia.
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Tamanho de gemas axilares viaveis das cultivares Pérola e EMEPA 1 de
abacaxizeiro submetidas a criopreservacao pelo método da vitrificagao,

durante cinco dias, revelado pela interacdo cultivares versus

concentragbes de sacarose

y=40x2+6x-1

80 -
R?= 0,955
70 7 y=60x?+13x-1,75 y = 40x2+22x + 28
R?= 0,947 R?= 0,915
60 - -
X 50 - _—
8 —
> T g
S 40 - — m % 0% DMSO
g _— _ M 5% DMSO
£ P . -
[}] 30 > " A -
o m - 10% DMSO
20 1 _— < 15%DMSO
10 - o
0m — . .
0 0,25 0,5 0,75

Concentragoes de sacarose (M)

Figura 5. Porcentagem de gemas axilares viaveis das cultivares Pérola e EMEPA 1

de abacaxizeiro submetidas a criopreservacgao pelo método da vitrificagao,
durante cinco dias, revelada pela interacdo concentragcbes de DMSO

versus concentragbes de sacarose
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Esses resultados encontram apoio nos trabalhos desenvolvidos por Uemura
e Sakai (1980), que obtiveram elevada taxa de sobrevivéncia de apices de cravo
(Dianthus caryophyllus), empregando o DMSO a 10%, isolado ou associado a outros
crioprotetores, mas Escobar et al. (2000) afirmam que altas concentragcbes de
sacarose e DMSO elevaram a pressdao osmotica das células dos apices de
mandioca (Manihot esculenta Crantz), alternando suas respostas morfogenéticas,

causando a formacao de calos.
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Figura 6. Tamanho de gemas axilares viaveis das cultivares Pérola e EMEPA 1 de
abacaxizeiro submetidas a criopreservacado pelo método da vitrificagao,
por cinco dias, revelado pela interagao concentragcbes de DMSO versus

concentracbes de sacarose

5.2 Método do encapsulamento e dessecagao

A analise de variancia (Tabela 2), revela valores significativos pelo Teste F
para as variaveis e sua interagdo, na porcentagem e no tamanho das gemas vivas
das cultivares Pérola e EMEPA 1 de abacaxizeiro, submetidas a criopreservagao em

nitrogénio liquido pelo método do encapsulamento e dessecacgao, por cinco dias.
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Este fato confirma a influéncia da secagem na criopreservacgao das cultivares Pérola
e EMEPA 1 de abacaxizeiro.

Tabela 2. Analise de variancia da porcentagem e do tamanho de gemas axilares
viaveis das cultivares Pérola e EMEPA 1 de abacaxizeiro, submetidas a

criopreservacgao pelo método do encapsulamento e dessecacao, por cinco

dias
FONTE DE GRAU DE QEMAS TAMANHQ DAS
VARIACAO LIBERDADE VIAVEIS F GEMAS VIAVEIS F
Cultivares (C) 1 225,00 1764,00**
Periodo de
secagem (S) 3 14025,00** 71172,00**
CxS 3 225,00** 684,00**
Residuo 72
Total 79

** Significativo a 1% de probabilidade

Os resultados do estudo da influéncia do periodo de secagem na
porcentagem e no tamanho das gemas viaveis das cultivares em estudo, submetidas
a criopreservacgao pelo método do encapsulamento e dessecagao, encontram-se na
Tabela 6 do apéndice e nas Figuras 7 e 8.

Observa-se uma porcentagem maior de gemas viaveis na cultivar EMEPA 1
desidratadas 6 horas e igualdade entre as cultivares em estudo nos demais periodos
de secagem (0, 3 e 9 horas). Nao se verifica diferenga no tamanho das gemas
viaveis, submetidas a secagem pelos periodos de 0 e 3 horas. As gemas viaveis da
cultivar Pérola apresentam-se maiores que a cultivar EMEPA 1, ap6s a secagem por
6 e 9 horas, antes da imersao em nitrogénio liquido (-196 °C). O aumento do periodo
de secagem proporciona incremento na porcentagem de gemas viaveis. As gemas
axilares das cultivares Pérola e EMEPA 1 apresentaram o melhor desempenho no

tamanho, quando submetidas a secagem por 6 e 9 horas, respectivamente.
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Figura 7. Porcentagem de gemas viaveis das cultivares Pérola e EMEPA 1 de
abacaxizeiro submetidas a criopreservacdo pelo método do
encapsulamento e dessecacdo, durante cinco dias, revelada pela

interacao cultivares versus periodo de secagem

Esses resultados s&o justificados pelas altas taxas de desidratagdo das
capsulas de alginato de sédio utilizadas como crioprotetor, que proporciona a
vitrificagdo dos explantes sem a formacgao de cristais de gelo, e diferem, em parte,
dos resultados obtidos por Lopes (2005) que, por sua vez observa as maiores taxas
de regeneracao em explantes de algod&o encapsulados e dessecados por periodos
superiores a 6 horas, com ou sem pré-cultivo, na presenga de sacarose. Gonzalez-
Benito e Perez (1997) relatam que a concentragdo de sacarose nas capsulas de
alginato de sbédio ndo exerce nenhuma influéncia na sobrevivéncia de nos
encapsulados de Centaurium rigualli devido, provavelmente, a difusdo da sacarose
para o meio de cultura mas Fabre e Dereuddre, 1990; Hasan e Takagi, 1995; Panis
et al., 1996; Santos e Stushnoff, 2002, relatam que o emprego do pré-cultivo com
sacarose torna as estruturas celulares mais resistentes e minimiza os danos

causados pelo congelamento.
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Figura 8. Tamanho de gemas viaveis das cultivares Pérola e EMEPA 1 de
abacaxizeiro submetidas a criopreservacdo pelo método do
encapsulamento e dessecacdo, durante cinco dias, revelado pela

interacao cultivares versus periodo de secagem
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6 CONCLUSOES

e A viabilidade das gemas axilares das cultivares Pérola e EMEPA 1 de
abacaxizeiro € menos afetada pela exposigao ao nitrogénio liquido, quando tratadas

com as concentracdes de 10 e 15% de DMSO;

e A viabilidade das gemas axilares das cultivares Pérola e EMEPA 1 de
abacaxizeiro € superior com a adicado de 0,75 M de sacarose ao pré-cultivo, antes da

criopreservacgao;

e A auséncia de agentes crioprotetores inviabiliza a criopreservacao de

gemas axilares de abacaxizeiro pelo método da vitrificagéo;

e A combinagdo das concentracbes de 15% de DMSO com 0,75 M de
sacarose proporciona altas porcentagens de sobrevivéncia das gemas

criopreservadas;

e O encapsulamento com alginato de sodio e a dessecacao por 6 e 9
horas possibilita a criopreservagdo de gemas axilares de abacaxizeiro.
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Figura 1 Valores médios da contaminagao de gemas axilares da cultivar EMEPA 1

de abacaxizeiro submetidas a desinfestacdo com hipoclorito de sodio
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Figura 2. Valores médios da sobrevivéncia de gemas axilares da cultivar EMEPA 1

de abacaxizeiro submetidas a desinfestacido com hipoclorito de sddio
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Figura 3. Valores médios de brotos de abacaxizeiro cv. EMEPA 1 estabelecidos em
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Figura 4. Valores médios do numero de ndés e comprimento de brotos de
abacaxizeiro cv. EMEPA 1 submetidos ao estiolamento em meio MS

suplementado com reguladores de crescimento
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Figura 6. Valores médios da taxa de multiplicagdo de plantulas de abacaxizeiro cv.

EMEPA 1 aos 30, 60 e 90 dias de cultivo em meio MS, suplementado com

reguladores de crescimento
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Figura 8. Valores médios da producgao de raizes em plantulas da cultivar EMEPA 1

de abacaxizeiro na presenca do acido naftalenoacético
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mudas micropropagadas de abacaxizeiro cv. EMEPA 1, em fungcdo de
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Figura 10. Valores médios da matéria seca (MS) das mudas micropropagadas de

abacaxizeiro cv. EMEPA 1, em fungao de diferentes substratos durante a

aclimatagao
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Tabela 18. Resumo da regressao na analise de variancia dos fatores quantitativos
coletados no desenvolvimento do protocolo de micropropagagéo da

cultivar EMEPA 1 de abacaxizeiro

Fonte de variagcdo GL F R? CV (%)
Contaminacdo das gemas axilares
Hipoclorito de sddio a 1%
Linear 1 0,80™
Quadratica 1 0,00*
Cubica 1 0,20™
Tratamentos 3 0,33"
Residuo 4
0,80 31,42
Hipoclorito de sddio a 2%
Linear 1 2,40™
Quadratica 1 0,00*
Cubica 1 0,26™
Tratamentos 3 0,88™
Residuo 4
0,90 122,47
Hipoclorito de sddio a 3%
Linear 1 227" 31,42
Quadratica 1 1,26"
Cubica 1 0,25™
Tratamentos 3 1,26"
Residuo 4
0,00 174,62
Hipoclorito de sddio a 4%
Linear 1 0,00*
Quadratica 1 0.00*
Cubica 1 0,00*
Tratamentos 3 0,00™
Residuo 4
0,00 141,42
Gemas axilares vivas
Hipoclorito de sodio a 1%
Linear 1 0,45"
Quadratica 1 0,25™
Cubica 1 0,05"
Tratamentos 3 0,25™
Residuo 4
0,00 20,95
Hipoclorito de s6dio a 2%
Linear 1 2,45
Quadratica 1 2,25™
Cubica 1 0,05"
Tratamentos 3 1,58"
Residuo 4
0,00 18,24
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(continuagao da Tabela 18)

Hipoclorito de sédio a 3%

Linear 1 0,00*
Quadratica 1 0,00*
Cubica 1 0,00*
Tratamentos 3 0,00™
Residuo 4
0,00 23,57
Hipoclorito de sddio a 4%
Linear 1 0,45"
Quadratica 1 0,25™
Cubica 1 0,05™
Tratamentos 3 0,25™
Residuo 4
0,00 29,77
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Tabela 5. Valores médios da matéria seca das sementes de abacaxizeiro revelados

pela interacao teor de umidade versus periodo de armazenamento

MATERIA SECA (g)
Teor de Periodo de armazenamento (dias) Média
umidade 3 45 90 135
(% b.u.)
8 0,15 bAB 0,15 bA 0,15 bAB 0,14 bB 0,14
10 0,12 cA 0,12 cAB 0,11 cB 0,10 cC 0,11
12 0,18 aA 0,18 aA 0,16 aB 0,15 aB 0,16
Média 0,15 0,15 0,14 0,13 0,14
DMS/colunas = 0.016 (letras minusculas) DMS/linhas = 0.016 (letras maiusculas)

As médias seguidas da mesma letra mailuscula nas linhas e minuscula nas colunas, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 6. Valores médios da germinagdo e da matéria seca das sementes de
abacaxizeiro revelados pela interacdo temperatura de armazenamento

versus periodos de armazanamento

GERMINACAO (%)

Temperaturas Periodo de armazenamento (dias) Média
de 3 45 90 135
armazenamento
(°C)
125 96,33 aA 9533 aB 94,66 aB 93,66 abC 94,99
-18 95,33 bA 9533 aA 94,00 abB 92,33 cC 94,24
-150 93,66 cA 93,33 bA 93,00 cA 93,33 bA 93,33
-196 94,00 cA 94,00 bA 93,66 bcA 94,25 aA 93,97
Média 94,83 94,49 93,83 93,39 94,13
DMS/colunas = 1.630 (letras minusculas) DMS/linhas = 1.630 (letras maiusculas)
MATERIA SECA (g)
Temperaturas Periodo de armazenamento (dias) Média
de 3 45 90 135
armazenamento
(°C)
125 0,16 aA 0,16 aA 0,12 bB 0,10 cC 0,13
-18 0,14 DbA 0,14 DbA 0,12 bB 0,12 bB 0,13
-150 0,16 aA 0,16 aA 0,15 aA 0,15 aA 0,15
-196 0,15 bB 0,15 aAB 0,16 aA 0,15 aAB 0,15
Média 0,15 0,15 0,13 0,13 0,14
DMS/colunas = 0.016 (letras minusculas) DMS/linhas = 0.016 (letras maiusculas)

As médias seguidas da mesma letra maidscula nas linhas e mindscula nas colunas, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 7. Resumo da regressao na analise de variancia dos fatores quantitativos

coletados na crioconservagao de sementes de abacaxizeiro

Fonte de variagcdo GL F R* CV(%)
Matéria seca (Q)
Teor de umidade 8% b.u.
Linear 1 1,35"
Quadratica 1 0,75™
Cubica 1 0,15™
Tratamentos 3 0,75™
Residuo 12
0,00 7,82
Teor de umidade 10% b.u.
Linear 1 5,03*
Quadratica 1 2,99
Cubica 1 0,66™
Tratamentos 3 2,89™
Residuo 12
0,58 106,79
Teor de umidade 12% b.u.
Linear 1 18,15
Quadratica 1 0,75™
Cubica 1 1,35
Tratamentos 3 6,75**
Residuo 12
0,90 6,89
Germinacéo (%)
Temperatura de armazenamento (£25 °C)
Linear 1 1,07"
Quadratica 1 2,99™
Cubica 1 0,26
Tratamentos 3 1,44"°
Residuo 12
0,00 1,22
Temperatura de armazenamento (-18 °C)
Linear 1 160063,35**
Quadratica 1 20916,75*
Cubica 1 1470,15 -
Tratamentos 3 60816,75*
Residuo 12
0,99 0,01
Temperatura de armazenamento (-150 °C)
Linear 1 2613,60**
Quadratica 1 3267,00**
Cubica 1 653,40 -
Tratamentos 3 2178,00**
Residuo 12
0,91 0,01

101



(continuagao da Tabela 7.)

Temperatura de armazenamento (-196 °C)

Linear 1 252,15**
Quadratica 1 2610,75**
Cubica 1 2419,35**
Tratamentos 3 1760,75**
Residuo 12
1,00 0,01
Matéria seca (Q)
Temperatura de armazenamento (£25 °C)
Linear 1 3,79"
Quadratica 1 2,84™
Cubica 1 0,82"
Tratamentos 3 2,49™
Residuo 12
0,00 96,62
Temperatura de armazenamento (-18 °C)
Linear 1 9,60**
Quadratica 1 0,00*
Cubica 1 2,40™
Tratamentos 3 4,00*
Residuo 12
0,80 8,88
Temperatura de armazenamento (-150 °C)
Linear 1 0,80™
Quadratica 1 0,00*
Cubica 1 0,20™
Tratamentos 3 0,33
Residuo 12
0,80 9,12
Temperatura de armazenamento (-196 °C)
Linear 1 0,05™
Quadratica 1 0,25"
Cubica 1 0,45™
Tratamentos 3 0,25"
Residuo 12
0,00 9,27
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Tabela 3. Valores médios da porcentagem e do tamanho de gemas axilares viaveis
das cultivares Pérola e EMEPA 1 de abacaxizeiro submetidas a
criopreservacao pelo método da vitrificagdo, por cinco dias, revelados pela
interacao cultivares versus concentragbes de DMSO

GEMAS VIAVEIS (%)
Concentragdes de DMSO (%)

Cultivares g = = = Média
Pérola 12,5 aD 17,5 aC 27,5 aB 47,5 aA 26,25
EMEPA 1 7,5 bD 15,0 bC 22,5 bB 42,5 DbA 21,87
Média 10,0 16,25 25,0 45,0 24,06
DMS/colunas = 0,401 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,526 (letras maiusculas)

TAMANHO DAS GEMAS VIAVEIS (cm)
Concentragdes de DMSO (%)

Cultivares Média

0 5 10 U5
Pérola 0,24 aD 0,27 bC 0,60 bB 0,75 aA 0,46
EMEPA 1 0,22 bD 0,28 aC 0,62 aB 0,73 DbA 0,46
Média 0,23 0,275 0,61 0,74 0,46
DMS/colunas = 0,004 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,005 (letras maiusculas)

As médias seguidas da mesma letra mailscula nas linhas e minuscula nas colunas, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 4. Valores médios da porcentagem e do tamanho de gemas axilares viaveis
das cultivares Pérola e EMEPA 1 de abacaxizeiro submetidas a
criopreservacao pelo método da vitrificagdo, por cinco dias, revelados pela

interagao cultivares versus concentragbes de sacarose

GEMAS VIAVEIS (%)

Concentragdes de sacarose (M)

Cultivares g 0.25 0.50 0.75 Média
Pérola 12,5 aC 12,5 aC 35,0 aB 45,0 aA 26,25
EMEPA 1 10,0 bD 12,5 aC 25,0 bB 40,0 bA 21,87
Média 11,25 12,5 30,0 42,5 24,06
DMS/colunas = 0,401 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,526 (letras maiusculas)

TAMANHO DAS GEMAS VIAVEIS (cm)

Concentragbes de sacarose (M)

Cultivares 5 0.25 0.50 0.75 Média
Pérola 0,27 aD 0,28 bC 0,60 aB 0,71 aA 0,46
EMEPA 1 0,27 aD 0,30 aC 0,58 bB 0,70 bA 0,46
Média 0,27 0,29 0,59 0,705 0,46
DMS/colunas = 0,004 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,005 (letras maiusculas)

As médias seguidas da mesma letra mailscula nas linhas e minuscula nas colunas, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 5. Valores médios da porcentagem e do tamanho de gemas axilares viaveis
das cultivares Pérola e EMEPA 1 de abacaxizeiro submetidas a
criopreservacao pelo método da vitrificagdo, por cinco dias, revelados pela
interacao concentracées de DMSO versus concentragcbes de sacarose

GEMAS VIAVEIS (%)

Concentragdes Concentragdes de sacarose (M) o
de DMSO (%) 0 0,25 0,50 0,75 Media
0 0,0 cC 0,0 cC 15,0 cB 250 cA 10,0
5 0,0 cC 0,0 cC 25,0 bB 40,0 bA 16,25
10 15,0 bD 20,0 bC 25,0 bB 40,0 bA 25,0
15 30,0 aC 30,0 aC 55,0 aB 65,0 aA 45,0
Média 11,25 12,5 30,0 42,5 24,06
DMS/colunas = 0,745 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,745 (letras maiusculas)
TAMANHO DAS GEMAS VIAVEIS (cm)

Concentragdes Concentragdes de sacarose (M) o
de DMSO (%) 0 0,25 0,50 0,75 Média
0 0,00 cC 0,00 cC 0,42 dB 0,51 dA 0,23
5 0,00 cC 0,00 cC 0,54 cB 0,57 cA 0,27
10 0,50 bD 0,55 bC 0,61 bB 0,78 DbA 0,61
15 0,60 aD 0,61 aC 0,79 aB 0,96 aA 0,74
Média 0,27 0,29 0,59 0,70 0,46
DMS/colunas = 0,007 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,007 (letras maiusculas)

As médias seguidas da mesma letra mailscula nas linhas e minuscula nas colunas, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 6. Valores médios da porcentagem e do tamanho de gemas axilares viaveis
das cultivares Pérola e EMEPA 1 de abacaxizeiro submetidas a
criopreservacao pelo método do encapsulamento e dessecacao, por cinco

dias, revelados pela interagao cultivares versus periodo de secagem

GEMAS VIAVEIS (%)

Periodo de secagem (horas)

Cultivares 0 3 5 g Média
Pérola 0,0 aC 0,0 aC 20,0 bB 40,0 aA 15,0
EMEPA 1 0,0 aC 0,0 aC 30,0 aB 40,0 aA 17,5
Média 0,0 0,0 25,0 40,0 16,25
DMS/colunas = 0,664 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,877 (letras maiusculas)

TAMANHO DAS GEMAS VIAVEIS (cm)

Periodo de secagem (horas)

Cultivares 5 3 5 3 Méedia
Pérola 0,0 aC 0,0 aC 0,85 aA 0,83 aB 0,42
EMEPA 1 0,0 aC 0,0 aC 0,67 bB 0,73 DbA 0,35
Média 0,0 0,0 0,76 0,78 0,38
DMS/colunas = 0,006 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,008 (letras maiusculas)

As médias seguidas da mesma letra mailscula nas linhas e minuscula nas colunas, ndo diferem

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 7. Resumo da regressao na analise de variancia dos fatores quantitativos
coletados na criopreservacédo de gemas axilares de abacaxizeiro

Fonte de variagio GL F R? CV(%)
Gemas vivas (%)
Cultivar Pérola
Linear 1 66125,00**
Quadratica 1 5625,00**
Cubica 1 125,00**
Tratamentos 3 23958,33*
Residuo 4
1,00 0,53
Cultivar EMEPA 1
Linear 1 63281,25**
Quadratica 1 3906,25**
Cubica 1 781,25 -
Tratamentos 3 22656,25*
Residuo 4
0,98 0,64
Tamanho das gemas vivas (cm)
Cultivar Pérola
Linear 1 1729,80**
Quadratica 1 36,00**
Cubica 1 115,20**
Tratamentos 3 627,00**
Residuo 4
1,00 3,04
Cultivar EMEPA 1
Linear 1 1748,45**
Quadrdatica 1 6,25"
Cubica 1 130,05 -
Tratamentos 3 628,25**
Residuo 4
0,92 3,05
Gemas vivas (%)
Cultivar Pérola
Linear 1 72000,00**
Quadratica 1 2500,00**
Cubica 1 6125,00 -
Tratamentos 3 26875,00*
Residuo 4
0,92 0,53
Cultivar EMEPA 1
Linear 1 698,08**
Quadratica 1 51,91**
Cubica 1 3,738
Tratamentos 3 251,24**
Residuo 4
0,99 5,60
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(continuagao de Tabela 7.)

Tamanho das gemas vivas (cm)

Cultivar Pérola

Linear 1 1344,80**
Quadratica 1 25,00**
Cubica 1 135,20 -
Tratamentos 3 501,66**
Residuo 4
0,91 3,04
Cultivar EMEPA 1
Linear 1 1232,45**
Quadratica 1 20,25*
Cubica 1 84,05 -
Tratamentos 3 445 58**
Residuo 4
0,93 3,05
Gemas vivas (%)
Concentragao de DMSO 0%
Linear 1 810,00**
Quadratica 1 50,00**
Cubica 1 40,00 -
Tratamentos 3 300,00**
Residuo 4
0,95 10,00
Concentragao de DMSO 5%
Linear 1 2102,50**
Quadratica 1 112,50**
Cubica 1 122,50 -
Tratamentos 3 779,16
Residuo 4
0,94 6,15
Concentragao de DMSO 10%
Linear 1 320,00**
Quadratica 1 25,00**
Cubica 1 5,00
Tratamentos 3 116,66**
Residuo 4
0,98 5,65
Concentracao de DMSO 15%
Linear 1 845,00**
Quadratica 1 25,00**
Cubica 1 80,00 -
Tratamentos 3 316,66**
Residuo 4
0,91 3,14
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(continuagao de Tabela 7.)

Tamanho das gemas vivas (cm)

Concentragao de DMSO 0%

Linear 1 3802,50**
Quadratica 1 40,50**
Cubica 1 562,50 -
Tratamentos 3 1468,50**
Residuo 4
0,87 4,30
Concentragao de DMSO 5%
Linear 1 5062,50**
Quadratica 1 4,50
Cubica 1 1102,50 -
Tratamentos 3 2056,50**
Residuo 4
0,82 3,60
Concentragao de DMSO 10%
Linear 1 405,00**
Quadratica 1 36,00**
Cubica 1 5,00N°
Tratamentos 3 148,66**
Residuo 4
0,98 2,31
Concentragao de DMSO 15%
Linear 1 793,80**
Quadratica 1 64,00**
Cubica 1 16,20 -
Tratamentos 3 291,33**
Residuo 4
0,98 1,91
Gemas vivas (%)
Cultivar Pérola
Linear 1 1960,00**
Quadratica 1 200,00**
Cubica 1 40,00 -
Tratamentos 3 733,33**
Residuo 4
0,98 6,66
Cultivar EMEPA 1
Linear 1 2250,00**
Quadratica 1 50,00**
Cubica 1 250,00 -
Tratamentos 3 850,00**
Residuo 4
0,90 5,71
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(continuagao de Tabela 7.)

Tamanho das gemas vivas (cm)

Cultivar Pérola

Linear 1 11155,60**
Quadratica 1 2,00™
Cubica 1 2958,40 -
Tratamentos 3 4705,33*
Residuo 4
0,79 2,38
Cultivar EMEPA 1
Linear 1 8179,60**
Quadratica 1 18,00*
Cubica 1 1638,40 -
Tratamentos 3 3278,66**
Residuo 4
0,83 2,85
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