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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos de diferentes combinacSes de BAP
€ NAA, no desenvolvimento, multiplicagdo e enraizamento, durante a micropropagacéo in
vitro do abaca:dzeim. Gemas aleares foram mmoculadas em meio MS, acrescidode 0, 1 e
2 mgl'de BAPe 0, 1 e2 mgL”’ de NAA em todas as combinagdes possive.is As
plantulas obtidas foram multlphcadas no mesmo melo € enraizadas em meio MS
suplementado com 0, 1 e 2 mg. L' deIBAou 0,1 e 2 mg.L" de NAA. Durante as fases da
micropropagacdo foram avaliados a presenca de contammantes, a sobrevivéncia, o grau
de desenvolvimento das gemas, as taxas de multiplicaco, a formacéo € o comprimento de
raizes. O uso de 2 mg.L"' de BAP e 1 mgL"’ de NAA combinados induziram methor
sobrevivéncia, desenvolvimento e multiplicagdo; 2 mg.L™' de NAA proporcionou methor
enraizamento.

P;_llams-chaves: Ananas comosus, BAP, NAA.

ABSTRACT

GROWTH REGULATORS ON PINEAPPLE
- MICROPROPAGATION

The purpose of this experiment was to study the effects of different combinations
of BAP and NAA in pineapple micropropagation, development, multiplication and
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rooting. Plnmpple axillary buds were moculated in MS medium supplemented with 0, 1
and 2 mg.L"' of BAP and 0, 1 and 2 mg L of NAA in all poss1ble combinations. Plantlets
were obtamed, multi E)hed in the same medium and rooted m MS medium supplemented
with0, 1 and2 mg L™ of IBA or 0, 1 and 2 mg.L" of NAA. During the micropropagation
the presence of contaminants, survwal, development grade of buds, mult: thﬁm rates,
root formatwn, and root average length were evaluated. The use of 2 mg. L™ of BAP and 1

mg.L" of NAA promoted the best survival, development and proliferation, and 2 mg.L"!
of NAA mduced the best rooting.

Key words: Ananas comosus, BAP, NAA.
INTRODUCAO

O abacaxi (Ananas comosus) é uma espécie tropical de grande
interesse economico para o Brasil. As dificuldades do controle da
fusariose e da obtencdo de mudas sadias para plantio constituem os
principais obstaculos a expansdo dessa cultura. Um dos métodos que
pode ser usado para a multiplicagdo do abacaxizeiro ¢ a cultura de
tecidos, que possibilita rapida propagacdo clonal in vitro dessas plantas,
objetivando a selegdo e produgdo de mudas sadias de clones de abacaxi
(16). |

A espécie e o tipo de explante respondem de forma diferente a agdo
dos diversos tipos de reguladores de crescimento utilizados em culturas in
vitro. Os principais tipos de reguladores, com efeito sobre a
micropropagacao, sao as ciocininas e auxmas (4), em que as
concentragdes sdo fatores determinantes para o desenvolvimento da
planta in vitro,

Segundo Brownleader e Dey (2), altas concentracoes de citocinina,
combmadas com baixas concentragoes de auxina, conduzem a

proliferagdo de brotos adventicios, enquanto uma razio inversa favorece
a formagio de raizes.

Objetivou-se, com este trabalho, avaliar o efeito de BAP
(benzilaminopurina) e NAA (acido naftalenoacético) em diversas
concentragoes sobre a micropropagacio de plantas de Ananas comosus L.

Merr. e estabelecer um meio de cultura adequado para seu cultivo ir
vitro.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas mudas sadias do tipo “coroa”, obtidas de frutas
maduras de abacaxi, cultivar Smooth Cayenne. As folhas da coroa foram
cuidadosamente removidas, seguindo sua filotaxia. As gemas axilares
foram extraidas com auxilio de bisturi, com cortes em forma de piramde,
preservando-se aproximadamente 2 mm de tecido adjacente. Essas gemas
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foram desinfestadas em camara de fluxo laminar, em sala asséptica, por
imersao em hipoclorito de sodio comercial (Q-Boa, 2,5 % de cloro ativo)
a 20%, por 20 minutos, e lavadas trés vezes em agua destilada
esterilizada.

O meio de cultura con51st1u dos sais basicos de Murashige e Skoog
(9), acrescido de 1 mg L™ de tiamina como fonte de vitaminas, 30 g. L
de sacarose ¢ 100 mg L" de inositol, sendo utilizado na forma liquida,
com ponte de papel de filtro, para suporte dos explantes. Foram estudadas
as assoc:lac;oes entre auxina ¢ c1tocm1na nas concentraqoes de 0, 1 e 2
mg L' de NAAe0,1e2 mgL" de BAP em varias combinagoes, com 12
repetigoes por tratamento (9 tratamentos x 12 repeti¢des por tratamento =
108 gemas inoculadas). O pH do meio foi ajustado para 5,8 ¢ o meio
autoclavado durante 15 minutos, a 121° C e 1,5 atm de pressio. Os
explantes (gemas axilares) foram inoculados em tubos de ensaio (25 x
150 mm) contendo 15 ml de meio de cultura e cultivados sob fotoperiodo
de 12 horas/luz, intensidade luminosa de 35 microM.m™s™ e temperatura
de 28 + 4°C.

Ao final de 30 dias, com uma subcultura (troca para meio fresco)
aos 15 dias depois da inoculagdo, os explantes foram avaliados,
observando-se a taxa de sobrevivéncia e o grau de desenvolvimento das
gemas, seguindo os seguintes critérios: gemas mortas, gemas sem
desenvolvimento, gemas desenvolvidas (intumescimento, coloragio
verde), gemas com emissdo de parte aérea, gemas contaminadas por
fungos e, ou, bacténas.

As plantas sobreviventes da fase anterior (estabelecimento) foram
subcultivadas nas mesmas condig¢Ges, em meio liquide, constituindo-se 2
fase de multiphcagao.

Foram avahadas apos 60 dias, com subculturas a cada 20 dias. Na
primeira subcultura, foram transferidas dos tubos de ensaio para frascos
de vidro de 268 ml de capacidade, com 30 ml de meio de cultura. As
avaliagoes foram feitas, verificando-se o numero de brotagdes por
explante.

As plantas obtidas foram selecionadas aleatoriamente, transferidas
para mei1o basico de MS, na metade de suas concentracdes de sais,
acrescido de 40 g. L' de sacarose, suplementado com IBA (acido
indolbutirico), nas concentragdes de 0, 1 ¢ 2 mgL", ou NAA nas
concentragdes de 0, 1 e 2 mg.L", com 20 repeti¢des por tratamento.

Apos 30 dias com subcultura aos 15 dias, foram avaliados a
formagdo e o numero médio de raizes, seu comprimento médio, em
centimetros, ¢ o numero médio de novas brotagdes por explante.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Fase de estabelecimento in vitro.

O Quadro 1 apresenta os resultados obtidos na fase de
estabelecimento e desenvolvimento de gemas axilares de abacaxi, nos
primetros 30 dias de cultivo.

QUADRO 1 - Desenvolvimento de gemas amlares de abat;a::u_d1

inoculadas em meio liquido MS, acrescido de

* ~ - # - . ’ 1
diversas concentragbes de auxina e citocinina, apos

L 30 dias da moculagao :
Tratamentos “Totalde  Gemas Jemas sem Gemas Gemas Gemas
BAP/NAAmg .L" ZEmas mortas desenvolvi- desenvol- com contaminadas |
moculadas mento vidas parte por fungos ’
. s A A S am - ”

0/0 12 5 4 3 0 0

0/1 12 3 4 4 1 0

0/2 12 2 3 4 2 1

1/0 12 2 b 4 1 0

1/1 12 1 S 3 3 0

1/2 12 1 2 5 3 1

2/0 12 0 0 3 6 1

2/1 12 0 0 8 4 0

22 12 0 0 7 5 0

Total 108 14 23 43 25 3

Em relagao ao processo de desinfestacdo, fo1 observado que o uso
de solucdo de hipoclorito de sodio comercial (Q-Boa) a 20% foi
satisfatorio para eliminagdo de microrganismos. Das 108 gemas
inoculadas, ocorreu contaminagdo por fungos em apenas trés explantes,
nao sendo observada contaminacdo por bacténas em nenhuma fase de
micropropagac¢ao deste trabalho.

O numero de gemas mortas no total foi 14 (12,9%), as quais se
apresentavam totalmente oxidadas. Segundo Grattapaglia e Machado (J),
um problema freqiiente durante o isolamento de explantes é a oxidagao de
compostos fenolicos, que sdo liberados pelas células. Os produtos da
oxidacao siao toxicos ao resto do explante e se difundem no meio de
cultura, escurecendo os tecidos. Quando estes sao lesados durante a
preparacgdo do explante, os compostos fenolicos que estao acumulados em
grandes quantidades nos vacuolos se misturam ao conteido dos plastidios
e outras organelas onde estio confinadas as polifenoloxidases e aparece a
coloragao negra ou marrom como conseqiiéncia do processo de oxidagao.
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Estes compostos oxidados sdo altamente reativos e inibem a atividade
enzimatica, podendo resultar em escurecimento letal dos explantes (4). -
Com relagdo a gemas sem desenvolvimento, notou-se que elas
“apareceram com. mailor freqiiéncia nos tratamentos sob baixas
concentragdes: de fitorreguladores. Pannetier € Lanaud (/ 1), trabalhando
com gemas axilares de abacaxi, observaram a. heterogeneidade dessas
estruturas, devido a diferentes estados fisiologicos e ontogeénicos no
momento da retirada das coroas, fatores que interferiram no seu
desenvolvimento in vitro. A medida que as concentragdes de BAP e NAA
aumentaram, ocorreu maior numero de gemas - desenvolvidas,
apresentando-se mais vigorosas e com melhor conformagdo. Matos et al.
(8) obtiveram 70% de explantes sobreviventes utilizando meio MS,
suplementado com 1,8 mg. L' de NAA e 2,0 mg.L" de BAP.

Nas concentragdes de 0 mgL"' de BAP e 2 mgL' de NAA
~ ocorreu o aparecimento de algumas raizes, junto com o desenvolvimento
das gemas, confirmando a agdo do NAA na formacdo de raizes. Segundo
Grattapaglia e Machado (35), concentracdes excessivas de auxina podem
inibir a multiplicagdo e favorecer demasiadamente o enraizamento ou
 formagdo de calos, em detrimento da multiplicagdo e do

desenvolvimento. | - | |
| O inicio de emiss3o de parte aérea ocorreu em maior porcentagem
em tratamentos com maiores concentragoes de fitorreguladores. Embora
nem sempre sejam necessarias no meio de desenvolvimento, as auxinas
sdo utilizadas com o intuito de estimular o crescimento das partes aéreas

(4).
Fase de multiplicagdo

Apods o estabelecimento da cultura, os explantes sobreviventes de
cada tratamento foram subcultivados no mesmo meilo e mesmas
concentracoes de fitorreguladores, para se verificar a influéncia destes
(BAP e NAA) na taxa de multiplicagdo. O critério para avaliagdo usado
foi o numero de novas brotagoes por explante Estes resultados podem ser
observados no Quadro 2. | |
| O numero de brotacdes aumentou, a medlda que aumentou a
concentracdo de fitorreguladores, principalmente em relagdo ao BAP.
Esses resultados, semelhantes a varios na literatura (4, 7, 16), vem
reforcar o conceito de que as citocininas s3o essenciais ao processo de
proliferacio de brotos. O uso de BAP na fase de multiplicagdo for
fundamental para o aparecimento expressivo de brotagdes, o que ¢
evidenciado quando se comparam, nesta fase, os tratamentos com e sem
BAP. A mterac;ao entre as duas dosagens maximas, ou seja, 2 mg.L" de
BAP e 2 mg L' de NAA, induziu a formacio de oito brotos por explante,
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em média. Esse resultado foi superior ao encontrado por Nagao e Arafjo
(10), que obtiveram média de 3,3 brotagles por explante, utilizando meio
de cultura MS, adicionado de 5 mg.L"' de BAP, na fase de multiplicagao.

vl el

QUADRO 2 - Taxa de multiplicacdo (niimero médio de brotos por
explante) aos 60 dias da inoculag¢do, em meio liquido

MS, suplementado com BAP e NAA, nos diversos
tratamentos
| " Tratamentos N° de eiplantes " N°total de brotos ~ N° de
inoculados obtidos brotos por
— _explante |
7 d 0,7
9 9 1,0
9 13 1,4
10 16 1,6
11 29 2,6
10 26 2,6
11 67 6,0
12 95 7,9
12 98 8,1

-

Embora os resultados deste trabalho tenham mostrado maior
nimero de brotagdes na concentracdo de 2 mg.L™" de BAP e 2 mg.L™' de
NAA, ¢ importante ressaltar que, mesmo sendo numerosas, algumas
dessas brotagOes apresentavam caracteristicas amorfas, com pouco
crescimento, disformes, atrofiadas, formando uma massa de dificil
separagdo da planta de origem. Na concentragio de 2 mg.L™' de BAP e 1
mg.L'l de NAA, considerada a melhor no presente trabalho, com 7,9
brotos por explante, essas brota¢des emitidas apresentavam aparéncia
normal, alongada, de facil separacdo. Esse valor ¢ superior aos dados
citados na literatura: Fitchet (3) obteve em média seis brotagdes por
explante, em meio MS suplementado com zeatina, com gemas de abacaxi
S. Cayenne em trés meses de cultivo, e Mathews e Rangan (6) obtiveram
em meédia 4,7 brotacdes por explante em cultivo in vitro de variedades
comerciais de abacaxi em meio MS adicionado de cinetina, em oito ou
dez semanas. |

- Os reguladores de crescimento BAP ¢ NAA parecem interagir ndo
sO na produg¢do total de brotacdes, mas também no seu crescimento. Essa
interacdo entre os dois reguladores de crescimento faz com que o abacaxi
seja considerado uma daquelas inimeras plantas que, para maior
proliferacdo de brotagles, sdo tratadas como dependentes ndo s6 de
citocininas, mas também de auxinas (/3). Também, outros pesquisadores
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reforcam a hipotese de que a proliferagao de brotos in vitro pode ser
maximizada com o emprego conjunto de dois ou mais grupos de
reguladores de crescimento (/). Em Clitrus sinensis, a maximiza¢ao da
producao de brotos ocorreu quando BAP e NAA apareciam combinados
no meio de cultura (/2). Neste trabalho, os mesmos resultados foram

observados: a combinagdo de BAP e NAA proporcionou as methores
taxas de multiplicacao.

Mesmo nos tratamentos sem a citocinma BAP, algumas novas

brotacbes apareceram, talvez devido a pequenas quantidades de
citocininas endogenas do matenal inoculado.

Segundo Arello e Pinto (/), é importante ressaltar que os niveis em
que esses fitorreguladores devem aparecer para proporcionar a maior
quantidade de brotos emitidos variam de acordo com o genotipo da planta
considerada e devem ser determinados, em cada caso,
experimentalmente. Esses autores ainda consideram que, de modo geral,
as concentragoes das citocminas sio sempre superiores as das auxinas, o
que acaba por proporcionar mator taxa de multiplicagio.

Quanto as dosagens de citocininas, se muito altas, Von Amold (/5)
observou que, embora numerosas, estas brotagdes sdo atrofiadas e pouco
desenvolvidas, o que as torna nada semelhantes ao matenal que lhes deu
origem. O autor salienta que, em determinadas situagdes, as citocininas
deixam de ser benéficas e passam a ser maléficas ao desenvolvimento de
explantes cultivados in vitro.

Fase de enraizamento

Observou-se o efeito do NAA e do IBA no enraizamento, tendo a
concentragdo de 2 mg. L de NAA mostrado maior porcentagem de plantas
enraizadas, apos 30 dias da inoculagdo em meio de enraizamento. Quando
se comparou o efeito do IBA e do NAA no enraizamento aos 30 dias, 2
mg.L" de IBA levaram ao enraizamento de 85% das plantas, enquanto que
2 mgL' de NAA produziram 100% das plantas enraizadas. Esses
resultados vém reforgar o conceito de que as auxinas estio envolvidas no
processo de enraizamento (Quadros 3 e 4).

O numero médio de raizes por planta, comprimento médio de
raizes em centimetros ¢ o numero médio de novos brotos também foi
maior nos tratamentos suplementados com NAA, em comparag¢ao com o
IBA. Em relacdo as testemunhas (plantas em meio sem fitorreguladores),
a porcentagem de enraizamento e 0 numero e comprimento medio de
raizes foram menores quando comparados aos demais tratamentos.
Geralmente o IBA ¢ citado como a auxina mais usada em enraizamento
em plantas micropropagadas, mas em alguns casos, como neste trabalho,
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o melhor seria optar pelo NAA, que mostrou melhor resultada ¢ tem
menor custo. o

QUADRO 3 - Enraizamento de plantas em meio liquido MS, |
suplementado com IBA, nas concentragles de 0, 1 ¢
2 mglL”, com 20 repeticdes por tratamento, |
avaliadas 30 dias apds a inoculagdo

o — AR L T

IBA Total N° médio Compnmm?& " N°médio de |
(mg.L™h enraizado  de raizes médio de novos brotos
por planta raizes (cm) por planta |
0 65% - 4,2 3,1 1,2
1 - T5% 51 3.4 1,9
2 - 85% 6,2 3,0 2,0
Média 75% 5,1 3,1 1,7

Nl _m R _ i

QUADRO 4 - Enraizamento de plantas em meio liquido MS,

suplementado com NAA, nas concentra¢des de 0, 1
e 2 mgL”, com 20 repeti¢les por tratamento,
| avahadas 30 dias apos a moculat;ﬁo

NAA  Total N°médio  Comprimento  N°médio de
(In g.L™h enraizado | de raizes médio de novos brotos

- - por planta raizes (cm) por planta
0 70% 5,3 3,3 1,3
1 90% 6,7 3,1 | 1,2 |
2 100% - 8,1 3,9 3,8
| Médi_a - 86% 6,7 - 34 2,1

Verificou-se, neste trabalho, apés a transferéncia de plantas
individuais para meio de enraizamento, a emissdo de novas brotagdes.
Quando se analisou a influéncia dos tratamentos utilizados anteriormente,
com a associacdo de BAP e NAA em rela¢do aos meios de enraizamento
testados, observou-se que a emissdo de novas brotagbes elevou-se a
medida que ocorria aumento da concentracio de BAP, testado
anteriormente. Quando esse assumiu valores de 2 mg.L™, ocorreu o maior
niimero de novas brotagSes. E possivel que tenha ocorrido efeito residual
do BAP, utilizado na fase de multiplicagdo, induzindo as plantas a
emitirem novas brotac¢des, nessa fase do cultivo in vitro.

Segundo Vogelman et al. (/4), a absor¢gdo do regulador de
crescimento € diretamente proporcional a4 sua concentracdo no meio de
cultura, logo pode-se supor que as plantas cultivadas no nivel mais
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elevado de BAP na fase de multiplicacio absorveram maiores
quantidades desse fitorregulador e, em razo disso, houve a formacio de
novas brotac¢des na fase de enraizamento. Veriﬁceu-se assim, maior taxa
de novas brotagdes na combinagio de 2 mg.L"' de BAP com 1 ou 2 mg. LI
de NAA ou IBA, na fase de enraizamento.

Segundo Grattapaglia ¢ Machado (5), diluigbes das fcrmulagoes
basicas, como a usada nessa fase (MS na metade da concentracio de
sais), tém, na grande maioria das vezes, possibilitado melhor
enraizamento. Mesmo na presenca de auxinas, altas concentraces de sais
tendem a inibir todas as fases do enraizamento, particularmente a de
crescimento de raizes. Ainda, segundo os autores citados, os tipos e

concentraqoes de auxina sdo as varidveis que em geral mais mﬂuenmam 0
enraizamento. "

CONCLUSOES

1) Os fitorreguladores BAP e NAA sdo necessarios para a fase de
estabelecimento e multiplicagéo in vitro de gemas de abacaxi cv. Smooth
- Cayenne.

2) O uso de 2 mg L' de BAP e 1 mg.L”' de NAA combinados
induzem methor sobrevivéncia, desenvolvimento e multlphcaq.ao |

3) O meio de enraizamento suplementado com 2 mg.L™" de NAA é
o mais eficiente.
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