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RESUMO

O trabalho teve como objetivo estudar o efeito de diferentes concentragesde BAP(0,0; 1,0; 2,0e3,0mg/L) eANA
(0,0; 0,5; 1,0e1,5mg/L) naproliferacéo de brotos de abacaxizeiro * Smooth Cayenne’, apartir de plantul as produzidas
in vitro. As combinagfes das concentracdes dos horménios foram adicionadas ao meio ‘MS', com 5 g/L de &gar e 30
g/L desacarose. Osexplantes, devidamente preparados, foram col ocados nos mei os eincubados a27°C, com fotoperiodo
de 16 horas, a19,5 umol d* nmr2. Ap6s 25 e 50 dias deincubagéo realizou-se acontagem do nimero de brotos formados.
Estimou-se queamaior proliferacdo de brotosfoi obtidanaausénciade ANA ecom 2,243 mg/L de BAP; entretanto, no
tratamento sem ANA e com 1,0 mg/L de BAP, os brotos neof ormados se apresentaram mais desenvolvidos e maisfaceis

de serem subcultivados. Nos tratamentos sem BAP os explantes se apresentaram bem desenvolvidos, enraizados e
sem proliferacdo de brotos.

Palavras-chave: Abacaxi, micropropagacdo, culturadetecidos.

ABSTRACT

In vitro pineapple shoot proliferation in benzylaminopurine (BAP) and naphthaleneacetic acid
(NAA) concentrations

Thisresearch was carried in order to study the effect of different BAP(0,0; 1,0; 2,0 and 3,0 mg/L) and NAA (0,0; 0,5;
1,0 and 1,5 mg/L) concentrations on Smooth Cayenne pineapple shoot proliferation, using in vitro plantlets.
Concentration of hormone combinations were added to “MS'” medium, with 5 g/L of water and 30 g/L of sucrose.
Explantswere placed on mediaand incubated at 27°C, with photoperiod of 16 hours, 19,5 umol d* nr2. After 25 and 50
days of incubation the number of formed shoots was recorded. The greatest shoot proliferation was obtained in the
absence of NAA and with 2.243 mg/L of BAP. In the treatment without NAA and with 1.0 mg/L of BAP, however, the
formed shoots were stronger and easier to be subcultivated. On the other hand, in the treatments without BAP the
explantswere well devel oped, rooted and without shoot proliferation.
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INTRODUCAO

O uso de material de plantio de boaqualidade é funda-
mental paraselograr &xito em qualquer atividade agricola.
A disponibilidade de mudas de abacaxi em quantidade e
qualidade é um problema sério para os fruticultores. A
demanda de material propagativo € muito grande, jaque
para o plantio de um hectare sdo necessarias de 35.000 a
70.000 mudas, dependendo do espacamento usado. Por
outro lado, ataxamédiade producéo de mudas por planta
érelativamente pequena, variando de 3 a6 mudasao final
de 18 mesesdecultura (Py et al., 1984).

Com relagéo aqualidade damuda, estaécomprometi-
da pela ocorréncia da fusariose (Fusarium subglutinans
f. sp ananas), (Pissarra et al., 1979) e cochonilhas
(Dysmicoccus brevipes). Frequentemente, as plantas com
frutos doentes produzem mudas infectadas, o que nor-
malmente acarreta perdas que variam de 15 a 20% do
material propagativo no pré e no pés-plantio (Matos,
1987).

Mudas sadias de boa qualidade podem ser obtidas
com o uso datécnicade multiplicacéo rapidaem viveiros,
usando o seccionamento do caule das plantas (Pissarra
etal., 1979). Outraalternativaque vem setornando efici-
enteeviavel éautilizacdo datécnicade micropropagacéo,
podendo ser empregada n&o s6 na producéo de mudas
sadias dos cultivares comerciais, mas também dos novos
gendtipos com resisténcia a fusariose.

E importante salientar que no melhoramento genético,
muitas vezes é sel ecionada apenas umaplantahibridacom
caracteristicas desgjaveis; e pela grande quantidade de
material necessario para os trabalhos de campo, o
melhoristalevariade 10 a12 anos paraobter, pelo proces-
so tradicional, 0 nimero de mudas necessario parao plan-
tio de apenas 1 ha (Ventura, 1994).

A técnica de micropropagacéo do abacaxizeiro € um
sistema rapido de clonagem quando comparado com o
sistematradicional; meristemas ou gemaslateraisetermi-
nais de vérias partes da plantapodem ser utilizadas paraa
culturain vitro. Lakshmi Sitaet al. (1974), utilizando mu-
das filhote de um més de idade, tiveram sucesso na
micropropagacdo. Mathews & Rangan (1974) e Ventura
(1994) também obtiveram sucesso pelo uso de gemas da
coroa. Deew (1980) considera como melhor material as
gemas axilares da base das folhas e estima poder obter
1.250.000 plantas de abacaxi, num periodo de 6 meses,
partindo de 30 explantesviaveis. Zepeda& Sagawa(1981)
afirmam que pel o menos 5.000 plantas podem ser obtidas
em 12 meses, por meio do cultivo de gemas axilares extra-
idas de uma coroa. Ventura (1994) conseguiu obter, ao
final de seis meses, partindo de um Unico explante, em
média, 1024 brotagdes e aaclimatagdo em casade vegeta-
¢80 de 512 plantas.
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Varios pesquisadores tém estudado as técnicas de
micropropragacdo in vitro do abacaxizeiro, usando como
base 0 meio de Murashige e Skoog (MS) e de Murashige
eTucker (MT) (Coteet al., 1991; Fitchet, 1990; Martinazzo
etal., 1991; Pescador & Koller, 1992; Zeppeda& Sagawa,
1981). Entretanto, estas técnicas aindando s&o totalmen-
te dominadas, ndo havendo uma definicdo concreta da
composic¢do do meio, para as diferentes etapas do pro-
cesso, principalmente com relagdo a concentracéo de
fitorreguladores.

Parinetier & Lanaud (1976) observaram aformagdo de
brotos, quando o meio“M S’ foi suplementado com auxina
ecinetina. Zepeda& Sagawa (1981), utilizandonomeio de
cultura0,5a1,0mg/L deBA, conseguiram obter, em 30 dias,
umminimo de 3 brotospor explante. Traba hando commeio
liquidode“MS’, emagitacdorapida, Liuetal. (1987) obti-
veram os melhores resultados de proliferacdo de gemas,
quando utilizaram 0,1 mg/L de2,4-D e0,3mg/L deBA.

Marciani-Bendezu et al. (1990), trabalhando com o
abacaxizeiro “ Smooth Cayenne” e estudando o efeito de
diferentesdosesde BAP, emmeio “M S’ solido, observa-
ram que amaior formagéo de brotos por explantefoi obti-
dautilizando-se aconcentragéo de 5,0 mg/L.

Visando adesenvolver um protocol o paraamicropro-
pagacdo in vitro de diferentes gendtipos de abacaxizeiro,
Ventura (1994) concluiu que, nafase deinducéo de proli-
feracdo de gemas, se deve utilizar o meio “MS”,
suplementado com 2,0 mg/L deANA e2,0mg/L de BAP.

Trabalhando com avariedade de abacaxi Amarelinho,
Pescador et al. (1994) realizaram um estudo, objetivando,
também, desenvolver um protocol o de micropropagacao.
Os autores concluiram que na fase de multiplicagdo a
inducéo de proliferacéo de gemas mdiltiplas ocorreu em
mai or intensidade nos mei os de cultura contendo 0,5 mg/
L de &cido naflalenoacético (ANA) e 1,0 mg/L de
benzilaminopurina(BAP).

Apesar datécnicade micropropagacéo do abacaxizeiro
ter sido estabelecida, melhorias no protocol o desta espé-
cie ainda sd0 necessdrias, sobretudo no que se refere a
utilizagdo de concentragdes de BAP e ANA, conforme
resultados, a seguir. Medeiros et al. (2001) mostraram
que autilizag&o da associacdo das concentracbesde 4,0 e
2,0mg/L e2,0e1,0mg/L deBAPeANA, respectivamente,
no meio de culturafavorecem amultiplicacéo, entretanto,
0s brotos apresentam um alongamento da parte aérea
muito pequeno e sdo dedificil individualizagdo. Em traba-
Iho maisrecente Macédo et al. (2003) verificaram que ape-
sar do tratamento de maior concentragdo em BAPeANA
(1,0mg/L 0,5 mg/L, respectivamente) apresentar vanta-
gens como maior nimero de brotos, os tratamentos de
concentragoesintermedidrias (0,5mg/L deBAPe0,25 mg/
L de ANA) e menor (0,25 mg/L de BAP e 0,12 mg/L de
ANA) sdo os mais indicados para serem adicionados ao
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meio de culturadevido amaior facilidade de individuali-
zacdo dos brotos. Moreiraet al. (2003) concluiram que o
meio M S suplementado com 1,8 mg/L deANA e2,0 mg/L
de BAP promove maior nimero de brotages quando se
retira o apice dos brotos estiolados.

Como os resultados de pesquisa obtidos ainda apre-
sentam variagdes, 0 presente trabal ho teve como objeti-
vo estudar o efeito de diferentes concentracdes dos
fitormdni os benzilaminopurina (BAP) e &cido naflal eno-
acético (ANA) na proliferagdo de brotos de abacaxi
‘ Smooth Cayenne', viamicropropagagao.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultu-
rade Tecidos do Departamento de Fitotecnia, da Univer-
sidade Federal de Vigosa.

Utilizaram-se como explanteinicial gemasaxilaresex-
traidas de coroas de frutos maduros de abacaxi da cv.
“Smooth Cayenne”. As coroas foram lavadas com agua
destilada, desfolhadas e tratadas externamente, por
imersdo, durante 20 minutos, em umasol ucéo de benomil
a 0,1%, contendo duas a trés gotas de tween 20; em se-
guida, realizou-se umalavagem do material em aguades-
tiladaesterilizada.

Em cdmarade fluxo laminar, foram cortados cubos de
tecidos de aproximadamente 0,5 a 1,0 cm®, contendo as
gemas axilares, sendo novamente desinfetadas em solu-
¢&o de etanol 70%, por 60 segundos e em solugdo de
hipoclorito de sédio, a1,25%, por 20 minutos. Em segui-
da, procedeu-se atriplice lavagem, em agua destilada es-
terilizadaeimersdo por cinco minutosem cloranfenicol e
sulfato de estreptomicina a 200 pg/mL. Posteriormente,
também em camaradefluxo laminar, com o auxilio de pinga
e bisturi, os cubos de tecidos foram assepticamente cor-
tados, obtendo-se explantes com 1-2 mm, prontos para
serem colocados no meio de cultura.

Nafaseinicial, utilizou-se o meio de culturabéasico de
“MS” (Murashige & Skoog, 1962), na forma liquida,
suplementado com os reguladores de crescimento ANA
(1,8 mg/L),AlB (2,0mg/L) ecinetina(2,1 mg/L). Apdso
gjustede pH para5,7 + 0,1, foram colocados 10 ml do meio
em cadatubo de ensaio (25 x 150 mm), com ponte de pa-
pel; em seguida, ostubos foram vedados e levados paraa
autoclavagem, a121°C e 1,5 atm, durante 15 minutos.

Imediatamente apdsterem sido reduzidos para1-2 mm
de espessura, por meio de cortes com o bisturi, preser-
vando a gema axilar, 0s explantes contendo as gemas,
foram introduzidos, com o auxilio de uma pinga, nos tu-
bos de ensaio. Em seguida, ostubos, contendo o meio de
cultura e os explantes, foram incubados, a 27°C, em
fotoperiodo de 16h, fornecido por |ampadas fluorescen-
tesdeluz brancafria, com aproximadamente 19,5 umol d*
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m2, Aproximadamente trés meses apos o inicio deincuba-
¢80, ostubosforam levados paraacémaradefluxo laminar,
e os explantes que se apresentavam bem desenvolvidos
foram preparados e transferidos parao novo meio de cul -
tura basico de “MS’, solidificado com &gar a5 mg/L e
suplementado com 2,0 mg/L de glicina e diferentes con-
centragdes dos reguladores de crescimento benzilamino-
purina-BAP (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg/L de solugdo) e acido
naftalenoacético-ANA (0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mg/L de solu-
¢d0). Os procedimentos de gjuste de pH, autoclavagem
dosmeios eincubacdo do material foram semelhantes aos
utilizados anteriormente.

O delineamento experimental utilizadofoi ointeiramen-
te casualizado, com dez repeticles. Ostratamentosforam
dispostos em esquemafatorial 4x4 (quatro concentracoes
de BAP e quatro concentracdes de ANA).

Aos 25 e 50 dias ap6s a incubacdo, foi avaliado, por
explante, o nimero de brotos formados, com tamanho
superior alcm.

Os dados obtidos foram submetidos a técnica de su-
perficie de resposta. Os model os foram escol hidos base-
ados nasignificanciados coeficientes de regressdo, utili-
zando o teste t, adotando-se o nivel de 5% de probabili-
dade, no coeficiente de determinac&o e no fendmeno bio-
|6gico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados médios do nimero de brotos formados por
explante, de acordo com as diferentes concentracdes de
benzilaminopurina (BAP) e &cido naftalenoacético (ANA),
apoés 25 e 50 dias de incubacdo, estdo apresentados nos
Tabelas 1 e 2, respectivamente. AsFiguras 1 e 2, descritas
por suas respectivas equacfes, ilustram a interacéo das
diferentes concentragdes de BAP e ANA sobre a prolife-
ragdo de brotos, apds 25 e 50 dias de incubacéo, respecti-
vamente.

Apés 25 dias de incubacdo (Figura 1) ja observou-se
uma tendéncia de maior formac&o de brotos na auséncia
ANA e em concentragdes de BAP superioresa 0,5 mg/L.
Nostratamentos com concentragdes deANA acimade 0,5
mg/L, houvetendénciade reducdo naproliferacéo de bro-
tos.

Apbs 50 dias de incubacéo (Figura 2), atendénciade
formac&o de um maior nimero de brotos na auséncia de
ANA tornou-se mais evidente, sendo que, a medida que
se aumentou a concentragdo de BAP, houve um corres-
pondente aumento na proliferacéo de brotos.

Estima-se, pela equacéo da Figura 2, que o maior nu-
mero de brotos formados por explante (média de 16,81),
ap0s 50 dias de incubagdo pode ser obtido, utilizando-se
as concentragdes de 0,0 mg/L de ANA e 2,243 mg/L de
BAP. Entretanto, valeressaltar que o tratamento com as
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Figura 1 — Estimativa do niimero de brotos neoformados, apés 25 dias
dc i b .’ , €m fi .* d‘ ‘_nvuvs dC ﬂNA (X.') [
BAP (2).

concentragdes de 0,0 mg/L de ANA e 1,0 mg/L de BAR,
seguido do tratamento com 0,0 mg/L de ANA e 2,0 mg/L
de BAP, foram aquel es que apresentaram brotos mais de-
senvolvidos e mais faceis de serem subcultivados.

Os tratamentos com as concentragdes de 0,5 ou |,0
mg/L deANA e 1,0 ou 2,0 mg/L de BAP, proporcionaram
boa multiplicacdo dos explantes, entretanto, estas
brotac8es se desenvolveram menos e se mostraram difi-
ceis de serem subcultivadas. Estes resultados sGo seme-
Ihantes aos obtidos por Medeiros et al. (2001), os quais
mostraram que a utilizac&o da associa¢&o das concentra-
¢desde 2,0 mg/L deBAPe 1,0 mg/L deANA no meio de
cultura favorecem a multiplicagdo, entretanto, os brotos
apresentam um alongamento da parte aéreamuito peque-
no esdo dedificil individualizacdo.

Os resultados observados neste trabalho diferiram
daqueles obtidos por Pescador et al. (1994), os quais
mostraram que ainducdo de proliferacdo de gemas muilti-
plas ocorreu em maior intensidade nos meios contendo
0,5mg/L deANA e 1,0 mg/L de BAP, entretanto, os auto-
res utilizaram no trabalho a cv. Amarelinho. Segundo Hu
& Wang (1983), as auxinas, como ANA, podem dar res-
postas diferentesin vitro, eacitocininaBAP induz afor-
magcao de grande niimero de brotos e altataxade multipli-

Tabela 1. Niumero médio de brotos formados por explante, nas
diferentesconcentragdesde BAPeANA, apds 25 diasdeincubagéo

¥=1700-4244" T +3175"0" +13,483"2-3,006"2"7 - 3,462" 12
R'=077

** significativo ao nivel de 19 de probabilidade pelo teste t

* significativo a0 nivel de 5% de probabilidade pelo teste t

N° de Brotos -i

v,/ /A':\ (mg/L)

299 o

4 A2

Figura 2 — Estimativa do niimero de brotos neoformados, apés 50 dias
de incubagiio, em fungio de concentragbes de ANA (X) ¢
BAP (2).

cacdo em sistemas de micropropagagéo, o que pode expli-
car as diferencas de resultados.

Com relagao ao numero de brotos formados por
explante, o maior valor estimado obtido nesse trabalho
(16,81) foi superior aosobtidos por Cabral (1985) (10a15
brotos/explante) e aos de Zepeda & Sagawa (1981), que
registraram um minimo de 3 novos brotos por explante.
Entretanto, foi inferior ao obtido por Marciani-BendezU et
al. (1990), que conseguiram, em média, aformagéo de 26,9
brotos por explante, utilizando o meio M S, suplementado
com 5,0 mg/L de BAP. A superioridade dos resultados
alcancados por estes autores, provavel mente esté relaci-
onada com ametodol ogia utilizada, o principio de quebra
dedorméncia (eliminagdo dagemaapica), induzindo uma
maior brotagdo. Além disso, os autores ndo mencionaram
o tamanho das brotac6es que foram contadas. No presen-
te trabal ho, somente foram registrados os brotos maiores
quelcmdealtura

Alguns tratamentos, assinalados com asterisco no
Tabela 1, induziram a formagéo de calos nos explantes,
antes da proliferacéo de brotos. Os calos desenvolvidos
apresentavam-se compactos, de coloracdo branca e ama-
relo claro, com intensa atividade meristemética. Yeoman
(1970) consideraque o crescimento de calo em diferentes

Tabela 2. Nimero médio de brotos formados por explante, nas
diferentes concentracGes de BAP e ANA, apds 50 dias de

BAP (mg/L) incubagéo
ANA (mg/L)
0,0 1,0 2,0 30 ; BAP (mg/L)
ANA (mg/L

0,0 0,5** 6,8 7.9 82 (mo/L) 0,0 1,0 2,0 3,0
05 0,3** 4,2* 3,2* 2,5*
10 0.4%* 3.9+ 2,6* 19+ 0,0 0,5 131 159 16,3
15 0.6+ 3.4+ 1% 11* 0,5 0,3 11,6 9,2 6,9

lH r o d aI I ’t " dl m — r 1,0 04 10,5 7,3 4.2
* Houve formag&o de calos nos explantes, antes da proliferacéo de
brotos.** Ocorreu enraizamento e maior taxa de multiplicacéo. 15 06 9.2 48 14
revista |Ce|’es Set/Out 2008
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espécies e tecidos pode ser: independente de auxina e
citocinina, dependente de auxina, dependente de citocinina
ou dependente de ambas, auxina e citocinina.

Os resultados desse trabalho indicaram que houve
umainteracdo dos dois fitorreguladores, visto que, ape-
nas os tratamentos com a presenca de ANA e BAP indu-
ziram a formacé&o de calos, sendo maior nas concentra-
¢bes mais altas (1,0 mg/L de ANA e 3,0 mg/L de BAP).
Vale ressaltar que a formagdo de calos € indesgjavel na
micropropagacdo comercia de gendtipos superiores; en-
tretanto, a calogénese pode ser uma técnica de grande
utilidade na obtenc&o de variabilidade genética em
abacaxizeiro, visando aresisténciaafusariose.

Os tratamentos que ndo utilizaram BAP no meio de
cultivo estimularam o enrai zamento e um maior crescimento
dos explantes, sem, contudo, induzirem a proliferacdo de
brotos (Tabela 1). O enraizamento e o crescimento dos
explantesforam maisintensos namaior dose deANA (1,0
mg/L). A disponibilidade e interagdo de auxinas e
citocininas regula aformac&o deraiz, parte aérea e calo.
Como nestes tratamentos a concentracdo de BAP, res-
ponsavel pela formacdo de grande nimero de brotos e
atataxade multiplicacéo em sistemas de micropropagacéo,
foi nula, os nutrientes contidos no meio foram canaliza-
dos paraaformag&o deraizes e crescimento dos explantes.
Também, possivelmente, nesta situacdo de auséncia de
BAP, aauxinaANA atuou no sistema, induzindo aforma-
¢ao de um maior nimero deraizes.

CONCLUSOES

Baseado nos métodos utilizados e nos resultados ob-
tidos neste trabalho, conclui-se que:

Estima-se que a auséncia de ANA e a presenca de
BAP naconcentracgéo de 2,243 mg/L de meio de cultura,
favorece umamaior proliferagdo de brotos por explante;
entretanto, nas concentragcbes de BAP de 1,0 e 2,0 mg/L,
os brotos formados se apresentam mais desenvolvidos e
mais faceis de serem subcultivados.

A interac8o de doses apartir de 0,5 mg/L deANA ea
partir de 1,0 mg/L de BAP pode induzir a formagéo de
calos nos explantes, antes da proliferacéo de gemas.

Na auséncia de BAP, praticamente, nao ha forma-
¢8o de brotos, e sim o0 enraizamento e maior crescimen-
to dos explantes. Nestas condi¢des, quanto maior a
concentragdo de ANA no meio, maior € o nimero de
raizes emitidas.
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