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INDICADORES DE ESTRESSE SALINO EM
ABACAXIZEIRO CULTIVADO NA AUSENCIA
E PRESENCA DE FITORREGULADORES'

YURI LIMA MELO?, ISABELE ARAGAO GOMES?, CIBELLEY VANUCIA SANTANA DANTAS?,
LUCILA KARLA FELIX DE BRITO*, MONICA DANIELLY DE MELLO OLIVEIRAS,
CRISTIANE ELIZABETH COSTA DE MACEDO®

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes de NaCl nas
fases de multiplicagdo e enraizamento in vitro do abacaxizeiro cultivar MD Gold. Brotos de abacaxizeiro
foram inoculados em meio MS, na auséncia e presenga dos fitorreguladores dcido naftalenoacético (ANA)
e 6-benzilaminopurina (BAP) e também de diferentes concentragcdes de NaCl (Controle — 0; 50; 100 e 150
mM). Mensalmente, os brotos foram subcultivados e foram analisados altura média, nimero de folhas vivas
e mortas, taxas de brotacdo e enraizamento. Durante a multiplicacdo e na auséncia de ANA e BAP, o NaCl
provocou significativa reducao no crescimento e desenvolvimento de brotos de abacaxizeiro, expresso pela
altura e pelo niimero de folhas, nas doses mais elevadas, contrariamente, na presenga dos fitorreguladores.
Durante os 60 dias iniciais, ocorreu aumento na producdo de folhas. Contudo, aos 90 dias, observou-se de-
créscimo na média de folhas vivas nos brotos tratados com sal. O cultivo in vitro de abacaxizeiro em presenga
de sal ¢ mais eficiente na presenga de ANA e BAP, garantindo a manuten¢do do crescimento, aumentando
o numero de folhas, produzindo novas gemas e acelerando o processo de enraizamento.

Termos para indexacdo: Ananas comosus, estresse salino, fitorreguladores, cultivo in vitro.

SALINITY INDICATORS IN PINEAPPLE GROWN IN THE
ABSENCE AND PRESENCE OF GROWTH REGULATORS

ABSTRACT - To assess the effects of salt on the pineapple MD Gold during the multiplication and rooting
phases in vitro, this study evaluated its performance in different concentrations of NaCl in the absence or
presence of growth regulators. Pineapple shoots were inoculated on MS solution in the absence and pres-
ence of the growth regulators naphthaleneacetic acid (NAA) and 6-benzlaminopurine (BAP) and different
concentrations of NaCl (Control - 0, 50, 100 and 150 mM). Monthly, shoots were subcultured and it was
analyzed height, number of alive and dead leaves, and the rates of sprouting and rooting. During the multi-
plication in the absence of NAA and BAP, the NaCl treatments caused significant reduction in growth and
development of pineapple shootings, expressed by the height and number of leaves, in the highest dose,
which was not observed in the presence of growth regulators. During the first 60 days, an increase in leaf
production occurred. However, after 90 days, there was a decrease in average living leaves in the shoots
treated with salt. The in vitro cultivation of pineapple in the presence of salt is more efficient in the presence
of NAA and BAP, ensuring continued growth, increasing the number of leaves, producing new buds and
accelerating the process of rooting.

Index terms: Ananas comosus, salt stress, plant growth regulators, in vitro culture.
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INTRODUCAO

A cultivar de abacaxi MD Gold ¢ um du-
plo hibrido descendente da Smooth Cayene e vem
atraindo interesse tanto do mercado interno quanto
do externo, devido a seus frutos apresentarem alto
contetdo de agticar (°brix 16-18), formato regular,
coroa pequena-média e ainda folhas lisas (CHAN et
al., 2002; BIONOVA, 2009).

O Estado do Rio Grande do Norte destaca-se
por contribuir com aproximadamente 5% da produ-
¢do nacional de abacaxi (IBGE, 2008), entretanto
ainda ndo produz a cultivar MD Gold. A produgao
do Estado ¢ comprometida pela deficiéncia hidrica
e salinizagdo dos solos, agravadas pelo manejo agri-
cola e qualidade da agua inadequados (CARMO et
al., 2003), além da alta taxa de evapotranspiracdo ¢
baixa pluviosidade (BRITO et al., 2007).

A salinidade ¢ um dos estresses abioticos
que mais restringe a producdo agricola, pois inibe o
crescimento ¢ a produtividade das culturas, agindo
osmoética e ionicamente (MACEDO et al., 2005),
dificultando a absor¢@o de agua por parte das raizes
e causando toxicidade as plantas (BRILHANTE et
al., 2007).

Assim, a identificacdo e selec¢do de culturas
e cultivares resistentes a salinidade ¢ de fundamental
importancia para serem utilizados em programas de
melhoramento genético. O gerenciamento de técnicas
adequadas para a criacdo de plantas geneticamente
modificadas sdo ferramentas que aperfeicoam a
eficiéncia do uso de recursos por parte das plantas
(CHAVES et al., 2009).

Dessa forma, técnicas de cultura de tecidos
vegetais vém sendo largamente aplicadas, nao so
pela possibilidade de se obterem plantas mais re-
sistentes a fatores de estresses bidticos e abidticos,
mas também pela rapida propagacao clonal in vitro
de plantas de novas variedades (MACEDO, 2003).
A partir de técnicas de cultura de tecidos vegetais,
através de variantes somaclonais, associados a uma
pressédo de seleg@o, podem-se obter genotipos resis-
tentes a fatores adversos, dentre os quais a salinidade,
largamente utilizada no melhoramento de diferentes
espécies (LUTTS et al., 2004).

Trabalhos utilizando diferentes doses de
NaCl para uma posterior sele¢@o in vitro, em aba-
caxizeiro, mostraram que a presenca do sal afetou
diferentes indicadores de crescimento expressos
pela produgao de brotos, altura e nimero de folhas
(BRITO et al., 2007; MEDEIROS et al., 2001). Tais
resultados também foram observados em outras
espécies, como a bananeira, cuja adi¢ao de NaCl
ao meio de cultura afetou a multiplicagdo in vitro, ¢

que o aumento da concentragdo do sal ¢ proporcio-
nal a diminui¢do do niimero de brotos produzidos
(MACEDO et al., 2005). Adicionalmente, o uso
de fitorreguladores, como o 6-benzilaminopurina
(BAP), e o acido naftalenoacético (ANA), na mi-
cropropagacao, ¢ fundamental para obtengdo de um
nimero suficiente de brotos de abacaxizeiro com
parte aérea mais alongada ¢ que permita sua melhor
individualizagdo e enraizamento (MACEDO et al.,
2003). De acordo com Medeiros et al. (2001), a
associacdo de concentracdes de ANA e BAP no meio
de cultura favorece tanto a multiplicagdo como o
enraizamento de abacaxizeiro.

Como na micropropagacdo se desconhece
a dose resposta ao NaCl e a necessidade ou ndo de
utilizagdo de hormonios vegetais na cultivar MD
Gold, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito de diferentes concentragdes de NaCl nas fases
de multiplicagdo e enraizamento em abacaxizeiro da
cultivar MD Gold durante o seu cultivo in vitro, tanto
na auséncia como na presenca dos fitorreguladores
ANA e BAP, usando, como indicadores de estresse,
parametros métricos de crescimento representados
pela altura, nimero de folhas e taxas de brotagao e
enraizamento.

MATERIAL E METODOS

Brotos de abacaxizeiro da cultivar MD Gold
obtidos a partir de gemas, medindo entre 7 e 10 cen-
timetros, foram utilizados neste trabalho. Durante a
multiplicagdo, os brotos foram inoculados em meio
de cultura basico constituido pelos sais e vitaminas
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e suplementado
com 30 g L' de sacarose ¢ 100 mg L' de mio-inositol,
na auséncia (controle) e na presenga de 3 diferentes
concentragdes de NaCl (50; 100 e 150 mM), bem
como na auséncia e em presenca dos fitorregula-
dores ANA e BAP, na proporgao de 1:0,5 mg L,
respectivamente. O pH dos meios foi ajustado para
5,7 antes da autoclavagem, e, em seguida, os meios
foram distribuidos igualmente em frascos (25 mL de
meio/ frasco de 300 mL), em condigdes assépticas,
na capela de fluxo laminar. Os frascos contendo os
brotos foram mantidos em sala de crescimento, com
temperatura de 2545 °C, intensidade luminosa de
30 pmol m?s™ e fotoperiodo de 12/12 horas (claro/
escuro), durante 90 dias. A cada 30 dias, os brotos
foram subcultivados nos respectivos meios de cul-
tura frescos. Mensalmente, durante 90 dias, foram
analisados indicadores de crescimento representados
pela altura média dos brotos, numero de folhas vivas
e mortas, numero médio de brotos formados por broto
regenerado (total de brotos formados/niimero de
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propagulos que formaram brotos) e taxa de brotagdo
[(broto formado/broto inoculado) x 100].

Ao final dos 90 dias de multiplicacdo, os
brotos foram transferidos para o meio de enraizamen-
to, permanecendo por mais 90 dias nas mesmas con-
dicdes de cultivo. No enraizamento, os brotos iniciais,
dos diferentes tratamentos oriundos da multiplicacao,
foram transferidos para o meio de cultura basico cons-
tituido pelos sais e vitaminas MS diluidos pela metade
na auséncia de NaCl, suplementado com 15 g L' de
sacarose ¢ 50 mg L' de mioinositol, acrescido com
0,1 mg L' de ANA para indugdo de formagao de ra-
diculas. Os frascos contendo os brotos e/ou plantulas
(brotos que enraizaram) foram mantidos em sala de
crescimento, nas mesmas condi¢des descritas acima,
durante a etapa de multiplicagdo, durante 90 dias. A
cada 30 dias, os brotos e as plantulas foram subcul-
tivados nos respectivos meios de cultura frescos e
computadas suas taxas de enraizamento [(formacao
de raiz/broto inoculado) x 100].

O delineamento experimental, durante a
multiplicagdo, foi inteiramente casualizado, usando
esquema fatorial 4x2, 4 (quatro) tratamentos com sal
(controle + trés doses de NaCl) e 2 (dois) tratamentos
(auséncia e presenga de fitorreguladores), perfazendo
8 (oito) tratamentos, sendo 5 (cinco) repeti¢des por
tratamento e inoculando-se um broto por frasco. O
mesmo delineamento experimental foi seguido du-
rante o enraizamento, utilizando os brotos oriundos
da multiplica¢dao. Assim, do material vegetal, 20
brotos foram destinados ao tratamento na auséncia
de fitorreguladores, e 20 brotos foram destinados ao
tratamento na presencga de fitorreguladores, ambos
na auséncia (Controle) e em presenga de 3 (trés)
concentragdes de NaCl (50; 100 e 150 mM).

Os dados coletados foram submetidos a
analise de variancia. O teste de Tukey foi realizado a
5% de probabilidade, sempre que o teste F' verificou
diferencas significativas entre os tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na fase de multiplicagdo de brotos da cultivar
MD Gold e na auséncia de ANA e BAP, a presenca
de NaCl no meio de cultura provocou significativa
reducdo no crescimento e no desenvolvimento de
abacaxizeiro, expresso pelo nimero médio de folhas
vivas em todas as concentragdes de NaCl e pela altura,
nas doses mais elevadas (100 e 150 mM) (Tabela
1). Resultados semelhantes foram observados em
trabalhos com a mesma cultivar de abacaxizeiro sub-
metidos a diferentes concentragdes de NaCl (VIEIRA
et al., 2008) e com as cultivares Pérola e Smooth
Cayenne (BARROSO et al., 2003).

A elevada concentragdo de ions no solo,
principalmente Na* e CI, pode causar a disrupgao
na homeostase do potencial de agua e o desbalango
i6nico na interface solo-planta, promovendo a toxici-
dade no vegetal. Consequentemente, isso pode afetar
o crescimento e a produgdo de fitomassa (ASCH et
al., 2000). Dessa forma os processos de crescimento
sdo particularmente sensiveis ao efeito dos sais e da
pressdo osmotica, tornando analises de crescimento,
como altura média, nimero de folhas, brotos for-
mados e taxa de enraizamento, bons critérios para a
avaliagdo da severidade do estresse e da capacidade
da planta de supera-lo (ESTEVES; SUZUKI, 2008).

Observou-se retardo no desenvolvimento
dos brotos, devendo-se, possivelmente, a um efeito
i6nico e¢/ou osmoético provocado pelo sal. Os mes-
mos efeitos foram observados em soja (MORAES;
MENEZES, 2003). O sal retém a agua na solugéo
de forma que o aumento gradativo da concentracao
de cloreto de sodio torna a agua cada vez menos
disponivel para a planta (ZHU, 2001). A redug@o no
crescimento deve-se, provavelmente, a uma diminui-
¢do na divisdo e alongamento celular (XIONG; ZHU,
2001). Segundo Macédo et al. (2005), que também
obtiveram resultados semelhantes com bananeira, em
alta salinidade, a expansao celular pode ser reduzida
pelo acumulo de sais na parede celular, reduzindo
o turgor e, consequentemente, o crescimento. De
acordo com Cruz et al. (2003), o acimulo de ions
Na" da-se preferencialmente nas folhas mais velhas,
provavelmente por ser um mecanismo adaptativo
para proteger os apices e as folhas fisiologicamente
mais ativas. A diminui¢do da producao de folhas
vivas pode estar relacionada nio sé ao efeito do sal,
mas também a auséncia dos fitorreguladores; tal
reducdo pode ser devido a incapacidade de a planta
produzir novas folhas mais rapidamente que a se-
nescéncia (MUSCOLO et al., 2003), além da morte
das folhas mais velhas por necrose de seus tecidos.

Curiosamente, na presenga de ANA ¢ BAP,
o sal ndo interferiu no crescimento dos brotos, ex-
presso pela altura média (Tabela 1). Provavelmente,
o efeito do sal foi modulado pela presenga dos fitor-
reguladores. Sabe-se que as auxinas ¢ as citocininas
regulam varios processos de desenvolvimento nas
plantas, como, por exemplo, a formagdo de raizes,
caules, folhas, apresentando multiplicidade de
efeitos, dependendo do local de agdo, do estagio de
desenvolvimento da planta, da concentra¢ao ¢ da
sensibilidade celular (MAIOCHI et al., 2007). Em
todos os tratamentos salinos na presenga de ANA e
BAP, durante os 60 primeiros dias, houve aumento na
produgao de folhas, sendo maior no grupo-controle
(Tabela 1). Os fitorreguladores que, no meio de
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cultura, favorecem a multiplicagdo celular, podem
estar associados ao aumento do nimero de folhas.
Contudo, aos 90 dias, observa-se decréscimo na mé-
dia de folhas vivas nos brotos tratados com sal. Tal
diminuigdo foi diretamente proporcional ao aumento
na média de folhas mortas causado, provavelmente,
pelo acimulo de ions Na* intracelular.

Na auséncia dos fitorreguladores, os brotos
multiplicaram-se apenas ap6s 90 dias de cultivo (T3)
nos grupos-controle e no tratado com 50 mM de sal,
ndo havendo formac¢do de novos brotos nos demais
tratamentos com NaCl (Figura 1 - A). Entretanto, em
presenca de ANA e BAP, o grupo-controle ¢ os de-
mais tratamentos contendo diferentes concentragdes
de NaCl apresentaram formagdes de novos brotos ja
nos primeiros 30 dias de cultivo (T1), exceto em 150
mM de NaCl (Figura 1 - B). Ap6s 90 dias, o controle
apresentou maior nimero médio de brotos formados
por broto inoculado, tanto na auséncia (Controle —
0,4; 50 mM —0,2; 100 mM — 0; 150 mM — 0) como
na presenga dos fitorreguladores (Controle — 10,6;
50 mM — 5; 100 mM — 3,2; 150 mM — 1,8). Esse
nimero diminuiu com o aumento da concentragao
de NaCl no meio de cultura.

Essa redug@o do niimero de propagulos, na
auséncia e presenca de ANA e BAP, pode estar rela-
cionada a fendmenos associados ao estresse salino,
como retardo no aparecimento e atrofiamento das
gemas além de alteragdes na divisdo e expansdo
celular (XIONG; ZHU, 2001). A presenca dos
fitorreguladores ANA ¢ BAP interfere ativamente,
minimizando o efeito do sal na producdo de novas
gemas. O BAP ¢ uma das citocininas mais utilizadas
na indugao de novos brotos e estimula o desenvolvi-
mento dos orgaos da planta (AUER; COHEN, 1993).
Assim, acredita-se que a auséncia do BAP no meio
nutritivo dificultou a multiplicacdo de abacaxizeiro.
Resultados semelhantes referente a auséncia de fitor-

reguladores foram obtidos por Tamaki et al. (2007).
A taxa de enraizamento, ¢ em todos os trata-
mentos salinos (Controle — 0; 50; 100 ¢ 150 mM), na
presenca e na auséncia de fitorreguladores, atingiram
100% aos 90 dias, sendo antecipada nas plantulas
tratadas com ANA e BAP durante a multiplicagao
(Figura 2 — A e B). Essas plantulas, durante os 30
primeiros dias, ja apresentaram formagdes radicula-
res. A antecipacdo na formagao das raizes deve-se,
provavelmente, a presenga da auxina no meio de
cultura. O ANA parece ser a auxina mais eficaz para
estimular o enraizamento in vitro. Resultados se-
melhantes foram obtidos por Praxedes et al. (2001),
estudando o enraizamento de abacaxizeiro da cultivar
Pérola. Atualmente, sabe-se que o enraizamento de
brotos ¢ aumentado com apenas 0,05 mg L' do acido
naftalenoacético (BORGES et al., 2001).

Em trabalho realizado por Macédo et al.
(2003) com abacaxizeiro da cultivar Pérola, obser-
vou-se que a indu¢do de enraizamento em meio MS
basico, sem adicao de fitorreguladores, provenientes
de tratamentos com baixas concentragcdes de ANA e
BAP, foram os que melhor induziram, em média, a
formacao de raizes. Esse estudo corrobora o sucesso
das plantulas de abacaxizeiro MD Gold, do presente
trabalho, originarias de tratamentos na auséncia de
ANA e BAP, que atingiram 100% de plantulas enrai-
zadas aos 60 dias. O fato é extremamente relevante,
pois favorece uma redugdo no custo das mudas pro-
pagadas (DALVESCO et al., 1996).

Segundo Teng (1997), para a micropropagagao
de abacaxizeiro, o tamanho das plantulas a serem
aclimatadas parece ser fundamental para o sucesso da
micropropagag¢do, uma vez que brotos inferiores a 2
(dois) centimetros tém baixas taxas de enraizamento.
Assim, o tamanho dos brotos originarios da multipli-
cacdo in vitro, entre 8 ¢ 10 cm, também garantiu a boa
taxa de enraizamento.
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TABELA 1 - Valores médios de altura e nimero de folhas vivas dos brotos de abacaxizeiro da cultivar
MD Gold submetidos a diferentes concentra¢des de NaCl (Controle — 0; 50; 100 e 150 mM),
cultivados na auséncia e na presenga de ANA e BAP, durante 90 dias (0; 30; 60 e 90 dias), na

fase de multiplicagdo.

Auséncia de ANA e BAP
Caracteres NaCl (mM) Tempo de exposi¢ao (dias)
0 30 60 90

0 7,0A*b  9,5Aa**  10,0Aa 10,5Aa

Altura do 50 7,0Ab 8,9Aa 9,2Aa 9,5Aa
Broto 100 6,9Ab 7,3Ba 7,4Ba 7,4Ba
150 6,8Ab 7,3Ba 7,7Ba 7,7Ba

0 19,0Ab 15,2Ac 14,4Ac 21,2Aa

Numero de 50 16,4Ba 13,0Bb 11,6Bc 16,2Ba
Folhas 100 16,6Ba 12,4Bc 10,2Bd 14,2Cb
150 17,0Ba 10,8Cb 9,4Cc 11,2Db

Presenca de ANA e BAP
Caracteres  NaCl (mM) Tempo de exposigdo (dias)
0 30 60 90

0 9,6Aa 10,1Aa 10,4Aa 10,4Aa
Altura do 50 9,3Aa 10,1Aa 10,2Aa 10,4Aa
Broto 100 9,7Aa 10,3Aa 10,3Aa 10,3Aa
150 9,7Aa 10,4Aa 10,4Aa 10,4Aa
0 10,0Ac 17,0Ab 21,4Aa 22,0Aa
Nuamero de 50 9,8Ad 14,2Bc 18,8Ba 16,0Bb
Folhas 100 12,2Ac 15,2Bb 19,8Ba 15,4Bb
150 10,4Ad 12,4Cc 17,6Ca 14,0Cb

* Médias acompanhadas da mesma letra em minusculo, dentro da mesma linha, ndo diferem a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
** Médias acompanhadas da mesma letra em maiusculo, dentro da mesma coluna, ndo diferem a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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FIGURA 1 - Taxa de brota¢ao em abacaxizeiros da cultivar MD Gold submetidos a diferentes concentragdes
de NaCl (Controle — 0; 50; 100 ¢ 150 mM) cultivados na auséncia (A) e na presenga (B) de
ANA e BAP, durante 90 dias, multiplicacdo (=30 dias, m30dias, =360 dias, mm90 dias).
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FIGURA 2-Taxa de enraizamento de plantulas de abacaxizeiro da cultivar MD Gold provenientes de diferentes
concentragdes de NaCl (Controle — 0; 50; 100 ¢ 150 mM), cultivadas durante a multiplicag@o
na auséncia (A) e em presenga (B) de ANA e BAP, em meio de enraizamento, durante 90 dias
( 30 dias,mm 30dias, =3 60 dias, mm 90 dias).

CONCLUSOES

1 - O cultivo in vitro de abacaxizeiro da cul-
tivar MD Gold, em presenca de sal, ¢ mais eficiente
quando adicionado a fitorreguladores (ANA e BAP),
resultando na manuten¢do do crescimento, expres-
so pela altura do broto, no aumento do niimero de
folhas, na producao de novas gemas e acelerando o
processo de enraizamento. As altas concentragoes de
NaCl provocam alteracdes fisioldgicas nos brotos de
abacaxizeiro na auséncia de ANA e BAP, reduzindo
o crescimento e, consequentemente, afetando a
multiplicagdo.

2 - A estratégia para corrigir problemas de
salinidade, por altas concentracdes de NaCl, em
cultivo in vitro de abacaxizeiro, € através do uso de
fitorreguladores como ANA e BAP. As adigdes de
tais compostos nao alteram o crescimento da planta.
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