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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo adequar um meio nutritivo ao cultivo de apices caulinares
de abacaxizeiro, cv. Pérola, visando a limpeza clonal de plantas infectadas por Fusarium subglutinans, agente
causal da fusariose. Inicialmente, apices de mudas sadias, tipo coroa, foram retirados sob condi¢des assépticas
e inoculados em 9 composi¢Oes de meios de cultivo, com presenca e auséncia de BAP, GA, e AlA. Aos 30, 45
e 60 dias apds a inoculacéo, observou-se o grau de necrose dos explantes. Nos meios selecionados inocularam-
se apices caulinares retirados de mudas contaminadas por F. subglutinans, a fim de verificar a viabilidade da
limpeza clonal. Os resultados mostraram que houve influéncia do meio de cultivo na regeneragao de plantas e
a viabilidade da limpeza clonal de mudas infectadas, também foi constatada uma vez que 100% das plantas
regeneradas estavam livres do patégeno.
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SHOOT TIP IN VITRO CULTURE OF PINEAPPLE FOR
FUSARIUM ELIMINATION

ABSTRACT: The object of this study was to find a nutricional means for the cultivation of the shoot tips of Perola
pineapples, in order to free them of infections caused by Fusarium subglutinas. The first step was to remove
healthy shoot tips from healthy crowns under aseptic conditions and inoculate nine different cultivation media
with or whithout traces of BAP, GA3 and AIA. The levels of necrosis in the plants were studied after 30,45 and
60 days. Selected shoot tips removed from the plants contaminated with F. subglutinans were inoculated to
check their viability as pathogen-free clones. The results revealed the influence of the cultivation media in the
regeneration of plants and the viability of clonal cleansing of infected plants. It was also noted that 100% of the
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regenerated plants remained pathogen-free.
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INTRODUCAO

Os cultivares de abacaxi (Ananas comosus L.
Merr) atualmente mais cultivados no Brasil, Pérola e
Smooth Cayene, apresentam alta susceptibilidade a
fusariose (Ventura, 1994), considerada a doenca de maior
importéncia para a cultura no pais. A fusariose, causada
pelo Fusarium subglutinans, caracteriza-se pela exudagdo
de uma substancia gomosa que, além de provocar a
podridao do fruto infecta as mudas que sdo as unidades
propagativas nesta cultura. A estimativa de perdas situa-
se em 30% para os frutos e cerca de 20% para as mudas.
Atualmente a doenca ocorre praticamente em todas as
regides produtoras do Brasil (Ventura, 1994).

As enfermidades que acometem o sistema
vascular das plantas séo dificeis de combater por meio de
produtos quimicos (Pierick, 1990). Por outro lado, o cultivo
de meristemas, além de ser o explante mais indicado na
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multiplicac&o clonal in vitro permite a obtencéo de clones
sadios a partir de plantas infectadas (Grattapaglia &
Machado, 1997).

Algumas hipéteses tentam esclarecer o motivo
pelo qual nem todas as células de uma planta encontram-
se infectadas. Acredita-se que a maior atividade de sintese
proteica no tecido meristematico desfavoreceria a
multiplicacéo do patégeno e a incipiente ligagao vascular
do meristema com o restante dos tecidos, proporcionaria
uma menor distribuicdo das particulas patogénicas
(Grattapaglia & Machado, 1990).

A eliminagéo de virus ja foi registrada para
amendoim (Morris et al., 1997), morango (Collin &
Edwards, 1998) e batata-doce (Gama, 1988). No que se
refere a eliminagdo de fungos, também j& foram
alcancados resultados positivos com cravo e gladiolo,
infectados por F roseum e F. oxysporum, respectiva-
mente (Pierik, 1990).
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A percentagem de regeneracao de plantas a partir
de meristemas ou apices caulinares € baixa para algumas
espécies vegetais. Varios fatores sdo apontados como
responsaveis, destacando-se a composi¢do do meio
nutritivo e a concentracdo e combinacgédo de reguladores
de crescimento (Pierik, 1990; Grattapaglia & Machado,
1997). Outros fatores como intensidade de O, e CO,,
luminosidade, temperatura, também podem interferir na
regeneracgao de plantas.

As citocininas sao importantes para o cultivo de
apices caulinares sendo a 6-benzilaminopurina (BAP) a
gue tem proporcionado melhores resultados (Hu & Wang,
1983; Grattapaglia & Machado, 1997). Auxinas e
giberelinas sdo empregadas com menor frequéncia e em
menores concentracdes do que as citocininas (Smith &
Murashige, 1970). Entre as auxinas, o acido 3-indolacético
(AIA) é o mais recomendado ao cultivo de meristemas
(Grattapaglia & Machado, 1997) e, dentre as giberelinas,
0 acido giberélico (GA,) além de favorecer o alongamento
da parte aérea, é capaz de reduzir a percentagem de
explantes necrosados (Valles & Boxus, 1987).

Além do meio empregado e das condi¢cdes de
desenvolvimento e crescimento, os resultados do cultivo
in vitro de &pices caulinares sofrem uma marcada
influéncia do genotipo. Assim, resultados diferentes séo
observados tanto no cultivo de diferentes espécies, como
no de diferentes variedades de uma mesma espécie
(Castro & Andrade, 1995).

Devido a perdas consideraveis na producdo de
frutos de abacaxi e considerando-se a auséncia de
trabalhos com regeneracéo e recuperacao de plantas de
abacaxizeiro livres de fungos, o presente trabalho teve
como objetivo adequar um protocolo para o cultivo in vitro
de 4pices caulinares de abacaxizeiro, visando viabilizar a
limpeza clonal de plantas infectadas por F. subglutinans.

MATERIAL E METODOS

EXPERIMENTO | - Meios nutritivos

Mudas sadias do tipo coroa de abacaxizeiro cv.
Pérola, provenientes do municipio de Pombos - PE, foram
trazidas ao laboratério para retirada do apice caulinar.
Inicialmente, as mudas foram lavadas com agua corrente
e detergente comercial. Em seguida, as folhas e raizes
foram retiradas e o restante dos tecidos permaneceu em
uma solucdo (2,0 g L") do fungicida Methyl [1-
[(butylamino) carbonyl] - 1H — benzimidazol — 2 — YL]
carbamate (Benomyl), durante 10 minutos. Apds enxagie
com agua destilada, para eliminacdo do excesso de
Benomyl, o apice caulinar e tecidos adjacentes, medindo
aproximadamente 50 mm, foi isolado e desinfestado em
camara de fluxo laminar. A desinfestacédo fez-se
submergindo o explante em &lcool 70% por 1 minuto,
seguindo-se de imersédo em hipoclorito de sodio a 2,5%,
por 2 minutos. O excesso de hipoclorito foi eliminado
submetendo o explante a trés lavagens com agua
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deionizada estéril. O apice caulinar, com aproximadamente
1,0 mm, foi retirado com auxilio de lupa e inoculado em
tubo de ensaio (15,0 x 2,5 cm), contendo 10 mL de meio
de cultivo. Os tubos, devidamente fechados com papel
aluminio e selados com plast film (filme de PVC
transparente), foram mantidos por 60 dias em sala de
crescimento a uma temperatura de 25°C * 2 e fotoperiodo
de 16h. Foram estabelecidos nove tratamentos (TABELA
1) que consistiram de diferentes meios bésicos liquidos
combinados ou ndo, com reguladores de crescimento.
Foram testados os meios basicos MS (Murashige & Skoog,
1962); B, (Gamborg et al., 1968) e N, (Chu et al., 1975)
com as respectivas vitaminas, além do meio MS com
metade da concentracdo salina. Esses meios foram
suplementados ou ndo com 1,4 uM de GA, e 2,8 uM de
AlA. Utilizou-se também, como tratamento controle, o0 meio
de multiplicacé@o para abacaxizeiro, que consiste do meio
MS basico com 8,8 uM de BAP (Ventura, 1994).

A unidade experimental consistiu de um tubo de
ensaio contendo um apice caulinar. Cada um dos nove
tratamentos foi repetido em 5 tubos de ensaio. As
avaliacbes se deram aos 30, 45 e 60 dias apés a
inoculacdo dos 4pices caulinares, através da contagem do
numero de explantes necrosados. As andlises estatisticas
foram realizadas aplicando-se o teste de qui-quadado (X°)
para testar a homogeneidade das proporcdes de explantes
necrosados nos 9 meios de cultivo e nas trés épocas de
avaliacéo.

EXPERIMENTO Il - Limpeza clonal

Cingquenta mudas do tipo coroa de abacaxizeiro
cv. Pérola, com sintomas de fusariose, provenientes do
municipio de Pombos - PE, foram trazidas ao laboratério
para retirada do apice caulinar . Todo o processo de
excisdo e desinfestacdo dos explantes foi idéntico ao
citado no experimento I. Os &pices caulinares foram
inoculados sobre ponte de papel nos meios de cultivo
previamente selecionados no experimento | (25 &pices
inoculados no meio N, com GA, e AIA e 25 no MS com
BAP).

TABELA 1 - Meios nutritivos testados para regeneracao de api-
ces caulinares de abacaxizeiro.

TRATAMENTOS
MS (1,4 uM de GA, +2,8 uM de AIA)
N, (1,4 UM de GA, +2,8 uM de AIA)
B, (1,4 uM de GA, +2,8 uM de AIA)
% MS (1,4 UM de GA, +2,8 UM de AIA)
MS (8,8 uM de BAP)
MS
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As observacdes quanto ao desenvolvimento dos
apices caulinares foram realizadas diariamente.
Aproximadamente dois meses depois, quando 0s
propagulos comecaram a emergir, foram transferidos para
0 meio de regeneracdo (MS liquido, sem fitorreguladores),
utilizando-se algoddo como suporte. Apds a expansao
foliar das plantas (aproximadamente 60 dias), realizou-se
o teste de indexacdo. Para o referido teste foram coletados
segmentos foliares de aproximadamente 1,0 cm?, de
plantas provenientes do cultivo in vitro dos apices
caulinares de plantas com fusariose. Os segmentos de
folha foram inoculados em placa de Petri (10,0 cm de
didametro), contendo meio BDA (batata-dextrose-agar), 0s
guais permaneceram no laboratério a uma tempe- ratura
de 25°C e luminosidade ambiente. Cinco dias apés a
inoculacdo, o material vegetal foi avaliado quanto ao
desenvolvimento do fungo fitopatogénico F. subglutinans.

RESULTADOS E DISCUSSAO

EXPERIMENTO | - Meios nutritivos

Mediante a analise estatistica dos dados pelo
teste qui-quadrado (x%), constatou-se que 0s percentuais
gerais de necrose dos apices caulinares do abacaxizeiro
foram 48,9, 64,4 e 66,7% aos 30, 45 e 60 dias apés a
inoculagéo, respectivamente. O periodo de cultivo ndo teve
efeito sobre o percentual de meristemas necrosados,
conforme o resultado n&o significativo do teste de x°.
Porém, comparando-se as propor¢c8es de apices
caulinares necrosados nos nove meios testados, também
através do teste x°, os resultados indicaram heteroge-
neidade entre as proporcdes de necrose causadas pelo
uso de diferentes meios. Dos meios testados, apenas o
N, suplementado com GA, e AlA e o MS suplementado
com BAP, apresentaram maior propor¢do de apices nao
necrosados, nas trés épocas de avaliagdo. Nao observou-
se necrose no total de apices inoculados no meio N, com
GA, e AIA durante todo o periodo de observagdo, ao passo
gue no meio MS suplementado com BAP, 20% dos apices
necrosaram (TABELA 2). O baixo percentual de necrose
deveu-se, provavelmente, a adicdo de 8,8 uM de BAP ao
meio MS, uma vez que a adigao de citocininas ao meio é
considerada essencial para estimulo inicial do
desenvolvimento dos apices caulinares (Quak, 1988).
Dentre as citocininas o BAP é considerada a mais eficiente
para a proliferacdo de parte aérea (Grattapaglia &
Machado,1990). A utilizacdo de BAP em concentracdes
variaveis na faixa de 0,89 a 9,98 uM permitiram a Kartha
et al. (1977), a regeneracgdo de grande nimero de plantas
de tomate a partir de meristema apical.

Os bons resultados obtidos com N, com AIA e
GA, (100% de apices caulinares ndo necrosados)(TABELA
2), concordam com Morel et al. (1968), citado por Bhojwani
& Razdan (1983) que reportaram o favorecimento do
crescimento e diferenciacdo dos propagulos de dalia na
presenca de pequenas concentragdes de GA,. Esses
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TABELA 2 - Percentagem de necrose dos apices caulinares de
abacaxizeiro, cv. Pérola, apos 30, 45 e 60 dias de
inoculacdo, a 25°C + 2 e fotoperiodo de 16h em
diferentes meios de cultura.

Dias de cultivo
30 45 60

________ (S

Tratamentos

MS (1,4 uM de GA, +2,8 uM de AIA) 80 80 80

N, (1,4 uM de GA, +2,8 uM de AIA) 0 0 o0
B, (1,4 UM de GA, +2,8 uM de AIA) 40 60 80
% MS (1,4 uM de GA, +2,8 uM de AIA) 20 60 60
MS (8,8 pM de BAP) 0 20 20
MS 80 100 100
N, 60 60 60
B, 80 100 100
Y5 MS 80 100 100

autores verificaram também que o GA, em combinagées
com BAP e ANA, foi essencial para a regeneracédo de
plantulas de mandioca a partir de apices caulinares. Ha
registros de que a adicdo de GA, ao meio de cultura
estimula sensivelmente o desenvolvimento de meristema
de tomateiro e que baixas concentracbes dessa giberelina
(1,4 puM), favorecem o crescimento de brotos (Novak &
Maskova, 1979).

O periodo de cultivo ndo teve efeito sobre o
percentual de meristemas necrosados. Por outro lado,
observou-se que em todos os meios desprovidos de
reguladores de crescimento a frequéncia de necrose foi
em média 90%, alcancando a totalidade na maioria deles
(TABELA 2). Segundo Smith & Murashige (1970) o domo
meristematico de um &pice caulinar ndo é autbnomo no
que diz respeito ao suprimento de auxina. A adicdo de
fitorreguladores provavelmente supre deficiéncias
hormonais nos explantes inoculados (Grattapaglia &
Machado, 1990).

Observou-se gue os diferentes meios basais com
uma mesma dosagem de reguladores induziram respostas
diferenciadas em um mesmo tipo de explante de um
mesmo cultivar, como foi o caso dos apices caulinares
cultivados nos meios N, e MS com GA, e AlA, evidenciando
a importancia dos demais componentes do meio de cultura.

Apds a avaliagdo dos meios de cultivo testados,
foram selecionados como mais eficientes os meios N, com
GA, e AIA, e 0 meio MS com BAP. Os apices caulinares
cultivados nesses meios, mostraram-se mais vigorosos e
promissores a regeneracdo de plantas.

EXPERIMENTO II - Limpeza clonal

Dos 25 apices caulinares cultivados no meio N,
com GA, e AlA, 13 apresentaram folhas emergentes e
foram transferidos para meio de regeneracdo, sem
fitorreguladores. Neste meio, 4 regeneraram plantas, o que
representou 16% do total de 4pices inicialmente inoculados.
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Dos outros 25 épices caulinares cultivados em meio MS com
BAP, 12 foram transferidos para 0 meio de regeneracao,
onde 8 explantes regeneraram plantas, correspondendo a
32% dos apices inicialmente inoculados (Figura 1).

16%
ON 6 (GA3 e AIA)

OoMS (BAP)
m N&o regenerados

52%
32%

Figura 1 - Percentual de regeneracdo, aos 60 dias de cultivo em
meio MS, de apices caulinares de abacaxizeiro, cv.
Pérola, provenientes do cultivo in vitro nos meios nu-
tritivos Ny (1,4 uM de GA, +2,8 uM de AlA) e MS
(8,8 uM de BAP).

O teste de qui-quadrado (x°), ndo evidenciou
diferencas significativas entre as proporcdes de apices
desenvolvidos nos dois meios de cultivo originais nem
entre as proporcdes de plantas regeneradas (x* = 0,053,
ndo significativo para apices desenvolvidos e x* = 1,75,
nao significativo para plantas regeneradas). Segundo Pierik
(1987), a percentagem de plantas obtidas mediante a
cultura de 4pices caulinares é geralmente baixa devido a
fatores como infeccdo, ressecamento, oxidagdo, meio
nutritivo inadequado, além do fendmeno da dorméncia.
Baptista et al. (1993), trabalhando com videira, consegui-
ram a regeneragao de até 35% dos meristemas em meio
suplementado com 4,4 uM de BAP. Esse percentual,
similar aos obtidos com os &pices caulinares de
abacaxizeiro, é considerado favoravel por muitos autores
em vista da dificuldade da regeneracéo dos meristemas.

Para eliminacédo de microrganismos presentes no
sistema vascular, quanto menor o explante isolado ou
guanto mais distante estiver das regifes subjacentes
vascularizadas, maior a chance de éxito na obtencdo de
plantas sadias. Porém, explantes muito pequenos nao
chegam a desenvolver-se ou o fazem muito lentamente
(Grattapaglia & Machado, 1997). No presente experimento,
no qual os &pices caulinares de abacaxizeiro foram
inoculados com 1,0 mm, constatou-se que 100% das
plantas regeneradas estavam livres de patdgenos,
conforme detectado pelo teste de indexacgdo. O tempo de
regeneracdo das plantas, ap6s a inoculacédo do apice, foi
de aproximadamente 120 dias. Estas, por sua vez, ao
serem transferidas para o meio de multiplicacado
produziram, em média, trés novos brotos a cada 30 dias.
Os resultados indicam a viabilidade da técnica para
limpeza clonal de abacaxizeiro afetado pela fusariose, para
producéo de mudas sadias.

CONCLUSOES

+ Os meios N, suplementado com AlA e GA, e MS
com BAP, foram os mais indicados para regeneracao de
apices caulinares de abacaxizeiro.

* O cultivo de apices caulinares, permitiu a limpeza
clonal de abacaxizeiro infectado por F. subglutinans.
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