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CONCENTRACOES DE ANA E BAP NA MICROPROPAGACAO DE ABACAXIZEIRO L.
Merrill (4nanas comosus) E NO CULTIVO HIDROPONICO DAS PLANTULAS OBTIDAS IN
VITRO!

CRISTIANE ELIZABETH COSTA DE MACEDO?, MARCELA GOMES DA SILVA?, FABIANA SILVA DA NOBREGA?,
CAMILA PIMENTEL MARTINS*, PAULO AUGUSTO VIANNA BARROSO’, MAGDY AHMED IBRAHIM ALLOUFA®

RESUMO - O efeito de diferentes concentragdes de ANA e BAP na micropropagacdo do abacaxizeiro, bem como no cultivo em hidroponia das
plantulas obtidas in vitro, foram estudados em brotos de abacaxizeiro da variedade Pérola, inoculados em meio de cultura basico MS, suplementado
com os fitorreguladores BAP e ANA em diferentes concentragdes. Caracteres morfologicos quantitativos relacionados ao crescimento dos brotos e
das plantulas de abacaxizeiro foram avaliados respectivamente durante os cultivos in vitro e em hidroponia e mostraram que, o tratamento T1 (BAP
=1,0mgL'e ANA=0,5mg L") proporcionou a maior taxa média de regeneracio de brotos e conseqiientemente uma maior producdo de matéria fresca.
Entretanto, a altura dos brotos e a formagao de suas raizes foram maiores nos tratamentos T2 (BAP=0,5mg L' e ANA=0,25mgL")e T3 (BAP=0,25
mg L' e ANA=0,12mgL"). Apds sessenta dias de cultivo em hidroponia, todas as plantulas oriundas do tratamento T1 apresentaram um bom
desenvolvimento, expresso pela maioria dos caracteres morfologicos avaliados. O sistema de micropropagagao utilizado neste trabalho possibilitou
a obtencdo de brotos de abacaxizeiro Pérola, em quantidade suficiente e a0 mesmo tempo de facil individualizacdo, seguida da regeneragdo de
plantulas que foram cultivadas em hidroponia.

Termos para indexag¢ido: Ananas comosus L. Merrill, cultura de tecidos, fitorreguladores.

THE EFFECT OF ANA AND BAP CONCENTRATIONS ON THE MICROPROPAGATION AND HYDROPONIC
CULTURES OF PINEAPPLE

ABSTRACT - The effect of different ANA and BAP concentrations on in vitro and hydroponic cultures were studied. Pineapple shoots derived from
Pérola explants variety were inoculated in MS media containing BAP and ANA in different concentrations. Growth parameters of shoots and plantlets
were measured for in vitro and hydroponic cultures. Showed a highest multiplication rates of shoots and consequently highest fresh matter
production were obtained with BAP and ANA at the concentrations of 1,0 and 0,5 mg L™ respectively. However, the shoot length as well as the root
number formed were higher in the T2 (0,5 de BAP+ 0,25 de ANA) and T3 (0,25 de BAP+ 0,12 de ANA) treatments. The results showed that after sixty
days of hydroponic culture and in the presence of T1 treatment, all plantlets had good developing that was observed in the majority of morphological
growth parameters evaluated. The results showed that it is possible to obtain high quantities of shoots and then plantlets which could be cultivated
in hydroponic culture using the pineapple micropropagation procedures methods.

Index terms: Ananas comosus L. Merrill, in vitro culture, hormonal combination, hydroponic culture.

INTRODUCAO

A cultura do abacaxi ocupa a sétima posi¢ao na produgdo agri-
cola do estado do Rio Grande do Norte, onde as perdas causadas por
fusariose e pelo estresse causado pela alta salinidade do solo tém difi-
cultado o aumento da produgdo desta fruta (Medeiros et al., 2001).
Devido ao alto custo das praticas de recuperagdo de solos com problemas
acentuados de sais, e do tempo exigido para suas execugdes, torna-se
necessario a identificagao e sele¢do de culturas e cultivares tolerantes a
salinidade a serem utilizados em programas de melhoramento genético.
Técnicas de cultura de tecidos vegetais vém sendo largamente aplica-
das, ndo so6 pela possibilidade de obter plantas mais resistentes a fato-
res de estresses bidticos (fusariose) e abidticos (salinidade), mas tam-
bém pela rapida propagacio clonal in vitro de plantas de novas varieda-
des. No caso do abacaxizeiro, tais técnicas estdo sendo utilizadas co-
mercialmente visando a producdo de novas cultivares e o aumento na
quantidade de mudas (Albuquerque, 1998). A técnica de cultivo
hidropénico de plantulas podera ser utilizada na sele¢do ex vitro de
somaclones de abacaxizeiro resistentes a salinidade, isoladamente ou
em associacdo a selegdo in vitro. Como a hidroponia permite uma distri-
buicdo homogénea dos nutrientes e do agente seletivo (NaCl), pode
constituir-se em uma ferramenta importante para a identificagao e selegdo

ex vitro de somaclones mais tolerantes a salinidade.

Ap0s os primeiros trabalhos de Aghion e Beauchesne (1960), a
literatura mostra um numero crescente de estudos, investigando aspec-
tos como: sistema de micropropagacao (cultura estaciondria e imersao
temporaria), resposta de diferentes cultivares, tipo de explante, meio de
cultura, tipos e concentragdes de fitorreguladores (Mathews & Rangan,
1979; Cabral et al., 1984; Liu et al., 1988; Marciani-Bendez et al., 1990;
Roca & Mroginski, 1991; Ventura, 1994; Dalvesco et al., 1996; Teng,
1997; Guerra et al., 1999; Dalvesco et al., 2000; Feuser et al., 2001; Sa,
2001).

Entretanto, apesar da técnica de micropropagagdo do
abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merrill) ter sido estabelecida, melhorias
no protocolo regenerativo desta espécie ainda sdo necessarias, sobre-
tudo no que se refere a utilizagdo de concentragdes adequadas dos
reguladores de crescimento 6-benzilaminopurina (BAP) e acido
naftalenoacético (ANA), objetos deste trabalho. Medeiros et al. (2001)
mostraram que a utilizagdo da associa¢do das concentracdes de 4 e 2 mg
L'e2e 1l mgL'deBAP e ANA, respectivamente, no meio de cultura
favorecem a multiplicacao, entretanto, os brotos apresentam um alonga-
mento da parte aérea muito pequeno e sdo de dificil individualizagao.

Na tentativa de otimizar o processo de micropropagacao do
abacaxizeiro para se obter um numero suficiente de brotos com parte
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aérea mais alongada, permitindo sua melhor individualizacdo e
enraizamento, foi estudada a influéncia de diferentes concentragdes dos
fitorreguladores BAP e ANA na micropropagagao do abacaxizeiro e no
desenvolvimento das vitroplantulas em cultivo hidropdnico, este tiltimo
correspondendo a fase ex vitro.

MATERIALE METODOS
Cultivo in vitro

Os brotos de abacaxizeiros obtidos a partir de explantes (ge-
mas latentes retiradas das bases de coroas) da variedade Pérola foram
inoculados em meio de cultura basico constituido pelos sais ¢ vitaminas
de Murashige & Skoog (1962), suplementados com 2 mg L' de glicina,
100mg L de myo-inositol, 30 g L de sacarose, 5,0 gL de Agar-Agar,
além dos fitorreguladores BAP (6-benzilaminopurina) e ANA (acido
naftalenoacético) em diferentes concentragdes, estabelecendo-se assim
trés tratamentos (em mg L': T1=1,0 de BAP + 0,5 de ANA; T2=0,5 de
BAP+0,25 de ANA e T3=0,25de BAP+0,12de ANA). O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,8, antes da autoclavagem. Para cada trata-
mento, vinte brotos foram inoculados e incubados em sala de cresci-
mento com fotoperiodo de 16 horas de luz e temperatura de 25 + 2°C. Os
brotos foram subcultivados aos 30, 60 ¢ 90 dias apds a inoculagdo.
Avaliagdes quinzenais baseadas no numero de brotos produzidos por
broto inicial inoculado, comprimento e nimero de folhas do broto inicial
e produgdo total de matéria fresca foram feitas até 90 dias apos a
inoculagdo. Em seguida, os brotos iniciais foram isolados e colocados
para enraizar em meio de cultura MS com a concentracdo dos micro e
macronutrientes reduzidos a metade e sem adi¢do de fitorreguladores
durante 60 dias, sendo que a cada 30 dias os brotos foram subcultivados
no mesmo meio e o numero de raizes formadas determinado. O experi-
mento foi conduzido no delineamento em blocos casualizados, com trés
repetigdes e vinte brotos por unidade experimental.

Cultivo hidroponico

Ap6s os 60 dias de enraizamento, as plantulas de abacaxizeiro
que atingiram altura de 4 cm nos trés tratamentos estudados (T1; T2 e
T3) foram fixadas em placas de isopor ( 24 cm largura x 40 cm comprimen-
to ) perfuradas (2 cm de didmetro ). As placas com as plantulas foram
colocadas sobre 1/5 da solugdo nutritiva de Hoagland e depositadas em
bandejas plasticas (28 cm largura x 45 cm comprimento x 8 cm de profun-
didade ) com capacidade de 4 litros. A solugdo nutritiva de Hoagland
teve seu pH ajustado para 5,7-5,8 e sua aeragdo feita manualmente pelo
movimento da solugdo diariamente. A renovagao ou troca da solugdo
nutritiva de Hoagland foi feita a cada sete dias. As bandejas plasticas
contendo as plantulas foram mantidas sob telado, durante os meses de
janeiro a maio de 2002, em Natal, estado do Rio Grande do Norte (05°45’
54”de latitude Sul, 35° 12° 04” longitude Oeste e altitude de 20 metros) a
uma temperatura média de 37 + 3°C e fotoperiodo de 12/12 horas. O
experimento foi conduzido no delineamento em blocos casualizados
(DBC), com duas repeticdes e dez plantulas (1 bandeja) por unidade
experimental. Aos 60 dias ap6s o inicio da aclimatagdo foram determina-
dos: nimero de folhas, altura da plantula, comprimento da raiz, compri-
mento e largura mediana da folha ‘D’e o didmetro da roseta central.

Os dados, coletados, nos dois experimentos, foram submetidos
a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p <
0.05). As barras apresentadas nos graficos representam o desvio padrao
(SD).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na literatura, € crescente o niimero de trabalhos publicados
mostrando que o meio de cultura mais utilizado na micropropagagao do
abacaxizeiro ¢ o MS adicionado de alguns reguladores de crescimento
para promover o aumento na proliferacdo dos brotos. Neste trabalho, a

adicao de concentragdes mais elevadas de BAP (1,0 mg L") e ANA (0,5
mg L") no meio de cultura determinou uma maior produgio de brotos de
abacaxizeiro e conseqiientemente de matéria fresca (Figuras 1A e 1B). O
aspecto quase retilineo da evolucdo do peso da matéria fresca (Figura
1B) mostra que os acréscimos no peso foram similares ao longo das
avaliagdes. Ja para o nimero de brotos, o aumento foi maior nos primei-
ros 45 dias para todos os tratamentos, exceto no tratamento T3, onde o
numero de brotos foi igual aos 45 e 75 dias, passando a ser quase linear
apartir desta data. Resultados semelhantes, utilizando o mesmo meio de
cultura MS ¢ as mesmas concentra¢cdes de BAP ¢ ANA, mas outras
variedades de abacaxizeiro, foram obtidos por Guerra et al. (1999) ¢
Dalvesco et al. (2000). No primeiro trabalho, os autores testaram, além
das variedades Pérola e Primavera, 17 acessos pertencentes a quatro
grupos varietais diferentes e verificaram uma grande repetibilidade dos
resultados com a micropropagac@o dos acessos testados, demonstran-
do assim a eficiéncia e a aplicabilidade do protocolo para a
micropropagacgio de mudas de abacaxizeiro.

De acordo com Roccaetal. (1991), 0o BAP ¢ uma das citocininas
mais utilizadas na indugo de brotos. Entretanto, a concentragdo reco-
mendada varia consideravelmente entre os diferentes laboratorios que
trabalham com micropropagagao de abacaxizeiro. Liu et al. (1988), traba-
Ihando com o cultivar Red Spanish, revelaram que a maior proliferacao de
brotos ocorreu em meio MS liquido suplementado com 0,3 mg L' de BAP,
enquanto Marciani-Bendezu et al. (1990) e Kiss et al. (1995) obtiveram as
maiores taxas de multiplicacdo quando utilizaram respectivamente 4,5 e 5
mg L' do referido fitorregulador. Por outro lado, Calixto & Siqueira (1996)
verificaram que ndo houve diferenga significativa entre os niveis de BAP,
que variaram de 0 a 14 mg L-1, na proliferagao de brotos de abacaxizeiro.
As discrepancias entre os resultados obtidos pelos diversos autores e os
obtidos neste trabalho devem-se provavelmente a diferengas varietais,
bem como a diferentes protocolos utilizados.

O tratamento T1 proporcionou a maior taxa média de regenera-
¢ao (5 brotos/broto inicial inoculado, aos 90 dias), entretanto a altura dos
brotos foi maior nos tratamentos T2 e T3, mostrando que concentragdes
menores de BAP e ANA sdo mais favoraveis ao alongamento da parte
aérea (Figura 1C). Para todos os tratamentos, o aumento da altura foi mais
acentuado nos primeiros 30 dias, apds os quais apresentou-se lento,
principalmente no tratamento T1. Araujo et al. (1996) verificaram que a
maior prolifera¢do de brotos foi obtida com 3 mg L' de BAP, porém nos
tratamentos com 1 mg L' de BAP os brotos apresentaram-se mais
desenvolvidos e mais faceis de serem subcultivados. Tal estudo, apesar
de utilizar protocolo diferente, reforca os resultados obtidos neste trabalho.
Logo, para obtengdo de brotos de abacaxizeiro com taxa de crescimento e
de multiplicagdo in vitro equilibradas, isto ¢, uma quantidade de brotos
que seja suficiente e ao mesmo tempo de facil individualizagdo, as
concentragdes intermediaria (T2) e menor (T3) de BAP ¢ ANA sdo as mais
indicadas para serem adicionadas ao meio de cultura. O numero de folhas
cresceu pouco ao longo de 90 dias e ndo houve diferencas significativas
entre os trés tratamentos (Figura 1D). Neste trabalho, as raizes foram
induzidas em meio MS basico sem adi¢do de fitorreguladores e os brotos
oriundos dos tratamentos (T2 e T3) foram os que produziram um maior
namero médio de raizes (Figura 1E). Tal aspecto ¢ extremamente relevante,
pois favorece uma reducéo no custo das mudas propagadas, o que também
foi observado por Dalvesco et al. (1996).

As plantulas de abacaxizeiro obtidas no cultivo in vitro em
meio MS (Murashige & Skoog, 1962), a partir dos tratamentos T1, T2 e
T3 foram cultivadas em hidroponia durante 60 dias. Apos este periodo,
as plantulas submetidas ao tratamento T1 durante o cultivo in vitro
apresentaram melhor desenvolvimento na fase hidroponica com valores
médios superiores para todos os caracteres analisados, exceto para o
numero de folhas (Tabela 1). Isto indica que a concentragdo dos
fitorreguladores ANA e BAP, usados durante a micropropagacao, inter-
fere no desenvolvimento das plantulas obtidas quando cultivadas em
hidroponia, sendo este efeito cumulativo e residual e mais intenso para
as concentracdes mais altas dos referidos fitorreguladores.
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FIGURA 1 - Efeito de concentragdes de BAP + ANA (em mg L) sobre o desenvolvimento de brotos do abacaxizeiro Pérola em varios intervalos de
tempo (30 a 90 dias) expresso pelas variaveis: nimero médio de brotos produzidos (A), producdo de matéria fresca (B), altura do broto
inicial (C), nimero de folhas do broto inicial (D) e nimero médio de raizes formadas pelos brotos iniciais (E). T1=1BAP+ 0,5 ANA; T2
=0,5BAP+0,25ANAeT3= 0,25 BAP+ 0,12 ANA. As barras verticais apresentadas nos graficos representam o desvio padrdo (SD).

Natal, RN. 2002.

TABELA 1 - Efeito de concentragdes de BAP + ANA (mg L' ) usadas na fase in vitro, sobre o desenvolvimento de plantulas de abacaxi da variedade
Pérola em cultivo hidropdnico ex vitro apds 60 dias de cultivo expresso pelas variaveis: altura da plantula (cm), comprimento da raiz
(cm), nimero de folhas, comprimento e largura da folha ‘D’ (cm) e didmetro da roseta (cm). Natal, RN. 2002.

Caracteristicas de crescimento das plantulas

Concentragdes dos fitoreguladores Altura Diametro Comprimento folha Largura Comprimento Numero
(mgL™) (cm) roseta (cm) ‘D’ (cm) folha ‘D’ raiz (cm) folhas
T1 (1 BAP+0,5 ANA) 7,3a 7,95a 59a 2,15a 11,05a 10,6a
T2 (0,5 BAP + 0,25 ANA) 4,35b 4,72b 3,380 1,53b 7,6b 8,8a
T3 (0,25 BAP + 0,12 ANA) 3,65b 4,3b 2,8b 1,15b 5,15¢ 8,8a
CV (%) 10,75 11,00 8,0 7,0 11,56 6,5

Nas colunas, dentro de cada dia de avaliagao, médias seguidas por letras distintas sao diferentes segundo o teste de Tukey (p < 0,05). ns — ndo significativo.

CONCLUSOES

1) Apesar do tratamento de maior concentragdo em BAP e ANA
(1,0 mg L' ¢ 0,5 mg L', respectivamente) apresentar vantagens como
maior nimero de brotos e massa fresca, os tratamentos de concentra-
¢des intermediarias (BAP 0,5 mg L' +0,25 mg L' de ANA) e menor (BAP
0,25 mg L' +0,12 mg L' de ANA) sdo os mais indicados para serem
adicionados ao meio de cultura devido a maior facilidade de
individualizagdo dos brotos.

2) As plantulas produzidas in vitro apresentam maior desen-
volvimento ex-vitro, utilizando o sistema de cultivo hidroponico, quan-
do submetidas a concentragdes mais altas de BAP e ANA (1,0mg L' e
0,5 mg L, respectivamente).
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