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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o de ava-
liar a influéncia de diferentes concentra-
¢oes de BAP e TDZ no desenvolvimento
e na multiplicacao em in vitro de duas
variedades de curaud (Ananas erectifolius
L. B. Smith), uma bromélia nativa da Ama-
zOnia. As gemas apicais e axilares foram
cultivadas em meio MS contendo BAP (0,0;
0,5; 1,0 e 2,0 mg/L) e TDZ (0,0; 0,025;
0,250 e 0,500 mg/L). Para um incremento
na producio de brotos, foram feitos 3 sub-
cultivos a partir do estabelecimento das
gemas, num espacamento de 45 dias. Apos
este periodo, os brotos foram coletados e
determinados seus parametros anatomo-
fisiol6gicos: C (comprimento dos brotos)
e producio de MF (matéria fresca) e MS
(matéria seca). Entre os tratamentos ad-
ministrados, o meio MS suplementado
com 2,0 mg/L de BAP apresentou, ao fi-
nal de cada um dos 3 subcultivos, a mai-
or taxa de multiplica¢ao de brotos/explan-
te, comprimento dos brotos e produc¢ao
de matéria fresca e seca, para as varieda-
des branca e roxa. Contudo, o TDZ em
meio MS, mostrou-se um potente indutor
da calogénese in vitro.

Palavras-chave: Ananas erectifo-
lius, curaua, micropropagacio, 6-ben-
zylaminopurina, thidiazuron.

INTRODUCAO

O Curaua (Ananas erectifolius L. B.
Smith) € um bromeliacea da flora Amazo-
nica de grande interesse comercial devi-
do sua multiplicidade de aplicacao, prin-
cipalmente como produtora de fibra de
excelente qualidade, podendo ser usada
na industria automobilistica devido sua re-
sisténcia, maciez e peso reduzido, na ex-
tracio de firmacos e de aditivos alimen-
tares e na floricultura de corte e paisagis-
mo. Do ponto de vista tecnolégico, o
emprego da fibra de curaud para a pro-
ducao de compoésitos poliméricos e de
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mantas nao-tecido visa um melhor apro-
veitamento desta fibra natural lignoce-
lulésica, além de fornecer novas alter-
nativas de grande importancia tecnol6-
gica na utilizacdo da biomassa vegetal
na producao de materiais mais compa-
tiveis com o ambiente (Caraschi & Leao,
2000).

A propagacio vegetativa utilizando
técnicas de cultura de tecido pode ser
um valioso instrumento na propagac¢ao
clonal rapida de mudas de curaud, em
larga escala. Este método vém exten-
samente sendo usado para a propaga-
¢ao clonal e limpeza de virus em gran-
de nimero de espécies, além da intro-
ducdo de novas variedades, previsiao
de novos gendtipos, formacio de ban-
cos de germoplasma, previsdao de esto-
que de plantas sadias e atendimento
de outras dreas da pesquisa (Hartmann
& Kester, 1983).

Os meios nutritivos especificos para
a micropropagacio in vitro sao formu-
lados baseando-se nas exigéncias das
plantas quanto a composicao dos nu-
trientes minerais, com algumas modifi-
cacdes afim de fornecer as necessida-

FIGURA 1 - Aspectos dos
calos apresentando inicio de
diferenciacio de tecidos em
explante de curaua roxo,
submetidos ao meio MS
suplementado com 0,250
mg/L de TDZ



des especificas in vitro. (Caldas et al.,
1998). O meio de Murashige e Skoog
(MS) representa o meio mais freqiien-
temente usados em cultivo de plantas
tropicais de cardter agrondémico, am-
biental ou ornamental.

A composicdo e a concentracao
hormonal no meio nutritivo sao fato-
res essenciais no crescimento € no
padrio do desenvolvimento na maio-
ria dos sistemas da cultura do tecido.
Os citocininas, por exemplo, sio in-
dispensaveis para a quebra da domi-
nancia apical e inducao de prolifera-
¢ao de gemas axilares. O tipo de cito-
cinina e a sua concentra¢ao sao os fa-
tores que mais influenciam o sucesso
da multiplicacao in vitro. A 6-Benzila-
minopurina (BAP) tém sido muito efi-
cazes para promover multiplicacio de
partes aéreas e induc¢ao de gemas ad-
venticias, além de apresentar um custo
acessivel com relaciao a outras citocini-
nas (Hasegawa, 1979; Hu & Wang, 1983;
Zaerr & Mapes, 1985). De acordo com
Barrueto Cid (2000), o uso do thidiazu-
ron (TDZ) ¢ suficientemente eficiente
para o proliferacao e diferenciaciao de
gemas axilares, principalmente das
plantas de madeira, mas ele pode cau-
sar a vitrificacio do material regenera-
do.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido no Labo-
ratorio de Biotecnologia de Plantas, do
Departamento de Recursos Naturais, da
Faculdade de Ciéncias Agronomicas, da
Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Botucatu / SP. As plantas de curaua das
variedades branco e roxo provenientes
de Belém / PA, utilizadas como doado-
ras de explantes, foram cedidas pela
Pematec Triangel do Brasil.
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TABELA 1 - Analise de variancia e regressao para as taxas de multiplicacdo
in vitro (brotos/explante)!; ao final de cada um dos 3 subcultivos, de duas
variedades de curaud, cultivados em meio de cultura MS, suplementado

com BAP (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/L)

Causas de Variacao GL QM
Variedades (V) 1 84,7888**
Tratamentos (T) 3 73,0850%*
VxT 3 11,0782**
Coeficiente de regressiao linear do periodo (bP) 1 185,9100**
Residuo 135 1,3924

+ DS = 2,94 £ 0,98

CV = 40,17%

Gde) = p<0’01

!'= dados transformados ,/x + 0,5

As gemas axilares e apicais foram
submetidas a desinfestacio por imer-
sao em alcool 70% (1 minuto), depois
enxaguadas em agua autoclavada dei-
onizada, em seguida foram imersas em
hipoclorito de sédio 2.5% (15 minutos)
e enxaguadas com 4gua autoclavada
deionizada por trés vezes. Durante a
extracdo das gemas o material perma-
neceu imerso em solucdo de acido as-
corbico 0,001% por, no minimo, 30 mi-
nutos.

As gemas axilares e apicais foram
estabelecidas em meio MS. Apés a ino-
culacdo, os explantes foram mantidos
em sala de crescimento no periodo de
20 dias, em condi¢cdes de escuro total
e temperatura de 27 * 3°C.

Na fase de inducio de brotos, foi
avaliado o efeito do BAP com concen-
tracdes variadas: 0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/
L e TDZ: 0,0; 025; 0,250 e 0,500 mg/L.
Para incremento da producao de bro-
tos, foram feitos 3 subcultivos a partir

Tratamentos

Curaua roxo

FIGURA 2 - Grifico demonstrativo da interacio entre as variedades e
os tratamentos para as taxas médias de multiplicacao in vitro

do estabelecimento das gemas, num es-
pacamento de 45 dias. Os brotos emiti-
dos foram contados e, em seguida, indivi-
dualizados a cada subcultivo para obten-
¢ao da taxa de multiplicacao in vitro.

No final do periodo de inducio de
brotos (135 dias), as partes aéreas foram
coletadas e obtidos seus parametros ana-
tomo-fisiologicos: comprimento, producao
de matéria fresca e seca. As culturas fo-
ram mantidas sob fotoperiodo de 16 ho-
ras, intensidade luminosa de 1.000 lux e
temperatura de 27 + 3°C.

Os dados coletados foram submetidos
a andlise da regressao para avaliar a ca-
pacidade regenerativa dos brotos em fun-
¢ao do tempo de cultivo. Os dados da
analise estatistica para a taxa da multipli-
cacao in vitro (brotos/explante) ao final
de cada um dos 3 subcultivos foram trans-

formados pela expressio ,/x+05

onde, x representa o nimero de brotos/
explante. Ap6s 135 dias, foram feitas as
analises das caracteristicas envolvidas com
a inducio de brotos: C (comprimento dos
brotos) e produciao de MF (matéria fres-
ca) e MS (matéria seca).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A fase de estabelecimento dos explan-
tes em escuro total por um periodo de 20
dias, bem como os procedimentos prece-
dentes da extracio e da manipulacao das
gemas em solucao de acido ascoérbico
0,001%, foram essenciais para a manuten-
¢ao e viabilidade das gemas em todos os
tratamentos administrados. O meio MS su-
plementado com TDZ em todas as con-
centracdes administradas revelou-se um
potente indutor da calogénese in vitro
(Figura 1).
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FIGURA 3 - Partes aéreas de
curaud branco, ao final de um
subcultivo em meio MS
suplementado com 2,0 mg/L de
BAP

FIGURA 4 - Partes aéreas de
curaud roxo, ao final de um
subcultivo em meio MS
suplementado com 2,0 mg/L de
BAP

A média geral da multiplicacao in
vitro foi de 2,94 + 0,98 brotos/explan-
te. A analise de variancia (Tabela 1) do
meio de cultura MS, suplementado com
BAP (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/L) indica
efeito significativo para as variedades,
0s tratamentos, interacao entre as vari-
edades e os tratamentos e para o coefi-
ciente de regressao linear para o perio-
do.

A taxa média de multiplicacado na
variedade roxa foi significativamente
maior em relacao a variedade branca
com uma média de 3,71 e 2,17 brotos/
explante, respectivamente (Figura 2).

Observa-se também que ao nivel de
2,0 mg/L de BAP obteve-se a maior taxa
de multiplicacao com 3,22 e 5,83 bro-
tos/explante para as variedades branca
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FIGURA 5 - Taxa média de multiplicacao in vitro em funcio do tempo,
para duas variedades (branco e roxo) de curaud
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FIGURA 6 - Grafico demonstrativo da interacio entre as variedades e
os tratamentos para o comprimento das partes aéreas
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FIGURA 7 - Grafico demonstrativo da interacio entre as variedades e
os tratamentos para a producio de matéria fresca

e roxa, respectivamente (Figuras 3 e 4).
Estes resultados sugerem a existéncia
de diferencas genotipicas na resposta
a indugao morfogenética in vitro.

A reta de regressao (Figura 5) foi a
mais adequada para explicar a evolu-
¢ao da taxa média de multiplicacio para
as duas variedades (branco e roxo) de
curaud. A maior taxa de multiplicacao
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(5,10 brotos/explante) foi observada
com a variedade roxa ap6s um perio-
do de cultivo de 135 dias.

Segundo Guerra et al. (1999) na
micropropagacao de plantas hd a ne-
cessidade de se compartilhar o tempo
de cultivo, o nimero de repicagem e a
taxa de proliferacio. Esses aspectos,
contudo, devem estar associados a uma
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FIGURA 8 - Grifico demonstrativo da interacio entre variedades e
tratamentos para a produc¢iao de matéria seca

estratégia visando 2 eliminacio ou re-
ducio, em niveis aceitaveis, da ocor-
réncia de variantes somaclonais. Em-
bora nao existam resultados conclusi-
vos sobre a fidelidade genotipica de
mudas de curaud, é conveniente lem-
brar que culturas de gemas apicais e
axilares sao consideradas como a téc-
nica mais segura sob o aspecto da ma-
nutencio da conformidade clonal (Ge-
orge, 1993).

O comprimento das partes aéreas
na variedade roxa foi superior em rela-
¢a0 a variedade branca, com 7,57 e 5,33
cm, respectivamente. No entanto, ape-
nas ao nivel de 2,0 mg/L de BAP (T4)
foi possivel observar o efeito do trata-
mento independente das variedades
(Figura 6).

Os resultados apresentados mostram
que o melhor tratamento para a indu-
¢ao da multiplicacao in vitrobem como
o desenvolvimento fisiologico das plan-
tas (comprimento das partes aéreas) &
o constituido pelo meio de MS suple-
mentado com 2,0 mg/L de BAP segui-
do das concentracdes decrescentes da
citocinina (1,0 e 0,5 mg/L). Estes resul-
tados sugerem uma fase inicial de re-
sisténcia das plantas de curaud em as-
similar este fitohormonio nas novas
condicoes de cultivo in vitro.

A Figura 7 apresenta as médias de
matéria fresca em funcao das varieda-
des e dos tratamentos. Observa-se que
os tratamentos exerceram diferencas
significativas em relacdo a producao de
matéria fresca. A média de peso fresco
para a variedade roxa (0,75 g/parte
aérea) foi superior a média para a vari-
edade branca (0,48 g/parte aérea).
Pode-se observar também que, tanto na
variedade branca como na roxa, o mai-
or peso fresco foi encontrado na con-

centracao de 2,0 mg/L de BAP (T4) com
0,51 e 0,85 g/parte aérea para as varie-
dades branca e roxa, respectivamente.

As médias da matéria seca em fun-
¢ao das variedades e os tratamentos ¢
apresentada na Figura 8. Observa-se
que os tratamentos suplementados com
0s 0,0 e 0,5 mg/L de BAP nao apresen-
taram diferencas estatisticas significati-
vas, 0 mesmo nao ocorrendo com con-
centracoes ao nivel de 1,0 e 2,0 mg/L
de BAP. A variedade branca apresen-
tou uma média de 0,04 g/parte aérea
de peso seco, diferindo da variedade
roxa que produziu uma média de 0,06
g/parte aérea. As duas variedades apre-
sentaram uma maior produc¢iao de ma-
téria seca no meio suplementado com
2,0 mg/L de BAP (T4).

Pode-se constatar que o fornecimen-
to de BAP na fase de inducio de bro-
tos proporcionou um aumento na pro-
ducao de matéria fresca e seca para as
partes aéreas das duas variedades, sen-
do que a variedade roxa obteve uma
média maior em relagio a variedade
branca.

CONCLUSOES

Em todos os parametros analisados
pode observar-se que, a variedade roxa
¢ superior a branca com relagcao a adap-
tacao as condicdes laboratoriais in vi-
tro, na diferenciacao celular, na multi-
plicacio e demais eventos fisiologicos
e de estruturacao anatdmica do curaud,
em seu processo de desenvolvimento.
O meio do MS suplementado com 2,0
mg/L de BAP, apos 135 dias de cultura,
apresentou a maijor taxa de multiplica-
¢ao de brotos/explante, comprimento
dos brotos e producdo de matéria fres-
ca e seca. Em todas as concentracoes,
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o TDZ mostrou-se um potente indutor da
calogénese in vitro.
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