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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1.1 RESUMO GERAL

Ananas erectifolius L B. Smith popularmente conhecida como curaus é uma Bromeliaceae de
alto interesse econdmico, especialmente para a inddstria automobilistica, pois produz uma
fibra com resisténcia semelhante ao vidro. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
- metodologias eficientes para a propagacéo “in vitro” desta espécie. Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Biotecnologia de Plantas da Embrapa Amazdnia Oriental -
Belém-Pard e no Laboratério Bionorte - Tecnologia de Plantas, em Benevides-Pard. As
fontes de explantes utilizadas foram plantas advindas do BAG da Embrapa, Belém-Pari e
plantas cultivadas “in vitro”, O trabalho constituiu-se das ctapas de assepsia e
estabelecimento de gemas axilares, multibrotagsio com BAP a partir de segmentos caulinares,
crescimento, multibrotagéio e enraizamento sem regulador de crescimento, utilizando tufos de
brotos como explantes e aclimatizaco de plantas de curaui obtidas “in vitro”. Para assepsia,
foi observada menor taxa de contaminagdo de gemas axilares de curaui advindas de plantas-
-matrizes do campo desinfestadas em NaOCl a 2% aos 10 e 15 minutos de imersdo e
auséncia de 4lcool; assepsia de gemas de curaud em Alcool a 70% por 5 minutos, seguido
de NaOCl a 2% por 15 minutos proporcionou menor percentual de oxidag@o, o menor
percentual de tecidos mortos em gemas de curaud foi obtido com NaOCI a 2% por 10
minutos. A adicdo de GA3; em meio de cultura MS + 4,5 mg.L‘I de BAP nas concentragdes
testadas foi dispensavel para estabelecimento e desenvolvimento de gemas axilares de
curaua, a adi¢do de 4,5 mg.L"! de BAP em meio de cultura MS, no cultivo inicial de gemas
axilares de curauj teve papel importante no estabelecimento e o cultivo inicial por sete dias
de gemas axilares de curaua em meio de cultura % MS, e posteriormente para meio de cultura
MS + 4,5 mg.L" de BAP permitiu as gemas maior percentagem de desenvolvimento. Foi
- observado que o tempo para indugéo de brotos de curaus ocorreu de maneira eficiente até aos
90 dias, 0 maior niimero de inducdo de brotos ocorreu na presenca de 3,0 mg.L! de BAP e
que BAP acima de 3,0 mg.L™"! reduziu a taxa de indugéo de brotos de curaus. Apbs 35 dias de
cultivo nos meios de cultura MS e % MS, liquidos foi observado que ambos podem ser
utilizados para o crescimento de brotos de curaud; durante a fase de crescimento e
enraizamento houve indugdo de novos brotos, principalmente, em meio de cultura MS; o
meio de cultura MS foi o mais favoravel a inducfo de raizes nos brotos do que o meio de
cultura % MS. Através de avaliagdes quinzenais ao longo de 60 dias foi observado que o
substrato pé de coco + fibra de €0co na propor¢do volumétrica de 1:1 foi o mais eficiente na
aclimatizagio de plantas de curaus obtidas “in vitro”; o tempo adequado para crescimento das
plantas de curaui em bandeja é de 65 dias de cultivo e todos os substratos utilizados
permitiram 100% de sobrevivéncia das plantas de curaud aclimatizadas originadas “in vitro”
para formag#io de mudas.

Palavras-chave: Ananas erectifolius, curaud, regulador de crescimento, micropropagagio,
substrato.
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ABSTRACT

Ananas erectifolius L.B. Smith popularly known as curaua is a Bromeliaceae of high
economic interest, especially for the automobile industry, therefore it produces a fiber with
similar resistance to the glass. The objective of this research was to develop efficient
methodologies for the in vitro propagation of this species. The experiments had been carried
through in the Biotechnology of Plants Laboratory from the Embrapa Amazonia Oriental,
Belem-Para and in the Bionorte Laboratory Technology of Plants, in Benevides-Para. The
sources of used explants were plants from the Embrapa BAG, Belem-Para and in vitro
cultivated plants. The research consisted of the stages of asepsis and axillary buds
establishment, shoots multiplication with BAP of stem segments, shoots growth, shoots
multiplication and rooting without growth regulator using shoots tufts as explants and
acclimatization of curaua plants gotten in vitro. For asepsis, was observed minor
contamination tax of axillary buds of curaua happened of plant-matrices from field disinfested
in NaOCI 2% to the 10 and 15 minutes of immersion and alcohol absence; curaua axillary
buds asepsis in alcohol 70% per 5 minutes, followed of NaOCI 2% per 15 minutes provided
minor oxidation percentile; the died tissue minor percentile in curaua axillary buds was gotten

- with NaOCI 2% per 10 minutes. The addition of GAj3 in culture medium MS + 4,5 mg.L™” of
BAP in the tested concentrations was dispensable for establishment and development of
curaua axillary buds, the addition of 4,5 mg.L" of BAP in culture medium MS, in the initial
culture of curaua buds had important paper in the establishment and the initial culture per
seven days of curaua axillary buds in culture medium % MS, and later for culture medium
MS + 4,5 mg.L" of BAP allow buds greater development percentage. Was observed that the
the time for induction of curaua shoots occurred in efficient way until the 90 days, the biggest
number of shoots induction occurred in the presence of 3,0 mg.L™' of BAP and that BAP
above of 3,0 mg.L"' reduced the tax of curaua shoots induction. After 35 days of culture in
culture mediums MS and % MS, liquids was observed that both can be used for the growth of
curaua shoots; during the phase of growth and rooting it had induction of new shoots, mainly,
in culture medium MS; the culture medium MS was most favorable to the induction of roots
in the shoots of that the culture medium % MS. Through biweekly evaluations throughout 60
days was observed that the substrate coconut dust + coconut fiber in the volumetric ratio of
I:1 it was most efficient in the acclimatization of curaua plants gotten in vitro; the time
adjusted for growth of the curaua plants in tray is of 65 days of culture e all the used
substrates had allowed 100% of survival of the aclimatized curaua plants originated in vitro
for formation of plants. Ly

keywords: Ananas erectifolius, curaua, growth regulator, micropropagation, substrate
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1.2 APRESENTACAO

A importincia da utilizagio de fibras vegetais remonta a0 homem primitivo. Na
economia agricola mundial, sua produ¢fio destaca-se como um dos principais setores de
atividades industriais (MEDINA, 1959).

A grande tendéncia da indstria mundial, com destaque para o setor automobilistico,
atualmente ¢ a utilizagiio de fibras vegetais que séo biodegradaveis em substituigio as fibras
sintéticas, resultando uma alternativa ecold gica e economicamente viavel.

A fibra de curaud (4dnanas erectifolius 1.B. Smith) submetida a freqiientes pesquisas
no Brasil e no exterior apresentou resultados significativos que a credenciam a ser
considerada a fibra mais promissora entre as produzidas na Amazonia Brasileira. Resultados
preliminares demonstraram ser a fibra do curaus comparavel ao vidro, no que diz respeito a
relagdo peso/resisténcia (SENA E COLARES, 1996), superando o sisal em duas vezes, a
malva em cinco vezes e a juta em nove vezes (AMAZON NETWORK, 2003).

Estudos realizados por Lefio, Rowell e Tavares (1998) com sisal, juta, curaud e outras
fibras naturais associadas a compostos de polipropileno, atribuiram ao curaud melhor
desempenho, especialmente em relagfo 4 tensdo da fibra. Esta fibra também & utilizada em
associagdo a outras fibras naturais, tais como: agai, coco, miriti entre outras, para a obten¢fo
de papel reciclavel (UFPA/POEMA, 2003).

O curaud € encontrado no Acre, Amapa, Amazonas, Goids, Mato Grosso e Pari
(BORBOREMA, 1943). Ocorre em lugares onde a precipitagido pluviométrica ultrapassa
2.000 mm anuais (MEDINA, 1959) e, de acordo com Camérgo (1943), trata-se de uma
cultura pré-colombiana.

O curaud € descrito por Ledo (1967) como uma planta monocotiledénea, herbacea,
rizomatosa, sem raiz pivotante e de sistema radicular fasciculado e superficial, pertence a
Familia Bromeliaceae ¢ Género Ananas. A altura méxima do caule, nas condi¢des locais,
atinge aproximadamente, 1,5 m. Apresenta folhas eretas, coridceas, dispostas,
circuncentricamente, lanceoladas, medindo cerca de 5,0 cm de largura, 5,0 mm de espessura,
e, aproximadamente, 1,5 m de comprimento, bordos lisos,' sendo que, algumas plantas
apresentam espinhos ao longo do processo de envelhecimento. Apresenta fruto semelhante em
gosto e aspecto ao abacaxi, mas de tamanho reduzido. H4 dois tipos, um de folhas roxo-
avermelhadas denominado curaua roxo, que é mais desenvolvido e outro de folhas verde-

claras denominado curaué branco (Figura 1).



17

BANED OF GERMOSPLASMA
E ua

OE CURA
ANMAMAS ERECTIFOLIUS

FIGURA 1 - Banco Ativo de Germoplasma de curaud. Embrapa Amazénia Oriental, Belém-
PA, 2003 (A); curaud branco (B); curaud roxo (C).

Ndo héd diferencas anatdmicas entre as variedades de curaud branco e roxo
(PEREIRA!, informacdo verbal), contudo, em pesquisas com desgomagem de fibras, Cunha '
(1998) observou que o curaud roxo apresenta maior quantidade de perda de massa em relagéo

ao branco.

'PEREIRA, T.E.B. Engenheira Agronoma, Ex-bolsista do Programa PIBIC/CNPq/FCAP, Belém, 1998.
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O cultivo de curaua, no estado do Pard destaca-se nos municipios de Braganca e
Santarém (COSTA, LAMEIRA E YOSHINO, 2002). A plantagdo pode se dar por
monocultivo e em consércio com outras espécies (MEDINA, 1959). Néo ha até o momento
indicios significativos de que o curaud seja atacado por alguma praga ou doenga que
comprometa sua produtividade.

Plantas de curaué obtidas “in vitro”, mostraram-se resistentes, quando submetidas por
Rizzo et al. (2002) & contaminagfio por ovos € juvenis infestantes de duas espécies
consideradas mais daninhas de nemat6ides formadores de galhas do género Meloidogyne.

Quando cultivado através do método convencional, o curaud ¢ capaz de produzir no
méximo 40 mudas por ano, sendo possivel a partir de apenas uma gema cultivada “in vitro” a
obtengdo de 625 mudas em cinco meses (LAMEIRA et al., 2000).

A aplicagdio da técnica de propagagdo “in vifro” ao curaua surge como alternativa para

- a expansdo da cultura, visando suprir a necessidade de maior demanda da sua produgdo no
estado do Paré, estimada em 370 toneladas de fibra/més e oferta de 6 a 8 toneladas/més
(AGROAMAZONIA, 2002). Considerando-se a escassez de informagdes técnico-cientificas
sobre o curaud, além desta espécie, foram preferencialmente utilizadas outras espécies do
género Ananas como parimetro para a realizagio deste trabalho, que objetivou desenvolver
metodologias eficientes para a propagagdo “in vitro” do curaud (Ananas erectifolius L.B.
Smith).

1.3 A IMPORTANCIA DA PROPAGAGCAO “IN VITRO”

A cultura de tecidos € o cultivo asséptico de qualquer ISaﬂe viva da planta (explante)
em meio de cultura sintético sob condigdes controladas de temperatura, umidade e
luminosidade, para gerar uma nova planta (LAMEIRA et al., 2000). Kerbauy (1997) destaca
a importincia prética e potencial desta ferramenta tecnolégica nas areas agricola, florestal,
horticultural, bem como na pesquisa basica em geral.

De acordo com Caldas, Haridasan e Ferreira (1998), os explantes podem ser fragdes
de tecidos, 6rgdos ou células em suspensdo. Os meios nutritivos fornecem as substancias
essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, 0 padriio de

desenvolvimento “in vitro”. Esta técnica baseia-se, principalmente, na totipotencialidade das
células.
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A utilizag@o da cultura de tecidos para a conservagio de germoplasma, de acordo com
Ferreira, Caldas e Pereira (1998) tem sido especialmente 1til para espécies propagadas
vegetativamente. _

A técnica mais difundida atualmente na cultura de tecidos vegetais “in vitro” é a
micropropagagdo e € assim denominada em fun¢do do pequeno tamanho dos propagulos
utilizados como explantes.

Os métodos que sfo teoricamente vidveis para a propaga¢do de plantas “in vitro”,
segundo Lameira et al. (2000), podem ser obtidos diretamente pela diferenciagdo de brotos
adventicios, estimulo de gemas axilares (organogénese) e embriogénese somatica ou
“indiretamente com a formag&o de calos. Este mesmo autor e seus colaboradores esclarecem
que a escolha do explante é determinada pelo objetivo final do projeto. E imprescindivel
observar as condigdes fitossanitdrias, fisiologicas e nutricionais da planta doadora de explante
“in vivo™.

A principal vantagem da micropropagagdo € a fixagdo de gen6tipos nas populagdes
clonais e a obtengéo de um grande niimero de plantas sadias e de alta qualidade em pequeno
espago fisico e em curto tempo, independentemente de fatores climaticos limitantes,
conforme relatam Guerra et al. (1999).

Para a realizagfio da micropropagacdo, Grattapaglia e Machado (1998) descrevem trés
passos importantes: sele¢do de explantes, desinfestagdo e cultura em meio nutritivo sob
condigdes assépticas; multiplicagdo dos propagulos mediante sucessivas subculturas em meio
proprio para a multiplicagfo; transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de
enraizamento e subseqiiente transplantio das plantas obtidas para substrato ou solo.

Algumas espécies, durante o processo de micropropagacio necessitam de uma fase de
alongamento, comentam Grattapaglia e Machado (1998), enquanto outras, a fase de
enraizamento € dispensdvel, sendo assim, o esquema sofre adaptagdes de acordo com as
peculiaridades especificas.

No cultivo de abacaxizeiro “in vitro”, o meio liquido geralmente induz uma menor
taxa de multiplicagdo, entretanto, permite a formagdo de brotos sem a necessidade de
transferéncia para um meio de alongamento (LAMEIRA et al., 2000).

Para micropropagacdo de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), Lemos (2003)
desenvolveu eficiente metodologia a partir de gemas de plantas obtidas “in vitro”, passando
pelas etapas de estabelecimento e multiplicagio de gemas, crescimento caulinar e
enraizamento e obtengo de plantas, até a etapa de aclimatizagiio, com conseqiiente formagao

de mudas.
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1.3.1 Regeneraciio de plantas via organogénese

Estudos para regeneracio de plantas de curaud a partir de segmentos caulinares
obtidos de plantas assépticas foram realizados com sucesso por Rios (2002), utilizando meio
de cultura de Murashige e Skoog, (1962) (MS) liquido e suplementado com BAP, induzindo
pequenos e grandes brotos.
Protocolo eficiente foi descrito por Figueiredo, Nunes e Mendes (2003) para
regeneracdo de Ananas ananassoides (Backer L.B. Sm.) a partir de sementes germinadas “in
vifro” em meio de cultura % MS, resultando em pléantulas saud4veis ao final de 60 dias.
Plantulas de paricé (Schizolobium amazonicum Huber, ex Ducke) foram regeneradas
com eficiéncia por Cordeiro et al. (2002) a partir de sementes germinadas “in vitro™.
Pesquisas desenvolvidas por Lopes et al. (2000) apresentaram bons resultados para
regeneragio de mogno (Swietenia macrophylla King) a partir de sementes germinadas “in
vitro”, utilizando diferentes substratos, em substitui¢io ao meio de cultura sintético

habitualmente utilizado em cultura de tecidos.
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CAPITULO 2 ASSEPSIA E ESTABELECIMENTO “/N VITRO” DE GEMAS
AXILARES DE CURAUA (4nanas erectifolius L.B. Smith)

2.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologias eficientes para assepsia e
estabelecimento “in vitro” de gemas axilares de Ananas erectifolius L.B. Smith. Foram
utilizadas 200 gemas axilares em quatro procedimentos de assepsia: imersdo em NaOCl a 2%
por 15 minutos; imerséo em 4lcool a 70 % por 5 minutos seguido de NaOCl a 2% por 15
minutos; imersio em alcool a 70 % por 5 minutos seguido de NaOCl a 2% por 10 minutos e
imersdo em NaOCl a 2% por 10 minutos, com 50 gemas para cada assepsia. Apos 30 dias,
foi observada menor taxa de contaminacéo de gemas axilares de curaud advindas de plantas-
-matrizes do campo desinfestadas em NaOCl a 2% aos 10 e 15 minutos de imersio e
auséncia de alcool; assepsia de gemas de curaud em alcool a 70% por 5 minutos, seguido
de NaOCl a 2% por 15 minutos, proporcionou menor percentual de oxidagdo; o menor
percentual de tecidos mortos em gemas de curaud foi obtido com NaOCI a 2% por 10
minutos. Para estabelecimento, foram utilizadas 500 gemas axilares inoculadas
individualmente, 400 em meio de cultura % MS e 100 em meio de cultura MS + 4,5 mg.L!
de BAP. As gemas inoculadas em meio de cultura % MS, ap6s 7 dias foram transferidas para
meio de cultura MS + 4.5 mg.L'l de BAP + GA; nas concentra¢des (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0
mg.L™), apés 7 dias, as gemas em meio de cultura MS + 4,5 mg.L" de BAP + GA; nas
concentragbes ( 1,0; 2,0 e 3,0 mg.L™) foram transferidas para meio de cultura MS + 4,5
mg.L"! de BAP. Apos 30 dias foi observado que a adigio de GA3 em meio de cultura MS +
4,5 mgL! de BAP nas concentragdes testadas foi dispensavel para estabelecimento e
- desenvolvimento de gemas axilares de curaua, a adicdo de 4,5 mg.L"' de BAP em meio de
cultura MS, no cultivo inicial de gemas axilares de curaud teve papel importante no
estabelecimento e o cultivo inicial por sete dias de gemas axilares de curaui em meio de
cultura %2 MS, e posteriormente para meio de cultura MS + 4.5 mg.L™ de BAP permitiu as
gemas, maior percentagem de desenvolvimento.
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ABSTRACT

The objective of this research was to develop efficient methodologies for asepsis and axillary
buds establishment of Ananas erectifolius L.B. Smith. 200 axillary buds in four procedures of
asepsis had been used: immersion in NaOCl 2% per 15 minutes; immersion in alcohol 70 %
per 5 minutes followed of NaOCI 2% per 15 minutes; immersion in alcohol 70 % per 5
minutes followed of NaOCl 2% per 10 minutes and immersion in NaOClI 2% per 10 minutes,
with 50 buds for each asepsis. After 30 days was observed minor contamination tax of
axillary buds of curaua happened of plant-matrices from field disinfested in NaOCI 2% to the
10 and 15 minutes of immersion and alcohol absence; curaua axillary buds asepsis in alcohol
70% per 5 minutes, followed of NaOCl 2% per 15 minutes, provided minor oxidation
percentile; the died tissue minor percentile in curaua axillary buds was gotten with NaOCl
2% per 10 minutes. For establishment, had been used 500 axillary buds individually
inoculated; 400 in culture medium % MS and 100 in culture medium MS + 4,5 mg.L" of
BAP. The buds inoculated in culture medium % MS, after 7 days had been transferred to
culture medium MS + 4,5 mg.L'l of BAP + GAj in concentrations (0,0; 1,0; 2,0 and 3,0 mg.L"
l); after 7 days the buds in culture medium MS + 4,5 mg.L" of BAP + GA3 in concentrations
(1,0; 2,0 and 3,0 mg.L™) had been transferred to culture medium MS + 4,5 mg.L"! of BAP.
After 30 days was observed the addition of GA; in culture medium MS + 4,5 mg.L”! of BAP
in the tested concentrations was dispensable for establishment and development of curaua
axillary buds, the addition of 4,5 mg.L™" of BAP in culture medium MS, in the initial culture
of curaua buds had important paper in the establishment and the initial culture per seven days
of curaua axillary buds in culture medium % MS, and later for culture medium MS + 4,5
mg.L" of BAP allowed buds greater development percentage.
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2.2 INTRODUCAO

Um fator limitante no estabelecimento do processo de micropropagagdo € a obtengdo
de explantes livres de contaminantes (LEMOS, 2003 ).

A probabilidade de se isolar tecidos livres de virus e outros agentes causadores de
doengas, comenta Murashige? (1977 citado por TORRES, TEIXEIRA E POZZER, 1998) esta
inversamente relacionada ao tamanho do explante. Desse modo, vérios autores relatam que a
proliferacdo de gemas axilares é preferida para micropropagacdo; além de reproduzir “in
vitro” um fenémeno natural, este sistema é mais facilmente controlado e apresenta uma
fidelidade genética muito alta (GRATTAPAGLIA E MACHADO, 1998).

Para a produgdo de plantas assépticas de curaud, tendo como fonte de explantes
_ plantas advindas do campo, sfo utilizadas gemas axilares, como explantes para cultivo

(LAMEIRA et al., 2000).
| Pesquisas bem sucedidas foram realizadas por Pescador e Koller (1992) e Feuser,
Nodari e Guerra (2001) sobre micropropagagéo, utilizando gemas axilares de abacaxizeiro
como explantes. Da mesma forma, Almeida (1994) e Almeida, Matos e Sousa (1995)
utilizaram gemas axilares das cultivares ‘Pérola’ e ‘Primavera’ em experimentos para
estabelecimento, inoculando-as em meio de cultura MS suplementado com BAP.

Protocolo otimizado para micropropagagio de abacaxizeiro cultivar ‘Pérola’ foi
desenvolvido eficientemente por Almeida et al. (2002) a partir de gemas axilares,
submetendo-as & assepsia com 4lcool a 70% e hipoclorito de calcio a 2% €, posteriormente,
estabelecidas com sucesso em meio de cultura MS acrescido de BAP.

O trabalho objetivou desenvolver metodologias eficientes para assepsia €

estabelecimento ‘in vitro” de gemas axilares de curaud (4nanas erectifolius L.B. Smith).

z MURASHIGE, T. Manipulation of organ initiation in plant tissue culture. 1977. Botanical Bulletin of
Academia Sinica, V.18, p.1-24.
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Obtencio de gemas assépticas

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia de Plantas da Embrapa
Amazdnia Oriental, Belém-PA.

Foram utilizadas como fonte de explantes, plantas adultas de curaui provenientes do
BAG da Embrapa Amazonia Oriental. Com auxilio de laminas de bisturi, 200 gemas axilares

foram excisadas do caule desprovido de folhas (‘tolete’, Figura 2).

FIGURA 2 - ‘Tolete’ de curau roxo e em evidéncia gema axilar utilizada como explante.
Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA, 2003.

As gemas axilares obtidas foram lavadas cinco vezes em agua corrente e detergente
comercial neutro e, posteriormente, sob cAmara de fluxo laminar, previamente esterilizada
com dlcool a 70%, foram submetidas a desinfestagdo, adotando-se quatro procedimentos:
imersdo em NaOCl a- 2% por 15 minutos; imersdo em dlcool a 70 % por 5 minutos seguido
de NaOCl a 2% por 15 minutos; imersdo em 4lcool a 70 % por 5 minutos, seguido de NaOCl
a 2% por 10 minutos e imersdo em NaOCl a 2% por 10 minutos. Apds os tratamentos de
desinfestagio, as gemas foram lavadas cinco vezes com dgua destilada e autoclavada a 121°C
por 15 minutos para remogéo dos residuos das solucdes de assepsia. Foram utilizados 50 mL
de NaOCl a 2% para cada assepsia testada e da mesma forma 50 mlL de dlcool a 70% para
cada assepsia que continha esta solugdo. A imersio das gemas nas diferentes solugdes
ocorreu em frascos autoclavados de 200 mL e durante o processo, utilizou-se pinga e
espétula estéreis.

Apés as lavagens, as gemas foram distribuidas em placas de Petri autoclavadas

€, posteriormente, inoculadas com auxilio de pinga estéril em tubos de ensaio de 50 mL com
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10 mL de meio de cultura MS (Tabela 1) contendo apenas metade da concentracdo dos sais
(¥aMS) e solidificado com 4gar a 0,6%. Ap6s o preparo do meio de cultura % MS, ajustou-se
0 pH para 5,7 + 0,1 com auxilio das solugdes HCI e/ou NaOH nas concentragées 0,5 N e 1,0
N; o meio de cultura foi entéo autoclavado a 121°C po.r 15 minutos.

Apbs inoculagfo, os tubos foram vedados com papel aluminio e pelicula de parafilm e
armazenados em sala para crescimento, sob fotoperiodo de 16 h.luz.dia” com intensidade
luminosa de 25 ymol.m”s™ de irradiancia e temperatura de 25 + 3°C,

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, utilizando-se
quatro tratamentos que constaram de 50 gemas axilares cada, distribuidas em fubos de ensaio,
contendo uma gema por tubo, totalizando 50 unidades experimentais por tratamento.

A avaliagdo, aos 30 dias, considerou as percentagens de gemas contaminadas, gemas
mortas (coloragfio totalmente branca = tecidos mortos), gemas oxidadas (escurecidas ao
' centro) e em fungdo da presenca e auséncia de dlcool a 70% e tempo de imersdo em NaOC]l a

2%, os resultados foram analisados através do teste qui-quadrado.

TABELA 1- Composigéo do meio de cultura MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962).

Composto Concentragdo
(mg.L™)
Macronutrientes
NH,NO; 1,650
KH,PO, 170
KNO; 1,900
CaClL.2H,0 440
Fe-EDTA
FCSO,@.?HQO 27,8
Na,EDTA.2H,0 373
Micronutrientes
MnS0,4.4H,0 223
ZnS0,.7 H,0O 8,6
H;BO; 6,2
KI 0,83
NagMOO4_2 H,O 0,25
CuS0,.5 H,0 0,025
CoCl,.6H,O 0,025
Vitaminas
Tiamina — HCI 0,10
Piridoxina —-HCl 0,50
Acido nicotinico 0,50
Glicina 2,00
Mio-inositol 100,00
Fonte carbono
Sacarose 30,000

pH 5,8




28

2.3.2 Estabelecimento e desenvolvimento de gemas axilares de curaua

O experimento foi desenvolvido no mesmo local do anterior. Os procedimentos para
obtenc¢do de gemas axilares, desinfestagfo (4lcool a 70% por cinco minutos, seguido de
. NaOCl a 2% por 15 minutos), inoculagdo e cultivo foram os mesmos adotados no
experimento anterior.

As gemas axilares (400) foram inoculadas em tubos de ensaio similares aos utilizados
" no experimento anterior, contendo 10 mL de meio de cultura com a metade da concentragdo
de sais (%2 MS) e 100 gemas axilares inoculadas no meio de cultura MS, suplementado com
4,5mg.L" de BAP, todos solidificados com agar a 0,6%.

Apés 7 dias, as gemas inoculadas no meio de cultura inicial %2 MS foram transferidas
para o meio de cultura MS suplementado com BAP e GAj; distribuidos nos seguintes
tratamentos: 0,0 mg.L'l de GA3 + 4,5 mg.L'l de BAP; 1,0 mg.L‘l de GA3z + 4.5 mg.L'1 de
BAP; 2,0 mgL" de GAs + 4,5 mg.L" de BAP; 3,0 mg.L"! de GA; + 4,5 mg.L" de BAP.
Posteriormente, apds 7 dias, as gemas inoculadas nos tratamentos suplementados com GA3
foram transferidas para meio de cultura MS suplementado apenas com 4,5 mg.L" de BAP.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Para cada
. tratamento empregou-se 100 gemas axilares, distribuidas em tubos de ensaio, contendo uma
gema por tubo, totalizando cem unidades experimentais por tratamento.

Os dados referentes ao niimero de gemas estabelecidas e em desenvolvimento foram
coletados ao longo de 30 dias. Avaliou-se a percentagem de estabelecimento e a utiliza¢do
dos meios de cultura MS e 2 MS para a variavel de resposta, nimero de gemas estabelecidas,
os dados foram posteriormente submetidos ao teste qui-quadrado. Para a variavel de resposta,

desenvolvimento de gemas, empregou-se a percentagem.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1. Obtengdo de gemas assépticas

Contaminagao

As taxas de contaminagfo oscilaram entre 8 e 32% (Tabela 2). Ao se avaliar a
freqiiéncia de gemas contaminadas, foi possivel determinar diferenga altamente significante
entre todos os tratamentos (x2{3)=14,04; p<0,001).

- TABELA 2 - Freqiiéncia de gemas contaminadas em fungdo dos tratamentos de assepsia
aplicados as gemas axilares de curaus. Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA, 2003.

NaOCl a 2%
10 minutos 15 minutos
Alcool % Contaminadas % N#o contaminadas % Contaminadas % Nao contaminadas
Presenca 18(9) 82 (41) 32 (16) 68 (34)
Auséncia 8(4) 92 (46) 8(4) 92 (46)

Os tratamentos na auséncia de 4lcool apresentaram menores taxas de contaminacio
(8%), independente do tempo de imersio das gemas em NaOCl a 2%, quando comparados

aos que utilizavam 4lcool na assepsia (18 e 32%) (Tabela 2, Figura 3). Os valores de

contaminagfo na auséncia de dlcool foram similares.
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FIGURA 3 - Fregiiéncia relativa de gemas de curaus contaminadas em fungdo da auséncia (-)
© presenca (+) de dlcool a 70% e NaOCl a 2% na assepsia das gemas de curaui.
Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA, 2003.

Na presenca de élcool, a percentagem de contaminacgo foi menor (18%) quando as
gemas foram submetidas ao NaOCl a 2% por 10 minutos). Isso demonstra que nem sempre o
maior tempo de imersdo é o mais eficiente.

Lameira et al. (2000) obtiveram bons resultados com o uso de 4lcool a 70% por 1
minuto, seguido de NaOCl a 2,5% por 15 minutos em gemas axilares de curaud e por Guerra
et al. (1999) em gemas axilares de abacaxizeiro, cultivares ‘Perolera’ e ‘Primavera’ com a
utilizag@o de 4lcool a 70% por 1 minuto, seguido de NaOCl a 2% por 15 minutos.

A contan:indgéio de explantes pode ser atribuida ao grau de eficiéncia dos
descontaminantes e ao tempo de contato do manipulador com o material a ser inoculado.
Weber et al. (2003) relatam essas experiéncias em abacaxizeiro micropropagado, bem como,
nos trabalhos com gemas de abacaxizeiro realizados por Piza, Lima e Brasil (2001) quando
utilizaram NaOCl a 2,5%.
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Oxidagéo

Ao se avaliar a freqiiéncia de gemas oxidadas, foi possivel determinar diferenca

altamente significante entre os tratamentos (x2(3)=1 1,78; p<0,001).

Em todos os tratamentos as taxas de oxidacdo foram elevadas, oscilando entre 58% e
88% (Tabela 3). Na presenca de alcool, as taxas de oxidagiio foram menores (58% e 72%)
independente dos tempos de imersdo das gemas em NaOCI a 2% testados quando comparadas

com os tratamentos das gemas na auséncia de alcool (Figura 4).

TABELA 3 - Percentagem de gemas axilares de curaud oxidadas. Embrapa Amazonia
Oriental, Belém-PA, 2003.

NaOCl a2%
10 fninutos 15 minutos
Alcool % Oxidadas % Nao oxidadas % Oxidadas % Nao oxidadas
Presenca 72 (36) 28 (14) 58 (29) 42 (21)
Auséncia 88 (44) 12 (6) 76 (38) 24 (12)

Foi observado ainda que entre os tempos de imersdo em NaOCI a 2%, o tratamento
por 15 minutos apresentou menor percentagem de oxidacfo. Entretanto, as taxas de oxidagdo
obtidas ainda foram elevadas. Grattapaglia e Machado (1998) relacionam a freqiiéncia da
oxidagdo a liberagdio de compostos fenélicos pelas células danificadas com o corte, cuja
toxidez difunde-se por todo explante, também é provavel que tal efeito seja decorrente da

absorcdo de fons pelo explante (ULISSES et al., 2000).
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FIGURA 4 - Fregiiéncia relativa de gemas oxidadas em fungfo do uso de lcool a 70% e
NaOCl a 2% na assepsia das gemas de curaui. Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA,
2003.

Tecidos mortos

A avaliacdo da freqiiéncia de tecidos mortos determinou equivaléncia entre os

tratamentos ()°3=5,13; p>0,15).

De um modo geral, as taxas de tecidos mortos nos tratamentos com a utilizagio de
alcool foram menores. A auséncia de dlcool, durante a assepsia das gemas, tratadas com
NaOCl a 2% por 10 minutos, apresentou a menor percentagem de tecidos mortos (4%) e a
maior taxa foi obtida com as gemas tratadas com NaOCl a 2% por 15 minutos (16%) (Tabela
4, Figura 5). Na presenca de 4lcool, os resultados foram inversos, ou seja, a menor taxa foi
obtida com as gemas tratadas com NaOCl a 2% por 15 minutos (6%) e a maior taxa quando as
gemas foram tratadas com NaOCl a 2% por 10 minutos (10%). Isso demonstra que a interacdo
entre o tempo de imersdo das gemas em NaOCl a 2% e a presenca de 4lcool foram os fatores

que mais influenciram na morte dos tecidos.
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TABELA 4 - Freqiiéncia de gemas com tecidos mortos em funcdo dos tratamentos de
assepsia aplicados ao curaud. Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA, 2003.

NaOCl a 2%
10 minutos . 15 minutos
Alcool % Tecidos mortos % Sem tecidos mortos % Tecidos mortos % Sem tecidos mortos
Presenca 10 (10) 90 (90) 6 (6) 94 (94)
Auséncia 44 96 (96) 16 (16) 84 (84)
4,0 % 100% -
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FIGURA 5 - Fregiiéncia relativa de gemas com presenca de tecidos mortos, em funcdo do
uso de dlcool a 70% e NaOCl a 2% na assepsia das gemas de curaud. Embrapa Amazonia
Oriental, Belém-PA, 2003.
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2.4.2 Estabelecimento e desenvolvimento de gemas axilares de curaui

Na freqgiiéncia de gemas estabelecidas foram observadas diferengas altamente
significantes entre todos os tratamentos testados (y%4=56,55; P=1,5x10"") e em relacdo a
utilizacdo dos meios de cultura MS e 2 MS (x2(3)=30,6l; p=3,6x10") entre os tratamentos
que apresentaram gemas estabelecidas, sendo favoravel ao meio de cultura MS + 4.5 mg.L!
de BAP. Provavelmente, a utilizagdo da concentragdo total dos sais do meio de cultura MS,
além de vitaminas e fonte de carbono associados a esta citocinina proporcionaram melhores
condigdes para o estabelecimento. Almeida (1994) e Almeida, Matos e Sousa (1995)
obtiveram melhores resultados para o estabelecimento de gemas axilares de abacaxizeiro
cultivares ‘Primavera’ e ‘Pérola’ em meio de cultura MS acrescido de 2,0 mg.L" de BAP.
Enquanto que S4 (2001) obteve melhor resultado para estabelecimento de gemas axilares de
abacaxizeiro em meio de cultura MS sem regulador de crescimenlto.

De acordo com Donato et al. (1999) € essencial para a micropropagagdo, que o meio
nutritivo elaborado forneca condigdes para que haja um bom crescimento vegetativo, além de
um indice de multiplicagso adequado.

Para estabelecimento e desenvolvimento das gemas obteve-se as seguintes
percentagens (Tabela 5): O tratamento % MS — MS + 0,0 mgL" de GAs+ 4,5 mg.L" de
BAP apresentou 10% de gemas estabelecidas, das quais 60 % (6) iniciaram seu
desenvolvimento; % MS — MS + 1,0 mg.L" de GAs + 4,5 mg.L" de BAP apresentou 12%
de gemas estabelecidas, das quais 33,33% (4) apresentaram desenvolvimento; % MS — MS
+2,0 mg.L" de GA; + 4,5 mg.L" de BAP apresentou 4% de gemas estabelecidas, das quais
50% (2) apresentaram desenvolvimento; % MS —s MS +3,0 mg.L" de GA3+ 45mgL" de
BAP néo apresentou estabelecimento de gemas; e MS + 4,5 mgL" de BAP com 31% de

gemas estabelecidas, das quais 35,48% (11) apresentaram-se em desenvolvimento.
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TABELA 5 - Freqiiéncia relativa de gemas axilares de curaui estabelecidas e em
desenvolvimento sob inoculagio em meio de cultura MS + 4,5 mg.L" de BAP e meios de

. cultura % MS — MS + GA3 + BAP aos 30 dias. Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém-PA,

2003.
Meio de Cultura GA; BAP N. de gemas estabelecidas - %  Gemas estabelecidas em
(mg L")  (mglL™ desenvolvimento - %
Y2 MSLL MS 0 4,5 10 (10) 60 (6)
Y. MSLLMS 1 4,5 12 (12) 33,33 4)
Ya MSCAMS 2 4,5 44 50 (2)
Y2 MSLLMS 3 45 0 0
MS 0 4,5 31 (31) 35,48 (11)

* 1 MSLL MS — transferéncia apos 7 dias de cultivo

As evidéncias mostram que a inoculagio de gemas axilares de curaui em meio de
cultura MS, suplementado com 4,5 mg.L"' de BAP, proporcionou maior niimero de gemas
estabelecidas, pois as citocininas, com destaque para o BAP sio indispensaveis para indugdo
de proliferagio de gemas axilares (GRATTAPAGLIA E MACHADO, 1998). Os mesmos
autores explicam que o tipo de citocinina e Sua concentragdo sdo os fatores que mais
influenciam o sucesso da multiplicag@o “ in vitro”. Em termos proporcionais, 0 maior niimero
de gemas em desenvolvimento foi obtido no tratamento, contendo meio de cultura % MSQ
meio de cultura MS + 0,0 mg.L'1 de GA; + 4,5 mg.L'1 de BAP; demonstrando que o
acréscimo de GA3 nas concentragdes testadas em meio de cultura MS suplementado com BAP
a 4,5 mg.L" é desnecessério para desenvolvimento de gemas axilares de curau. No que
concerne ao estabelecimento das gemas, os resultados obtidos mostraram que houve um
aumento de 10% para 12% de gemas estabelecidas nas concentragdes de 0,0 e 1,0 mg.L! de
GA;, respectivamente, embora tenha sido observada relagdio inversamente proporcional 3
concentragdo de GA3, pois percebe-se claramente que o aumento da concentragdo de GAs;

ocasionou diminui¢fo gradativa para tal ocorréncia (Figura 6).
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FIGURA 6 - Efeitos da concentracdo de GAs no estabelecimento de gemas axilares de
curaud. Embrapa Amazénia Oriental, Belém-PA, 2003.

Dentre os tratamentos utilizando GAs, em associagio com BAP a 4,5 mgL!
observou-se maior taxa (12%) de estabelecimento de gemas axilares com a utilizacdo da
concentracdo de 1,0 mg.L‘l; na concentracdo de 2,0 mg.L'1 ocorreu 4% de estabelecimento:
enquanto que com 3,0 mg.L” ndo ocorreu estabelecimento. Provavelmente, o GA; em
concentracdo mais elevada, tende a inibir o processo de estabelecimento das gemas quando
associado a uma citocinina. Matsumoto (2000) ressalta que h4 casos em que as giberelinas
estimulam os efeitos de citocininas.

De uma maneira geral, a propor¢do de gemas estabelecidas foi heterogénea para os
cinco tratamentos utilizados, com destaque para o meio de cultura MS acrescido de 4,5
mg.L"' de BAP (Figura 7). O perfodo de estabelecimento de gemas axilares (Figura 8)
iniciou-se no 3° dia com 27 gemas, aumentando para 80 no 6° dia, diminuindo para 55 no 13°
dia em virtude de oxidagéo e contaminacio e assim sucessivamente; 51 gemas no 16° dia, 48
gemas no 21° dia, 41 gemas no 24° dia e 31 gemas no 30° dia. Embora a contaminagio e
oxidagdo ndo tenham sido analisadas, foram ocorréncias observadas em todos os tratamentos
durante a coleta de dados. Neste tratamento observou-se a emissdo de brotos a partir do 21°

dia, enquanto que nos demais tratamentos, tal ocorréncia foi observada aos 30 dias.
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FIGURA 7 - Gema de curaud aos 15 dias estabelecida em meio de cultura MS + 4,5 mg.L" de
BAP. Embrapa Amazo6nia Oriental, Belém-PA, 2003.
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FIGURA 8 - Numero de gemas axilares de curaui estabelecidas no meio cultura MS + 4,5
mg.L”" de BAP ao longo de 30 dias. Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA, 2003.

As respostas fisiol6gicas das gemas axilares de curaud em meio de cultura MS
suplementado com BAP a 4,5 mg.L™" aceleraram o processo de estabelecimento, resultando
em explantes meristematicos assépticos, o que tornou evidente a potencialidade da espécie

para o processo inicial de micropropagacdo.
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2.5 CONCLUSOES

2.5.1 Obtengiio de gemas assépticas

e Gemas axilares de curaua advindas de plantas-matrizes do campo, desinfestadas em
NaOCl a 2%, aos 10 e 15 minutos e auséncia de 4lcool, apresentam a menor taxa de

contaminag@o.

o A assepsia de gemas de curaud em 4lcool a 70% por 5 minutos, seguido de NaOCl a

2% por 15 minutos, proporciona menor percentual de oxidagdo.

° O menor percentual de tecidos mortos em gemas de curaué é obtido com NaOCl a 2%

por 10 minutos.

2.5.2 Estabelecimento e desenvolvimento de gemas axilares de curaud

® A adig¢do de GAs; em meio de cultura MS + 4.5 mg.L'I de BAP nas concentragdes

testadas € dispensével para estabelecimento e desenvolvimento de gemas axilares de

curaua.

® A adic¢do de 4,5 mg.L‘I de BAP em meio de cultura MS, no cultivo inicial de gemas

axilares de curaua tem papel importante no estabelecimento.

° O cultivo inicial por sete dias de gemas axilares de curaui em meio de cultura % MS,
¢ posteriormente para meio de cultura MS + 4,5 mg.L” de BAP permite as gemas,

maior percentagem de desenvolvimento.
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CAPITULO 3 EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE BAP
(6-BENZILAMINOPURINA ) NA INDUCAO DE BROTOS “/N VITRO” DE CURAUA
(Ananas erectifolius L.B. Smith)

3.1. RESUMO

O trabalho objetivou avaliar o efeito de diferentes concentragdes de BAP na indugio de
brotos de curaud, a partir de segmentos caulinares de 4,0 cm provenientes de plantas
cultivadas “in vitro”, Trés explantes, dos quais foram retirados os excessos foliares e a gema
apical, foram inoculados em frascos contendo 15 mL de meio de cultura MS liquido
suplementado com 3,0; 3,5; 40e4,;5 mg.L'l de BAP, totalizando quatro tratamentos. Para
cada tratamento foram utilizados 30 explantes, constituindo cento e vinte no total. Foram
realizadas avaliacSes aos 60, 75 e 90 dias observando o ntimero de brotos = 0,5 cm, apés os
quais, foi observado que o tempo para indugdio de brotos de curaud ocorreu de maneira
-~ eficiente até aos 90 dias, o maior niimero de indugéo de brotos ocorreu na presenca de 3,0

mg.L” de BAP e que BAP acima de 3,0 mg.L"! reduziu a taxa de indugdo de brotos de
curaud.

ABSTRACT

The research objectified to evaluate the effect of different BAP concentrations in the curaua
shoots induction of stem segments of 4,0 cm proceeding of in vitro cultivated plants. Three
explants, of which had been removed the leaf excesses and the apical bud, had been
inoculated in bottles contends 15 mL of culture medium MS in liquid state supplemented with
3,0; 3,5; 4,0 and 4,5 mg.L"! of BAP, totalizing four treatments. For each treatment had been
used 30 explants, constituting one hundred and twenty in the total. Evaluations to 60, 75 and
90 days had been carried through, observing the shoots number > 0,5 cm, after which, was
observed that the the time for induction of curaua shoots occurred in efficient way until the 90
 days, the biggest number of shoots induction occurred in the presence of 3,0 mg.L™” of BAP
and that BAP above of 3,0 mg.L™" reduced the tax of curaua shoots induction
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3.2 INTRODUCAO

O principal objetivo da fase de multiplicagdo € produzir o maior niimero de plantas
possivel no menor espago de tempo. Além das altas taxas de multiplicagfo sdo essenciais a
qualidade e a homogeneidade das partes aéreas produzidas (GRATTAPAGLIA E
MACHADO, 1998).

As citocininas tém como principal fungfo a divisdo celular e de acordo com Cid
(2000), sua utilizagdo para multibrotagdo de gemas axilares ou apicais de plantas lenhosas ou
herbaceas ¢ de elevada importancia.

Os reguladores de crescimento podem ser utilizados isoladamente como relatado por
Barboza e Caldas (2001) que utilizaram BAP para regeneragio de brotos estiolados de
abacaxizeiro ou em associa¢@o com outros reguladores de crescimento, como ANA, proposto

eficientemente por Guerra et al. (1999) para multibrotagdo das cultivares de abacaxizeiro
.' ‘Primavera’ e ‘Perolera’e por Lemos et al. (1998) ao pesquisar a mesma espécie utilizando a
cultivar ‘Cabeca-de-on¢a’. Os autores observaram maior proliferagdo de brotos com a
interagfio proporcionada entre os dois reguladores de crescimento supracitados.

Ao basear-se em citagdes de outros pesquisadores, Piza, Lima e Brasil (2001)
reportam o fato de que o conjunto de dois ou mais grupos de reguladores de crescimento,
pode vir a maximizar a proliferacdo de brotos.

O trabalho objetivou avaliar o efeito de diferentes concentragdes de BAP na indugio
de brotos de curaud, a partir de explantes provenientes de plantas cultivadas “in vifro” com a

finalidade de aprimorar o processo de micropropagacio da espécie.

3.3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia de Plantas da Embrapa
Amazdnia Oriental, Belém-PA. Os explantes foram obtidos de plantas cultivadas “in vitro”,
as quais apresentavam de 4 a 5 folhas, estimando-se uma gema a cada insercéo foliar (Figura
9) e inoculados em meio de cultura MS liquido suplementado com BAP a 3,0; 3,5; 4,0 € 4,5
mg.L'l, em frascos de 200 mL com 15 mL de meio de cultura para cada tratamento. Em cada
frasco foram inoculados trés explantes constituidos de segmentos caulinares de 4,0 cm, dos
quais foram retirados os excessos foliares e a gema apical com bisturis e pingas estéreis,

constituindo frinta explantes por tratamento, totalizando cento e vinte. Os tratamentos
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testados foram: MS + 3,0 mg.L"' de BAP; MS + 3,5 mg.L" de BAP; MS + 4,0 mg.L"' de
BAP e MS +4,5 mg.L"' de BAP.

Os procedimentos de inoculagio de explantes e armazenamento dos cultivos em sala
de crescimento foram os mesmos adotados nos experimentos anteriores. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com medidas repetidas em relagdo ao tempo;
foram utilizados quatro tratamentos e cinco repeti¢des, onde cada repeticdo foi constituida
por dois frascos, totalizando 10 unidades experimentais por tratamento.

Os dados corresponderam ao niimero de brotos > 0,5 cm de comprimento aos 60, 75
e 90 dias. A cada avaliacdo extrairam-se as médias de inducio dos brotos por repeticdo, as
quais foram submetidas, sem transformagcdo, a andlise de variiincia, ao teste de ‘Tukey’ para
comparagdo de médias em fungdio do tempo e da concentragdo de BAP e de regressdo para

avaliar a capacidade regenerativa dos brotos em fungo da concentracdo de BAP.

FIGURA 9 - Plantas assépticas doadoras de explantes. Embrapa Amazonia Oriental, Belém-
PA, 2003.

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes as médias de indugdo de brotos de curaui em funcdo do tempo
destinado as avaliagGes e da concentracio de BAP foram obtidos ao longo de 90 dias. De
acordo com andlise de varidncia (Tabela 6), foram observadas diferencas altamente
significantes entre os quatro tratamentos testados em relagio ao tempo (F=83,07; p<0,001)e
concentragdo de BAP (F=5,64; p=0,008). O coeficiente de variacdo obtido, 11,63%, indica

que houve um controle adequado das condigcdes experimentais As médias de inducdo de



44

brotos foram submetidas ao teste de ‘Tukey’, foram observadas diferengas entre todos os

tratamentos em relagdo ao tempo destinado as avaliagdes e em fun¢fo da concentragio de

.BAP foi observada diferenca entre os tratamentos que utilizaram 3,0 mg.L 1e 4,5 mg.L'l.

Aos 60 dias, a média de induc8o de brotos obtida por repeti¢io foi de 22,08; aos 75 dias
houve um crescimento para 31,53 e ao final de 90 dias, foi observada a média de 35,93
brotos. Em relag@io a concentragio de 3,0 mg.L' de BAP foi obtida média de indugdo de
brotos igual a 36,67, média de 30,10 com 3,5mg.L" de BAP: 29,13 com 4,0 mg.L"' de BAP e
com 4,5 mg.L"! de BAP obteve-se a menor média de indugdo de brotos (23,47) (Tabela 7). Os

resultados foram submetidos 4 analise de regressdo (Figura 10).

TABELA 6 - Resumo da Anélise de Variancia para média de indug@o de brotos de curaud em
fungdo das concentragdes de BAP e tempo. Embrapa Amazonia Oriental, Belém-PA, 2003.

Fonte de variagio GL S.Q. Q. M. F PR>F
Concentragio de BAP 3 1318,211 439,403 5,636 0,008
Residuo (A) 16 1247,269 77,954

Tempo 2 2003,570 1001,785 83,067 0,000 **
BAP x Tempo 6 129,018 21,502 1,783 0,134™
Residuo (B) 32 385,939 12,060

Total 59 5084,007

Meédia geral : 29,84
C.V(®) : 11,63

**, ns - altamente significante e no significante, (P<0,01; P>0,05), respectivamente pelo teste F

TABELA 7 - Médias de indugiio de brotos de curaui por repeti¢do cultivados em meio de

cultura MS em diferentes concentra

¢Oes de BAP e intervalos de tempo. Embrapa Amazdnia

Oriental, Belém-PA, 2003.
Tempo (dias) Concentragéo de BAP (mg.L™")
3,0 3.5 ) 45  Media Total
Média de nimero de brotos
60 30,40 20.10 20,90 1690  22.08a
TS 39,12 33,30 31,10 22,60 3153 b
90 40,50 36,90 35,40 30,90 3593 ¢
Total global 36,67 a 30,10 ab 29,13ab  2347b 29,84

* médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de “Tukey’
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Houve uma tendéncia no aumento da média de indugdo de brotos entre os 60 e 90
dias, demonstrando ser nesse trabalho, o periodo em torno de 90 dias, como a fase maxima de
proliferagdo de brotos de curaud; Rios (2002) obteve maior taxa de prolifera¢do de brotos de
curaud em meio de cultura MS liquido acrescido de BAP aos 90 dias. Guerra et al. (1999)
ressaltam a importncia de se compatibilizar o tempo de cultivo e a taxa de proliferacio de
brotos que associados a outros fatores contribuem para um processo de micropropagacio bem
sucedido. Estes autores obtiveram maior taxa de produgdo de brotos de abacaxizeiro, cultivar
‘Perolera’ em meio de cultura MS liquido, apés um periodo de cultivo de 49 dias.

A espécie e o tipo de explante respondem de formas diferentes a agdo dos diversos
tipos de reguladores utilizados em culturas “in vitro” (PIZA, LIMA E BRASIL, 2001), de
acordo com Rogalski, Guerra e Silva (2003) para o uso pritico da micropropagacgdo é
necessario otimizar as condigdes de cultura para cada espécie e/ou variedade.

Efetuou-se a andlise de regressio para média de indugdo de brotos de curaud em
funcdo da concentragdo de BAP, conforme Guerra et al. (1999) o modelo linear foi o0 mais

adequado para explicar a taxa média de desenvolvimento dos brotos (Figura 10).

\

y=-8,1173x+ 60,283

Meédia de brotos
e = 8 8 &

R®=0,9372
2,5 3 3,5 4 4,5 5
Concentragiio de BAP (mg.L™")

FIGURA 10 - Efeito de diferentes concentragdes (mg.L™") de BAP na média de inducdo de
brotos de curaud em meio de cultura MS liquido. Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém-PA,
2003.

Pode-se observar (Figura 10) que a linha de regressdao mostrou tendéncia linear
decrescente; 4 medida que se aumentou a concentragdo de BAP , diminuiu a emissdo de
brotos, indicando que ocorreu uma inibi¢do, e que provavelmente em concentracdes menores
poderia ocorrer maior emissdo de brotos. O tratamento com 3,0 mg.L"' de BAP foi o mais

eficiente com média de 36,67 brotos/repeticéo, correspondendo “a aproximadamente 12,22
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brotos/explante (= 0,5 cm), similar ao obtido por Guerra et al. (1999) com média de 14,1
 brotos/explante para abacaxizeiro cultivar ‘Primavera’ e ‘Perolera’ em meio de cultura MS
liquido, suplementado com ANA e BAP. Rios (2002) obteve média de 19,88 brotos/explante
de curaud em meio de cultura MS liquido suplementado com 4,5 mg.L™" de BAP.

O uso de citocinina estimula maior produ¢do de partes aéreas até determinada
concentra¢do, mas seu excesso € toxico (GRATTAPAGLIA E MACHADO, 1998); os
mesmos autores citam a vitrificagio, como um dos sintomas que mais caracteriza a toxidez
(CORDEIRO, 2002), tal sintoma € conceituado por Pasqual et al. (1991) como o aspecto
brilhante ou vitreo apresentado por algumas plantas obtidas “in vitro”, embora n#o tenha sido
observado neste trabalho.

Os resultados deste trabalho contrariam os obtidos por Rios (2002) que observou em
brotos de curaud em meio de cultura MS liquido maior proliferacio a4 medida que se
aumentou a concentragéo deste regulador de crescimento, obtendo maior produtividade para o

uso de BAP na concentragdo de 4,5 mg.L"; é provavel que o genétipo da planta tenha
 interferido diretamente nesta divergéncia de resultados, pois conforme Harbage e Stimart®
(1996 citados por PEDROTTI E VOLTOLINI, 2001), o genétipo determina diferentes
respostas nos diferentes estigios da micropropagacio; além da idade e atividade fisiolégica da
planta-matriz.

Alguns autores citam que o explante ndo deve ser submetido a muitos subcultivos,
pois entre outras conseqiiéncias pode ocorrer alteracdio celular a nivel nuclear,
comprometendo a citocinese, o que pode vir a causar modificagdes da capacidade
regenerativa da planta e, por conseguinte, varia¢do somaclonal.

Altas concentragdes de BAP foram também utilizadas com sucesso por Marciani-
Bendezu, Pinto e Pasqual (1990) para proliferagéio de brotos de abacaxizeiro cultivar ‘Smooth
Cayenne’ em meio de cultura MS solidificado com 4gar a 0,6%, suplementado com 5,0
mgL" de BAP. A utilizagio de baixas concentragdes de BAP em algumas espécies

apresentou resultados satisfatérios como descrito por Braga et al. (2003) que obtiveram
. maiores taxas de multiplicacdo de brotos de Ananas bracteatus em meio de cultura MS
acrescido de 1,0 mg.L"' de BAP.

3 HARBAGE, J.F; STIMAT, D.P. Effect of pH and 'H-indol-3 butyric acid (IBA) on rooting of apple

microcuttings. Journal of the American Society for Horticultural Science, Alexandria, V.121, n.6, p.1049-
1053, 1996.
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Através de observacdo visual € possivel identificar que o tratamento com meio de
cultura MS suplementado com 3,0 mg.L"'de BAP proporcionou maior desenvolvimento dos

brotos em comprimento (Figura 11 A), todavia ndo foi realizada anélise estatistica para esta

varidvel de resposta.

FIGURA 11 - Brotos de curaud aos 90 dias em meio de cultura MS liquido
suplementado com BAP a 3,0 (A), 3,5 (B), 4,0 (C) e 4,5 rng.L'I (D), respectivamente.
Embrapa Amazo6nia Oriental, Belém-PA, 2003. :

3.5. CONCLUSOES

¢ O tempo para indugdo de brotos de curaué ocorre de maneira eficiente até aos 90 dias.

e O maior nimero de indugdo de brotos ocorre na presenga de 3,0 mg.L"' de BAP.

e BAP acima de 3,0 mg.L" reduz a taxa de indugdo de brotos de curau4.
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CAPITULO 4 CRESCIMENTO DE BROTOS DE CURAUA “IN VITRO” E
ACLIMATIZACAO

 4.1. RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia dos meios de cultura MS e 2 MS, liquidos, sem
regulador de crescimento, no crescimento, multibrotagdo e emissdo de raizes de brotos de
curauda, bem como, o efeito de substratos no crescimento de mudas de curaua. Para o
crescimento foram utilizados como explantes, tufos de curaué constituidos por cinco brotos
sem a presenga de raizes e obtidos assepticamente, os quais foram inoculados individualmente
nos meios de cultura MS e % MS, liquidos. Ap6s 35 dias, foi observado que ambos 0s meios
de cultura podem ser utilizados para o crescimento de brotos de curaud; durante a fase de
crescimento e enraizamento houve indugfio de novos brotos, principalmente, em meio de
cultura MS; o meio de cultura MS foi o0 mais favoravel a indugfo de raizes nos brotos do que
o meio de cultura % MS. Para aclimatiza¢do, foram utilizadas cento e vinte plantas de curaua
com aproximadamente 9,0 cm de comprimento, enraizadas, provenientes de meio de cultura
MS, foram transferidas para cinco bandejas plasticas descartéveis, constituidas por 24 c€lulas.
Cada bandeja correspondeu a um tratamento de substrato, assim distribuidos: p6é de coco; po
de coco + cama de galinha; fibra de coco; p6 de coco + esterco bovino e fibra de coco + p6 de
coco. A combinagéio de substratos correspondeu & propor¢@o volumétrica de 1:1. Através de
avaliagBes quinzenais ao longo de 60 dias foi observado que o substrato pé de coco + fibra de
coco na propor¢do volumétrica de 1:1 foi o mais eficiente na aclimatizagdo de plantas de
* curaud obtidas “in vitro”; o tempo adequado para crescimento das plantas de curaud em
- bandeja foi estatisticamente previsto para 65 dias de cultivo e todos os substratos utilizados
permitiram 100% de sobrevivéncia das plantas de curaud aclimatizadas originadas “in vitro”
para formagao de mudas.

ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the influence of the culture mediums MS and 2
MS, liquids, without growth regulator, in the growth, shoots multiplication and roots emission
of curaua shoots, as well as, the substrates effect in the growth of curaua plants. For the
growth had been used as explants, of curaua tufts constituted by five shoots without the
presence of roots and gotten asepticly, which had been inoculated, individually in the culture
mediums MS and % MS, liquids. After 35 days, it was observed that both the culture medium
can be used for the growth of curaua shoots; during the phase of growth and rooting it had
induction of new shoots, mainly, in culture medium MS; the culture medium MS was most
favorable to the induction of roots in the shoots of that the culture medium 2 MS. For
acclimatization had been used one hundred and twenty curaua plants with approximately 9,0
cm of length, roots taken, proceeding from culture medium MS, had been transferred to five
dismissable plastic trays, constituted of 24 cells. Each tray corresponded to a substrate
" treatment, thus distributed: coconut dust; coconut dust + hen bed; coconut fiber; coconut dust
+ bovine manure and fiber of coconut + coconut dust. The substrate combination
corresponded to the volumetric ratio of 1:1.Through biweekly evaluations throughout 60 days
was observed that the substrate coconut dust + coconut fiber in the volumetric ratio of 1:1 it
was most efficient in the acclimatization of curaua plants gotten in vitro; the time adjusted for
growth of curaua plants in tray was statisticly foreseen for 65 days of culture and all the used
substrates had allowed 100% of survival of the aclimatized curaua plants originated in vitro
for formation of plants.
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4.2 INTRODUCAO

A etapa subseqiiente 4 multiplicagdio corresponde ao crescimento dos brotos e de
acordo com Grattapaglia e Machado (1998) pode-se observar também nesta etapa a formagéo
de raizes adventicias nas partes aéreas dos explantes. Os mesmos autores comentam que o
enraizamento de espécies herbaceas é geralmente facil.

Algumas espécies necessitam neste estigio de reguladores de crescimento como
suplemento ao meio de cultura, enquanto que em outras, tal suplemento ¢ desnecessario,
observando-se 0 mesmo em relagdo a etapa de enraizamento.

Em pesquisas com abacaxizeiro micropropagado, Piza, Lima e Brasil (2001)
verificaram o efeito benéfico da interagdo de BAP e ANA para o crescimento de brotos;
ressalta-se que o uso de giberelinas é mais freqiientemente relatado em pesquisas sobre
alongamento de brotos, pois um dos efeitos fisiolégicos basicos da giberelina exdgena em
planta ¢ a aceleragfio do crescimento caulinar (MATSUMOTO, 2000).

Em estudos com curaud, Lameira et al (2000) relatam que esta espécie pode alongar-
- se sem a necessidade de reguladores de crescimento, sendo o mesmo observado na fase de
enraizamento. Grattapaglia ¢ Machado (1998) comentam que os tipos e concentracbes de
auxinas s&0 os fatores que em geral mais influenciam o enraizamento; estes mesmos autores
explicam que meios liquidos tendem a estimular a formagdo de um sistema radicular mais
completo.

Apos obtengdo da planta completa (parte aérea + raiz) ocorre o transplantio (embora
para algumas espécies seja mais viavel a emissdo de raizes “ex vitro”) que envolve a
transferéncia da planta da condigdo “in vitro” para casa de vegetagdo, onde é submetida a
uma fase de aclimatizagdo e endurecimento (GRATTAPAGLIA E MACHADO, 1998),
adaptando-se as condi¢des ambientais de cultivo (FAUTH et al., 1994), com o uso de
substratos mineral-organicos apropriados (USBERTI FILHO et al., 1995).

Alta taxa de sobrevivéncia, obtida em plantas aclimatizadas “ex vitro”, depende do
correto tratamento providenciado durante o processo da transi¢io “in vitro” para “in vivo”
- (CALVETE, KAMPF E SUZIN, 2002).

Os substratos sfo utilizados isoladamente ou em diversas combinagdes, como
demonstram as pesquisas desenvolvidas por Guerra et al. (1999) e Weber et al. (2003) para

aclimatizacio de plantas de abacaxizeiro obtidas “in viro”. Processo completo de
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micropropagagiio de curaua envolvendo desde a fase inicial até a aclimatiza¢do de plantas e

cultivo no campo em escala comercial foi obtido por Lameira, Reis e Cordeiro (2003).

Quatro fungdes basicas sdo atribuidas aos substratos: propiciar suporte ou ancoragem

- para a planta; proporcionar suficiente porosidade de modo a permitir o ingresso de oxigénio e

o escape de gas carbdnico e etileno produzidos durante a respiragfio das raizes; propiciar
alguma reserva de 4gua para as plantas e suprir a planta com nutrientes (TAVEIRA, 1996).
Algumas espécies necessitam de autoclavagem prévia do substrato, contudo, Guerra e
Nodari (2003) comentam que para abacaxizeiros obtidos “in vitro” este procedimento ¢
dispensavel. Uma vez retiradas as plantas das condi¢es “in vitro” ,ap6s cerca de 30 dias, as

mudas podem ser comercializadas em bandejas utilizadas para aclimatizag&o.

O trabalho teve como objetivos avaliar a influéncia dos meios de cultura MS e 2 MS
liquidos, sem regulador de crescimento para crescimento, multibrotacdo e emisséo de raizes
de brotos de curaua assépticos e avaliar o efeito de diferentes tipos de substratos na fase de

aclimatizacéo.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Crescimento de brotos de curaua “in vitro”

O experimento foi conduzido no Laboratério Bionorte - Tecnologia de Plantas em
Benevides-PA. Os explantes utilizados foram tufos de curaua constituidos por cinco brotos

sem a presenca de raizes e obtidos assepticamente, os quais foram inoculados nos meios de

cultura MS e % MS, liquidos. Para cada frasco de 200 mL foram distribuidos 10 mL de meio

de cultura, a metodologia para inoculacio e condi¢des de cultivo dos explantes foram as
mesmas adotadas nos experimentos anteriores. Extraiu-se a média de tamanho dos brotos por
tufo para cada frasco no momento da instalagdo do experimento, utilizando-se como

referéncia o broto de maior comprimento e o broto de comprimento intermedidrio entre o

~ maior e 0 menor.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dois tratamentos e
quinze repeti¢des, totalizando 30 unidades experimentais, onde cada tratamento constou de

quinze frascos com um tufo de brotos cada.
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Os dados foram coletados na montagem do experimento e apds 35 dias. Para analise
de variancia da varidvel de resposta, média de comprimento de brotos ndo foi utilizado
transformacgdo; para a variavel de resposta, média de brotos > 0,5 cm de comprimento por
 repeticéo foi utilizado VX + 0,5, onde x corresponde ao nimero de brotos; para a variavel de

resposta, emiss#o de raizes, utilizou-se o percentual.

4.3.2 Aclimatizacdo de plantas de curaua obtidas “in vitro”

O experimento foi conduzido no Laboratério Bionorte, Benevides-PA. Cento e vinte
plantas de curau4 com aproximadamente 9,0 cm de comprimento, enraizadas, provenientes de
meio de cultura MS foram transferidas para 5 bandejas plésticas descartaveis de 36 cm x 27
cm constituidas por 24 células de 6,0 cm x por 4,0 cm, cada, distribuidas em 6 fileiras
verticais com 4 células. Em cada célula apresentando 4 orificios no fundo para drenagem da
agua foi inserida uma planta, totalizando 24 por tratamento. Cada bandeja correspondeu a um
tratamento de substrato, assim distribuidos: p6 de coco; p6 de coco + cama de galinha; fibra
"de coco; p6 de coco + esterco bovino e fibra de coco + pdé de coco. A combinag@o de
substratos correspondeu a proporg¢do volumétrica de 1:1.

As plantas apresentando raizes, apds retiradas dos frascos foram abundante e
cuidadosamente lavadas com é4gua corrente para retirar o residuo do meio de culutra MS,
transplantadas para as bandejas com os respectivos substratos predeterminados e armazenadas
de forma a ficarem suspensas do solo por aproximadamente 50,0 cm em ambiente de telado,
sob nebulizaggo.

Através de avaliagdes quinzenais ao longo de sessenta dias extraiu-se o comprimento
das plantas, a partir da por¢éo basal em contato com o substrato até o 4pice da folha de maior
comprimento, considerou-se a 1?. fileira por bandeja como parcela amostral. A varidvel de
resposta, sobrevivéncia de mudas foi avaliada aos 60 dias atribuindo-se o percentual.

O delineamento estatistico adotado foi inteiramente casualizado com cinco
tratamentos, constituindo cinco unidades experimentais, cada unidade experimental
 constituiu-se de 24 células por bandeja, onde cada parcela foi formada por quatro células
contendo uma planta cada. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia, ao teste T para

comparacdo de médias e a analise de regressfo, esta em fun¢@o do tempo.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Crescimento de brotos de curaua “in vitro”

Através de andlise de varidncia, foi observado (Tabelas 8 e 9) para média de
comprimento de brotos que ndo houve diferenga significante em fungfio dos meios de cultura
estudados (Teste F=1,53; p=0,227), sendo obtidas as médias de 2,82 e 3,15 cm,
respectivamente, para meio de cultura MS e meio de cultura % MS (Figura 12). Contudo, em
relagdo ao tempo de observagdo, houve um aumento altamente significante (Teste F=67,40;
p<0,001), entre o inicio e o final do experimento, sendo obtidas as médias de 2,61 e 3,37 cm,
respectivamente, confirmando os resultados obtidos por Lameira, Reis e Cordeiro (2003) em
suas pesquisas com curaud, que obtiveram bons resultados para o crescimento desta espécie
em meio de cultura MS, sem regulador de crescimento, da mesma forma que Lemos et al.
(1998), que utilizaram meio de cultura MS para crescimento e enraizamento (sem regulador
de crescimento) de brotos de abacaxizeiro, resultando em plantas com caracteristicas

morfologicas e genéticas semelhantes as plantas-matrizes. E provavel que este desempenho
: seja caracteristico do género. O coeficiente de variagfo obtido de 12,00 % indica que o

experimento apresentou controle adequado.

TABELA 8 - Resumo da Analise de Varifncia para média de comprimento de brotos de

curaud em fungdo dos meios de cultura MS e % MS liquidos, ao longo de 35 dias. Bionorte,
Benevides-PA, 2004.

Fonte de variacdo GL S.Q. Q. M. F PR>F
Tratamentos 1 1,584 1,584 1,527 0,227
Residuo (A) 28 29,063 1,037

Tempo 1 8,626 8,626 67,390 0,000
Trat. x Tempo 1 0,051 0,051 0,398 0,534™
Residuo (B) 28 3,604 0,128

Total 59 42,928

Média geral: 2,99 cm
C.V(%): 12,00
*¥, ns - altamente significante e ndo significante, ( P<0,01; P>0,05), respectivamente pelo teste F



55

TABELA 9 - Médias de comprimento e de brotos e emissdo de raizes em brotos de curaua
nos meios de cultura MS e Y2 MS, liquidos ao longo de 35 dias. Bionorte, Benevides-PA,
2004. -

Meio de cultura ~ Média de comprimento Média de brotos/repeticdo Emissao de raiz (%)

de brotos
(cm)
MS 2,82a 10,22 a 66,6 a
s MS 3;15a 6,34 b 26,6 b

* Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste F.

FIGURA 12 - Brotos de curaud em fase de crescimento nos meios de cultura MS (A) e ¥2 MS
(B), liquidos, ao longo de 35 dias. Bionorte, Benevides-PA, 2004.

De acordo com andlise de varidncia para a varidvel de resposta média de brotos > 0,5
cm de comprimento (Tabelas 9 e 10) foi observado diferenca altamente significativa (teste
F=10,54; p=0,003) com média de 10,22 e 6,34 brotos/repeticdo nos meios de cultura MS e
Y2 MS, respectivamente. E possivel que tenha ocorrido efeito residual do BAP utilizado na
fase de multiplicacdo, induzindo as plantas a emitirem novos brotos, nessa fase do cultivo “in
vitro” (PIZA, LIMA E BRASIL, 2001). O coeficiente de variacdo obtido, 18,87 %, demonstra
controle adequado das condi¢des experimentais.
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TABELA 10 - Resumo da Anilise de Variancia para média de brotos de curaua > 0,5 cm de
comprimento em fung¢do dos meios de cultura MS e % MS, liquidos apés 35 dias. Bionorte,
Benevides-PA, 2004.

Fonte de variagéo GL S.Q Q.M. F

PR >F

Tratamento 1 3258 3257 10,540 0,003
Residuo 28 8,644 0,309

Total 20 11,902

Média geral: 2,95
C.V (%): 18.87%
** altamente significante ( P<0,01) pelo teste F.

A emissdo de raizes foi observada em 66,6% dos tufos de brotos em meio de cultura
MS e em 26,6% dos tufos inoculados em meio de cultura % MS (Tabela 9). Da mesma forma,

Almeida, Matos e Souza (1997, 1998) observaram em estudos com brotos de abacaxizeiro

" cultivares ‘Primavera’ e ‘Pérola’ que ocorreu enraizamento em meio de cultura MS sem

acréscimo de reguladores de crescimento, enquanto que Santos et al. (2003) observaram que a

freqiiéncia e comprimento dos sistemas radiculares “in virro™ foram significativamente

maiores no meio de cultura MS, suplementado com 2,0 mg.L"™" de ANA para brotos de curaud.
Piza, Lima e Brasil (2001) relatam que mesmo na presenga de auxinas, altas concentragdes de
sais tendem a inibir todas as fases do enraizamento, particularmente as de crescimento de
raizes.

A utilizagdo da metade da concentragio de sais do meio de cultura MS, segundo
Grattapaglia e Machado (1998) tém na grande maioria das vezes, possibilitado melhor
enraizamento. Embora tal observagdo tenha sido relatada com mais freqiiéncia quando ocorre
em conjunto com a utilizagdo de reguladores de crescimento, em abacaxizeiro (PIZA, LIMA
E BRASIL, 2001) e Souza et al. (2003).
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4.4.2 Aclimatizacio de plantas de curaud obtidas “in vitro”

Através de andlise de varidncia foram observadas diferengas altamente significantes
entre o comprimento das plantas de curaud (F=7,62; p=0,001) em fungdo dos substratos
estudados (Figura 13) e em relagio ao comprimento das plantaé ao longo do tempo decorrido
para o crescimento (F=37,25; p<0,001), com média geral de 12,68 cm ao final de 60 dias. O
" coeficiente de variagio obtido, 3,25%, revela rigoroso controle das condigdes experimentais
(Tabela 11).

Na analise de regressdo ocorreu a formagéo de uma semiparabola (Figura 14), através
da qual mostrou-se evidente a proporcionalidade do comprimento das plantas em relagdo ao
tempo, desse modo, é possivel indicar que a média de comprimento das plantas de curaua
alcancard o maximo em torno de 65 dias, quando a média geral devera atingir 13,18 cm,
mesmo considerando a exaustio gradativa de nutrientes dos substratos testados ao longo do
periodo (FAUTH et al., 1994).

TABELA 11 - Resumo da Analise de Varidncia para comprimento das plantas de curaud em
funciio dos diferentes substratos testados, ao longo de 60 dias de cultivo. Bionorte,
Benevides-PA, 2004.

Fonte de variagio GL - S.Q. Q.M. F P>F
Substrato (S) 4 367,665 91,916 7,615 0,001“
Residuo (A) 15 181,044 12,069

Tempo (T) 3 18,887 6,295 37,248 0,000"
Subst. x Tempo 12 0,842 0,070 0,414 0,950™
Residuo (B) 45 7,621 0,169

Total 79 576,059

Média geral: 12,68 cm

C V%) 325

** ns - altamente significante e ndo significante, ( P<0,01; P>0,05), respectivamente
pelo teste F,
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i

A

FIGURA 13 - Plantas de curaud aos 60 dias em ambiente de telado. Da esquerda para
direita, os substratos correspondentes aos tratamentos: T1, T2, T3, T4 e T5. Bionorte,

Benevides-PA, 2004.

Onde: T1= p6 de coco; T2 = p6 de coco + cama de galinha; T3 = fibra de coco: T4 = p6 de coco + esterco bovino e T5 =
fibra de coco + p6 de coco.
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FIGURA 14 - Representagio gréfica e equagdo de regressio para efeito do tempo aos 15, 30,
45 e 60 dias para comprimento de plantas de curaud nos substratos estudados. Bionorte,
Benevides-PA, 2004,
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Alguns contrastes relevantes foram testados entre 0s substratos estudados apés

decorridos 60 dias (Tabela 12) para analisar as diferencas observadas.

TABELA 12 - Resultados da aplicagdo do teste T aos contrastes considerados relevantes

entre os substratos estudados, para média de comprimento dos brotos de curaud aos 60 dias.
Bionorte, Benevides-PA, 2004.

CONTRASTES SUBSTRATOS Valor Teste
do 15
Contraste ()

Média de comprimento dos brotos aos 60 dias - (cm)

Pe PC+CG FC  PC+EB FC+PC
12:95 13,08 14,05 9,70 16,28

PC * FC of +1 1,05 0,437 ™
PC * FC+PC = 41 3,18 0,031°

PC * PC+CG * PC+EB a2 +1 +1 -3,34 0,183 ™
PC+CG * PC+EB +1 | 2,56 0,002 **

Tratamentos: PC; PC + CG:; FC, PC + EB; PC + FC

Onde: PC= p6 de coco; FC= fibra de coco; CG= cama de galinha; EB= esterco bovino

*,ns - significante e nio significante (P< 0,05 e P> 0,05), **- altamente significante (P<0,01),
respectivamente pelo teste T,

Ao serem analisados os substratos po de coco e fibra de coco nos tratamentos em que
foram utilizados, isoladamente, ndo foi observado diferenca significante, contudo, ao analisar
os tratamentos pé de coco e pé de coco + fibra de coco em relagdo a adigéo da fibra ao po, a
diferenca foi significante, aumentando consideravelmente o crescimento das plantas,
confirmando os comentérios de Souza (2001) de acordo com o qual, os substratos
alternativos de origem vegetal tém sido recomendados para a producdo de mudas. Para
analise entre os tratamentos: p6 de coco: po de coco + cama de galinha e p6 de coco + esterco
bovino ndo houve diferenga significativa, optando-se pelo uso isolado do primeiro substrato.
A comparagfo entre os tratamentos po de coco + cama de galinha e pé de coco + esterco
- bovino apresentou diferenga altamente significante em favor do tratamento p6 de coco +
cama de galinha.

De um modo geral, os substratos testados expressaram diferenca significante por acio
dos tratamentos, revelando uma capacidade diferente de imprimir crescimento as plantas.

Ao final do experimento, foi observada a taxa de 100% de sobrevivéncia de mudas,
resultado similar foi obtido por Guerra et al. (1999) que obtiveram taxa de 95,5% de mudas

de abacaxizeiro sobreviventes apds aclimatizagdo em substrato, composto de casca de arroz
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carbonizada e solo arenoso. Enquanto que Fauth et al. (1994) obtiveram 80,34% de plantas de
abacaxizeiro sobreviventes 2 aclimatizagfio aos 57 dias em diferentes combinagdes dos

substratos: solo, xaxim, turfa, vermiculita, esterco bovino, areia e himus.

4.5 CONCLUSOES

4.5.1 Crescimento de brotos de curaua “in vitro”

®  Osmeios de cultura MS e % MS, liquidos podem ser utilizados para o crescimento de

brotos de curaua.

® Durante a fase de crescimento e enraizamento de brotos ha indugdo de novos brotos,

principalmente , em meio de cultura MS

e Omeio de cultura MS & mais favoravel & indugéo de raizes nos brotos do que o meio
de cultura % MS.

4.5.2 Aclimatizagio de plantas de curaus obtidas “in vitro”

® O substrato p6 de coco + fibra de coco na proporgdo volumétrica de 1:1 é o mais

eficiente na aclimatizagfio de plantas de curaus obtidas “in vitro”.

° O tempo adequado para crescimento das plantas de curau4 em bandeja ¢ de 65 dias de

cultivo.

° Todos os substratos utilizados permitem 100% de sobrevivéncia das plantas de curaua

aclimatizadas originadas “in vitro™ para formag&o de mudas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Estudos preliminares foram realizados para a execucfio deste trabalho que objetivou
~ identificar as condi¢des “in vitro” mais vidveis para assepsia e estabelecimento de gemas
axilares, observar os efeitos de diferentes concentragdes de BAP na indugio de brotos, testar a
influéncia dos sais para o crescimento de brotos, multibrotagdo e emissio de raizes e
identificar o substrato mais eficiente para aclimatizagdo com conseqiiente formagdo de mudas
de padrdo comercial.

A realizagdo de estudos para obtengdo de pequengs brotos (rosetas) a partir de gemas
axilares assépticas € necesséria para acelerar o processo de micropropagagio.

Os resultados obtidos sinalizam os passos a serem seguidos em futuros experimentos
para otimizago das metodologias deseﬁvolvidas neste trabalho.

Descreve-se como metodologias eficientes para propagacdo “in vitro” de curaud, a
utilizagdio de gemas axilares como explantes, submetidas a assepsia com 4lcool a 70% por 5
minutos, seguido de hipoclorito de sédio a 2% por 15 minutos; estabelecimento das gemas em
meio de cultura MS acrescido de 4,5 mgL' de BAP; meio de cultura MS liquido
- suplementado com 3,0 mg.L" de BAP para indugdo de brotos ao longo de 90 dias; meio de
cultura MS liquido para crescimento de tufos de brotos e inducdo de raizes e para
aclimatizagdo, a combinagdo de substrato fibra de coco + p6 de coco, na proporgdo
volumétrica de 1:1 ao longo de 65 dias.

Em suma, a espécie Ananas erectifolius L.B. Smith, popularmente conhecida como
curaua, apresentou através dos resultados obtidos neste trabalho, adaptabilidade satisfatéria as
técnicas de cultura de tecidos utilizadas, comprovando-se ter potencial para o processo de

micropropagagio.



