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Benzilaminopurina e acido naftaleno acético na inducéo e multiplicagéo in vitro de gemas
de abacaxizeiro da cultivar ‘1AC Gomo-de-mel’

In vitro bud induction and multiplication of cv. ‘lAC Gomo-de-mel’ pineapple fruit with benzyl amino
purine and n aphthalene acetic acid

Chrystiane Borges Fraguas' Carolina Martins da Vitéria Dornelles'
Giuseppina Pace Pereira Lima'"™

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de
BAP (6-benzilaminopurina) e NAA (&cido naftaleno acético)
na inducéo, na multiplicagdo in vitro de gemas, nas brotacdes
de Ananas comosus da cultivar ‘IAC Gomo-de-mel’ e a
correlagdo desses efeitos com a atividade de peroxidase e o
teor de proteina sollvel total. Foram utilizadas gemas axilares
retiradas da coroa de frutos sadios, inoculadas em tubo de
ensaio contendo meio de cultura MS solidificado com agar a
5%, pH ajustado para 5,7, contendo os tratamentos que
incluiam diferentes concentracdes e combinagdes de BAP (0,
0,5,1,0 e 1,5mg L) e NAA (0, 0,5 e 1,0mg L™). Nessa fase, aos
65 dias, ocorreu a formagdo de 2,24 brotag0es, utilizando-se
1mg L* de BAP. Apés o desenvolvimento, as gemas foram
inoculadas em meio MS liquido associado a dois tratamentos
(1,0mg L* BAP + 0,5mg L* NAA e 1,0mg L* BAP + 1,0mg L*
NAA) e, aos 95 dias, o meio de cultura mais adequado foi
aquele que continha 1,0mg L* BAP + 0,5mg L NAA,
proporcionando 7,42 brotagbes, menor porcentagem de hiper-
hidricidade, maior nimero de brotacdes e indugdo de gemas.
As proteinas sollveis apresentaram relagdo negativa com hiper-
hidricidade e comprimento de brotacdes. A atividade da
peroxidase foi maior em plantas com maior nimero de brotos
e com maior porcentagem de hiper-hidricidade.

Palavras-chave: Ananas comosus, cultura de tecidos,
peroxidase, hiper-hidricidade.

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the
effects of BAP (6-benzyl amino purine) and NAA (naphthalene
acetic acid) on in vitro buds induction and multiplication on
Ananas comosus cv. ‘|AC Gomo-de-mel’ shoots and its
correlation with the peroxidase activity and soluble protein
content. Axillary buds were excised from the healthy fruits crown
and inoculated in MS solidified with agar at 5 % and pH
adjusted to 5.7 with the treatments that included different

concentrations and combinations of BAP (0, 0.5, 1.0 e 1.5mg
L) and NAA (0, 0.5 e 1.0mg L?). At, 65 days stage, 2.24
shoots were formatted using BAP 1mg L. After bud
development, which were inoculated in MS liquid medium
associated with two treatments (1.0 mg L* BAP + 0.5mg L*
NAA e 1.0mg L* BAP + 1.0mg L* NAA). At 95 days the medium
more appropriate was 1.0mg L* BAP + 0.5mg L* NAA,
providing 7.42 shoots and lower hyperhydricity percentage,
more shoots induction and buds. The total soluble proteins
showed negative relationship with hyperhydricity and shoots
length. The peroxidase activity was higher in plants with more
shoots and greater hyperhydricity percentage.

Key words: Ananas comosus, tissue culture, peroxidase,
hyperhydricity

INTRODUCAO

A cultivar de abacaxi ‘IAC Gomo-de-mel’ ou
abacaxi-de-gomo ¢ originaria da China e provavelmente
¢ resultante de cruzamento natural. Ela foi introduzida
no Brasil, em 1991, e é especialmente recomendada para
mesa. As pesquisas com essa cultivar sdo recentes e,
até o momento, ndo ha referéncias sobre a sua
micropropagag¢do. Porém, para as cultivares mais
comuns, que vém sendo estudadas a mais tempo, varios
trabalhos sdo encontrados, o que pode auxiliar na
pesquisa da cultivar ‘TAC Gomo-de-mel’ (OMOKOLO
etal.,2001).

Usando a técnica de micropropagagao com
acultivar ‘Pérola’, foi possivel produzir 161.080 plantas
de abacaxi apos oito meses, partindo-se de apenas uma
planta com oito mudas e 10 gemas axilares cada
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(ALMEIDA et al., 2002). Essa quantidade ¢ suficiente
para o cultivo de abacaxi em uma area de 2,3ha, em um
sistema de plantio adensado (70.000 plantas ha)
(SANTANA et al., 2001). Esse grande ntimero de
plantas obtido por ALMEIDA et al. (2002) deve-se a
otimizagdo do protocolo de micropropagacao utilizando
omeio MS (MURASHIGE & SKOOG 1962) liquido com
1,5mg L' de BAP (6-benzilaminopurina), que resulta,
em média, em 2013,5 brotagdes por explante apos cinco
subcultivos. Isso demonstra que estudos sobre
multiplicag@o in vitro de abacaxi sdo viaveis
economicamente.

A aplicacdo de reguladores vegetais, como
as auxinas e as citocininas, ¢ fundamental para promover
maior taxa de multiplicagio (MACEDO et al., 2003).
Esses reguladores podem estar relacionados a
hiperhidricidade (GEORGE, 1996) e esse efeito pode
ser vinculado a varia¢des na atividade da peroxidase
(SAHER etal., 2004). Assim, as peroxidases podem ser
tomadas como substancias indicadoras de processos
bioquimicos (DEBIASI et al., 2007), como divisédo
celular, crescimento, estresse, etc. (PENEL et al., 1979).
Outras substidncias mostram alteragdo nessas
condigdes, como as proteinas. Geralmente, altos niveis
de proteinas podem estar relacionados a taxa de divisdo
mitodtica, pois a sintese de novas proteinas acarreta
mudangas morfoldgicas e bioquimicas durante as fases
de crescimento ¢ desenvolvimento (FRANCK et al.,
2004).

Este trabalho teve como objetivo avaliar
concentragdes de BAP e NAA (acido naftaleno acético)
na indugdo e na multiplicagdo in vitro de gemas de
Ananas comosus da cultivar ‘IAC Gomo-de-mel’ e
correlagdo dessas concentracdes com a atividade de
peroxidase ¢ o teor de proteina solavel total, como
possiveis marcadores bioquimicos de hiperhidricidade.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas gemas axilares retiradas da
coroa de frutos sadios da cultivar ‘IAC Gomo-de-mel’.
Apos a retirada, as gemas foram desinfestadas em
camara de fluxo laminar, por imersdo em hipoclorito de
sodio comercial (2 a 2,5% de cloro ativo), a 30%, por 20
minutos, sucedida por trés enxagiies em agua destilada
e autoclavada. Em seguida, foram inoculadas em tubo
de ensaio contendo meio de cultura MS solidificado
com agar a 5%, pH ajustado para 5,7, contendo as
combinag¢des de concentragdes de BAP (0, 0,5, 1,0 e
1,5mg L) e NAA (0, 0,5 e 1,0mg L), conforme o
tratamento. Os frascos contendo os explantes foram
mantidos em sala de crescimento com irradidncia em
torno de 35uM m? s, temperatura de 27£1°C e
fotoperiodo de 16 horas.

Apos 65 dias, avaliaram-se o nimero € o
comprimento das brotagdes e a porcentagem de
hiperhidricidade. A partir dessas avaliagdes, foram
selecionados os melhores tratamentos para a
proliferacdo das brota¢des: 1,0mg L' BAP +0,5mg L'
NAAe 1,0mg L' BAP+1,0mg L' NAA. As brotagdes
foram individualizadas, seccionadas e transferidas para
meio MS liquido, contendo os tratamentos, em frascos
com capacidade para 200mL, por mais 30 dias. Ao final
de 95 dias de cultivo, foram coletadas amostras
(brotagdes) para a analise de peroxidase e proteina
soluvel, sendo também avaliados o nimero e o
comprimento de brotacdes e a porcentagem de
hiperhidricidade.

As analises da atividade da peroxidase (EC
1.11.1.7) foram realizadas de acordo com método
descrito em DEBIASI et al. (2007). Sobrenadantes
(extrato bruto) foram obtidos a partir da
homogeneizagdo de amostras de tecido fresco em
tampdo fosfato 0,2M pH 6,7 gelado e centrifugados a
4°C. Foram utilizados, para determinagao da atividade,
20mM de perdxido de hidrogénio, 4mM de
aminoantipirina e 10mM de fenol, sendo os resultados
expressos em (umol de H O, decomposto g min.™").
Os teores de proteinas totais soliveis foram
determinados de acordo com BRADFORD (1976).

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente ao acaso, em fatorial 4x3, com quatro
repetigdes e cinco plantas por parcela. Para as analises
bioquimicas, utilizaram-se cinco repeti¢des com uma
planta por parcela. Os fatores foram analisados por
meio de regressao polinomial ou pelo teste de médias
Skott-Knott, com o software estatistico Sisvar
(FERREIRA, 2000), usando 5% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s 12 dias da inoculagdo das gemas,
observou-se o inicio do desenvolvimento da parte
aérea. Aos 65 dias, ndo houve interagdo entre as
concentragdes de NAA ¢ BAP no numero de
brotagdes. Houve apenas o efeito simples de BAP para
esse parametro. Para comprimento das brotagdes,
houve interacdo significativa entre os reguladores
vegetais, indicando o efeito correlacionado dos fatores.
Nao houve diferenga significativa aos 95 dias para
numero de brota¢des; porém, pelo teste de Skott-Knott,
observou-se diferenga significativa para comprimento
das brotacdes. Houve diferenca significativa para
porcentagem de brotagdes hiperhidricas, aos 65 e aos
95 dias de cultivo in vitro.

Maior nimero (2,32) de brotagdes ocorreu
na concentragdo de 1,29mg L' de BAP (Figura 1A),
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Figura 1 - Namero (A) e comprimento de brotagdes (B) de abacaxizeiro ‘IAC Gomo-de-mel’ cultivadas in vitro por 65 dias sob
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aos 65 dias. Pouca diferenca foi verificada quando se
utilizou 1mg L' dessa citocinina (2,24 brotagdes). BAP
¢ uma das citocininas mais utilizadas na inducdo de
brotos (parte aérea) e essencial para o estimulo inicial
do desenvolvimento dos &pices caulinares (MALIK et
al., 2005). Geralmente, o nivel de citocininas ¢ alto em
tecidos com capacidade mitotica, sendo necessarias
para manter o ciclo de divisdo celular e podendo estar
envolvidas na promog¢do da diferenciagdo celular
(WERNER etal.,2001).

Para a cultivar ‘Cayenne’, as concentragoes
de 4mg L' de BAP ¢ 6mg L' de cinetina foram as
melhores para a indugdo de brotagdes (OMOKOLO et
al., 2001), enquanto que 1,5mg L' de BAP foi a melhor
concentragdo para o estddio de multiplicacdo
(ALMEIDA etal., 2002), diferentemente do encontrado
neste trabalho para a cultivar ‘Gomo-de-mel’. As
diferengas relatadas podem estar relacionadas com a
composi¢cdo do meio nutritivo utilizado na
micropropagagdo de abacaxizeiro e com a variabilidade
genética apresentada pelas diferentes cultivares.

Brotagdes cultivadas no meio MS, na
auséncia de reguladores, apresentaram maior
comprimento (Figura 1B), porém ndo houve proliferagdo
de brotos, sendo, portanto inviavel de utilizar para fins
de micropropagacdo. Com o aumento das
concentragdes de BAP, ocorreu diminui¢dao no
comprimento das brotagdes, para todas as
concentracdes de NAA utilizadas. Resultado
normalmente observado por diversos autores
(MACEDO etal., 2003; FRAGUAS etal., 2004). BAP
tem sido eficaz para promover a multiplicagdo em

diversas espécies e parece responsavel pela
multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de gemas
adventicias, além de ser a citocinina mais barata de
todas. Porém, seu excesso é toxico e caracteriza-se,
principalmente, pela falta de alongamento das culturas,
pela reducdo no tamanho das folhas, pelo encurtamento
dos entrenés, pelo engrossamento exagerado dos
caules e pela hiperhidricidade generalizada, o que leva
a problemas sérios na fase de enraizamento
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Utilizando-se o meio MS + 1,0mg L' BAP +
0,5mg L' NAA, verificou-se uma média de 0,53 cm de
comprimento das brotagdes, enquanto que a
combinagdo de MS + 1,0mg L' BAP + 1,0mg L' NAA
proporcionou uma média de 0,61cm (Figura 1B). As
menores brotagdes ocorreram nos tratamentos que
continham 1,5mg L' de BAP, independentemente da
concentragdo de NAA utilizada (Figura 1B). Os
resultados revelaram relagdo inversa entre comprimento
e niumero de brotagdes.

O uso de BAP e NAA (1,0 e 0,5mg L,
respectivamente), aos 65 dias, apresentou como
vantagem um maior niimero de brotos. Entretanto, de
acordo MACEDO et al. (2003), tratamentos de
concentragdes intermediarias (BAP 0,5mg L' +0,25mg
L'deNAA) emenores (0,25mg L'BAP+0,12mg L' de
NAA) sdo os mais indicados para serem adicionados
ao meio de cultura devido a maior facilidade de
individualizagdo dos brotos, ja que concentragdes
como a recomendada para a cultivar ‘Gomo-de-mel’
podem promover a formagdo de muitas brotagdes
unidas entre si, dificultando o processo de
individualizag@o.
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Aos 95 dias, observou-se um aumento no
numero de brotos, se comparado com os dados obtidos
para 65 dias. Esse efeito pode ser atribuido,
provavelmente, ao acimulo de citocinina do cultivo
anterior, comumente denominado efeito residual
(FRAGUAS etal., 2004), porém ndo houve diferenca
estatistica para numero de brotos entre os tratamentos
utilizados (Tabela 1). Outra hipdtese para esse aumento
de brotos seria devido ao cultivo em meio liquido nessa
fase. De acordo com GRUPTA etal. (1981), a utilizagdo
de meio liquido facilita a absor¢do de nutrientes pela
planta devido a sua distribui¢do no meio de cultura.
Assim, maiores taxas de proliferagdo de brotos neste
trabalho estariam relacionadas a melhor absor¢do de
nutrientes. Resultados similares foram observados por
GUERRA et al. (1999), que relataram aumento na
multiplicag@o de brotos de abacaxizeiro ‘Perolera’ ao
utilizarem meio MS liquido e 0,5mg L' de NAA + 1,0mg
L' de BAPepor ALMEIDA etal. (2002), com a cultivar
‘Pérola’.

O numero de brotos encontrado poderia
também ser atribuido ao estimulo a divisdo celular
causado pelo seccionamento que, possivelmente,
contribuiu para o desenvolvimento de gemas
adventicias e, consequentemente, promoveu aumento
no numero de brotagdes produzidas pelo explante. O
seccionamento das brotagdes nas regides
meristematicas pode induzir a divisdo celular, devido a
alta capacidade mitotica dessas células (GEORGE, 1996).
Ousode 1,0mg L' BAP+ 1,0mg L' NAA induziu plantas
com aspecto hiperhidrico mais acentuado em
comparagdo com o tratamento contendo 1,0mg L' BAP
+ 0,5mg L' NAA, caracterizando este ultimo como
melhor tratamento para a fase de multiplicagdo da
cultivar ‘TAC Gomo-de-mel’ (tanto aos 65, quanto aos
95 dias) (Figura 2 e Tabela 1). As plantas hiperhidricas

apresentam alteragdes anatdmicas e morfoldgicas, tais
como: deficiéncia de cloroplastos, pouca cera
epicuticular, baixo nivel de lignina e celulose, baixa
resisténcia da parede celular (FRANCK et al., 2004),
aspecto vitreo, tamanho reduzido e folhas intumescidas
e quebradicas (MAJADA etal., 2001).

Alguns trabalhos relacionam a presenga de
altas concentragdes de citocinina e/ou auxina a
hiperhidricidade (PICOLI et al., 2001), e, geralmente,
existe uma relagéo negativa entre altura das brotacdes,
proliferagdo e hiper-hidricidade. No entanto, neste
trabalho, foi observada uma tendéncia de maior nimero
de brotos no tratamento, sendo destacada maior
porcentagem de hiperhidricidade. Por outro lado, esse
efeito também pode ser atribuido a presenga de BAP. O
mecanismo de agdo da citocinina no processo da
vitrificagdo ¢ pouco compreendido, mas parece que
esse regulador induz um aumento da divisdo celular
(WILLIAMS & TAJI, 1991) e, em meio com alto
potencial hidrico e/ou uma atmosfera de elevada
umidade relativa (como encontrada no interior dos
frascos), ocorre a formagdo de novas células, que logo
se tornariam turgidas (PICOLI et al., 2001).

Outros fatores podem ter promovido essa
alta porcentagem de células hiperhidricas, tais como a
composi¢ao do meio de cultura, o selamento dos frascos
e os reguladores vegetais, os quais, por meio do
conhecimento das técnicas, poderiam ser utilizados
para reverter a hiperhidricidade (TOTH et al., 2004). Em
plantas de batata cultivadas, em frascos completamente
selados, ocorreram sintomas severos de
hiperhidricidade, sendo os niveis internos de etileno
significativamente maiores (PARK et al., 2004)

A hiperhidricidade tem sido relacionada com
o teor de proteinas em alguns trabalhos. O maior teor
de proteina total solivel ocorreu no tratamento

Tabela 1 - Numero e comprimento (cm) de brotagdes, porcentagem de hiperhidricidade, teor de proteina total soliivel e atividade de
peroxidase de abacaxizeiro ‘IAC Gomo-de-mel’ cultivados in vitro aos 95 dias.

1,0mg L BAP + 0,5mg L

1,0mg L' BAP + 1,0mg L

NAA NAA CV (%) Meédia Geral
Numero de brotos 742 a 9,03 a 6,24 8,22
Comprimento dos brotos (cm) 0,84 a 0,70 b 4,32 0,77
Hiperhidricidade (%) 70 b 85a 7,42 55,00
Teor de proteina

L 586,29 a 328,68 b 13,21 457,48

(ug de proteina g™ m.f.)
Atividade de peroxidase

1x10°b 29x10%a 8,43 0,0000194

(umol de H,0, decomposto min™ mg!
proteina)

Médias ndo seguidas por mesma letra, na linha, diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de

probabilidade de erro.
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Figura 2 - Porcentagem de hiperhidricidade das brotagdes de abacaxizeiro ‘IAC Gomo-de-
mel” aos 65 dias de cultivo in vitro.

contendo 1,0mg L' BAP+0,5mg L' NAA (Tabela 1).
Possivelmente, a reducdo no teor de proteina, no
tratamento contendo 1,0mg L' BAP + 1,0mg L' NAA,
esteja relacionada a maior porcentagem de
hiperhidricidade. Resultados semelhantes foram
observados por PICOLI et al. (2001), em folhas
hiperhidricas de Solanum melongena. Contudo, outros
trabalhos mostram que o contetido de proteinas, em
plantas vitrificadas, ¢ superior ao das plantas normais
(PHAN & LETOUZE, 1983).

Com relagdo a peroxidase, verificou-se maior
atividade no tratamento 1,0mg L' BAP+ 1,0mg L' NAA
(Tabela 1), possivelmente, devido a maior porcentagem
de hiperhidricidade das brotagdes, provocando
actmulo de peréxido de hidrogénio dentro das células
e resultando em condi¢do de estresse (LIMA et al.,
1999). Esses resultados estdo de acordo com os
observados por PIQUERAS et al. (2002), em brotagdes
hiperhidricas de Dianthus caryophyllus.

Ha relatos que a maior atividade de
peroxidase, em brotagdes hiperhidricas de diversas
espécies, poderia estar relacionada ao etileno
(FRANCK et al., 2004), e a presenga desse hormonio
estaria relacionada ao aumento da atividade das
peroxidases basicas, conhecidas por se ligarem as
membranas (PENEL et al., 1979). Outros autores também
descreveram um aumento no etileno, em tecidos
hiperhidricos, e relacionaram o aumento do conteudo
dessa substancia ao aumento da producéo de peroxido
de hidrogénio e, consequentemente, a um aumento na
atividade da peroxidase (SAHER et al., 2004).

CONCLUSOES

O meio de cultura mais adequado para a
micropropagag¢do de abacaxi ‘Gomo-de-mel’ ¢ o MS
liquido associado a 1,0mg L' BAP + 0,5mg L' NAA,
proporcionando menor porcentagem de
hiperhidricidade, maior nimero de brota¢des € maior
inducdo de gemas. Proteinas soliveis apresentam
relagdo negativa com hiperhidricidade e comprimento
de brotagodes. A atividade da peroxidase ¢ maior em
plantas com maior nimero de brotos e com maior
porcentagem de hiperhidricidade.
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