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RESUMO: Ananas erectifolius L.B. Smith, popularmente conhecida como curaud, ¢ uma Bromeliaceae
de alto interesse econdmico, especialmente para a industria automobilistica, pois produz uma fibra
com resisténcia semelhante ao vidro. O objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologias
eficientes para assepsia e estabelecimento in vitro de gemas axilares desta espécie. Foram realizados
dois experimentos constituindo-se das etapas de assepsia e estabelecimento de gemas axilares. No
primeiro experimento, foi observada menor taxa de contaminagéo de gemas axilares de curaud advindas
de plantas-matrizes do campo desinfestadas em NaOCl a 2% aos 10 e 15 minutos de imerséo e
auséncia de alcool; assepsia de gemas de curaud em &lcool a 70% por 5 minutos, seguido de
NaOCl a2% por 15 minutos que proporcionou menor percentual de oxidag&o; o menor percentual de
tecidos mortos em gemas de curaud foi obtido com NaOCl a 2% por 10 minutos. No segundo
experimento, a adi¢do de GA, em meio de cultura MS + 4,5 mg.L' de BAP nas concentragdes testadas
foi dispensavel para estabelecimento e desenvolvimento de gemas axilares de curaud; a adigdo 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 curaud em meio
de cultura 2 MS, e, posteriormente, para meio de cultura MS +4,5 mg.L"! de BAP permitiu as gemas
maior taxa de desenvolvimento.

TERMOS PARA INDEXACAO: Regulador de Crescimento, Micropropagagao.

ASEPSISAND IN VITRO CURAUA AXILLARY BUDS ESTABLISHMENT
(Ananas erectifolius L.B. Smith) - Bromeliaceae

ABSTRACT: Ananas erectifolius L..B. Smith popularly known as curaua is a Bromeliaceae of high
economic interest, especially for the automobile industry, because it produces a fiber with similar
resistance to the glass. The objective of this research was to develop efficient methodologies for in
vitro asepsis and axillary buds establishment of this specie. Two experiments were made consisting
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of'the asepsis phases and axillary buds establishment. In the first experiment, it was observed minor
contamination of curua axillary buds from field plant-matrices immersed in alcohol free NaOCI 2% by
10 and 15 minutes. Curaua axillary buds asepsis in 70% alcohol for 5 minutes followed by immersion
in NaOCI 2% by 15 minutes showed the lowest % of oxidation. The lowest % of died tissue in curaua
axillary buds was obtained with immersion in 2% NaOClI for 10 minutes. In the second experiment, the
addition of GA, to the culture medium MS +4,5 mg.L"" of BAP in the tested concentrations was not
needed for establishment and development of curaua axillary buds. However, the addition of 4,5
mg.L" of BAP to culture medium MS in the initial culture of curaua buds had important paper in the
establishment and in the initial culture for seven days of curaua axillary buds in culture medium %
MS, and later, for culture medium 4,5 MS +mg.L' of BAP which allowed higher % of bud development.

INDEX TERMS: growth regulator, micropropagation.

1 INTRODUCAO foi sendo relegada a segundo plano em

, pre N detrimento da sintética. Desta forma, esta
O curaua (Ananas erectifolius) é uma

planta de origem amazonica pertencente a
familia Bromeliaceae. Esta espécie tem

espécie quase sofreu processo de extingdo,
entretanto, coletas de germoplasma
realizadas pela EMBRAPA-Amazonia
Oriental ( Belém-PA) em Santarém (PA)
possibilitaram o resgate de algumas plantas

como caracteristica ser uma planta
herbacea, rizomatosa, sem raiz pivotante e
de sistema radicular fasciculado e superficial

(LEDO, 1967). H4 dois tipos de curaud, um de curaua, as quais foram incorporadas ao

de folhas roxo-avermelhadas, denominado
curaua roxo, e outro de folhas verde-claras,
denominado curaua branco. Este ultimo,
apresenta folhas de maior maciez, com fibras
mais claras e menos resistentes que as do
tipo roxo. (LEDO, 1967).

E uma espécie muito préxima ao
abacaxi cultivado (4dnanas comosus),
apresenta fruto comestivel, embora insipido
e muito fibroso e quase nio produz suco.
Espécie domesticada pelos indios, por muitos
anos, o curaua foi utilizado pelas
comunidades
aproveitamento das folhas na confec¢do de
linhas para redes de dormir e cordas para

indigenas através do

manejo de animais. Com a inven¢&o do nylon
e a aculturacdo indigena, esta fibra natural
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banco de germoplasma dessa empresa de
pesquisa, constando a principio de 16
acessos.

A fibra de curaua 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 curaua
comparavel ao vidro, no que diz respeito a
relagdo  peso/resisténcia  (SENA;
COLARES, 1996), superando o sisal (Agave
sisalana Perrine) em duas vezes, a malva
(Malva parviflora 1.) em cinco vezes e a
juta (Corchorus capsularis L..) em nove

vezes (AMAZON NETWORK, 2003).
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Estudos realizados por Ledo, Rowell
e Tavares (1998) com sisal, juta, curaua ,
fibra de coco (Cocos nucifera) e rami
(Boehmerianivea (L.) Gaudich) associadas
a compostos de polipropileno, atribuiram ao
curaua melhor desempenho, especialmente
em relagdo a tensdo da fibra. Esta fibra
também ¢ utilizada em associac¢do a outras
fibras naturais, tais como: agai (Euterpe
oleracea, Mart.), coco, miriti (Mauritia
flexuosa L.F.), entre outras, para a obten¢éo
de papel reciclavel (UFPA/POEMA, 2003).

Quando cultivado através do método
convencional, o curaud ¢ capaz de produzir
no maximo 40 mudas por ano, sendo possivel
a partir de apenas uma gema cultivada in
vitro a obtengdo de 625 mudas em cinco
meses (LAMEIRA etal., 2000). No primeiro
método citado, Ledo (1967) descreve que
as mudas tipo rebento sdo preferencialmente
utilizadas para a propagagio.

O cultivo de curaua no estado do Para
¢ concentrado no municipio de Santarém
(COSTA; LAMEIRA; YOSHINO, 2002),
estando limitada a sua expans@o por falta de
mudas de boa qualidade, considerando entre
outras caracteristicas o aparecimento de
espinhos na borda das folhas ao longo do
processo de envelhecimento em alguns
espécimes, o que diminui a produtividade e
pode aumentar o risco de acidentes de
trabalho durante a colheita, o que ressalta a
necessidade de defini¢do de um sistema de

cultivo e aproveitamento racional desta planta.
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Nesse sentido, a aplicagdo da técnica
de propagacdo in vitro ao curaua surge
como alternativa para a expanséo da cultura,
visando suprir a necessidade de maior
demanda da sua producdo no estado do Para,
estimada em 370 toneladas de fibra/més e
oferta de 6 a 8 toneladas de fibra/més
(INDUSTRIA..., 2002). Kerbauy (1997)
destaca a importancia pratica e potencial
desta ferramenta tecnologica nas areas
agricola, florestal, horticultural, bem como
na pesquisa basica em geral.

A utilizag8o da cultura de tecidos para
a conservagdo de germoplasma, de acordo
com Ferreira, Caldas e Pereira (1998), tem
sido especialmente util para espécies
propagadas vegetativamente.

O trabalho teve como objetivo
desenvolver metodologias eficientes para
assepsia e estabelecimento in vitro de gemas
axilares de curaua, visando a sua
micropropagagao.

2 MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos:
um de assepsia de gemas axilares e outro
de estabelecimento e desenvolvimento das
gemas, utilizando, como fontes de explantes,
plantas de curaua do tipo roxo provenientes
do Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa-Amazonia Oriental, Belém (PA).

Para o experimento de assepsia foram
utilizadas 200 gemas axilares, as quais foram
excisadas, com auxilio de laminas de bisturi,
do caule desprovido de folhas (‘tolete’,
Figura 1) das plantas de curaua.
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Figura 1 — ‘Tolete’ de curaua 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
posteriormente, sob cimara de fluxo laminar
previamente esterilizada com alcool a 70%,
foram submetidas a desinfestac¢ao, adotando-
se quatro procedimentos: imersdo em
NaOCl a 2% por 15 minutos; imersdo em
alcool a 70 % por 5 minutos seguido de
NaOCl a 2% por 15 minutos; imersdo em
alcool a 70 % por 5 minutos seguido de
NaOCl a 2% por 10 minutos e imersdo em
NaOClI a 2% por 10 minutos. Apds os
tratamentos de desinfestagdo, as gemas

comercial neutro e,

foram lavadas por cinco vezes com agua
destilada e autoclavada para remogéo dos
residuos das solug¢des de assepsia.

As gemas foram inoculadas em 10 mL
de meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962)
concentragdo dos sais (2 MS).

com metade da

Apos 30 dias, avaliaram-se as
percentagens de gemas contaminadas,
mortas (coloracdo totalmente branca=
tecidos mortos), oxidadas (escurecidas ao
centro) e em fungéo da presenga e auséncia
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de alcool a 70% e tempo de imersdo em
NaOCl a 2%.

No experimento para estabelecimento,
400 gemas axilares foram inoculadas em
10 mL de meio de cultura com a metade da
concentragdo de sais (2 MS) e 100 gemas
inoculadas em meio MS,
suplementado com 4,5 mg.L"! de BAP.

axilares

Apos 7 dias, as gemas inoculadas no
meio inicial /2 MS foram transferidas para
o meio basico de cultura MS suplementado
com BAP e GA, distribuidos nos seguintes
tratamentos: 0,0 mg.L"' de GA,+ 4,5 mg.L"!
de BAP; 1,0 mg.L"' de GA,+ 4,5 mg.L"" de
BAP; 2,0 mg.L"'de GA + 4,5 mg.L"' de
BAP; 3,0 mg.L"'de GA,+ 4,5 mg.L' de
BAP. Posteriormente, ap6s 7 dias, as gemas
inoculadas nos tratamentos suplementados
com GA_ foram transferidas para meio MS
suplementado apenas com 4,5 mg.L!' de
BAP.

Os dados referentes ao ntimero de
gemas estabelecidas e em desenvolvimento
foram coletados ao final de 30 dias.
Avaliaram-se a taxa de estabelecimento € a
utilizagdo de /2 MS e MS para a variavel de
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resposta nimero de gemas estabelecidas.
Para a variavel de resposta, desenvolvimento
de gemas, empregou-se o percentual.

Em ambos os experimentos, ajustou-
se o pH para 5,7 + 0,1 com auxilio das
solugbes HCI (acido cloridrico) e/ou NaOH
(hidréxido de sédio) nas concentragdes
0,5 N e 1,0 N; o meio de cultura foi entdo
autoclavado a 121 °C por 15 minutos. Apds
inoculagdo, 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 pmol.m?.s! de irradidncia e
temperatura de 25 + 3 °C.

O delineamento estatistico adotado foi
inteiramente casualizado, utilizando-se para
assepsia quatro tratamentos que constaram
de 50 gemas axilares cada, distribuidas em
tubos de ensaio contendo uma gema por tubo,
totalizando 50 unidades experimentais, e para
estabelecimento de gemas empregaram-se
100 gemas axilares distribuidas em tubos de
ensaio, contendo uma gema por tubo,
totalizando cem unidades experimentais. Os
resultados dos experimentos foram
analisados através do teste qui-quadrado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de contaminagdo oscilaram
entre 8 e 32% (Figura 2). Ao se avaliar a
taxa de gemas contaminadas, foi possivel
diferencas
significativas entre todos os tratamentos
(64 (3)=14,04; p<0,001).

determinar altamente
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Os tratamentos na auséncia de alcool
apresentaram menores taxas de
contaminagio (8%), independente do tempo
de imersdo das gemas em NaOCI a 2%,
quando comparados aos que utilizavam
alcool na assepsia (18 e 32%). Os valores
de contaminag¢do na auséncia de alcool

foram similares.

Na presenca de alcool, a taxa de
contaminagdo foi menor (18%) quando as
gemas foram submetidas ao NaOCl a 2%
por 10 minutos. Isso demonstra que nem
sempre o maior tempo de imersio é o mais
eficiente. A menor taxa de contaminagao
de explantes na auséncia de alcool pode ser
atribuida, principalmente, ao tempo de
contato do manipulador com o material a
ser inoculado, assim como ao grau de
eficiéncia dos descontaminantes.

Avaliando-se a taxa de gemas
oxidadas, foi possivel determinar diferenga
altamente significativa entre os tratamentos
(¢ 5,=11,78; p<0,001).

Em todos os tratamentos, as taxas de
oxidacdo foram elevadas, oscilando entre 58
e 88% (Figura 3). Na presenga de alcool,
as taxas de oxidagdo 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
(76 % e 88%).

A avaliagdo da taxa de tecidos mortos
determinou equivaléncia entre os

tratamentos ( (3):5,13; p>0,15).
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Figura 2 — Taxa relativa de gemas de curaua contaminadas em funcéo da auséncia (-) e presenca (+) de alcool a 70%
e NaOCl a 2% na assepsia das gemas de curaua. Embrapa Amazonia Oriental, Belém (PA), 2003.
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Figura 3 — Taxa relativa de gemas oxidadas em fungdo do uso de alcool a 70% e NaOCl a 2% na assepsia das gemas
de curaua. Embrapa Amazoénia Oriental, Belém (PA), 2003.
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Na auséncia de alcool, seguido por
NaOCl a 2% por 10 minutos, as gemas
apresentaram a menor taxa de tecidos
mortos (4%) e a maior taxa foi obtida com
as gemas tratadas com NaOCl a 2% por 15
minutos (16%) (Figura 4). Neste caso, foi
observado que a maior exposicéo direta das
gemas ao NaOCl a 2% provocou menores
possibilidades de respostas fisiologicas do
referido explante, reduzindo as chances de
sobrevivéncia das células.

Na presenca de alcool, os resultados
foram inversos, a menor taxa de tecidos
mortos 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%). E
provavel que a acéo inicial do alcool ao
NaOCI a 2% tenha contribuido de forma
relevante para minimizar os efeitos deste
germicida, promovendo maiores chances de

400 e

10 minutos

Hipoclorito

15 minutos

i

sobrevivéncia do tecido, sendo que esta
interagcdo ndo foi suficiente para promover
melhores condi¢des de sobrevivéncia do
tecido das gemas em NaOCl a 2% no menor
tempo de imersdo testado. De um modo
geral, as taxas de tecidos mortos nos
tratamentos com a utilizago de alcool foram
menores. Isto indica que a interagdo entre o
tempo de imersdo das gemas em NaOCl a
2% e a presenca de alcool foram os fatores
que mais ifluenciaram nos resultados.

Na taxa de gemas estabelecidas
foram observadas diferengas altamente
significativas entre todos os tratamentos
testados (x2(4)=56,55; p=1,5x10""), e em
relagdo a utilizacdo do meio 2 MS
(x2(3)=30,61; 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 concentra¢do

|5 F LY

=
WA Lae

b M

B i necidos morio

L] # tecidos integros

Figura 4 — Taxa relativa de gemas com presenga de tecidos mortos, em fung@o do uso de alcool a 70% e NaOCl a 2%
na assepsia das gemas de curaud. Embrapa Amazonia Oriental, Belém (PA), 2003.
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total dos sais do MS, além de vitaminas e
fonte de carbono associados a esta citocinina
proporcionaram melhores condi¢des 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 MS, onde o meio de
cultura foi acrescido de 2 mg.L-! de BAP.
Enquanto que Sa (2001) obteve melhor
resultado para estabelecimento de gemas
axilares de abacaxizeiro em meio de cultura

MS sem regulador de crescimento.

De acordo com Donato, Andrade e
Camara (1999), é essencial para a
micropropagac¢do, que o meio nutritivo
elaborado fornega condigdes para que haja
um bom crescimento vegetativo, além de um
indice de multiplica¢do adequado.

No estabelecimento e desenvol-
vimento das gemas (Tabela 1), o
tratamento %2 MS = MS + 0,0 mg.L"! de
GA,+ 4,5 mg.L"de BAP apresentou 10%
de gemas estabelecidas, das quais 60 %
(6) iniciaram seu desenvolvimento; Y2 MS=
MS + 1,0 mg.L''de GA,+ 4,5 mg.L"de
BAP apresentou 12% de gemas
estabelecidas, das quais 33,33% (4)
apresentaram desenvolvimento; 2 MS=
MS + 2,0 mg.L''de GA,+ 4,5 mg.L"de
BAP
estabelecidas, das

apresentou 4% de gemas
50% (2)
apresentaram desenvolvimento; 2 MS?
MS + 3,0 mg.L''de GA,+ 4,5 mg.L"de
BAP ndo apresentou estabelecimento de
gemas; ¢ MS + 4,5 mg.LL"! de BAP com
31% de gemas estabelecidas, das quais
35,48%
desenvolvimento.

quais

(11) apresentaram-se em

Tabela 1 — Taxa relativa de gemas axilares de curaua estabelecidas e em desenvolvimento
sob inoculagdo em meio de cultura MS + 4,5 mg.L"' de BAP e meios de cultura /2 MS =
MS + GA, + BAP ap6s 30 dias. Embrapa Amazodnia Oriental, Belém (PA), 2003.

Meio de Cultura GA, BAP N. de gemas Gemas estabelecidas
(mg.L"Y) (mg.LY) em desenvolvimento (%)

Y2 MS= MS - 4,5 10 (10) 60 (6)

¥ MS= MS 1 45 12 (12) 33,33 (4)

Y2 MS= MS 2 4,5 4 (4) 50(2)

¥, MS= MS 3 4,5 - —

MS - 4,5 31 (31) 35,48(11)

* 15 MS= MS - transferéncia ap6s 7 dias de cultivo
Sinal convencional utilizado

— dado numérico igual a zero ndo resultante de arredontamento
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Em termos proporcionais, o maior
nimero de gemas em desenvolvimento foi
obtido no tratamento contendo 2 MS= MS
+0,0 mgL" de GA, + 4,5 mg.L' de BAP,
demonstrando que o acréscimo de GA_ nas
concentragdes testadas em meio de cultura
MS suplementado com BAP a 4,5 mg.L! é
desnecessario para desenvolvimento de
gemas axilares de curaua. 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 relagdo inversamente proporcional
a concentragdo de GA,, percebendo-se
claramente que o aumento da concentragdo

% de gemas estabelecidas

de GA ocasionou diminuigdo gradativa para
tal ocorréncia (Figura 5).

Dentre os tratamentos utilizando GA,
em associacdo com BAP a 4,5 mg.L'l;
observou-se maior taxa (12%) de
estabelecimento de gemas axilares com a
utilizagdo da concentragdo de 1 mg.L"'; na
concentragdo de 2 mg.L!' ocorreu 4% de
estabelecimento; enquanto que com 3 mg.L*!
ndo ocorreu estabelecimento. Provavel-
mente, 0 GA | em concentragdo mais elevada
tende a inibir o processo de estabelecimento
das gemas quando associado a uma
citocinina. Matsumoto (2000) ressalta que
ha casos em que as giberelinas estimulam
os efeitos de citocininas.

1

2 3

Concentracio de GA,; (mg.L g

Figura 5 — Efeitos da concentragdo de GA, no estabelecimento de gemas axilares de curaua. Embrapa Amazonia

Oriental, Belém (PA), 2003.
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De maneira geral, a proporgdo de
gemas estabelecidas foi heterogénea para
utilizados,
com destaque para o MS acrescido de 4,5
mg.L'de BAP (Figura 6). O periodo
de estabelecimento de gemas axilares
(Figura 7) iniciou-se no 3° dia com 27 gemas,
aumentando para 80 no 6° dia, diminuindo
para 55 no 13° dia em virtude de oxidagdo e
contaminagdo e, assim, sucessivamente;

0s cinco tratamentos

51 gemas no 16°dia, 48 gemas no 21° dia, 41
gemas no 24° dia e 31 gemas no 30°dia.
Embora a contaminagdo e a oxidagdo néo
tenham sido analisadas, foram ocorréncias
observadas em todos os tratamentos durante
a coleta de dados. Neste tratamento
observou-se o desenvolvimento de gemas a
partir do 21° dia, enquanto que nos demais
tratamentos tal ocorréncia foi observada aos
30 dias.

r

Figura 6 — Gema de curaua aos 15 dias estabelecida em meio de cultura MS + 4,5 mg.L! de BAP. Embrapa Amazonia

Oriental, Belém (PA), 2003.
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Figura 7 — Numero de gemas axilares de curaua estabelecidas no meio de cultura MS + 4,5 mg.L' de BAP ao longo
de 30 dias. Embrapa Amazonia Oriental, Belém (PA), 2003.
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ASSEPSIA E ESTABELECIMENTO IN VITRO DE GEMAS AXILARES DE CURAUA (Ananas erectifolius L.B. Smith) — Bromeliaceae

As respostas fisiologicas das gemas
axilares
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 micropropagacao.

de curaua em meio MS

4 CONCLUSAO

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

A assepsia de gemas de curaua em
alcool a 70% por 5 minutos, seguido de
NaOCl a 2% por 15 minutos, proporciona
menor percentual de oxidag@o.

O menor percentual de tecidos
mortos em gemas de curaua é obtido com

NaOCl a 2% por 10 minutos.

A adi¢do de GA, em meio de cultura
MS +4,5 mg.L"" de BAP nas concentra¢des
testadas € dispensavel para estabelecimento
e desenvolvimento de gemas axilares de
curaua.

A adigdo de 4,5 mg.L"! 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 curaua em meio 2 MS, e,
posteriormente, para meio MS + 4,5 mg.L!
de BAP permite as gemas maior taxa de
desenvolvimento.
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