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Organogénese e regeneracdo de brotos adventicios in vitro de sisal (Agave sisalana
Per).
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INTRODUCAO

O sisal é um vegetal eminentemente tropical, pertence ao género Agave, que
engloba um grupo bem definido de plantas de consisténcia herbacea e escapo floral saliente
podendo atingir 12 ou mais metros de altura (Silva et al., 1999).

A propagacao convencional de sisal pela via sexuada nao é desejada, devido ao seu
longo periodo vegetativo de aproximadamente 20 anos (Binh et al., 1990). O cruzamento é
prejudicado pelo limitado namero de cultivares que carregam flores hermafroditas. A
propagacao via semente ndo € freqlente, e ainda assim a descendéncia sexual tem a
desvantagem de exibir espinhos marginais nas folhas, o que nao é indicado em clones para
a exploracdo comercial (Medina, 1954). Normalmente o sisal é propagado vegetativamente
por bulbilhos e por rebentdes. A propagacdo via rebentdo pode causar uma grande
desuniformidade quanto ao porte e vigor das plantas, sendo um processo lento, oneroso e
com baixas taxas de pegamento.

Uma alternativa para obtencdo de mudas uniformes em sisal seria estabelecer uma
tecnologia de propagacao vegetativa para a formacgéao direta das mudas, 0 que representara
um significativo avanco na cultura do sisal. Entdo a micropropagacdo surge como esta
alternativa, ja que permite um grande nimero de plantas em pequeno espaco fisico e livre
de patdgenos. Para tal sdo necessarios ensaios que permitam conhecer e avaliar o
potencial organogénico dos materiais de interesse (Costa, 2005).

Normalmente, se tem maior sucesso utilizando tecidos jovens, que possuem maior
competéncia organogenética (Peres, 2002). Diferencas significativas na capacidade
organogenética in vitro sao encontradas ao se variar a composi¢ado nutricional do meio de
cultura. Contudo, os componentes mais otimizados em meio de cultura, sdo o0s
fitorreguladores (Peres, 2002).

O objetivo deste trabalho foi determinar a melhor combinagédo de concentracédo dos
hormdnios BAP e ANA para a regeneragdo e desenvolvimento in vitro de brotos adventicios
de sisal (Agave sisalana Per.).

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se como material vegetal, bulbilhos de sisal coletados do escapo floral, em
uma plantacéo de sisal cultivada no municipio de Conceicdo do Coité-BA.

A desinfestacdo foi realizada segundo Queiroz et al. (2006). Utilizou-se como
explante a base do bulbilho (0,5cm) cortada verticalmente ao meio.

Para a multiplicacédo in vitro empregou-se 0 meio de cultura MS (Murashige & Skoog,
1962) com a metade da concentracdo de sais, solidificado com &gar (7,5 g/L),
suplementado com ANA e BAP nas concentracdes (0; 0,25; 0,5 e 1,0 mg/L) e (O; 1,0; 2,5;
5,0 e 10,0 mg/L), respectivamente. Adicionou-se ao meio o biocida PPM™ ( 0,5mL/L). O pH
foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem (121°C e 1,0 atmosfera por 15 minutos).
Distribui-se 15 mL de meio de cultura em tubos de ensaio (150 x 25mm).
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ApOs a inoculacao, os tubos de ensaio foram mantidos durante 60 dias em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 3°C, sob fotoperiodo de 16h, e radiacéo fotossintética
ativa de 15 umol.m?.s™, fornecida por lampadas fluorescentes branca-frias.

O delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 5
(BAP x ANA), com 6 repeticdes e cada uma formada de 5 tubos.

Aos 60 dias foram avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem de brotos
adventicios (%B), numero de brotos adventicios por explante (NB), numero de folhas em
brotos adventicios (NF) e comprimento dos brotos adventicios (CB).

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias dos tratamentos
foram comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey, através do uso do software SisVar

(Ferreira, 2003) . Os dados foram transformados em arc sen+ X +1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que ocorreram diferencas significativas (p<0,01), para todas as
caracteristicas avaliadas no tratamento isolado de ANA e para as caracteristicas %B, NB e
NFB no tratamento isolado de BAP. Na interacdo dos hormdnios BAP com ANA houve
diferenca significativa (p<0,05), apenas para a caracteristica NB (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios para os tratamentos com diferentes concentracdes de BAP e ANA
para as variaveis: porcentagem de brotos (%B), numero de Brotos (NB), numero de folhas de
brotos (NFB) e comprimento de brotos (CB), em explantes de bulbilhos de sisal (Agave
sisalana Perrine).

QUADRADOS MEDIOS

Fv GL %B NB NFB CB
BAP (B) 4 0,106** 3,782 0,458 0,380
ANA (A) 3 0,150%* 2,228 1,020%* 2,380
BxA 12 0,016 0,996* 0,153 0,480
Residuo 84 0,011 0,533 0,121 0,303
CV (%) 8,90 40,71 23,29 32,90
Média Geral 36,78 2,97 1,40 2,18

" e " = significativo em nivel de 1% e 5%, respectivamente. Dados transformados em.yx1.

Os resultados indicam que a quebra da dominancia apical dos explantes resultou
numa eficiente técnica para a producdo de brotos em sisal cultivados in vitro num periodo de
60 dias. Isso se deu provavelmente pelo desenvolvimento de mdltiplos meristemas, que
podem ter sido causados pelo corte no tecido do disco da base dos bulbilhos, em
combinacdo com a citocinina utilizada. Boas respostas regenerativas quanto a quebra de
dominancia apical e o uso de citocininas em cultivos prolongados também foram verificadas
por Keller (1991) e Mohamed-Yasseen et al. (1994) em espécies de cebola e alho
respectivamente.

Na interagdo dupla BAP dentro de ANA verificou-se para a caracteristica %B, que a
maior média obtida foi de 75% de formac&o de brotos nas concentragdes de 5,0 mg/L e 10,0
mg/L de BAP com auséncia de ANA. A medida que se aumentava a concentracdo da
auxina, ocorria uma constante queda na formacdo de brotos adventicios, sendo que em
algumas concentragdes verificou-se a auséncia dos mesmos (Figura 1 A).
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Figura 01: Médias para dupla interacdo entre BAP e ANA. A — porcentagem de brotos
adventicios por explantes (%B); B — niumero de brotos adventicios por explantes (NB); C —
namero de folhas por brotos adventicios (NFB) e D — comprimento dos brotos adventicios
(CB).

Para a caracteristica nimero de brotos (NB), os melhores resultados foram para as
altas concentracdes de citocininas como a de 5,0 mg/L de BAP associado com 0,25 mg/L de
ANA e a concentracdo de 10,0 mg/L de BAP com auséncia de ANA, atingindo 9,2 e 10,8
brotos/ explante, respectivamente (Figura 1B). Os brotos apresentaram em média 1,40
folhas por broto (Tabela 1) variando entre 0 e 2,47 folhas por brotos (Figura 1C). Verificou-
se que ocorreu uma tendéncia a diminuicdo de folhas a medida que aumentava-se as
concentracdes de ANA e verificou-se que a auséncia dessa auxina ndo interferiu na
formacéo de folhas em brotos de sisal.

Analisando a caracteristica comprimento de brotos (CB) na interagdo dupla BAP
dentro de ANA, observa-se que a maior média (5,51cm), ocorreu no tratamento com
auséncia de reguladores de crescimento (Figura 1D).

Observou-se que 0 aumento de brotos na maior concentracdo de BAP (10,0 mg/L),
induziu um baixo comprimento dos mesmos em relagdo aos produzidos em concentracdes
menores de BAP na auséncia de ANA. Essas respostas estao de acordo com Hartmann et
al. (2002), onde afirmam que altas concentracdes de citocininas induzem muitos brotos, mas
podem afetar a qualidade destes, produzindo brotos pequenos e incapazes de alongarem-
se, dificultando a separagdo dos mesmos.
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CONCLUSOES

A interacdo BAP e ANA (5,0 mg/L de BAP + 0,25 mg/L de ANA) foi a mais eficiente
para a multiplicacdo e desenvolvimento in vitro de brotos adventicios em Agave sisalana.

A dosagem 10,0 mg/L de BAP interferiu negativamente no tamanho dos brotos
adventicios, apesar de induzir maiores taxas de brotacdes em sisal.
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