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Resumo — Segmentos nodais estiolados sdo utilizados para a micropropagacdo e conservagio da iden-
tidade genética em varias culturas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a multiplicagdo in vitro de
segmentos estiolados para produgdo de mudas do abacaxi hibrido PE x SC-52. Talos de plantulas
produzidos in vitro receberam indculo em tubos de ensaio contendo o meio de cultura MS e mantidos
no escuro por 60 dias, para estiolamento. Foram utilizados trés tratamentos, sem reguladores de cresci-
mento,ANAa 1,86 mg/LeAlAa 1,75 mg/L em cinco repeti¢des com dez explantes por repeti¢do. Ndo
houve diferenga no nimero de brotos estiolados por explante entre os tratamentos avaliados. No entanto,
aos 35 dias de cultivo, os tratamentos com ANA e AIA apresentavam maior numero de nos por broto,
sendo 0 ANA superior aos demais apos 60 dias. Brotos estiolados in vitro por 60 dias foram colocados
horizontalmente em placas de Petri contendo o meio MS e incubados na presenga de luz. Foram usados
quatro tratamentos para a regeneragio das plantulas, sem reguladores de crescimento; BAP a 2 mg/L;
ANA a 1,86 mg/L + BAP a2 mg/L e CIN a 5 mg/L, em quatro repetigdes, com sete brotos estiolados,
por repeticdo. O BAP promoveu maior nimero de plantulas regeneradas por broto ¢ por n6, com uma
média de 10,4 plantulas por broto estiolado, aos 30 dias.

Termos para indexacdo: Ananas comosus, cultura in vitro, micropropagagio, propagacdo de plantas.

Etiolation and regeneration in the in vitro multiplication of hybrid PE x SC-52 pineapple

Abstract — Etiolated nodal segments are used for micropropagation and conservation of the genetic
identity of several crops. The present study evaluated this method for the multiplication of the pine-
apple hybrid PE x SC-52. Plantlet stems produced in vitro were inoculated in test tubes containing MS
nutrient medium and maintained in darkness for 60 days for etiolation. Three treatments were used
with growth-regulator free MS medium; NAA at 1.86 mg/L, and IAA at 1.75 mg/L, with five repeti-
tions and ten explants per repetition. There was no difference among the treatments in the number of
etiolated shoots, per explant. However, NAA and IAA, after 35 days, produced a greater number of
nodes per shoot, and NAA was the most efficient after 60 days. Etiolated shoots were placed horizon-
tally in Petri dishes containing MS medium and incubated in the presence of light. Four treatments
were used for the regeneration of plantlet growth-regulator free MS medium; BAP at 2 mg/L; NAA at
1.86 mg/L + BAP at 2 mg/L, and KIN at 5 mg/L. with four repetitions and seven etiolated shoots per
repetition. BAP promoted the largest number of regenerated plantlets per shoot and per node, with an
average of 10.4 plantlets per shoot after 30 days.

Index terms: Ananas comosus, in vitro culture, micropropagation, plant propagation.
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A utilizagdo de mudas de abacaxi produzidas em
laboratorio no Brasil ainda ¢ restrita, pelo reduzido
numero de laboratdrios ¢ pelo prego da muda relati-
vamente elevado. Essa técnica pode ser utilizada para
a multiplicagio rapida de gendtipos selecionados em
programas de melhoramento genético, disponibi-
lizando maior quantidade de mudas em curto perio-
do de tempo e, posteriormente, para a produgao de
mudas de novas cultivares (Pasqual et al., 1998).

A proliferagio de gemas axilares ¢, geralmente,
preferida na micropropagacio. E comum ocorrerem
simultancamente a proliferagao de gemas axilares ¢
aformagio de gemas adventicias na base do explante.
Gemas adventicias sdo descjaveis, desde que a for-
macao do calo seja minima ou nula. Nesta condigao,
os dois fendomenos dificilmente podem ser separa-
dos, pois ambos se devem a agdo da citocinina do
meio de cultura sobre todo o tecido (Grattapaglia &
Machado, 1998).

Niveis elevados de variabilidade morfologica em
plantas da cultivar Smooth Cayenne regeneradas
in vitro a partir de calos, em comparagio as culturas
de gemas axilares de coroas, foram relatados por
Wasaka (1979), o que comprometia o uso dessa téc-
nica para fins comerciais. Outras observagdes sobre
heterogeneidade entre plantas regeneradas foram re-
latadas por Rao et al. (1981) ¢ Dewald et al. (1988).
Ramirez (1984) observou consideravel heteroge-
neidade em folhas ¢ raizes de plantulas derivadas de
gemas da coroa da cultivar Red Spanish em meio de
cultura com ANA ¢ cinetina, enquanto Ventura et al.
(1993) nao observaram variagoes fenotipicas.

Embora algumas variantes possam proporcionar
caracteristicas vantajosas, tais como o formato da
folha ¢ do fruto, a coloraco, a auséncia de espinhos
na folha (Kiss et al., 1992), a manutencio da identi-
dade genotipica e fenotipica, sdo indispensaveis para
a propagacao em massa de genotipos selecionados e
novas cultivares (Kiss et al., 1995).

A utilizacdo de segmentos nodais para a
micropropagacao e conservacgio da estabilidade ge-
nética foi demonstrada com batata (Heszky & Nagy,
1987), alfafa (Dudits et al., 1991) ¢ fumo (Maliga
et al.,1975). Kiss et al. (1995) desenvolveram um
método para produgio de mudas de abacaxi in vitro,
usando segmentos nodais estiolados. Segundo estes
autores, 80.000 plantas podem ser regeneradas no
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periodo de um ano através de uma planta primaria,
com a vantagem de evitar lesdes na zona de regene-
racdo, impedindo a formagao de calo. Com isso, ¢
possivel que o método proporcione baixos niveis de
variabilidade fenotipica.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a multiplica-
¢ao0 in vitro do abacaxizeiro hibrido PE x SC-52, uti-
lizando o estiolamento de segmentos nodais ¢ poste-
rior regeneracgio de brotos.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Fisiologia
Vegetal da Universidade de Brasilia (UnB), utilizando-se
o abacaxizeiro hibrido PE x SC-52, desenvolvido pelo
programa de melhoramento genético da Embrapa-Centro
Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura, locali-
zada em Cruz das Almas, BA. Este hibrido ¢ um F; do
cruzamento Perolera x Smooth Cayenne, selecionado no
ciclo sexual e, posteriormente, submetido a duas avalia-
¢des clonais. Possui folhas sem espinhos, ¢ se comportou
como resistente a fusariose, mediante inoculagio artificial.

Estiolamento

Foram utilizadas plantulas com 5 a 7 ¢cm de altura, pro-
duzidas in vitro a partir de gemas axilares de mudas tipo
filhote. Estas foram totalmente desfolhadas, deixando-se
apenas o talo. O meio de cultura basico usado foi 0 MS
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado com mio-
inositol a 100 mg/L e sacarose a 30 g/L, e solidificado com
agar a 7 g/L.. O pH foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem, que foi realizada a 120°C, por 15 minutos.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, constituido de trés tratamentos e cinco repe-
ticdes (dez explantes/repeticdo), com os seguintes trata-
mentos: 1) sem regulador de crescimento; 2) com ANA a
1,86 mg/L; 3) comAlAa 1,75 mg/L.

O preparo dos explantes e a inoculagdo no meio de
cultura foram feitos em condi¢Bes assépticas, colocan-
do-se um explante (talo) por tubo de ensaio de 150 mm x
25 mm contendo 15 mL de meio de cultura. Os tubos fo-
ram envoltos em papel-aluminio ¢ mantidos por 60 dias
em sala de incubag@o, com temperatura de 25+3°C.

As avaliagbes ocorreram aos 35 e 60 dias de incuba-
¢do, observando-se o numero de brotos estiolados por
explante, nimero de nds por broto estiolado e comprimento
dos brotos.
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Regeneracao

Utilizaram-se brotos estiolados in vitro por 60 dias, que
apos eliminagdo das raizes foram colocados horizontal-
mente em placas de Petri de 9 cm de didmetro ¢ 2 cm de
altura, contendo 40 mL. de meio de cultura por placa.
O meio de cultura basico e os procedimentos de preparo
foram os mesmos utilizados para o estiolamento.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, constituido de quatro tratamentos e quatro
repetigdes (sete brotos estiolados/repeti¢do), sendo os se-
guintes tratamentos para a regeneragdo: 1) sem regulado-
res de crescimento; 2) com CIN a 5 mg/L; 3) com BAP a
2,0 mg/LL + ANA a 1,86 mg/L; 4) com BAP a 2 mg/L.
As culturas foram mantidas em sala de incuba¢do com in-
tensidade luminosa de 50 umoles m2 s°1, temperatura de
25+3°C e fotoperiodo de 16 horas.

Aos 30 dias, procedeu-se a avaliagdo do numero de
plantulas regeneradas por broto estiolado e por no.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as
médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Resultados e Discussio

O numero ¢ o comprimento médio dos brotos
estiolados produzidos por explante inicial foram es-
tatisticamente iguais em todos os tratamentos,
aos 35 dias de incubacdo no escuro (Tabela 1).
No tratamento com ANA a 1,86 mg/L obteve-se 1,5
broto estiolado por explante com 5,5 cm de altura,
enquanto os tratamentos com AIA a 1,75 mg/L e sem
reguladores de crescimento formaram 1,4 ¢ 1,5 bro-
tos, respectivamente, com 4,8 cm de altura. Aos 35
dias de cultivo no escuro, os explantes estiolados na
presenca de ANA e AIA foram estatisticamente su-
periores, em nimero de nos por broto estiolado (6,7
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¢ 6,2 nos, respectivamente), em relagdo ao tratamen-
to sem reguladores de crescimento (4,8 nos) (Tabe-
la 2). Tais resultados confirmam os obtidos por
Kiss et al. (1995) que conseguiram uma média de 7
nos por broto, apds 30-35 dias no escuro, utilizando
explantes da cultivar Smooth Cayenne em meio con-
tendo ANA a 1,86 mg/L. Os autores citados relatam
que as brotagdes estioladas pararam o crescimento
apos cinco ¢ seis semanas de incubagdo. Neste tra-
balho, transcorridos mais 25 dias, os brotos estiolados
em meio de cultura contendo ANA tiveram um acrés-
cimo de 4,6 nés por broto, enquanto, no mesmo pe-
riodo, os tratamentos sem reguladores de crescimen-
to ¢ com AIA apresentaram acréscimos de 2.8 ¢ 2.7
nos, respectivamente, em cada broto estiolado (Tabela 2).

O crescimento no segundo més foi mais lento,
principalmente nos tratamentos com AIA e sem re-
guladores de crescimento, nos quais foram obtidos,
respectivamente, apenas 43% e 58% do numero de
nds formados no primeiro més. Ao final de 60 dias
no escuro, formaram-se, em média, 11,3 nds em cada
broto estiolado, em presenca de ANA (Figura 1), sen-
do estatisticamente superior aos valores de 8,9 ¢ 7,6
nos obtidos nos tratamentos com AIA (Figura 2A) e
sem reguladores (Figura 2B). Roca et al. (1978) ¢
Marinus (1984), trabalhando com batata em meio de
cultura contendo auxinas, conseguiram uma média

Tabela 1. Numero e comprimento de brotos estiolados por
explante do abacaxi hibrido PE x SC-52, em diferentes
tratamentos, ap6s 35 dias no escuro(®.

Tratamento Brotos Comprimento
estiolados/explante  de brotos (cm)
Sem reguladores 1,6a 4,8a
ANA a 1,86 mg/L 1,5a 5,5a
AlA al,75 mg/L 1,4a 4.8a

(WMédias seguidas da mesma letra, na coluna, nio diferem entre si pelo
teste de Duncan (p<0,05).

Tabela 2. Numero de nos por broto estiolado do abacaxi hibrido PE x SC-52 em diferentes tratamentos, apos 35 ¢ 60
dias no escuro. O niimero total de nos/broto estiolado é calculado com base no niimero de brotos/explante (Tabela 1)(.

Tratamento

N° de nés/broto estiolado

N° total de

Aos 35 dias Acréscimo de nés entre  Aos 60 dias nés/explante
35 e 60 dias
Sem reguladores 4.8b 2,8b 7,6b 12,2b
ANA a 1,86 mg/L 6,7a 4,6a 11,3a 17,0a
AlA a 1,75 mg/L 6,2a 2,7b 8,9b 12,5b

(UMédias seguidas de mesma letra, na coluna, nio diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).
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Figura 1. Brotos de abacaxi hibrido PE x SC-52 estiolados
em meio MS com ANA a 1,86 mg/L.

de 5 nds por broto estiolado. O AIA ¢ considerado
uma auxina instavel ¢, além da foto-oxidacao, rea-
¢Oes oxidativas catalisadas por enzimas também es-
tao envolvidas no controle dos niveis desta auxina
em folhas, caules e raizes (Valio, 1986). As diferencas
em metabolismo e estabilidade das auxinas podem
contribuir para diferentes respostas in vifro. A ins-
tabilidade do AIA, aliada a sua inativagido ou des-
trui¢do metabdlica nas células, pode estar relaciona-
da com o crescimento mais lento dos explantes, no
segundo més de cultivo, quando se utilizou esta
auxina.

No escuro, os entrends do talo da plantula do aba-
caxizeiro se alongaram, separando os nds que, nor-
malmente, em presenca de luz, permanecem proxi-
mos uns aos outros. H4 muito tempo este comporta-
mento tem sido observado em plantas crescendo no
escuro. Para fins de micropropagacio, a separacao
dos nos facilita o desenvolvimento de gemas axila-
res € a manipulagio de plantulas regeneradas.
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Figura 2. Brotos de abacaxi hibrido PE x SC-52 estiolados
em meio MS com ATA a 1,75 mg/L (A) e sem reguladores
de crescimento (B).

O numero de plantulas regeneradas por broto
estiolado, aos 30 dias de cultivo em meio MS, va-
riou com o tipo, com a combinacao de reguladores
de crescimento, e com o numero de nos em cada bro-
to estiolado (Tabela 3). O tratamento com BAP a
2 mg/L foi mais eficiente para regenerar plantulas,
independentemente do nimero de nds nos brotos,
obtendo-se, em média, 10,4 plantulas por broto
estiolado. Quando se associou ANA a 1,86 mg/L ao
BAP, o numero médio de plantulas regeneradas por
broto caiu para 8.2. Os valores médios de plantulas
regeneradas em meio com cinetina foram estatistica-
mente iguais aos obtidos com ANA +BAP. Em meio
sem reguladores, a regeneracao de plantulas foi infe-
rior a dos demais tratamentos (2,9 plantulas por bro-
to), observando-se, ainda, que o nimero de plantulas
regeneradas em cada broto estiolado foi maior em
explantes maiores.

A média de plantulas regeneradas em cada n6 foi
superior para o BAP, exceto nos brotos com 1 a 4
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Tabela 3. Efeito de diferentes tratamentos no niumero de plantulas regeneradas por broto estiolado do abacaxi hibri-

do PE x SC-52, no periodo de 30 dias().

Tratamento Brotos ¢/ Brotos c/ Brotos c/ Brotos ¢/ Média

1a4nés 5a8n6és 9al2nés 13 al6nods

Plantulas regeneradas /broto estiolado
Sem reguladores 1,2Bb 3,6Ca 3,1Ca 3,8Ca 2,9C
CIN a 5 mg/L 5,5Ab 5,7BCb 8,6Ba 8,4BCa 7,1B
BAP a 2 mg/L + ANA a 1,86 mg/L 6,7Ab 7,7Bab 8,9Bab 9,7Ba 8,2B
BAP a 2 mg/L 6,0Ab 10,8Aa 13,6Aa 16,1Aa 10,4A
Plantulas regeneradas /né

Sem reguladores 0,9Ba 0,6Ca 0,3Cb 0,3Cb 0,5B
CIN a 5 mg/L 1,4Aa 1,0Bab 0,9Bb 0,6Bb 1,0A
BAP a 2 mg/L + ANA a 1,86 mg/L 1,3Aa 1,1Ba 0,8Bab 0,7Bb 1,0A
BAP a 2 mg/L 1,3Aa 1,6Aa 1,3Aa 1,1Aa 1,3A

(Médias seguidas de mesma letra, maitiscula na coluna e mintscula na linha, nio diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

nods (Tabela 3). O numero de plantulas regeneradas
por n6 em brotos com 5Sa 8nos; 9a 12 nése 13 a 16
nds foi igual, a 5% de probabilidade, nos tratamen-
tos com cinetina ¢ ANA + BAP. No tratamento sem
reguladores de crescimento ocorreu menor regene-
racao de plantulas por no.

Em todos os tratamentos houve uma tendéncia de
reducdo do numero de plantulas regeneradas por no
a medida que o nimero de nés em cada broto au-
mentava (Tabela 3). Nos brotos menores, com 1 a 4
nds, o numero de plantulas regeneradas por no va-
rioude 0,9 a 1,4 enquanto nos brotos maiores, com 13
a 16 nos, os valores ficaram entre 0,3 ¢ 1,1 plantula.
Em meio para regeneracdo contendo BAP + ANA
ocorreu formagao de massas de gemas nos nos, em-
bora estas ndo tenham se desenvolvido em brotos
alongados que pudessem ser contados, no periodo
avaliado. Segundo Kiss et al. (1995), a taxa de rege-
neracdo de mais de um broto por né indica que fo-
ram formadas gemas adventicias.

Nos tratamentos com BAP ¢ CIN (Figuras 3 ¢ 4)
ocorreu a formacdo de plantulas bem definidas, em-
bora um pouco menores que as plantulas formadas
em meio sem hormonio. Brotagdes estioladas bem
finas, quando colocadas em meio para regeneracio
com CIN, formaram pequenas plantulas na maioria
dos nos (Figura 5B), e no tratamento com BAP ocor-
reu proliferacdo de gemas com formagao de mais de
uma plantula (Figura 5A). Na presenga de ANA +
BAP, as plantulas eram pequenas, ¢ formaram-se
gemas em suas bases (Figura 6). Aumentando o pe-

Figura 3. Plantulas de abacaxi hibrido PE x SC-52 rege-
neradas em meio MS com BAP a 2 mg/L.

Figura 4. Plantulas de abacaxi hibrido PE x SC-52 rege-
neradas em meio MS com CIN a 5 mg/L.

Figura 5. Plantulas de abacaxi hibrido PE x SC-52 rege-
neradas em meio MS com BAP a 2 mg/LL (A) e com CIN
a5 mg/L (B).
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riodo de cultivo por mais 15 ou 20 dias, este trata-
mento possivelmente poderia superar o tratamento
com BAP, em razio da regeneragio de plantulas das
gemas adventicias. As plantulas regeneradas em meio
sem reguladores de crescimento eram bem forma-
das, maiores ¢ apresentavam raizes (Figura 7).

A proliferacao de gemas axilares, por reproduzir
in vitro um fendmeno natural, ¢ um sistema mais fa-
cilmente controlado ¢ apresenta fidelidade genética
clevada (Grattapaglia & Machado, 1998). No en-
tanto, pelo fato de as bromélias serem particularmente
propensas a variagdes genotipicas ¢ fenotipicas em
cultivo de tecidos, nio se pode garantir que na rege-
neragao de plantas a partir de segmentos nodais nao
se formem variantes (Kiss et al., 1995). Contudo,
como estes autores afirmam que o método de estiola-
mento tem a vantagem de evitar danos na regido de
regeneracio ¢ impedir a formagao de calo, ¢ possi-

Figura 6. Plantulas de abacaxi hibrido PE x SC-52 rege-
neradas em meio MS com ANA a 1,86 mg/L.

Figura 7. Plantulas de abacaxi hibrido PE x SC-52 rege-
neradas em meio MS sem reguladores de crescimento.
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vel que este método proporcione menores taxas de
variabilidade que os protocolos mais convencionais
de micropropagacio (Rao et al., 1981; Ramirez,
1984; Dewald et al., 1988).

Este método ¢ diferente de outros protocolos mais
convencionais, ¢ mostrou ser eficaz na regeneragao
de plantulas. Tendo em vista a ocorréncia de varian-
tes entre plantulas de abacaxi micropropagadas, se-
ria interessante a avaliagio ¢ comparacdo do mate-
rial produzido neste método com o material produzi-
do em outros protocolos. No entanto, até o presente,
segmentos nodais nao foram utilizados para produ-
¢ao de mudas de abacaxi em larga escala.

Conclusoes

1. O método do estiolamento de segmentos nodais
e regeneracgio de plantulas ¢ vidvel para a multipli-
cacdo in vitro do abacaxi hibrido PE x SC-52.

2. ANA a 1,86 mg/L para estiolamento de brotos,
seguido de BAP a 2 mg/L para regeneracio de
plantulas, sdo os melhores tratamentos para a multi-
plicagao in vitro do hibrido PE x SC-52, usando seg-
mentos nodais estiolados.
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