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Merr., EM MEIO LIQUIDO/SOLIDO, NA PRESENCA/AUSENCIA DE LUZ

In nitial in vitro culture of axillary buds of Ananas comosus (L.) Merr. in
liguid/semi-solid culture medium, in the presence/absence of light
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RESUMO

A capacidade regenerativa de gemas axilares de abacaxizeiro cv. Pérola (Ananas comosus (L.) Merr.) foi avaliadaem meio de
cultivo liquido e gelificado, na presenga e auséncia de luz, com o objetivo de produzir material para subsequentes fases da
micropropagagdo. Os explantes foram estabel ecidos, por 60 dias, em meio MS acrescido de 0,63 uM de ANA e 2,5 uM de BAP.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido com quatro tratamentos (meio liquido com e sem ponte de
papel de filtro e meio gelificado com agar a 6,0 g L* e com Phytagel® a 3,0 g L), com quatro repeticdes e cinco explantes por
repeticdo. Diferentes volumes de meio liquido (2,5 mL; 5,0 mL e 10,0 mL) também foram avaliados, usando-se quatro repeticdes
por volume de meio de cultura. Maior nimero de brotos foi obtido na presenca de luz, em meio liquido sem ponte de papel defiltro,
onde 80% dos explantes se diferenciaram em brotos. Na auséncia de luz, 68,8% a 87,5% dos explantes ndo regeneraram brotos.
Explantes cultivados em volumes de 5,0 mL ou 2,5 mL de meio MSliquido, acrescido de 0,63 uM de ANA e 2,5 uM de BAP, na
presenca de luz, constitui um protocol o adequado para cultivo inicial de gemas axilares e regeneracdo de brotos de abacaxizeiro.

Termos par a indexagdo: Abacaxizeiro, culturain vitro, regeneracdo, Ananas COmosus.

ABSTRACT

The regenerative capacity of buds from lateral sprouts of the pineapple cv. Pérola (Ananas comosus (L.) Merr.) was
evaluated in liquid and semi-solid medium, under light and dark conditions, with the objective of producing materials for subsequent
phase of micropropagation. The explants were established for 60 days in basal M'S medium, supplemented with 0.63 uM NAA
and 2.5 uM BAP. The statistical design was completely randomized with four treatments (liquid medium with and without filter
paper bridge, and semi-solid medium gellified with agar and phytagel®), four repetitions and five explants per experimental unit.
Different volumes of liquid medium (2.5 mL, 5.0 mL, and 10.0 mL) were also evaluated in four replications per treatment. More
buds were obtained in liquid medium without filter paper bridge, where 80.0% of explants differentiated new shoots. In treatments
cultivated in the dark, 68.8% to 87.5% of the explants did not regenerate new shoots. Explants cultivated in volumes of 2.5 mL and
5.0 mL of medium, in the presence of light, were more efficient in the induction and formation of shoots. The cultivation of axillary
buds of lateral pineapple sproutsin 2.5 mL or 5.0 mL of MS liquid medium, supplemented with 0.63 uM NAA and 2.5 uM BAP,
in the presence of light, represents an adequate protocol for establishing new pineapple shoots for use in subsequent phases of

micropropagation.

Index terms: Pineapple, in vitro culture, regeneration, Ananas comosus.

(Recebido em 5 de junho de 2006 e aprovado em 25 de hovembro de 2008)

A incorporacdo de novas tecnologias de
producdo representadas pelo uso de cultivares mais
produtivas e resistentes a pragas, métodos eficientes e
de baixo custo de propagacdo, entre outros, proporciona
um ganho de produtividade e reduc&o dos custos pelo
efeito diluicdo, que é produzido pelo aumento da escala
de producdo. O custo de producdo de mudas

micropropagadas de abacaxizeiro é considerado elevado,
quando comparado ao de mudas convencionais
(Escalonaet a., 1999).

A disponibilidade de brotos ou plantulas, prontos
para utilizacdo na fase de multiplicacdo, é de grande
importancia, principal mente para empresas que trabalham
com producdo de mudas em larga escala.
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As mesmas vias bioguimicas e metabolicas basicas
gue funcionam nas plantas sd0 conservadas nas células
cultivadas, embora alguns processos como afotossintese,
podem ser modificados pelas condi¢des de cultivo e pelo
estado de diferenciacdo do explante (Caldas et a., 1998).

Nos protocolos de estabelecimento publicados
para abacaxizeiro, constata-se a predominancia no uso do
meio de cultivo gelificado, com ou sem adi¢do de
reguladores de crescimento. Entretanto, Mendes et a.
(1999) e AlImeida et al. (2002) utilizaram o meio de cultivo
liquido apenas na fase de multiplicacéo e obtiveram, nesse
meio, maior nimero de brotos/explante em relagdo ao meio
gelificado. Sistemas de cultivo em meio de culturaliquido
sob agitacdo, estacionério ou com ponte de papel de filtro,
tém sido mais utilizados nessa fase da micropropagaco. A
utilizag@o do meio liquido estacionério tem resultado em
vitrificacdo das culturas, embora, alguns gelificantes
também possam induzir ou ter influéncia na vitrificacdo.
Essa anomalia, segundo Kevers & Gaspar (1986) € uma
desordem fisiolégica causada pela presenca de grande
quantidade de &gua residual nos espagos apopl asticos,
deixando o tecido rigido e quebradico.

Na fase de estabelecimento de gemas axilares de
abacaxizeiro, 0 ANA (&cido naftaleno acético) é aauxina
mais utilizada, seguidado AlA (&cido indol acético) e do
IBA (&cido indol butirico). O BAP (benzilaminopuring) éa
citocinina citada na maioria dos trabalhos nas fases de
estabel ecimento de gemas e também nos protocol os para
multiplicag8o do abacaxizeiro (Almeida et a., 2002; Barroso
et al., 2003; Barbozaet al., 2004; Costa et al.,2007).

Conduziu-se este trabalho, com o objetivo de avaliar
o cultivoinicial in vitro de gemas axilares de abacaxizeiro
cv. Pérola, em meio liquido e gelificado, na presenca ou
ausénciadeluz.

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura
de Tecidos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, em Brasilia, DF. Os explantes utilizados foram
gemas axilares acompanhadas de pegquena porcado de tecido
com tamanho médio de 6 mm x 4 mm retiradas de mudas do
tipo filhote de abacaxizeiro (Ananas comosus(L.) Merr. cv.
Pérola), com peso variando de 370 a 390 gramas. A pré-
limpeza das mudas consistiu da retirada de um segmento
da base e também das folhas, deixando apenas a haste
caulinar com as gemas expostas. As hastes foram imersas
em &lcool 50% durante um minuto, fora da cmara de fluxo
laminar. Em condi¢Bes assépticas, efetuou-se uma segunda
imersdo em dcool 50% por um minuto, seguindo-se a
imersao em hipoclorito de sddio 1% por dez minutos. Logo
apos, efetuaram trés lavagens em &gua destilada estéril,
por dez minutos cada.

O potencial regenerativo dos explantes foi avalia-
do na presenca e auséncia de luz, utilizando-se o delinea-
mento experimental inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos (meio gelificado com agar, meio gelificado com
Phytagel®, meio liquido com ponte de papdl de filtro e
meio liquido sem ponte de papel de filtro), com quatro
repeticdes e cinco explantes por repeticdo, para cada am-
biente de cultivo. Na auséncia de luz, os explantes foram
cultivados em tubos de ensaio de 125 mm x 25 mm, con-
tendo 10,0 mL de meio MS (Murashige & Skoog, 1962)
acrescido de 0,63 uM de ANA e 2,5uM de BAP, envoltos
em papel aluminio. Para crescimento na presenca de luz,
os explantes foram mantidos em sala de crescimento com
intensidade luminosa de 30 umol m?s?, temperatura de 25
+ 2°C e fotoperiodo de 16 horas.

Em fungdo dos resultados obtidos nessa primeira
fase, o potencial regenerativo de gemas axilares de
abacaxizeiro foi avaliado em diferentes volumes de meio
MS liquido, sendo os explantes inoculados diretamente
no meio de cultura e mantidos na presenca de luz.
Utilizaram-se trés tratamentos (2,5 mL; 5,0 mL e 10,0 mL),
em quatro repeticdes e 16 plantas por tratamento. Em
todos os tratamentos, dois meses apds inicio do cultivo,
procedeu-se a avaliagdo e o subcultivo de todo o material
parameio MS gelificado com 6,0 g L de agar, mantendo-
se as mesmas concentragdes de fitorreguladores.

As variaveis avaliadas foram a percentagem de
contaminacdo, percentagem de explantes vidveis (explantes
apresentando aumento de tamanho e com desenvolvimento
de parte aérea), percentagem de explantes inviaveis
(oxidados e/ou apenas intumescidos), altura dos brotos e
nimero de folhas por broto. Os percentuais de explantes
viaveis einviaveis foram calculados com base no total de
explantes sem contaminagao.

A andlise estatisticafoi realizada usando o proce-
dimento ANOVA do programa SAS (SAS Institute, 1989),
usando o teste de Duncan, a 0,5% de probabilidade. Os
dados expressos em percentagem foram transformados

por meio da equagdo do arc seno / %100 , de acordo

com Snedecor & Cochran (1989).

As gemas axilares de mudas de abacaxizeiro, cv
Pérola, apresentaram variagdo quanto ao potencial de
diferenciacdo em brotos, quando cultivadasin vitro, tanto
em relacdo a natureza fisica do meio, quanto em relacdo a
presenca e ausénciade luz (Tabelas 1 e 2). Os tratamentos
conduzidos em auséncia de luz exibiam baixo percentual
de brotos regenerados, menor atura e menor nimero de
folhas por broto, quando comparados agquel es conduzidos
napresencade luz (Tabelal).
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Tabela 1 — Efeitos do meio M S liquido e gelificado, no estabelecimento inicial in vitro de gemas axilares de abacaxizeiro,
aos 60 dias de cultivo, na presenca e ausénciade luz. Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, 2007.

Presenca de luz

Tratamentos EB (%) AB (cm) NF Ei (%)
Meio liquido & ponte de papel defiltro 80,0 a 1,26 a 50 a 200 c
Meio liquido ¢/ ponte de papel defiltro 550 b 1,26 a 46 a 450 b
Meio gelificado ¢/ Agar 55,0 b 0,66 b 35 @ 450 b
Meio gelificado ¢/ Phytagel® 337c 057 b 17 b 66,3 a
CV (%) 34,9 35,6 32,0 29,0

Ausénciade luz

Meio liquido & ponte de papel defiltro 31,3 A 0,67 AB 20 A 68,8 B
Meio liquido ¢/ ponte de papel defiltro 30,0 A 0,70 AB 1,7 A 70,0 B
Meio gelificado ¢/ Agar 125 B 0,55 B 15 A 875 A
Meio gelificado ¢/ Phytagel® 25,0 AB 097 A 20 A 75,0 B
CV (%) 30,7 37,0 219 34,5

Em cada ambiente de cultivo, médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05).
EB = explantes que formaram brotos; AB = aturado broto; NF = nimero de folhas; Ei = explantesinvidveis

Comparando-se 0 nimero de brotos formados em
condic¢Bes de claro e escuro (Tabela 2), verificou-se que,
nafaseinicial de cultivo, aluz teve influéncia significativa
no potencia de diferenciag@o dos explantes, independente
do fato de, ainda nas mudas, as gemas axilares ndo estarem
expostas aluz. Segundo Grattapaglia & Machado (1998)
explantes obtidos de plantas matrizes que néo estdo
expostas a luz, quando submetidos a um periodo no escuro,
no inicio da cultura in vitro, podem ter o estresse dos
explantes evitado nessa fase de cultivo. Além disso, a
auséncia total de luz ou intensidades de luz reduzidas é
favorével nos primeiros dias de cultivo, apos o isolamento
dos explantes, parareduzir a oxidagdo fendlica (Franclet &
Boulay, 1982).

O meio de culturaliquido proporcionou melhores
resultados para regenerac@o de brotos e a redugdo do
volume de meio de 10,0 mL para’5,0 mL e 2,5 mL mostrou
efeitos positivos como rapida diferenciacéo e crescimento
vigoroso dos brotos (Tabela 3), mantendo esta
caracteristica no cultivo subsequente em meio gelificado.
Os brotos regenerados em 2,5 mL de meio MS
apresentavam altura duas vezes maiores em relacdo aqueles
de explantes cultivados em meio contendo gelificantes
(Tabelas 3 e 2, respectivamente).

Ao avaliar o potencia regenerativo de gemas axi-
lares de abacaxizeiro, cultivares Perolera e Primavera, Guer-
ra et a. (1999) observaram a existéncia de diferencas
genotipicas naresposta ainducéo morfogenéticain vitro.
A interacdo gendtipos versus natureza fisica dos meios

foi demonstrada para a cultivar Perolera, que, em meio
liquido, apresentou taxa de regeneracdo 37% superior
aguela em meio de cultivo gelificado (Mendes et al., 1999).
Para a cultivar Primavera a taxa regenerativa em meio li-
quido foi 17,1% superior em relagdo ao meio gelificado.
Esses autores usaram concentracdes de 2,7 uM e 5,4
pM de ANA, combinadas com diferentes concentra-
¢cOesde BAP (4,4 uM; 8,9 uM e 13,3 uM), em meio liqui-
do egelificado. A taxaderegeneracdo parameio liqui-
do foi 30,5% superior em relacdo aobservadaem meio
gelificado.

O uso do meio liquido durante a fase de
multiplicagdo in vitro de abacaxizeiro cv. Pérola aumentou
a producdo de gemas adventicias em relagdo ao meio
gelificado com &gar (Almeidaet a., 2002). Esses autores
obtiveram, no periodo de 150 dias de cultivo, 554,2 e 128,7
brotos por explante em meio liquido e gelificado,
respectivamente.

Rangan (1984) sugeriu a utilizagéo de um protoco-
lo regenerativo geral paracultivoin vitro de abacaxizeiro,
baseado na formagéo de brotagdes a partir de gemas axi-
lares laterais, em meio de culturaM S liquido acrescido de
9,7 uM de ANA; 9,8 uM de AIB e 9,8 uM de cinetina.
Observa-se que as concentracfes de fitorreguladores
utilizadas por esse autor sdo bem mais altas que as
utilizadas no presente trabalho (0,63 uM deANA e 2,5
uM de BAP) onde o objetivo n&o é a obtengdo de um
protocolo Unico para as fases de estabelecimento de
gemas e multiplicagcéo de brotos, envolvendo vérias
repicagens.
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Tabela 2 — Efeito da presenca e auséncia de [uz no estabelecimento inicial in vitro de gemas axilares de abacaxizeiro cv.
Pérola, ap6s 60 dias de cultivo. Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, 2007.

Condicfes de luz EB (%) AB (cm) NF Ei (%)
Presenca 559 a 0,94 a 37 a 441 b
Auséncia 247 b 0,71 a 20 b 753 a
CV (%) 34,5 252 249 219

Para cada coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05).
EB = explantes que formaram brotos; AB = atura do broto; NF = nimero de folhas; Ei = explantesinviaveis

Tabela 3 — Efeitos de diferentes volumes de meio liquido no estabel ecimento de gemas axilares de abacaxizeiro, cv.
Pérola, apds 60 dias de cultivo na presenca de luz. Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, 2007.

Tratamentos EB (%) AB (cm) NF Ei (%)
10,0 mL 80,00 a 1,26 a 504 b 20,00 a
5,0 mL 90,00 a 141 a 5,70 ab 10,00 b
25mL 85,00 a 152 a 6,98 a 15,00 ab
CV (%) 22,0 253 249 36,5

Para cada coluna, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05).
EB = explantes que formaram brotos; AB = alturado broto; NF = nimero de folhas; Ei = explantesinviaveis

Conclui-se que gemas axilares de abacaxizeiro
cv. Pérola expressam maior potencial regenerativo in
vitro quando estabelecidas em meio MS liquido, na
presencadeluz equeo seu cultivoinicial em volumes
de2,5mL ou 5,0 mL demeio MSliquido, acrescido de
0,63 uM ANA e 2,5 uM de BAP, na presenca de luz,
constitui um protocolo eficiente para estabel ecimento
dessas gemas e regeneracdo de brotos e plantas para
utilizacdo em fases subsequentes de um sistema de

mi cropropagacao.
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