ESTIOLAMENTO NA MICROPROPAGACAO DO
ABACAXIZEIRO CV. PEROLA

RESUMO - Objetivou-se estudar o efeito do estiola-
mento na micropropagagdo de abacaxizeiro cv. Pérola e
posterior recuperacdo dos brotos estiolados, realizando-
se dois experimentos. No primeiro, os caules utilizados
como explantes foram obtidos de brotos pré-
estabelecidos in vitro, dos quais foram retiradas as fo-
Ihas. O estiolamento foi induzido colocando-se os ex-
plantes em tubos de ensaio no escuro por 20, 40 e 80 di-
as, contendo 0s seguintes meios de cultura: 1) MS su-
plementado com 0,1 mg.L™ de ANA e 0,5 mg.L™ de
BAP, 2) MS suplementado com 1,8 mg.L™ de ANA e 2
mg.L* de BAP e 3) MS sem reguladores de crescimen-
to. Para nimero de brotos, o melhor meio foi o MS +
1,8 mg.L™! de ANA e 2 mg.L™ de BAP, obtendo-se mé-
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dia de 10,26 brotacOes aos 40 dias no escuro. Para com-
primento de brotos estiolados, 0 meio MS sem regula-
dores de crescimento foi significativamente melhor
quando os explantes foram mantidos por 80 dias no escu-
ro, apresentando comprimento médio de 10,86 cm. No se-
gundo experimento, os brotos estiolados, com e sem 0 pi-
ce, foram colocados horizontalmente em placas conten-
do meios de cultura com idéntica formulagéo aos descritos
anteriormente. Para nlmero total de brotos, brotagfes esti-
oladas sem &pice em melo MS suplementado com
1,8mg.L ™ de ANA e 2 mg.L™ de BAP promoveram o me-
Ihor resultado, correspondendo a 10,61 brotagGes por ex-
plante.

TERMOS PARA INDEXACAO: Ananas comosus, cultura de tecidos, propagacéo, Bromeliaceae, auséncia de luz.

ETIOLATED IN MICROPROPAGATION OF
CV.PEROLA PINEAPPLE PLANT

ABSTRACT - It was amed to produce
micropropagated plantlets of pineapple cv. Pérola by
using the etiolated technique and subsequent recovery
of etiolated shoots. Two experiments were carried out.
In the first, the stalks used as explant were obtained
from in vitro shoots established without leaves. The
etiolation was induced by putting the explants in test
tubes in the darkness for 20, 40 and 80 days with the
media: 1) MS supplemented with ANA 0.1mg.L™ and
BAP 05mg.L™?, 2) MS supplemented with ANA
1.8mg.L™* and BAP 2mg.L™* and 3) MS without growth
regulators. The best results for shoot number were

obtained with MS + ANA 1.8mg.L™* and BAP 2mg.L™
media (10.26 shoots at 40 days in the darkness). The
MS medium without growth regulators, was
significantly better for etiolated shoots when the
explants were maintained for 80 days in the darkness,
presenting 10.86cm mean length. In the second
experiment, the etiolated shoots, with or without apex,
were put horizontally in plates containing the three
culture media described before. The MS medium
supplemented with ANA 1.8mg.L™" and BAP 2mg.L™
induced the best result for total shoots number (10.61
shoots when the apex were eliminated).

INDEX TERMS: Ananas comosus, tissue culture, propagation, Bromeliaceae, light absence.
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INTRODUCAO

A micropropagagao do abacaxizeiro consiste, ba-
sicamente, em desfolhar as mudas, desinfestar com hi-
poclorito de sddio os caules obtidos, retirar as gemas em
ambiente asséptico, as quais sdo novamente desinfesta-
das e colocadas em tubos de ensaio contendo meio nu-
tritivo para que ocorra a brotagdo. Gemas axilares dor-
mentes da coroa so excelentes explantes primarios, a
[ém de folhas apicais e mudas obtidas in vitro, que sdo
bons materiais para producdo de calos, a partir dos
guais mudas podem ser regeneradas (MATHEWS e
RANGAN, 1981). Gemas apicais e axilares da coroa
(MATHEWS e RANGAN, 1979), de filhotes (SITA et
al., 1974), gemas laterais (ZEPEDA e SAGAWA, 1981),
sincarpio (WAKASA, 1979 citado por KISS et al.,
1995) e calos (RAO et a., 1981; WEE, 1979, citados
por KISS et a., 1995) também sdo utilizados.

Na maioria dos trabalhos, o meio MS
(MURASHIGE, 1974) tem sido utilizado. Varios regu-
ladores de crescimento tém sido testados para iniciacdo
e manutengdo das pléantulas no meio de cultura, especi-
amente combinacdo de auxina/citocinina (MOORE et
al., 1992; PESCADOR e KOLLER, 1992; CABRAL et
al., 1984). Moore et a. (1992) indicam o meio MS su-
plementado com 3% de sacarose, 0,8% de &gar, 0,57
mM inositol, 1,2 uM de tiaminaHCl, 10,8 uM de ANA
€8,8 uM de BAP.

A micropropagagdo do abacaxizeiro é normal-
mente mais demorada que outras espécies, pois a pro-
ducdo de plantas ndo é conseguida antes de 9 a 12 me-
ses depois do inicio das culturas. Mas esse obstéculo
pode ser superado com novos estudos para reduzir esse
tempo. Nesse sentido, Kiss et al. (1995) propuseram
novo método de propagacdo rdpida do abacaxi, baseado
no alongamento de brotos induzidos in vitro, por meio
do estiolamento.

O estiolamento € o desenvolvimento de brotos,
ramos ou partes desses em auséncia de luz, o que causa
0 crescimento, geralmente alongado e com coloracdo
amarela ou branca, em raz8o da auséncia de clorofila
(HARTMANN e KESTER, 1990).

Os efeitos morfolégicos incluem a coloracéo
branca, alongamento dos internddios e aumento da su-
culéncia, proporcionando decréscimo na barreira mecé
nica dos tecidos do caule em conseguéncia da menor
lignificacdo, suberificagdo e espessura das paredes celu-
lares (MAYNARD e BASSUK, 1996). O estiolamento
atrasa a lignificacdo dos tecidos, e essa reducéo das
propriedades mecanicas dos tecidos é responsavel pela
facilidade de enraizamento provocada nas brotagOes es-

tioladas (BASSUK e MAYNARD, 1987, citados por
BIASI, 1996).

Os efeitos fisiolégicos incluem o metabolismo e
transporte de auxina, ateragdes na sensibilidade dos te-
cidos a auxina e ateragBes no contelido de compostos
fendlicos. Acredita-se que a luz diminui a eficiéncia do
AlA (&cido indolacético), sem mudar o seu contelido
(MAYNARD e BASSUK, 1988).

Em cultivos in vitro, Economou e Read (1987)
encontraram maior porcentagem de enraizamento em
brotacGes de azaléa cultivadas sob menor irradiacdo, e
uma alta correlagdo foi encontrada entre a atividade da
peroxidase e a habilidade de enraizamento das brota-
¢Oes.

O método de micropropagacdo do abacaxizeiro
proposto por Kiss et al. (1995) é baseado no alonga-
mento de brotos induzidos in vitro mediante estiolamen-
to, em que brotos da cv. Smooth Cayenne produzidos
‘in vitro’ foram colocados em meio MS adicionado de
ANA (10 uM) e mantidos a 28°C no escuro por 30 a 40
dias, apos retiradas todas as folhas. Esse processo pro-
moveu o estiolamento dos brotos e indugdo de novas
gemas. Depois de estiolados, os brotos foram colocados
em placas de Petri, no sentido horizontal, contendo
meio de cultura N6 suplementado com cinetina (25uM)
ou BAP (20uM), obtendo apds 4 a 6 semanas, uma taxa
de regeneracdo de 13 a 15 plantas por nd, aumentando a
taxa de multiplicacdo ‘in vitro’. Com esse mesmo obje-
tivo, Moreira et a. (1997), usando brotos cortados, sem
folhas, de plantas ja estabelecidas ‘in vitro’ da cv. Pri-
mavera, conseguiram maior estiolamento (10,26 cm)
dos brotos aos 45 dias de incubag&o no escuro.

Realizou-se este trabalho com o objetivo de ob-
ter brotactes in vitro de abacaxizeiro cv. Pérola median-
te estiolamento de brotos.

MATERIAL E METODOS

BrotacGes de abacaxizeiro cv. Pérola estabeleci-
das ‘in vitro’ foram selecionadas e colocadas em meio
de cultura MS. Dessas, apos retiradas as folhas e raizes,
obtiveram-se caules de aproximadamente 1cm de com-
primento que, em condi¢des assépticas, foram coloca
dos em tubos de ensaio de 150x25 mm contendo os
meios de cultura.

No primeiro experimento, os tratamentos consis-
tiram dos seguintes meios de cultura: 1) MS suplemen-
tado com 1,8 mg.L™" de ANA e 2 mg.L*de BAP; 2) MS
com 0,1 mg.L™* de ANA e 0,5 mg.L™" de BAP e 3) MS
sem reguladores de crescimento. O estiolamento foi indu-
zido colocando-se os caules nos tubos de ensaio contendo
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0s meios de cultura, envoltos em papel aluminio, para pro-
porcionar a condic¢do de escuro por 20, 40 e 80 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o in-
teiramente casualizado com 9 tratamentos, 5 repeticfes
e 3 brotos/repeticdo, totalizando 135 explantes. Ao tér-
mino de cada periodo de escuro, foram avaliados nime-
ro e comprimento dos brotos estiolados.

Para 0 segundo experimento, brotacbes foram
colocadas em meio MS e mantidas em condicdo de es-
curo, por 80 dias, para promover o estiolamento, con-
forme resultado obtido no experimento anterior. Apos
estiolados, os brotos de aproximadamente 12 cm, foram
colocados horizontalmente em placas de Petri, visando a
brotacdo das gemas, contendo os seguintes meios de
cultura: 1) MS suplementado com 1,8 mg.L ™" de ANA e
2 mg.L™ de BAP 2) MS suplementado com 0,1 mg.L™
de ANA e 0,5 mg.L™ de BAP e 3) MS sem reguladores
de crescimento. Outro fator testado foi a retirada ou néo
do 4pice dos brotos estiolados, visto que, em testes pre-
liminares, essa técnica proporcionou maior brotaggo.

O delineamento experimental utilizado foi o in-
teiramente casualizado em esguema fatorial 3x2, com 3
repeticdes e 3 brotos/repeticdo. Apos 45 dias em sala de
crescimento, avaliaram-se 0 nimero total de brotacdes
(NTB), nimero de brotagdes na base (NBB), nimero de
brotacGes no apice (NBA) e nimero de brotacdes entre
0 apice e abase (NBAB).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Experimento 1

Para nimero de brotos (Tabela 1), os trés meios uti-
lizado promoveram comportamento semelhante aos ex-
plantes, aos 20 dias no escuro. Aos 40 e 80 dias no escuro,
0s explantes mostraram-se diferentes, e aos 40 dias, no
meio 1, foram superiores, apresentando nimero médio de
10,26 brotagdes, e aos 80 dias, no meio 2, apresentaram
maior nimero médio de brotagdes (8,19). No meio 3 (sem
regul adores de crescimento), os explantes tiveram compor-
tamento inferior, independente do periodo no escuro, apre-
sentando um maximo de 2,49 brotaces.

Apesar de 0 meio MS suplementado com 1,8
mg.L™" de ANA e 2,0 mg.L™ de BAP ter induzido maior
brotagdo aos 20 e 40 dias, verificou-se expressiva pre-
senca de calos nos explantes cultivados nesse meio.
Provavelmente a concentracdo da auxina utilizada foi
elevada, visto que o &cido indolacético (ANA) é uma
auxina que, se adicionada em concentragdes acima de
alguns décimos de miligrama, tende a formag&o de calos
nos explantes. O meio suplementado com 0,1 mg.L™ de
ANA + 0,5 mg.L™* de BAP, apesar de induzir um niime-

ro menor de brotagdes aos 20 e 40 dias, ndo promoveu
formacdo de calos.

TABELA 1 — Numero médio de brotagtes estioladas
de abacaxizeiro cv. Pérola submetidos a diferentes
tempos de escuro e meios de cultura. UFLA, Lavras-
MG, 2002.

Meio de Cultura

Tempo de escuro
(dias) 1 2 3
20 439a 236a 249a
40 10,26a 6,33b 229¢
80 3,96 b 8,19a 1,26¢

Médias seguidas por letras distintas, ha mesma li-
nha, diferem entre si ao nivel de 5% de probabilida-
de.

Quando se utilizou 0 meio M S suplementado com
1,8 mg.L™ de ANA e 2 mg.L™de BAP, 0 nimero médio
méximo de brotagdes (10,78) foi conseguido aos 49,3 dias
g, para 0 meio MS suplementado com 0,1 mg.L™* de ANA
e 0,5 mg.L™ de BAP, 0 nimero médio méximo de brotos
(8,19) foi obtido aos 80 dias no escuro. Os resultados obti-
dos foram superiores aos obtidos por Kiss et al. (1995), em
razéo, provavelmente, da adicdo de BAP nos meios, pois
esse regulador esta diretamente envolvido na inducdo de
brotagBes. O meio 3 (sem reguladores de crescimento) in-
duziu um decréscimo no ndmero de brotagfes com o au-
mento do tempo de escuro.

O meio MS sem fitoreguladores foi significativa-
mente melhor para comprimento de brotos estiolados aos
40 e 80 dias de escuro (Tabela 2). Quando mantidos du-
rante 20 dias no escuro, os trés meios tiveram estatistica-
mente 0 mesmo comportamento. Praxedes et al. (2000) ve-
rificaram que o estiolamento ‘in vitro’ do abacaxizeiro cv.
Pérola pode ser obtido sem a aplicacdo exdgenade ANA e
AlA. Porém, Sa et d. (2000) observaram que o maior
comprimento dos segmentos estiolados (4,3 cm) foi obtido
com 10uM de BAP + 10uM de ANA.

Nos meios de cultura 1 e 2, ndo se observou incre-
mento no comprimento dos brotos em  fungdo do tempo
de escuro, ao passo que, no meio sem regulador de cres-
cimento (3), houve acréscimo no comprimento até os 30
dias.

O comprimento dos brotos estiolados é uma va-
ridvel importante, pois esta diretamente relacionada com
0 nmero de nés que serdo recuperados em novas brota-
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¢Bes, quando colocados em condigdes de luz. Brotos es-
tiolados de aproximadamente 12 cm apresentaram entre
10 a 12 nés. Para a cv. Smooth Cayenne, os brotos esti-
olados atingiram comprimento de 6 a10 cm, com6 a9
nés por broto, depois de mantidos por 30 a 35 dias no
escuro (KISSet al., 1995).

O tempo de estiolamento obtido com a cv. Perola
foi maior em relagdo as cvs. Primavera (MOREIRA et
al. 1997) e Smooth Cayenne (KISS et al., 1995).

TABELA 2 — Comprimento médio de brotacfes estio-
ladas de abacaxizeiro cv. Pérola submetidas a diferentes
tempos de escuro e meios de cultura. UFLA, Lavras-
MG, 2002.

Meiosdecultura

Tempo de escuro
(dias) 1 2 3
20 0,30 a 0,65a 101a
40 0,52a 0,72a 2,60b
80 0,84a 136a 10,86b

M édias seguidas por letras distintas, na mesma linha,
diferem entre s ao nivel de 5% de probabilidade.

Experimento 2

Para nimero total de brotos (NTB), os meios
proporcionaram 0 mesmo comportamento aos explantes
guando se manteve o &pice (Tabela 3). Entretanto,
quando o &pice foi retirado, os meios foram significati-
vamente diferentes, e os explantes tiveram maior média
de brotacso no meio MS suplementado com 1,8 mg.L™
de ANA e 2 mg.L ™ de BAP (2), apresentando média de

brotacGes de 10,61, porém com calos em todos 0s ndés,
seguido pelo meio M'S suplementado com 0,1 mg.L™ de
ANA e 0,5 mg.L™ de BAP, com média de 8,10 brota-
cOes. Sa et a. (2000) constataram maiores taxas de re-
generacao com dosagens de 5 (27,3 brotos) e 10 uM (27
brotos) de BAP nos segmentos que foram seccionados.

Para nimero de brotos no gpice (NBA) e na base
(NBB), os explantes tiveram 0 mesmo comportamento
nos trés meios quando foi deixado o apice e foram dife-
rentes quando o retiraram (Tabela 3), sendo superiores
nosmeios2 e 3.

Para a variavel nimero de brotos entre o apice e
a base (NBAB), ndo houve diferenca significativa, ob-
tendo-se 3,33 brotagcdes com a retirada do apice e quan-
do se utiliza 0 meio MS suplementado com 0,1mg.L™
de ANA e0,5mg.L™ de BAP (Tabela 3).

De maneira geral, 0o meio M S suplementado com
1,8 mg.L™" de ANA e 2 mg.L™ de BAP mostrou-se mais
eficiente para inducdo de brotages nos brotos estiola
dos, em nimero, porém com formagdo de uma grande
massa de calos, observada em quase todos os nés. No
meio MS suplementado com 0,1 mg.L™ de ANA e 0,5
mg.L™ de BAP, as brotacdes foram menores (peso de
aproximadamente 100mg), sem formagcdo de calos e
mais individualizadas, o que facilitou a repicagem.

Observou-se dificuldade em quebrar a dominan-
cia apical dos brotos estiolados para induzir a iniciagio
de brotagdes entre os nés. Por causa disso, pode-se pro-
por a individualizacdo de cada n6é e a colocagdo em
meio MS suplementado com 0,1 mg.L™* de ANA e 0,5
mg.L™ de BAP. Outra aplicacdo do estiolamento pode
ser em gemas na fase de isolamento, 0 que poderia
compensar a demora das brotages (em torno de 9 me-
ses) e ataxa de contaminagdo, que é muito alta.

TABELA 3 - Numero total de brotagdes (NTB), nimero brotages na dpice (NBA), nimero de brotactes na base
(NBB) e numero de brotacGes entre o dpice e a base (NBAB) de brotos estiolados in vitro de abacaxizeiro cv. Péro-
la, em funcdo daretirada do apice e do meio de cultura. UFLA, Lavras-MG, 2002.

_ NTB NBA NBB NBAB
Meios Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
1 2.33aA 2.88aA 166aA 0.00aB 0.99aA 055aA 0.00aB 2.33aA
2 277 aB 10.61c A 122 aB 244bA 1.33aB 482cA 0.22aB 3.33aA
3 3.33aB 810bA 1.00aB 255bA 1.66aB 355bA 0.66 aB 2.66aA

M édias seguidas por letras diferentes, minldsculas na coluna e maitlisculas na mesma linha, diferem entre si ao

nivel de 5% de probabilidade.
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CONCLUSOES

a) Para o estiolamento das brotaces, o0 meio de
cultura MS suplementado com 1,8 mg/l de ANA e 2
mg/l de BAP proporciona maior taxa de multiplicago.
Para 0 comprimento de brotos estiolados, 0 melhor meio
€ 0 MS, sem reguladores de crescimento, quando os ex-
plantes ficam por 80 dias no escuro.

b) O meio MS suplementado com 1,8 mg.L™* de
ANA e 2 mg.L™" de BAP promove maior nimero de
brotacGes quando se retira o 4pice dos brotos estiolados.
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