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Cultivo in vitro de somaclones de abacaxizeiro na presença de NaCl
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RESUMO

Neste trabalho foi avaliado o cultivo in vitro de somaclones de abacaxizeiro, na presença de elevadas concentrações de

NaCl. Propágulos de abacaxizeiro foram submetidos a um período de cultivo in vitro em diferentes concentrações de

NaCl (0, 12,5, 25 e 50 mM). Em seguida, foram cultivados na ausência do sal e, por fim, foram submetidos a um outro

período de cultivo in vitro em 0 e 100 mM de NaCl. Não se observou interação entre as concentrações empregadas nos

dois períodos de exposição ao NaCl, de modo que propágulos provenientes de tratamentos com concentrações mais

elevadas não apresentaram melhor desempenho durante o segundo período de exposição; no entanto, constatou-se alte-

ração negativa para os valores referentes à maioria das variáveis avaliadas em propágulos cultivados na presença de

100 mM de NaCl, na segunda exposição. Ao final do experimento foram selecionadas famílias cultivadas na presença de

100 mM de NaCl, com base na semelhança fenotípica ao controle. As famílias selecionadas eram originárias, igualmen-

te, das quatro concentrações do primeiro período de tratamento com NaCl. Desse modo, as concentrações empregadas

no primeiro período de exposição ao NaCl não influenciaram significativamente o crescimento dos propágulos durante

o segundo período de cultivo in vitro na presença de NaCl.
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Pineapple somaclones response to in vitro cultivation
in presence of NaCl

ABSTRACT

This study evaluated the in vitro cultivation of pineapple somaclones under high concentrations of NaCl. Propagules of

pineapple were cultivated in presence of different NaCl concentrations (0, 12.5, 25 and 50 mM), then passed through

two subcultivations in absence of NaCl, and finally submitted to a second in vitro cultivation under 0 and 100 mM

concentrations of NaCl. Interactions between the concentrations of both treatment’s periods were not observed. Hence,

propagules proceeding from higher concentrations treatments did not show better performance during the second period.

A negative response was observed for almost all studied variables by propagules grown in 100 mM NaCl in the second

treatment period. At the end of the experimental period, some families cultivated in 100 mM NaCl were selected. These

families came equally from the four concentrations of the first treatment period with NaCl. Hence, the concentrations of

NaCl applied in the first treatment period did not present significant influence on development of propagules during the

second in vitro cultivation period under saline conditions.
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INTRODUÇÃO

Dá-se o nome de estresse salino ao quadro de alterações
deletérias observado em plantas cultivadas em condições de
salinidade (Xiong & Zhu, 2001). Essas alterações ocorrem
devido à intoxicação por íons e a diminuição da oferta de água
e nutrientes à planta (Hasegawa et al., 2000). Plantas cultiva-
das em regiões tropicais de clima semi-árido estão mais su-
jeitas ao estresse salino, devido à elevada temperatura e à baixa
pluviosidade, características dessas regiões, tais característi-
cas associadas ao manejo inadequado da irrigação, favorecem
a salinização dos solos (Reinhardt et al., 2001).

O cultivo de abacaxizeiro é uma atividade de destaque
econômico em algumas regiões do Nordeste brasileiro, pre-
dominantemente nos tabuleiros costeiros. A Smooth Cayen-
ne é uma das principais variedades de abacaxizeiro cultiva-
das no País e a maior parte de sua produção é destinada à
industrialização e exportação (Cabral, 1999).

Uma alternativa para superação dos danos causados pela
salinidade é o melhoramento de plantas, no qual se podem
utilizar ferramentas não-convencionais para a indução de va-
riabilidade genética (Borém, 2001). Dentre estas, a indução
de variação somaclonal pode permitir a manipulação de gran-
des populações de células, sob condições ambientais contro-
ladas e em espaço reduzido, haja vista que a variação soma-
clonal se refere à variabilidade observada em plantas
provenientes do cultivo in vitro. Uma vez obtida uma popu-
lação in vitro geneticamente heterogênea, esta pode ser sub-
metida à seleção pelo tratamento com um agente de pressão
seletiva, como o NaCl (Duncan, 1997). Soneji et al. (2002),
trabalhando com gemas dormentes da coroa de abacaxizeiro
micropropagadas na presença de ANA e IBA, observaram a
ocorrência de variantes somaclonais in vitro, tais como pro-
págulos albinos, com folhas variegadas ou com caules estio-
lados. Em campo, 7,3% das plantas se apresentaram amare-
ladas, com folhas sem espinhos e raias de antocianina,
enquanto que 0,6% tinham folhas espinhosas e ricas em an-
tocianina.

A seleção in vitro pode atuar no melhoramento de plan-
tas por meio da obtenção direta de genótipos de interesse ou,
ainda, pela redução da população a ser selecionada em cam-
po. Ambas as estratégias promovem o aceleramento de pro-
gramas de melhoramento de plantas (Evans et al., 1984). Nos
últimos anos, tem-se empregado a seleção in vitro no me-
lhoramento de fruteiras visando ao desenvolvimento de di-
versas características que podem trazer benefícios à produ-
ção e ao consumo de frutas desses cultivares (Predieri, 2001).
Tais trabalhos têm sido realizados tanto em monocotiledô-
neas como em eudicotiledôneas, como o abacateiro (Gonzá-
lez-Rosas et al., 2003), a mangueira (Jayasankar & Litz,
1998) e o abacaxizeiro (Borrás et al., 2001); no entanto, o
desenvolvimento de estratégias seletivas eficazes e a avalia-
ção da eficiência da seleção in vitro são etapas indispensá-
veis para que sua aplicação seja vantajosa em programas de
melhoramento.

Com o exposto, objetivou-se através deste trabalho, ava-
liar o cultivo in vitro de somaclones de abacaxizeiro na pre-
sença de elevadas concentrações de NaCl para, com isso, ob-

servar o comportamento de explantes submetidos a uma pres-
são de seleção rápida ao NaCl.

MATERIAL E MÉTODOS

Utilizaram-se propágulos de abacaxizeiro da variedade
Smooth Cayenne provenientes do cultivo in vitro na presença
de NaCl. Estes foram cultivados em meio de cultura padrão,
composto por macro e micronutrientes do meio MS (Murashi-
ge & Skoog, 1962), vitaminas da mistura orgânica de White
(White, 1951), 30 g L-1 de sacarose, 0,1 mg L-1 de inositol,
0,1 g L-1 de benzilaminopurina (BAP) e 0,5 g L-1 de ácido
naftalenoacético (ANA) (Medeiros et al., 2001). O meio foi
geleificado com 6 g L-1 de agar e os propágulos mantidos sob
fotoperíodo de 12 h, iluminação de 2000 LUX e temperatura
de 25 °C. Os subcultivos foram realizados a cada 30 dias.

Os propágulos provinham do cultivo in vitro nas concen-
trações de NaCl: 0, 12,5, 25 e 50 mM (primeira exposição).
Em seguida, foram subcultivados duas vezes na ausência de
NaCl, a fim de diminuir o mascaramento da resposta ao tra-
tamento devido a adaptações fisiológicas. Por fim, os propá-
gulos das diferentes concentrações de NaCl foram distribuí-
dos, dois a dois e aleatoriamente, nas concentrações de 0 e
100 mM de NaCl (segunda exposição) passando por quatro
subcultivos durante essa etapa. Foram avaliadas as seguin-
tes variáveis a cada subcultivo realizado na segunda exposi-
ção: número de propágulos regenerados (maiores que 1 cm)
(NP); altura dos dois maiores propágulos (AP); comprimen-
to (CP) e largura (LG) da folha mais jovem completamente
expandida desses propágulos; e proporção entre matéria fres-
ca e matéria seca (MF/MS).

O delineamento experimental foi inteiramente casualisa-
do, em esquema fatorial 4 x 2, perfazendo um total de oito
tratamentos. O número de repetições nos tratamentos variou
entre dezesseis e vinte e sete. Cada repetição correspondia a
um frasco de cultura, contendo, ao início do experimento,
dois propágulos.

Os dados coletados foram submetidos à análise de vari-
ância. O teste de Tukey foi realizado sempre que o teste F
indicou diferenças significativas entre os tratamentos. Tam-
bém se estimaram e compararam os coeficientes de correla-
ção de Pearson pelo teste t (Callegari-Jacques, 2003). A se-
leção dos propágulos in vitro teve por base a mediana da
proporção entre as variáveis avaliadas, o que será descrito
nos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

De acordo com a análise de variância, as concentrações de
NaCl utilizadas na primeira exposição ao sal geraram altera-
ções significativas nos propágulos apenas na variável largura
da folha. Já os propágulos cultivados nas concentrações usa-
das na segunda exposição, apresentaram significativamente
médias diferentes entre si, em todas as variáveis avaliadas.
Ainda, não houve interação significativa entre as concentra-
ções da primeira e da segunda exposição (Tabela 1).
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De acordo com o Teste de Tukey, na segunda exposição,
os propágulos cultivados na presença de 100 mM de NaCl
apresentaram, de modo geral, médias inferiores às obser-
vadas no controle para quase todas as variáveis estudadas
(Tabela 2).

A ausência de interação entre as concentrações dos dois
períodos de exposição e o crescimento inferior dos propágu-
los submetidos a 10 mM de NaCl, torna evidente que pro-
págulos inicialmente expostos a tratamentos com NaCl a
12,5, 25 e 50 mM não tiveram comportamento distinto da-
queles provenientes do tratamento controle. A simples expo-
sição ao sal, mesmo nas concentrações mais elevadas, não
foi eficiente para a seleção de famílias de plantas mais re-
sistentes ao estresse salino, uma vez que a exposição a

100 mM de NaCl causou à redução do número e do desen-
volvimento dos propágulos provenientes de todos os trata-
mentos. Isso pode ser atribuído ao uso de uma concentração
de sal (100 mM), acima do limite de resistência que possa
ter sido induzida pelo pré-tratamento salino ou, ainda, devi-
do à inexistência de indução de pressão seletiva pelas con-
centrações aplicadas na primeira exposição. Medeiros et al.
(2001), trabalhando com propágulos das variedades Smooth
Cayenne e Pérola, observaram queda na multiplicação a par-
tir da concentração de 12,5 mM de NaCl.

A redução do número de propágulos pode estar relacio-
nada a fenômenos associados ao estresse salino, como retar-
do no aparecimento e atrofiamento das gemas além de alte-
ração na divisão e expansão celular (Larcher, 2001; Xiong
& Zhu, 2001); porém, não foram observados sintomas de
intoxicação salina, tais como necrose dos brotos regenera-
dos ou de suas extremidades. Desse modo, nem mesmo a
concentração de 100 mM de NaCl causou danos fisiológicos
severos que levassem a morte de brotos. Essa resposta pode
estar relacionada à resistência moderada do abacaxizeiro ob-
servada em campo, que está sendo expressa in vitro.

A ausência de necrose generalizada ou difusa nos brotos
limitou o uso de uma estratégia de seleção rápida, na qual
os sobreviventes são selecionados. Cruz & Regazzi (2001)
indicaram a utilização de variáveis correlacionadas como
método eficiente à identificação de indivíduos superiores,
uma vez que auxiliam na observação do estado geral da plan-
ta. Porém, pela observação dos coeficientes de correlação
obtidos, observa-se uma ocorrência de correlações fracas ou
relativamente fracas, entre os caracteres. Desse modo, o uso
da correlação como parâmetro não pôde ser utilizado como
estratégia de seleção (Tabela 3).

Por meio da análise visual, puderam ser identificadas al-
terações na arquitetura de propágulos cultivados na presen-
ça de NaCl (Figura 1). Também foi observada a redução no
comprimento das folhas em alguns propágulos cultivados na
presença de 100 mM de NaCl, o que levou a alteração na
arquitetura desses em relação ao controle. Com essas obser-
vações, tornou-se evidente a desvantagem de uma seleção

sieváiraV VF LG MQ

PN 1

)EP(oãçisopxeariemirP 3 41,0

)ES(oãçisopxeadnugeS 1 **22,11

ESxEP 3 32,0

oudíseR 082 82,0

PC

)EP(oãçisopxeariemirP 3 65,0

)ES(oãçisopxeadnugeS 1 **43,33

ESxEP 3 19,0

oudíseR 152 85,0

PA

)EP(oãçisopxeariemirP 3 01,1

)ES(oãçisopxeadnugeS 1 **56,701

ESxEP 3 74,1

oudíseR 152 96,2

GL

)EP(oãçisopxeariemirP 3 01,0

)ES(oãçisopxeadnugeS 1 **10,1

ESxEP 3 60,0

oudíseR 152 20,0

SM/FM

)EP(oãçisopxeariemirP 3 23,12

)ES(oãçisopxeadnugeS 1 **02,302

ESxEP 3 44,11

oudíseR 281 77,92
1 Dados transformados por logaritmo (x + 0,5); ** Significativo ao nível de 1%

Tabela 1. Análise de variância das variáveis número de propágulos
regenerados (NP), altura (AP), comprimento (CP) e largura (LG) de
propágulos da variedade S. Cayenne subcultivados em na ausência e
em presença de 100 mM de NaCl (segunda exposição) apos um período
de exposição a concentrações crescentes de NaCl (0 a 50 mM)

)Mm(lCaN PN PC PA GL SM/FM

oãçisopxEª1

0 76,52 60,3 91,5 35,0 a 20,02

5,21 76,62 10,3 29,4 a05,0 63,02

52 92,32 89,2 19,4 ba84,0 26,81

05 94,12 08,2 70,5 b14,0 45,91

ª2 oãçisopxE
0 84,53 a 24,3 a 18,5 a b04,0 29,02 a

001 b70,31 b25,2 b32,4 a65,0 b63,81

Médias seguidas de letras distintas são diferentes, segundo o teste de Tukey (p < 0,05)

Tabela 2. Médias das variáveis número de propágulos regenerados
(NP), altura (AP), comprimento (CP), largura (LG) da folha e proporção
entre matéria fresca e matéria seca (MF/MS) de propágulos da
variedade S. Cayenne subcultivados em na ausência e em presença
de 100 mM de NaCl (segunda exposição) apos um período de
exposição a concentrações crescentes de NaCl (0 a 50 mM) oãçartnecnoC retáraC PN PC PA GL

0

PC 81,0

PA 31,0 **34,0

GL 90,0 **54,0 42,0

MP/FM 20,0- 41,0- 20,0- 31,0-

001

PC **93,0

PA **44,0 a**77,0

GL **81,0 a**93,0 **53,0

MP/FM **23,0 11,0 *91,0 *81,0

* Significativo ao nível de 1%.; ** Significativo ao nível de 5% “a” representa coeficientes de
correlação significativamente diferentes dos coeficientes de correlação verificados nas plantas
tratadas com 0 mM de NaCl, segundo o teste t (p < 0,05)

Tabela 3. Correlações entre os caracteres número de propágulos
regenerados (NP), altura (AP), comprimento (CP), largura (LG) da folha
e proporção entre matéria fresca e matéria seca (MF/MS) avaliados no
abacaxizeiro variedade Smooth Cayenne cultivado in vitro, segundo a
concentração de NaCl presente no meio de cultura (0 mM e 100 mM)
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baseada em caracteres individuais aparentemente positivos
(ou seja, famílias com propágulos maiores ou maior número
de propágulos). Esse procedimento não asseguraria a sele-
ção de indivíduos com arquitetura semelhante àqueles culti-
vados na ausência de NaCl, ou seja, que não apresentassem
alterações no aspecto morfológico (arquitetura do propágu-
lo) que pudessem estar relacionadas ao estresse salino. As-
sim, desenvolveu-se uma metodologia de seleção baseada na
semelhança fenotípica entre propágulos cultivados na pre-
sença e os cultivados na ausência de NaCl na segunda ex-
posição.

Para isso, a seleção dos propágulos se deu a partir da pro-
porção entre os caracteres fenotípicos avaliados (número de
propágulos regenerados, altura dos dois maiores propágulos,
comprimento e largura da folha mais jovem completamente
expandida desses propágulos e proporção entre matéria fresca
e matéria seca). Os caracteres avaliados foram relacionados
dois a dois, obtendo-se ao todo, dez razões para cada famí-
lia. As famílias que, na concentração de 100 mM NaCl, apre-
sentassem proporções semelhantes àquelas observadas no
controle, foram consideradas resistentes; esta seleção teve,
por base, o valor da mediana das razões obtidas para cada
tratamento. As famílias que apresentaram pelo menos seis
proporções similares ao controle foram selecionadas (Tabe-
la 4). Desse modo, foram selecionadas 35,6% das famílias
cultivadas em 100 mM de NaCl. De acordo com o teste X2,
as concentrações a que os propágulos haviam sido previa-
mente submetidos, não foram importantes na seleção
(X2 = 5,01, p > 0,17). Ou seja, proporções semelhantes de

propágulos selecionados provinham das concentrações da pri-
meira exposição ao NaCl. Esses resultados apontam, mais
uma vez, que a simples exposição ao NaCl não permitiu a
seleção de somaclones superiores.

A seleção com base na mediana das razões de cada trata-
mento não indica ocorrência de variação somaclonal de ca-
ráter herdável (genética), mas, apenas a ocorrência de famí-
lias com performance superior em função de apresentarem
arquitetura semelhante ao das cultivadas na ausência de
NaCl. Esse desempenho pode estar ou não relacionado a uma
variação herdável, porém, em virtude dos propágulos utili-
zados serem provenientes de um longo período de cultivo in
vitro, cerca de três anos, é provável que tenha havido varia-
ção somaclonal anterior à execução do experimento. Segun-
do Duncan (1997), a ocorrência de variação somaclonal pode
ser estimulada pelo cultivo in vitro prolongado e esta pode
ter sido exposta à triagem pelo cultivo na presença de NaCl
na segunda exposição e ser responsável pela arquitetura ob-
servada nas famílias selecionadas.

Além de avaliar a origem dos caracteres selecionados, é
oportuna a confirmação da superioridade, isto é, deve-se
verificar se a semelhança com a arquitetura dos propágulos
controle confere alguma vantagem ao cultivo na presença de
NaCl. Uma vez que, é sabido que algumas espécies perma-
necem com o crescimento inalterado na presença de NaCl,
porém o tempo de sobrevivência é comprometido. Outras
sobrevivem por longos períodos, mas a queda no metabolis-
mo decorrente da exposição prolongada ao NaCl compromete
o seu desenvolvimento (Xiong & Zhu, 2001).

Tais estudos podem ser realizados na condição in vitro
ou in vivo, haja vista que dados da literatura indicam que
desempenhos observados in vitro podem ter ou não corre-
lação com a resposta vegetal numa condição ex vitro. Bajji
et al. (1998) não encontraram correspondência evidente
entre o comportamento fisiológico em calos e tecidos de
plantas adultas de Atriplex halimus. Lutts et al. (1996), por
outro lado, constataram boa correlação entre calos e plan-
tas de arroz para assimilação de nutrientes minerais, ajus-
tamento osmótico e acúmulo de prolina. Barroso et al.
(2003), trabalhando com abacaxizeiro, notaram que plan-
tas micropropagadas na presença e na ausência de NaCl
indicaram taxas de crescimento semelhantes quando acli-
matadas mas diferiram em relação às variâncias fenotípi-
cas; portanto, os somaclones selecionados devem passar por
uma avaliação em campo para se avaliar: a estabilidade dos
caracteres, a sobrevivência, o desenvolvimento e a produ-
tividade dos somaclones selecionados.

A. B. C.

Figura 1. Comparação entre propágulos de abacaxizeiro da variedade
Smooth Cayenne regenerados em diferentes concentrações de NaCl. A –
propágulo regenerado em 0 mM; B – propágulo selecionado regenerado
em 100 mM; C – propágulo não selecionado regenerado em 100 mM

Tabela 4. Amostra da seleção realizada, baseada nas medianas dos caracteres número de propágulos regenerados (NP), altura (AP), comprimento (CP)
e largura (LG) de propágulos da variedade “Smooth Cayenne” subcultivados em 0 mM e 100 mM de NaCl

)Mm(lCaN sailímaF PN/PC PN/PA PN/GL PN/LER PA/PC GL/PC lLER/PC GL/PA GL/PA LER/GL

0 0290,0 051,0 6900,0 644,0 956,0 005,2 661,0 706,31 162,0 5810,0

1 011,0 003,0 810,0 000,1 995,0 008,1 051,0 000,8 002,0 050,0

2 002,0 003,0 730,0 029,0 006,0 002,1 031,0 000,7 032,0 020,0

3 001,0 003,0 900,0 005,0 056,0 007,1 071,0 000,21 032,0 030,0

001 831,0 403,0 460,0 311,0 724,0 380,2 007,0 329,4 571,0 530,0

Os valores sublinhados correspondem aos valores semelhantes ao controle nas famílias selecionadas

R. Bras. Eng. Agríc. Ambiental, v.11, n.3, p.279–283, 2007.
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CONCLUSÕES

1. Propágulos de abacaxizeiro provenientes do cultivo in
vitro em elevadas concentrações de NaCl não apresentaram
um melhor desempenho em um segundo período de trata-
mento salino in vitro.

2. A semelhança na arquitetura de propágulos com os do
controle foi utilizada na seleção de 35,6% das famílias de
propágulos de abacaxizeiro expostas a 100 mM NaCl.
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