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RESUMO

O Ananas comosus var. erectifolius, cultivar de abacaxi orna-
mental, tem apresentado grande interesse para paisagistas e floricul -
toresdo Brasil e do exterior, por ser umaplantaornamental tropical,
exoticaerustica. A producdo de plantas ornamentais a partir de téc-
nicas de cultura de tecidos apresenta-se como uma alternativa via
vel paraaobtencdo de um grande nimero de plantas com qualidade
genética e fitossanitaria, em um curto espaco de tempo, suprindo,
assim, a necessidade do mercado na aquisi¢do de mudas com quali-
dade comprovada. Estudou-se ainfluénciadas concentracbesde BAP
(0; 0,5, 1,0e1,5mg L) eANA (0,0; 0,12; 0,24; 0,48 mg L%) no
meio de cultura MS com 0; 2,5; 5,0; e 7,5 g L™ de &gar, visando
estabel ecer um protocol o paramultiplicago e enraizamento in vitro
de brotos de abacaxizeiro ornamental. Brotagdes com 1,5 + 0,5 cm,
jéa estabelecidas in vitro, oriundas das gemas da coroa do fruto do
abacaxizeiro ornamental, foram inocul ados assepticamente nosfras-
cos. Aposinoculados, os explantes foram mantidos em sala de cres-
cimento com luminosidade em torno de 35 imol m?2 st, 26+1°C e
fotoperiodo de 16 horas. Ap6s 45 dias observou-se que amultiplica-
¢80 in vitro do abacaxi ornamental é viavel em meio MS liquido
acrescidode BAP 1,5 mg L ! eo enraizamento tambémem meioMS
liquido, na auséncia de regul adores de crescimento.

Palavras-chave: Ananas comosus var. erectifolius, bromeliceage,
cultura de tecidos, enraizamento, multiplicag&o.

ABSTRACT

Protocol for in vitro micropropagation of ornamental
pineapple

The Ananas comosus var. erectifoliusisan ornamental pineapple
cultivar which greatly interests Brazilians and foreign landscapers
and flower producers for being an exotic and rustic tropical
ornamental plant. The market demand for high quality of cuttings
requires efficient methods of propagation and in this context the
tissue culture stands out as a viable alternative to obtain plants with
genetic and phytossanitary quality in a short time. In the present
work we studied theinfluence of concentrationsof BAP (0; 0.5; 1.0;
1.5mg L") and NAA (0; 0.12; 0.24; 0.48 mg L) inthe MSmedium
culturewithin 0; 2.5; 5.0; 7.5 g L* of agar, in order to establish anin
vitro protocol for multiplication and rooting of ornamental pineapple.
Plantletswith 1.5+0.5 cm aready established in vitro, extracted from
buds of ornamental pineapplefruitscrown wereinoculated aseptically
in flasks. After inocul ation the plantlets were kept in a growth room
at 26+1°C, 35 imol m? s irradiance and a 16-hour photoperiod.
After 45 days we observed that the multiplication of ornamental
pineappleisviable at liquid MS medium with BAP 1.5 mg L* and
the rooting is also increased in liquid MS medium in absence of
growth regulators.

Keywords: Ananas comosus var. erectifolius, Bromeliacea, tissue
culture, rooting, multiplication.
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Os sistemas de producéo de plantas
ornamentais evoluiram muito por
constituirem uma atividade extrema-
mente competitiva, exigente em
tecnologias, conhecimentos avancados
e comercializacdo eficiente.

A producédo de plantas ornamentais
a partir de técnicas de cultura de teci-
dos pode ser uma alternativa viavel na
obtencdo de grande nimero de plantas
com qualidade genética e fitossanitaria
em curto espago de tempo, suprindo as-
sim anecessidade dos produtoresdeflo-
res e plantas ornamentais na aquisi¢ao
de mudas com qualidade comprovada.

O Ananas comosus var. erectifolius,
cultivar de abacaxi ornamental, tem
apresentado grande interesse para pai-
sagistas e floricultores do Brasil e do
exterior, por ser uma planta ornamental
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tropical, exdtica e rustica. Atualmente,
0 Brasil € 0 tinico pais que possui plan-
tios comerciais de A. comosus var.
erectifolius (Borges et al., 2003). O
abacaxizeiro ornamental caracteriza-se
por ser terrestre, desenvolvendo-se ge-
ralmente em campo aberto sob alta
luminosidade, em ambientes de solos
arenosos e de climatropical. Apresenta
folhagens rigidas, eretas, sem espinhos
e de coloracdo parpura. As folhas cres-
cem até 1,0 m de comprimento com lar-
gura de aproximadamente 3,5 cm, em
margens lisas e apice de ponta aguda
(Smith & Dows, 1979), porém, maisfi-
nas quando comparadas com afolhagem
do abacaxi comestivel. Apresenta
inflorescénciaglobosa, sustentabracteas
com flores completas e pequenas (L eal
& Amaya, 1991). Sua infrutescéncia
mede de 8 a 10 cm, disposta na posi¢éo

apical da haste que pode medir até 80
cm (Correiaet al., 1999).

O processo de cultura de tecidos
vegetais compreende um conjunto de
técnicas nas quais um explante (célula,
tecido ou 6rgéo) éisolado sob condicoes
assépticas, em meio nutritivo artificial.
Este processo baseia-se no principio da
totipotencialidade das células, ou sgja,
qualquer célula de organismo vegetal
apresenta todas as informagdes genéti-
cas necessdrias a regeneracdo de uma
planta completa (Pasqual et al., 2001,
Gallo & Crocomo, 1995).

A propagacéo de espécies vegetais
invitro apresenta vantagens em relacéo
aos métodos convencionais, como a
multiplicacdo de clones em qualquer
épocado ano, producado de espécies que
dificilmente seriam propagadas por



métodos convencionais, rpidamultipli-
cacao clonal de espéciesraras, além da
eliminacdo devirus(Gallo & Crocomo,
1995). Dependendo da finalidade da
propagacédo, conforme descrito por
Murashige (1974), a cultura de tecidos
deplantas pode ser feitautilizando como
propaguloinicia tecidos meristeméticos
(gemas axilares, regifes apicais e 0
meristema propriamente dito) e/ou
explantes ndo meristemati cos (peciolo,
pedinculos e o limbo foliar).

Os meios utilizados para cultura de
células, tecidos e 6rgaos de plantas for-
necem as substancias essenciais para o
crescimento dostecidose controlam, em
grande parte, o padréo de desenvolvi-
mento in vitro (Caldas et al., 1998).

Ascitocininas sdo utilizadasem cul-
tura de tecidos para estimular a divisdo
celular e atuam, conseqlientemente, no
processo de morfogénese (George,
1996). Das citocininas comercialmente
disponiveis, o} BAP (6-
benzilaminopurina) € a que geralmente
proporciona melhores resultados
(Grattapaglia & Machado, 1998). O
BAP é uma citocinina sintética muito
utilizada devido a suaefetividade e bai-
X0 custo em relacdo as outras
(Krikorian, 1991). Este regulador de
crescimento induz aformagéo de gran-
de nimero de brotos e leva a alta taxa
de multiplicacdo em muitos sistemasde
micropropagacéo (Hu & Wang, 1983),
cuja concentracdo pode variar bastante
em funcado da espécie e do tipo do
explante.

Varias auxinas (ANA, AlA, AIB,
2,4-D, entre outras) tém proporcionado
respostas diferentes in vitro (Caldas et
al., 1998). Asauxinas podem ser neces-
sarias para complementar o teor
enddgeno ou suprir as necessidades de
meristemas isolados. Pierik et al.
(1984), examinando ainfluénciadaagdo
de auxinas na germinacdo de sementes
e crescimento posterior de plantulas de
trés espécies de Bromeliaceae, consta-
taram que o ANA, adicionado ao meio
MS, foi aauxinamaiseficiente parapro-
mover o crescimento de brotos e de
raizes, sendo utilizadaem concentragdes
entre0,5e0,8mg L™

O é&gar é o agente comumente utili-
zado na solidificagdo dos meios de cul-
tura(George, 1993; Singha, 1984). Exis-
tem diversas marcas comerciais de &gar,
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porém recomenda-se otimiza-lo no pre-
paro do meio, visto que o agar é consi-
derado o componente de custo maisele-
vado do meio de cultura (Peixoto &
Pasqual, 1995; George, 1993; Singha,
1984). As concentragdes mais elevadas
de &gar dificultam o contato do explante
com o0 meio, limitando a absor¢éo de
compostos, fato este observado por Oli-
veira(1994) em microestacas de crisan-
temo. Peixoto & Pasqual (1995) e
Singha (1982) verificaram ainda que o
aumento da concentracdo de agar ndo
foi prejudicial tanto paraataxade mul-
tiplicagdo das brotacfes, como para o
crescimento; além disso, os valores das
massas fresca e seca foram fortemente
reduzidos. O mesmo foi constatado com
0 ganho relativo de massa fresca das
culturas de apices de brotactes de kiwi
(Monette, 1986). O objetivo do traba-
Iho foi estabelecer um protocolo para
multiplicacdo e enraizamentoin vitro de
brotos de abacaxizeiro ornamental.

MATERIAL E METODOS

Brotos com 1,5+0,5 cm provenien-
tes de gemas da coroa do fruto do
abacaxizeiro ornamental foram inocu-
lados em meio de culturaMS. O pH do
meio foi gjustado para 5,8+1. Apds o
preparo, 60 mL de meio de cultura fo-
ram distribuidos em frascos com capa-
cidade de 250 mL, os quais foram ve-
dados com tampas de polipropileno,
identificados e autoclavadosa121°C por
20 min. A inoculagdo foi feita em c&
marade fluxo laminar horizontal. Apés
a inoculacdo, os frascos foram coloca
dos em sala de crescimento com
[uminosidade em torno de 35 imol m?
st, 26+1°C e fotoperiodo de 16 h, onde
permaneceram por 45 dias.

Os tratamentos do primeiro experi-
mento constituiram-se de quatro con-
centragbesde BAP (0; 0,5; 1,0e1,5mg
L%) combinadas com quatro de agar (0;
2,5;5,0;e7,5gL™%), eno segundo ex-
perimento quatro concentracBesde ANA
(0; 0,12; 0,24 €0,48 mg L) equatro de
agar (0; 2,5; 5,0; e7,5g L), perfazen-
do um fatorial 4 x 4 com quatro repeti-
¢Oes etrésfrascos por parcela, em deli-
neamento inteiramente casualizado.

No primeiro experimento foram ava-
liadas as caracteristicas: aturae nime-

ro de brotos, massas fresca e seca da
plantula; no segundo experimento foram
realizados: altura da parte aérea, nlme-
ro de raizes e comprimento do sistema
radicular, massas fresca e seca da
plantula.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Paraavariavel aturamédiadosbro-
tos, os melhores resultados foram obti-
dos utilizando-se 2.5 g L de &gar na
auséncia de BAP, registrando-se 9,60
cm. Os tratamentos utilizando 0; 1.0 e
1.5 mg L de BAP respectivamente,
apresentaram comportamento seme-
lhante, ou seja, com 0 acréscimo das
concentracBes de BAP houve reducdo
na altura média de brotos (Figura 1).
Resultados semel hantes foram obtidos
por outros autores, a exemplo de Paiva
et al. (1997) que, trabalhando com
gloxinia, observaram reducdo do tama-
nho de brotos com 0 aumento das con-
centracdesde BAP. Moreira(2001), tra-
balhando com abacaxizeiro cv. Pérola,
observou resultados semelhantes, sen-
do que o0 meio MS sem regulador de
crescimento mostrou-se mais eficiente
para se obter melhor desenvolvimento
das plantas. Outros autorestambém tém
observado efeitos negativos desse regu-
|ador de crescimento no alongamento de
brotaces em espéci es como crisantemo
e morangueiro (Pasqual et al., 1998;
Oliveira, 1994).

O aumento das concentraces de
BAP, na auséncia de &gar, promoveu
aumento linear no nimero de brotos e
quando se utilizou 1,5 mg L™ do regu-
lador alcangou-se o nimero maximo de
21 brotacOes por explante (Figura2). A
concentracdo de 1,5 mg Lt de BAP pro-
moveu a melhor resposta para o nime-
ro de brotacfes na micropropagacéo de
Ananas comosus (L.) (Almeida et al.,
2002). Segundo Zaerr & Mapes (1985),
0 BAP é acitocinina mais potente para
promover multiplicagéo de partes aéreas
einducdo de gemas adventiciase étam-
bém economicamente mais viavel por
apresentar menor custo. A medida que
se aumentaram as concentraces de
agar, houvereducao naformacéo de bro-
tos, provavelmente devido amenor dis-
ponibilidade de nutrientes. Moreira
(2001), estudando suplementacéo
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hormonal do meio MS no crescimento
in vitro de mudas de abacaxizeiro cv.
Pérola, verificou que o nimero méxi-
mo de brotagGes ocorreu naausénciade
agar. As concentragdes 50 e 7,5g L
de &gar néo foram apresentadas na Fi-
gura 2 devido a ndo significancia entre
suas médias pelo teste de regressdo. o
BAP é uma das citocininas mais utili-
zadas na indugdo de brotos (Rocca &
Mroginki, 1991). Entretanto, a concen-
tragdo recomendadavariaconsideravel -
mente entre laboratdrios que trabalham
com micropropagagéo de Ananas sp.
Para a cultivar de abacaxizeiro Red
Spanish, amaior proliferacio de brotos
ocorreu em meio MS liquido
suplementado com 0,3 mg L* de BAP
(Liu et al., 1988), enquanto Marciani-
Bendeztiet al. (1990) eKisset al. (1995)
obtiveram as maiores taxas de multipli-
cacdo quando utilizaram respectivamen-
te 4,5 e 5,0 mg L do referido
fitorregulador. Por outro lado, Calixto
& Siqueira (1996) verificaram que ndo
houve diferenga significativa entre os
niveis de BAP, que variaram de 0 a 14
mg L%, na proliferacdo de brotos de
abacaxizeiro. As discrepancias entre 0s
resultados obtidos pel os diversos auto-
res e os obtidos neste trabalho devem-
se provavelmente as diferencas
varietais, bem como aos diferentes pro-
tocolos utilizados.

Para massa fresca das plantulas, o
uso de 1,5 mg L de BAP na auséncia
de &gar foi superior aosdemais (4,46 g),
como mostra a Figura 3. Segundo
Macedo et al. (2003), pequenas concen-
tragBesde BAP (1,0mg L), conjugadas
comANA (0,5mg L), proporcionaram
maior peso damassafrescade plantulas
de abacaxizeiro. Ainda, de acordo com
esses autores, 0s meios semi-solidos e
liquidos n&o apresentaram vitrificagéo,
podendo ser recomendados em virtude
da reducgo de custo e maior agilidade
na preparacgdo dos mesmos. N&o houve
diferenca significativa pelo teste de re-
gressdo entre as concentragbes5,0e7,5
gL*deagar.

Para a variavel massa seca das
pléantulas, que apresenta o crescimento
real dosexplantes, apenasas concentra-
¢oes de &gar mostraram resultados sig-
nificativos, obtendo-se melhoresrespos-
tas na auséncia deste componente. O
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10 Yapiog 1 dga= 8,783-12,964x+5,952x>  R?=0,99
854 Yaaps2sgi-tsg= 9,591-15,242x+7,103x* R’=0,97
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Figura 1. Altura média de brotos de abacaxizeiro ornamental em diferentes concentragdes
de BAPe &gar, 45 dias ap6s ainocul agdo dos explantes (Sprout average high of ornamental
pineapple plantlets, 45 days after inoculation with various BAP and agar concentrations).

Lavras, UFLA, 2006.
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R*=0,97
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—8—() gL' dgar ——2.5 gL' agar

Figura 2. Numero médio de brotos de abacaxizeiro em diferentes concentragdes de BAP e
agar, 45 dias apos a inoculagdo dos explantes (Average sprouts number of ornamental
pineapple plantlets, 45 days after inoculation with various BAP and agar concentrations).

Lavras, UFLA, 2006.

aumento das dosagens de &gar propor-
cionou queda linear desta variavel
(Y=0,226-0,005x R?*=0,93). Segundo
Caldas et al. (1998), os meios liquidos
possuem a vantagem de preparo mais
répido e mais barato do que os solidos,
além de favorecem a absor¢do de nu-
trientes e minerais pelas plantulas,
viabilizando o crescimento vegetativo.

Osmelhoresresultados paracompri-
mento médio da parte aéreaforam obti-
dos com o emprego de 0,48 mg L de

ANA em combinagdo com 2,5g L* de
&gar, atingindo em média9,11 cm. Con-
trariamente, Macedo et al. (2003), ob-
servaram maior alongamento da parte
aéreado abacaxizeiro com o uso de con-
centrages menores de ANA. Os auto-
res observaram maior atura utilizando
0,25 mg Lt de ANA combinado a 0,5
mg L de BAP e 0,12 mg L de ANA
combinado a0,25 mg Lt de BAP. Utili-
zando 2,5 g L de &gar, 0 comprimento
da parte aérea aumentou proporcional-
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Figura 3. Massa fresca de pléantulas de abacaxizeiro ornamental em diferentes concentra-
¢Oes de BAP e &gar, 45 dias ap6s a inoculagdo dos explantes (Fresh mass of ornamental
pineapple plantlets, 45 days after inoculation with various BAP and agar concentrations).

Lavras, UFLA, 2006.

o
[N

0,17 ¥

)

o
-—
=S

(9

Massa fresca da plantula
S

0,08
0 0,12

Y anaco gt sga= 0,165+0,101x-0,502x> R=0,84

Concentragoes de ANA (mg L")

—a— 0 glL" agar

0,24 0,36 0,48

Figura 4. Massa fresca de pléantulas de abacaxizeiro ornamental em diferentes concentra-
¢Oes de ANA e &gar, 45 dias ap6s a inoculagdo dos explantes (Fresh mass of ornamental
pineapple plantlets, 45 days after inoculation with various ANA and agar concentrations).

Lavras, UFLA, 2006.

mente as concentracGes de ANA testa-
das. Pierik et al. (1984), jahaviam cons-
tatado aeficiénciado ANA parapromo-
ver o crescimento da parte aérea de
bromeliécess.

O numero médio de raizes obtido
com a concentracéo de 0,24 mg L™ foi
muito semel hanteao obtido com 0,48 mg
Lt deANA combinado com2,5g L de
agar. Macedo (2003) confirmou ainibi-
¢ao daformacdo de raizes nos explantes
cultivadosem meio de culturanapresen-
ca de BAP e que ao contrario, foi esti-
mulada pela presencade ANA.
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A variavel comprimento médio do
sistemaradicular mostrou-se superior na
ausénciadeANA eégar. A partir dacon-
centragdo 0,24 mg L* de ANA o nime-
ro médio de raizes estabilizou-se, po-
rém com comprimentos menores quan-
do comparados com aqueles resultados
obtidos em meio sem regulador de cres-
cimento e na auséncia de agente
solidificante. Grattapaglia & Machado
(1998) afirmam que o crescimento das
raizes pode ser inibido pelapresencade
auxina. Provavelmente, o excesso de
ANA enddgeno ndo permitiu um alon-

gamento satisfatorio. Além disso, com-
parando-se o ocorrido com a parte aé-
rea, aausénciade BAP também promo-
veu maior alongamento.

A atividade fisioldgica das auxinas
depende ndo apenas daquel as adiciona-
das a0 meio, mas também do AIA no
interior dos tecidos cultivados e da
interacdo entre os dois (Pasgual et al.,
2001). Fatores que afetam os niveis na-
turaisdeAlA eatividade deste compos-
to podem, desse modo, ser importantes
para controlar o crescimento e a
morfogénese na cultura de tecidos de
plantas usadas para micropropagacao.

Apenas a auséncia de agar mostrou
resultados significativos, proporcionan-
do o maior peso de massa fresca e seca
da parte aérea (2,60 e 0,17 g, respecti-
vamente) na auséncia de ANA (Figura
4). Esteresultado pode ser compreendi-
do, visto que as auxinas sdo promotoras
daformacdo do sistemaradicular.

Como ja foi mencionado anterior-
mente, o uso de meios liquidos
viabilizam a absor¢do de nutrientes e
minerais presentes no meio de cultura,
favorecendo o acimulo de matériafres-
ca e seca no explante.

A multiplicac&o in vitro do abacaxi
ornamental éviavel em meio MSliqui-
do acrescido de BAP 1,5 mgLteo
enraizamento também em meio MS li-
quido, na auséncia de reguladores de
crescimento.
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