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RESUMO

Objetivou-se neste trabalho, avaliar a multiplicagdo in
vitro de segmentos nodais estiolados para produgio de mudas
de abacaxi ornamental, Ananas comosus (L.) Merr. var.
ananassoides (Baker) Coppens e F. Leal. Talos foram inoculados
nos meios de cultura: MS sem regulador de crescimento; MS +
10 pM de 4cido indolbutirico (AIB); MS + 10 pM de 4cido
naftalenoacético (ANA) e MS + 10 pM de 4cido indolacético
(AIA) e mantidos no escuro, a 25 + 2°C. Aos 60 dias apés a
inoculagéo, avaliou-se nimero de brotos/talo, nimero de nés/
broto, comprimento de brotos, distincia entre os nés e nimero
total de nés/talo. Nio houve diferenga estatfstica para todas as
varidveis estudadas. O uso de meio MS + 10 uM de ANA
promoveu os maiores valores numéricos para nimero de brotos
(3,42) e niimero total de n6s/explante (11,25). Para a regeneragéo
de plantulas, foram inoculados segmentos nodais, oriundos de
talos estiolados in vitro, contendo dois nés, nos meios: MS sem
regulador de crescimento; MS + 4,44 pM de 6-
benzilaminopurina (BAP); MS + 8,88 yM de BAP e MS +
13,32 uM de BAP. As culturas foram incubadas sob fotoperfodo
de 16 horas, a 25 + 2°C. Aos 30, 45 e 60 dias de cultivo, o
niimero de plintulas regeneradas por n6é ndo diferiu
estatisticamente nos meios de cultura testados. Aos 60 dias, 0s
meios de cultura contendo 4,44 uM e 8,88 pM de BAP
induziram os maiores valores para o nimero de plantulas
regeneradas/n6, 1,34 e 1,33, respectivamente.

Termos para indexacio: Ananas comosus, Bromeliaceae, cultura
de tecidos, floricultura.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the in vitro
multiplication of etiolated nodal segments for Ananas comosus
(L.) Merr. var. ananassoides (Baker) Coppens ¢ F. Leal plantlets
production. Stems were inoculated in the following media: MS
without growth regulator; MS + 10 mM indolbutiric acid (IBA);

MS + 10 mM naphtalenacetic acid (NAA); MS + 10 mM
indolacetic acid (IAA), and stored in darkness at 25 + 2°C. At
60 days after inoculation, the number of shoot/stem; number of
nodes/shoot; shoot length, internode length and total number of
nodes/stem were evaluated. No statistical differences were
observed for all the analyzed parameters. The use of MS + 10
mM NAA promoted the highest (3.42) shoot number and total
number of nodes/shoot (11.25). For plantlet regeneration, nodal
segments from in vitro etiolated stems with two nodes were
inoculated in MS without growth regulator; MS + 4.44 mM 6-
benzylaminopurine (BA); MS + 8.88 mM BA and MS + 13.32
mM BA. The flasks were incubated under photoperiod of 16
hours, at 25 + 2°C. After 30, 45 and 60 days of culture, no
statistical significant differences were observed. After 60 days
of culture, the use of 4.44 uM and 8.88 pM BA induced the
highest values of number of regenerated plantlets/node, 1.34
and 1.33, respectively.

Index terms: Ananas comosus, Bromeliaceae, tissue culture,
floriculture.

INTRODUCAOQ

No Cear4, o cultivo de abacaxi ornamental ocupa
uma 4rea de aproximadamente 30 ha, concentrando-se na
Regido Metropolitana, pelo clima favordvel, proximidade
de Fortaleza e facilidade de escoamento da produgfo, por
porto e/ou por aeroporto (SEAGRI, 2006).

De acordo com Baima (2004), em 2003, as
exportagdes de abacaxi omamental, no Cear4, alcangaram
US$ 298,9 mil, aumentando 38% em 2004, atingindo US$
412,9 mil. Esses valores representaram 29% do total
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exportado do setor flores e plantas ornamentais. As
variedades mais comercializadas foram: Ananas comosus
var. erectifolius (L.B. Sm.) Coppens e F. Leal., A, comosus
var, bracteatus (Lindl.) Coppens e F. Leal e A. comosus var.
ananassoides, sendo os principais pafses importadores
Holanda, Estados Unidos, Portugal e Alemanha.

Tradicionalmente, os plantios de abacaxi ornamental
tém sido feitos com mudas propagadas vegetativamente,
retiradas de diferentes partes da planta: coroa, filhote e
rebentdo (BORGES et al., 2003). Esta forma de propagagio
apresenta como desvantagens lentiddo (DEWALD et al.,
1988), favorecimento a disseminago de pragas e doengas,
como o patégeno causador da fusariose (CABRAL et al.,
1985) e desuniformidade do material propagativo em
tamanho e vigor (GARITA & GOMEZ, 2000). A
micropropagagdo apresenta-se como uma alternativa vidvel
de propagagdo vegetativa. Permite obter maior taxa de
multiplicagdo, excelente qualidade fitossanitédria e
estabilidade genética das mudas obtidas, material em
quantidade suficiente em menor perfodo de tempo,
independente da época do ano (CORREIA et al., 1999) e
ainda plantas com alta uniformidade em peso e tamanho
(GARITA & GOMEZ, 2000).

O principal método utilizado in vitro, atualmente,
consiste na proliferagéo de gemas axilares (CORREIA et
al., 1999; BORGES et al., 2003; COSTA & ZAFFARYI, 2005).
Nesse sistema, é comum ocorrerem simultaneamente a
proliferagdo de gemas axilares e a formagdo de gemas
adventicias na base do explante. Esses dois fendmenos
dificilmente podem ser separados, pois ambos se devem
aos efeitos da citocinina presente no meio de cultura sobre
todo o tecido (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
Entretanto, esses autores ressaltam que a utilizagdo de
gemas adventicias é desejével como sistema, desde que a
formagéo do calo seja minima ou nula.

A micropropagagio de abacaxizeiro comestivel (A.
comosus var. comosus (L.) Merr.), por meio de segmentos
nodais estiolados foi relatada, pela primeira vez, por Kiss
et al. (1995). Posteriormente, vérios trabalhos foram
desenvolvidos, no Brasil, tais como os de S4 et al., (2000),
Barboza & Caldas (2001), Pereira et al. (2001), Praxedes et

al, (2001) e Moreira et al. (2003), e com abacaxi ornamental
por Carvalho et al. (2005). Esse método, comparado com a
propagagdo por gemas axilares, tem a vantagem de evitar
lesdes na zona de regeneragio, minimizando a formagio
de calo, e consequentemente proporcionando baixos nfveis
de variagdo somaclonal (KISS et al., 1995).

Objetivou-se neste trabalho, estabelecer um
protocolo para micropropagagdo de abacaxi ornamental A.
comosus (L.) Merr, var, ananassoides (Baker) Coppens e F.
Leal, induzindo o estiolamento de segmentos nodais e a

posterior regeneragéo de plantula.

MATERIALE METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura
de Tecidos e Genética Vegetal da Embrapa Agroinddstria

-Tropical (CNPAT), em Fortaleza, Cear4, desenvolvido de

abril a agosto de 2005.
Estiolamento

Os explantes utilizados foram plantulas de A.
comosus var. ananassoides, estabelecidas in vitro com
altura de 2 a 3 cm, que foram totalmente desfolhadas,
deixando-se apenas o talo.

O meio de cultura utilizado foi 0 MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L de sacarose e
solidificado com 4gar a 5,5 g L. O pH foi ajustado para 5,8
antes da autoclavagem, que foi realizada a 121°C, por 15
minutos.

Em capela de fluxo laminar, os talos foram inoculados
em tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio, e mantidos
em sala de crescimento, a 25 + 2°C, no escuro por 60 dias.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, constituido de quatro tratamentos € cinco
repetiges, e a unidade experimental por seis explantes. Foram
testados os seguintes tratamentos: T1 - MS sem regulador de
crescimento (MS0); T2 - MS + 10 uM de 4cido indolbutirico
(AIB); T3 - MS + 10 uM de 4cido naftalenoacético (ANA); e
T4 - MS + 10 uM de 4cido indolacético (AIA).

As avaliages ocorreram aos 60 dias, observando-
se o nimero de brotos estiolados por talo; mimero de nds
por broto; comprimento de brotos e distincia entre os nés,
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obtida através da diviséo do comprimento dos brotos pelo
nimero de nés por broto estiolado. O niimero total de nds
por talo foi obtido a partir da multiplicagéio do nimero de
brotos estiolados/talo pelo nimero de nds/broto estiolado.

Os dados foram submetidos a anélise de varidncia
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a5 %
de probabilidade. Os dados referentes ao nimero de brotos
por talo e nimero de nés por broto estiolado foram
transformados para raiz de (x +0,5).

Regeneracio

Para a regeneragdo de plantulas foram utilizados,
como explantes, brotos estiolados in vitro, aos 60 dias
de cultivo no meio MS acrescido com 10 uM de ANA. A
escolha desses brotos foi em fungio do maior nimero
total de nés formados nesse meio de cultura. Os brotos
estiolados foram seccionados em segmentos contendo
apenas dois n6s, colocados horizontalmente, em frascos
com capacidade de 220 mL, contendo 30 mL de meio de
cultura.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, constitufido de quatro tratamentos e oito
repeticdes, e cada unidade experimental por um frasco
contendo 4 segmentos. Utilizaram-se os seguintes
tratamentos: T1 — MS0; T2 - MS + 4,44 pM de 6-
benzilaminopurina (BAP); T3 - MS + 8,88 yM de BAP; e
T4 —MS + 13,32 uM de BAP. As culturas foram mantidasem
sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, foto periodo
de 16 horas e intensidade luminosa de 30 pmol m2s™.

Aos 30, 45 e 60 dias procedeu-se 2 contagem do
nimero de pléntulas regeneradas/nd.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia
e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade. Os dados referentes a essa varidvel foram
transformados para raiz de (x + 0,5).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estiolamento

Aos 30 dias, observou-se que, nos explantes
mantidos no tratamento T4, ocorreu intensa indugdo de

brotos nos talos, impossibilitando uma contagem precisa
do niimero deles, além da expressiva presenga de calos
nos explantes. Por essas razdes, o tratamento foi retirado
da andlise estatfstica.

" Nio foram identificadas diferengas estatisticas
para todas as caracteristicas avaliadas (Tabela 1). Para 0
niimero médio de brotos estiolados produzidos por talo,
tais resultados confirmam os obtidos por Carvalho et al.
(2005) para o abacaxi ornamental Ananas comosus var.
bracteatus e por Barboza & Caldas (2001) para o abacaxi
comestivel, Ananas comosus var. comosus (hibrido
PExSC-52), que também néo registraram diferengas
significativas para o nimero de brotos formados por
explante, nos diferentes tratamentos, aos 60 e 35 dias no
escuro, respectivamente. S4 et al. (2000) propagaram, por
meio de segmentos estiolados, abacaxizeiro comestivel,
registrando as maiores médias para o niimero de brotos
(6,0) no meio contendo 10 uM de ANA e de BAP, aos 45
dias no escuro. O maior nimero de brotos, registrado por
Carvalho et al. (2005) e Barboza & Caldas (2001), foi de
1,96 e 1,60 por explante, respectivamente. Neste trabalho,
o maior valor alcangado para essa caracteristica foi 3,42,
no meio com 10 uM de ANA , aos 60 dias de incubagdo
no escuro.

O nimero médio de nés obtido por broto variou
de 2,90 a 3,97, sendo esse ltimo o valor registrado no
tratamento T1 (Tabela 1). Para essa mesma caracteristica,
Carvalho et al. (2005) também obtiveram o maior valor
(7,75) nesse meio de cultura. O nimero de nés/broto
estiolado registrado, também aos 60 dias, foi 7,60, por
Barboza & Caldas (2001) no mesmo meio de cultura. As
diferengas em metabolismo e estabilidade das auxinas
podem contribuir para diferentes respostas in vitro. A
instabilidade do AIA, aliada 2 sua inativagdo ou
destruigdo metabdlica nas células, pode estar relacionada
com o crescimento mais lento dos explantes (BARBOZA
& CALDAS, 2001), provavelmente acarretando a
formagio de brotagdes multiplas, quando se utilizou essa
auxina (Figura 1D).
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TABELA 1-Niimero de brotos estiolados por talo, nimero de nés por broto, comprimento de brotos, disténcia entre os
nés e mimero total de n6s por talo de abacaxi ornamental Ananas comosus var. ananassoides, em diferentes tratamentos,

apds 60 dias no escuro'. Fortaleza (CE), Embrapa Agroindiistria Tropical, 2005.

Caracteristicas avaliadas

Nimero de

Nimero total

i Nimero de Comprimento  Distéincia entre

T bro:osl nés /broto de brotos (cm) 0s nos (cm) de nés/talo
talo

MS sem regulador 352a 0,84a 7,722
de crescimento 2,08a 397a '
MS + AIB a 10 uM 253a 290 a 2,39 a 0,72 a 6,83a
MS + ANA a 10uM 342a 351a 2,67 a 0,73 a 11,25 a
CV % 24,28 19,27 63,52 28,21 22,41

("Médias seguidas da mesma letra, na coluna, niio diferem entre si pelo teste de Tukey, a nivel de 5% de probabilidade.

FIGURA 1 - Brotos de abacaxi ornamental Ananas comosus var. ananassoides estiolados nos meios: MS sem regulador
de crescimento (A), MS com 10 uM de AIB (B), MS com 10 uM de ANA (C), MS com 10 pM de AIA (D), apés 60 dias
no escuro. Fortaleza (CE), Embrapa Agroinduistria Tropical, 2005. Barras: 2,5 cm.

O comprimento dos brotos estiolados é uma vari4vel
importante, pois estd diretamente relacionada com o
nimero de nds que serdo recuperados em novas brotagdes,
quando colocados em condigdes de luz. Com relagdo a
essa caracteristica, numericamente, o valor registrado no
MS0 (Figura 1A) foi superior aos registrados nos meios
contendo auxina (Tabela 1 e Figuras 1B, 1C e 1D).
Entretanto, Carvalho et al. (2005), utilizando esse mesmo
meio de cultura, para abacaxi onamental, registraram brotos
que atingiram 6,19 cm. J4 Kiss et al. (1995), Barboza &
Caldas (2001), Praxedes et al. (2001) e Moreira et al. (2003),
utilizando o mesmo meio de cultura, para abacaxi

comestivel, registraram brotos que atingiram em média
7,74 cm, 4,8 cm, 2,28 cm e 2,60 cm de comprimento,
respectivamente, apés cerca de 35 dias de incubagio in
vitro, no escuro. S4 et al. (2000) registraram as maiores
médias para o tamanho dos segmentos estiolados, 4,3
cm, 45 dias ap6s a inoculagio dos explantes no meio
adicionado de 10uM de ANA e de BAP. O comprimento
dos brotos estiolados, no meio MS sem fitorreguladores,
aos 60 dias no escuro, alcangou 3,52 cm. Praxedes et al.
(2000) ressaltam que o estiolamento in vitro do
abacaxizeiro cv. Pérola pode ser obtido sem aplicagdo
extgena de ANA e AIA.

Plant Cell Cult. Micropropag., Lavras, v.4, n.1, p. 1-7, 2008
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Os brotos estiolados apresentaram coloragéo

branca, indicando auséncia ou reduzida atividade
fotossintética dos explantes. Além disso, as folhas tinham
colorag@o branca, sem a expanséo dos limbos (Figura 1).
Barboza & Caldas (2001) relataram que, no escuro, 0§
entrends do talo da pléntula do abacaxizeiro comestfvel se
alongaram, separando os nds que, normalmente, em
presenga de luz, permanecem préximos uns aos outros. Os
autores ressaltam que h4 muito tempo esse comportamento
tem sido observado em plantas crescendo no escuro, €
que para fins de micropropagagao, a separagao dos nés
facilita o desenvolvimento de gemas axilares e a
manipulagio de pléntulas regeneradas. O mesmo
comportamento foi observado para a variedade de abacaxi
ornamental estudada, bem como por Carvalho et al. (2005)
para a variedade bracteatus.

A distincia entre os nés foi estatisticamente igual
em todos os tratamentos (Tabela 1). Entretanto, Carvalho
et al. (2005) constataram que os valores obtidos nos meios
adicionados com AIB (1,06 cm) e com AIA (0,89 cm) e no
MSO0 (0,80 cm) foram equivalentes entre si e superiores aos
obtidos no meio contendo ANA (0,50 cm). Neste trabalho,
o maior valor registrado para essa caracteristica, foi 0,84
cm, no meio MSO0.

Embora o ndmero total de nés por talo ter sido
estatisticamente igual em todos os tratamentos estudados,
o maior valor, 11,25, foi registrado no meio com ANA.
Barboza et al. (2001) conseguiram, em média, 17,0 nés/
explante, aos 60 dias no escuro, no meio contendo essa
mesma auxina, Os resultados foram superiores aos
registrados por Carvalho et al. (2005), 6,17, em razio,
provavelmente da variedade estudada.

Regeneragio

Nas trés avaliacdes efetuadas, ndo houve diferenga
no nimero de plantulas regeneradas por nd, entre os
tratamentos testados (Tabela 2 e Figura 2). Aos 30 dias, 0
menor (0,17) e o maior (0,38) valores numéricos foram
registrados, respectivamente, no meio MSO e no meio
acrescido de BAP a 4,44 pM. Resultados semelhantes
foram obtidos por Carvalho et al. (2005), aos 30 dias, sendo
1,01, o maior valor registrado no meio contendo 8,88 mM
de BAP. Aos 45 e 60 dias, os maiores valores numéricos
foram constatados nos meios contendo 8,88 uM (0,94) e
4,44 uM de BAP (1,34), respectivamente. Carvalho et al.
(2005) obtiveram 1,33 e 1,13 plantulas regeneradas/ng, aos
45 dias no meio contendo 8,88 uM e aos 60 dias, no meio
com 4,44 uM de BAP, respectivamente.

TABELA 2 - Niimero de plantulas regeneradas por n6, em diferentes meios de cultura, a partir de segmento estiolado,
do abacaxi ornamental Ananas comosus var. ananassoides, aos 30, 45 e 60 dias apés inoculago nos meios de cultura

), Fortaleza (CE), Embrapa Agroindiistria Tropical, 2005.

i et Perfodo de cultivo
30 dias 45 dias 60 dias
MS + BAP a 4,44 yM 0,38 a 0,84 a 1,34 a
MS +BAP a 8,88 uM 025a 0,94 a 1,33 a
MS + BAPa 13,32 uyM 021a 0,77a 1,09 a
CV % 17,35 24,76 26,22

0] i :
Médias seguidas da mesma letra, na coluna, niio diferem entre si pelo teste de Tukey, a nivel de 5% de

probabilidade.
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FIGURA 2 — Plantulas de abacaxi ornamental Ananas comosus var. ananassoides regeneradas em meio MS sem
regulador de crescimento (A), MS com 4,44 uM de BAP (B), MS com 8,88 M de BAP (C), MS com 13,32 uM de BAP (D),
ap6s 60 dias de inoculagdo. Fortaleza (CE), Embrapa Agroindustria Tropical, 2005. Barra: 1,5 cm.

Considerando-se que, 60 dias ap6s a inoculago dos
explantes em meio MS adicionado de 10 uM de ANA, foram
obtidos, em média, 11,25 nés por explante, e que esses nés,
cultivados em meio MS contendo 8,88 uM de BAP, aos 45
dias regeneraram, em média, 0,94 plantulas, pode-se estimar
uma taxa de multiplicagdo de 10,58 ao final de 105 dias.
Entretanto, utilizando-se o meio contendo 4,44 uM de BAP,
a taxa de multiplicagdo seria 15,08, ao final de 120 dias. Tendo
em vista que as taxas de multiplicagdo estimadas por Carvalho
et al. (2005), para a variedade de abacaxi ornamental
bracteatus, nas mesmas condiges de cultivo, foram de 51,90
e 72,26, respectivamente, verifica-se que a variedade
estudada apresenta uma taxa de propagago bem inferior.

CONCLUSOES

0 método de estiolamento de segmentos nodais e
regeneragio de plantulas € vidvel para a multiplicagdo in
vitro do abacaxi ornamental A, comosus var. ananassoides.

O meio MS, adicionado da auxina AIA, ndo foi
adequado para indugio in vitro de estiolamento de brotos
emA. comosus var, ananassoides.

O meio MS + 10 uM de ANA para o estiolamento de
brotos, seguido de MS + BAP de 4,44 uM a 8,88 uM para
a regeneragdo de pléntulas, sdo os mais adequados para a
multiplicagdo in vitro do abacaxi ornamental Ananas
comosus var. ananassoides, usando segmentos nodais

estiolados.
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