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1. Introducéao

O abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril) é uma frutifera de clima
tropical pertencente a familia Bromeliaceae de destacada expressao econémica
e social em todo o mundo. Seu cultivo é considerado uma atividade absorvedora
de mao-de-obra no meio rural e geradora de emprego e renda. O fruto, utilizado
tanto para o consumo in natura quanto na industrializacao, representa uma fonte
das vitaminas A, B e C, de célcio, fésforo e ferro (SRIPAORAYA et al., 2003).
No panorama nacional, o abacaxizeiro é cultivado em praticamente todos os
estados brasileiros, sendo Minas Gerais, Para e Paraiba os maiores produtores,
respondendo em conjunto por mais de 50% da producédo (ABACAXI, 2007).

Naturalmente, a propagacdao do abacaxizeiro pode ser realizada por
meio de sementes, obtidas do cruzamento de plantas férteis, ou ainda, por
meio de brotacdes (tipo coroa, filhote, filhote-rebentdo) formadas a partir do
desenvolvimento de gemas axilares pré-existentes na axila da folha de diferentes
partes da planta-mae. Entretanto, as cultivares comerciais normalmente nao
produzem sementes, e estas quando ocorrem apresentam germinacao baixa
e irregular (MANICA, 1999) e promovem variabilidade genética do estande
estabelecido, o que certamente influencia negativamente nos tratos culturais
e producao de frutos. J& o sistema de propagacao convencional, a partir de
brotacoes retiradas da planta-mae, além de nao garantir a sanidade ao material
multiplicado, causa a disseminacado de doencas importantes como a fusariose
(Fusarium subglutinans f. sp. ananas) e apresenta baixo rendimento de mudas,
sendo necesséario um tempo relativamente longo para conseguir obté-las em
grande quantidade (cerca de 15 a 20 meses) (MANICA, 1999).

Como conseqiiéncia destes fatos, tem-se observado nos ultimos anos o
desenvolvimento e adocdo de técnicas de propagacao mais eficientes, as quais
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tém possibilitado produzir mudas de qualidade e em quantidade bem superior
ao método convencional (GOTTARDI et al., 2002).

Entre as tecnologias aprimoradas, a técnica de micropropagacao ou
propagacdao in vitro é certamente a mais adequada. As principais vantagens
desse método, comparado aos meios tradicionais de propagacado, sao a
multiplicacdo massal de gendtipos selecionados de abacaxizeiro com elevada
pureza genética e fitossanitaria, em periodos de tempo e espaco fisico
reduzidos, sem interrupcao sazonal, além de rapida disponibilizacao e validacao
de novos gendtipos obtidos por programas de melhoramento genético. Soma-se
a isso, a facilidade no transporte das mudas a longas distancias, além da maior
uniformidade nos tratos culturais e na producao (MANICA, 1999; GOTTARDI
et al., 2002).

Apesar de suas vantagens e por ser uma tecnologia que exige a utilizacao
de mao-de-obra especializada e uma estrutura laboratorial mais elaborada, seus
custos ainda sdo bem superiores aos métodos de propagacdo convencionais,
principalmente quando se considera a grande quantidade de mudas necessaérias
para plantio (60 mil ou mais por hectare), resultante das elevadas densidades
de plantas por area empregadas para a cultura (FIROOZABADY; GUTTERSON,
2003). Dessa forma, o uso deste tipo de propagulo como fonte direta de mudas
para renovacdo ou formacdo de novas lavouras ainda é considerado restrito e
de baixa expressividade entre os produtores, sendo estas plantas produzidas
em laboratério, normalmente usadas como plantas matrizes para a producéao de
mudas em plantios comerciais. Em decorréncia dessas limitagdes, pesquisas
tém sido realizadas com o intuito de reduzir os custos de producao, utilizando-se
fontes alternativas de luz como a solar ou natural (SILVA, 2006) e empregando-
se biorreatores (ESCALONA et al., 1999; TEIXEIRA, 2006), além de substituintes
alternativos como agentes solidificantes do meio de cultura (PASQUAL et al.,
1998; SA, 2001; TEIXEIRA et al., 2001; COSTA et al., 2007).

O objetivo deste capitulo é abordar aspectos e procedimentos béasicos
aplicados a obtencdo de material propagativo de abacaxizeiro com elevado
padrdo genético e sanitario. No entanto, nao se tentaréd esgotar o assunto, pois
conforme as facilidades disponiveis para se aplicar a técnica, juntamente com
a criatividade individual e experiéncia adquirida, adaptacdes e/ou inovacoes
podem ser possiveis.

2. Micropropagacao de Abacaxizeiro

Os primeiros trabalhos com a micropropagacao do abacaxizeiro foram
realizados por Aghion e Beauchesne (1960). Desde entao, vérios estudos e
protocolos foram publicados sobre o assunto, o que tem possibilitado a
intensificacao de uso desta técnica em diversas regides do mundo, inclusive
no Brasil.

De maneira geral, a obtencdo massal de mudas de abacaxizeiro por
meio da técnica de micropropagacao envolve basicamente a producado de
multiplas brotacbes axilares, originadas de gemas pré-existentes na axila
de cada folha, em meio de cultura e sob condicoes ambientais apropriadas.
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Para isso, o processo de micropropagacao é constituido basicamente por
cinco fases distintas: a) selecdao de matrizes; b) coleta de material vegetal e
estabelecimento in vitro; c) multiplicacao/proliferacdo de brotacées axilares; d)
alongamento e enraizamento in vitro; e) aclimatizacdao. Porém, o sucesso para a
obtencao de grande quantidade de mudas micropropagadas depende de fatores
como a cultivar, a condicdo genética e sanitaria do material vegetal fonte de
explantes (matrizes), a constituicdo dos meios de cultura nas diferentes etapas
do cultivo in vitro e as condicdes do ambiente de cultivo in vitro e ex vitro
(aclimatizacao).

2.1. Selecao das Matrizes

z

A escolha das plantas matrizes, das quais é obtido o material vegetal
fonte de explantes primarios, constitui a primeira etapa da micropropagacao do
abacaxizeiro. E nesta etapa que o genétipo, planta modelo ou planta-mae que se
quer clonar é escolhido. Ainda nesta etapa, os estados fisiolégico, nutricional e
sanitario das matrizes, bem como as caracteristicas de producéao (precocidade,
tamanho, forma, qualidade dos frutos, etc.), devem ser considerados, pois
poderao exercer influéncia negativa nas etapas posteriores da micropropagacao,
bem como no desempenho das plantas no campo.

O ideal é dispor sempre de matrizes elites selecionadas em bancos ativos
de germoplasma (BAG), ou melhor, colegGes de trabalho, em que normalmente
ja se conhecem os dados de producado dos gendtipos e/ou cultivares. Plantios
comerciais, em que se observam plantas em boas condicdes sanitarias, também
podem servir como fonte de propagulos, muito embora as plantas mantidas
neste ambiente estejam expostas a condicOes ambientais naturais o que pode
ocasionar maiores niveis de contaminacao no momento do estabelecimento
in vitro. Nesse contexto, Teixeira (2006) afirma gque no caso do abacaxi a
manutencado das matrizes em ambiente protegido é indesejavel, uma vez que
a melhor fonte de explante sdo as brotacdes laterais da planta obtidas em
campo.

2.2. Coleta de Material Vegetal, Tipo de Explantes e
Estabelecimento in Vitro

2.2.1. Coleta de Material Vegetal e Tipo de Explantes

Em abacaxizeiro, o material vegetal, fonte de explantes, é obtido a
partir de brotacées (mudas) formadas de gemas pré-existentes na axila das
folhas de vérias partes das plantas matrizes selecionadas. Tais mudas recebem
diferentes denominacbdes dependendo da parte da planta onde ocorrem,
podendo ser do tipo: coroa (brotacao do apice do fruto), filhote (brotacdo do
pedunculo, a haste que sustenta o fruto), filhote-rebentado (brotacdo da regido
de insercao do pedunculo no caule ou talo), rebento-lateral e rebento-enraizado
ou rebentdo (brotacdao do caule) (Fig. 1) (MANICA, 1999; REINHARDT et al.,
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2000). Entretanto, apesar da diversidade de tipos de mudas, a sua utilizacao é
limitada ao baixo rendimento de propagulos produzidos por planta, dependendo
do genétipo e condicoes de manejo da cultura. Aliado a estes fatores, tem-
se o fato da muda do tipo coroa permanecer aderida aos frutos no momento
da comercializacdo, com excecdo daqueles destinados a inddstria, ao passo
que os rebentos apresentam variacdes no tamanho, o que pode ocasionar

florescimento irregular (SRIPAORAYA et al., 2003).
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Fig. 1. Planta matriz de abacaxizeiro evidenciando os tipos de mudas utilizadas para
propagacao e micropropagacao.

Entre os tipos de mudas existentes, alguns autores tém recomendado
as do tipo filhote por possibilitarem maior percentagem de sobrevivéncia e
desenvolvimento in vitro das gemas axilares que as advindas da coroa (DREW,
1980 citado por MANICA, 1999). Nesse mesmo sentido, Damiao Filho et al.
(1993) afirmam que gemas axilares provenientes de mudas tipo coroa apresentam
desenvolvimento mais lento comparado aquelas oriundas de mudas aderidas a
planta matriz, o que se deve ao seu tamanho reduzido.

Do mesmo modo, Teixeira et al. (2001) e Teixeira (2006) indicam as
mudas tipo filhote e filhote-rebentdo como as mais apropriadas para obter
explantes, devendo essas apresentarem um comprimento minimo de 20 cm.
Segundo esses autores, em virtude dessas mudas estarem mais distantes
do solo, a infestacdo por contaminantes é menor, o que permite um maior
sucesso no estabelecimento in vitro de gemas axilares livre de contaminantes.
Nesse sentido, Sa (2001), avaliando gemas axilares provenientes de mudas tipo
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rebentao (15 a 20 cm e 50 cm), constatou maior sobrevivéncia (50%) para as
mudas maiores (50 cm), as quais proveram gemas de 3,5 mm.

A coleta do material vegetal deve ser realizada de preferéncia no mesmo
dia do estabelecimento in vitro, para evitar a excessiva exposicao aos fatores
do ambiente e reduzir a possibilidade de contaminacao e desidratacao. Todavia,
Teixeira et al. (2001) afirmam ser possivel utilizar mudas do tipo filhote num
prazo maximo de 15 dias, desde que armazenadas em local sombreado com
60% e 80% de umidade relativa e 20°C e 30°C. Nessa fase, deve-se considerar
também a estacdo do ano, a qual pode interferir principalmente nas taxas de
contaminacdo do material. Para isso, um correto estudo sobre a época mais
favoravel pode possibilitar o planejamento da coleta do material em campo,
facilitando sobremaneira a organizacao das etapas do cultivo e de mao-de-obra
em laboratério.

Quanto ao tipo de explante, o estabelecimento do cultivo in vitro de
abacaxizeiro é realizado a partir de gemas axilares existentes naturalmente
em cada axila foliar e apices caulinares’, sendo essas gemas preferiveis
pela facilidade de obtencdo e por existir em maior quantidade nas mudas. O
estabelecimento desses explantes, desde que ndo apresentem contaminacao e
o meio de cultura utilizado seja apropriado, resultara diretamente na formacao
de uma planta completa.

2.2.2. Preparo do Material Vegetal e Extracdo das Gemas Axilares

As mudas obtidas sao levadas para o laboratério e, em ambiente externo
da sala de recepgao de material vegetal, devem ter todas as folhas externas
retiradas no sentido da base para o apice, de modo a obter somente a haste
ou talo caulinar, contendo as gemas e/ou o apice caulinar (Fig. 2). Em seguida,
a haste é submetida a uma lavagem com detergente liquido comercial e dgua
corrente e, com auxilio de pincas e bisturis, as gemas axilares contendo
segmentos da haste (2 a 5 mm?®) sdo excisadas e posteriormente submetidas
a um processo de desinfestacdao em camara de fluxo laminar (Fig. 2). Nesta
etapa, o tempo da exposicdo das gemas ao fluxo de ar da camara deve ser o
menor possivel, uma vez que a desidratacdo pode prejudicar o desenvolvimento
posterior das gemas in vitro.

Caso seja de interesse, pode-se também realizar, sob condicées de total
assepsia (fluxo laminar), a excisao do apice caulinar, utlizando-se microscdépio
estereoscoépico. Todavia, este tipo de explante tem sido pouco empregado, pois
cada muda possui apenas um apice, além de seu desenvolvimento ser mais
lento em virtude do tamanho inferior e susceptibilidade ao ressecamento e/
ou necrose. A justificativa para utilizar este tipo de explante esta relacionada
a limpeza clonal de plantas infectadas por Fusarium subglutinans, conforme
reportado por Albuquerque et al. (2000). Segundo estes autores, o cultivo
in vitro de &apices caulinares de abacaxizeiro medindo aproximadamente 1,0
mm, em meio contendo 4cido giberélico (AG,), possibilitou 100% das plantas

"Meristema envolto por algumas camadas de primoérdios foliares.
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regeneradas livres de patégenos, o que foi confirmado pelo teste de indexacao.
Contudo, o tempo de regeneracao das plantas, apés o estabelecimento in vitro
do apice, foi de aproximadamente 120 dias.

Ressalta-se ainda que podem ocorrer modificacbes nos procedimentos
acima descritos conforme relatado por Teixeira et al. (2001), que realizaram a
assepsia (desinfestacao) e retirada das gemas em ambiente de fluxo laminar.

2.2.3. Assepsia e Estabelecimento in Vitro (Transferéncia dos Explantes
para meio de Cultura)

Uma vez que o cultivo in vitro é realizado sob condicoes de total assepsia,
todos os explantes devem passar por um processo de desinfestagdo, antes
de serem introduzidos em meio de cultura. Com esse intuito, realiza-se sob
condi¢cdes de camara de fluxo laminar uma fase de assepsia, que consiste em
eliminar os microrganismos (fungos e bactérias) presentes superficialmente
nos tecidos do explante. Para isso, os explantes ja& excisados (gemas axilares
contendo pequeno segmento da haste) sdao submetidos a um processo de
desinfestacdo?, que consiste da imersdo em alcool 70% por alguns segundos,
seguido de solucdo de hipoclorito de sédio a 1,00%-1,25% de cloro ativo,
contendo algumas gotas do detergente Tween 20, por 10-15 minutos, e por
fim lavagem por trés vezes em &agua destilada e autoclavada em camara de
fluxo laminar (Fig. 2). Teixeira et al. (2001) recomendam que seja evitada 4gua
sanitaria comercial por conter alto teor de hidréoxido de sédio, que tem acao
caustica e pode danificar os tecidos da gema.

Terminada a desinfestacao, os explantes sado transferidos para tubos de
ensaio contendo meio de cultura e, em seguida, mantidos em sala de cultivo até
seu crescimento e diferenciacdo, podendo demorar de quatro a seis semanas
(a depender do gendtipo, assepsia, tamanho do explante, meio de cultura e
condicdes de cultivo) (Fig. 3). De acordo com Ventura (1994) e Sa (2001), a
quebra de dorméncia das gemas, ou seja, o inicio do seu desenvolvimento (que
se caracteriza pela mudanca da cor branca para verde) ocorre entre 10 e 15
dias apdés o estabelecimento in vitro, enquanto o processo de organogénese
acontece geralmente aos 30 dias. Nesse contexto, Teixeira et al. (2001),
avaliando oito gendtipos de abacaxizeiro, verificaram que a porcentagem de
gemas desenvolvidas in vitro variou de 13,3% a 80%, ao passo que Ventura
(1994) e Sa (2001) relatam de 36% a 75%.

2.2.4. Indexacao de Fungos e Bactérias dos Explantes Estabelecidos in
Vitro

A indexacdo é o processo de deteccdo de patdgenos em plantas ou
culturas, visando identificar plantas sadias. Constitui um procedimento
importante do processo de micropropagacao e deve ser realizado anteriormente
a fase de multiplicacao, visto que a ocorréncia de contaminantes durante os
subcultivos pode limitar ou mesmo inviabilizar a producado de mudas.

2Este procedimento tem sido utilizado nos trabalhos e pode apresentar variacdes ou adaptacdes
de acordo com a literatura consultada, seja quanto ao tipo e/ou concentracao das substancias
desinfetantes ou tempo de exposicao dos explantes a eles.
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Fig. 2. Aspectos gerais para o estabelecimento in vitro de gemas axilares: a, b) lavagem
e desfolha do material vegetal; c) detalhe da haste caulinar desfolhada, evidenciando
gemas axilares (setas); d) excisdo de gema axilar ex vitro; e) detalhe da gema obtida; f,
g) processo de desinfestacdo em camara de fluxo laminar, utilizando alcool, hipoclorito
de sédio e agua estéril.

Fig. 3. Brotos em diferentes estadios de desenvolvimento, oriundos do estabelecimento
in vitro de gemas axilares de abacaxizeiros: a) inicio de desenvolvimento, apés 4 a 6
semanas do estabelecimento das gemas; b) brotagbes isoladas em tubos de ensaio,
oriundas das etapas tardias do estabelecimento.
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Para a micropropagacao do abacaxizeiro, a indexacdo ¢é feita por
observacao visual, durante e apdés a fase de estabelecimento in vitro. No
ultimo caso, as brotacdes obtidas sdo transferidas para meio de consisténcia
liquida em camada fina, verificando-se a partir de entdo a turbidez do meio,
pelo crescimento de bactérias, fungos e leveduras. J4 no caso de indexacao
para virus, deve-se realizd-la na planta matriz, pois os sintomas sao evidentes
(TEIXEIRA, 2006).

2.3. Multiplicacao/Proliferacdo de Brotos

Terminado o periodo de estabelecimento in vitro (quatro a seis semanas),
os explantes livres de contaminacdo e com desenvolvimento satisfatério (Fig.
3b) sdo submetidos a inducao de multiplas brotagcdes axilares. Para isso, os
brotos sao subdivididos e, em seguida, transferidos para meio de cultura
suplementado com regulador de crescimento, geralmente uma combinagao
entre citocinina e auxina, e mantidos em sala de crescimento.

Apds algumas semanas, os explantes primarios e as brotacdes produzidas
(agregados de brotos ou multibrotacdes) sao individualizados (sempre que
possivel) ou divididos em agregados menores, submetidos a uma poda das
folhas e raizes e transferidos para meio de cultura fresco, até que os mesmos
procedimentos sejam novamente demandados (Fig. 4). Essas sucessivas
transferéncias dos explantes para meio de mesma constituicao sdo conhecidas
como subcultivos, repicagens ou ciclos de multiplicacdo. Cada subcultivo tem
uma duracao média de quatro a cinco semanas e deve ser efetuado no maximo
cinco vezes, para evitar ou reduzir o aparecimento de plantas atipicas e também
a deplecdo dos constituintes (carboidrato, sais minerais e vitaminas) e do préprio
meio de cultura pelos explantes.

N

Fig. 4. Aspectos da fase de repicagem em fluxo laminar: a, b) brotos em meio
de multiplicacdo de consisténcia semi-sélida; ¢, d, e, f) manipulacdo dos brotos
(individualizacdo, subdivisao e corte da parte aérea das multibrotacdes).

Fotos: Jonny E. Scherwinski-Pereira
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Para o sistema de producado de mudas comercial, a fase de multiplicacao
é uma das mais importantes, na qual se procura obter o maximo de brotacodes,
no menor espaco de tempo sem, no entanto, prejudicar as etapas subseqiientes
(alongamento/enraizamento e aclimatizacado), seja pela presenca de plantas
atipicas (variantes) ou devido a baixa qualidade e homogeneidade das partes
aéreas produzidas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Dessa forma, tem-se uma multiplicacdo em crescimento por progressao
geométrica, de modo que a partir de uma Unica gema axilar estabelecida in
vitro é possivel obter milhares de novas brotacdes ao final de alguns meses,
o que dependerd do protocolo, habilidade dos manipuladores e genétipo
empregados.

Um fator imprescindivel na etapa de multiplicacdo diz respeito a
suplementacdo exdgena do meio de cultura com citocininas® e auxinas, sendo
as mais utilizadas a N®-benzilaminopurina (BAP) e o acido naftaleno acético
(ANA) respectivamente. Segundo Teixeira et al. (2001) a presenca da auxina no
meio de multiplicacdo favorece o enraizamento das brotagcdes na fase seguinte
(alongamento e/ou enraizamento), além de permitir a producado de brotos mais
alongados. O BAP é uma citocinina que promove ainducao de multiplas brotacoes
pela quebra da dominancia apical* (TEIXEIRA et al., 2001). Atualmente é a
citocinina mais utilizada para a inducao in vitro de brotos axilares em genétipos
de abacaxizeiro, porém a concentracado “ideal” é gendtipo-dependente.

Além do BAP, outras citocininas tém sido utilizadas em protocolos de
micropropagacao de abacaxizeiro, como a cinetina (CIN) (BARBOZA et al.,
2004) e zeatina (FITCHET, 1990). Adicionalmente, outras substancias com
efeitos de citocininas sao relatadas, entre as quais, o Thidiazuron (TDZ) e o
sulfato de adenina (PAIVA et al., 1999), porém seus efeitos ainda sdo pouco
conhecidos e em alguns casos ineficientes quando comparados ao BAP.

Outro fator a ser considerado nesta fase é o estado fisico do meio de
cultura, pois existem vaérios trabalhos que reportam o uso de meio liquido,
com resultados superiores ao meio geleificado (FIROOZABADY; GUTTERSON,
2003). Porém, no caso de se optar por meios semi-sélidos, o dgar tem sido o
agente solidificante mais empregado, embora Costa et al. (2007) relatem o uso
de amido de mandioca (60 g L") com resultados similares a adicdo de agar (5 g
- L") (12,6 brotacdes/explante).

Alternativamente ao estabelecimento in vitro de gemas axilares, a
multiplicacdo pode ainda ter como fonte de explantes de plantas mantidas in
vitro por varios meses ou mesmo anos. Isso pode acontecer em laboratérios que
mantém acessos ou gendtipos sob conservacao in vitro. Neste caso, as plantas
também tém as raizes e o apice das folhas cortados (podados). A utilizacado de
plantas mantidas assepticamente em laboratério tem como vantagem possibilitar
que todo processo de producao seja programado a intervalos de tempo reduzidos
(semanas ou dias). Em contraste, quando se considera o estabelecimento in

z Y

vitro, o periodo de producao é maior, além do que problemas relacionados a

3As citocininas sdo uma classe de reguladores de crescimento com capacidade marcante de
induzir a divisdo celular em tecidos vegetais, sendo por isso importantes para formacéao de 6rgaos,
principalmente, aéreos.

“Dominancia exercida pela gema apical de um broto ortotrépico (broto com crescimento vertical)
ou galho sobre as gemas laterais, impedindo o desenvolvimento dessas (TEIXEIRA, 2006).
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disponibilidade de mudas, aos niveis de contaminacao e ao estabelecimento
em si podem ocorrer, comprometendo o cronograma de producao (TEIXEIRA,
2006).

2.4. Alongamento/Enraizamento dos Brotos

O uso freqlente de citocininas no meio de cultura durante subcultivos
sequenciais, com o intuito de maximizar as taxas de multiplicagcdo, tem
resultado em brotacées com reduzido alongamento da parte aérea, de dificil
individualizagdo e que apresentam pouca ou nenhuma raiz (provavelmente
devido ao efeito cumulativo do regulador de crescimento — habituacao). Devido
a isso, uma fase de alongamento e/ou concomitantemente de enraizamento é
necessaria, sobretudo para os brotos menores.

Para tanto, as multiplas brotacdes e/ou os agregados de gemas obtidos ao
final da fase de multiplicacao sao individualizados ou subdivididos em agregados
menores (clusters) e transferidos para meio de alongamento e enraizamento,
geralmente suplementado com auxina(s) e desprovido de citocininas.
Dessa forma, ao final de 3 a 4 semanas, sao obtidas plantas completas,
apresentando parte aérea alongada e raizes, as quais sdao submetidas a fase de
aclimatizacao.

Existe ainda a possibilidade de que brotacbes bem desenvolvidas
possam ser diretamente removidas dos frascos e submetidas ao processo
de aclimatizacdo, sem necessitar de uma fase de alongamento/enraizamento
in vitro. Possibilidade esta reportada por Ventura et al. (1994), Guerra et al.
(1999) e Sa (2001), segundo os quais mesmo as plantas que nao formaram
raizes in vitro, o fizeram apés o transplantio para substrato com 95,5% e 100%
de sobrevivéncia.

2.5. Meio de Cultura e Condicdes de Cultivo

2.5.1. Meio de Cultura

Em geral, os meios de cultura utilizados para o cultivo in vitro de células,
tecidos e 6rgaos sao constituidos por substancias essenciais ao crescimento
e desenvolvimento das culturas, tais como a agua, macro e micronutrientes,
aminoacidos, vitaminas e carboidrato(s). Além destes, outros compostos podem
ser adicionados, como os reguladores de crescimento®, agentes geleificantes
(4gar, Phytagel®’, amido de mandioca), compostos organicos complexos (agua
de coco), carvao ativado, caseina hidrolisada, antibiéticos e/ou fungicidas.

Uma outra condicao imprescindivel do meio de cultura refere-se ao pH, o
qual deve ser adequado a integridade celular, podendo também influenciar na
disponibilidade de nutrientes e reguladores de crescimento e na geleificacao/

5Reguladores de crescimento sdo analogos sintéticos dos hormonios vegetais. Tém a mesma
funcdo dos hormoénios, porém sao sintetizados em laboratério e ndo pela planta, além de ser
requeridos em maiores quantidades para obter resposta semelhante (TERMIGNONI, 2005). Séao
exemplos, o NSf-benzilaminopurina (BAP) e Tidiazuron (TDZ) (grupo das citocininas); e &cido
indolbutirico (AIB) e acido naftalenoacético (ANA) (grupo das auxinas).
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solidificacao do meio (caso o meio seja de consisténcia semi-sélida ou sélida).
Assim, normalmente utiliza-se pH ajustado para 5,8. Em relacao a autoclavagem,
esta é realizada por 15 a 20 minutos a 121°C e 1,3 atm de pressao.

A escolha por determinado meio de cultura é funcao da espécie vegetal
a ser micropropagada, tipo de explante e as diferentes fases do processo
(estabelecimento, multiplicacao, etc.), sendo por esses motivos uma condicao
béasica para o desenvolvimento de protocolos bem sucedidos. Portanto, para uma
melhor resposta morfogenética dos explantes (dpices caulinares, meristemas,
brotacoes, etc.), o mais adequado é desenvolver um meio de cultura baseado
nas exigéncias da espécie, ou mesmo cultivar em questao, tomando por base
andlises nutricionais.

Para o abacaxizeiro, o meio de cultura freqlientemente utilizado em
todas as etapas da propagacado in vitro é o de Murashige e Skoog (1962),
mundialmente conhecido como MS (Tabela 1), acrescido de reguladores de
crescimento (TAMAKI et al., 2007). Entretanto, dependendo da fase de cultivo,
algumas modificacdoes tém sido feitas, especialmente nas concentracdes de
macronutrientes, havendo também alguns relatos do uso de outras formulacodes,
como o meio N6 e MT (ALBUQUERQUE et al., 2000; SRIPAORAYA et al.,
2003). Quanto ao estado fisico do meio de cultura, a maioria dos trabalhos
baseia-se no uso de meios de consisténcia semi-sélida, utilizando o agar ou
Phytagel como agentes geleificantes (MACEDO et al., 2003; PEDROSO et al.,
2001). Porém, estudos mais recentes tém relatado o emprego de meio liquido,
principalmente em sistema de biorreatores de imersao temporaria (ESCALONA
et al., 1999; FIROOZABADY; GUTTERSON, 2003; TEIXEIRA et al., 2001;
TEIXEIRA, 20086), cuja eficiéncia tem sido superior comparado ao meio semi-
so6lido e liquido (estacionario ou em agitadores).

Outra estratégia para a micropropagacao de abacaxizeiro é o sistema de
cultivo em meio dupla-fase (bifasico), que consiste em acrescentar, ao longo da
cultura in vitro, aliquotas de meio liquido sobre o0 meio semi-sélido contendo os
explantes, ao invés de transferir as brotacées para meio fresco. Dessa forma,
é possivel reduzir a constante necessidade por subcultivos, como também
diminuir a manipulacao (subdivisado e individualizacdo) dos agregados de gemas
e multibrotacdes, o nUmero de frascos envolvidos no processo de multipliccao
e o espaco laboratorial. Acrescenta-se ainda que o uso do sistema dupla-fase
possibilita o aumento da superficie de area do explante em contato com o meio
de cultura e o incremento da difusdo, absorcdo e renovacao dos constituintes
do meio de cultivo.

Tabela 1. Composicdo do meio MS.

Componente Concentragdo
mg - L' mM
Macronutrientes
NH,NO, 1.650 20,6
KNO, 1.900 18,8
CaCl,.2H,0 440 3.0

Continua...
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Tabela 1. Continuacao.

MgS0,.7H,0 370 1,5
KH,PO, 170 1,25
Micronutrientes
MnS0,.4H,0 22,3 0,100
ZnS0,.7H,0 8,6 0,030
H,BO, 6,2 0,100
Kl 0,83 0,005
Na,Mo0,.2H,0 0,25 0,001
CuS0,.5H,0 0,025 0,0001
CoCl..6H,0 0,025 0,0001
FeEDTA
Na,EDTA.2H,0 37,3 0,10
FeS0,.7H,0 27,8 0,10
Vitaminas e aminoacidos

Tiamina - HCI 0,1 0,0003
Piridoxina — HCI 0,5 0,0024
Acido nicotinico 0,5 0,0040
Glicina 2,0 0,0270
Mio-Inositol 100 0,55
Sacarose 30.000 87,6

Fonte: Adaptada de Murashige; Skoog, 1962.
2.5.1.1. Fase de Estabelecimento

Para esta fase, a maioria dos protocolos tem utilizado meio semi-sélido,
geralmente solidificado com &gar e acrescido de combinacdes entre citocininas
e auxinas (SOUZA JUNIOR et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2001; ALMEIDA et
al., 2002; MACEDO et al., 2003; SRIPAORAYA et al., 2003; BARBOZA et al.,
2004). Alternativamente, Costa et al. (2007) reportam o estabelecimento in vitro
de gemas axilares das cultivares Rio Branco e Quinari, pela substituicao parcial
ou total do agar pelo amido de mandioca (fécula). Em adicéo, ha relatos do uso
de meio liquido, tanto em frascos® quanto em tubos de ensaio, empregando-
se neste caso suportes do tipo ponte de papel-filtro (ESCALONA et al., 1999;
GUERRA et al., 1999; SA, 2001).

A importancia da escolha de meio apropriado e do uso de reguladores de
crescimento na etapa de estabelecimento in vitro é relatada por Albuquerque et
al. (2000), segundo os quais, o percentual de necrose dos apices caulinares de
aproximadamente 1 mm, provenientes de mudas do tipo coroa da cv. Pérola, foi
de 0% em meio N6 adicionado de AG,, ao passo que no meio MS suplementado
com BAP 20% dos &apices necrosaram. Também verificaram que na auséncia
de reguladores de crescimento a freqliéncia de necrose foi em média 90%,

SE importante destacar que o uso de frascos contendo varias gemas axilares em vez de tubos de
ensaio (contendo apenas uma gema axilar cada um) pode acarretar maiores perdas, uma vez que
na fase de estabelecimento a possibilidade de contaminacdes é maior.
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alcancando a totalidade na maioria deles. Nesse contexto, Grattapaglia e
Machado (1998) afirmam ser benéfica a adicao de reguladores de crescimento,
uma vez que supre as possiveis deficiéncias dos niveis endégenos de hormdnios
nos explantes isolados.

Jé Firoozabady e Gutterson (2003) utilizaram para o estabelecimento de
gemas meristematicas (1 cm?), oriundas de mudas tipo coroa da cv. Smooth
Cayenne, meio basal constituido pelos sais de MS reduzido a 50%, vitaminas
de B5, 30 g - L' de sacarose e 0,2% Gel-rite, acrescido de BAP (3 mg - L").
Utilizando este meio, os meristemas apresentavam-se alongados e com as
folhas primarias totalmente abertas, ap6s uma semana do estabelecimento.

Tratando-se do estabelecimento de gemas axilares, tem sido indicado
o meio MS basico, acrescido de BAP (0,5 a 2,0 mg- L") e ANA (0,12 a 2 mg

L") (ALMEIDA et al., 1994, 2002; ESCALONA et al., 1999; GUERRA et al.,
1999; BARBOZA et al., 2004), CIN (2,0 mg - L) (SRIPAORAYA et al., 2003)
ou mesmo desprovido de reguladores de crescimento (SOUZA JUNIOR et al.,
2001).

2.5.1.2. Fase de Multiplicacao

Apesar de vérios trabalhos utilizarem meio semi-sélido nesta etapa,
estudos mais recentes tém demonstrado ser um sistema pouco eficiente e
laborioso para uso em escala comercial em comparacdo ao emprego de meio
liquido, principalmente quando este é associado a biorreatores de imersao
temporéaria (ESCALONA et al., 1999; FIROOZABADY; GUTTERSON, 2003,
SILVA et al., 2007). O interesse em se utilizar meio liquido pode ser justificado,
entre outros aspectos, pela facilidade de preparacao e manipulacdo do meio,
reducao dos custos, possibilidade de automacao do processo, uso de uma menor
quantidade de meio por explante, além de poder aumentar a disponibilidade
de nutrientes e proporcionar um maior contato dos explantes com o meio
(PEREIRA; FORTES, 2003). Entretanto, caso nao se disponha de equipamentos
do tipo biorreatores, deve-se ter o cuidado de nao utilizar grandes quantidades
de meio liquido em sistema estacionario (sem agitacao), de modo a evitar que
os explantes sejam encobertos e ocasionar a falta de aeracao do material em
cultivo. Assim, recomenda-se utilizar camadas finas de meio liquido (TEIXEIRA,
2006) ou empregar agitadores orbitais.

Quanto as concentracdes de reguladores de crescimento, existe grande
amplitude de variacao entre os protocolos, com concentracdes de BAP e ANA
variando entre 0,26 e 3 mg- L'e 0,12 e 2 mg- L', respectivamente. Porém, as
maiores taxas de multiplicacdo sdo obtidas com 1,5 a2 mg -L'de BAP associado
a quantidades menores de ANA. Almeida (1994) afirma que concentracoes
maiores de BAP (4,0 ou 5,0 mg - L") sdo prejudiciais aos explantes, com altas
taxas de mortalidade, ao passo que 2,0 mg - L' promovem a melhor resposta
de diferenciacdo. Nesse mesmo sentido, Medeiros et al. (2001) relatam que o
acréscimo de BAP (2e4 mg- L") e ANA (1 e 2 mg- L"), no meio de cultura,
favorece a multiplicacdo, entretanto os brotos apresentam um alongamento
da parte aérea muito reduzido e sao de dificil individualizagao. Por outro lado,
concentracGes intermediarias (BAP 0,5 mg -L' + 0,25 mg - L' de ANA) ou
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mesmo menores (BAP 0,25 mg- L' + 0,12 mg - L' de ANA) sdo as mais
indicadas para obter brotos com taxa de crescimento e de multiplicacéo in vitro
equilibradas.

As diferencas nas concentracoes exdgenas de reguladores de crescimento
reportadas na literatura podem ser atribuidas, principalmente, ao genétipo
utilizado e a consisténcia do meio de cultura (sélido ou liquido). Assim, para
propésitos de micropropagacao devem-se desenvolver protocolos regenerativos
especificos para cada cultivar, sempre observando a qualidade dos brotos
produzidos.

Além do uso de reguladores de crescimento, outra alternativa que
tem mostrado resultados positivos na inducao de brotacées e aumento nas
taxas de multiplicacdo em abacaxizeiro é a quebra da dominancia apical por
processos mecanicos (ALMEIDA et al., 2002). De acordo com estes autores,
o emprego de meio liquido estacionario suplementado com 1,5 mg - L' de
BAP e o seccionamento longitudinal dos brotos aumentaram o ndmero médio
de brotos/explante (2013,5) apds cinco subcultivos na cv. Pérola, o que foi
atribuido a maior absorcdao do meio de cultura e ao estimulo a divisao celular,
ocasionado pelo corte ao meio dos explantes. Utilizando essa metodologia,
os autores concluiram ser possivel obter 161.080 plantas apds oito meses,
partindo apenas de oito mudas tipo filhote, cada uma contendo dez gemas
axilares. Por outro lado, usando o método convencional de multiplicacdo de
abacaxizeiro, seriam necessdarios 7 anos e 6 meses para obter 32.700 mudas
de uma planta matriz inicial, insuficiente para estabelecer um hectare desta
cultura.

Recentemente, Firoozabady e Gutterson (2003) visando reduzir os custos
de micropropagacao do abacaxizeiro, tanto em relacdo a mao-de-obra quanto
ao espaco requerido, propuseram gue nos estdgios anteriores ao processo de
multiplicacdo in vitro, os explantes resultantes do estabelecimento in vitro
devem ser seccionados longitudinalmente em varias partes para permitir que os
brotos axilares normalmente quiescentes produzam novas brotacdes, resultando
em aumento global da multiplicacao.

2.5.1.3. Fase de Alongamento e Enraizamento

Nesta fase, a maioria dos trabalhos tem utilizado a formulacao bdasica
do meio MS reduzindo a sua concentracdo salina (BARBOZA et al., 2004),
suplementado ou ndao com auxinas. No entanto, a eficiéncia desta etapa tem
sido relacionada principalmente a consisténcia do meio e ao sistema de cultivo
utilizado (TEIXEIRA et al., 2001, TEIXEIRA, 2006).

Isso porque de acordo com Teixeira et al. (2001), a transferéncia dos
agregados de gemas, provenientes da multiplicacdo em meio geleificado, para
meio liquido em biorreator de imersao temporaria proporciona uma eficiéncia
na producdao de mudas ao final do processo de micropropagacao da ordem
de 3,5 vezes em comparacdao ao meio geleificado. Assim, utilizando este
sistema, o numero de mudas regeneradas por agregado variou de 11,1 a 37,4,
ao passo que utilizando meio solidificado este nimero variou de 5,4 a 11,3
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entre 9 genétipos estudados. Em estudo mais recente, Teixeira (2006) afirma
que devido ao elevado numero de frascos requerido para o alongamento e
enraizamento (entre 100 e 150 unidades para produzir mil mudas), o emprego
do sistema de imersao temporaria, utilizando meio MS desprovido de regulador
de crescimento e 4% de sacarose, reduz sobremaneira os custos de produgcdo
(maiores informacdes no tépico relacionado ao uso de biorreator).

Quanto ao meio de cultivo, estudo realizado por Tamaki et al. (2007),
com diferentes diluicdes dos macronutrientes do meio MS, sobre o cultivo in
vitro de clones da cv. Smooth Cayenne, a partir de nés estiolados, demonstrou
que o meio MS/5 (reduzido em 1/5 dos macronutrientes) promove os mesmos
efeitos para a parte aérea e sistema radicular, guando comparado aos meios MS
completo e MS/2 (reduzido a 50% dos macronutrientes). Ainda de acordo com
os autores, os teores de nitrato dos eixos caulinares foram maiores nas plantas
cultivadas em MS, decrescendo 50% em MS/2 e a 90% em MS/5, ao passo que
nenhuma diferencga significativa foi obtida para clorofila a+b e carotendides.
Dessa forma, os autores concluiram ser possivel a reducao de custos, uma
vez que a quantidade de nitrogénio no meio MS original poderia estar além das
necessidades nutricionais do clone de Ananas comosus analisado, promovendo
um acumulo de nitrato nos tecidos das plantas mantidas nessa condicao.

Fig. 5. Vista geral do ambiente de cultivo de abacaxizeiros micropropagados: a, b) sala
de crescimento de luz artificial; c, d, e) sala de crescimento de luz solar/natural — Campo
— Biotecnologia Vegetal, localizada na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, Cruz
das Almas, BA.
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2.5.2. Condicées de Cultivo ou Incubacéao

Durante todas as fases do cultivo in vitro, o padrao adotado tem sido o de
salas de crescimento climatizadas, as quais possuem, geralmente, iluminacao
artificial (fornecida por lampadas fluorescentes tubulares 20W ou 40W),
com fotoperiodo de 16 horas e temperatura média de 25°C + 2°C. Porém,
resultados obtidos por Silva (2006) demonstram ser possivel e vantajoso, na
fase de enraizamento in vitro, substituir a iluminacéao artificial pela luz solar nas
salas de crescimento (Fig. 5).

Estudo recente reporta diferencas visiveis no padrao de crescimento,
estrutura foliar interna e no processo de carboxilacdo (CAM ou C3) de plantas
de abacaxizeiro Ananas comosus var. Smooth cayenne, de um mesmo clone,
dependendo do regime de temperatura utilizado no cultivo in vitro (constante ou
alternado) (NIEVOLA et al., 2005). Segundo estes autores, plantas cultivadas
sob 28°C durante o regime de luz e 15°C no periodo de escuro (termoperiodo
alternado) foram mais curtas, tiveram maior peso seco da parte aérea e de raizes
superiores e folhas mais espessas. Adicionalmente, estas plantas apresentaram
mesofilo com grande numero de camadas de células, hipoderme mecéanica
(evidente apenas neste regime de temperatura), sistema vascular mais notavel,
grande indice de suculéncia (relacdo entre a quantidade de agua e clorofila), alta
atividade da enzima PEPCase (no periodo de escuro) e gradual incremento nos
niveis de ABA durante o periodo de luz e maior acimulo no final do dia. Dessa
forma, os autores concluiram que plantas crescendo em regime de temperatura
alternada (28°C luz/15°C escuro) mostram caracteristicas de fotossintese
CAM, enquanto sob temperatura constante (28°C, dia e noite) apresentam
caracteristicas de fotossintese C3. Todavia, os aspectos regulatérios de fixagao
de carbono em abacaxizeiro sdao pouco conhecidos, sendo o trabalho de Nievola
et al. (2005) o primeiro relato em plantas in vitro.

2.6. Contaminacao in Vitro

Consiste no aparecimento de microrganismos (fungos, bactérias ou
leveduras), apés o estabelecimento do material vegetal in vitro, seja por causa de
um ineficiente processo de assepsia, erros de manipulacdo ou microrganismos
endofiticos. A ocorréncia de contaminantes constitui uma das mais importantes
causas de perda de material vegetal em trabalhos de cultura de tecidos,
especialmente quando os explantes sdao provenientes de matrizes mantidas
no campo. Caso as condicdes de cultivo (meio de cultura, etc.) favorecam o
crescimento destes microrganismos, estes passam a competir por nutrientes e
carboidratos, além de produzir metabdlitos téxicos aos explantes, no caso de
bactérias, comprometendo o processo de micropropagacao (PEREIRA et al.,
2003).

Em cultura in vitro, a contaminacao tem sido mais evidente na fase de
estabelecimento, embora as taxas e o tipo sejam bastante varidveis em funcao
de diversos fatores, como a época de coleta dos explantes no campo, o estado
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sanitdrio das plantas matrizes, a correta execucao do processo de assepsia e
manipulacdo durante as repicagens e os agentes desinfestantes utilizados.

Para a deteccao e controle, devem ser realizadas observacdes visuais
durante as diferentes fases do cultivo in vitro, de modo a eliminar e autoclavar
as culturas contaminadas. Outro aspecto importante é o uso de agentes
geleificantes de boa qualidade como o Phytagel®, pois ird facilitar a deteccéo
do material contaminado e com isso evitar a sua disseminacao. No caso de
fungos e leveduras, podem-se facilmente identifica-los, pois se desenvolvem
bem em meio de cultura, ao contrario das bactérias, especialmente aquelas que
permanecem latentes’ in vitro, as quais podem ser detectadas somente apds
algum tempo de cultivo e desta forma ser disseminadas durante os subcultivos
(PEREIRA et al., 2003). Contudo, no caso da micropropagacao de abacaxizeiro,
a ocorréncia de contaminacdes nado tem sido considerada um problema limitante
entre os trabalhos publicados, salvo aqueles que utilizam meios de consisténcia
liquida, especialmente os desenvolvidos em biorreatores.

2.7. Aclimatizacao

Assim como para as demais espécies micropropagadas, o processo de
aclimatizacdo do abacaxizeiro consiste basicamente na retirada das plantas
dos frascos de cultivo, lavagem das raizes em agua corrente para remocao do
residuo de meio de cultura aderido, poda das raizes (toalete), transplantio para
tubetes ou bandejas coletivas contendo substrato e transferéncia para casa
de vegetacdo ou telado (Fig. 6). Alternativamente, em alguns casos, pode-
se realizar uma pré-aclimatizacdo, pela abertura dos frascos ainda na sala de
crescimento por algumas horas ou mesmo dias, ou deixando as plantas em
recipientes contendo agua destilada.

Em casa de vegetacdo ou telado, as plantas devem ser submetidas de
maneira gradual ao aumento da luminosidade e reducao da umidade relativa do
ar, mantendo-se durante os primeiros dias do transplantio uma alta umidade e
sombreamento em torno de 50%, além de uma eficiente irrigacdo, geralmente
por meio de microaspersao. Em adicdo, pode-se fazer a adubacao semanal com
macro e micronutrientes conforme reportado por Teixeira et al. (2001).

Quanto ao tamanho adequado para o transplantio ex vitro, Oliveira e
Cabral (1998) reportam a altura de 4 cm, recomendando ainda que as raizes
mais longas sejam cortadas, de modo a deixar um comprimento maximo de 3
cm, visando sobretudo homogeneizar o sistema radicular, facilitar o transplantio
das plantas e estimular o crescimento de novas raizes. Em relagdo ao tipo de
recipiente, a maioria dos trabalhos tem reportado o uso de tubetes e, em menor
freqiéncia, o de bandejas coletivas, sendo o primeiro vantajoso por ndao causar
o enovelamento das raizes. Nesse contexto, Teixeira et al. (2001), avaliando
tubetes de diferentes dimensdes, observaram que o melhor desenvolvimento
das plantas ocorreu quando se utilizaram tubetes de maior volume (300 mL),
resultado em discordancia ao observado por Souza Junior et al. (2001). No
que se refere ao tipo de substrato, grande parte dos trabalhos tem usado a

’Bactérias que ndo apresentam crescimento visivel no meio de cultivo e nem sintomas nos tecidos
cultivados (PEREIRA et al., 2003).
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formulacéo comercial Plantmax®(SOUZA JUNIOR et al., 2001; TEIXEIRA et al.,
2001), havendo também a utilizacdo de misturas compostas por casca de arroz
carbonizada e solo (1:1), acrescidas de 7,5 g do formulado NPK (5-20-10), além
da mistura de areia, xaxim e humus (SOUZA JUNIOR et al., 2001).

Fotos: a, b (Jonny E. Scherwinski-Pereira); c, d, e (Herminio Souza Rocha)
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Fig. 6. Plantas alongadas e enraizadas in vitro em meio liquido (a); lavagem em &agua de
torneira (b); plantas aclimatizadas em tubetes (c, d, e).

Apesar de haver discordancias para os diferentes protocolos publicados,
nenhuma dificuldade tem sido reportada quanto a sobrevivéncia ex vitro e o
desempenho em campo das plantas micropropagadas de abacaxizeiro. O que se
tem observado é um crescimento muito lento das mudas nas semanas iniciais
do transplantio ex vitro, de maneira que a intensa formacédo de folhas novas
ocorre somente ap6s 120 dias, sendo necesséario que as mudas permanegam
menos de 5 a 7 meses em casa de vegetacao a fim de atingirem o tamanho
minimo para plantio no campo (TEIXEIRA et al., 2001). Ainda segundo estes
autores, as folhas oriundas do cultivo in vitro podem apresentar enrugamento
generalizado por algumas semanas, além de um fendtipo atipico do gendtipo em
questao, com espinhos pouco desenvolvidos e reduzida cerosidade, aspectos
nao observados nas folhas formadas durante a aclimatizacao.

Entretanto, dependendo das condicbes ambientais da regido onde o
processo de aclimatizacdo for realizado, pode-se ter um crescimento mais
rapido das mudas micropropagadas e reducao no periodo necessario para
que estas sejam levadas ao campo, acarretando divergéncias nos trabalhos
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relatados. De acordo com Herminio Souza Rocha (informacéo verbal)'®, plantas
de abacaxizeiro micropropagadas aclimatizadas em tubetes contendo substrato
adequado e adubacdo complementar, no Municipio de Cruz das Almas (BA),
atingem cerca de 20 cm de altura e boa formacao de sistema radicular apds 45
a 60 dias do transplantio ex vitro. Segundo Almeida et al. (2002), mudas com
aproximadamente 15-20 cm de altura e 150 g de peso fresco apresentaram boa
adaptacao quando transferidas para o campo.

Recentemente, outra alternativa que vem sendo utilizada para reduzir o
estresse das plantas apds a sua exposicao as condicdes ex vitro e favorecer
um melhor restabelecimento é o emprego da luz solar como fonte de iluminacao
na fase de alongamento/enraizamento in vitro. Tal alternativa foi inicialmente
estudada por Silva (2006) e mostrou bons resultados em relacao ao cultivo em
sala de crescimento sob luz artificial.

3. Anatomia Foliar das Plantas Micropropagadas

Até o presente momento, pouco é reportado na literatura sobre a
anatomia foliar de abacaxizeiros em condicoes de campo e das plantas
micropropagadas. No caso das plantas em campo, as estruturas anatdémicas
descritas sao aquelas caracteristicas das bromeliaceas, tais como: presenca de
ceras, tricomas, epiderme uniestratificada revestida por cuticula com didmetro
maior perpendicular ao eixo da folha e presenca de hipoderme. As folhas sao
hipoestomaticas, com os estdbmatos dispostos longitudinalmente em sulcos
pequenos e paralelos, e o mesofilo apresenta tecido aquifero logo abaixo
da face adaxial da epiderme, parénquima clorofilado ou ndo, onde estdo os
feixes vasculares, corddes de fibras isolados e canais de aeracao (PY, 1969;
PY et al., 1984 citados por BARBOZA et al., 2006). Em relacdo as plantas
micropropagadas, poucos sao os trabalhos publicados (NIEVOLA et al., 2005;
BARBOZA et al., 2006; SILVA, 2006).

De maneira geral, folhas de mudas de abacaxizeiro in vitro e em
casa de vegetacdo apresentam estruturas bdasicas semelhantes, tais como
presenca de fibras, hipoderme, parénquima aqtifero, parénquima clorofilado e
cavidades aeriferas. Porém, variacOes estruturais como freqiéncia estomatica,
espessamento da cuticula e parede da epiderme, formato e sinuosidade das
paredes das células do parénquima aquifero e presenca de células papilosas sao
observadas, o que demonstra plasticidade fenotipica da espécie ao ambiente.
Contudo, as principais caracteristicas anatémicas sao listadas na Tabela 2.

Em relacao as caracteristicas relacionadas, Barboza et al. (2006) discutem
que a presenca da hipoderme e do parénquima aquifero nas folhas in vitro
pode ser correlacionada com o alto indice de sobrevivéncia ex vitro das plantas
micropropagadas, muito embora o crescimento nos primeiros dois meses em
aclimatizacdo seja reduzido. Nesse contexto, estes autores enfatizam que
a realizacdo de pesquisas sobre as funcodes fisiolégicas da hipoderme e do
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parénquima aquifero, principalmente na fase de transicao da planta in vitro para
ex vitro, pode contribuir para melhorar o crescimento da muda e reduzir o tempo
em casa de vegetacdo. Além disso, o estudo e entendimento das alteracdes
decorrentes do processo de micropropagacao podem ter papel importante no
desenvolvimento de novos protocolos ou na otimizacao dos ja existentes.

Tabela 2. Principais caracteristicas da anatomia foliar de plantas de abacaxizeiro
micropropagadas — cultivar Pérola.

Aos 6 meses Aos 10 meses

Caracteristicas In vitro' I I
ex vitro ex vitro
Cuticula Pouco desenvolvida nas  Epiderme recoberta por cuticula
faces adaxial e abaxial da em toda sua extensdo, porém
epiderme com espessamento variavel
Células Células epidérmicas  Superficie adaxial com
epidérmicas adaxiais de paredes finas espessamento da parede entre
8 e 10 um na regidao do eixo
central, e 10 e 12 ym na regiao
do bordo foliar. Na face abaxial,
o espessamento foi menor
Paredes Paredes periclinais externas Paredes periclinais externas
periclinais curvas oOu convexas nas retas ou quase retas
das células faces adaxial e abaxial, e

epidérmicas

células papilosas’

Tricomas Tricomas glandulares multicelulares estao presentes nas faces
adaxial e abaxial da epiderme das folhas

Estomatos As folhas de abacaxizeiro sao hipoestomaticas,
independentemente do ambiente de cultivo. Estdo distribuidos
em faixas paralelas por toda extensdo da face abaxial,
apresentando cadmara subestomatica

Densidade Em média, 54 estomatos - Em média 62 estébmatos - mm2,

estomatica mm-2, com maior densidade com maior densidade no terco
no terco médio das folhas médio das folhas

Hipoderme Presente em ambas as faces da epiderme, com 42 e 41 ym para
0 ambiente in vitro e casa de vegetacao

Mesofilo Mesofilo dorsiventral na regido do eixo central da folha e

homogéneo na regiao do bordo foliar

Continua...
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Tabela 2. Continuacao.

Parénquima
aquifero

Constituido  por células  Células grandes, com paredes
grandes de formato delgadas e planas. Espessura
arredondado, paredes média de 661 ym. Na regido do
delgadas, planas ou com eixo central, presenca de trés

ou quatro estratos de células;
da regido do eixo central da
folha em direcédo ao bordo foliar,
ocorre diminuicao do tamanho e
numero de camadas de células

leves ondulacdes. Espessura
média de 204 ym

Parénquima
clorofilado

Células arredondadas, Homogéneo na regido do bordo
observando-se os foliar. Espessura média de 636
cloroplastos distribuidos  um

centrifugamente por toda a
parede da célula. Espessura
média de 195 ym

Diferenciacao
do mesofilo

Diferenciacdo bem marcante entre os parénquimas aquifero e
clorofilado in vitro e em aclimatizacao, embora o formato das
células em palicada tenha sido observado apenas no parénquima
aqlifero de plantas em casa de vegetacao

Parénquima
aquiifero e
clorofilado, na
regido do eixo
central da folha

Nenhuma diferenca entre si, assim como a razédo entre tecido
aclorofilado (hipoderme + parénquima aquifero) e parénquima
clorofilado. Nesta regiao da folha, o parénquima aquifero ocupa,
em ambos os ambientes, em torno de 50% do mesofilo

Feixes Tamanho variado com grande quantidade de fibras junto ao

vasculares floema e xilema, estando em maior intensidade na regido do
bordo foliar. Os feixes vasculares estdo regularmente distribuidos
no parénquima clorofiliano na regido do eixo central da folha e
bordo foliar

Cerosidade Né&o avaliada

Cavidades Intercaladas aos feixes vasculares

aeriferas

'Plantas alongadas, por dois meses, em meio de cultivo MS geleificado, sem adicdo de
fitorreguladores e mantidas a 16 horas de intensidade luminosa de 30 ymol - m?2 - s, 25+2°C.
2e3Plantas aclimatizadas por 6 e 10 meses, em ambiente com sombreamento de 60%, 27,2°C e
65,5% de umidade relativa média.

Obs.: andlise anatdomica efetuada na quarta e quinta folha, do apice para a base, no material in
vitro e em aclimatizacao, respectivamente.

"A baixa irradiancia e a alta umidade relativa do ambiente in vitro podem estar relacionadas com
a presenca de células papilosas.

Fonte: Adaptada de Barboza et al., 2006.
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4. Desempenho em Campo das Mudas Micropropagadas

Avaliando 17 acessos de abacaxizeiro micropropagados das cultivares
Pérola, Smooth Cayenne, Amarelo e Amarelinho, Vesco et al. (2000) nao
verificaram diferencas entre os acessos propagados. Quanto a sanidade das
mudas, em 680 plantas micropropagadas a taxa de incidéncia de fusariose
foi de 0,7%. De acordo com os autores, além desse valor ser considerado
baixo, no caso de plantio com cultivares suscetiveis a fusariose e considerando
apenas um ciclo de producédo, o sistema proposto permite a multiplicacao de
mudas tipo filhote sadias, as quais podem ser utilizadas para plantio em novas
areas livres da doenca.

Ja Teixeira et al. (2001) comparando oito genétipos de abacaxizeiro
aos 11 meses apds o plantio no campo, todos obtidos por micropropagacao,
observaram diferencas apenas em relacao a altura e vigor das plantas, os quais
variaram de acordo com a cultivar. Em contraste, as plantas apresentaram
grande uniformidade e niveis insignificantes de variac6es somaclonais.

5. Estabilidade Genética dos Clones Micropropagados

Em cultura de tecidos vegetais, quando protocolos de micropropagacao
sao utilizados para a multiplicagcdo massal de determinada espécie, é esperado
que todas as plantas obtidas possuam gendétipo idéntico a planta de origem
(planta matriz). Todavia, variacdes genéticas podem ocorrer durante e/ou apdés o
cultivo in vitro, algumas sendo epigenéticas (reversiveis) outras herdaveis, neste
ultimo caso denominadas de variacGes somaclonais® (FEUSER et al., 2003) e,
com isso, comprometer a identidade genotipica e fenotipica. Tais variacoes
tém sido associadas a alteracGes cromossdmicas, resultantes da delecado ou
duplicacdo das seqliéncias de determinados genes (VENTURA et al., 1994),
e sao indesejaveis do ponto de vista de producdo de mudas (VENTURA et al.,
1994; KISS et al., 1995).

Para o abacaxizeiro, avariacdao somaclonal mais freqlientemente observada
é a presenca de espinhos nas extremidades das folhas de variedades inermes
(desprovidas de espinho), muito embora possam ocorrer ainda variacdes na
forma, coloracado e arquitetura das folhas, bem como na altura da planta e no
fruto (REINHARDT; SOUZA, 2000). A freqiiéncia com que ocorrem nao pode
ser prevista e depende de vérios fatores, tais como a espécie, o tipo de explante
e o0 gendtipo do doador, as condicdes fisicas de cultivo, o tipo e concentracao
de reguladores de crescimento e o tempo entre os subcultivos.

Apesar dos varios trabalhos existentes, o abacaxizeiro é uma planta
pouco conhecida geneticamente, principalmente quanto a variacao somaclonal,
entretanto sua ocorréncia nao tem sido reportada como um problema. Contudo,

8Termo empregado para expressar a variacdo espontanea de plantas regeneradas de cultura de
células ou tecidos in vitro (TEIXEIRA, 2006).
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devido a crescente utilizacao deste tipo de material propagativo tem sido
importante avaliar a magnitude da variagcdao somaclonal e seu efeito fenotipico
(FEUSER et al.,, 2003). Além disso, de acordo com Kiss et al.(1995), as
bromélias sao particularmente propensas a variacoes genotipicas e fenotipicas
em cultivo de tecidos. Assim, com o intuito de verificar e compreender melhor
essas variacoes, técnicas como determinacao de padrdes isoenzimaticos ou
amplificacado casualizada de DNA polimérfico (RAPD) (GOTTARDI et al., 2002),
ou ainda observacoes fenotipicas (plantas atipicas ou variantes), durante ou
apos o cultivo in vitro (VESCO et al., 2000), tém sido empregadas.

Nesse sentido, Vesco et al. (2000) avaliaram 17 acessos de abacaxizeiro
pertencentes as cultivares Pérola, Smooth Cayenne, Amarelo e Amarelinho por
meio de padrdes fenotipico e genotipico. De acordo com os resultados, de
1.408 plantas mantidas in vitro (entre a 11% e 132 repicagem), 57 apresentaram
alguma variacdo morfoldgica (folhas variegadas e vitrificacdo), porém a maioria
era epigenética e somente trés plantas tiveram variacao somaclonal estavel
(5,3%). Ja a andlise isoenzimatica detectou quatro plantas com diferencas no
padrao varietal (7,02%) entre as 57 plantas. Em relacao as diferentes repicagens
(subcultivos), foram observadas quatro plantas apresentando variacdo
somaclonal detectada por isoenzimas (4%), sendo uma no 3° e 4° subcultivos
e duas na 102 repicagem, além de uma modificacdo morfolégica, num total
de 5% (de 100 plantas). Por outro lado, mudas na fase de aclimatizacdo nao
apresentaram alteracdes morfolégicas, ao contrario do padrao isoenzimatico
que detectou duas (0,86%). Por fim, o padrdao fenotipico avaliado em campo
(caracteristicas morfoagrondmicas) foi normal. Dessa forma, os autores
consideraram o protocolo utilizado como adequado para a manutencdo da
estabilidade genética.

Posteriormente, Gottardi et al. (2002), utilizando marcadores moleculares
do tipo RAPD, observaram em algumas amostras plantas com padrdes de bandas
diferentes para alguns dos “primers” utilizados, as quais foram associadas a
uma possivel variacdo somaclonal. De modo semelhante, Feuser et al. (2003)
avaliaram a fidelidade genética de abacaxizeiro micropropagado em biorreator
de imersao temporaria e permanente, por meio de andlises isoenzimaticas e
marcadores RAPD. De acordo com seus resultados, duas variantes (0,67 %)
foram identificadas pelas andlises isoenzimaticas no sistema estacionério, ao
passo que quatro das 600 plantas (0,67%) oriundas do sistema de imersao
tempordria apresentaram variacdes. Quanto aos padroes de RAPD, a taxa de
variantes somaclonais para o cultivo em imersao temporéria variou de 2,3%
a 11%, na presenca de O e 6 uM de PBZ (Paclobutrazol), ambos associados
a 2,0 uM de AG, (4cido giberélico). Ja avaliando os sistemas (estacionario
ou imersao tempordéria), a técnica de RAPD detectou 7,5% e 5,0%,
respectivamente, porém sem diferencas significativas. Diante dos resultados,
os autores consideraram baixa a taxa de variacoes.
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6. Progressos na Micropropagacao de Abacaxizeiro

6.1. Producdo de Mudas a partir da Técnica de Estiolamento

Como alternativa aos métodos convencionais utilizados para a producao
in vitro de mudas de abacaxizeiro, Kiss et al. (1995) propuseram um novo
método de propagacao rapida, baseado no alongamento de brotos induzidos in
vitro, por meio do estiolamento®. O método desenvolvido consiste inicialmente
no corte da parte aérea de brotos assépticos (5 a 8 mm acima da base), os quais
sdo cultivados em meio basal de MS acrescido de ANA (10 yM) e mantidos em
condicdes de escuro a 28°C. Em seguida, os brotos estiolados sao divididos em
segmentos e transferidos para placas de petri, no sentido horizontal, contendo
meio de cultura suplementado com reguladores de crescimento e mantidos
a 26°C e 16 horas de fotoperiodo. Posteriormente, os brotos desenvolvidos
dos segmentos estiolados sdo enraizados em meio de cultura desprovido de
reguladores de crescimento e, ao atingir cerca de 8 a 10 cm de altura, sao
transferidos para casa de vegetacao visando a aclimatizacao. Utilizando este
método com a cv. Smooth Cayenne estes autores afirmam ser possivel obter
aproximadamente 80 mil plantas no periodo de um ano, partindo de uma planta
primaria, com a vantagem de evitar lesdes na zona de regeneracao, impedir a
formacao de calo e, conseqlientemente, reduzir a possibilidade de variabilidade
fenotipica.

Outra conseqiéncia do uso da técnica de estiolamento in vitro é o fato
de que no escuro os entrends da haste dos brotos do abacaxizeiro se alongam,
separando os nds que, normalmente, em presenca de luz, permanecem préximos
uns aos outros. Assim, para fins de micropropagacao, essa separacao facilita
o desenvolvimento de gemas axilares e a manipulacao de plantas regeneradas
(BARBOZA; CALDAS, 2001). Em adicao, Maynard e Bassuk (1996), utilizando
outra espécie, afirmam que o estiolamento promove o aumento da suculéncia,
decréscimo nabarreiramecéanica dos tecidos do caule em conseqliéncia da menor
lignificacdo (o que poderia favorecer o enraizamento in vitro), suberificacao
e espessura das paredes celulares, além de alteracdes na sensibilidade dos
tecidos a auxina e modificacdes no conteido de compostos fendlicos.

Atualmente, em decorréncia dos experimentos de Kiss et al. (1995),
diversos estudos sao reportados com a técnica de estiolamento em abacaxizeiro
(PRAXEDES et al., 2000; BARBOZA; CALDAS, 2001; MOREIRA et al., 2003;
TAMAKI et al., 2007), todos visando aprimora-la a cada gendtipo e, em alguns
casos, estudar a possibilidade de estiolamento sem suplementacdao exégena
de reguladores de crescimento. Porém, nenhum trabalho sobre os efeitos do
estiolamento na estrutura, fisiologia ou desempenho agronémico ex vitro das

9Consiste no desenvolvimento de brotos, ramos ou partes desses em auséncia de luz, o que causa
o crescimento, geralmente pelo alongamento dos internédios, com coloracdo amarela ou branca
devido a auséncia de clorofila (HARTMANN; KESTER, 1990).
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mudas produzidas foi realizado até o presente momento, nem mesmo este
método tem sido empregado em escala comercial.

6.2. Utilizacdo de Biorreatores de Imersdao Temporaria

Nos ultimos anos, véarias pesquisas utilizando sistemas de automacao
como os biorreatores’™ tém sido relatadas para a micropropagacdo de
abacaxizeiro em meio liquido (ESCALONA et al., 1999; 2003; GONZALEZ-
OLMEDO et al., 2005; TEIXEIRA, 2006; SILVA et al., 2007), com resultados
mais promissores para o sistema de imersdo temporéria (TIB)"", atualmente
considerado o método de maior eficiéncia. Este sistema, além de possibilitar
a automacdo do processo de cultivo in vitro, pode também reduzir os custos
relativos a mao-de-obra e superar alguns problemas comumente encontrados
na micropropagagcao convencional, como distUrbios fisiolégicos dos explantes
cultivados e hiperidricidade (ESCALONA et al., 2003). Adicionalmente, promove
incremento significativo nas taxas de multiplicacdo e crescimento das culturas
(TEIXEIRA, 2006; SILVA et al., 2007).

Os primeiros trabalhos foram desenvolvidos por Escalona et al. (1999),
os quais comparando diferentes métodos de cultivo (sélido, liquido e imersao
tempordria) verificaram que o sistema de imersao temporaria, com imersao das
plantas por 2 minutos a cada 3 horas, possibilitou a maior taxa de multiplicacéo,
com incremento de 300% e 400% comparado aos sistemas liquido e sélido
convencional. Tal eficiéncia foi atribuida a habilidade deste sistema em promover
a aeracdo e um maior contato dos explantes com o meio. Com este sistema,
os autores afirmam ser possivel obter aproximadamente 120 brotos de oito
coroas em cerca de 10 semanas, de modo que apdés 8 semanas adicionais sao
produzidos 6 mil brotos aptos ao enraizamento e aclimatizacdo ex vitro. Além
disso, o uso deste sistema reduziu em cerca de 20% os custos de producao por
planta de abacaxizeiro em relacao ao método convencional. Todavia, os autores
utilizaram 200 mL de meio por explante, bem superior as quantidades adotadas
nos sistemas convencionais.

De modo semelhante, utilizando um biorreator de imersao temporaria'?,
desenvolvido pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen),
apenas na fase de alongamento/enraizamento, Teixeira (2006) obteve uma
reducao de 53% no custo de uma muda produzida numa biofébrica convencional.
Entre as principais razoes desse decréscimo substancial nos custos estd areducao
no ndimero de frascos envolvidos no processo de micropropagacgao, assim como
a eliminacao da necessidade de manipulacdo (subdivisdo e individualizacao)
dos agregados de gemas e multibrotos resultantes da fase de multiplicagao,
antes de serem transferidos para a fase de alongamento/enraizamento, como
ocorre com o processo convencional, resultando em economia de mao-de-obra,

"OEquipamentos utilizados para o cultivo de células, tecidos, 6rgdos (como as gemas axilares)
ou embrides vegetais, em meio de cultura liquido, sendo basicamente de dois tipos: sistema de
imersdo continua e temporaria (ETIENE; BERTHOULY, 2002).

"Cultivo in vitro, no qual o meio de cultura liquido entra em contato com o explante de tempos em
tempos, por exemplo, cinco minutos a cada duas horas (TEIXEIRA, 20086).

?Pedido de patenteamento (Pl 0004185-8).
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a qual participa em aproximadamente 60% a 70% do custo final da muda no
sistema de micropropagacao convencional.

Mais recentemente, Silva et al. (2007) trabalhando com a cultivar Imperial
obtiveram resultados significativamente superiores utilizando o sistema de
frascos irmaos com imersao tempordria a cada 2 e 4 horas. Neste sistema, o
cultivo de brotacdes axilares em frascos de 1 L contendo 300 mL de meio MS
acrescido de BAP (1 mg - L") e ANA (0,25 mg - L") apresentou, apds 45 dias,
as maiores médias para nimero de brotos (>1 cm), altura e massa de matéria
seca de brotos. Ainda, quando comparado aos sistemas de cultivo in vitro
convencionais, os biorreatores possibilitaram taxas de multiplicacdao 136% até
316% superiores.

As perdas que podem ocorrer pelo emprego desta tecnologia estdo
relacionadas ao baixo controle ambiental, pois a quase totalidade dos estudos
sobre o ecossistema do sistema de micropropagacdao envolve meios semi-
s6lidos. Além disso, hd necessidade de definir os requerimentos fisiolégicos
dos explantes e caracterizar ecofisiologicamente o ambiente dos biorreatores,
especialmente visando aumentar a qualidade das plantas obtidas (ESCALONA
et al., 2003). Deve ser salientado que a adocdo de biorreatores requer um
investimento inicial alto, o que pode limitar a rdpida expansao desse sistema de
cultivo, principalmente em biofabricas.

6.3. Uso da Luz Solar

De acordo com Fuentes et al. (2007) é possivel melhorar as caracteristicas
fisiolégicas das plantas in vitro e o subseqiiente desempenho ex vitro das mudas
micropropagadas, particularmente as espécies tropicais. Para isso, devem-se
manipular alguns fatores abidticos in vitro, como a intensidade e qualidade
luminosa, por meio do cultivo das plantas em sala de crescimento com luz solar
nos ultimos estagios do processo de micropropagacao. Outra conseqiiéncia do
uso da luz solar ou natural é a reducao dos gastos com iluminacao artificial e,
conseqiientemente, nos custos de producao (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999).
Isso porque os gastos com iluminacdao nas salas de crescimento, utilizando
lampadas fluorescentes, correspondem a aproximadamente 65% dos custos em
energia elétrica (STANDAERT DE METSENAEAE, 1991). Todavia, a utilizagao
ou nao desta fonte de luz dependera da regido, visto que a disponibilidade e
homogeneidade de luz varia com as condi¢cdes climaticas, como estacoes do
ano e hora do dia. Adicionalmente, devem-se considerar a espécie e a fase de
cultivo in vitro, o que necessita de estudos mais aprofundados quanto aos seus
efeitos sobre a fisiologia e estrutura das plantas obtidas, bem como de sua
performance ex vitro.

Em abacaxizeiro, resultados promissores pelo uso desta fonte de
luz sao reportados por Silva (2006) para a cv. Imperial, principalmente na
fase de enraizamento. Entre os efeitos positivos observados por esse autor
estd a obtencdo de plantas maiores e anatomicamente mais adaptadas,
com espessamento significativo do parénquima clorofiliano, além de
melhor performance agron6mica e anatbmica das plantas durante a fase de
aclimatizacao.
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6.4. Esterilizacao Quimica do Meio de Cultivo

Entre as alternativas para reduzir os custos de producao em laboratérios
comerciais de plantas ou biofabricas, a substituicdo do processo de esterilizacao
via autoclavagem por outro método mais barato, sem contudo prejudicar o
crescimento in vitro das culturas, tem sido discutida e considerada promissora
(TEIXEIRA et al., 2006). Além de encarecer o custo final de producao, a
autoclavagem pode influenciar negativamente compostos termoladbeis como
os antibiéticos e giberelinas (CID; ZIMMERMANN, 2006), tiamina, &cido
indolacético (AlA) e indolbutirico (AIB), piridoxina, entre outros (TEIXEIRA et
al., 2006).

Nesse intuito, uma alternativa que tem sido estudada em abacaxizeiro
é a esterilizacao quimica. Porém seu uso no cultivo in vitro de plantas ainda é
pouco explorado. O método consiste em adicionar ao meio de cultivo baixas
concentracoes de cloro ativo (p/v) (NaClO), de maneira que os utensilios de
vidro, frascos de cultivo, bem como as tampas também sejam submetidos a
tratamentos prévios em solucao de hipoclorito de sédio. Utilizando esse método,
Teixeira et al. (2006) verificaram que brotos de abacaxizeiro da cv. Smooth
cayenne cultivados em meio contendo concentracao igual ou superiora0,0003%
de cloro ativo, associado a outros procedimentos assépticos, proporcionaram
completa esterilizagdo do meio. Adicionalmente, na concentragdo de 0,0003%,
os brotos mais do que dobraram sua biomassa (fresca e seca) e o niumero de
novos brotos. Entretanto, as respostas positivas sobre o cultivo do abacaxizeiro,
devido ao uso de cloro ativo, ainda necessitam de elucidacao.

7. Consideracdes Gerais e Perspectivas Futuras

O desenvolvimento de processos e produtos mais produtivos e menos
onerosos tem sido a retérica dos trabalhos de propagacao clonal de abacaxizeiros
in vitro. Neste contexto, tém merecido maior atencao trabalhos que abordam
o uso de novas metodologias mais eficientes de producdo de mudas, a partir
da utilizacdo de meios de consisténcia liquida e biorreatores, com resultados
bastante promissores. No entanto, apesar dos importantes avancos e, de
certa forma, do dominio atual das diferentes etapas do processo, é necessario
maior aprofundamento em questdes fisiolégicas basicas da espécie que ainda
nao estao devidamente respondidas, como por exemplo, o comportamento
do aparato fotossintético e desenvolvimento in vitro da espécie. Biorreatores
de imersao tempordria também devem ser melhor estudados e adaptados a
cultura para que a eficiéncia propagativa torne-se evidente, uma vez que,
apesar dos esforcos, ainda sao poucos os relatos sobre o uso direto de mudas
micropropagadas em campos produtivos brasileiros. Outra questao a ser
estudada com maior profundidade refere-se ao excessivo tempo necessario ao
crescimento das plantas micropropagadas em casa de vegetacao/viveiro para o
transplantio definitivo em campo.
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Apesar das atuais dificuldades e desafios futuros de se trabalhar
a propagacao clonal in vitro do abacaxizeiro, hd um consenso entre os
pesquisadores da area de que a cultura de tecidos é a alternativa mais promissora
para a multiplicacado clonal em larga escala de materiais selecionados e livres
de doencas. Isso evidencia que os trabalhos in vitro com a espécie devem ser
mais bem estudados, seja para a producao de mudas em larga escala ou para
acelerar programas de melhoramento genético desta espécie, especialmente
para o Brasil que deseja ser referéncia mundial na area de fruticultura.
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