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RESUMO

O abacaxizeiro ornamental (Ananas comosus var. bracteatus (Lindl.) Coppens & Leal
pertence a familia Bromeliaceae. Essa espécie ¢ de propagacdo vegetativa via propagulos
removidos da planta-mae. Esse tipo de propagacao usualmente traz doengas causadas por
fungos, bactérias e virus, mediante o uso de mudas contaminadas. Uma das maneiras de
controlar patogenos ¢ usar plantas estoques livres de doencas, obtidos via cultura de
tecidos. O objetivo do trabalho foi o estabelecer um sistema eficiente de propagagdo
massal de plantas livres de doencas do abacaxizeiro ornamental e avaliar a fidelidade
genética das propagulos regenerados. Os efeitos da adi¢do de BAP em combinagdo com
ANA e periodos de subcultivo foram estudados na formacdo de brota¢des in vitro. O
delineamento experimental empregado foi o inteiramente ao acaso com os tratamentos
dispostos no esquema fatorial 6 x 2 x 4, referentes a 6 concentragcdes BA (0,0; 0,125; 0,25;
0,5; 1,0; ¢ 2,0 mg L'l), duas de ANA (0,0 ¢ 0,1 mg L'l) e 4 periodos de subcultivos (30, 60,
90 e 120 dias). A formacao de brotacdes foi observada em meio suplementado com BAP,
em todos os periodos de subcultivos. O maior numero médio de brotos por explante
(872,2) foi obtido em meio liquido com a concentragdo de 1,2 mg L™ de BAP e 120 dias de
subcultivo. Na avaliacao da fidelidade genética das plantas regeneradas apos 120 dias de
cultivo foi observado que os tratamentos com BAP nas concentragdes de 0,125, 0,25, 0,5,
1,0 ¢ 2,0 mg.L" influenciaram o aparecimento de variagdes genéticas determinadas pelo
uso de marcadores RAPD. Os 46 primers utilizados amplificaram 434 bandas
monomorficas (95,8%) e 18 foram polimorficas (4,2%), dentre os propagulos regenerados.
Também foi estudado o efeito de concentracdes de 2ip e diferentes periodos de
subcultivos na propagacdo in vitro dessa espécie. Propagulos com, aproximadamente, 1,0
cm de tamanho, oriundos da cultura in vitro foram utilizados como explantes. Os explantes
foram inoculados em meio basico, formulac¢ao liquida, contendo concentragdes de 2ip
(0,0; 0,5; 1,0 € 2,0 mg L'l) em combinac¢do com quatro periodos de subcultivos (30, 60, 90
e 120 dias). O maior numero de brotos por explante (139) foi obtido em meio basico com
1,6 mg L' de 2ip e 120 dias de subcultivo. Apds a transferéncia de brotagdes
individualizadas para meio contendo ANA (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 e 4,0 mg.L'l)
verificou-se a diferenciacdo de raizes adventicias na porcdo basilar dos explantes. As
folhas das plantas in vitro apresentam a forma lanceoladas e consistem de uma camada de
células epidérmicas, hipoderme, parénquima aqiifero, parénquima clorofiliano,

idioblastos de rafides, canais de ar e sistema vascular circundado total ou parcialmente por
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fibras. Na epiderme ocorrem tricomas e escamas. O processo de pré-aclimatacdao consiste
em abrir as tampas dos frascos de cultura contendo as plantas enraizadas in vitro
progressivamente, 4 a 5 dias antes de transplantio para casa de vegetacdo. O transplantio
deve ser feito para vasos contendo o substrato PlantMax ou mistura 1:1 de areia e
vermiculita. Em ambas as condi¢des 90% dos propagulos sobrevivem e desenvolvem-se ex
vitro. Propagulos que ndo foram aclimatados apresentaram uma percentagem de
sobrevivéncia de 70%, apds transplantio com desenvolvimento inicial lento quando

comparado com plantas pré-aclimatadas.
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ABSTRACT

The ornamental pineapple [Ananas comosus var. bracteatus (Lindley) Coppens & Leal]
belongs to the Bromeliaceae family. This specie is vegetatively propagated by propagules
removed from the mother plant. This kind of propagation brings diseases caused by fungi,
bacteria and viruses by using infected propagules. One option to control pathogens is to
use disease-free stock plants obtained by tissue culture. The objectives of this work were to
establish an efficient system for mass propagation of disease-free plants of ornamental
pineapple and to evaluate the genetic fidelity of regenerated plantlets. The effects of the
addition of BAP in combination with either NAA or subculture periods were studied in
shoot formations in vitro. The experiment was arranged as a randomized complete design
in a factorial disposition 6 x 2 x 4, referring to six BAP (0.0; 0.125; 0.25; 0.5; 1.0; and 2.0
mg L") and two NAA (0.0 and 0.1 mg L) concentrations and four subculturing periods
(30, 60, 90 e 120 days). Shoot formations were observed in medium supplemented with
BAP in all subculturing periods. The maximum average number of shoots per explant
(872,2) was obtained in liquid medium with 1.2 mg L™ BAP and 120 days of subcultive. In
the evaluation of genetic fidelity of micropropagated plants, after 120 days in culture, it
was observed that BAP in concentrations of 0.125; 0.25; 0.5; 1.0 and 2.0 mg.L'] influenced
the appearance of genetic variation in the regenerated propagules using RAPD markers.
The 46 primers used amplified 434 monomorphic bands (96.66%) and 22 were
polymorphics (4.44%), among regenerated plants. The effect of 2ip concentrations and
subculture periods in the micropropagation of ornamental pineapple was also studied.
Propagules with approximately 1.0 cm in height, originated from in vitro culture were used
as explants. The explants were inoculated in basal medium, liquid formulation, with 2ip in
concentrations of 0.0; 0.5; 1.0 and 2.0 mg L") in combination with four subculture periods
of 30, 60, 90 and 120 days. The maximum number of shoot production per explant (139)
was obtained in basal medium with 1.6 mg L' de 2ip and 120 days of subculture. After
transferring individual shoots to NAA (0.0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 and 4.0 mg.L'l)
media adventitious root formed in the basal portion of the explants. The leaves of the in
vitro plants presented a laceolated form and consisted of an epidermal layer of cells,
hypoderme, aquiferous parenchyma, chlorophyllous parenchyma, raphydes idioblastes, and
vascular system circundated total or partially by fibers. Tricomes and scales were found in
the epidermis. The pre-acclimatization process consisted in opening the closure of the

culture flasks containing in vitro rooted plantlets progressively five days prior to



transplanting them to the greenhouse. The transplanting was done in pots containing
PlantMax substrate or a mixture of sand and vermiculate in the proportion 1:1 v/v. In both
conditions 90% of the plantlets survived and developed ex vitro. Non acclimatized
plantlets showed a 70% survival rate after they were transferred to substrate and they

presented slow initial growth as compared with acclimatized plants.
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INTRODUCAO GERAL

O abacaxizeiro ornamental (Ananas comosus var. bracteatus (Lindl.) Coppens &
Leal ¢ uma planta monocotiledonea pertencente a familia Bromeliaceae (Coppens & Leal,
2003), que apresenta 56 géneros (Grant & Zijlstra, 1998) e 3.270 espécies (Luther, 2000),
sendo que no Brasil ocorrem cerca de 40 género e 1200 espécies (Souza & Lorenzi, 2005).

A maioria dos membros da familia Bromeliaceae tem distribui¢do neotropical.
(Collins, 1960; Coppens & Leal, 2003). No Brasil, os representantes da familia sao
encontrados da regido Norte a Sul, em todos os ecossistemas, sendo que na regido Sudeste
apresentam maior diversidade de espécies, principalmente, na area da Mata Atlantica
(Paula & Silva, 2004).

Algumas espécies de bromélias t€ém importancia social, podendo ser usadas na
alimenta¢do, na industria, na producdo de fibras e para a fabricacdo de material rustico,
cordas e tecidos (Lawrence, 1977; Reinhardt, 2000). Outras bromélias apresentam
potencial ornamental, o que vem causando o declinio das populagdes naturais de algumas
espécies (Souza & Lorenzi, 2005).

O abacaxizeiro ornamental ¢ uma espécie muito apreciada no mercado interno e
externo de flores, onde seu cultivo e comercializagdo movimentam recursos econdomicos
significativos (Souza et. al., 2004). No Estado do Ceara, quase toda a produgdo tem sido
destinada para o mercado externo, especialmente para a Alemanha, Holanda e Estados
Unidos (Correia et al., 2000). Duas variedades botanicas possuem grande demanda como
flores de corte: Ananas comosus var. erectifolius (L.B. Smith) Coppens & Leal e A.
comosus var. bracteatus (Lindl.) Coppens & Leal. Estas espécies sdo propagadas
vegetativatamente, podendo (se ndo forem tomados os cuidados devidos) resultar na
introducao de patégenos nos campos de producao via mudas contaminadas. Além disso, o
acumulo de patogenos, apos diversos ciclos de propagacdo clonal, pode resultar em uma
intensificagdo da incidéncia e severidade destas doengas. Em condig¢des naturais, cada
planta produz até¢ dez mudas por ano, sendo a demanda por mudas sadias um fator
limitante para a expansdo da cultura (Correia et al., 2000). Desta forma, existe uma
demanda do agronegdcio de plantas ornamentais no sentido de obter mudas de melhor
qualidade fitossanitdria isentas, principalmente, do fungo causador da fusariose ou gomose

(Reinhardt & Cunha, 1999).



Neste contexto, o estabelecimento de técnicas eficientes para a obtengdo, em larga
escala, de mudas contribuird, em muito, para o sistema produtivo do abacaxizeiro
ornamental. Assim sendo, a propaga¢do massal de mudas in vitro com alta qualidade
fitossanitaria e genética, suprird a demanda pelo produto e contribuird para a melhoria do
sistema de producdo dessa espécie, contornando potenciais barreiras que poderdao ser

impostas pelo mercado internacional.

IMPORTANCIA ECONOMICA

Segundo a Organizacdo Mundial de Comércio (OMC), o mercado mundial de flores
¢ um segmento de grande importancia econdmica. Estima-se uma area plantada de 190 mil
hectares e uma taxa de crescimento anual em torno de 10%. Esse mercado movimenta
cerca de 49 bilhdes de ddlares, desde a fase de produgdo até a entrega final do produto,
com crescimento anual de 6,26 milhdes nos ultimos anos (Aki, 2002). Sdo gerados,
aproximadamente, 480 mil empregos diretos, além de um grande numero de empregos
indiretos (Vilela, 2002). Tudo isso ¢ o reflexo dos investimentos em tecnologia no setor,
tornando a atividade agricola altamente rentdvel, fixadora de mao de obra no campo e
constituindo uma alternativa para pequenos proprietarios (Lins & Coelho, 2004).

A demanda do mercado mundial de plantas ornamentais ¢ suprida pelas flores de
regides tropicais e de regides temperadas (Aki, 2002). As flores tropicais apresentam
algumas vantagens na comercializacdo em relagdo as flores de regides temperadas,
incluindo aspecto exoético, forte impacto visual, beleza, alta durabilidade pos-colheita,
aceitagdo no mercado externo, menor custo de aquisicdo e maior adequacdo para uso em
decoragdo de grandes espagos (Aki, 2002; Loges et al., 2005). Do ponto de vista
econdmico, o cultivo de plantas ornamentais pode apresentar alta rentabilidade por area
cultivada, atingindo valores de cerca de 3 a 5 vezes superiores aos obtidos com fruticultura
e chegando, até 10 vezes superior, o lucro obtido com a produg¢do de graos (Ribeiro, 2001).

A floricultura brasileira engloba o cultivo de flores e plantas ornamentais para
variados fins, principalmente, flores de corte e paisagismo. Somente a partir da década de
1990, com a introducdo de novas tecnologias, nos varios setores da cadeia produtiva de
flores e plantas ornamentais, verificou-se um crescimento significativo dos produtos de
floricultura e paisagismo (IBRAFLOR, 2001).

Em 2007, as exportacdes brasileiras de flores e plantas ornamentais atingiram o

valor de 35,3 milhdes de dolares (Junqueira & Peetz, 2008). No Brasil, a floricultura ocupa



uma area de, aproximadamente, 4.500 hectares, incluido neste total o cultivo em estufa
(700 hectares). Este setor conta com 5.000 produtores e 4.000 lojistas, sendo que a maior
parte destes esta concentrada no Estado de Sao Paulo (Vilela, 2002). O perfil das regides
produtoras coloca o estado de Sao Paulo em primeiro lugar com, aproximadamente, 70%
da producdo nacional, sendo grande parte desta (74%) exportada, fazendo com que esse
estado seja considerado referéncia nacional na area. Em Sao Paulo a distribui¢ao de flores
acontece em trés grandes centros de comercializagdo por atacado, o mercado de flores da
companhia de Entrepostos e Armazéns gerais de Sdo Paulo (CEAGESP), o mercado
Permanente de Flores e Plantas Ornamentais da Central de Abastecimento S/A de
Campinas (CEASA) e Veling Holambra, onde ¢ realizado, diariamente, o leilao de flores e
plantas ornamentais nas dependéncias da Cooperativa Agropecudria Holambra (Arruda et
al., 1996).

A regido Sul do Brasil tem contribuido com o desenvolvimento do mercado de
flores, especialmente, devido a concentragdo de imigrantes europeus, principalmente,
italianos e alemaes. De fato, o Brasil apresenta um grande potencial para a producdo de
flores tropicais. Para tal, o pais apresenta uma grande variedade de microclimas, solo,
disponibilidade de agua ¢ mao de obra (Castro et. al., 1998). As regides Norte ¢ a Nordeste
vém apresentado um crescimento consistente, especialmente nos Estados do Amazonas,
Cear4, Bahia e Pernambuco. As condig¢oes edafoclimaticas destas regides tém contribuido
para o desenvolvimento desse potencial (Souza et al., 2004). Produtores destas regides
comegam a se organizar ¢ o alvo é o mercado externo, procurando explorar o exotismo das
flores e plantas ornamentais tropicais como as heliconias, o abacaxizeiro ornamental e as
dracenas, dentre outras espécies que agradam o gosto exotico dos estrangeiros (Okuda,
2000). Deve-se ressaltar que, atualmente, o Cearda, apresenta grande dinamismo
tecnologico e condi¢des edafoclimaticas, tecnologicas e logisticas, para o desenvolvimento
da floricultura tropical e colocagdo do produto no mercado internacional (Kiyuna et al.,
2003).

O consumo de flores no Brasil ¢ considerado pequeno. O brasileiro gasta com flores
apenas US$ 7 per capita/ano enquanto que nos paises europeus esse consumo ¢, em média,
USS$ 100 (Silva, 2000). Um fator que permite aumentar o otimismo do produtor brasileiro ¢
que o mercado brasileiro consumidor de flores ¢ um dos menos explorados do mundo,
existindo a possibilidade de dobrar o consumo a curto prazo (Okuda, 2000). Nesse
contexto deve-se considerar o aprimoramento do sistema produtivo para produzir flores de

qualidade e gerar crescimento mercado interno e de exportacdo (Okuda, 2000). A



utilizacao de novas tecnologias € manejo correto da cultura sdo praticas essenciais para a
reducdo de custo e aumento da produtividade (Ribeiro, 2001).

A busca por novas espécies de ornamentais tem crescido muito nos ultimos anos,
principalmente, aquelas marcadas pela originalidade, durabilidade e beleza. Diante dessa
exigéncia surgem também como alternativas as fruteiras ornamentais para um mercado em
expansao. Nesse contexto, o abacaxizeiro ornamental pode proporcionar plantas de efeito
paisagistico para compor jardins e parques, bem como podem ser comercializados em vaso

ou como flores, folhagens e minifrutos de corte (Souza et al., 2004).

REVISAO DE LITERATURA

Distribuicdo geografica e taxonomia

O abacaxizeiro ¢ originario da regido compreendida entre os paralelos 15° N e 30° S
de latitude e 40° L e 60° W de longitude. Essas coordenadas geograficas correspondem as
regides Norte, Central e Sul do Brasil, a Nordeste da Argentina e o Paraguai (Baker &
Collins, 1939). Outros estudos consideram que o género Ananas tem como centro de
origem a regido da Amazonia compreendida entre 10° N e 10° S de latitude 55° L e 75° W
de longitude, uma vez que nesta regido ¢ encontrado o maior numero de espécies
consideradas validas at¢é o momento. Assim, a regido Sudeste do Brasil tem sido
considerada um segundo centro de diversificagdo do género (Cunha & Cabral, 1999). A
Figura 1 ilustra a distribuicdo do género Ananas no mundo.

De acordo com Collins (1960) o abacaxizeiro pertence a dois géneros da familia
Bromeliaceae, denominados Ananas e Pseudoananas, separados dos demais por apresentar
o tipo de fruto classificado como sincarpico. Collins (1960) considera que o género Ananas
¢ composto por cinco espécies: Ananas bracteatus, A. fritzemuelleri, A. ananassoides, A.
erectifolius, A. comosus e o Pseudoananas pela espécie Pseudoananas sagenarius. Outros
autores, como Cunha & Cabral (1999) incluem oito espécies dentro do género Ananas, a
saber: A. monstrosus (Carr.) L.B. Smith, A. ananassoides (Baker) L.B. Smith, A. nanus
L.B. Smith, A. parguazenis Camargo & L.B Smith, A. lucidus Mill., A. bracteatus (Lindl.)
Schult. & Schult. f., A. comosus (L.) Merr. 1917 e A. fritzmuelleri Camargo.

Coppens & Leal (2003), baseando-se em caracteristicas morfologicas, bioquimicas,
moleculares e, em dados da biologia reprodutiva, propuseram uma nova classificagdo para

o abacaxizeiro como pertencente ao género Ananas. Nesta nova classificacdo o



abacaxizeiro e grupos taxondmicos correlatos sdo reorganizados dentro de um unico
género com duas espécies, a saber: A. comosus (L.) Merril, incluindo cinco variedades e
Ananas macrodontes. A tabela 1 mostra a comparagdo desta classificacdo recentemente

proposta com aquela usada anteriormente
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Figura 1. Distribuigdo global do género Ananas segundo Py (1969).

Aspectos morfologicos

As espécies do género Ananas sdo plantas herbaceas, perenes (Reinhardt, 2000) ou
semiperenes (Manica, 2000) com agrupamento de folhas ao redor do caule formando uma
calha. Uma planta adulta, de propagacdo vegetativa, apresenta as seguintes partes: raizes
adventicias, originadas da parte subterrdnea ou aérea do caule; caule, talo ou eixo
principal, estrutura onde se inserem os demais orgdos; pedunculo, haste ligada ao caule
que sustenta o fruto em sua extremidade distal; folhas, estruturas laminares inseridas ao
caule e pedinculo; o fruto se desenvolve na porgao distal do pedunculo; coroa, caule curto
com folhas desenvolvendo-se no apice do fruto; filhotes, mudas originadas de gemas
axilares do pedunculo, localizadas abaixo do fruto; filhote-rebento, mudas originadas de
gemas axilares localizadas na unido do pedunculo com o caule; rebento-lateral, muda
originada de uma gema axilar da parte aérea do caule; rebentdo, muda originada de gemas
da parte subterranea do caule (Collins, 1960; Manica, 2000).

As raizes do abacaxizeiro sdo classificadas como primarias, secundérias e
adventicias de acordo com a sua origem. As raizes primarias sdo originadas da radicula do

embrido da semente e desenvolvem-se nas plantulas. Essas raizes apresentam vidas



efémeras e desaparecem, sendo substituidas por raizes adventicias. As raizes secunddarias
formam-se a partir das raizes adventicias (Collins, 1960). A planta adulta apresenta um
sistema radicular fasciculado e superficial (Manica, 2000). Algumas raizes emergem da
regido internodal do caule na axila das folhas e apresentam forma achatada, enrolando-se
no caule, pressionando a base da folha contra 0 mesmo (Collins, 1960).

O caule, talo ou eixo principal ¢ grosso com tamanho de 25 a 30 cm de
comprimento por 2,5 a 3,5 cm de largura na regido basal e de 5,5 a 6,0 cm abaixo do solo.
O caule suporta toda a planta e de onde se originam as raizes, as folhas, os filhotes-
rebentos, os rebentos-laterais, o rebento enraizado e o pedinculo. Apresentam internos
curtos. As folhas se desenvolvem ao redor do caule, em toda sua extensdo, formando uma
calha. A planta apresenta uma altura de 75 a 130 cm e as folhas fazem uma circunferéncia
de até 150 cm de diametro (Collins, 1960; Manica, 2000; Reinhardt, 2000).

As folhas apresentam a consisténcia dura, de bordas providas de espinhos ou nao,
com tamanho e forma diferentes. As folhas mais velhas estdo localizadas na base do caule,
na parte externa da planta e as mais novas em dire¢do ao centro. Em geral, as folhas sdo
lanceoladas com um estreitamento proximo a base. A por¢do abaixo dessa constricdo €
larga e envolve o caule (Collins, 1960; Manica, 2000).

O pedunculo ¢ uma haste que se desenvolve a partir da atividade do meristema
caulinar apical, quando a planta ¢ induzida ao florescimento. O pedinculo sustenta a
inflorescéncia e o fruto. Também, do pedunculo podem desenvolver brotagdes axilares que
formam mudas do tipo filhote (Collins, 1960; Purseglove, 1972; Manica, 2000).

A inflorescéncia se inicia apds a fase juvenil, sob o pedunculo, sendo classificada
como espiga, as flores sdo sésseis e estdo inseridas ao longo da haste, muito proéximas
umas das outras. As flores sdo hermafroditas, estdo localizadas na axila de uma bractea;
sdo trimeras, com trés pétalas (liguliformes, colora¢dao azul-purpura e branca na base), trés
sépalas, seis estames carnosos, dispostas em dois verticilos (dois planos), pistilo
tricarpelar, estilete com trés estigmas e ovario infero (Py, 1969; Manica, 2000).

O fruto ¢ classificado como multiplo ou infrutescéncia resultante da fusdo de
frutilhos individuais que se inserem no eixo central da inflorescéncia, de forma espiralada
(Py, 1969; Collins, 1960; Souza, 2006).

A coroa ¢ uma brotagdo vegetativa que se desenvolve na parte apical do fruto,
sendo formada pelo crescimento continuado do meristema apical do pedinculo através do
fruto. Nesse processo ha reversdo da formagdo de gemas florais para vegetativas, formando

novas folhas (Collins, 1960; Purseglove, 1981; Manica, 2000).



Tabela 1. Correspondéncia entre a classificagdo de Smith & Downs (1979) e a presente

classificacao.

Smith & Downs (1979)

Classificacéo atual (Coppens & Leal, 2003)

Pseudoananas sagenarius (Arruda da

Camara) Camargo

Género Ananas Miller incluindo 8 espécies

Ananas ananasoides (Baker) L. B. Smith

Ananas nanus (L.B. Smith) L. B. Smith

Ananas lucidus Miller

Ananas parguazensis Camargo & L.B. Smith

Ananas comosus (L.) Merril

Ananas monstrosus

Ananas bracteatus (Lindley) Schultes f.

Ananas fritzmuelleri Camargo

Ananas macrodontes Morren

Ananas comosus (L.) Merrill incluindo 5

variedades botanicas

Ananas comosus var. ananassoides (Baker)

Coppens & Leal

Ananas comosus var. erectifolius (L.B. Smith)

Coppens & Leal

Ananas comosus var. parguazensis (Camargo
& L.B. Smith) Coppens & Leal

Ananas comosus var. COmosus

Invalidado por Leal (1990)

Ananas comosus var. bracteatus (Lindl.)

Coppens & Leal




As variedades diploides produzem poélen e 6vulos funcionais, mas apresentam auto-
incompatibilidade (Loison-Cabot, 1990) resultante do crescimento insuficiente do tubo
polinico em dire¢do ao saco embriondrio. Apenas em polinizagdo cruzada intervarietal
pode levar a formacdo de semente (Purseglove, 1981; Reinhardt, 1985). A polinizacdo ¢
feita por beija-flor. As abelhas visitam as flores a procura de néctar, mas sdo incapazes de

polinizar as flores (Purseglove, 1981).

Espécies ornamentais
Ananas comosus var. erectifolius (L.B. Smith) Coppens & Leal

No Brasil essa espécie ¢ conhecida por nomes populares como curagua, curaua,
curana, kulaiwat. Também, ¢ chamado de Ananas lucidus, caracteriza-se por desenvolver
em campo aberto, sob alta luminosidade, em solo arenoso e clima tropical (Borges et al.,
2003). As folhas sdo rigidas, espessas, eretas com, aproximadamente, 1,0 m de
comprimento ¢ 3,5 cm de largura, apresentando coloragdo purpura e desprovida de
espinhos exceto por um forte actileo no apice (Borges et al., 2003). A inflorescéncia possui
brécteas florais pequenas e lisas, localizadas na posi¢ao distal de uma haste de at¢ 80 cm
de comprimento. A infrutescéncia ¢ ereta, de coloracdo vermelha, com tamanho entre 8 a
10 cm, excluindo a coroa que ¢ relativamente grande. As vezes a coroa principal é rodeada
por diversas coroas menores (Giacomelli & Py, 1981). Devido as suas caracteristicas
tropicais, como coloracdo intensa e morfologia bastante peculiar despertam interesse de
compradores em diversos paises (Borges et al., 2003). O Brasil ¢ o unico pais que possui
plantio comercial da espécie A.comosus var.erectifolius com, aproximadamente, 12
hectares e uma exportacdo mensal de 30.000 hastes florais para a Alemanha, Estados

Unidos e Holanda (Alonso Lamas, comunicagdo pessoal).

Ananas comosus var. bracteatus (Lindl.) Coppens & Leal

O Ananas comosus var. bracteatus é uma planta herbacea, perene, rizomatosa, com
altura variando entre 50-60 cm (Lorenzi & Souza, 1999), as folhas sdo largas, compridas
com espinhos afiados, as flores possuem bracteas longas cobrindo o ovario,
grosseiramente, serrilhadas, geralmente, vermelhas ou rosas (Giacomelli & Py, 1981). Essa
espécie ¢ conhecida como ananas-de-cerca, ananas bravo, anands-do-mato, karaguata-ruha
(Giacomelli & Py, 1981), abacaxi-vermelho, ananis-vermelho e anands ornamental
(Lorenzi & Souza, 1999). Dentre as variedades mais cultivadas destaca-se a variedade

tricolor com folhas variegadas com faixas longitudinais de cor branca-amareladas com



matizes rosadas, com grande potencial ornamental para os floricultores do mundo inteiro
(Giacomelli & Py, 1981). A medida que o fruto se desenvolve seus bordos comegcam a
ficar rubro brilhante. O fruto tem polpa fibrosa e 4cida, mede acima de 10 cm de
comprimento, podendo chegar ao tamanho das cultivares de abacaxizeiros comerciais,
sendo sustentado por um pedunculo acima de 15 cm (Cunha & Cabral, 1999). Na parte
superior do fruto hd uma brotacio denominada coroa, com cerca de 15 cm de
comprimento. Esta espécie ¢ muito cultivada como cerca-viva ou para produciao de sucos

(Giacomelli & Py, 1981).

Ananas comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & Leal

Essa espécie ¢ o tipo de abacaxizeiro selvagem mais comum, apresentando alta
diversidade genética (Coppens & Leal, 2003). Ocorre em toda regido tropical, leste da
América do Sul e dos Andes. No Brasil, esta espécie ¢ encontrada em campos naturais e
cerrados, sendo conhecido como ananas-de-campo. A infrutescéncia possui um pedanculo
delgado, longo e sinuoso com um tamanho médio de at¢ 15 cm de comprimento
(desconsiderando a coroa). A planta possui folhas longas, estreitas e recurvadas, com

espinhos proeminentes (Giacomelli & Py, 1981).

Condicgoes de clima e solo

Dentre os fatores climaticos que afetam o desenvolvimento das plantas do género
Ananas se destacam a temperatura, luminosidade e fotoperiodo (Py, 1969; Botrel &
Siqueira, 1985; Manica, 2000). De acordo com Py (1969) a temperatura ¢ um dos
principais fatores que limita a dispersdo do género Ananas no mundo (Figura 1). A planta
ndo tolera geadas e seu crescimento ¢ prejudicado sob temperaturas baixas. Na literatura
consultada n3o foram encontrados trabalhos especificos referentes as exigéncias
edafoclimaticas do abacaxizeiro ornamental. Para a espécie A. COMOSUS var. COMOSUS a
temperatura ideal para o seu crescimento e desenvolvimento situa-se entre 22°C a 32°C
(Reinhardt et al., 2000). Plantas cultivadas em temperaturas abaixo de 20°C apresentam
reducdo do desenvolvimento vegetativo (Botrel & Siqueira, 1985). Temperaturas elevadas
(acima de 40°C) também costumam ser prejudiciais, principalmente, por propiciarem
queima de folhas e frutos, principalmente, se combinadas com alta insolagdo pelos raios
solares (Bartholomew & Kadzimi, 1977; Giacomelli, 1982).

Também a luminosidade tem influéncia sobre o desenvolvimento da cultura. Um

total mensal de 1.200 a 1.500 horas de sol ¢ considerado o minimo necessario para a
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cultura; insolacdo mensal na faixa de 1.500 a 2.000 horas ¢ considerada uma boa insolagao;
um total mensal entre 2.500 a 5.500 horas de insolag¢do ¢ considerada 6tima para a cultura
(Manica, 2000).

A planta apresenta um sistema radicular superficial onde a maioria das raizes ocupa
os primeiros 25 a 35 cm do solo (Manica, 2000). Desse modo, a planta ¢ bastante sensivel
quanto as condicoes de drenagem do solo. O encharcamento prejudica o seu crescimento e
favorece o apodrecimento de suas raizes. A aeragdao do solo e a presenga de umidade
regular favorecem o bom desenvolvimento do sistema radicular (Manica, 2000). Um solo
ideal ¢ aquele que ndo retém o excesso de agua, sendo a permeabilidade caracteristica
favoravel do solo. O pH do solo considerado ideal para o desenvolvimento da cultura deve

situar-se na faixa de 4,5 4 5,5 (Py, 1960; Manica, 2000).

Propagacéao

Com excecao dos trabalhos de melhoramento genético, as espécies comerciais do
género Ananas sdo de propagacdo vegetativa, via mudas oriundas de diversas partes da
planta, que recebem denominagdes especificas de acordo com sua origem. Por exemplo,
coroa (brotagdo que se forma na parte superior do fruto), filhote (brotagdo do pedunculo),
filhote rebentéo (brotagao intermediaria entre o filhote ¢ rebentdo) e rebentdo (brotagido
do caule) (Rangan, 1984; Reinhardt, 2000). As mudas originadas a partir da coroa sdao
pouco usadas, pois as coroas acompanham os frutos na comercializa¢ao (Reinhardt, 2000).
A qualidade das mudas usadas na propagacao vegetativa ¢ um fator decisivo para obtencao
de lavouras produtivas, com boa uniformidade e bom estado fitossanitario. A utilizacao de
mudas infectadas com Fusarium subglutinans e cochonilha [Dysmicoccus brevipes
(Cockerel)] apresenta sérias desvantagens, incluindo a possibilidade de introducdo de
doengas e a conseqiiente queda na produtividade das lavouras (Reinhardt & Cunha, 1999).
A cultura de tecidos ¢ uma alternativa para a producdo de mudas com alta qualidade
fitossanitaria, em larga escala, em pequena area de laboratorio, independente da época do

ano, para plantios comerciais de plantas de propagacao vegetativa.

Cultura de tecidos

A cultura de células, tecidos ou 6rgdos excisados de plantas ¢ aquela conduzida em
condicdes assépticas, em meio nutritivo, ¢ mantidas com controle de luminosidade,
fotoperiodo e temperatura. A parte da planta que é excisada ¢ denominada explante. As

terminologias cultivo in vitro e micropropagacdo também tém sido empregadas como
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sindénimos de cultura de tecidos (Murashige, 1979; Torres et al., 1998; Torres et al., 2001).

O trabalho pioneiro de cultura de tecidos vegetais foi realizado por Haberlandt
(1902) citado por Krikorian & Berquam (1969), que tentou demonstrar a totipotencialidade
das células das plantas pela habilidade das mesmas em regenerar novas plantas via
embriogénese ou organogénese. Entretanto, nenhum sucesso foi obtido de seus
experimentos, em virtude da escolha de espécies e explantes inadequados para o trabalho
de regeneragdo in vitro ¢ auséncia de substincias reguladoras na suplementa¢do dos meios
nutritivos. Os primeiros avancos na cultura de tecidos iniciaram-se com os trabalhos de
White (1934) que manteve apices radiculares de tomateiro, in vitro em meio liquido por
um periodo indefinido. Skoog & Tsui (1948) observaram a regulagdo quimica da formagao
de raiz e parte aérea em calo de fumo; Miller et al. (1955) e Skoog & Miller (1957)
descobriram a citocinina e relataram que a formacdo de raiz, parte aérea e calo in vitro é
regulado pelo balango auxina/citocinina.

A cultura de tecidos constitui uma das areas de éxito na biotecnologia de plantas,
com grande destaque na propagacdo comercial de gendtipos elites, no melhoramento
genético, no intercambio e conservacdo de germoplasma, transformacdo genética de
plantas ¢ produgdo in vitro de moléculas do metabolismo secundario e aplicagcdes na
pesquisa basica de fisiologia vegetal (Giacometti, 1990).

A aplicacdo comercial de cultura de tecidos de planta iniciou-se na Franga com o
trabalho de Morel (1960) de recuperagdo de plantas de Cymbidium livres de virus,
permitindo a multiplicagdo rapida de material e producdo de mudas uniformes, com alta
qualidade fitossanitaria. Essa técnica foi aplicada, com sucesso na multiplicagdo de outras
espécies ornamentais: Crisanthemun spp.; Dracena spp.; Dizygotheca spp.; Dianthus
caryophyllus L. Na década de 1980, desenvolveu-se a micropropagagdo de espécies
lenhosas e frutiferas (Giacometti, 1990). Na década de 1990 estavam no mercado as
primeiras plantas transgénicas (Brasileiro & Dusi, 1999).

Nas espécies do género Ananas a cultura de tecidos de plantas tem sido empregada
para a producdo de plantas livres de doencgas, producao de mudas uniformes, multiplicacao
em larga escala, intercdmbio e conservacdo de germoplasma e melhoramento genético
(Zepeda & Sagawa, 1981; Rangan, 1984; Reinhardt & Cunha, 1999; Guerra et al., 1999;
Albuquerque et al., 2000; Teixeira et al., 2001; Gottardi, 2002; Feuser, 2003; Costa &
Zaftari, 2005). Os explantes mais utilizados sdo as gemas axilares das mudas do tipo coroa,
embora outros tipos de mudas possam ser usados para excisdo de gemas axilares. Drew

(1980) informa que esses explantes sdo os melhores para a propagacao do abacaxizeiro,
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tendo boa sobrevivéncia em meio de cultura e, com a quebra da dominancia apical do broto
ha estimulo para a formagdo de gemas multiplas. Dewald et al. (1988) estimaram que uma
gema axilar em cultura, no décimo terceiro més, pode produzir entre 210 a 380 propagulos
para a cultivar ‘Pelorela’; 300 a 350 para o genotipo ‘PR-1-67’; e 40 a 85 para a cultivar
‘Smooth Cayenne’. As projecdes mais otimistas indicam uma producao de 5.000 plantas
no final de um ano, a partir de uma gema da coroa (Zepeda & Sagawa, 1981).

Explantes foliares (Mathews & Rangan, 1979; Teng, 1997; Sripaoraya et al., 2003;
Firoozabady & Moy, 2004; Carvalho et al., 2005) e de secgdes de caule (Firoozabady &
Moy, 2004) também tém sido usados na propagacao in vitro do género Ananas, produzindo
plantas a partir de organogénese direta, calos, nodulos, embriogénese somatica e
organogénese. No entanto, a vantagem do uso de explantes de gemas axilares ¢, na maioria
dos casos, a manutencdo da identidade genética do genotipo a ser propagado (Torres et al.,
1998).

Uma grande variedade de formulagdes de meio tem sido usada na cultura de tecidos
de Ananas. Isto reflete a exigéncia especifica dos gendtipos, dos explantes usados para
estabelecimento das culturas e os objetivos do trabalho. Os protocolos da cultura de tecidos
nesse género foram estabelecidos, predominantemente, para a espécie A. COMOSUS var.
comosus (Aghion & Beauchesne, 1960; Matheus & Rangan, 1979; Drew, 1980; Rangan,
1984; Dewald et al., 1988; Escalona, 1999; Guerra et al., 1999; Barboza, 2001; Silva et al.,
2002; Moreira et al., 2003; Escalona, et al., 2003; Firoozabady & Moy, 2004; Be &
Debergh, 2006). Dentre as formulagdes de sais minerais descritas na literatura, a mais
usada ¢ a MS (Murashige & Skoog, 1962) e suas modificagdes e diluigdes. Uma das
caracteristicas da formulacdo MS ¢ a sua alta concentracdo salina e, também, por
apresentar o nitrogénio nas formas de ions amoénio e nitrato. Essa pode ser considerada
uma das vantagens da formulacdo MS ao suprir o nitrogénio a planta em proporcao
balanceada de cations e anions. Este balanco tende a reduzir o rapido aumento do pH do
meio que ¢ observado quando o nitrogénio ¢ fornecido apenas na forma de ion nitrato ou
amonio (Asher & Edwards, 1983). Em explantes cujos sistemas enzimaticos de redugdo do
nitrato ndo estdo efetivos, essa formulacdo contorna esse problema ao fornecer o nitrogénio
na forma de amonio.

Nos trabalhos iniciais com cultura in vitro de abacaxizeiro outras formulagdes de
sais minerais foram utilizadas. Por exemplo, no trabalho realizado por Aghion &

Beauchesne (1960) cultivaram gemas axilares do abacaxizeiro em meio de Knop’s
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suplementado com 15% de 4gua de coco, obtendo um numero reduzido de plantas
regeneradas.

A adigdo de fitorreguladores, em geral, ¢ necessaria na suplementacao dos meios
para suprir as possiveis deficiéncias dos niveis enddgenos de hormonios nos explantes
empregados para o estabelecimento da cultura. Assim sendo, utilizam-se a combinacao de
uma auxina com uma citocinina (Skoog & Miller, 1957).

As auxinas estdo envolvidas na regulacdo de varios processos fisiologicos tais
como dominancia apical, formacdo de raizes laterais e adventicias, na abscisdo foliar, no
desenvolvimento de gemas florais e do fruto, e na indugdo da diferenciagdo radicular (Taiz
& Zaiger, 2004). Na cultura de tecidos a auxina ¢ essencial para os processos de divisao,
diferencia¢do e morfogénese.

As citocininas sdo importantes na divisdo celular, na modificacdo da dominancia
apical, na inducdo de gemas, no retardamento da senescéncia, na mobilizacdo de
nutrientes, no desenvolvimento dos cloroplastos, na regulacao do crescimento dos caules e
raizes (Mok, 1994; Mok et al., 2000;Taiz & Zeiger, 2004).

Com a utilizacdo da formulagdo salina MS acrescida de acido naftalenoacético
(ANA), acido 3-indolacético (AIA) e cinetina (Cin) foi possivel obter brotacdes multiplas
de abacaxizeiro a partir da cultura de gemas laterais (dormentes) excisadas de mudas tipo
coroa (Matheus & Rangan, 1979). Trabalhos subseqiientes, em Ananas, empregando as
formulagdes de meio semi-solida (Silva et al., 2002; Canto et al., 2004), liquida com
agitacdo (Rangan, 1984), liquida estacionaria (Rangan, 1984; Guerra et al., 1999; Costa &
Zaffari, 2005; Be & Deberg, 2006), imersdo temporal (Escalona et al., 1999; 2003) e meio
bifasico (Borges et al., 2003) propiciaram o aumento do numero de brota¢des produzidas
in vitro. A individualizagdo das brotagdes multiplas e, subseqiiente cultura em meio novo,
de mesma composi¢ao, estimulou o desenvolvimento de novas brotagdes. Esse ciclo pode
ser repetido, continuamente, para aumentar o numero de brotagdes produzidas (Rangan,
1984). O enraizamento das brotagdes foi observado quando essas foram transferidas para
meio contendo macro e micronutrientes MS, vitaminas e 3% de sacarose acrescido (ou
ndo) de auxina (AIA ou AIB).

Zepeda & Sagawa (1981) relatam a formacao de brotagdes multiplas em explantes
de gemas axilares de abacaxizeiro utilizando, na fase inicial, em meio MS liquido com
25% de 4gua de coco. Apos duas semanas, os propagulos foram subcultivados para meio
MS diluido e suplementado com benzilaminopurina (BAP) obtendo-se em média 16

brotagdes de 23 gemas axilares por coroa. Cabral (1986) recomenda a utilizacao de gemas
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axilares para multiplicacdo do abacaxizeiro ‘Smooth Cayene’. Para o estabelecimento das
culturas as gemas foram inoculadas em meio liquido, com ponte de papel, contendo meio
basico composto de sais minerais MS, vitaminas e 3% de sacarose. Apos crescimento dos
explantes esses foram transferidos para meio semi-sélido de composi¢dao idéntica ao
anterior, acrescido de 0,2 mg.L'1 de ANA e 0,2 mg.L'1 de BAP. As brotacoes
desenvolvidas s3ao individualizadas e inoculadas em meio basico semi-solido para
enraizamento. Outro estudo sobre o potencial regenerativo do abacaxizeiro, in vitro, foi
realizado por Teixeira et al. (2001), utilizando gemas retiradas de mudas do tipo filhote.
Esses autores recomendam para o estabelecimento das culturas, meio MS suplementado
com 2,5 uM de BAP e 0,625 uM de ANA. Para a fase de multiplicagdo rapida a
concentragdo de BAP deverd ser aumentada para 10 uM e a de ANA para 2,5 uM.
Também incluem uma terceira fase (a de alongamento), em meio sem reguladores de
crescimento. Silva et al. (2002) induziram a proliferacdo de 4,56 brotos por explante em
meio MS gelificado suplementado com 3 mg.L"' de BAP ¢ 100 mg.L"' de benomyl. Um
protocolo de baixo custo para multiplicacdo do abacaxizeiro foi proposto por Be &
Debergh (2006). Brotagdes com 2,5 cm de tamanho, oriundas da cultura in vitro foram
mantidas em meio liquido estacionario contendo sais MS suplementado com 0,8 — 1,0
mg.L" de BAP produziram de oito a nove brotagdes no intervalo de oito semanas. A
proliferacdo de brotagdes e o enraizamento podem ser feitas em condigdes naturais de casa
de vegetagdo, em vez de cAmara de crescimento.

A utilizagdo de biorreatores tem sido uma nova estratégia que possibilita aumentar
a taxa de multiplicag¢ao de brotagdes com reducao nos custos de producao de mudas. Nesse
sistema ndo ¢ necessaria a transferéncia freqiiente dos propagulos como se verifica no
sistema tradicional (George, 1993). Esse método baseia-se no principio de que as brotacdes
se desenvolvem melhor e mais rapido quando cultivadas, em intervalos regulares de
imersdo temporal em meio liquido, por determinado periodo de tempo, seguido da
drenagem do meio, por determinado periodo, em ciclos repetitivos (Lemos et al., 2001).
Escalona et al., (1999) compararam as formulagdes solida, liquida e imersdo temporal na
propagagdo do abacaxizeiro. A estratégia mais eficiente foi a imersdo temporal. O meio
usado continha sais minerais MS suplementado com 2 mg.L"' de BAP, 0,3 mg.L"' de ANA
e 1,0 mg.L"' de Paclobutrazol. As culturas foram mantidas em fotoperiodo de 16 horas com
uma densidade de fluxo de fotons de 80 pmol.m™.s™. No esquema de producio empregado
foram obtidas 120 brotagdes a partir de oito gemas inoculadas, no periodo de quatro

semanas. Apds um periodo adicional de oito semanas, foram produzidas 6.000 brotacdes
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competentes prontas para enraizamento €X Vitro ¢ aclimata¢do. Esse método permite maior
contato das brotacdes com o meio de cultura, possibilitando maior absor¢do dos nutrientes
pelas folhas, caules e raizes. As vantagens na redu¢do de custo incluem: redu¢do no
nimero de frascos de cultura; eliminagdo de subcultivos e/ou repicagens; eliminacdo da
etapa de enraizamento in vitro e redugao na percentagem de contaminagdo (Escalona et al.,
1999). Em tese, as plantas absorvem mais nutrientes no sistema de imersao do que no
tradicional e, consequentemente, produzem mais biomassa.

Uma andlise da literatura indica que, dependendo do genotipo, qualidade fisica do
meio e da concentragdo e tipo de regulador de crescimento, ocorrem diferentes magnitude
de respostas na diferenciacdo e desenvolvimento dos propagulos do abacaxizeiro in vitro
(Tabela 2). Com relagdo ao abacaxizeiro ornamental os poucos trabalhos sobre propagagao
in vitro desse genoétipo foram realizados por Borges (2000), Borges et al. (2003); Carvalho
et al., (2005) e Costa & Zaffari (2005). A Tabela 3 sumariza os trabalhos de cultura in vitro
realizados com os gendtipos ornamentais. Na literatura consultada nao foi encontrada
publicacdo sobre método de detec¢do da variabilidade genética de A. comosus var.

bracteatus em plantas oriundas da micropropagagao.
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Tabela 2. Relagdo do tipo de explante, formulagao salina, suplemento hormonal e resposta

morfogenética de abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus) cultivado in vitro.

Concentracao de sacarose 3%.

Explante Formulagcdo Suplementacéo Resposta Referéncias
salina morfogenética

Gemas Knop Agua de coco Brotagdes Aghion &

axilares 15% v/v Beauchesne, 1960

Gemas MS BAP 2,0 mg.L'1 Brotacao Almeida et al.,

axilares de gelificado 2002

plantas do

campo

Brotagdes in ~ MS liquido BAP 1,5 mg.L" Proliferacdo de ~ Almeida et al.,

vitro brotagdes 2002

seccionadas

longitudinal

Segmentos MS BAP 2,0 mg.L" Regeneragdo de  Barboza et al.,

nodais gelificado plantas 2001

estiolados

Brotagdes in  MS liquido BAP 0,8-1,0 mg.L"' Brotacdes Be & Debergh,

vitro com 5-6 2006

folhas

Plantas in MS PBZ 0,5 mg.L" Reducdo do Canto et al.,

vitro gelificado crescimento 2004

Brotagoes in - MS liquido BAP 2,1 + ANA 0,3 Brotagoes Escalona et al.,

vitro (Imersdo +PBZ 1,0 mg.L" 1999
temporal)

Base de folhas MS Picloran 41 mg.L"  Tecido Firoozabady &

in vitro ou Tidiazuron embriogénico Moy, 2004

Tecido MS BAP 13 uM + ANA Parte acrea Firoozabady &

embriogénico 1uM Moy, 2004
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Tabela 2. Continuagao

Explante Formulacéo Suplementacdo  Resposta Referéncias
salina morfogenética

Base de MS BAP 1,0 uM + Organogénese Firoozabady &

folhas in ANA 27 uM direta Moy, 2004

vitro

Base de MS Tidiazuron 5 uM + Estrutura Firoozabady &

folhas in AIB 0,5 uM nodulares Moy, 2004

vitro

Gemas MS gelificado  Cin 2,1 + ANA 1,8 Brotagdes Mathews &

axilares de

coroa

+ AIB 2,0 mg.L"

Rangan, 1979

Brotacdes in

MS

Cin2,1 + ANA 5,4

Proliferagao de

Mathews &

vitro estacionarioe  + AIA 5,1 mg.L'1 brotacdes, maior Rangan, 1979
com agita¢ao em meio sob
agitacao.
Explantes MS gelificado BAP 2,2 +NAA  Proliferagio de  Mathews &
foliares 1,8 + AIB 2,0 brotacdes da bse Rangan, 1979
mg.L" do explante
Gemas MS liquido BAP 4,4 uM + Brotagdes Guerra et al.,
axilares ANA 2,7 uM 1999
Apices MS liquido com Adenosina 30 + Propagulos e Mapes, 1973
caulinares agitagdo adenina 20 estruturas
mg.L" semelhantes a
protocormos
Folhas de Knudson macro BAP 2,0 + ANA  Dosagem auxina Mercier et al.,
plantas in +MS 1,0 mg.L" e citocinina 2003
vitro micronutrientes
liquido

Brotagoes in

vitro

MS gelificado

ANA 1,8 +BAP
2,0mg.L’

Numero de
brotacdes

estioladas

Moreira et al.,
2003




Tabela 2. Continuagao

Explante Formulacdo Suplementacado Resposta Referéncias
salina morfogenética

Gemas MS liquido  Cin 9,3 uM + ANA  Proliferagdo de ~ Rangan, 1984

axilares da com agitagdo 97 uM + AIB 9,8 gemas

coroa uM

Base de folha MS BAP 2,0 +2,4-D 0,5 Brotagoes Sripaoraya et al.,

de plantas in mg.L" adventicias 2003

vitro

Base de folha MS Picloran 3,0 mg.L"  Calo Sripaoraya et al.,

de plantas in embriogénico 2003

vitro

Calo MS BAP 1,0 mg.L" Desenvolvimento Sripaoraya et al.,

embriogénico de embrides 2003

somaticos

Brotagdes in - MS BAP 1,6 + Benomyl Numero de Silva et al., 2002

vitro 100 mg.L™ brotos

Base de folha MS (50% BAP 4,44 uM + Estrutura Teng, 1997
diluido) ANA 2,69-5,37 uM  nodulares

Gemas MS (50% BAP 0,5 -1,0mg.L" Brotagdes Zepeda &

axilares diluido) Sagawa, 1981
liquido
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Tabela 3. Relagao do tipo de explante, formula¢do salina, suplemento hormonal e resposta

morfogenética de gendtipos de abacaxizeiro ornamental cultivados in vitro. Concentragdo de

sacarose 3%.

Espécie Explante Formulacdo Suplementacdo Resposta Referéncias
salina morfogenética
Ananas Segmentos MS - Proagulos Carvalho et
comosus var. nodais gelificado estiolados al., 2005
bracteatus  incubados no
escuro
Ananas Gemas de MS BAP 13,32 uM  Brotagdes Carvalho et
comosus var. propagulos gelificado al., 2005
bracteatus  estiolados
Ananas Propagulos  MS AIB 0,25 Enraizamento  Correia et
lucidus com 2,0 cm mg.L'] al., 1999
Ananas Aglomerado MS bifasico* ANA 0,01 Alongamento  Borges et
lucidus de gemas mg.L" da brotagdes/  al., 2003
proliferacao
Ananas Gemas MS liquido ~ BAP 4 uM Formagdode  Costa &
bracteatus laterais ANA 2,16 uM  brotag@o Zaftari, 2005
cv. striatus
Ananas Brotagdes in - MS liquido  BAP 8,89 uM  Proliferacdo de Costa &
bracteatus  vitro ANA 2,16 uM  brotagdes Zaffari, 2005
cv. striatus

* O meio bifasico consiste do meio MS + 0,01 mg.L" de ANA gelificado. Aos 15 e 30 dias

ap6s inoculagao adicionar 10 ml do meio liquido no frasco de cultura contendo o meio

gelificado com o propagulo em desenvolvimento.
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Analise da variabilidade genética dos propagulos via marcadores moleculares

As técnicas de micropropagacdo sdo importantes na clonagem e multiplicacio
rapida de gendtipos de interesse, produzindo plantas, teoricamente, com a mesma
identidade genética ao material original. Entretanto, tem-se observado que essa tecnologia
pode ocasionar, em algumas situacdes, o aparecimento de modificacdes genéticas
conhecidas como variagdes somaclonais (Larkin & Scowcroft, 1981) Dentre os
mecanismos causais da variacdo somaclonal incluem-se variagdo cromossdmica (Bayliss,
1980; Evans & Bravo, 1986; Olmos et al., 2002), recombina¢do mitética (Evans & Bravo,
1986), mutacdo em um uUnico gene (Evans & Bravo, 1986), ativacdo de transposons
(McClintock, 1984; Hirochika et al., 1996), metilagdo do DNA (Jaligot, et al., 2000;
Leljak-Levani et al., 2004) ¢ sitios de instabilidade “hot spots” no DNA gendmico
(Linacero et al., 2000). Outra fonte de variabilidade sdo as variagdes epigenéticas (Evans
& Bravo, 1986). Variagdes epigenéticas referem-se a modificagdes na expressdo génica
herdavel, mas potencialmente reversivel, estando associadas com modificacdes na
estrutura da cromatina e/ou na metilagdo do DNA (Henikoff & Matzke, 1997).

Variacdes na estrutura genética tém sido relatadas em plantas oriundas de cultura de
tecidos em Ananas comosus (Das & Bhowmik, 1997; Gotardi et al., 2002), tomateiro
(Evans & Sharp, 1983), Nicotiana alata (Evans & Bravo, 1986), Musa sp. (Grajal-Martin
et al., 1998; Martin et al., 2006), Glycine max (Gesteira et al., 2002), Cucurbita pepo
(Leljak-Levani et al., 2004), dentre outras. Neste contexto, torna-se apropriado caracterizar
as variacdes fenotipicas em material micropropagado como modificagdes genéticas ou
epigenéticas.

O advento de técnicas moleculares, inicialmente isoenzimas e, mais recentemente,
técnicas baseadas na avaliagdo direta e/ou indireta de variagcdes na seqiiéncia de DNA,
oferecem novas oportunidades de estudo de variabilidade genética (Ferreira & Gratapaglia,
1996). Recentemente, varios tipos de marcadores moleculares t€ém sido utilizados na
detec¢do de variagcdo ou para confirmar a fidelidade genética de plantas micropropagadas
(Gupta et al., 1998). O objetivo basico da utilizagdo de marcadores moleculares ¢
possibilitar uma analise rapida e direta do genoma das plantas. Os sistemas de marcadores
moleculares disponiveis permitem identificar um vasto nimero de polimorfismos, que
podem, potencialmente, aumentar a eficiéncia em identificar diferengas genéticas entre
individuos quando comparados com sistemas baseados, exclusivamente, em analise do
fenotipo (Ferreira & Grattapaglia, 1996). A técnica de RAPD (“Randomly Amplified

Polymorphic DNA”) engloba o uso de marcadores do tipo dominante, de menores custos ¢
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extremamente eficientes na analise rapida de polimorfismos (Williams et al., 1990). Em
sintese, o sistema RAPD ¢ uma variacdo do protocolo da Reacdo da Polimerase em Cadeia
(PCR), onde se utiliza um “primer” Uinico ao invés de um par de “primers” de seqiiéncia
arbitraria, assim sua seqiiéncia alvo é desconhecida (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

O sistema de marcadores RAPD também tem sido utilizado na deteccao de variacao
genética de plantas provenientes da cultura de tecidos (Xue-QiHan et al., 2000; Gottardi et
al., 2002; Feuser et al., 2003; Laura et al., 2003; Punja et al., 2004; Bennici et al., 2004;
Martin et al., 2006). A analise dos clones advindos de cultura de tecidos via marcadores
moleculares, permite neutralizar os efeitos fenotipicos, minimizando efeitos epistaticos ou
pleiotropicos (Ferreira & Gratapaglia, 1996), possibilitando adicionar uma metodologia
confidvel na identificagdo da variacdo somaclonal (Veilleux & Johnson, 1998). A
propagacao rapida in vitro como um método de regeneragdo clonal de plantas para a
produgdo comercial oferece um potencial de produgdo no campo com custos de trabalho
reduzido, mas ha necessidade de se ter uma populacio homogénea de plantas.
Variabilidade em plantas de espécies do género Ananas oriunda da cultura de tecidos tem
sido documentada. Por exemplo, Gottardi et al. (2002) avaliaram (via RAPD) plantas de
abacaxizeiro cultivar ‘Smooth Cayenne’ derivadas do seccionamento do caule e da cultura
de tecidos. Esses autores observaram que a propagagdo por seccionamento de caule foi
eficiente na produgdo de mudas, tanto em quantidade quanto em qualidade, em curto
espago de tempo, além de apresentar caracteristicas genotipicas das plantas-matrizes de
origem. Ja no processo de produgdo de mudas via cultura de tecidos, pela analise de RAPD
das plantas obtidas, foi observado diferentes padroes de bandas de DNA, as quais
poderiam ser relacionadas com variagdo genética apds cultivo in vitro. Nesse trabalho nao
ha referéncia do meio e condi¢cdes de cultura utilizados para a propagacdo in vitro do
abacaxizeiro. Feuser et al. (2003) em trabalho com A. comosus cv. Amarelinho avaliou
dois sistemas (estaciondrio e de imersdo temporal) em termos de fidelidade genética
usando isoenzimas e marcadores RAPD. A imersdo tempordria comparada com o sistema
estacionario resultou na menor percentagem de variantes somaclonais (1,9% vs. 3,9%). A
técnica de RAPD também foi utilizada na avaliagdo de relagdo genética entre os géneros
Ananas e Pseudoananas (Ruas et al., 2001).

Virios fatores estdo relacionados com o aparecimento de variantes somaclonais: a
suplementagdo do meio com reguladores de crescimento tais como 2,4-D e BAP podem
aumentar o aparecimento de variantes; a quantidade de variantes encontrados in vitro nao é

a mesma para as cultivares de uma dada espécie; o periodo em que as culturas sdao
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mantidas in vitro tem relag¢ao direta com a taxa de variantes somaclonais; a utilizagdo da
cultura de calo proporciona aumento na quantidade de variantes produzidos (Skirvin et al.,
1994). Tudo isso ¢ um desafio para as pesquisas biologicas de identificacio de um
processo eficaz que minimize as variagdes que, eventualmente, ocorrem em materiais
oriundos da cultura in vitro. Assim sendo, um sistema de identificacdo das plantas de
abacaxizeiro ornamental micropropagadas que seja rapido, preciso, de baixo custo, num
estagio inicial de crescimento, antes de ir para o campo, ¢ desejavel, para produgdo de

mudas de qualidade e quantidade suficiente para formag¢do de novas lavouras.
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CAPITULO 1

EFEITO DE CONCENTRACOES DE BENZILAMINOPURINA, ACIDO
NAFTALENOACETICO E PERIODOS DE SUBCULTIVOS NA PROPAGACAO
MASSAL DO ABACAXIZEIRO ORNAMENTAL.
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Resumo

A micropropagacdo do abacaxizeiro ornamental (Ananas comosus var. bracteatus) ¢ uma
alternativa para producao em larga escala de plantas com alta qualidade fitossanitaria em
um curto periodo de tempo. O objetivo desse trabalho foi o de avaliar os efeitos da adigdo
de benzilaminopurina (BAP) em combinagdo com d4cido naftalenoacético (ANA) e
periodos de subcultivo na formagdo de brotagdes in vitro do abacaxizeiro ornamental
visando desenvolver um sistema eficiente de propagacdo massal de plantas livres de
doengas com baixo custo. O meio basico consistiu de sais minerais MS, vitaminas ¢ 3% de
sacarose, formulagdo liquida. O delineamento experimental empregado foi o inteiramente
ao acaso com os tratamentos dispostos no esquema fatorial 6 x 2 x 4, referentes a seis
concentragoes BAP (0,0; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; ¢ 2,0 mg.L'l), duas de ANA (0,0 e 0,1
mg.L'l) e 4 periodos de subcultivos (30, 60, 90 e 120 dias). A formag¢do de brotacdes foi
observada em meio suplementado com BAP, em todos os periodos de subcultivos. O maior
nimero médio de brotos por explante foi obtido em meio liquido com a concentragdo de

1,2 mg.L"' de BAP e 120 dias de subcultivo.

Termos para indexagdo: Ananas comosus var. bracteatus; micropropagacdo; cultivo in

vitro
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Effect of benzylaminopurine, naphthaleneacetic acid concentrations and subculture
periods in mass propagation of ornamental pineapple

Abstract

The micropropagation of ornamental pineapple (Ananas comosus var. bracteatus) is an
alternative for mass production of high quality healthy plants in a short period of time. The
objective of the present work was to evaluate the effect of benzylaminopurine (BAP) in
combination with naphthaleneacetic acid (NAA) and periods of subculture on in vitro
shoot formation of ornamental pineapple, in order to develop an efficient system for mass
propagation of disease free with low cost. The basal medium was composed by MS salts,
vitamins and 3% sucrose, liquid formulation. The experiment was arranged in a
randomized complete design using a fatorial disposition (6 x 2 x 4) corresponding to six
BAP (0,0; 0.125; 0.25; 0.5; 1.0 and 2.0 mg.L"") and two NAA (0,0 and 0.1 mg.L™")
concentrations and four subculturing periods (30, 60, 90 and 120 days). Shoots formation
were observed in a medium supplemented with BAP in all subculturing periods. A higher
average number of shoots per explant was obtained with BAP concentration of 1.2 mg.L"

and 120 days of subcultivation.

Index terms: Ananas comosus var. bracteatus; micropropagation; in vitro culture.

Introducéo

O abacaxizeiro ornamental [Ananas comosus var. bracteatus (Lindl.) Coppens &
Leal] ¢ uma planta monocotiledonea pertencente a familia Bromeliaceae (Collins, 1960;
Reinhardt, 2000; Coppens & Leal, 2003) que apresenta um grande potencial para
comercializa¢do nos mercados interno e externo de flores (Souza et al., 2004). No Estado
do Ceara, tem sido relatada uma produgdo de 12.000 hastes florais por més desta espécie,
que tém sido exportadas para a Alemanha, Holanda ¢ Estados Unidos (Correia et al.,
2000).

Ananas comosus var. bracteatus ¢ uma espécie de propagacao vegetativa. Assim
sendo, pode haver acimulo de agentes causais de doengas importantes que sdo transmitidas
e intensificadas de um ciclo de producdo a outro, via mudas contaminadas. Dentre as
principais doencas estdo as causadas por fungos. H4 demanda do setor produtivo de plantas

ornamentais de mudas de melhor qualidade fitossanitaria, principalmente, isentas de
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fusariose (Reinhardt & Cunha, 1999). Além disso, em condi¢des naturais, cada planta
produz até dez mudas por ano, sendo a demanda por mudas sadias um fator limitante a
expansdo da cultura (Correia et al., 2000).

Uma das vantagens de um método de propagacdo in vitro a espécies, normalmente,
utilizadas em plantios em grandes extensdes deve preencher os requisitos de produgdo
rapida de milhares de propagulos a custo competitivo com aqueles dos métodos
convencionais de propagagdo (Murashige, 1977). Em abacaxizeiro, Zepeda & Sagawa
(1981) estimaram que uma gema axilar em cultura pode produzir 5.000 plantas, no final de
um ano. Na cultura de tecidos de Ananas uma grande variedade de formulagdes de meio
tem sido usada. Isto reflete a exigéncia especifica dos genoétipos, partes da planta que t€ém
sido cultivadas (explantes) e os objetivos do trabalho. Os protocolos da cultura de tecidos
nesse género foram estabelecidos, predominantemente, para a espécie A. COMOSUS var.
comosus (Aghion & Beauchesne, 1960; Matheus & Rangan, 1979; Drew, 1980; Rangan,
1984; Dewald et al., 1988; Escalona, 1999; Guerra et al., 1999; Barboza, 2001; Silva et al.,
2002; Moreira et al., 2003; Escalona et al., 2003; Firroozabady & Moy, 2004; Be &
Debergh, 2006; Tamaki et al., 2007). Entretanto, sdo poucos os trabalhos de
micropropagacdo de A. comosus var. bracteatus (Carvalho et al., 2005; Costa & Zaffari,
2005) e questdes referentes as respostas morfogenéticas de gemas axilares em meio de
multiplicagdo com diferentes periodos de subcultivos precisam ser elucidadas. O objetivo
desse trabalho foi o de avaliar os efeitos da adicdo de BAP em combinacdo com ANA e
periodos de subcultivo, em meio liquido, na formagao de brotagdes in vitro do abacaxizeiro
ornamental visando desenvolver um sistema eficiente de propagag¢do massal de plantas

livres de doencas com baixo custo.

Material e métodos

Brotagdes com aproximadamente, 1,0 cm de comprimento, estabelecidas a partir da
cultura de gemas axilares, foram utilizadas como fonte de explantes. Os explantes foram
cultivados em meio basico contendo sais minerais MS (Murashige & Skoog, 1962), 3%
sacarose e, em mg.L-1: tiamina.HCI, 0,1; piridoxina.HCI, 0,05; 4cido nicotinico, 0,05 ¢
glicina, 2,0, formulagdo liquida. A esse meio foram adicionados: concentragdes de BAP
(0,0; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mg.L-1), em combinacdo com concentracdes de ANA (0,0
e 0,1 mg.L-1) e quatro periodos de subcultivos (30, 60, 90 e 120 dias). O pH dos meios foi
ajustado a 5,7. O delineamento experimental empregado foi o inteiramente ao acaso com

os tratamentos dispostos no esquema fatorial 6 x 2 x 4, correspondendo a seis
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concentragdes do hormonio BAP, duas concentragdes de ANA e quatro periodos de
subcultivos. Foram utilizadas nove repeti¢des por tratamento, sendo que cada parcela foi
constituida por 1 explantes. Inicialmente, os explantes foram inoculados em frascos de 250
mL de capacidade, contendo 40 mL de meio. No terceiro e quarto subcultivos foram
utilizados frascos de 1000 mL. As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob
fotoperido de 16 horas com densidade de fluxo de fotons de 32 umol m™s™, a temperatura
de 27 + 2°C. Em cada subcultivo foi determinado o nimero ¢ a massa fresca das brotagoes
formadas por explante inoculado.

Aplicou-se a andlise de regressdao polinomial até segundo grau para avaliar o efeito
da concentracdo do hormoénio sobre o nimero de brotos em cada meio de cultivo e em cada
subcultivo e também para avaliar a variacdo do nlimero de brotos em fungdo do subcultivo
para cada concentragdo de hormdnio nos diferentes meios. Mediante andlise exploratoria
observou-se a existéncia de heterogeneidade da variancia, entre os tratamentos, havendo a
necessidade de transformacdo dos dados. A transformacao estabilizadora da variancia
encontrada foi log (x+1). As anélises estatisticas dos dados foram realizadas com o auxilio

dos programas SAS e SISVAR.

Resultados e discusséo

A analise de variancia mostrou que houve efeito significativo (P<0,05) das
diferentes concentragcdes de BAP, concentragdes de ANA e periodos de subcultivos para as
caracteristicas nimero e massa fresca das brotagdes (Tabela 1). Também foram observados
efeitos das interagdes duplas. Apesar das interagdes triplas serem significativas somente
para massa fresca, foi necessario fazer seu desbrobamento para checar as possiveis
significancias. A andlise teve prosseguimento com a aplicagdo da analise de regressdo
polinomial até segundo grau para avaliar o efeito da concentragdo do BAP sobre o nimero
e massa fresca de brotos formados em cada concentracdo de ANA e em cada periodo de
subcultivo (Figuras la, 1b e 2). Derivando-se as equagdes foram obtidas as concentracdes
que proporcionariam o maior numero ¢ massa fresca de brotagdes por explante.

Houve uma relagao quadratica entre o nimero de brotagdes formadas por explante e
a concentragdo de BAP em combinagdo com as concentragdes de ANA para todos os
periodos de subcultivos (Figuras la, 1b, 3a e 3b). O meio nutritivo sem BAP foi
considerado ineficiente para propagacdo em larga escala do abacaxizeiro ornamental pela
formacdo de baixo nimero de brotagdes por explante. Resultados semelhantes foram

obtidos por Tamaki et al. (2007) com cultivo in vitro do abacaxizeiro comercial em meio
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desprovido de reguladores de crescimento, produzindo 50 plantas a partir de uma gema
inoculada, no periodo de 12 meses. A adicdo de BAP foi necessdria para indugdo
satisfatoria de brotagdes in vitro em explantes dessa espécie (Figuras la, 1b, 3a ¢ 3b). As
citocininas tém acdo em diversos processos de desenvolvimento da planta, incluindo
divisdo celular e diferenciagdo de culturas celulares (Redig et al., 1996), respostas
morfogenéticas (Centeno et al., 1996) e desenvolvimento de o6rgéos (Auer & Cohen, 1993).
Estudos sobre micropropagacao de espécies do género Ananas tém usado a citocinina BAP
na inducdo de brotacgdes por apresentar resultados eficientes, principalmente, para Ananas
comosus (Matheus et al., 1976; Almeida, 1994; Escalona et al., 1999; Guerra et al., 1999;
Cruz, 2000; Almeida et al., 2002; Firoozabady & Gutterson, 2003), Ananas lucidus
(Borges et al., 2003) ¢ Ananas bracteatus (Costa & Zaffari, 2005).

Estimou-se que o maior niimero de brotagdes por explante para os periodos de
subcultivos de 30 e 60 dias foi alcancado com a utilizagdo da concentragdo de 1,17 mg.L™
de BAP obtendo-se, respectivamente, em média 14,8 e 69,8 brotagdes e, aos 90 e 120 dias
foi observado o maximo de 256,7 e 872,2 brotagdes com a concentracao de 1,2 mg.L'1 de
BAP. Concentragdo de BAP superior a 1,2 mg.L™' reduziu o niimero de brotagdes em todos
os periodos de subcultivos. O aumento do nimero de brotagdes em periodos sucessivos de
subcultivos foi constatado por Almeida et al. (2002) em Ananas comosus cultivar Pérola.
Esses autores obtiveram 2013,5 brotac¢des, no quinto periodo de subcultivo (20 semanas),
com o emprego de meio liquido suplementado com 1,5 mg.L"' de BAP. Entretanto, em
meio solido, Silva et al. (2002) obtiveram um maximo de 7,5 brotos, maiores que 1,0 cm,
por explante com a concentracio de 2,52 mg.L"' de BAP, em 120 dias de cultivo, para a
cultivar Primavera, usando tubos de ensaio como recipiente. Essa discrepancia de
resultados da literatura pode ser explicada pela formulacdo de meio (solido ou liquido),
recipiente utilizado para estabelecimento das culturas e periodo de subcultivo. Dentre as
vantagens do uso da formulagdo liquida no preparo do meio de cultura incluem-se a maior
homogeneidade que permite maior velocidade de difusdo (Costa & Zaffari, 2005) e
absor¢do mais eficiente de nutrientes para os tecidos (Escalona et al., 1999; Gupta et al.,
1981; Costa & Zaffari, 2005) e um menor custo no seu preparo (Escalona et al., 1999).

Em meio suplementado com BAP e com 0,1 mg.L" de ANA inferiu-se que o ponto
maximo para numero de brotagdes, nos subcultivos de 30 e 60 corresponde,
respectivamente as concentragdes de 0,7 e 1,2 mg.L'1 de BAP, obtendo-se,
respectivamente, em média 25,6 ¢ 89,4 brotos por explante. Para o subcultivo de 90 e 120

dias, o maximo de brotag¢des estimada foi de 306,6 ¢ 730,7 com as concentragoes de 1,2 ¢
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1,4 mg.L" de BAP, respectivamente (Figuras 3a ¢ 3b). Essa concentra¢io hormonal 6tima
para maximizar o desenvolvimento, acima da qual ha um efeito inibitério que tem sido
observado em trabalhos in vitro com Gymnocalicium buldiamur e Mammillaria bocassana
(Pasqual & Hoshica, 1992); Ananas comosus (Silva et al. 2002); Ficus carica (Fraguas et
al., 2004); Malus domestica (Erig & Schuch, 2005) e Rubus sp (Villa et al., 2005, 2006).

Nos subcultivos de 30 e 60 dias a proliferagdao de brotacdes foi superior na presenca
de ANA. Aos 90 dias de subcultivo o numero de brotagdes formadas foi idéntico tanto na
presenca quanto na auséncia de ANA. Entretanto, no subcultivo de 120 dias a auséncia de
ANA induziu maior nimero de brotagdes por explante. Possivelmente, a partir dos 90 dias,
a adicdo de ANA tem efeito inibitério na formacao de brotagdes devido ao efeito residual
desse regulador de crescimento nos propagulos produzidos. A utilizacio de BAP em
combinagdo com ANA tem sido relatada em trabalhos de micropropagacao de espécies do
género Ananas (Escalona et al., 1999; 2003; ; Guerra et al., 1999; Firoozabady &
Gutterson, 2003; Borges et al., 2003; Barboza et al., 2004; Costa & Zaffari, 2005).
Entretanto, o balanco entre BAP ¢ ANA ¢ dependente do genotipo na maximizagdo da
resposta morfogenética. Barbosa et al. (2004) compararam a taxa de multiplicacdo do
hibrido PExSC-52 com a variedade ‘Smooth Cayene’ em meio com BAP suplementado ou
nao com ANA. Em meio com BAP o hibrido apresentou taxas de multiplicacdo mais
elevada em relacdo ao Smooth Cayene. Ao se adicionar BAP + ANA a cultivar Smooth
Cayene apresentou melhor performance, enquanto o hibrido sofreu reducdo na taxa de
multiplicagdo. Variagdo no nimero de brotagdes formadas atribuida a diferentes genotipos
tem sido relatada na literatura (Dewald et al., 1988; Guerra et al., 1999).

No sistema descrito, ndo foi observado vitrificagdo das brotacdes produzidas. Esse
¢ um aspecto importante na metodologia utilizada. As limitacdes do uso de biorreatores na
cultura de tecidos de plantas € o aparecimento de propagulos vitrificados os quais resultam
em uma morfogénese anormal em meio liquido (Ziv, 1991) e o alto custo dos mesmos.

Aos 30 dias de subcultivo ndo houve diferenca estatistica entre as concentragoes de
BAP tanto na presenga quanto na auséncia de ANA, para a varidvel massa fresca. A
concentragdo de BAP afetou a producdo de biomassa da parte aérea nos subcultivos de 60,
90 e 120 dias, apresentando uma relacdo quadratica em meio com e sem ANA (Figuras 2,
4a e 4b). Aos 60 dias, em meio desprovido de ANA, estimou-se a maior massa fresca de
brotagdes de 19,8 g com a concentragdo de 1,2 mg.L" de BAP. Para os subcultivos de 90 e

120 dias o méaximo de biomassa de 65,8 ¢ 209,4 g foi estimado, respectivamente, com a
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concentracio de 1,3 mg.L"' de BAP. Concentracdes de BAP superiores a 1,3 mg.L"
tendem a reduzir a produgdo de biomassa (Figura 2).

Também foi observado que a inclusdo de ANA, no meio de cultura, propiciou aos
60, 90 e 120 dias de subcultivo a estimativa de produgdo maxima de biomassa,
respectivamente 19,6, 97,9 e 178,7 g, com respectivamente, 0,9, 1,1 e 1,2 mg.L'1 de BAP
(Figuras 4a e 4b). Esse parametro estima a habilidade do sistema caulinar de desenvolver
in vitro. Resultados semelhantes foram relatados por Villa et al. (2005), em trabalho com
amoreira preta em que a massa da materia fresca atingiu um maximo com a utilizagdo de 1
mg.L" de BAP e, a partir desse ponto, BAP passou a inibir o desenvolvimento das plantas
in vitro, com um decréscimo na produgdo de biomassa total. Com esse resultado infere-se
a importancia do balango hormonal entre auxina e citocinina para o controle da
proliferacdo de brotacdes em explantes de abacaxizeiro ornamental, conforme estabelecido
por Skoog & Miller (1957) e confirmado por outros autores em espécies do género Ananas

(Dewald et al., 1988; Guerra et al., 1999; Barbosa et al., 2004).

Conclusoes

A propagacdo do abacaxizeiro ornamental em meio nutritivo liquido a partir de
brota¢des multiplicadas in vitro, em formulagdo de meio MS liquido, suplementada com
BAP, ¢ satisfatoria para a micropropagacao rapida dessa espécie.

Nao foram observadas brotagdes vitrificadas nos distintos periodos de subcultivos.

A concentragio de 1,2 mg.L” de BAP induziu a estimativa média de 872,2 brotos
por explante, em subcultivos mensais, aos 120 dias de cultura , proporcionando a melhor
resposta para a multiplicagdo in vitro.

A percentagem de brotacdes formadas aumenta com o periodo de subcultivo.
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Tabela 1. Resumo da analise de varidncia para nimero ¢ massa fresca de brotagdes de

Ananas comosus var. bracteatus, em fun¢do da concentracdo de BAP, concentra¢do de

ANA e periodo de subcultivo.

Causas de Variagao GL Quadrado Medio

NUmero de Massa fresca

Brotacoes das brotactes
Concentracao de BAP (CB) 5 29,5017* 6,7029*
Concentracao de ANA (CA) 1 3,4569* 1,3643*
Cultivo (C) 3 29,3200* 31,0706*
CBx CA 5 0,7213* 0,3850*
CBxC 15 1,0355%* 0,6531*
CAxC 3 0,2919* 0,1380*
CBxCAxC 15 0,0845 ns 0,0882*
Residuo 384 0,0756 0,0234
Média' 1,59 1,25
CV (%) 17,30 12,26

1 — médias transformadas segundo log (x + 1)

* — significativo ao nivel de 5%

ns — ndo significativo
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Figura 1. Varia¢ao do numero de brotagdes em explantes de Ananas comosus var.

bracteatus em fungdo da concentragdo de BAP, na auséncia de ANA, nos periodos de

subcultivos de (a) 30, 60, (b) 90 e 120 dias.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA FIDELIDADE GENETICA DE PLANTAS
MICROPROPAGADAS DE ABACAXIZEIRO ORNAMENTAL [Ananas comosus
VAR. bracteatus (Lindley) Coppens & Leal] UTILIZANDO MARCADORES
MOLECULARES TIPO RAPD

(Trabalho submetido para publicag@o na revista Genetic Molecular Research)

53



Avaliacdo da fidelidade genética de plantas micropropagadas de abacaxizeiro
ornamental [Ananas comosus var. bracteatus (Lindley) Coppens & Leal] utilizando

marcadores tipo RAPD
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Resumo

O objetivo desse trabalho foi o de avaliar a variabilidade genética em plantas
micropropagadas do abacaxizeiro ornamental, apos o quarto periodo de subcultivo. O meio
basico de cultura consistiu de sais minerais MS, vitaminas, 3% de sacarose, formulagdo
liquida, suplementado com benzilaminopurina (BAP) nas concentragdes de 0,125, 0,25,
0,5 1,0 e 2,0 mg.L'l. A analise de RAPD indicou uma associacdo entre BAP ¢ o
aparecimento de variagdes genéticas nas plantas micropropagadas. Os 46 primers
utilizados amplificaram 434 bandas monomorficas (95,8%) e 18 foram polimorficas
(4,2%), dentre as plantas regeneradas. Fragmentos polimdrficos foram produzidos por 12
primers (OPA-1; OPA-20; OPB-1; OPB-19; OPC-19; OPF-13; OPL-17; OPM-13; OPP-
16; OPT-07; OPV-19 e OPX-03). Os primers OPA-1; OPA-20; e OPB-19; OPC-19; OPL-
17; OPP-16; OPX-3 geraram uma banda polimérfica. The primer OPF-13 amplificou um
maximo de trés bandas polimorficas. Neste estudo, a técnica de RAPD foi eficiente para
identificar variagdes genomicas que podem ocorrer durante o processo de micropropagagao
de abacaxizeiro ornamental em meio suplementado com BAP. Em adic¢do, foi possivel
identificar a presenca de variabilidade genética no gendtipo micropropagado nos estadios

iniciais de desenvolvimento.

Termos para indexagdo: Ananas comosus var. bracteatus; variagdo somaclonal; fidelidade

genética; cultivo in vitro.
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Genetic fidelity avaliation of ornamental pineapple [Ananas comosus var. bracteatus
(Lindley) Coppens & Leal] micropropagated plants using RAPD type molecular

markers

Abstract

The objective of the present work was to evaluate the genetic variability in
micropropagated plants of ornamental pineapple after four periods of subculture. The basal
culture medium was composed by MS salts, vitamins, 3% sucrose, liquid formulation,
suplemented with benzylaminopurine (BAP) in the concentrations of 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 e
2.0 mg.L"'. The RAPD analysis indicated an association between BAP and the appearance
of genetic variation in micropropagated plants. The 46 primers tested amplified 434
monomorphic bands (95.8%) and 18 were polymorphic (4.2%) among regenerated plants.
The polymorphic fragments were produced by 12 primers (OPA-1; OPA-20; OPB-1; OPB-
19; OPC-19; OPF-13; OPL-17; OPM-13; OPP-16; OPT-07; OPV-19 and OPX-03). The
primers OPA-1; OPA-20; e OPB-19; OPC-19; OPL-17; OPP-16; OPX-3 produced a single
polymorphic band. The primer OPF-13 was able to amplify three polymorphic bands. In
this study the RAPD technique was efficient to show the genomic variations that might
occur during the micropropagation process of ornamental pineapple in a medium
supplemented with BAP. In addition, it was possible to detect genetic variation in the early

stages of development of micropropated genotype.

Index terms: Ananas comosus var. bracteatus; somaclonal variation; genetic fidelity; in

vitro culture

Introducéo

O abacaxizeiro ornamental [Ananas comosus var. bracteatus (Lindl.) Coppens &
Leal] ¢ uma monocotiledonea da familia Bromeliaceae (Collins, 1960; Reinhardt, 2000;
Coppens & Leal, 2003). Esta espécie apresenta um grande potencial de comercializagdo
(Souza et al., 2004). A propagacao comercial dessa espécie ¢ feita de forma vegetativa, via
mudas produzidas pelas plantas em condigdes de campo. Cada planta produz até dez
mudas por ano, o que limita a expansdo da cultura (Correia et al., 2000) bem como a

multiplicagdo, em larga escala, de gendtipos elite. Além disso, sistemas de propagacao
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vegetativa podem ocasionar a introducao e a disseminagao de doengas em novas areas de
cultivo, quando as mudas sdo retiradas de plantas matrizes contaminadas.

Uma estratégia para se contornar essas limitagdes ¢ o emprego da cultura de
tecidos. O cultivo de tecidos incorpora técnicas de micropropagagdo importantes na
clonagem e multiplicagdo rapida de genotipos de interesse, produzindo plantas,
teoricamente, com a mesma identidade genética do material original e com alta qualidade
fitossanitaria. Entretanto, tem-se observado que essa tecnologia pode ocasionar, em
algumas situagdes, o aparecimento de modificagdes genéticas conhecidas como variagdes
somaclonais (Larkin & Scowcroft, 1981) e/ou variagdes epigenéticas (Evans & Bravo,
1986). Neste contexto, ¢ apropriado que essas variagdes genéticas e/ou epigenéticas no
material micropropagado sejam caracterizadas. Variacdes genéticas observadas em plantas
oriundas de cultura de tecidos tém sido relatadas no tomateiro (Evans & Sharp, 1983),
Nicotiana alata (Evans & Bravo, 1986), Ananas comosus (Das & Bhowmik, 1997; Gotardi
et al., 2002; Feuser et al., 2003; Moreira et al., 2003; Rodrigues et al., 2007), Musa sp.
(Grajal-Martin et al., 1998; Martin et al., 2006), Glycine max (Gesteira et al., 2002) e
Cucurbita pepo (Leljak-Levani et al., 2004), dentre outras.

Recentemente, os marcadores moleculares t€ém sido utilizados na confirmagdo da
fidelidade genética durante a micropropagagdo. Varios tipos de marcadores moleculares
tém sido utilizados na deteccdo de variagdo ou para confirmar a fidelidade genética de
plantas micropropagadas (Gupta et al., 1998). A técnica de RAPD (“Randomly Amplified
Polymorphic DNA”) engloba o uso de marcadores do tipo dominante, de menores custos e,
extremamente, eficientes na andlise rapida de polimorfismos (Williams et al., 1990;
Ehsanpour & Hoseini, 2007). Assim sendo, um sistema de identificacdo das plantas de
abacaxizeiro ornamental micropropagadas que seja rapido, preciso, de baixo custo, num
estagio inicial de crescimento, antes de ir para o campo, é desejavel para produgdo de
mudas de qualidade e em quantidade suficiente para formacao de novas lavouras (Grajal-
Martin et al., 1998; Dal-Vesco et al., 2000; Gottardi et al., 2001; Soniya et al., 2001;
Gesteira et al., 2002; Erig & Schuch, 2003; Feuser, 2003; Martin, et al., 2006).

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar a fidelidade genética de propagulos
oriundos de brotagdes, subcultivadas a cada 30 dias em meio contento benzilaminopurina

(BAP), no final do periodo120 dias.

56



Material e métodos

Material vegetal e condigdes de cultivo in vitro — Para avaliagdo da fidelidade genotipica,
via RAPD, foram utilizadas folhas oriundas de brotacdes de A. comosus var. bracteatus
estabelecidas in vitro mediante cultura de gemas axilares de mudas tipo coroa em meio
basico composto de macro e micronutrientes MS (Murashige & Skoog, 1962), 3%
sacarose, 0,7 % de agar e, em mg.L'lz mio-inositol, 100; tiamina.HCI, 0,1; piridoxina.HCI,
0,05; acido nicotinico, 0,05. A esse meio foram adicionados 1,0 mg.L'1 de BAP; 2,0 mg.L'1
acido giberélico (GAs) e 0,01 mg.L" a-naphthleneacético acido (ANA). As culturas foram
mantidas a temperatura de 27+2°C e fotoperiodo de 16h, durante 90 dias. Apds esse
periodo, selecionou-se aleatoriamente um propagulo regenerado que teve suas brotagdes
individualizadas e colocadas, respectivamente, em frascos contendo meio de multiplicacao
composto de meio bésico suplementado com, respectivamente, 0,125; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0
mg.L" de BAP, formulacio liquida. O pH dos meios foi ajustado 5,7 + 0,1, antes da
autoclavagem. As culturas foram mantidas a temperatura de 27+2°C e fotoperiodo de 16h.

Os propagulos foram subcultivados mensalmente, durante 120 dias.

Extracdo de DNA — Foram utilizadas folhas oriundas da cultura in vitro e da planta matriz
do abacaxizeiro ornamental para extragdo do DNA gendomico (Ferreira & Grattapaglia,
1996). A quantificagdo e integridade do DNA extraido foi verificada em gel de agarose 1%

corado com brometo de etidio ¢ visualizada em luz ultravioleta (UV).

Analise RAPD - Apés a quarta subcultura foram selecionados aleatoriamente para a
analise de RAPD, dezenove individuos de cada concentracdo de BAP, totalizando 95
brotagdes micropropagadas e uma planta matriz (testemunha). As brotagdes foram
enraizadas e transferidas para tubetes de 3,0 cm didmetro contendo o substrato Plantmax,
até serem transferidos para a casa de vegetagdo onde permaneceram para avaliagdo de
possiveis mudangas na morfologia. Todas as brotacdes micropropagadas caracterizadas
nesse trabalho foram derivadas a partir de uma nica gema desenvolvida da planta matriz.
Inicialmente, foi realizada uma triagem com os 520 primers (oligonucleotideos
iniciadores) do kit da Operon Technologies Inc. As reagdes de amplificagdo do DNA
foram feitas por PCR (‘Polymerase Chain Reaction”). Cada reagdo continha: 3,0 uL de
DNA genomico a 3,0 ng/ul; 4,92 uL de dgua milli-Q autoclavada; 1,30 pL. de Tampao 10X
para Taq DNA Polimerase; 1,04 pL de dNTPs 2,5 mM; 1,5 uL de Primer (Operon
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Technologies, USA) 10 ng/uL e 0,2 uLL de enzima Taq DNA Polimerase, em um total de
13 pL. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em placas de 96 pocos em um
termociclador Parkin Elmer, programado para 40 ciclos de: 1 min a 92°C, 1 min a 35°C e 2
min a 72°C, com extensdo final de 7 min a 72°C. Os fragmentos amplificados foram
visualizados ap0s eletroforese em géis de agarose com concentracdo de 1,5% em tampao
TBE 1X. Os géis foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta
em sistema de video Eagleye' (Stratagene®). As bandas foram identificadas visualmente

por comparagdo com o padrao 1Kb Ladder (75 a 12.216 pb).

Selecdo de primers polimorficos — Para a escolha dos primers foi utilizado DNA de uma
planta matriz e dois individuos oriundos da cultura in vitro. Os primers que apresentaram
polimorfismo ou amplificaram um maior niimero de bandas nitidas, reproduzivel e bem
definidas foram selecionados e, posteriormente, avaliados para verificar quais os mais
informativos quanto ao polimorfismo no material. Baseando-se na presenc¢a ou auséncia de
bandas de tamanhos moleculares idénticos (mesmo l0c0) as amostras foram comparadas,
codificando a presenc¢a da banda no gel 1 e a sua auséncia como 0. Todas as andlises foram

repetidas duas vezes e apenas as bandas reproduziveis foram consideradas.

Resultados e discussao

O DNA se apresentou com bandas integras e sem rastro, evidenciando que nao
ocorreu degradagdo e nem contaminagdo. Dos 520 primers RAPD avaliados, 46 primers
foram selecionados de acordo com os critérios estabelecidos. Somente os amplicons que se
apresentaram nitidos e bem definidos foram utilizados na comparacao do perfil de DNA da
planta mae com os de 95 plantas micropropagadas. Na tabela 1 estdo listados a seqiiéncia
dos primers, numero de produtos de amplificagdes gerados e total de loci polimorficos. Os
46 primers apresentaram amplificagdo para os propagulos avaliados, sendo obtidos 429
loci (bandas ou amplicons), dos quais 411 (95,8%) foram monomorficos e 18 (4,2%) foram
capazes de revelar polimorfismos entre os diferentes propagulos. Foi gerado um total de
41.184 amplicons (nimero de propagulos X numero de bandas obtidas), com uma média de
9,32 bandas por primer (Tabela 2). O numero de bandas por primer variou de quatro
(primer OPQ-5) até 16 (primers OPN-16 ¢ OPT-7) (Tabela 1). O menor fragmento
amplificado (298 pb) e o maior (5.090 pb) foram obtidos, respectivamente, com os primers
OPM-13 ¢ OPA-20. O marcador de 1Kb DNA Ladder foi eficaz na determinagdo do

tamanho aproximado dos loci. Fragmentos polimorficos (auséncia ou presen¢a de uma ou
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mais bandas) foram produzidos por 12 primers (OPA-1; OPA-20; OPB-1; OPB-19; OPC-
19; OPF-13; OPL-17; OPM-13; OPP-16; OPT-07; OPV-19 e OPX-03) (Figura 1 e tabela
3). Os primers OPA-1; OPA-20; OPB-19; OPC-19; OPL-17; OPP-16 ¢ OPX-3 geraram
uma unica banda polimoérfica e o primer OPF-13 amplificou um méaximo de trés bandas
polimérficas (Tabela 1). O polimorfismo gerado pelo primer OPC-19 foi observado em
cerca de dez individuos com variacdo genética (38%). Trés variantes foram detectados pelo
primer OPL-17; cada um dos primers OPF-13, OPP-16 ¢ OPT-7 foram capazes de
identificar dois variantes, independentes; os primers OPA-20, OPA-1, OPB-1, OPB-19,
OPM-13, OPV-19, OPX-3, independentemente, identificaram um variante somaclonal
(Tabela 3).

A percentagem de polimorfismo detectado em A. comosus var. bracteatus
regenerado em meio contendo BAP foi estimada entre 21 a 42%, confirmando a ocorréncia
de variacdo durante o processo de micropropagagdo de um mesmo clone. A variagdo do
padrao eletroforético das bandas RAPD encontrado no DNA gendmico dos propagulos
regenerados, ap6s 120 dias de cultura, foi devida a suplementacdo do meio com BAP, de
acordo com o teste de contingéncia que apresentou um valor de X significante (Tabela 4).
Esse padrao de resposta ¢ uma das limitacdes da cultura de tecidos na propagagao clonal de
plantas, em larga escala, principalmente, com a suplementacdo do meio de cultura com
substancias reguladoras de crescimento (Evans et al., 1984; Rani et al., 1995; Salvi et al.,
2001; Feuser et al., 2003; Costa & Zaffari, 2005). Em Ananas bracteatus cv. striatus
variagoes fenoétipicas de 52% de plantas albinas e 20,5% de plantas verdes, em meio com
BAP, foram descritas por Costa & Zaffari (2005). Feuser et al. (2003) relataram taxas mais
reduzidas de variacdo somaclonal de 7,5% em cultura in vitro do abacaxizeiro comercial
usando os sistemas de meio liquido estaciondrio e o de imersdo temporal. Esses autores
utilizando-se 10 primers, RAPD detectaram 7,5 e 5,0% de variantes somaclonais,
respectivamente, para os sistemas estacionarios ¢ de imersao temporal, em meio
suplementado com paclobutrazol. No entanto, ndo foi informado por Feuser et al. (2003) o
periodo de cultura em que foram realizadas as amostragens para analise de RAPD. O
periodo de cultura apresenta influéncia direta na taxa de variantes somaclonais (Skirvin et
al., 1994), sendo de 1 a 3% a quantidade de variantes esperada em materiais provenientes
da micropropagacdo de um clone. Outros estudos indicam que os tratamentos usados no
cultivo in vitro, com alta taxa de multiplicagdo, podem aumentar o niimero de variantes
(Bairu et al., 2006). O grau de variagdo genética induzida pelo processo de cultura de

tecidos depende, dentre outros fatores, do método de regeneragdo, formulacdo do meio de
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cultura, periodo de cultura. Sistemas de regeneracdo a partir de meristemas organizados,
tais como gemas apicais, sdo considerados os métodos mais eficientes para garantir a
integridade genética do material micropropagado. J4 os métodos de regeneracdo via
explantes de folha (Kawiak & Lojkowska, 2004) e calo (Skrivin et al., 1984) sdo
considerados menos estaveis. Em Curcuma longa, em explantes de gemas, utilizadas para
estabelecimento das culturas, observou-se nos propagulos regenerados uma
homogeneidade genética, quando comparados entre si e com a planta mae (Tyagi et al.,
2007). Entretanto, foi encontrada uma freqiiéncia de 16,5% de polimorfismo na
regeneracdo via calo de explantes foliares (Salvi et al., 2001); Modgil et al. (1997)
utilizaram 11 primers de RAPD para determinar a variagdo genética em 10 plantas
regeneradas, via cultura de gemas axilares, no porta-enxerto de macd MM106 e
observaram que 23,2% do total das bandas produzidas foram polimorficas.

Na avaliagdo de plantas matrizes do abacaxizeiro cultivar ‘Smooth Cayenne’
utilizando-se marcadores RAPD comprovou-se a existéncia de variabilidade genética nas
plantas avaliadas in vivo, indicando essa cultivar como uma cole¢ao de clones em mistura
(Gottardi et al., 2001). Em estudo subsequente, Gottardi et al. (2002) na analise de
variagdo genética de plantas derivadas do seccionamento de caule observaram que as
plantas produzidas apresentaram a mesma caracteristica genotipica das plantas matrizes.

Neste estudo, a técnica de RAPD forneceu subsidios para indicar que variacdes
genéticas podem ocorrer como resultado de mutagdes durante o processo de
micropropagacdo de A. comosus var. bracteatus em meio suplementado com BAP. Foi
possivel identificar a presenca de variabilidade genética no material propagado ja nos
estagios iniciais de desenvolvimento. Na producdo comercial de mudas dessa espécie,
derivadas de multiplicacdo in vitro, o conjunto de primers descrito no presente trabalho
pode configurar uma estratégia eficiente na identificacdo de mudas com perfil de DNA
diferentes da planta original. Apesar de ndo poder dizer se a mutagao detectada produzira
algum produto fenotipico diferente da planta original, que no caso do abacaxizeiro

ornamental poderia constituir-se em novos genodtipos no segmento de plantas ornamentais.
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Tabela 1. Codigo e seqiiéncia de 46 primers RAPD, numeros de produtos polimoérficos e
total de amplificons (bandas) gerados com na andlise de brotagdes micropropagadas de
Ananas comosus var. bracteatus durante 120 dias de subcutivo em meio suplementado

com BAP.
Primer Seqiéncia (5’-37) N° total de bandas Bandas polimérficas
OPA-01 CAGGCCCTTC 12 01
OPA-08 GTG ACG TAG G 12
OPA-19 CAA ACGTCG G 11
OPA-20 GTT GCG ATC C 07 01
OPB-01 GTT TCG CTCC 12 02
OPB-18 CCACAGCAGT 10
OPC-08 TGG ACC GGT G 08 01
OPC-19 GTT GCC AGC C 07 01
OPF-04 GGT GAT CAG G 07
OPF-13 GGC TGC AGA A 14 03
OPG-19 GTC AGG GCA A 10
OPI- 02 GGA GGA GAG G 15
OPI-03 AAG GCG GCA G 09
OPI-06 AAG GCG GCA G 10
OPI-07 CAGCGA CAAG 12
OPI-11 ACA TGC CGT G 10
OPI-14 TGACGGCGG T 08
OPJ-13 CCA CACTACC 07
OPK-17 CCC AGC TGT G 10
OPL-08 AGC AGGTGG A 06
OPL-17 AGC CTG AGC C 10 01
OPM-13 GGT GGT CAA G 12 02
OPN-16 AAG CGA CCT G 16
OPO-07 CAGCACTGAC 09
OPO-10 TCA GAG CGC C 14
OPP-16 CCA AGCTGCC 08 01
OPQ-05 CCGCGTCTTG 04
POR-08 CCCGTTGCCT 06
POR-09 TGA GCA CGA G 12
OPR-10 CCATTCCCCA 08
OPR-14 CAGGATTCCC 07
OPR-16 CTCTGCGCGT 10
OPR-17 CCGTACGTA G 09
OPS-04 CACCCCCTTG 05
OPT-07 GGC AGGCTGT 16 02
OPU-01 ACG GAC GTC A 12
OPV-07 GAA GCCAGCC 07
OPV-10 GGA CCT GCT G 08
OPV-11 CTC GAC AGA G 05
OPV-19 GGG TGT GCA G 12 02
OPX-03 TGG CGC AGT G 12 01
OPX-19 TGG CAA GGC A 12
OPZ-08 GGG TGG GTA A 09
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Tabela 2. Descri¢do e quantificagdo de parametros associados com a analise genética de 95

propagulos micropropagados e uma planta matriz de Ananas comosus var. bracteatus utilizando

o sistema de marcadores RAPD.

Descrigdo RAPD
Numero de primers testados 520
Numero de primers avaliados 46
Numero de primers que produziram polimorfismo 12
Numero total de bandas amplificadas 429
Numero total de amplicons monomorficos 411
Numero total de amplicons polimérficos 18
Porcentagem de bandas polimorficas 4,2%
Tamanho das bandas amplificadas 298 — 5,090 pb
Numero médio de bandas polimorficas por primer 1,5
Numero médio de fragmentos por primer 9,32
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Tabela 3. Presenga (+) ou auséncia (-) de fragmentos polimorficos de RAPD, gerados por primers, em A.
comosus var. bracteatus, provenientes de meio com diferentes concentragcdes de BAP, apds 120 dias de
cultivo. M: planta matriz; individuos: 5, 7,15 ¢ 16 (0,125 mg.L" de BAP); 26, 27, 28, 29 ¢ 39 (0,25 mg.L™
BAP); 50, 51, 52, 53, 54 ¢ 58 (0,5 mg.L'1 de BAP); 63, 64, 66 74 ¢ 75 (1,0 rng.L'1 de BAP); 78, 86, 93 ¢ 95
(2,0 mg.L"' de BAP).

Primers Regenerantes polimorficos

M 5 7 15 16 26 27 28 38 39 50 51 52 53 54 58 63 64 66 74 75 78 86 93 95

OoPA-OI - - - - - - - - -

OPA-20 - - +

OPB-0l - - - - = - - - o ...y

OPB-01 - - - - = - o o o oo+

OPB-19 - - - - - - o - ...+

OPC-19 - - - + + + + + + + + + - - - - +

OPF-13 - +

) 8 T

OPF-13 - - - - = - o oo ..oy

OPL-17 - - - = = - -« - - o -4+ .-t

OPM-13 - = - = = - oo oo
OPM-13 - = - = = - ..o oo oo Lo
0
OPT-07 - - - = = - = - - o ...

OPT-07 - - - = = - - - ..o oo

OPV-19 - - - - - - o ...+

OPV-19 - - - - - - o - ...+

OPX-03 - - - - - - - - ..oy

68



Tabela 4. Valores do Qui-quadrado (X?) e a probabilidade (p) do teste de contingéncia na
avaliacdo da fidelidade genética (individuos normais e individuos variantes) entre
propagulos do abacaxizeiro ornamental (Ananas comosus var. bracteatus) oriundos da
cultura de tecidos de uma gema, em comparagao com a planta matriz. Os propagulos foram
mantidos in vitro em meio basal liquido suplementado com BAP, subcultivados a cada 30
dias e analisados via RAPD apo6s 120 dias.

Concentragdes Individuos Individuos X° p
de BAP (mgL'l) normais variantes
0,125 15 4 10,3 0,001-0,005
0,25 15 4 10,3 0,001-0,005
0,5 11 8 55,0 <0,001
1,0 14 5 18,1 <0,001
2,0 14 5 18,1 <0.001

69



M1 23 456 7891011121314151617 181920212223 MM 2526272829 30 31 32 3334 35 36 37 38394041 42 43 44 45 46 4748

M 40 50 51 5253 54 55 5657 58 506061 626364 6566676860 T0T1 72 M T3 747576 7778 79 80 8] 82 83 84 85 856 87 88 80 00 0] 02 03 04 0505

M1 2 34 5 67 8 9101112 13 1415161718 192021 22 23 24 M 25 26 2728 29 303132 33 3435 36 373839404142 43 44 45 46 47 48

Em=E== SEEEEEEEESSOESEEEESEEEEZoEm

- - - e - - -
...—_..--—r-u-—-—--vu---—u———

,-;;l-'-ii-------—w-- —---;I ;;;:w;-ﬁ—

-
'—'l...!..’l‘.....l..l.'.. ESSSESECSESSEsEETEEzEEE=EmE=as=
- - - - - - -

et T LTI T Y T LI T ESSSSSsSSSsSsSssss==

Figura 1. Eletroforese em géis de agarose 1,5%, de individuos mantidos in vitro em meio
basal liquido suplementado com BAP, subcultivados a cada 30 dias e analisados via RAPD
ap6s 120 dias, mostrando fragmentos de RAPD resultantes de amplificagdes com os
primers: (a) OPC-19; (b) OPF-13 e (c) OPM-13. As setas indicam os marcadores
polimérficos.
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CAPITULO 3

EFEITO DE ISOPENTENILADENINA E PERIODOS DE
SUBCULTIVOS NA PRODUCAO DE BROTACOES IN VITRO NO
ABACAXIZEIRO ORNAMENTAL

(Trabalho submetido para publicacéo na revista Plant Cell Culture and

Micropropagation)
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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar o efeito de concentragcdes de
isopenteniladenina (2ip) em combinagdo com diferentes periodos de subcultivos na
micropropagacao do abacaxizeiro ornamental. Propagulos com aproximadamente 1,0 cm
de tamanho, oriundos da cultura in vitro, foram utilizados como explantes. Os explantes
foram inoculados em meio basico contendo sais minerais MS, 3% sacarose e, em mg.L'I: 1-
inositol, 100; tiamina.HCI, 0,1; piridoxina.HCI, 0,5; 4cido nicotinico, 0,05; glicina, 2,0; em
formulagdo liquida. A esse meio foram adicionados diferentes concentragoes de 2ip (0,0;
0,5; 1,0 € 2,0 mg.L™") em combinagio com quatro periodos de subcultivos (30, 60, 90 e 120
dias). O maior numero de brotos por explante (139) foi obtido em meio basico com 1,6
mg.L™" de 2ip e 120 dias de subcultivo. Apos a transferéncia de brotagdes individualizadas
para meio contendo concentragdes de acido naftalenoacético (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5;
3,0 e 4,0 mg.L™") verificou-se a diferenciacdo de raizes adventicias na porcdo basilar dos

explantes.

Termos para indexacgdo: Ananas comosus var. bracteatus; micropropagacdo; cultivo in

vitro.
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Effect of isopentenyladenine and subculture periods on the in vitro shoots production

of ornamental pineapple

Abstract

The objective of the present work was to evaluate the effect of isopentenyladenine (2ip)
addition in combination with subcultures period on the micropropagation of ornamental
pineapple. Propagules that measured 1.0 cm in length, originated from in vitro culture were
used as explants. The explants were inoculated in basal medium containing MS salts, 3%
sucrose and, in mg.L'I: i-inositol, 100; thiamine.HCI, 0.1; pyridoxine.HCI, 0.5; nicotinic
acid, 0.05; and glycine, 2,0, liquid formulation. To this medium 2ip different
concentrations (0,0; 0.5; 1.0 and 2.0 mg.L™") were added in combination with four periods
of subculture (30, 60, 90 and 120 days). The maximum shoot production per explant (139)
was observed in basal medium with 1.6 mg.L™" of 2ip and 120 days of subculture. After
transfer individualized shoots to medium containing concentrations of naphthaleneacetic
acid (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 and 4.0 mg.L'l) adventitious roots were formed in the

basal portion of the explants.

Index terms: Ananas comosus var. bracteatus; micropropagation; in vitro culture.

Introducéo

O abacaxizeiro ornamental [Ananas comosus var. bracteatus (Lindl.) Coppens &
Leal] ¢ uma planta de propagagdo vegetativa, com grande potencial econdmico (Coppens
& Leal, 2003). A qualidade fitossanitaria do campo de producao dessa espécie depende do
material utilizado para sua propagagao. Assim sendo, pode haver acimulo, entre plantios
sucessivos, de patdgenos que sdo transmitidos de um ciclo de producdo a outro, via mudas
contaminadas. A micropropagacdo, em larga escala de mudas sadias, via cultura de tecidos,
¢ uma estratégia que possibilita contornar a limitagdo de mudas com alta qualidade
fitossanitaria, principalmente, isentas de fusariose (Reinhardt & Cunha, 1999). Dada a
escassez de informagdes sobre o efeito de delta 2-isopentenil adenina (2ip) na propagagao

in vitro de espécies do género Ananas, neste trabalho procurou-se otimizar a concentragao
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deste composto na produgdo de propagulos de abacaxizeiro ornamental em diferentes

periodos de subcultivos e seu subsequente enraizamento.

Material e métodos

Proliferacdo de brotaces: Propagulos com, aproximadamente, 1,0 cm de
comprimento, estabelecidas a partir da cultura in vitro de gemas axilares, foram utilizados
como fonte de explantes. Os explantes foram cultivados em meio basico, formulagdo
liquida, contendo sais minerais MS (Murashige & Skoog, 1962) ¢ (em mg.L") i-inositol
(100); tiamina.HCI (0,1); piridoxina.HCI (0,5); 4cido nicotinico (0,05), glicina (2,0) em
formulacao liquida. A esse meio foram adicionadas: concentragdes de 2ip (0,0; 0,5; 1,0 e
2,0 mg.L™") em combinagio com quatro periodos de subcultivos (30, 60, 90 e 120 dias). O
pH dos meios foi ajustado a 5,7. O delineamento experimental empregado foi o
inteiramente ao acaso com os tratamentos dispostos no esquema fatorial 6 x 4, referentes, 6
concentragdes de hormodnio 2ip e 4 periodos de subcultivos. Foram utilizadas 9 repeti¢des
por tratamento, sendo que cada parcela foi constituida por 1 explantes. Inicialmente, os
explantes foram inoculados em frascos de 250 mL de capacidade, contendo 40-ml de meio.
No terceiro e quarto subcultivos foram utilizados frascos de 1000 mL. As culturas foram
mantidas em sala de crescimento sob fotoperido de 16 horas com densidade de fluxo de
fotons de 32 umol.m™.s”, a temperatura de 27 + 2°C. Em cada periodo de subcultivo foi
determinado o niumero e a massa fresca das brotagdes formadas por explante.

A transformacio estabilizadora da variincia encontrada foi +/X +1. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia com aplicagdo do teste F (P< 0,05). A andlise teve
continuidade com aplicagdo de regressdao polinomial, com o auxilio dos programas SAS e
SISVAR.

Enraizamento das brotacfes: Foram utilizados como explantes propagulos de
abacaxizeiro ornamental desenvolvidos in vitro. Os explantes com 1,0-2,0 cm de
comprimento foram inoculados em tubos de ensaio (25x150 mm) com 20 ml de meio
basico, 0,7% de agar, contendo, respectivamente, concentragdes de ANA (0,0; 0,5; 1,0;
1,5;2,0;2,5;3,0e 4,0 mg.L'l). Ap6s inoculagdo, as culturas foram mantidas em camara de
crescimento, a 27°C e iluminadas com lampadas fluorescentes luz do dia, com fotoperiodo
de 16 horas, e densidade de fluxo de fotons de 32 pmol.m™.s™. Apés 30 dias da inoculacio
foram avaliados a percentagem de propagulos enraizados, nimero e massa fresca das

raizes desenvolvida por explante, altura da planta e massa fresca da parte aérea. O
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delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 29 repeti¢des. Cada parcela
consistird de tubo de ensaio inoculado com um explante. Os dados foram submetidos a
analise de variancia. As diferengas dentre os tratamentos foram identificadas pelo teste de
F com P< 0,05. A andlise teve continuidade e aplicou-se a regressdo para verificar a

variacgdo das variaveis em funcao da concentracao de ANA.

Resultados e discussao

Proliferacdo de brotagdes: Observou-se que a concentracdo de 2ip afeta
significativamente (P< 0,05) o nimero e massa fresca das brotacdes formadas. Também
houve efeito da interagcdo dupla (Tabela 1). A equacdo que melhor se ajustou para explicar
o efeito de 2ip nos diferentes periodos de subcultivos para o nimero de brotacdes foi a de
segundo grau (Figuras 1 e 2). A proliferagdo de brotagdes nos explantes de abacaxizeiro
ornamental ¢ dependente de 2ip no meio de cultura. O nimero de brotagdes por explante
responsivo de tamanho maior que 0,5 cm de comprimento foi pequeno no primeiro periodo
de subcultura (30 dias), em todas as concentragdes de 2ip testadas, aumentando-se nos
demais periodos de subcultivos. Para os subcultivos de 30, 60, 90 e 120 dias estimou-se
que a concentracdo de 1,6 mg.L™' de 2ip produziu o méaximo de brotacdes por explante
inoculado, respectivamente, 20; 42; 64 e 139 (Figuras 1 e 2). Esses resultados estdo em
consonancia com a importancia regulatdria da citocinina em vdarios aspectos do
crescimento e desenvolvimento da planta, tais como divisdo celular (Skoog & Miller,
1957), quebra da dominancia apical e desenvolvimento das gemas laterais (Sachs &
Thimman, 1964), indu¢do e multiplicagdo de brotagdes in vitro (Murashige, 1974;
Gratapaglia & Machado, 1998; Joshi & Dhawan, 2007). O tipo de citocinina e a sua
concentragdo sdo determinantes no processo de micropropagacdo (Murashige, 1974;
Gratapaglia & Machado, 1998). Em Ananas o BAP tem sido preferencialmente usado na
proliferagdo de brotagdes em explantes de propagulos oriundos da cultura in vitro
(Matheus et al., 1976; Almeida, 1994; Escalona et al., 1999; Guerra et al., 1999; Cruz,
2000; Almeida et al., 2002; Firoozabady & Gutterson, 2003). Neste trabalho a escolha do
2ip foi devido a sua maior atividade bioldgica comparada com o BAP e a cinetina
(Murashige, 1974).

A tendéncia quadratica também foi constatada para a variavel massa fresca de
brotagdes (Figuras 3 e 4), sendo possivel inferir, pelas equacdes de regressdo, que o
maximo de acimulo de matéria fresca foi obtido com a concentragdo de 1,8 mg.L" para os

periodos de subcultivos de 30, 60, 120 dias, com a produgdo de, respectivamente, 9, 17, e
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77 g de matéria fresca por explante inoculado. Para o periodo de 90 dias de subcultivo a
concentragdo de 1,7 g.L”' de 2ip produziu o total de biomassa de 45 g por explante
inoculado.

Enraizamento das brotacdes: A indugdo, emergéncia e alongamento das raizes
ocorreram em todos os tratamentos. Em meio sem hormonio os propagulos apresentaram
raizes desenvolvendo-se de maneira pontual na extremidade seccionado dos explantes
(Figura 5). Em meio com ANA as raizes desenvolveram-se na porcdo basilar dos
propagulos em forma de roseta. Em geral, a auxina ¢ utilizada na fase de enraizamento de
propagulos oriundos da cultura in vitro de Ananas (Teng, 1997; Correia et al., 2000;
Praxades et al., 2001; Firoozabady & Gutterson, 2003; Barboza, et al., 2004). Entretanto, o
enraizamento pode ser feito em meio sem hormoénio (Zepeda & Sagawa, 1981; Kiss et al.,
1995). A utilizagdo de uma auxina na fase de enraizamento induz a obtencdo de um
sistema radicular mais pronunciado que facilitara a fase de aclimatagdo (Figura 5). A
tabela 2 apresenta a analise de variancia com os quadrados médios e seus respectivos
niveis de significancia para as varidveis avaliadas. Observou-se que a concentragdo de
ANA afetou significativamente (P<0,05) o niimero de raizes, massa fresca das raizes e da
parte aérea. A altura da planta ndo foi afetada pela concentragdo de ANA sendo o valor de
F ndo significativo.

Constatou-se uma relagdo quadratica entre as seguintes variaveis: namero de raizes
e massa fresca das raizes; massa fresca da parte aérea e a concentragdo de ANA. As
estimativas da proliferagdo de raizes baseando-se no nimero de raizes por explante
aumentou com a concentragio de ANA atingindo um maximo de 11,9 com 2,2 mg.L™" de
ANA. Concentracdes acima de 2.2 mg.L" tendem a apresentar um efeito inibitorio na
producdo de raizes (Figura 6). Também a massa fresca das raizes aumentou com a
concentragdo de ANA com um méximo de 0,23 g obtida com a concentragio de 2,4 mg.L™"
de ANA (Figura 7). Essa tendéncia foi observada para a massa fresca da parte aérea onde a
estimativa maxima da producdo de biomassa foi de 0,46 g por explante em meio com 1,9
mg.L"' de ANA (Figura 8). Com relacdo a altura das plantas ndo houve diferenca

significativa entre as diferentes concentragdes de ANA e essa varidvel.

Conclusoes
A formulagao liquida contendo sais MS, vitaminas, 3% de sacarose ¢ 1,6 mg.L'1 de
2ip produziu uma estimativa média de 139 brotacdes por explante inoculado no final do

quarto periodo de subcultura (120 dias).
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Maior nimero de raizes adventicias por explante foi estimado com a concentragao

de 2,2 mg.L" de ANA.

Agradecimentos
Os autores agradecem ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico (CNPq) pelas bolsas concedidas.

Referéncias bibliogréaficas

ALMEIDA, W.A.B. Efeito da benzilaminopurina nas diferentes fases da propagacéo
in vitro do abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merr.). 1994. 83p. Dissertagdo
(Mestrado em Agronomia) - Escola de Agronomia, Universidade Federal da Bahia,

Cruz das Almas.

ALMEIDA, W.A.B.; SANTANA, G.S.; RODRIGUEZ, A.P.M.; COSTA, M.A.P.C.
Optimization of a protocol for the micropropagation of pineapple. Revista Brasileira
de Fruticultura, v.24, p.296-300, 2002.

BARBOZA, S.B.S.C.; CALDAS, L.S.; SOUZA, L.A.C. Micropropagagao do hidrido
PexSC-52 e da cultivar Smooth Cayenne de abacaxizeiro. Pesquisa Agropecudria
Brasileira, v.39, p.725-733, 2004.

COPPENS d’EECKENBRUGGE, G.; LEAL, F. Morphology, anatomy and taxonomy. In:
BARTHOLOMEW, D.P.; PAULL, R.E.; ROHRBACH, K.G. The pineapple: botany,
production, and uses. New York: CAB International, 2003. 320p.

CORREIA, D.; RIBEIRO, K.A.; ROSSETI, A.G.; SILVEIRA, M.R.S. Efeito do acido
indol butirico e do carvdo ativado no enraizamento in vitro de abacaxi
ornamental (Ananas lucidus Miller). Pesquisa em andamento. Fortaleza: Embrapa

Agricultura Tropical, n.66, p.1-3, junho, 2000.
CRUZ, A.R.R. Micropropagacdo de oito genotipos de abacaxizeiro (Ananas comosus

(L.) Merril.). 2000. 69p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) - Universidade de

Brasilia, Brasilia.

77



ESCALONA, M.; LORENZO, J.C.; GONZALES, B.; DAQUINTA, M.; GONZALES,
J.L.; DESJARDINS, Y.; BORROTO, C.G. Pineapple (Ananas comosus L. Merr)
micropropagation in temporary immersion systems. Plant Cell Reports, v.18, p.743-
748, 1999.

FIROOZABADY, E.; GUTTERSON, N. Cost-effective in vitro propagation methods for
pineapple. Plant Cell Reports, v.21, p.844-850, 2003.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M.A. Micropropagacao. In: TORRES, A.C.; BUSO,
J.A.; CALDAS, L.S. Cultura de tecidos e transformacao genética de plantas.v.l1.
Brasilia: Embrapa, 1998. 509p.

GUERRA, M.P.; DAL-VESCO, L.L.; PESCADOR, R.; SCHUELTER, A.R.; NODARI,
R.O. Estabelecimento de um protocolo regenerativo para micropropagacao do

abacaxizeiro. Pesquisa Agropecudria Brasileira, v.34, p.1557-1563, 1999.

JOSHI, P.; DHAWAN, V. Axillary multiplication of Swertia chirayita (Roxb. Ex Fleming)
H. Karst., a critical endangered medicinal erb of temperate Himalayas. In vitro

Cellular and Developmental Biology-Plant, v.43, p.631-638, 2007.

KISS, C.; KISS, J.; GYULAI, G.; HESZKY, L.C. A novel method for rapid
micropropagation of pineapple. HortScience, Alexandria, v.30, p.127-129, 1995.

MATHEWS, V.H..; RANGAN, T.S.; NARAYANASWAMY, S. Micropropagation of
Ananas sativus in vitro. Zeitschrift fier Pflanzenphysiologie, v.79, p.450-454, 1976.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, v. 15, p.473-497, 1962.

MURASHIGE, T. Plant propagation through tissue cultures. Annual Review of Plant
Physiology, v. 25, p.136-166, 1974.

78



PRAXEDES, S.C.; SILVA IJr., AF.; FIGUEIREDO, F.L.B., CAMARA, FAj;
OLIVEIRA, O.F. Estiolamento in vitro de abacaxizeiro Pérola em presenca de ANA ¢
AIA. Caatinga, v.14, p.13-15, 2001.

REINHARDT, D.H.R.C.; CUNHA, C.A.P. Métodos de propagacao. Cap. 5. In: Cunha,
G.A.P.; Cabral, J.R.S.; SOUZA, L.F.S. O Abacaxizeiro: cultivo, agroindtstria e
economia. Brasilia: Embrapa Comunicagdo para Transferéncia de Tecnologia, p.105-

138, 1999.

SACHS, T.; THIMANN, K.V. Release of lateral buds from apical dominance. Nature,
v.201, p.939-940, 1964.

SKOOG, F.; MILLER, C.O. Chemical regulation of growth and organ formation in plant
tissues cultured in vitro. Symposia of the Society for Experimental Biology, v.11,

p.118-131, 1957.

TENG, W.L. An alternative propagation method of Ananas through nodule culture. Plant
Cell Reports, v.16, p. 454-457, 1997.

ZEPEDA, C.; SAGAWA, Y. In vitro propagation of pineapple. HortScience, v.16, p.495,
1981.

79



Tabela 1. Resumo da analise de varidncia para nimero ¢ massa fresca de brotagdes de

Ananas comosus var. bracteatus, em fungdo de concentragdes de 2ip e periodos de

subcultivos'’.

Fonte de Variacdo GL Quadrado Medio
Numero de Massa fresca
Brotacoes das brotacoes
Concentracdo de 2ip (Conc2ip) 3 212,86* 72,08*
Subcultivo (Subcult) 3 186,45* 128,14*
Conc2ip x Subcult 9 19,01* 7,47*
Residuo 128 2,55 0,50
Média 5,36 4,42
CV (%) 29,78 16,11

* — significativo ao nivel de 5%
ns — ndo significativo
'Valores transformados v/X +1
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia para a média do nimero de raizes, massa fresca
das raizes, altura da planta e massa fresca da parte aérea a partir de propagulos submetidas

ao tratamento com diferentes concentracoes de acido naftalenoacético (ANA).

Fonte de GL QM
variagéo Numero de Massa Fresca Altura da Massa fresca da
raizes da raiz @ planta parte aérea @
Tratamento 7 5,54 * 0,02 * 1,39 ns 0,02 *
Residuo 224 0,4 0,004 0,81 0,004
Total 231
CV. (%)= 19,64 5,84 17,38 5,50
Média Geral = 9,93 0,18 5,19 0,40

*Significativo ao nivel de 5%

ns- ndo significativo

(Dyalores transformado segundo +/ X +1
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Figura 1. Efeito de concentragdes de 2ip na média do nimero de brotagdes por explante

nos periodos de subcultivos de 30 e 60 dias.
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Figura 2. Efeito de concentragdes de 2ip na média do nimero de brotagdes por explante

nos periodos de subcultivos de 90 e 120 dias.
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Figura 3. Efeito de concentragdes de 2ip na média da massa fresca de brotagdes por

explante nos periodos de subcultivos de 30 e 60 dias.
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Figura 4. Efeito de concentragdes de 2ip na média da massa fresca de brotagdes por

explante nos periodos de subcultivos de 90 e 120 dias.
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Figura 5. Brotagdes enraizadas em meio contendo ANA (0,0; 0,5; 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 ¢

4,0 mg.L") respectivamente, aos 30 dias ap6s a inoculagio.
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Figura 6. Varia¢do do nimero de raizes por explante em fungdo da concentragdo de ANA.
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ANA.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ANATOMICA DE FOLHAS
DE PLANTAS DE ABACAXIZEIRO ORNAMENTAL [Ananas comosus
var. bracteatus (Liindley) Coppens & Leal] PROPAGADAS IN VITRO

(Trabalho a ser submetido para publicacdo na Acta Botanica Brasilica).
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Caracterizacdo morfoldgica e anatdmica de folhas de plantas de
abacaxizeiro ornamental [Ananas comosus var. bracteatus (Lindley)

Coppens & Leal] propagadas in vitro

Maria do Desterro Mendes dos Santosl, Dalva Graciano-Ribeiroz, Antonio Carlos Torres®
L2Universidade de Brasilia, Departamento de Botanica, C.P. 4.457, CEP 709190-970,

Brasilia, DF. E-mail: maria@cnph.embrapa.br; dalvagraciano@gmail.com; 3Embrapa

Hortalicas, C.P. 218, CEP 70359-970, Brasilia, DF. E-mail: torres@cnph.embrapa.br

Resumo

O objetivo desse trabalho foi o de descrever as caracteristicas morfologicas e anatdmicas
da folha do abacaxizeiro ornamental micropropagado, visando aplicacdes no processo de
aclimatagdo das plantas provenientes da cultura in vitro. A morfologia da folha do
abacaxizeiro ornamental consiste da ldmina — parte clorofilada e uma base expandida, nao
clorofilada. A lamina apresenta a forma laceolada e formada por uma camada de células
epidérmicas, hipoderme, parénquima aqiifero, parénquima clorofiliano, idioblastos
contendo rafides e fibras intercalando os feixes vasculares. Na epiderme ocorrem tricomas
e escamas. No processo de aclimatagao ex Vitro, as tampas dos frascos de cultura foram
removidas cinco dias antes de transplantio dos propagulos para casa de vegetacdo. Os
propagulos foram transplantados para uma mistura 1:1 de areia e vermiculita esterilizadas
ou para o substrato Plantmax. Foram observadas, em ambas as condigdes, um bom

pegamento das plantas transplantadas (~90%) e bom desenvolvimento posterior.

Termos para indexacdo: Ananas comosus var. bracteatus; morfologia foliar; anatomia

foliar; aclimatagao
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Morphological and anatomical characterization of leaves from in vitro propagated
ornamental pineapple [Ananas comosus var. bracteatus (Lindley) Coppens & Leal]

plants

Abstract

The objective of this work was to provide a description of morphological and anatomical
features of micropropagated ornamental pineapple leaf tissue, in order to apply this
information in the process of acclimatization of plants produced by in vitro culture. The
leaf morphology of ornamental pineapple consists of lamina — the part containing
chlorophyll and an expanded base without chlorophyll. The blade is lanceolated in shape
and formed by a layer of epidermal cells, hypoderm, water-storage parenchyma and
parenchyma cells with chlorophyll, raphid idioblasts and fibers intercalating the vascular
bundles. Trichomes and scales were observed in the epiderm. In the process of ex vitro
acclimatization, the lids of the culture flasks were removed five days prior the transfer of
the plants to greenhouse conditions. The plantlets were transplanted to either a 1:1 mixture
of sterile sand and vermiculate or to Plantmax® substrate. In both conditions the
acclimatization was found to be very effective with a surviving rate of 90% and with the

plants displaying regular development.

Index terms: Ananas comosus var. bracteatus; leaf morphology; leaf anatomy;

acclimatization

Introducéo

O abacaxizeiro ornamental [Ananas comosus var. bracteatus (Lindl.) Coppens &
Leal)] ¢ uma planta monocotiledonea pertencente a familia Bromeliaceae (Collins, 1960;
Reinhardt, 2000; Coppens & Leal, 2003). No Brasil, a familia Bromeliaceae destaca-se
como um dos principais componentes da flora e da fisionomia dos ecossistemas abrigando,
aproximadamente, 40 géneros e 1200 espécies (Souza & Lorenzi, 2005), distribuidas desde
a regido Norte até a regido Sul, em todos os ecossistemas. A regido Sudeste apresenta a
maior diversidade de espécies, principalmente, na area da Mata Atlantica (Paula & Silva,
2004). Dentre as espécies cultivadas como flor de corte estd o abacaxizeiro ornamental

que, atualmente, vem sendo muito apreciado nos mercados nacional e internacional, pela
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beleza de sua inflorescéncia e pelo longo periodo de conservagdo apds o corte (Souza et
al., 2004; Souza et al., 2007).

A cultura de tecidos nas espécies do género Ananas tem sido empregada para a
producao de plantas livres de doengas, para aumentar a uniformidade dos propagulos, para
multiplicagdo em larga escala e também no melhoramento genético e no intercambio e
conservagao de germoplasma (Zepeda & Sagawa, 1981; Rangan, 1984; Reinhardt &
Cunha, 1999; Guerra et al., 1999; Albuquerque et al., 2000; Teixeira et al., 2001; Costa &
Zaffari, 2005). Um dos aspectos importantes na adocdo da tecnologia de mudas
micropropagadas ¢ a aclimatacdo das plantas oriundas da cultura in vitro. A mudanga dos
propagulos do ambiente in vitro, caracterizado pelas condigdes assépticas, niveis de
irradiancia baixo (30-60 pmol.m™s™), alta umidade relativa (~100%), baixa transpiragio e
desenvolvimento heterotrofico para as condigdes ex Vvitro, predominantemente, ndo
asséptica, niveis de irradiancia mais alto, baixa umidade relativa, alta transpiracdo e
desenvolvimento autotrofico podem causar estresse hidrico na planta, comprometendo a
sobrevivéncia das mudas transplantadas (Campostrini & Otoni, 1996; Fidelis et al., 2000).
A avaliagdo das caracteristicas anatomicas das plantas micropropagadas, aptas para o
processo de aclimatagdo, ¢ uma condicdo necessaria para o estabelecimento de um
protocolo eficiente de adaptacdo das mudas, quando transplantadas para condi¢des ex vitro.

Dentre os estudos anatdmicos em Ananas destacam-se os conduzidos por Krauss
(1948; 1949) que descrevem a anatomia dos Orgdos vegetativos de A. comosus var.
comosus. Barbosa et al. (2006) também descreveram a anatomia foliar de plantas
micropropagadas dessa espécie como subsidio ao processo de aclimatagdo de plantas. No
entanto, nenhum protocolo de aclimatagdo foi sugerido nestes estudos. Na literatura
consultada ndo foram encontrados estudos relacionados a anatomia foliar de A. comosus
var. bracteatus. O objetivo do presente estudo foi o de descrever a morfologia e
caracterizar anatomicamente a estrutura foliar do abacaxizeiro ornamental
micropropagado, visando as possiveis aplicacdes na producdo comercial de mudas e
aclimatagdo das plantas bem como em estudos de anatomia comparativa da organogénese

de explantes foliares in vitro.

Material e métodos
Para o estudo anatomico usou-se folhas de propagulos oriundos de brotagdes de
abacaxizeiro ornamental estabelecidas in vitro, mediante cultura de gemas axilares de

mudas tipo coroa. Esses propagulos foram regenerados em meio composto de macro e
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micronutrientes MS (Murashige & Skoog, 1962) com de 3% de sacarose e, em mg.L™:
inositol, 100; tiamina.HCI, 0,2; 4cido nicotinico, 0,05; piridoxina.HCI, 0,05; glicina, 2; 6-
benzyladenina, 1,0; e phytagel, 2.000. O pH do meio foi ajustado a 5,7 antes da
autoclavagem. As culturas foram mantidas a temperatura de 2742 °C e fotoperiodo de 16h,
densidade de fluxo de fotons 32 umolo.m'z.s'l, subcultivadas a cada 30 dias, durante 120
dias.

Para o estudo anatomico foram feitas seccoes a mao livre, com auxilio de uma
lamina, na regido mediana da terceira folha, a contar do é4pice para base. As secgdes
obtidas foram clarificadas em solucao de hipoclorito de sédio a 0,25%, durante 15 minutos
e, em seguida, transferidas para solucdo de hipoclorito de sodio a 1,25%, durante 10
minutos. Ap0s a clarificacdo, as secgdes foram lavadas em agua destilada, por cinco vezes,
e transferidas para série etanolica para total desidratacdo. Em seguida, os cortes foram
submetidos ao processo de dupla coloragdo com solu¢do de azul alcian/safranina, na
proporcao 4:1, e montados em laminas com verniz vitral incolor.

A epiderme foi destacada, manualmente, desidratada em série etanodlica, e os cortes
obtidos foram submetidos ao processo de coloracdo com safranina e montados em verniz
vitral incolor (Paiva et al., 2006). Para a estimativa da densidade estomética por mm?, na
face abaxial, utilizou-se 10 folhas. Foi feita a projecdo de um campo correspondente a um
quadrado de Imm de lado, calculando-se a média aritmética dos estdmatos em 20 campos,
de acordo com Albuquerque & Neves (2004). A espessura dos cortes anatomicos foi
medida com auxilio de régua micrométrica.

Um total de 200 mudas foram aclimatizadas mediante abertura das tampas dos
frascos de cultura, cinco dias antes do transplantio para os substratos, respectivamente,
PlantMax e mistura 1:1 de areia e vermiculita autoclavadas. Foi determinada a
percentagem de sobrevivéncia das plantas 15 dias ap6s o transplantio, em condigdes de

casa de vegetacgao.

Resultados e discusséo

Nas condi¢des in vitro, as folhas do abacaxizeiro ornamental desenvolvem-se de
maneira acropeta ao longo do caule e consiste de limbo — por¢do laminar, plana e
clorofilada, e da bainha expandida, ndo clorofilada. A folha apresenta a forma lanceolada,
com comprimento variando de 2,5 a 8,0 cm; largura de 0,6 a 1,0 cm (porgao central) e
espessura de 45 a 65 p (parte central), sendo classificada como simples, invaginada,

alongada, concava, de base larga e 4pice acuminado. Em secc¢do transversal possui a forma
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crescente. Essas caracteristicas, dentre outras, fornece a rigidez da folha do abacaxizeiro
(Kraus, 1949). A bainha ¢ a parte basal da folha, que envolve o caule. A sobreposi¢cdo das
bainhas foliares forma a morfologia tipo roseta (Figura la). Essa morfologia ¢ mantida
com o desenvolvimento da planta in vivo, permitindo o acimulo de agua e nutrientes na
regido central, contribuindo para instalagdo de uma flora e fauna neste micro-habitat (Paula
& Silva, 2004). As folhas mais velhas estdo localizadas na base do caule, na parte externa
da planta, e as mais novas em dire¢do centripeta. O limbo apresenta a margem com
espinhos espacados e ascendentes (Figuras 1a), de tamanho e forma variadas. As nervuras
sdo paralelinérveas. A folha ¢ revestida, parcialmente, na face abaxial, por escamas
(tricomas peltados) que lhe confere a tonalidade cinza-prateado. Em plantas desenvolvidas
in vivo essa tonalidade ¢ mais acentuada. Situacdo semelhante as apresentadas por Kraus
(1948; 1949) em abacaxizeiro comercial e por Souza et al. (2007) em abacaxizeiros
ornamentais na descri¢do da morfologia das folhas de plantas desenvolvidas em condigdes
naturais.

Em corte transversal observa-se que o limbo ¢ constituido de epiderme, hipoderme,
parénquima aqiiifero, parénquima clorofiliano, feixes vasculares e fibras (Figura 1b). A
epiderme ¢ unisseriada, envolvida por uma camada de cuticula pouco desenvolvida nas
faces adaxial e abaxial, entretanto, na regido do bordo o espessamento ¢ mais pronunciado.
Em vista paradérmica a epiderme apresenta células de formato retangular com paredes
longitudinais e transversais sinuosas. Maior sinuosidade foi observada nas paredes
longitudinais (Figura 1c). Essa caracteristica ¢ comum no abacaxizeiro comercial e em
outras espécies da familia Bromeliaceae e pode estar relacionada com a capacidade da
planta de se adaptar ao estresse resultante do colapso do tecido de armazenamento de dgua
abaixo da epiderme, em situagdes de déficit hidrico (Kraus, 1949). A relagcdo entre
sinuosidade da parede e condigdes ambientais de desenvolvimento da plantas tem sido
relatada em outros trabalhos. Por exemplo, em Piper hispidinervium folhas desenvolvendo
em pleno sol apresenta as paredes retas e em plantas mantidas em bosque as paredes sdao
sinuosas (Santiago et al., 2001).

Os estomatos sdo do tipo tetraciticos, encontram-se restritos a face abaxial,
caracterizando a folha como hipoestomatica (Figura 1c), com distribui¢do por toda
extensdo da epiderme. Os estdmatos inserem-se acima do nivel das células adjacentes e as
células-guardas possuem uma dimensao média de 25 X 21 um, apresentam crista cuticular
externa com camara subestomatica (Figura 1d). A estimativa média do numero de

estdmatos variou de 45 a 52 por mm®. Resultados similares foram obtidos por Barbosa et
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al. (2006) em plantas de A. comosus var. COmosus, mantidas in Vitro que apresentaram
uma média de 54 estdmatos por mm?, enquanto em folhas de plantas desenvolvendo em
casa de vegetagio esse niimero foi de 62 estdmatos por mm’. Em abacaxizeiro comercial,
desenvolvendo em condi¢des naturais, 0 nimero de estomatos, na por¢do central de uma
folha desenvolvida ¢ em média de 75 por mm?, esse numero varia com a posicdo na folha
(Kraus, 1949).

Como anexos epidérmicos ocorrem tricomas filiformes e peltados (escamas). O
tricoma filiforme ¢ pluricelular e ndo ramificado, presentes em ambas as faces da epiderme
(Figura le). Esse tipo de estrutura também ocorre em plantula jovem de abacaxizeiro
comercial, ndo sendo encontrada em plantas adultas, conforme observado por Kraus
(1949). Barbosa et al. (2006) relatam a presenca de tricoma glandular em folhas de
propagulos de abacaxizeiro regeneradas in vitro e, em folhas de planta desenvolvendo ex
vitro. Entretanto, a ilustracdo apresentada no trabalho ndo corresponde ao tricoma
glandular. De acordo com a descricdo de Kraus (1949, p.387) a denominagdo tricoma
glandular ndo adequada para se referir a essa estrutura nas espécies da familia
Bromeliaceae.

As escamas, compostas normalmente, de pediculo e escudo, revestem parcialmente,
a face abaxial da folha podendo ser encontradas na face adaxial. O escudo ¢ formado por
um anel periférico de células mortas (Figura 1f). O pediculo é uma pequena coluna de
células vivas que une o tecido da folha com o escudo (Figura 2a) e, através dessa estrutura
a dgua e os nutrientes penetram nos tecidos foliares da planta. Em vista frontal, evidencia-
se apenas o escudo das escamas epidérmicas (Figura 1f), com dimensdo se 142 X 178 um.
Observacao semelhante foi relatada por Kraus (1949) em Ananas comosus var. COMOSUS
que atribuiu as escamas as funcdes de absor¢do de agua e protecdo da folha contra
transpiragdo excessiva, por formarem um indumento de protecdo sobre os estOmatos.
Tomlinson (1969) acrescenta que as escamas podem absorver sais minerais e proteger a
planta contra insolagdo. Outras fungdes das escamas incluem proteg¢ao contra predadores e
patogenos, e atracdo de polinizadores e dispersores, por formarem um denso indumento
sobre inflorescéncias e frutos, que reflete a luz e secretarem enzimas digestivas (Benzing,
2000).

Em sec¢do transversal da lamina foliar nota-se a hipoderme em ambas as faces,
constituida por uma camada de células aclorofiladas com dimensdes maiores que as células
epidérmicas, apresentando a forma poligonal (Figura 1b), estando aderida a epiderme.

Kraus (1949) relata que a hipoderme tem duas func¢des: mecanica (rigidez e refor¢o) para a
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folha longa e estreita; e prote¢do contra a perda de dgua. Na familia Bromeliacea esse
tecido esté relacionado ao armazenamento de dgua e, nas epifitas com metabolismo acido
crassulaceo, tem funcdo na economia de calor (Madison, 1977). Para Tomlinson (1969)
essas sinuosidades e a forma de aderéncia da epiderme a camada externa da hipoderme
constituem adaptagdes que mantém as camadas superficiais unidas, durante possiveis
expansdes e contracdes celulares, as mudangas de variagcdo de turgor do ambiente.

O mesofilo ¢ heterogéneo na regido central do limbo e homogéneo na regido do
bordo foliar. Na regido central o mesofilo da face adaxial ¢ constituindo de parénquima
aqiiifero, caracterizado por células translicidas e grandes, arredondadas com paredes
delgadas (Figura 2b) e, na face abaxial, de parénquima clorofiliano, constituido por células
pequenas e arredondadas com formato regular (Figura 2b). Da regido central para o bordo
foliar ocorre diminuicdo gradual do tamanho e niimero de camadas do parénquima
aqiiifero, até observar um mesofilo completamente homogéneo, constituido de parénquima
clorofiliano (Figura 2c). O parénquima clorofiliano ¢ constituido de 5-10 camadas de
células no eixo central do limbo e diminui o nimero de camadas a medida que se aproxima
do bordo da folha.

Foram observados idioblastos com rafides distribuidos no mesofilo (Figura 2d). Em
Bromeliaceae esta caracteristica estd relacionada a necessidade de neutralizagdo do acido
oxalico produzido pelas folhas (Brighina, 1984).

Observam-se feixes de fibras distribuidos em todo o mesofilo e ao redor dos feixes
vasculares (Figuras 1b,d). Os feixes vasculares sdo colaterais (Figuras 1b,d,2¢),
posicionados no parénquima clorofiliano, apresentando tamanhos diferentes que se
alternam. O xilema e o floema estdo guarnecidos por um conjunto de células
esclerenquimaticas, em forma de duas calotas de fibras, mais volumosas na por¢ao
xilematica (Figuras 1b,d,2e). O conjunto feixe vascular e fibras esta envolvido por uma
bainha de células parenquimaticas, de forma poligonal com tamanhos variados (figura 2e).
Graos de amido ocorrem nas células do mesofilo de folhas jovens, proximo ao apice
caulinar e no caule. Esse ¢ um aspecto a ser considerado para a sobrevivéncia das plantas
quando transferida para condi¢des in Vvivo, principalmente, nas primeiras semanas,
conforme relatado por Wardle et al. (1979). Lamhamedi et al. (2003) mostraram que
propagulos de Picea glauca aclimatizados apresentavam maior quantidade de amido do
que propagulos nao aclimatizados, apés transferidos para condigdes ex Vitro,

provavelmente como resultado de sua grande capacidade fotossintética.

94



A andlise das folhas estudadas mostrou caracteres anatdémicos (hipoderme,
idioblastos com rafides, parénquima aqiiifero e amido) e morfoldgicos que podem ser
interpretados como estratégias de adaptacdo da planta a ambientes com déficit hidrico.
Assim sendo, considera-se o abacaxizeiro ornamental de natureza xerofitica, concordando
com o observado em vdrias espécies da familia Bromeliaceae (Pittendrigh, 1948; Kraus,
1949; Segerin & Scatena 2004; Barbosa et al., 2006). Essas caracteristicas xerofiticas
podem estar relacionadas a alta percentagem de sobrevivéncia dos propagulos quando
transplantados da condig@o in vitro para ex vitro, facilitando o processo de aclimatag@o.

A pré-aclimatacdo consistiu na remog¢ao progressiva das tampas dos frascos de
cultura, contendo as plantas enraizadas in vitro, cinco dias antes do transplantio para casa
de vegetagdo, permitido a troca gasosa, gradual, das plantas com o ambiente, € uma melhor
adaptacdo dos estomatos (pré-aclimatagdo). Essa extratégia proporcionou 90% de
sobrevivéncia dos propagulos quando transplantados para tubetes ou bandejas contendo o
substrato Plantmax ou mistura 1:1 de areia e vermiculita. Propagulos que nao foram pré-
aclimatizados apresentaram uma percentagem de sobrevivéncia de 70%, apds o
transplantio, com desenvolvimento inicial lento quando comparado com propagulos que

foram pré-aclimatados antes de serem transferidos para casa de vegetacao..
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Figura: 1. Morfologia da planta e cortes histologicos da folha de abacaxizeiro ornamental

micropropagado. a) Planta desenvolvida in vitro; b) corte transversal da folha mostrando a
epiderme, hipoderme, parénquimas aqiiifero e clorofiliano, feixes vasculares e fibras (barra
= 50 um); c) vista paradérmica da epiderme mostrando células com paredes onduladas e
estOmatos tetraciticos com células guardas (barra = 25 um); d) corte transversal mostrando
feixes vasculares, fibras, estbmato e camara subestomatica (seta) (barra = 25 um); e)
tricoma filiforme pluricelular (barra = 50 pum); f) vista frontal das escamas epidérmicas

assimétricas, mostrando os escudos (barra = 25 um).
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Figura 2. Cortes hitologicos da folha de plantas de abacaxizeiro ornamental desenvolvidas
in vitro. a) Corte transversal da folha mostrando escama peltada com pediculo (barra = 25
um); b) corte transversal da folha mostrando distribuicdo do parénquima aqiifero e
clorofiliano (barra=100 pum); c) corte transversal da folha mostrando mesofilo homogéneo
na regido do bordo foliar (barra = 100 um); d) idioblasto com rafides (barra = 10 um); e)
corte transversal mostrando detalhe do feixe vascular e fibras, circundado por células
parenquimaticas (barra = 25 pum).
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ANEXOS

No inicio dos trabalhos foi conduzido experimento para selecionar o meio para o
estabelecimento das culturas in vitro de Ananas comosus var. bracteatus. Os dados
referentes a esse experimento e outro de anatomia do desenvolvimento de nodulosl nao
estdo no corpo principal da dissertacdao e estdo nessa sec¢do com uma breve descrigdo da

metodologia e dos resultados.

ANEXO 1 - Estabelecimento da cultura in vitro de gemas axilares do Ananas comosus

var. bracteatus

Foram utilizados como fonte de explantes mudas provenientes da coroa de plantas
de abacaxizeiro ornamental (Ananas comosus var. bracteatus), desenvolvidas no campo
com, aproximadamente, um ano de idade. As mudas de coroa foram desfolhadas (Figura
la) e as gemas removidas com auxilio de pinga e bisturi (Figura 1b) e, colocadas em placa
de Petri, contendo papel de filtro umedecido. As gemas foram lavadas em 4gua corrente e
desinfestadas em solugao de hipoclorito de sodio a 1,0%, contendo 300 pl de Tween 80 por
100 ml de solugdo, durante 20 minutos. Em capela de fluxo laminar as gemas foram
submetidas a trés lavagens sucessivas com agua destilada autoclavada. Inicialmente, as
gemas foram inoculadas em frasco de 100 ml de capacidade com 12 ml de meio basico,
contendo sais minerais MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 3% de sacarose,
0,2% de phytagel e, em mg.L'l: i-inosotol, 100; tiamina.HCI, 0,2; acido nicotinico, 0,05;
piridoxina.HCI, 0,05 e glicina, 2,0. A esse meio foram adicionados, respectivamente: a)
1,75 mg.L" de AIB, 1,75 mgL"' de ANA e 150 mg.L" de 4cido citrico (Murashige,
1974); b) 1 rng.L'1 de BA ¢ 0,1 mg.L'1 de ANA (Borges et al., 2003); ¢) 0, 56 mg.L'1 de
BAe 0,11 mgL"' de ANA (Teixeira et al., 2001); e d) ) 1 mg.L"' de BA, 2 mgL"' de
GAse 0,01 mg.L" de ANA . O pH dos respectivos meios de cultura foi ajustado a 5,7 +
0,1, conforme recomendado para os trabalhos de cultura de tecidos de plantas.

Apds inoculagdo, as culturas foram mantidas em camara de crescimento, a 27°C e
iluminadas com lampadas fluorescentes luz do dia, com fotoperiodo de 16 horas, e

densidade de fluxo de fotons de 32 pmol.m™.s™. As culturas foram subcultivadas a cada 30
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dias para meio de mesma composi¢do, por um periodo de 90 dias. Apos, foi avaliada a
percentagem de brotacdes formadas por tratamento. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 50 repeti¢oes. Cada parcela consistiu de um frasco inoculado
com um explante.

Observou-se que a maior percentagem de brotagdes, acima de 1,0 cm de
comprimento, foi obtida em meio bésico suplementado com 1 mg.L" de BAP, 2 mg.L" de
GAz e 0,01 mgL' de ANA. Nesse meio 58% dos explantes desenvolveram in vitro
(Tabela 1). Esse meio foi escolhido para os trabalhos de estabelecimento in vitro. A
estimativa do intervalo de confiang¢a denota que na repeti¢ao dessa populacdo em 95% dos
casos a média estara entre os valores (39-76). Os meios propostos por Borges et al. (2003)
¢ Teixeira et al. (2001) propiciaram, respectivamente, 26 e 20% de explantes
3desenvolvidos. A Figura 2 mostra o desenvolvimento das gemas nos respectivos meios de
cultura. Ndo houve desenvolvimento de brotagdes em meio basico com 1,75 mg.L™" de
AIB, 1,75 mg.L"' de ANA e 150 mg.L™" de 4cido citrico, conforme proposto por Murashige
(1974), para propagacao de bromélias.
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Figura 1. (a) Fonte de explante do abacaxizeiro ornamental; (b) explante utilizado para

estabelecimento das culturas in vitro.
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Tabela 1. Efeito de diferentes meios de cultura na percentagem de explantes
desenvolvidos de abacaxizeiro ornamental.

Suplementacédo do meio basico Numero de Percentagem de
explantes explantes
inoculados desenvolvidos

1 mg.L" de BAP, 2 mg.L-1 de GA3 ¢ 0,01 mg.L-1 50 58 (39-76)*
de ANA

1 mgL' deBAe0,] mg.L" de ANA 50 26 (12-45)
0,56mg.L"' de BAe 0,1 mgL"' de ANA 50 20 (8-38)
1,75 mg.L-1 de AIB, 1,75 mg.L-1 de ANA e 150 50 0)
mg.L-1 de écido citrico

*Numeros em paréntesis denota 95% de intervalo de confianca
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Figura 2. Brotagdes desenvolvidas in vitro em abacaxizeiro ornamental a partir de gemas

axilares inoculadas em diferentes meios de cultura, conforme ilustrado.
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ANEXO 2 - Inducéo de nodulos e diferenciacéo de brotagdes adventicias de explantes

foliares do Ananas comosus var. bracteatus in vitro

Folhas de brotagdes desenvolvidas in vitro em meio liquido, contendo sais minerais
MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 3% de sacarose e, em mg.L": i-inositol,
100; tiamina.HCI, 0,2; acido nicotinico, 0,05; piridoxina.HCI, 0,05, glicina, 2,0, e
benzilaminopurina, 1,0, foram utilizadas como explantes. Os explantes foram inoculados
em placas de Petri (9,0 cm de didmetro) contendo em meio basico composto de sais
minerais MS, suplementado com 3% de sacarose, 0,2% de Phytagel, e, em mg/L: mio-
inositol, 100; tiamina.HCI, 0,1; acido nicotinico, 0,5; piridoxina.HCI, 0,5; glicina 2,0; e
TDZ 0,05. A esse meio foram adicionadas concentragdes de picloran (0; 0,0625; 0,125; 2,5
e 5 mg/L). O delineamento foi inteiramente casualizado com 5 repeti¢des. Cada repeti¢ao
consistiu de uma placa de Petri com 10 explantes. As culturas foram mantidas em camara
de crescimento, no escuro a temperatura de 27°C, por 30 dias. Apds esse periodo, para
inducdo de brotagdes, as culturas foram subcultivadas para meio contendo sais minerais
MS, mistura organica de White, 3% de sacarose, 0,2% de Phytagel e 1,0 mg/L de BAP,
mantidas sob fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fotons de 32umol.m™.s™.

Para o estudo anatomico as folhas contendo os calos foram fixados em FAA7

(formol: acido acético glacial: etanol 70%, 5:5:90 v/v), por 24 horas. Em seguida foram
desidratados progressivamente em série etanolica e incluidos em parafina a 60° C segundo
Kraus & Arduin,1977, com algumas modificacdes. O processo de desidratagdo foi feito a
vacuo para retirada de ar existente no material. Em seguida, foram incluidos em parafina.

Cortes histologicos longitudinais e transversais, com secdes de 10pum, foram
obtidos por meio de micrétomo rotativo Leica, modelo RM 2145. Os cortes foram
distendidos em placa histologica a 42°C e aderidos em laminas com adesivo Haupt (Kraus
& Arduin, 1997), desparafinizados e corados com dupla coloragdo safranina-fastgreen 1%.
A montagem final foi feita com Entellan, conforme técnicas habituais.

Fotomicrografias foram obtidas através de um microscopio Otico Zeiss, modelo
Axioskop, com camera Zeiss, modelo MC 80 DX, acoplada ao microscopio.

Noédulos foram obtidos em todas as concentragdes de picloran testadas. Inicialmente

os nddulos diferenciaram-se na por¢ao basal abaxial das folhas, e posteriormente na porg¢ao
adaxial (Figura 1 a,b,c,d,e). Em meio sem picloran ndo ocorreu a diferencia¢do de nddulos.

Em meio suplementado com Picloran nas concentragdes de 0,625 e 1,25 mg.L'1 observou-
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se formacao de brotagdes a partir de nodulos (Figura 1 a,b). A transferéncia de modulos e
calos para meio com 1,0 mg.L"' de BAP propiciou a diferenciagio e crescimento de

brotagdes (Figura 1f).
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Figura 1. Diferenciagdo de calo ¢ nddulos na base da folha de A. comosus var. bracteatus em meio

suplementado com picloran; a) 0,0625 mg.L'l; b) 0,125 mg.L'l; ¢)2,5;d)5,0 mg.L'l; corte transversal em
calo de A. comosus var. bracteatus mostrando a formacdo de calo e nddulos na base da folha em meio
com 2,5 mg.L" de picloran; e) corte transversal na base da folha em cultura mostrando formagio de

nodulos; f) diferenciacdo de brotagdes de nddulos em meio suplementado com 1,0 mg L™ de BAP.
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