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Influéncia de Diferentes Tipos
de Recipientes e Hibridos

na Multiplicacao in Vitro de
Abacaxizeiro Ornamental

Alexya Vitoria Felix Carvalho’
Adroaldo Guimaraes Rossetti’
Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho®

Resumo

O abacaxizeiro ornamental vem se destacando no cenério da floricultura,
principalmente no mercado externo. Essa evidéncia deve-se principalmente
ao exotismo e colorido dos pequenos abacaxis e a durabilidade pds-
-colheita. Visando a otimizacao da producao de mudas micropropagadas,
este trabalho objetivou identificar o tipo de recipiente mais adequado para
a fase de multiplicacao de trés hibridos de abacaxizeiro ornamental. Foram
utilizados como explantes brotacdes dos hibridos A, B e D, multiplicados
em meio de cultura MS adicionado de 4,44 uM de 6-benzilaminopurina
(BAP) + 0,54 uM de &cido naftalenoacético (ANA). O experimento

foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3 x 2, sendo trés hibridos de abacaxizeiro ornamental (A, B e

D) e dois tipos de recipiente (tubo de ensaio e frasco). Aos 60 dias de
inoculacao dos explantes in vitro, foi contado o nimero de brotacdes
obtidas por explante. Nos frascos, o hibrido D apresentou taxa média

de multiplicacao significativamente superior ao hibrido B. As taxas
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médias obtidas para as brotagdes multiplicadas em frasco e tubo

de ensaio foram de 2,50 e 2,57, respectivamente. Os hibridos
apresentaram valores bem préximos: 2,54, 2,43 e 2,64, para A, Be D,
respectivamente, e sem diferencga significativa entre eles.

Termos para indexacao: Ananas comosus var. bracteatus, Ananas
comosus var. erectifolius, cultura de tecidos vegetais, producao de
mudas.



Influence of Different Types
of Containers and Hybrids on
the in Vitro Multiplication of
Ornamental Pineapple

Abstract

Ornamental pineapple has increased in the flower culture scene,
especially for exportation market. This evidence is mainly due to the
exoticism and colorful of small pineapples and post-harvest durability.
Aiming to optimize the plantlets production process of ornamental
pineapple, this study aimed to identify the most appropriate container
type for three ornamental pineapple hybrids on in vitro multiplication
phase. Shoots of hybrids A, B and D were multiplied on MS medium
added 4.44 uM of 6-benzylaminopurine (BAP) + 0.54 uM of
naphthalene acetic acid (NAA). The experiment was conducted in a
completely randomized design in a factorial 3 x 2, three ornamental
pineapple hybrids (A, B and D) and two types of container (test tube
and flask). After 60 days of in vitro inoculation, the numbers of shoots
obtained by each explant was counted. In the bottles, the hybrid D
averaged rate was significantly higher than the multiplication rate of
hybrid B. The average rates obtained for shoots grown in flask and
test tube were 2.50 and 2.57, respectively. The hybrids showed very
close values: 2.54, 2.43 and 2.64 for A, B and D, respectively, and no
significant difference between them.

Index terms: Ananas comosus var. bracteatus, Ananas comosus var.
erectifolius, plant tissue culture, plantlet production.
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Introducgao

Os abacaxizeiros ornamentais sdo espécies tropicais marcadas pela
originalidade, beleza e durabilidade, podendo ser comercializados para
paisagismo, em vaso e como flores, folhagens e minifrutos de corte
(SOUZA et al., 2004).

No Brasil, os cultivos comerciais de abacaxizeiro ornamental estao
concentrados no Estado do Ceard, na regiao metropolitana de Fortaleza
e na do Baixo Jaguaribe, sendo Ananas comosus var. erectifolius a
cultivar de maior expressao no total comercializado (SEBRAE, 2015).
Como decorréncia, a busca por novas variedades e por novos usos
tem aumentado nos ultimos anos. Souza et al. (2014) vém estudando
a variabilidade genética em progénies de abacaxizeiro ornamental,
identificando as formas, os usos e a resisténcia a fusariose, visando

a obtencao de novas variedades. Os autores constataram grande
variabilidade entre e dentro das progénies, permitindo selecionar varios
hibridos, dentre eles, os trés que fazem parte do presente estudo.

De modo similar a espécie comestivel (A. comosus var. comosus), os
abacaxizeiros ornamentais sdao propagados de forma assexuada ou
vegetativa, sendo este método predominante no estabelecimento dos
cultivos comerciais. Convencionalmente, os propagulos sdo obtidos a
partir de mudas formadas em diferentes partes da planta, tais como:
coroa (brotacao do apice do fruto); filhote (brotacdo do peduinculo);
filhote rebentdo (brotacao da regido da insercao do peduinculo no
caule) e rebentao (brotacdao do caule aéreo ou subterraneo), bem como
de mudas formadas em viveiro, a partir de gemas desenvolvidas em
secOes do caule ou por cultura de tecidos (REINHARDT; CUNHA,
1999). Entretanto, mudas obtidas pelos métodos convencionais
possibilitam a disseminacado de doencas e pragas, comprometendo os
plantios (SOUZA et al., 2009).

Atualmente, a producao de mudas em laboratério vem sendo realizada
com éxito, a partir da técnica de micropropagacao, permitindo a
obtencao de um elevado nimero de mudas com condicao fitossanitaria
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garantida (CARVALHO et al., 2012; CARVALHO et al., 2014; SANTOS
et al., 2015; SOUZA et al., 2012; 2013).

A tecnologia da micropropagacao, apesar de proporcionar a obtencao
de maior nimero de plantas com alta qualidade fitossanitaria em
menor periodo de tempo, ainda apresenta custo elevado quando
comparada aos métodos convencionais de propagacao (JUNGHANS et
al., 2013). Esse custo elevado se deve principalmente a necessidade
de infraestrutura dependente de um investimento relativamente alto

e mao de obra especializada (SOUZA et al., 2006). Esses autores
mencionam que os valores dessa mao de obra podem representar um
custo final de producao elevado. No abacaxizeiro, esse processo é mais
lento que em outras espécies, pois a producao das mudas para plantio
nao é alcancada antes de 9 a 12 meses depois do estabelecimento da
cultura in vitro (MOREIRA et al., 2003). Entretanto, esse entrave pode
ser superado com novos estudos para reduzir o custo de producao das
mudas.

Entre os recipientes de cultivo, os mais utilizados sdo os tubos de
ensaio e os frascos de vidro com tampas de polipropileno. Os tubos de
ensaio sao os recipientes mais adequados para a iniciacdo do cultivo in
vitro, pois permitem manter os explantes individualizados e, no caso de
contaminacdo, reduzem as perdas de material vegetal e meio de cultura
(JUNGHANS et al., 2013). Esses autores mencionam que, para a fase
de multiplicacao, os frascos de vidro com tampas de polipropileno

sao os recipientes mais amplamente utilizados e os mais econémicos,
porque a abertura larga facilita a manipulacado e permite a inoculacao de
varios explantes em cada frasco.

A producao de mudas micropropagadas de abacaxizeiro envolve
basicamente as seguintes etapas: desinfestacao e estabelecimento

das gemas in vitro; proliferacao ou multiplicacao; enraizamento e
aclimatizacdo das mudas (SOUZA et al., 2013). Embora esse processo
envolva diferentes etapas, depois de definido um protocolo de
micropropagacao, ele pode ser otimizado, com objetivo de obter mudas
de alta qualidade e com baixo custo de producao. O tipo e tamanho do
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recipiente e a quantidade de meio séo varidveis que tém recebido pouca
atencdo, embora afetem diretamente a area superficial da interface
meio de cultura-atmosfera, o volume de ar sobre o meio de cultura e a
sua profundidade (PEREIRA et al., 2006). Tais fatores também afetam
a composicao da fase gasosa do recipiente e, consequentemente,

o crescimento e desenvolvimento das culturas (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

Em abacaxizeiro, na fase de multiplicacao, quando surgem os primeiros
brotos ou grupos de gemas, estes devem ser subdivididos e transferidos
para meio novo em periodos de 30 a 45 dias, sendo que as taxas de
multiplicacao dependem de cada variedade ou cultivar utilizada (SOUZA et
al., 2013).

Em levantamento realizado nos ultimos dez anos, advindo de literatura
publicada sobre a producdo de mudas micropropagadas de abacaxizeiro
ornamental, observou-se que um pequeno numero de trabalhos apresenta
informacdes sobre tipo (vidro ou plastico) e volume de recipiente.
Verificou-se que sdo usados recipientes de capacidades diferentes (desde
50 mL a 320 mL), sendo a maioria de vidro. Sao utilizados tubos de ensaio
(OLIVEIRA et al., 2007) e frascos com capacidade que varia de 200 mL
(DIAS et al., 2008), 220 mL (CARVALHO et al., 2009; CARVALHO

et al., 2012; CORREIA et al., 2011; SANTOS et al., 2015) até 250
mL (MOREIRA, 2011; MOREIRA et al., 2011; PASQUAL et al., 2008;
SANTOS, 2008; SANTOS et al., 2008;). Apenas um trabalho cita a
utilizacdo de potes de plastico, do tipo Magenta, com capacidade de
320 mL (QUIRINO et al., 2009).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de dois
tipos de frascos e trés hibridos sobre a taxa de multiplicacdo de
abacaxizeiro ornamental in vitro.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
da Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE, em 2015.



Influéncia de Diferentes Tipos de Recipientes e Hibridos na Multiplicacdo in Vitro de
Abacaxizeiro Ornamental

Foram estudados trés hibridos de abacaxizeiro ornamental: Ananas
comosus var. bracteatus x A. comosus var. erectifolius planta 02
(denominado de hibrido A — Figura 1A), Ananas comosus var.
erectifolius x A. comosus var. bracteatus planta 08 (denominado de
hibrido B — Figura 1B) Ananas comosus var. bracteatus x A. comosus
var. erectifolius planta 16 (denominado de hibrido D — Figura 1C).

Foto: Fernanda Vidigal Duarte Souza

Figura 1. Detalhe das
infrutescéncias dos trés
hibridos de abacaxizeiro
ornamental: (A) Ananas
comosus var. bracteatus X

A. comosus var. erectifolius
planta 02 (denominado

de hibrido A); (B) Ananas
comosus var. erectifolius x A.
comosus var. bracteatus planta
08 (denominado de hibrido
B); (C) Ananas comosus var.
bracteatus x A. comosus

var. erectifolius planta 16
(denominado de hibrido D).

Foto: Fernanda Vidigal Duarté Souza

Foto: Carlos Alberto Kenji Taniguchi
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As culturas, estabelecidas in vitro a partir de gemas axilares da coroa,
foram multiplicadas em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), adicionado de 4,44 uM de 6-benzilaminopurina (BAP) + 0,54 uM
de acido naftaleno acético (ANA), por trés subcultivos sucessivos,
com duracao de 60 dias cada. Como explantes, foram utilizados brotos
com aproximadamente 2,5 cm de altura da parte aérea, provenientes
de culturas micropropagadas em fase de multiplicacao, oriundas do
terceiro subcultivo. Eles tiveram suas folhas eliminadas, por meio de
corte transversal, de modo que os talos apresentassem comprimento
aproximado de 1,0 cm.

O meio de cultura utilizado foi o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 30 g L' de sacarose, 4,44 uM de 6-benzilaminopurina
(BAP), 0,54 uM de &cido naftaleno acético (ANA) e solidificado com

4gar a 6,5 g L. O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que
foi realizada a 121 °C, por 15 minutos. Em capela de fluxo laminar, os
explantes (brotacdes) foram introduzidos nos recipientes de acordo com os
tratamentos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os
tratamentos, por sua vez, consistiram de uma combinacao fatorial

(3 x 2) entre hibrido (A, B e D) e tipo de recipiente (tubo de ensaio e
frasco). Em relacao aos recipientes, foram utilizados tubos de ensaio
(tamanho 25 mm de didmetro e 150 mm de comprimento, capacidade
aproximada de 50 mL) e frascos de vidro transparente (com 10,5 cm
de altura; 6,8 cm de diametro inferior e boca com 6,3 cm de diametro,
capacidade aproximada de 220 mL). Os tubos de ensaio continham
10,0 mL de meio de cultura e apenas um explante, enquanto os
frascos, 30,0 mL e trés explantes. Os frascos foram vedados com
tampas de rosca de polipropileno, e os tubos, com tampas de encaixe
de polipropileno, ambas autoclavaveis.

De forma a padronizar a quantidade de explantes a serem avaliados nos
dois recipientes testados, utilizou-se 0 mesmo nimero de explantes,
isto é, 33 repeticdes, quando se empregou o tratamento tubo de ensaio
(um explante por tubo) e 11 repeticGes quando se usou frasco (trés
explantes por frasco), totalizando 33 explantes nos dois tratamentos.
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As culturas foram mantidas em sala de crescimento, a 25+ 1 °C,
intensidade luminosa préxima de 30 pmolm2s™, sob fotoperiodo
de 16 horas. Aos 60 dias de cultivo in vitro, foi avaliada a taxa de
multiplicacao, isto é, o nimero de brotacGes obtidas por explante.

Os dados foram transformados para raiz de (x + 1,0), submetidos a
andlise de variancia, e as médias obtidas, comparadas pelo teste de
Tukey, em nivel de significancia de 5%. As anélises foram realizadas
com o programa SAS.

Resultados e Discussao

De acordo com a andlise de variancia, houve diferenca significativa
para a taxa de multiplicacao apenas na interacao entre hibrido e tipo
de recipiente (Tabela 1). O desdobramento dessa interacdo permitiu
verificar que houve diferenca significativa apenas no desempenho do
hibrido D (2,91) em relacao ao hibrido B (2,06), em recipiente do tipo
frasco contendo trés explantes (Tabela 2).

Tabela 1. Andlise de variancia para a taxa de multiplicacdo de brotacdes, em
funcdo do tipo de recipiente e do hibrido de abacaxizeiro ornamental, aos 60
dias de cultivo in vitro. Fortaleza, Embrapa AgroindUstria Tropical, 2016.

Taxa de multiplicacéo

Fonte de variacao

Quadrado médio Pr > F?
Tipo de recipiente (r) 1 0,0024 0,9048
Hibrido (h) 2 0,0535 0,7224
Interacao (r x h) 2 0,4774 0,0572
Erro 192 2,4593 -
CV (%) 22,10
Média geral 2,54

"Dados transformados para V(x + 1,0).
“Nivel de significancia do teste F.
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Tabela 2. Médias das taxas de multiplicacao de trés hibridos de abacaxizeiro
ornamental, aos 60 dias de cultivo in vitro, nos dois tipos de recipiente. Fortaleza,
Embrapa Agroindustria Tropical, 2016.

Taxas de multiplicacdo

Tipo de recipiente Hibrido

D
Tubo de ensaio 2,65 Aa 2,79 A a 2,36 Aa 2,57
Frasco 2,52 Aab 2,06 Ab 2,91 Aa 2,50
Média 2,54 2,43 2,64 -

Médias seguidas de mesma letra mindscula, na linha, ndo diferem significativamente, pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Médias seguidas de mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem significativamente,
pelo teste F.

O coeficiente de variacédo (CV), obtido na anélise de variancia dos
dados experimentais, foi de 22,10. Werner et al. (2012) avaliaram a
distribuicdo de CV em experimentos de cultura de tecidos de plantas,
com objetivo de propor faixas de classificacdo a serem utilizadas pelos
pesquisadores dessa area. Segundo esses autores, com os limites
propostos para a varidvel-resposta nimero de brotos por explante,

a variabilidade é considerada baixa se o CV for < 4,72 e médio

se for entre 4,72 e < 32,94. Sendo assim, os valores obtidos sdo
considerados médios para trabalhos em cultura de tecidos vegetais,
garantindo boa precisdo experimental. Para efeito de comparacéo,

os CVs registrados na literatura para a taxa de multiplicacao

de abacaxizeiro ornamental var. erectifolius variaram de 10,73
(CARVALHO et al., 2009) a 33,09 (QUIRINO et al., 2009); ja, para os
hibridos, esses valores foram de 30,13 e 38,11 (SOUZA et al., 2012).

As taxas médias obtidas para as brotagdes multiplicadas em frasco e
tubo de ensaio foram de 2,50 e 2,57, respectivamente. Os hibridos
apresentaram valores bem préximos: 2,54, 2,43 e 2,64, para A, Be

D, respectivamente. Nos frascos, o hibrido D apresentou taxa média de
multiplicacado (2,91) superior ao hibrido B (2,06) (Tabela 2).
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E importante ressaltar que as diferencas entre as taxas de multiplicacéo
alcancadas variam consideravelmente em funcao dos diferentes
protocolos, empregados pelos laboratérios que trabalham com a
producao de mudas micropropagadas de abacaxizeiro ornamental.

Para a var. erectifolius, foram relatadas na literatura taxas de
multiplicacdo que variam de 2,0 (QUIRINO et al., 2009) a 6,4 (PEREIRA
et al., 2006). Pereira et al. (2006) avaliaram diferentes volumes de
meio MS, na propagacao in vitro do abacaxizeiro ornamental var.
erectifolius, constando que, a medida que houve acréscimo do volume
do meio, a taxa de multiplicacdo aumentou, concluindo que volumes de
25,0 mL a 30,0 mL sao os mais eficientes para a proliferacao de brotos
dessa variedade, registrando taxas de multiplicacao de 6,4 e 5,6,
respectivamente.

Os autores argumentam que o volume maior de meio de cultura
disponibiliza mais nutrientes e diminui também a competicdo entre os
explantes, o que explica a tendéncia em se obter maior nimero de
brotos a medida que se aumenta a quantidade do meio de cultura.

As taxas obtidas para os hibridos, no presente estudo, variaram de
2,06 a 2,91, valores bem inferiores aos registrados por Pereira et al.
(2006), 22,42, utilizando-se a mesma quantidade de meio de cultura
por frasco (30,0 mL). Carvalho et al. (2009), estudando também

essa mesma variedade, registraram taxas de 3,32, aos 60 dias

apés inoculacao dos explantes no meio MS adicionado da mesma
concentracado de BAP (4,44 uM). Quirino et al. (2009) obtiveram taxas
de 2,0 a 3,06 em meio de cultura MS, contendo 8,88 uM de BAP, em
trés subcultivos sucessivos. Moreira (2011) e Moreira et al. (2011)
registraram taxas préximas de 2,0 na concentracdo de 4,44 uM de
BAP; entretanto, quando utilizaram concentracdo mais elevada, 13,32 pM
dessa citocinina, registraram 5,0 brotacoes por explante, concluindo
que o aumento da concentracdao de BAP resulta em comportamento
linear crescente para o numero de brotacoes.

Santos et al. (2015) registraram taxas de 4,0 no mesmo meio de
cultura testado, porém utilizando quatro explantes por frasco. Ja



Influéncia de Diferentes Tipos de Recipientes e Hibridos na Multiplicacdo in Vitro de
Abacaxizeiro Ornamental

Carvalho et al. (2005), pesquisando a var. bracteatus e na mesma
concentracao de BAP (4,44 uM), obtiveram taxas de 1,13, aos 60
dias.

Os trés hibridos estudados possuem como progenitores as
variedades bracteatus e erectifolius, sendo a primeira o progenitor
feminino de A e D, e a segunda, de B (Figura 1). Esses hibridos
também foram testados por Souza et al. (2012). Os autores
avaliaram o efeito de combinacdes de BAP e ANA na proliferacao
de brotos e na producao de mudas em larga escala, constatando
resposta diferenciada entre os hibridos, sendo que as taxas de
multiplicacao obtidas nos meios de cultura contendo BAP (2,22 uM)
e BAP (2,22 uM) + ANA (2,68 uM) variaram de 1,36 a 4,41, aos
45 dias, € 2,8 a 5,91, aos 90 dias.

Souza et al. (2013) enfatizam que, no caso dos gendtipos silvestres,

a resposta a um protocolo padrao é inconsistente, necessitando

de ajustes para a obtencado de melhores resultados, e que esse
comportamento tem sido observado nos hibridos de abacaxizeiro
ornamental obtidos no Programa de Melhoramento Genético da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, onde os parentais sdo genétipos
silvestres, como nos trabalhos de Souza et al. (2012) e com os hibridos
A, BeD.

Sendo assim, independentemente do tipo de recipiente empregado na
producao de mudas micropropagadas, as taxas obtidas para os hibridos
(2,53 a 2,64) estado dentro dos valores mencionados para a var.
erectifolius (SANTOS et al., 2015) e para os hibridos estudados por
Souza et al. (2012).

Tendo em vista que nao houve diferenca entre o nUmero de novas
brotacdes formadas, tanto em tubo de ensaio quanto em frasco, pode-
se inferir que ndo ocorreu competicdo por nutrientes entre os explantes.
Uma das causas pode ter sido a relacdo meio de cultura/explante, que
foi mantida constante, isto ¢, 10 mL, independentemente do tipo de
recipiente utilizado.
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Como nao foi registrada diferenca estatistica significativa entre os
tipos de recipientes testados, economicamente se recomenda o uso
de frascos em vez de tubo de ensaio na fase de multiplicacao, por
aumentar a eficiéncia de repicagens da mao de obra. Entretanto,
visando a obtencao de taxas maiores, devem ser testadas outras
concentracdes de BAP, bem como o uso de um maior nimero de
explantes e volumes de meio de cultura por frasco.

Em relacao a citocinina utilizada (BAP), tendo em vista a formacao

de brotacdes multiplas (Figura 2) recomenda-se testar concentracoes
menores do que a usada neste trabalho (4,44 puM). Araujo et al.
(2008) enfatizam que, apesar de a técnica de micropropagacao do
abacaxizeiro ter sido estabelecida, melhorias no protocolo dessa
espécie ainda sao necessarias, sobretudo no que se refere a utilizacao
de concentracoes de BAP e ANA. Macédo et al. (2003) verificaram
que concentracdes menores (1,11 uM de BAP) sdo as mais indicadas
para serem adicionados ao meio de cultura devido a maior facilidade
de individualizacao dos brotos na variedade de abacaxizeiro comestivel
Pérola.
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Conclusao

Os hibridos D e A se destacam quanto a taxa de multiplicacéo
quando sao utilizados frascos de vidro transparente com capacidade
aproximada de 220 mL. As taxas de multiplicacdo dos trés hibridos
de abacaxizeiro ornamental sdo muito semelhantes, quando a fase de
multiplicacao é realizada em tubos de ensaio.

Na fase de multiplicacdo, para qualquer um dos hibridos estudados,
podem ser empregados tanto tubos de ensaio quanto frascos de vidro
transparente com capacidade aproximada de 220 mL.
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