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MICROPROPAGAGAO E VIABILIDADE DE REGENERAGAO DE VARIEDADES
SILVESTRES DE ABACAXI CONSERVADAS IN VITRO

Autora: Marta Taluana Santos

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva Ledo

RESUMO - O Brasil € o centro de origem e dispersado do abacaxi, abrigando uma
importante diversidade genética, incluindo formas silvestres e cultivadas. Essa
variabilidade é fundamental, tanto para os programas de melhoramento genético,
quanto para a conservacao do germoplasma. Por outro lado, parte do éxito nos
programas de melhoramento depende muito da eficiéncia na propagacao dos
materiais usados como parentais ou dos selecionados. Dessa forma sao
importantes, tanto o estabelecimento de protocolos de propagacéao eficientes de
variedades silvestres, como acdes de conservacao de germoplasma. A
micropropagagao e a conservagao in vitro sdo técnicas de cultura de tecidos com
potencial para dar suporte tanto ao melhoramento genético quanto a conservagao
de germoplasma. Em vista disso o objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia
do cultivo de segmentos nodais de gendtipos da variedade silvestre Ananas
comosus var. ananassoides com vistas a micropropagagao e conservagao in vitro,
e avaliar a viabilidade e a posterior taxa de multiplicacao de diferentes genétipos
de Ananas comosus var. comosus conservados in vitro. Os resultados obtidos de
dez genotipos de abacaxi Ananas comosus var. ananassoide (25, 203, 205, 206,
207, 232, 2383, 465, 472 e 772) mostraram a eficiéncia no uso de segmentos
nodais para incrementar a micropropagacao de gendtipos silvestres, sendo que
dos dez avaliados o 203 foi o que apresentou o melhor desempenho, tanto na
formacao de segmentos nodais, como na regeneracao de plantas. Ja a viabilidade
dos acessos conservados apdés um periodo de quatro meses a um ano de
incubacao sob condicées de crescimento minimo mostrou que a relacédo entre o
tempo de conservacao e o estado fisiolégico da planta é resultado de um forte
componente genético associado as condi¢des de cultivo estabelecidas para a

conservagao in vitro.

Palavras-chave: Ananas comosus (L.) Merril, cultura de tecidos, conservagao de

germoplasma.



MICROPROPAGAGAO AND VIABILITY OF REGENERATION OF VARIETIES
OF WILD PINEAPPLE CONSERVATION IN VITRO

ABSTRACT

Author: Marta Taluana Santos
Advisor: Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva Ledo

Brasil is the Center of origin and dispersion of pineapple and has an important
genetic diversity considering wild and cultivated species. This variability is
fundamental both the breeding program and for the germplasm conservation.
However the succes of genetic breeding programs depends of an efficient
micropropagation protocol of used genotypes like parentals or selected hybrids.
So, is very important the establishment of efficient protocols of propagation of wild
varieties and the germplasm conservation. The micropropagation and the in vitro
conservation are techniques from tissue culture with potential to give support to
the genetic breeding program and germaplasm conservation. The aim of this work
was to evaluate the efficiency of nodal segmentes culture from genotypes of wild
variety of Ananas comosus var. ananassoides with the purpose of
micropropagation and in vitro conservation and the evaluation of the viability and
multiplication rates from different genotypes of Ananas comosus var. comosus
under in vitro conservation. The results of ten genotypes of pineapple Ananas
comosus var. ananassoide (25, 203, 205, 206, 207, 232, 233, 465, 472 and 772)
showed the efficiency in the use of segments nodal to improve the multiplication
rates in wild genotypes and that the ten evaluated the 203 was what made the
better performance, both in the training of nodal segments, as in the regeneration
of plants. Already the viability of genotypes conservation after a period of four
months to one year of incubation under conditions of minimum growth showed that
the relation between the time of conservation and the physiological state of the
plant is the result of a strong genetic compound associated with the conditions of

cultivation set for conservation in vitro.

Key-words: Ananas comosus (L.) Merril, tissue culture, germplasm conservation



INTRODUCAO

O abacaxi € uma planta monocotiledénea, herbacea, perene, da familia
Bromeliaceae, que se compde de um caule curto e grosso ao redor do qual
crescem as folhas em forma de calhas estreitas e rigidas, e no qual também se
inserem raizes axilares. O género Ananas é o mais importante da familia, pois
nele estdo incluidas as espécies comestiveis de abacaxi, pertencentes a
variedade botanica Ananas comosus var. comosus (L.) Merril, assim como outras,
usadas para producao de fibras (Ananas comosus var. erectifolius) ou para
ornamentacao de grande beleza, rusticidade e, acima de tudo originais.

Dentre os abacaxis ornamentais ja explorados estd, o “abacaxi de salao”
(Ananas comosus var. ananassoides), como € conhecido no Brasil, apresenta
plantas de porte médio, com folhas longas e estreitas, com espinhos
ascendentes. A inflorescéncia é pequena, ja o fruto pode ser globular a cilindrico,
de cores variadas, polpa branca, firme e fibrosa, com altos teores de agucar e
acido, nao servindo para alimentacado. (SOUZA et al., 2007).

O fruto do abacaxi comestivel é bastante apreciado em todo o mundo por
suas qualidades organolépticas, podendo ser consumido, tanto ao natural como
na forma de produtos industrializados. Possui reconhecido valor nutritivo e
qualidades terapéuticas, justificando a grande demanda e importancia econémica,
assim como o aumento da area cultivada no pais. Atualmente, o Brasil, ocupa o
primeiro lugar na producao de fruta fresca totalizando 2,29 milhdes de toneladas
ao ano (FAO, 2007).

Em relagdo a producao nacional, o estado do Para é o principal produtor
com 354.244 (mil frutos), seguido da Paraiba com 343.291 (mil frutos), Minas
Gerais com 243.268 (mil frutos), Bahia com 134.309 (mil frutos) e S&o Paulo com
103.638 (mil frutos). O principal destino destes frutos tem sido o mercado nacional
de frutas frescas e, em menor propor¢ao, industrias de suco, polpa, compotas e
outras formas de processamento. (IBGE, 2007).
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As principais cultivares de abacaxi exploradas nos paises
produtores/consumidores sdo: Smooth Cayenne, Singapore Spanish, Queen, Red
Spanish, Pérola e Perolera, sendo que as cultivares Smooth Cayenne e Pérola
lideram o mercado brasileiro (GONCALVES et al., 2000; SOUZA, 2000;
GRANADA et al.,, 2004). A concentracdo do cultivo em poucas variedades,
principalmente na Smooth Cayenne, aliada a uma forte pressao antrépica, torna a
cultura bastante vulneravel a erosao genética e a severos riscos fitopatolégicos
(COPPENS D’EECKENBRUGGE; DUVAL, 1999). Essa situacao tem gerado
acoOes voltadas para o resgate de variedades locais, para a conservagao genética
desse germoplasma e geracao de novas variedades, por meio de melhoramento

genético.
Melhoramento genético do abacaxizeiro

No Brasil, existem poucos programas de melhoramento genético do
abacaxi, tendo sido os primeiros trabalhos, realizados por Giacometti (1978),
dirigidos para taxionomia e descricdo de -cultivares. Posteriormente, foram
desenvolvidos trabalhos de avaliagdo de germoplasma e competi¢cao de cultivares
(GADELHA, 1978; GIACOMELLI; TEOFILO SOBRINHO, 1984; CABRAL 1985,
1988; RITIZINGER, 1992; SPIRONELLO et al., 1997). Com relagdo a programas
de melhoramento, Spironello et al. (1994) estudaram o potencial de producao de
sementes em cultivares e clones de abacaxi; Cabral et al. (1993) obtiveram e
selecionaram hibridos de abacaxi resistentes a fusariose; Pinho et al. (1997)
isolaram protoplastos na cultivar Perolera.

A Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, localizada em Cruz das
Almas, Bahia, vem desenvolvendo um programa de melhoramento genético do
abacaxizeiro desde o inicio dos anos 80, visando principalmente obter cultivares
produtivas, adaptadas as condi¢cdes climaticas locais e resistentes as mais
importantes pragas e doencas. Como resultados desse programa, ja foram
langadas duas variedades, Imperial e Vitoria, ambas com folhas lisas, excelentes
propriedades organolépticas e resistentes a fusariose, principal doenca da cultura
(CABRAL ; MATQOS, 2005). Atualmente, além da obtencdo de variedades para o

uso na alimentagdo, o programa visa a geragao de variedades ornamentais de
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abacaxi, em vista da grande demanda de mercado que existe para esse produto
(SOUZA et al., 2006a).

Micropropagacao do abacaxizeiro

A forma de propagacao do abacaxizeiro é predominantemente assexuada
e 0 método convencional de produgdo de mudas € a partir de brotacdes laterais
da planta (mudas tipo filhote e tipo rebentédo), ja que a coroa acompanha o fruto
no momento da comercializagdo (REINHARDT; CUNHA, 1999). O numero de
plantas obtido por esse método é reduzido, tornando-se um dos fatores limitantes
para a expansao da cultura e para o lancamento de novas variedades, uma vez

que os ensaios de desempenho regionais demandam elevado nimero de plantas.

A produgéo de mudas de abacaxi em laboratério vem sendo realizada com
éxito, a partir da técnica de micropropagacao, permitindo a obtencdo de um
elevado numero de plantas com uma condicdo fitossanitaria garantida. Esta
técnica nao s6 permite a producdo massal de plantas, como proporciona um
material sadio e uniforme, caracteristicas fundamentais para se iniciar novos
plantios, e obter bons resultados na produgcdo de mudas. As taxas de
multiplicagdo variam de acordo com o genoétipo, mas ja existe um protocolo
padrao para as principais cultivares comerciais de abacaxi garantida. (BARBOZA,
1999; GUERRA et al., 1999; ALBUQUERQUE, et al., 2000; VESCO et al., 2001;
FIROOZABADY ; GUTTERSON, 2003; SOUZA et al., 2003).

Na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, os primeiros trabalhos para
ajuste de protocolos de micropropagagao comecaram a ser desenvolvidos no
inicio dos anos 80, como suporte ao programa de melhoramento genético,
permitindo a producdo de mudas dos clones selecionados (CABRAL et al., 19883;
MATOS et al.,, 1988). Atualmente, a micropropagacao é utilizada de forma
rotineira no langcamento de novos hibridos, ainda que seja necessaria uma
adequacéao do protocolo para cada nova variedade.

Nos ultimos anos, no entanto, com a ampliagdo do programa de
melhoramento genético visando a obtengdo de variedades ornamentais (SOUZA
et al.,, 2006a), o uso de gendtipos silvestres como parentais de interesse vem
sendo incrementado a cada dia. No entanto, a micropropagacao de variedades
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silvestres pela indugcéo de gemas adventicias a partir do cultivo de gemas axilares
e subcultivos sucessivos, tem sido inexpressiva, principalmente para os genétipos
da variedade botanica Ananas comosus var. ananassoides (SILVEIRA et al.,
2006). Alguns gendtipos produziram apenas uma planta, resultado da expressao
da dominancia apical da gema cultivada, ou um numero de plantas muito
reduzido, com uma condig&o fisiol6gica desfavoravel.

A micropropagacao por meio do cultivo de segmentos nodais de plantas
estioladas in vitro € uma estratégia proposta por Kiss et al. (1995) para evitar o
surgimento de plantas variantes. De acordo com os autores, as baixas
concentracdes de reguladores vegetais que sdo necessarias para favorecer o
estiolamento das hastes e a auséncia de zonas de corte ao redor dos nés, tornam
o risco de variagdo somaclonal mais baixo. Nos ultimos anos varios trabalhos tém
relatado a utilizagdo dessa estratégia e com taxas de multiplicagdo elevadas,
demonstrando a eficiéncia desse processo para incrementar a producao de
mudas (MAYNARD; BASSUK, 1996; BARBOZA; CALDAS, 2001; MOREIRA et
al., 2003; SANTOS et al., 2007),

Dessa forma o estiolamento das poucas plantas produzidas, nesses casos
especificos, pode ser uma estratégia interessante no incremento das taxas de

multiplicagdo dessas variedades.

Conservacao in vitro de germoplasma de abacaxi

Como suporte aos programas de melhoramento genético, a Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical mantém um banco de germoplasma (BAG) com
aproximadamente 670 acessos dos géneros Ananas e outras bromelidceas,
sendo considerada a maior colecdo de abacaxizeiro e espécies afins do mundo
(CABRAL et al., 2006). A conservagao dessas espécies vem sendo realizada sob
forma de colecdo em campo (ex situ) e a introdugcdo de uma cépia de seguranca
in vitro vem sendo conduzida desde 2003 (SOUZA et al., 2006a). Estima-se que
grande parte da variabilidade genética natural dessa fruteira esteja ai
representada a partir de coletas realizadas em diversas partes do territdrio
brasileiro.

O Brasil é o centro de origem e dispersdao do abacaxizeiro e espécies afins

com a ocorréncia de uma importante diversidade genética incluindo formas



primitivas, cultivadas e intermedidrias, com relacbes genéticas entre elas
(COPPENS D’EECKENBRUGGE et al., 1997). Aliada as diversas estratégias de
conservagao, como o BAG ex situ, e a conservagao de sementes, a conservacao
in vitro de plantas micropropagadas é uma das alternativas de conservacgao de
germoplasma e vem sendo largamente utilizada em muitas espécies de
importancia econdmica, notadamente naquelas propagadas assexuadamente.
Dentre as vantagens de um BAG in vitro, pode-se ressaltar a manutengdo de um
grande numero de acessos num pequeno espaco fisico e livre das intempéries e
riscos que existem no campo. Adicionalmente, esse método garante maior
seguranga aos procedimentos de intercambio de germoplasma, uma vez que o
material vegetal é introduzido, mantido e transportado sob condi¢cdes assépticas.

A introducéo da cépia de seguranca do BGA de abacaxi “in vitro” deveu-se,
principalmente, as perdas expressivas de diferentes acessos, por causas
variadas, que podem ser desencadeadas por fatores bidticos, como pragas e
doencas, ou abibticos, como problemas de clima e solo, incluindo problemas de
adaptacao de variedades oriundas de condi¢des edafoclimaticas muito distintas.

A obtencdo das plantas para esse tipo de conservagdo, se realiza
principalmente por meio do cultivo asséptico de gemas axilares, técnica basica
usada para a micropropagacao dessa espécie. (SOUZA et al.,2006a).

A manutencdo das plantas in vitro, por longos periodos, implica no
estabelecimento de condicées de crescimento especificas, visto que uma das
grandes desvantagens desta técnica é a necessidade de subcultivos periddicos, o
qgue a torna nao sé laboriosa, mas também onerosa, sendo necesséario adequar
condigbes para retardar o crescimento das plantas e diminuir o numero de
repicagens que devem ser feitas (SOUZA et al., 2006b).

As condi¢des estabelecidas no BAG in vitro de abacaxi da Embrapa tém
proporcionado resultados promissores para muitas variedades com registros de
até vinte e quatro meses de cultivo continuo sem a realizacdo de subcultivos
(SOUZA et al., 2006c). No entanto, a grande variacdo na resposta ao protocolo
estabelecido, principalmente, no que se refere as variedades silvestres, tem se
tornado um desafio na manutenc¢ao dessa colegéo.

Outro aspecto que deve ser considerado na conservacgao in vitro € a
viabilidade e a posterior micropropagacdo das plantas conservadas,
principalmente se a condicdo de conservagdo se baseia no estabelecimento de
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taxas de crescimento minimo ou reduzido. Em abacaxi, ndo existem trabalhos que
mostrem os efeitos que a redugcao no metabolismo das plantas conservadas por
um longo periodo possa exercer na sua posterior recuperagdo. No caso mais
especifico de intercAmbio de germoplasma, a capacidade de resgate e de
multiplicacdo dessas plantas torna-se um aspecto crucial para o demandante
desse material.

Em vista do exposto os objetivos desse trabalho foram a avaliagdo da
eficiéncia do cultivo de segmentos nodais de genoétipos da variedade botanica
Ananas comosus var. ananassoides com vistas a micropropagacao e
conservacgao in vitro e a avaliacao da capacidade de micropropagacao e posterior
regeneragcdo de diferentes gendtipos de Ananas comosus var. comosus

conservados in vitro.
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CULTIVO IN VITRO DE SEGMENTOS NODAIS DE GENOTIPOS SILVESTRES
DE ABACAXI

Autora: Marta Taluana Santos
Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva Ledo

RESUMO: O uso de segmentos nodais de plantas estioladas consiste em uma
alternativa interessante na micropropagacao do abacaxizeiro. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a micropropagacao de dez genétipos da variedade botanica
Ananas comosus var. ananassoides de abacaxi utilizando segmentos nodais de
plantas estioladas in vitro. Foram inoculadas 14 plantas de cada genétipo (25,
203, 205, 206, 207, 232, 233, 465, 472 e 772) em meio de cultura MS, acrescido
de 30 g. L de sacarose e solidificado com 7 g.L" de 4gar e pH ajustado em 5,8
para a fase de estiolamento, realizada sob condicdo de escuro a 27+1°C. Os
segmentos nodais estiolados, para a etapa de multiplicagdo, foram cultivados em
meio MS acrescido de 30 g. L de sacarose, 0,1 mg. L' de ANA e 0,2 mg. L de
BAP, solidificado com 7 g.L™' de agar e pH ajustado em 5,8, sendo as condicdes
de incubacdo em fotoperiodo de 16 h, intensidade luminosa de 22 pEm?s’'a
27+1°C. Para avaliar o estiolamento apds 60 e 90 dias de incubagcdo foram
medidas as seguintes variaveis: comprimento da haste principal (cm) nimero de
hastes, nimero de segmentos nodais formados por haste e formacao de
agregados. As taxas de multiplicagdo, medidas na segunda etapa do trabalho,
foram avaliadas em cinco subcultivos, em intervalos de 45 dias, considerando-se
0 numero de brotos/planta. A resposta dos genétipos ao estiolamento foi variavel
e as melhores taxas de multiplicagdo foram obtidas com o gendtipo 203. A
estratégia de estiolamento mostrou-se eficiente para a maioria dos gendétipos
avaliados.

Palavras-chaves: Producdo de mudas, micropropagacao, cultura de tecido,
Ananas comosus var. ananassoides.



12

IN VITRO CULTURE OF NODAL SEGMENTS OF WILD PINEAPPLE
GENOTYPES

Author: Marta Taluana Santos
Advisor: Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva Ledo

ABSTRACT: The use of nodal segments from in vitro etiolated plants is an
alternative to micropropagation of pineapple plants. The aim of this work was to
evaluate the micropropagation of ten genotypes (25, 203, 205, 206, 207, 232, 233,
465, 472 e 772) from the wild varieties of Ananas comosus var.ananassoides
using nodal segments from in vitro etiolated plants. Fourteen plants of each
genotype were introduced in MS medium culture with 30 gL' of sucrose and
solidified with 7 gL™ of agar with pH adjusted to 5.8 in the stage of etiolating under
dark condition at 27 £ 1 °C. The nodal segments obtained were used for
multiplication and were inoculated on MS medium with 30 gL™' sucrose, 0.1 mg.L"
of NAA and 0.2 mg.L" of BAP, solidified with 7 gL' agar and pH adjusted to 5.8,
under 16 h photoperiod and light intensity of 22 nEm™?s™. and 27 + 1 °C. To
evaluate plant etiolating the following traits were measured after 60 and 90 days of
incubation: length of the principal stem (cm); number of stems; number of nodal
segments/stems and formation of aggregates (clusters). The multiplication rates
were evaluated in five subcultures at intervals of 45 days, considering the number
of buds per plant. The response of genotypes to etiolatin was variable and the best
multiplication rates were obtained with the genotype 203. The use of nodal
segments from in vitro etiolated plants showed to be effective for most genotypes

evaluated.

Key words: plant material, micropropagation, tissue culture, Ananas comosus var.

ananassoides
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INTRODUCAO

O método convencional de propagacao do abacaxizeiro é feito por meio de
mudas formadas a partir de diferentes partes da planta: coroa, filhote, rebentdo ou
filhote-rebentao, no entanto, as brotagdes laterais da planta sdo mais utilizadas, ja
que a coroa acompanha o fruto no momento da comercializagdo. A qualidade da
muda é um fator de extrema importancia na implantacdo do cultivo, a producgéo
em larga escala e livre de patdgenos tem sido um dos fatores limitantes ao
desenvolvimento eficiente da cultura (VESCO et al., 2001; SILVA et al., 2007).

Os métodos utilizados na propagacao convencional do abacaxi podem
disseminar a fusariose (Fusarium subglutinans f. sp. ananas), principal doenca da
cultura e responsavel por perdas elevadas de produtividade, resultando em
prejuizos econdmicos significativos. Adicionalmente, esse tipo de propagacéo é
lento e proporciona um reduzido numero de mudas, o que se constitui num
problema para os programas de melhoramento genético, em fungédo da grande
demanda de plantas para os ensaios regionais de desempenho e, posteriormente,
para o langamento da nova variedade no mercado.

Dessa forma, as técnicas de micropropagagcao por cultura de tecidos,
tornaram-se uma ferramenta importante para superar a baixa producdo de mudas
do abacaxizeiro e vém sendo desenvolvidas e aprimoradas nos ultimos anos
(BARBOZA, 1999; GUERRA et al., 1999; ALBUQUERQUE, et al., 2000; SOUZA
et al., 2002; VESCO et al., 2001; FIROOZABADY; GUTTERSON, 2003; MACEDO
et al., 2003; SOUZA et al., 2003; TAMAKI et al., 2007; MORAES et al., 2007).

Os explantes usualmente utilizados para a micropropagacdo do
abacaxizeiro sdo gemas laterais ou axilares, oriundas preferencialmente, de
mudas do tipo filhote ou entdo de filhote-rebentdo (GUERRA et al., 1999; SONEJI
et al., 2002). A fonte do explante € sem duvida, um dos fatores mais importantes,
tanto para a obtencdo de boas taxas de multiplicacdo, assim como para a
manutencdo da estabilidade genética das plantas produzidas, evitando a
ocorréncia de variagdo somaclonal (SMITH et al., 2002).

As variedades cultivadas de abacaxi, de maneira geral, respondem de
maneira satisfatéria ao cultivo de gemas axilares, proporcionando um grande
namero de plantas a partir de uma Unica gema, necessitando, na maioria das

vezes, adequagOes a partir de um protocolo béasico (GUERRA et al.,, 1999;
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BARBOZA; CALDAS, 2001; SONEJI et al., 2002; SOUZA et al., 2003; TAMAKI et
al., 2007; MORAES et al., 2007).

No entanto as variedades silvestres, usadas nos programas de
melhoramento genético para abacaxis ornamentais tém mostrado um resultado
pouco significativo quando multiplicadas por esse sistema. Dentre as variedades
silvestres mais utilizadas nos cruzamentos para obtengao de hibridos ornamentais
de abacaxi, se encontra a variedade boténica Ananas comosus var.
ananassoides, cujo cultivo in vitro por meio de gemas axilares mostrou resultados
insignificantes, tendo alguns genétipos, produzido uma unica planta, que na
realidade € a expressdo da dominancia apical da gema que foi introduzida
(SOUZA et al., 2006; SILVEIRA et al.,2006).

Por outro lado, a estratégia de se utilizar segmentos nodais obtidos de
plantas estioladas in vitro, proposto em abacaxi por Kiss et al. (1995) para
minimizar os riscos de variagdo somaclonal, pode ser uma boa estratégia na
micropropagacdo e no incremento das taxas de multiplicacdo de variedades
silvestres. Essa técnica vem sendo usada de forma alternativa para as variedades
cultivadas e tem mostrado bons resultados no que se refere ao numero de plantas
produzidas (MAYNARD; BASSUK, 1996; BARBOZA; CALDAS, 2001; MOREIRA
et al., 2003; SANTOS et al., 2007; TAMAKI et al., 2007).

O estiolamento é o desenvolvimento de brotos por meio do alongamento
dos internédios da planta em condigdes de escuro. Pela auséncia de luz o tecido
se torna desclorofilado e assume uma coloracao esbranquicada, assim como uma
consisténcia mais fragil, suculenta, pela fina espessura das paredes celulares nao
lignificadas. Essa condicao parece favorecer a absorcdo do meio de cultivo, que
aliada a um numero maior de zonas de multiplicacao (entrends), aumenta o
potencial de multiplicacdo da variedade a ser micropropagada (HARTMANN et al.,
1990; MAYNARD; BASSUK, 1996).

A variedade botanica Ananas comosus var. ananassoides, objeto desse
trabalho, apresenta vasto potencial para uso como planta ornamental e ja esta
inserida no programa de melhoramento genético de abacaxi ornamental da
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. Varios genétipos dessa variedade
estdo sendo identificados e caracterizados para essa finalidade, justificando,
dessa forma, o desenvolvimento de protocolos de micropropagagdo, que
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permitam a obtencdo de elevado numero de mudas e assim, facilitem as futuras

avaliagcbes e lancamentos das variedades selecionadas ou dos hibridos obtidos.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a micropropagacao por segmentos

nodais obtidos de plantas estioladas in vitro de diferentes genétipos da variedade

botanica Ananas comosus var. ananassoides.
MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, utilizando-se dez gendétipos de
Ananas comosus var. ananassoides (25, 203, 205, 206, 207, 232, 233, 465, 472 e
772) oriundos do Banco ativo de Germoplasma (BAG) de abacaxi.

Como explante de partida utilizaram-se plantas regeneradas in vitro no
meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) a partir de gemas axilares (SILVEIRA et
al., 2006). As plantas obtidas foram reduzidas a um tamanho de
aproximadamente 1 cm, apds serem retiradas todas as folhas, deixando-se
apenas o talo, a fim de tornar homogéneo o material de partida. Para cada
gendtipo utilizou-se 14 plantas que foram colocadas em tubos de ensaio contendo
meio MS suplementado com 0,1 mg. L' de ANA e 0,2 mg. L de BAP, acrescido
de 30 g. L de sacarose, solidificado com 7 g.L"' de 4gar e pH ajustado em 5,8
para inducao do estiolamento as plantas foram incubadas em condigdes de
escuro e a uma temperatura de 27°C = 1 °C. Realizou-se uma avaliagdo apés 72
horas de inoculagao para verificacdo de contaminacdes bacterianas.

Aos 60 e 90 dias de cultivo realizou-se a avaliagao das seguintes variaveis:
comprimento da haste principal (cm), nimero de hastes, numero de segmentos
nodais formados por haste e possivel formacao de agregados. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 14 repetices, sendo
cada repeticao formada por um tubo de ensaio com um explante. Os dados foram
analisados pelo programa estatistico SAS — Statistical Analysis System (SAS,
2000) e as médias dos tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.

Para o ensaio de micropropagacao, os segmentos nodais formados foram
quantificados e em seguida transferidos para frascos contendo meio de cultura
MS acrescido de 0,1 mg. L' de ANA e 0,2 mg. L' de BAP, solidificado com 7 g.L™
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de agar e pH ajustado em 5,8. Utilizaram-se 7 segmentos de haste /frascos, que
posteriormente, foram incubados em sala de crescimento, fotoperiodo de 16
horas, com temperatura controlada (27 = 1°C) e intensidade luminosa de 22 uEm’
25", Foram realizados cinco subcultivos em intervalos de 45 dias e quantificados o
nuamero de brotos obtidos por segmento nodal cultivado.

Foi realizada andlise de varidncia para a varidvel numero de brotos
considerando o modelo estatistico do delineamento inteiramente casualizado no
esquema fatorial 10 x 5, 10 gendtipos e 5 subcultivos. Os dados foram
transformados para raiz quadrada (x + 0,5) visando o atendimento das
pressuposicdes da analise de variancia. Para comparagao das médias, utilizou-se
o teste de agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade através do
programa estatistico SAS — Statistical Analysis System (SAS, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de se utilizar plantas in vifro como explantes de partida, foram
observadas porcentagens de contaminagdes bacterianas nos genétipos 205, 207
e 772 que chegaram a 7,14%, 21,42% e 50% respectivamente. Essas
contaminagcdes foram provavelmente, causadas por bactérias endofiticas, de
ocorréncia muito comum em materiais silvestres, especialmente aquelas que
permanecem latentes in vitro, ou seja, ndo apresentam crescimento visivel no
meio nem sintomas nos tecidos. As bactérias apresentavam consisténcia leitosa,
esbranquicada e proliferaram ao redor do explante, sintoma caracteristico de
contaminagcdes enddgenas. Nem sempre € possivel detectar a presenca desses
microorganismos no inicio do cultivo, muitas vezes, levando vérios subcultivos
para que surjam, quando um grande numero de plantas j& estd propagado,
causando enormes perdas e prejuizos (PEREIRA et al., 2003). Nesse trabalho, o
procedimento de repicagem, que implica em corte no tecido, pode ter disparado o
processo de contaminacdo. O uso de antibidticos é indicado em casos de
frequiéncias elevadas de contaminacéo e, ainda que possam causar problemas de
intoxicacdo ao tecido vegetal, vém sendo utilizados em casos especificos
(LEIFERT et al., 1991; TENG; NICHOLSON, 1997; MONTARROYOS, 2000). Em
abacaxi, ja existem trabalhos de fitopatologia de plantas que identificaram

algumas bactérias endofiticas como, por exemplo, Erwinia ananas o que facilita a
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escolha do antibiético especifico para o controle in vitro (CID; ZIMMERMANN,
2006).

No que se refere a avaliagdo do estiolamento das plantas, observou-se que
aos sessenta dias de incubacdo em auséncia de luz, as hastes cresceram muito
pouco e praticamente ndo houve formacao de entrends. O tempo de estiolamento
e da formacgao de entrends € bastante dependente, ndo apenas do gendétipo, mas
também do meio de cultivo utilizado, como vem sendo registrado na literatura.
Kiss et al. (1995) precursores no uso dessa estratégia, registraram que aos 35
dias de cultivo, o comprimento médio das plantas estioladas da variedade
Espanhola Roja, chegou a aproximadamente 7,0 cm formando de seis a nove
segmentos nodais por haste em meio MS contendo 10 uM de ANA. Por outro
lado, Barboza; Caldas (2001) obtiveram 11,3 segmentos nodais por broto
estiolado aos 60 dias de cultivo com o abacaxizeiro hibrido PE x SC-52, apéds
avaliar as auxinas ANA e AlA alcancando os melhores resultados com o uso de
1,86 mg. L™ de ANA.

O uso de reguladores de vegetais, assim como diferentes periodos de
escuro para a inducao do estiolamento de plantas de abacaxi da cultivar Pérola,
também foram testados por Moreira et al. (2003). A combinagdo de 1,8 mg. L' de
ANA e 2 mg.L" de BAP proporcionou os melhores resultados aos 50 dias de
cultivo (10,78) em contraste com o outro tratamento, 0,1 mg.L"" de ANA com 0,5
mg.L™" de BAP, que proporcionou 8,19 segmentos nodais em 80 dias de cultivo.
Entretanto, esses mesmos autores ressaltaram que o maior incremento no
comprimento de brotos em fungédo do tempo de escuro, foi observado quando nao
se usou nenhum regulador de crescimento, concordando com os resultados de
Praxedes et al. (2001), que verificaram que o estiolamento in vitro do abacaxizeiro
Pérola pode ser obtido sem a adicdo exdgena de reguladores vegetais.

Tamaki et al. (2007), em trabalho mais recente com a cultivar "Smooth
Cayenne’ testaram diferentes concentragées de macronutrientes para o cultivo in
vitro de clones dessa variedade, a partir de segmentos nodais de hastes
estioladas cultivadas em meio MS sem qualquer regulador de crescimento.
Procederam a sucessivos ciclos de estiolamento para se obter novas plantas,
onde o processo foi repetido até a obtencao de cerca de 700 nés no total nimero
de explantes necessarios para o estabelecimento do experimento de multiplicacao

Este fato vem consolidar a viabilidade desse tipo de trabalho para obtencéo de
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mudas de qualidades. (SOUZA et al., 2007; CANTO, 2003), avaliaram diferentes
tratamentos, combinando ANA e GA3;, para o estiolamento de plantas do hibrido
PE x SC-60 (Perolera x Smooth Cayenne) e verificaram que o meio de cultura
suplementado com 1 mg.L™" de ANA, proporcionou a média de 9,6 segmentos por
haste aos 90 dias de cultivo.

Os resultados discutidos acima, evidenciam que as respostas aos meios de
cultivo para a inducao do estiolamento sdo bastante variaveis entre os genétipos
avaliados, tanto no tempo necessario para o estiolamento da planta, quanto no
numero de segmentos nodais obtidos. Ainda que o uso de ANA, de acordo com
alguns trabalhos, favorece o estiolamento quando utilizado, nao parece ser
fundamental para que o processo ocorra ao contrario da condicdo de escuro, que
parece ser essencial para a obtencao do alongamento da haste.

Os resultados obtidos nesse trabalho diferem principalmente, no que se
refere ao tempo necessario para o alongamento da haste. Aos trinta dias nao
havia praticamente nenhum crescimento, enquanto aos sessenta dias de cultivo,
0 que se observou, na maioria dos genétipos, foram folhas estioladas, porém sem
nenhuma formagao de segmentos nodais (Figura 1).

No entanto o BGA203 e BGA205 foram aqueles que apresentaram hastes

ligeiramente estioladas, com entrends mais definidos aos 60 dias de cultivo.

Figura 1. Plantas em condi¢des de escuro aos 30 (A) e 60 dias de cultivo com

entrends mais definidos (B) e sem hastes com presencga de entrends, onde se
observa apenas o estiolamento das folhas (C).

Esse é o primeiro trabalho de estiolamento a ser realizado com diferentes
gendtipos silvestres de abacaxi, cujo comportamento in vitro ainda ndo esta bem

esclarecido, ainda que tém demonstrado, por varios ensaios preliminares,
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demandas préprias, quando comparadas com as variedades cultivadas. Com
excecao das variedades de Ananas comosus var. erectifolius (= Ananas lucidus)
ja largamente usada como planta ornamental e da variedade Ananas comosus
var. bracteatus, ambas com altas taxas de multiplicacdo in vitro, as outras
variedades silvestres de abacaxi demandam desenvolvimento de protocolos mais
eficientes de micropropagacao (SILVEIRA et al., 2006; CUNHA et al., 2006).

Aos noventa dias, no entanto, ja foi possivel medir e avaliar as variaveis
determinadas no inicio do trabalho, como pode ser observado na Tabela 1.
Porém, se compararmos as médias obtidas para o comprimento da haste aos 90
dias de cultivo, com os trabalhos discutidos anteriormente, concluimos que o
desempenho dos gendétipos silvestres € bem menor do que o observado com as
variedades cultivadas.

Tabela 1. Média do comprimento da haste principal, nimero de hastes e nimero

de segmentos nodais formados por haste apds 90 dias de cultivo in vitro.

Gendtipos Comprimento da  Numero médiode ~ Numero médio de

haste principal (cm) hastes secundarias segmentos nodais
por haste

BGA 25 428 b 0,93 b 3,00 b

BGA 203 7,90 a 2,14 a 6,46 a

BGA 205 6,15 a 0,93 b 5,00 a

BGA 206 3,19b 0,57 c 1,57 c

BGA 207 5,37 a 0,86 b 4,50 a

BGA 232 290b 0,64 c 1,93 ¢

BGA 233 1,47 b 0,29 ¢ 0,50 ¢

BGA 465 3,46 b 0,57 ¢ 3,36 b

BGA 472 1,71b 0,55¢ 1,09c¢c

BGA 772 7,04 a 0,85b 3,07 b

CV (%) 71,90 74,52 81,22

Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott a% de probabilidade

Os gendtipos BGA203 BGA205, BGA207 e BGA772 apresentaram o0s
maiores comprimentos de hastes variando de 5,37 a 7,90 cm, enquanto as
menores hastes foram observadas nos acessos BGA233 e BGA472.

Quanto ao numero de hastes secunddrias formadas registrou-se pouca
producédo de haste para a maioria dos gendtipos, sendo que o BGA203 produziu
em média 2,14 hastes por planta inoculada. O uso de reguladores vegetais pode
estimular a produgé@o de hastes secundéarias no processo de estiolamento. Nesse
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trabalho o uso de BAP nessa fase pode ter induzido a formacdo dessas
estruturas, aumentando dessa forma a quantidade de explantes de partida para
trabalhos com micropropagagcédo. Outro aspecto observado foi a diferenga no
diametro das hastes entre os genotipos (Figura 2).

Tao importante quanto o comprimento da haste é o numero de nés, ou
segmentos nodais que possam ser gerados pelas condicbes de estiolamento,
uma vez que serao essas estruturas que servirao de explantes para a posterior

multiplicacdo do material.

Figura 2. Detalhes da formagdo de hastes secundarias e de
agregados na base das plantas e diferengas no diametro de
hastes de diferentes genotipos.

Em andlise de correlagao realizada foi possivel verificar que a correlagao
entre o comprimento da haste e o numero de segmentos nodais é alta (0,85**) e
caracteriza um comportamento importante e ja observado em trabalhos
anteriores. (MOREIRA et al., 2003; SANTOS et al., 2007).

Souza et al. (2007) constataram igualmente uma correspondéncia entre
essas variaveis, inferindo que os diferentes tratamentos que utilizaram néo
influenciaram na distancia entre os nd. Esse comportamento vem sendo
registrado também em outras espécies, como € o caso das orquideas (RAMOS;
CARNEIRO, 2007). O aumento do numero de segmentos nodais pode ser obtido
com maior alongamento da haste, que por sua vez pode ser independente do uso

de reguladores vegetais.
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O BGA203, que mostrou os melhores resultados nas trés variaveis
observadas, apresentou, no entanto a formacdo de agregados na base das
plantas, que pode ter sido induzido pela adicdo do BAP ao meio de cultura ainda
que em baixa concentracdo. No caso de agregados, gemas minusculas em
grandes quantidades, pode ser interessante para a posterior fase de
multiplicagdo. Moreira et al. (2003), no entanto, constataram expressiva presenca
de calos, ao inocular plantas da variedade cultivada Pérola, para estiolar em meio
com 1,8 mg. L' de ANA e 2 mg.L" de BAP, nesse caso, provavelmente devido &
presenca de uma concentragao elevada de auxina.

Os resultados obtidos entre os diferentes acessos para o estiolamento,
principalmente no que se refere ao comprimento da haste, confirma o efeito do
genotipo dentro de uma mesma variedade.

Na Tabela 2 sdo apresentados as médias dos numeros de brotagdo para
os dez gendtipos nos cinco subcultivos realizados, assim como o coeficiente de
correlacdo de Pearson do numero total de plantas e o numero de segmentos
nodais formados. A correlagéo é altamente significativa em todos os subcultivos,
deixando evidente que o meio utilizado foi eficiente para a regeneracdo das
plantas a partir dos segmentos cultivados, apesar das diferengas observadas no
crescimento das plantas (Figura 3).

Os gendtipos 203, 205 e 207 apresentaram as melhores médias nos dois
primeiros subcultivos, sendo que apenas o 203 continua até o quinto subcultivo
como o material mais produtivo em termos de brotos. Por outro lado os genétipos
233 e 472 tiveram a média de brotacées mais baixa nesses subcultivos iniciais.
Com excecao do gendtipo 25 que obteve o maior numero de brotos no 3°
subcultivo, os demais genétipos apresentaram os maiores valores do niumero de
brotos nos dois ultimos subcultivos.

Segundo Grattapaglia; Machado (1998) as gemas axilares podem nao
apresentar a mesma razdo de multiplicagdo in vitro; enquanto algumas gemas
apresentam maiores e mais rapido potencial de multiplicagédo. Essa diferenga
observada € esperada uma vez que, varios relatos, ndo apenas em abacaxi,
ressaltam a gendtipo-dependéncia no cultivo in vitro, independente da técnica a

ser utilizada.
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Tabela 2. Numero de brotos médios 10 gendtipos de Ananas comosus var.
ananassoides apés 240 dias de incubagdo em sala de crescimento, cultivados no
meio MS suplementado com 0,1 mg.L"' de ANA e 0,2 mg.L" de BAP, durante
cinco subcultivos e coeficientes de correlacdo de Pearson do numero total de
brotos com 0 numero de segmentos nodais formados.

Subcultivo
Genotipos numero total de
1° 2° 3° 4° 5¢ brotos
25 3,00bC 6,50aC 17,25bA 6,50cC 9,50 cB 201
203 6,46 aC 7,87aC 33,14aB 30,50 aB 43,71 aA 1693
205 500aA 5,67aA 10,67cA 8,40cA 10,60 cA 253
206 1,57cB 1,67bB 6,14dA 533cA 7,43cA 164
207 450aB 5,00aB 12,29cA 14,63 bA 18,00 bA 455
232 1,93¢cB 3,00bB 4,67dB 10,80 bA 15,20 bA 203
233 0,50cC 3,00bB 13,00cA 11,00 bA 15,38 bA 350
465 3,36 bC 2,38bC 6,69dB 11,08 bA 12,92 bA 477
472 1,09¢cB 2,00bB 7,80dA 10,75bA 13,25 bA 181
772 3,07bC 4,17aC 850dB 15,50 bA 17,50 bA 317
r 0,99** 0,74* 0,66* 0,67* 0,66* 0,70*

** e * significativo a 1 e 5 % de probabilidade, respectivamente, pelo teste de t.
Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e maiusculas nas
linhas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Barboza e Caldas (2001) realizaram apenas um subcultivo para verificar a
capacidade de regeneracdo dos segmentos nodais e verificaram que em todos os
tratamentos houve uma tendéncia de redugcdo do numero de plantulas
regeneradas por n6 a medida que o numero de nés em cada haste aumentava.
De acordo com os autores, ainda que meio o MS suplementado com 2 mg.L™" de
BAP tenha proporcionado a maior média de plantas regeneradas, o meio
enriquecido com ANA promoveu um grande numero de gemas na base da planta,
ou seja, quanto maior o numero gemas/ hastes menor o numero de brotagdes. Os
mesmo autores sugerem que um segundo subcultivo os resultados poderia ser
diferentes.
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Figura 3. Plantas regeneradas a partir de segmentos nodais

estiolados de diferentes gendétipos de abacaxi silvestre.

No presente trabalho, ndo foi realizado um experimento para avaliar
diferentes meios de cultura na etapa de regeneragdo, mas se utilizou o meio
basico empregado para diferentes variedades de abacaxi, onde as concentracdes
baixas de ANA (0,1 mg. L") e de BAP (0,2 mg. L"), garantem boa taxa de
multiplicagéo, para as variedades cultivadas, sem risco de variagdo somaclonal
(SOUZA et al., 2005). Se compararmos as taxas de multiplicagdo obtidas nesse
trabalho com as taxas de multiplicacéo registradas para as variedades cultivadas,
se verifica que séo significativamente inferiores (BARBOZA, 1999; GUERRA et
al.,, 1999; ALBUQUERQUE et al., 2000; PASQUAL et al., 2001; VESCO et al.,
2001; FIROOZABADY; GUTTERSON, 2003; MACEDO et al., 2003; SOUZA et al.,
2003; TAMAKI et al., 2007; MORAES et al., 2007), evidenciando as dificuldades
de se proceder a multiplicagédo in vitro dessas variedades silvestres. Entretanto,
se compararmos 0s resultados com os trabalhos preliminares realizados com
essa variedade (SILVEIRA et al., 2006), se constata que o estiolamento
incrementa de forma satisfatoria as taxas de multiplicagcdo, mostrando-se uma
estratégia interessante e que pode ser aprimorada, ndo apenas na etapa de
inducao do estiolamento, mas na regeneracao das plantas a partir dos segmentos
nodais obtidos.
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CONCLUSAO

A formacédo de segmentos nodais para uso na regeneracdo de plantas
dessa variedade se da aproximadamente aos 90 dias de cultivo.

Entre os 10 gendtipos avaliados de Ananas comosus var. ananassoides o
203 foi o que apresentou o0 melhor desempenho, tanto na formacao de segmentos
nodais, como na regeneracgao de plantas.

A estratégia de multiplicar gendtipos silvestres de abacaxi Ananas comosus
var. ananassoides utilizando segmentos nodais de plantas estioladas in vitro

produziu resultados satisfatorios para todos os genétipos.
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VIABILIDADE E MICROPROPAGACAO DE GENOTIPOS SILVESTRES DE
ABACAXI APOS CONSERVACAO IN VITRO

Autora: Marta Taluana Santos
Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva Ledo

RESUMO: A conservagéo in vitro de abacaxizeiro se baseia no estabelecimento
de condigdes que visam a reducao das atividades metabdlicas das plantas a fim
de reduzir seu crescimento e aumentar os intervalos entre subcultivos, facilitando
dessa forma o manejo da colecdo. Pouco se sabe, no entanto, dos efeitos que
essa condicdo estabelecida tem sobre as plantas conservadas por longos
periodos. O objetivo desse trabalho foi avaliar a viabilidade e a micropropagacgéo
de diferentes gendtipos silvestres da variedade botanica Ananas comosus var.
comosus conservados in vitro.por um periodo de quarto meses a um ano As
plantas foram retiradas da camara de conservacdo e cultivadas em meio MS
suplementado com 0,2 mg.L™' de BAP e 0,1 mg.L™' de ANA, solidificado com 7 g.L’
! de 4gar e acrescido de 30 g.L! de sacarose. Em seguida foram mantidas em
sala de crescimento com intensidade luminosa de 22 pEm®s™, temperatura de
27°C e fotoperiodo de 16 horas. Os resultados obtidos ndo mostraram correlagao
do tempo de cultivo com a viabilidade das plantas conservadas, sugerindo um
forte componente genético no comportamento observado. As taxas de
multiplicacao foram variaveis, sendo que o genétipo BGA16, conservado por 4
meses e que apresentava plantas bem desenvolvidas apresentou 0 maior nimero
total de plantas, contabilizando 524 ao final do quinto subcultivo. O BGA334, com
4 meses de conservagao apresentou a menor viabilidade com as menores taxas
de multiplicagéo.

Palavras-chave: Ananas comosus var. comosus, crescimento minimo,

micropropagacao, cultura de tecidos
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VIABILITY AND MICROPROPAGATION OF WILD GENOTYPES AFTER IN
VITRO CONSERVATION

Author: Marta Taluana Santos
Adviser: Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva Ledo

ABSTRACT:

The pineapple in vitro conservation of is based on slow growth conditions in order
to reduce the metabolical activities promoting the reducing plant growth and to
enlarge the intervals of subculture, facilitating the management of the collection.
There are few information about the effect of the time conservation and that
specific condition on the plants. This work was to evaluate the viability of the
micropropagation of different wild genotypes of Ananas comosus var. comosus
kept in vitro conservation period. for a period of four months to one year. The
plants were taken from conservation chamber and cultivated in MS supplemented
with 0,2 mg.L™" of BAP and 0,1 mg.L" of NAA solidified with 7 g.L™" of 4gar and
added with 30 g.L™" of sucrose. The plants were incubated under 16 h photoperiod
at 24 + 2 °C, 70% and fluorescent light providing 22 pEm™s™. The results showed
no correlations between plant viability and the conservation suggesting a
significant genetic compound on the observed behavior. The multiplication rates
were variable and the best results was obtained with the BGA16 conserved by four
month. This genotype presented well developed plants and produced 524 plants
after five subcultures. The BGA334 with four month of conservation presented the

lower viability and multiplication rates.

Key words: Ananas comosus var. comosus, minimum growth, micropropagation,

tissue culture.
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INTRODUCAO

O Brasil € um dos centros de origem e diversidade genética do abacaxi
(Ananas comosus L. Merril, familia Bromeliacea) abrigando uma expressiva
variabilidade genética do género em seu territério. No entanto, o cultivo
sistematizado de poucas variedades e a agao antropica desordenada de areas de
ocorréncia desses materiais, tem causado erosdo genética no género,
demandando ac¢des voltadas para a conservacao desse importante germoplasma
(CABRAL; SOUZA, 2006).

Desse modo, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de atividades
como a coleta organizada, seguida de conservacao, caracterizagao, avaliacao e
uso, atividades consideradas de grande importancia para a sustentabilidade da
cultura do abacaxi, ja que o produto em questao possui uma base genética muito
estreita (CABRAL et al., 1998).

Uma expressiva colecdo de germoplasma desse género e de espécies
afins se encontra conservada atualmente no Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, em Cruz das Almas, no Estado da
Bahia. Os acessos sao mantidos em parcelas de 40 plantas, em fileiras simples
no espacamento de 1,20 m x 0,40 m, sob irrigacdo, adotando-se as praticas
culturais recomendadas no sistema de producao para abacaxi (CABRAL et al.,
2006). No entanto tem sido registrada ao longo dos anos, a perda de diferentes
acessos do género, devido a falta de adaptacao as condi¢coes edafoclimaticas da
regiao, ou apds cultivos sucessivos, provavelmente devido a incidéncia de pragas
e doencas. Dessa forma, mais de 100 acessos ja foram perdidos desde a
implantacdo do BAG em campo, que conta atualmente com 670 acessos (SOUZA
et al., 2006a).

Dentre as diversas estratégias ex situ, a conservacao in vitro de plantas
micropropagadas € uma alternativa de conservagdo de germoplasma que vem
sendo largamente utilizada em muitas espécies de importancia econdmica,
notadamente naquelas propagadas assexuadamente (WHITERS, 1989; DODDS,
1991; ENGELMANN, 1997; MALAURIE et al., 1998; LEMOS et al., 2002; SOUZA
et al., 2006). Essa estratégia de conservagdo esta baseada no cultivo das
colecdes em laboratério, em condi¢cdes assépticas, a partir de técnicas de cultura
de tecidos. Dessa forma, elimina os riscos inerentes as cole¢gées de campo,
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causados por fatores bidticos ou abioticos, com a vantagem adicional de ocupar
um pequeno espago fisico e facilitar sobremaneira o intercambio de
germoplasma.

As condigdes de cultivo normalmente estabelecidas para a conservagao de
germoplasma, visam a redugdo do metabolismo celular, influenciando, dessa
forma, as taxas de crescimento das plantas. A desaceleracado do crescimento in
vitro tem por objetivo aumentar ao maximo o intervalo entre os subcultivos,
reduzindo-se assim a mao-de-obra, os custos e os riscos de variagdo somaclonal,
decorrentes da excessiva manipulagao do tecido vegetal.

Em abacaxi existem poucos relatos publicados sobre essa estratégia de
conservagao. Ainda que colecdes sejam mantidas na Franca (CIRAD), Havai e
Cuba, os principais estudos estdo sendo desenvolvidos no Brasil (CANTO et al.,
2004; SOUZA et al., 2006).

Em 2004 deu-se inicio ao estabelecimento de uma cépia de seguranca in
vitro do germoplasma de abacaxi sob a guarda da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical (SOUZA; CABRAL, 2004). A obtengdo das plantas para a
conservagao in vitro se realizou por meio dos sistemas de micropropagagao dos
acessos a serem introduzidos, seguindo os protocolos basicos para introdugao
desses materiais, a partir de gemas axilares (SOUZA et al., 2005; SOUZA et al.,
2006a). O delineamento do Banco in vitro prevé a conservagao de dez plantas por
acesso em condi¢des de crescimento minimo, em meio basico MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) com a metade da concentracdo de sais, sem nenhum tipo de
regulador de crescimento, a uma temperatura de 21 + 1°C, intensidade luminosa
de 7,5 HNE m? s e um fotoperiodo de 12 h. A reducdo dos sais, da luz e da
temperatura, em conjunto, influencia na taxa de crescimento das plantas in vitro,
especialmente do abacaxi, bastante sensivel, principalmente as baixas
temperaturas e ao fotoperiodo, considerando diferentes técnicas apesar de varias
espécies, necessitarem na maioria das vezes, da presenca de reguladores
vegetais ministrados de forma exdégena no cultivo de tecidos, o uso dessas
substancias na conservagéo in vitro ndo é recomendada (VIEIRA ; DORNELAS,
1996), ainda que em algumas espécies vem sendo registrado o uso de inibidores
de crescimento.

O manejo dessa colecdo busca a manutengdo das plantas pelo maior

periodo possivel em bom estado fisiolégico a fim de garantir um retorno sem
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problemas as condigdes normais de multiplicagao in vitro ou para a aclimatizagao
in vivo. A retomada do crescimento das microplantas apdés o periodo de
conservagao sob crescimento lento deve ser restabelecida nas condigdes normais
de cultivo (LEMOS et al., 2002). Subcultivos freqlentes podem levar a ocorréncia
de variagcbes somaclonais, comprometendo todo o esforco de conservacao do
germoplasma. Esse, no entanto, € um dos aspectos que pode tornar esse tipo de
conservacao extremamente laboriosa, visto que o comportamento in vitro dos
genodtipos tem se mostrado bastante diferenciado, como mostraram algumas
avaliacoes preliminares realizadas nessa colecdo (SOUZA et al., 2006b).
Registrou-se tempos de conservagao (intervalos entre subcultivos) que variaram
de 90 a 709 dias, praticamente dois anos em aproximadamente 100 gendtipos.
(SOUZA et al., 2006c).

Pouco se sabe sobre os efeitos que as condigdes de cultivo, proprias para
a conservacao in vitro tém sobre a viabilidade e multiplicacdo dessas plantas,
aspecto de suma importancia, principalmente, no intercambio de germoplasma.
Considerando-se o tamanho da coleg¢do de abacaxi, sdo grandes os esfor¢os no
sentido de se realizar esses estudos em grupos de gendtipos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade e o potencial de
micropropagacao de gendtipos silvestres da variedade botanica Ananas comosus

var. comosus apos periodos variados de conservagao in vitro.

MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecido da
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. Foram utilizados nove acessos de
Ananas comosus var. comosus oriundos do BAG in vitro de abacaxi (BGA16,
BGA147, BGA334, BGA344, BGA555, BGA699, BGA710, BGA720, BGA800).
Essas variedades estavam sendo mantidas em meio MS com a metade da
concentragdo de sais acrescido de 30 g. L de sacarose, solidificado com 7 g.L™
de agar e pH ajustado em 5,8 e incubadas em sala de conservagdo, com
temperatura de 21°C, fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 7,5 uE
m? s por periodos que variaram de quatro meses a um ano. Nos quais 0s

acessos (BGA16, e BGA720) estavam com quarto meses, o (BGA334) com cinco



34

meses o0 (BGA555, BGA699 e BGA800) com seis meses, o (BGA344) com sete
meses o (BGA147) com oito meses e o (BGA701) com um ano.

Em camara de fluxo laminar foram realizadas avaliagbes utilizando as
seguintes variaveis: comprimento da folha D (CFD), com o auxilio de uma régua
graduada, considerando-se a medida compreendida entre a base do caule e a
extremidade da folha com maior tamanho, nimero de folhas senescentes (NFS) e
namero de folhas verdes (NFV) avaliadas pela contagem das folhas
individualmente. A partir das variaveis NFS e NFV foi calculada a percentagem de
folhas senescentes (PFS).

Apb6s as analises, seis plantas de cada acesso, oriundas do BAG foram
seccionadas préximas ao talo, sendo retiradas todas as folhas a fim de tornar
homogéneo o material de partida em 1 cm e colocadas em tubos de ensaio
contendo meio de cultura MS, acrescido de 30 g.L"' de sacarose, 0,1 mg.L"" de
ANA (4cido naftalenoacético) e 0,2 mg.L" de BAP (6-benzilamino purina),
solidificado com 7 g.L' de agar e pH ajustado em 5,8. Em seguida foram
mantidas em sala de crescimento com intensidade luminosa de 22 pEm?s™,
temperatura de 27°C e fotoperiodo de 16 horas. A avaliacdo do numero de
brotagbes foi realizada a cada subcultivo, em intervalos de 35 dias. Foram
realizados cinco subcultivos no total. Foi calculada a taxa de crescimento

geomeétrica (r), entre dois subcultivos subsequiientes, dada pela expressao r =

(,t/Vf/Vi —1)><100, em porcentagem, onde V; refere-se ao numero de brotos no

subcultivo posterior, Vi 0 nimero de brotos no subcultivo anterior e t o intervalo de
35 dias entre os 5 subcultivos. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com nove tratamentos (acessos) e seis repeticoes,
sendo cada repeticao formada por um tubo de ensaio com uma planta. Os dados
foram submetidos a analise de varidncia e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para o estudo das
relagbes entre as variaveis CFD, NFS, NFV, PFS, numero de brotos nos cinco
subcultivos e tempo de conservacgdo foi estimado o coeficiente de correlagdo
linear de Pearson. As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa
estatistico SAS - Statistical Analysis System (SAS, 2000). Para avaliar as
condicoes fisiologicas iniciais dos gendtipos e sua relagdo com o numero de

brotos formados nos cinco subcultivos foi realizada andlise multivariada pela
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técnica de componentes principais utilizando-se o programa STATISTICA
(STATISTICA, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 podem ser observadas plantas pertencentes aos acessos
avaliados e que foram selecionadas ao acaso dentro das repeticdes do banco,
para a realizacao desse trabalho. Em alguns acessos identificou-se a formacao de
agregados com estruturas folhosas e malformadas, que nitidamente interferiram
no desenvolvimento das plantas durante o tempo de conservacdo, como se
observa no BGA334, BGA344 e no BGA555. Essa formacao de agregados nao
corresponde ao que se espera quando as condigdes estabelecidas de cultivo
visam & redugdo do crescimento da planta. E um evento caracteristico nos
processos de multiplicagéo in vitro e depende muito do efeito do gendtipo que
esta sendo multiplicado, visto que é o resultado da interacdo entre reguladores
vegetais ministrados aos meios de cultivo e os niveis enddgenos desses
reguladores no explante (ALBUQUERQUE et al., 2000; FIROOZABADY ;
GUTTERSON, 2003).

Vale destacar, que o procedimento realizado para a introducéao das plantas
na conservagao inclui o corte da planta, com a retirada das folhas verdes, usado
também na multiplicacdo com o objetivo de eliminar a dominancia apical e
estimular as brotacbes laterais. Os gendtipos que apresentaram esse
comportamento deviam ter niveis endégenos de reguladores que em combinacao
com a eliminacdo da dominancia apical, foram suficientes para estimular brotos
laterais, que por sua vez nao se desenvolveram bem, devido as condigdes
estabelecidas na conservacao.

As avaliagbes referentes a folha D, ao numero de folhas verdes e de folhas
senescentes foram realizadas com o objetivo de indicar mais precisamente a
situacao fisioldgica das plantas no momento de sua retirada da conservacao in vitro
e transferéncia para as condi¢gdes normais de crescimento. A apresentacdo da
porcentagem de folhas senescentes é importante, a medida que a absciséo foliar é
um dos indicativos mais claros da dindmica de envelhecimento em varias espécies

vegetais. A retomada normal do crescimento depende preferencialmente da
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viabilidade da planta no momento da transferéncia que por sua vez esta
estreitamente relacionada com o estado fisiolégico da planta (LEMOS et al., 2002).

B
3

Figura 1. Plantas pertencentes aos diferentes acessos de Ananas comosus var.comosus

apos diferentes tempos de conservagao in vitro no BGA da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical.

Os valores médios das variaveis analisadas podem ser vistos na Tabela 1,
incluindo a porcentagem de folhas senescentes e o coeficiente de correlagdo de
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Pearson com o tempo de conservagdo in vitro dos nove acessos usados nesse
trabalho. Por outro lado, na Figura 2 estd o resultado referente a anadlise de
componentes principais considerando apenas essas variaveis com 0 objetivo de
identificar acessos que estivessem em condigbes fisiolégicas semelhantes no
momento da transferéncia para as condicbes normais de crescimento. Os dados
mostram que o estado fisiolégico das plantas parece ser independente do tempo de
conservagao dos gendtipos, visto que nao foram observadas correlagdes significativas
(Tabela 1) e nem padrées nos agrupamentos. (Figuras 2). Alguns gendétipos
apresentaram condicao Unica de desenvolvimento, ndo pertencendo a nenhum grupo,
como € o caso do BGA701, com 12 meses de conservagao e os gendtipos BGA720 e
BGA6G99 com 4 e 6 meses de conservacao, respectivamente. Essa falta de padrao no
comportamento das diferentes variedades ao longo do tempo de cultivo é talvez a
maior limitagdo da manutengdo e manejo de um banco de germoplasma in vitro e vem
sendo registrada em diferentes espécies. (MALAURI et al. 1998; LEMOS et al., 2002;
MARTIN ;PRADEEP, 2003; CANTO et al., 2004; FUKUDA et al., 2005; SOUZA et al.,
2006). O acesso BGA334 foi 0 que apresentou 0 desenvolvimento mais comprometido,
com 5 meses de conservacao, plantas muito pequenas, pouco desenvolvidas e com
(60,64%) de folhas senescentes; além do comportamento discutido anteriormente
quanto a formacao de agregados. Por outro lado, o BGA699, que também apresentou
uma elevada porcentagem de folhas senescentes (53,31%) aos 6 meses de
conservagao, tinha plantas mais desenvolvidas e visivelmente mais vigorosas. Esse
comportamento fica evidente principalmente com os genoétipos conservados por 4, 5 e
6 meses, dispersos em diferentes grupos.

A condicdo fisiolégica dessas plantas quando nas condicbes de
conservagdo, € um importante indicativo para determinar o momento do
subcultivo para cada acesso. No entanto, a maior dificuldade é determinar com
precisao qual o indicador que melhor expressa essa condicdo e o melhor
momento para realizar a transferéncia para um meio fresco. O resultado discutido
acima, em relagdo aos genotipos BGA334 e BGA699, reflete bem essa
dificuldade, visto que o acesso BGA334, deveria impreterivelmente ser repicado,
enquanto o BGA699 ainda poderia ser mantido em cultivo.



38

Tabela 1. Comprimento da folha D (CFD), niumero de folhas verdes (NFV),
namero (NFS) e percentagem (%FS) de folhas senescentes e coeficiente de
correlacado de Pearson das variaveis com o tempo de conservagao in vitro de 10

genotipos de Ananas comosus var. Comosus.

Periodo de

Gendtipos  conservacgao in vitro CFD NFV NFS % FS
BGA 16 4 meses 7,00b 9,33 ¢c 3,50 ¢ 27,28
BGA 147 8 meses 10,58 a 9,67 c 3,17 ¢c 24,69
BGA 334 5 meses 425¢c 4,33 d 6,67 b 60,64
BGA 344 7 meses 3,67 ¢ 6,00 d 450c 42,86
BGA 555 6 meses 7,75b 13,83 b 417 c 23,17
BGA 699 6 meses 785b 8,17 ¢ 9,33 a 53,31
BGA 701 1ano 10,17a 11,33b 6,83 a 37,61
BGA 720 4 meses 10,83a 17,50 a 3,33 ¢c 15,99
BGA 800 6 meses 517c 9,50 ¢ 417 c 30,50

r 0,25 -0,08 "® 0,27 "™ 0,12

Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2.5
20}
15
1.0}
0.5}
0.0}
05}

800 e
1.0} .

-1.5¢

CP 2:24.41%

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
CP 1:69.56%

Figura 2. Dispersao grafica dos escores em relacdo aos componentes principais

(CP 1 e 2) de 9 acessos de Ananas comosus var. comosus oriundos do BAG in

vitro de abacaxi considerando as variaveis comprimento da folha D, nimero de
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folhas verdes, numero de folhas senescentes e percentagem de folhas
senescentes.

A viabilidade das plantas apds o periodo de conservagao se reflete pela
retomada do crescimento normal, o que pode ser obtido cultivando-se as plantas
no meio de multiplicacdo e condicbes padroes de crescimento usados para
micropropagag¢ao das principais variedades cultivadas (TEIXEIRA et al., 2001;
SOUZA et al.,, 2005; BARBOZA; CALDAS, 2001). As taxas de crescimento
registradas nos 9 gendétipos ao longo dos 5 subcultivos podem ser observadas na
Tabela 2, juntamente com a correlacdo das mesmas com o tempo de
conservagdao. Da mesma forma que o observado com o estado fisiol6gico das
plantas, o tempo de conservagdo nao influenciou as taxas de crescimento ao
longo dos subcultivos, como mostra os resultados do coeficiente de Pearson,
onde nenhuma correlagéo foi significativa.

Alguns gendétipos apresentaram taxas de crescimento negativas, o que
significa que houve morte de algumas plantas apdés o procedimento de
transferéncia, que implica na retirada de todas as folhas senescentes e no corte
das folhas verdes e raizes velhas, cultivando-se a planta com aproximadamente 1
cm no novo meio fresco . O numero total de brotos por acesso nos 5 subcultivos
pode ser observado na Figura 3. E interessante observar que os acessos (334,
344 e 555), que apresentaram a formacao de agregados durante o periodo de
conservagao apresentaram os menores numeros de plantas produzidas ao final
dos cinco subcultivos.

Tabela 2. Taxa de crescimento entre subcultivos e coeficientes de correlacdo de
Pearson entre o numero de brotos € o tempo de conservagao in vitro de 9

genotipos de Ananas comosus var. Comosus.

Genotipos S1-S2 S2-S3 S3-S4 S4-S5
BGA 16 1,65 2,51 1,74 0,47
BGA 147 0,00 1,61 1,86 2,34
BGA 334 -0,82 2,31 1,17 1,10
BGA 344 0,23 -0,23 2,45 2,20
BGA 555 -0,64 1,61 2,20 2,23
BGA 699 1,69 1,17 1,13 2,41
BGA 701 -0,27 0,64 2,17 2,24
BGA 720 2,13 0,46 1,95 1,97
BGA 800 2,28 0,89 1,10 2,37
r -0,45™ -0,36"™ 0,36 0,50™

S =subcultivo.
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Figura 3. Numero total de brotos formados ao final dos cinco subcultivos dos

genotipos silvestres de Ananas comosus var. Comosus.

No entanto ao se realizar a analise de componentes principais,
considerando as variaveis CFD, NFV, NFS, que determinam o estado fisiolégico

das plantas, € os numeros de brotos nos 5 subcultivos, os resultados mostram 3

grupos bem definidos (Figura 4).
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Figura 4. Dispersao grafica dos escores em relacdo aos componentes principais
(CP 1 e 2) de 9 acessos de Ananas comosus var. comosus oriundos do BAG in
vitro de abacaxi considerando as variaveis comprimento da folha D, nimero de
folnas verdes, numero de folhas senescentes, percentagem de folhas
senescentes e numero de brotos nos cinco subcultivos.

No primeiro grupo estdo incluidos os acessos BGA344, BGA699 e
BGA334, com porcentagens de folhas senescentes que variaram de 42,86% a
60,64% e numero total de brotos nos cinco subcultivos que variaram de 115 a
187. No segundo grupo, se inserem os acessos BGA800 e BGA701 com
porcentagem de folhas senescentes de 30,50% e 37,61% respectivamente e
nameros totais de brotos de 206 e 235, respectivamente, enquanto no terceiro
grupo estdo os acessos BGA720, BGA555 e BGA147 com porcentagens de
folhas senescentes de 15,99 % a 24,69% e valores de brotos totais de 127 a 219.
O BGA16 apareceu isolado, certamente pelos elevados numeros de brotos totais
obtidos, se comparado com os outros gendétipos. De uma forma geral, € possivel
inferir que, mais do que o comprimento da folha D, a porcentagem de folhas
senescentes parece ser um fator de maior influéncia na multiplicagdo dos

genodtipos conservados, visto que, no grupo onde a porcentagem de folhas
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senescentes foi maior (BGA344, BGA699 e BGA334) houve menor producdo de
brotos. Os resultados desse trabalho deixam evidente a complexidade de se
delinear um manejo mais racional para o BAG in vitro de abacaxi, considerando
que todos os gendtipos avaliados pertencem a mesma variedade boténica, porém
mostraram comportamento diferenciado, tanto na conservacdo, quanto na
transferéncia para as condi¢gdes normais de crescimento.

Fica evidente a necessidade de se realizar esse tipo de trabalho com todos
0s acessos conservados a fim de determinar o melhor momento para a realizacao
de cada subcultivo durante a conservacdo, garantindo a posterior viabilidade das
plantas.

Uma estratégia interessante se constitui em ajustar e agrupar as
variedades conservadas por tempo de conservacgao: seis, doze, dezoito e vinte e
quatro meses, tempo maximo registrado para a conservagao de abacaxi (SOUZA
et al.,, 2006), estabelecendo-se dois periodos do ano para os trabalhos de
repicagem, facilitando dessa maneira o manejo.

E importante fazer a diferenca entre os acessos que entram em
senescéncia em poucos meses, porque crescem muito rapidamente, e as
variedades que se desenvolvem mal, e em pouco tempo as plantas estdo em
situacao fisiologica comprometida. Em ambos os casos as plantas necessitam de
repicagens com pouco tempo de cultivo. As causas sao diferentes e geram duas
situacbes que precisam ser consideradas: 1) o meio e as condi¢cées de cultivo
estabelecidas ndo funcionaram para reduzir efetivamente o crescimento das
plantas, e por isso elas crescem tao aceleradamente, que pode ser a caso do
BGAG99; 2) o meio e as condi¢cdes de cultivo sao insuficientes para que a planta
se desenvolva, o que resulta no comprometimento das condigdes fisioldgicas do

acesso, como é o caso do BGA334 (Figura 5 A e 5B).
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SA 5B

Figura 5. Planta do BGA334 ap6s 5 meses de
conservagao (5A) e planta do BGA699 aos 6 meses de

conservacao (5B).

Essas duas situacdes geram estratégias diferentes para a solucdo desses
problemas. Pode ser interessante o uso de inibidores de crescimento, como o
acido abscisico (ABA) que vem apresentando acao efetiva para algumas
espécies. Em cana -de -actcar, o uso de 1 mg.L™" de &cido abscisico e de 20 g.L™
de sacarose associadas as condi¢cdes de temperatura reduzida (15°C) permitiu
que os brotos permanecessem viaveis por um ano no mesmo meio de cultura,
sem a necessidade de serem subcultivados (LEMOS et al., 2002).

Em abacaxi ja foram testados, o Paclobutrazol, e o acido abscisico, porém
os resultados nao foram muito animadores. O Paclobutrazol promoveu alteragdes
morfoldgicas, que nas concentragdes mais elevadas, persistiram até a fase de
campo. Plantas com o formato de roseta, mostravam uma alteracdo morfolégica
ndo desejada (CANTO et al., 2004; SOARES et al., 2006). O acido abscisico, por
sua vez, afetou preferencialmente a coloracdo das folhas e reduziu pouco o
crescimento, quando usado em baixas concentragdes, enquanto que as doses
mais elevadas foram deletérias para as plantas. Observou-se também um efeito
residual desse regulador na emissdo de brotos, afetando as taxas de
multiplicagdo, posterior a conservacao (SOARES et al., 2007). No entanto €&
preciso destacar que esses experimentos foram realizados com o hibrido PE x SC
73 nao existindo até o momento nada registrado na literatura com genétipos

silvestres.
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CONCLUSOES

Nao houve influéncia do tempo de cultivo na viabilidade e nas taxas de
multiplicacdo dos acessos conservados.

A relacdo entre o tempo de conservagao e o estado fisiolégico da planta é
resultado de um forte componente genético associado as condi¢des de cultivo
estabelecidas para a conservagéao in vitro;

O manejo da colecao in vitro deve considerar a criagdo de grupos com
tempos de conservagao pré-estabelecidos de acordo com experimentos prévios,
como o que foi realizado nesse trabalho, estabelecendo-se, a partir disso, trés

periodos de repicagens ao ano considerando o numero de folhas senescentes.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O abacaxi esta entre as fruteiras tropicais mais apreciadas em todo mundo
e vem apresentando uma demanda crescente por novas variedades que possam
se adaptar a diferentes regides e sejam resistentes as doencas mais importantes
da cultura. Dessa forma se faz necessario um programa de melhoramento
genético robusto e que possa garantir a continuidade na geracdo de novos
materiais.

Vale destacar também que novas agbes de melhoramento genético estao
sendo implementadas visando o desenvolvimento de variedades ornamentais,
assim como se tem buscado fontes para a producgéo de fibras e farmacos a partir
de variedades de abacaxi.

O Brasil sendo o centro de origem e diversidade do abacaxi, abriga em seu
territério uma variabilidade genética representativa dessa  espécie,
proporcionando os alicerces, tanto para a prospecc¢ao de novos materiais, como
para os programas de melhoramento genético. A conservacdo e caracterizagao
desse germoplasma se constituem no passo basico para o estabelecimento e a
continuidade de um programa desse porte. As alternativas de conservacao de
germoplasma in situ, no entanto, tornam-se cada dia mais complicadas, devido
principalmente a ocupacao de grandes areas de ocorréncia desses materiais,
demandando, dessa forma, acbes voltadas para a conservacdo ex situ desse
germoplasma. A conservacao e a caracterizagao do germoplasma devem estar
alinhados com o melhoramento genético da espécie.

A realizagdo do presente trabalho, com foco principal em variedades
silvestres, buscou gerar informacdes que pudessem auxiliar, tanto na geragéo de
novas variedades, por meio da produgcdo de mudas em larga escala, quanto na
conservacao in vitro do germoplasma de abacaxi. A micropropagacdo de
variedades silvestres e a conservagao in vitro sao técnicas de cultura de tecidos
que estao sendo utilizadas com éxito em vérias espécies vegetais.

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que a estratégia de

estiolamento promove uma melhoria significativa na micropropaga¢éo de Ananas
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comosus var. ananassoides quando comparado com o cultivo de gemas axilares.
Esses resultados sinalizam um potencial que pode ser melhor explorado pela
realizagdo de novos ensaios, avaliando, por exemplo, diferentes meios de cultura.
A importancia dessa variedade silvestre no melhoramento genético para abacaxis
ornamentais justifica a realizacédo de trabalhos de ajustes para esse protocolo.

Outro aspecto que deve ser considerado nas colegdes mantidas in vitro € a
viabilidade das plantas ap6s a conservacdo, uma vez que as condicdes
estabelecidas buscam a reducao do crescimento por periodos prolongados por
meio da reducdo da atividade metabdlica das plantas. Os efeitos dessas
condicoes sobre a posterior viabilidade da planta sdo ainda pouco conhecidos. Os
resultados obtidos ndo mostraram uma correlacdo da viabilidade com o tempo, o
que pode ser justificado pelo tempo maximo de conservacdo avaliado nesse
trabalho, que foi de doze meses, provavelmente pouco para acusar uma
correlagao positiva. Fica bem evidente, no entanto, a dependéncia em relagcao ao
gendtipo, demandando novos experimentos que possam aumentar o tempo de
conservagao de alguns gendétipos, como é o caso do BGA334.

Para facilitar o manejo do banco, no entanto, ndo basta aumentar o tempo
de conservagao de cada gendtipo, mas agrupar varios genotipos em um mesmo
intervalo de repicagem, assim como sao necessarios trabalhos que possam medir

o efeito da conservagao em plantas adultas e em fase de campo.



