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Resumo

O abacaxizeiro ornamental é uma espécie tropical que vem se
destacando no cendrio da floricultura nos dltimos anos, principalmente
no mercado externo. Essa evidéncia deve-se, principalmente, ao
exotismo e colorido dos pequenos abacaxis e a durabilidade pés-
-colheita. Visando a otimizacado do processo de producdo de mudas
micropropagadas de abacaxizeiro ornamental, este trabalho objetivou
avaliar o tempo de permanéncia das brotacdes, na fase de enraizamento
in vitro, para aclimatizacido das mudas. Brotacdes do hibrido ornamental
de abacaxizeiro (hibrido D) foram alongadas e enraizadas em meio

de cultura MS adicionado de 0,01 mg L' de acido naftalenoacético
(ANA). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos: T1 (28 dias), T2 (35 dias), T3 (42
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dias), T4 (49 dias) e T5 (56 dias), analisados de acordo com o tempo
de permanéncia das culturas in vitro durante a fase de enraizamento,
com sete repeticoes, sendo a unidade experimental constituida por um
frasco contendo quatro brotacdes. Posteriormente, as mudas foram
aclimatizadas em bandejas com 162 células em substrato HS Florestal®
por 60 dias em casa de vegetacao. As caracteristicas avaliadas apds

a fase de aclimatizacao foram: altura da muda, ndmero de folhas,
comprimento da maior raiz, massas fresca e seca das partes aérea,
radicular e total. As brotacdes mantidas na fase de enraizamento in
vitro durante 35 dias apresentaram melhor desenvolvimento para altura,
numero de folhas, comprimento da maior raiz, massa fresca total e das
partes aéreas e radicular, durante a aclimatizacao. Conclui-se que as
brotacdes alongadas e enraizadas durante apenas 35 dias apresentam
desempenho satisfatério na aclimatizacao.

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



Lengh of Stay, in the in Vitro Rooting
Phase, for the Acclimatization

of Micropropagated Plantlets of
Ornamental Pineapple

Abstract

Ornamental pineapple is a species that has stood out in the tropical
floriculture scene in recent years, especially in exportation market. This
evidence is mainly due to the exoticism and colorful of small pineapples
and post-harvest durability. Aiming to optimize micropropagation
process of ornamental pineapple, this study aimed to evaluate the
length of stay of shoots in the in vitro rooting phase for plantlets
acclimatization. Explants of the ornamental pineapple hybrid (hybrid

D) were elongated and rooted in MS culture medium added with 0.01
mg L naphthalene acetic acid (NAA). The experiment was conducted
in a completely randomized design with five treatments: T1 (28 days),
T2 (35 days), T3 (42 days), T4 (49 days) and T5 (56 days), analyzed
according to the time permanence of cultures in vitro during the rooting
phase, with seven replications, and the experimental unit consisted of
a bottle containing four shoots. Later the plantlets were acclimatized in
trays of 162 cells in Forest HS substrate for 60 days in a greenhouse.
The characteristics evaluated after the acclimatization phase were:
plantlet height, leaf number, length of the largest root, total fresh and
dried weight of aerial and root parts. Shoots kept in vitro rooting phase
for 35 days showed better development for height, leaf number, length
of the largest root, total fresh weight and aerial and root parts, for



acclimatization. We conclude that the elongated and rooted shoots for
only 35 days have satisfactory performance in acclimatization.

Index terms: Ananas comosus var. bracteatus, Ananas comosus var.
erectifolius, plant tissue culture.
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Introducao

Os abacaxizeiros ornamentais, espécies tropicais marcadas pela
originalidade, beleza e durabilidade, podem 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 Ceara, na regido metropolitana de Fortaleza
e na do Baixo Jaguaribe, sendo A. 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.

De modo similar a espécie comestivel (A. comosus var. comosus), os
abacaxizeiros ornamentais sdo propagados de forma assexuada ou
vegetativa, sendo esse método predominante no estabelecimento dos
cultivos comerciais. Convencionalmente, os propagulos sao obtidos a
partir de mudas formadas em diferentes partes da planta, tais como:
coroa (brotacao do apice do fruto); filhote (brotacdo do peddnculo);
filhote rebentao (brotacao da regidao da inser¢cao do pedinculo no
caule) e rebentao (brotacao 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). Mudas obtidas pelos métodos convencionais possibilitam

a disseminacao de doencas e pragas, comprometendo os plantios
(SOUZA et al., 2009).

A producdo de mudas em laboratério vem sendo realizada com éxito,

a partir da técnica de micropropagacao, permitindo a obtencdo de um
elevado numero de propagulos com condicao fitossanitaria garantida
(AZEVEDO et al., 2008; BOMFIM et al., 2007a,b; BOMFIM et al.,
2011; CARVALHO et al., 2009; CARVALHO et al., 2012; CARVALHO
et al., 2014; CORREIA et al., 2009; CORREIA et al., 2010; CORREIA et
al., 2011; DIAS et al., 2008; DIAS et al., 2010; DIAS et al., 2011a,b;
MOREIRA, 2011; MOREIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2007;
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OLIVEIRA et al., 2010; PASQUAL et al., 2008; PEREIRA et al., 2006;
PEREIRA et al., 2008; QUIRINO et al., 2009; SANTOS, 2008; SANTOS
et al., 2008; SANTOS et al., 2015; SILVA et al., 2008; SOUZA et al.,
2009; SOUZA et al., 2012; SOUZA et al., 2013).

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). O sucesso dessa
técnica reside na capacidade em propagar mudas em larga escala, a
um baixo custo e com alto nivel de sobrevivéncia. No abacaxizeiro,
esse processo é mais lento que em outras espécies, pois a producao
das mudas para plantio ndo é alcancada antes de 9 a 12 meses depois
do estabelecimento da cultura in vitro (MOREIRA et al., 2003). Esse
entrave pode ser superado com novos estudos para reduzir o tempo de
producao das mudas.

A fase de enraizamento in vitro caracteriza-se pela formacao de raizes
adventicias nas brotacdes alongadas e individualizadas provenientes
da fase de multiplicacado, permitindo, assim, o posterior transplantio
para as condicdes ex vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Em abacaxizeiro, essa fase pode causar alguns comprometimentos
morfofisiolégicos, como a formacao de raizes menos vigorosas e com
alteracdes anatémicas, bem como uma menor quantidade de pelos
radiculares (ATHAYDE, 2012). Além disso, o enraizamento in vitro
pode acarretar na elevacao dos custos de producao por demandar
aumento de tempo, espagco e recursos.

A grande maioria das cultivares de abacaxizeiro ndo necessita

de nenhum tipo de regulador de crescimento para o processo de
enraizamento, sendo que, em alguns casos, pode-se adicionar uma
pequena concentracao de auxina, como 0,01 mg L' de &cido naftaleno
acético - ANA (SOUZA et al., 2013). Na literatura, a duracao dessa
fase, em abacaxizeiro ornamental, pode variar de 30 dias (CARVALHO
et al., 2009; CARVALHO et al., 2012; CORREIA et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2010; PEREIRA et al., 2006; SANTOS, 2008; SOUZA
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et al., 2009; SOUZA et al., 2013), 45 dias (MOREIRA, 2011; MOREIRA
et al., 2011; PASQUAL et al., 2008), 50 dias (OLIVEIRA et al., 2007),
60 dias (CORREIA et al., 2011) a 90 dias (DIAS et al., 2010). Souza
et al. (2013) enfatizam, nessa fase, a importancia que haja uma
formacao abundante de raizes para que as mudas possam passar para
a etapa de aclimatizacdo com maior garantia de sobrevivéncia. Varios
fatores podem contribuir para um bom indice de sobrevivéncia das
mudas micropropagadas e, consequentemente, para o sucesso da
aclimatizacao, incluindo os tratamentos in vitro, podendo refletir na
capacidade de as plantas suportarem mudancas bruscas de ambiente
durante a passagem para a casa de vegetacdo (OLIVEIRA et al., 2010).

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o tempo de
permanéncia das brotacdes, na fase de enraizamento in vitro, para
aclimatizacdo das mudas do hibrido ornamental de abacaxizeiro D.

Material e Métodos

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

O abacaxizeiro ornamental estudado foi o hibrido oriundo do
cruzamento Ananas comosus var. bracteatus x Ananas comosus var.
erectifolius (denominado de hibrido D, Figura 1).

As culturas, estabelecidas in vitro a partir de gemas axilares da

coroa, foram multiplicadas em meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), adicionado de 1,0 mg L' de 6-benzilaminopurina
(BAP) + 0,1 mg L' de acido naftaleno acético (ANA), por cinco
subcultivos sucessivos, com duracado de 45 dias cada. Ao final do
quinto subcultivo, brotacdes de aproximadamente 3,0 cm de altura
foram usadas como explantes para a conducao do experimento.
Essas brotacdes tiveram as folhas com aspecto amarelado e as raizes,
quando presentes, retiradas. O meio de cultura utilizado foi o MS,
suplementado com 30 g L' de sacarose e 0,01 mg L' de ANA e
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solidificado com &gar (Merck®) 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 foram inoculados em frascos
de vidro com capacidade de 220 mL, vedados com tampas plasticas,
contendo 30,0 mL de meio de cultura, e quatro brotacdes por frasco.
As culturas foram mantidas em sala de crescimento, a 256+ 1 °C,
intensidade luminosa préxima de 30 pmolm™ s, sob fotoperiodo de
16 horas de luz, e permanecendo in vitro de acordo com o tratamento.
As brotacoes foram estabelecidas na fase de enraizamento in vitro, de
acordo com cada um dos cinco tratamentos, de forma a finalizarem
essa fase e passarem para a fase de aclimatizacdo, na mesma data.

Figura 1. Detalhe da
infrutescéncia do hibrido
ornamental de abacaxizeiro
— Ananas comosus var.
bracteatus x Ananas
comosus var. erectifolius

- PL 16 (denominado de
hibrido D).

O delineamento experimental foi o mesmo utilizado na fase de
enraizamento in vitro, inteiramente casualizado, constituido por 5
tratamentos e 7 repeticoes, e a unidade experimental por 4 mudas
cada, totalizando 28 mudas por tratamento. Foram testados os
tratamentos: T1 (28 dias), T2 (35 dias), T3 (42 dias), T4 (49 dias)
e T5 (56 dias), analisados de acordo com o tempo de permanéncia

Foto: Fernanda Vidigal Duarte Souza
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das culturas in vitro durante a fase de enraizamento. Posteriormente,
as mudas dos respectivos tratamentos foram retiradas dos frascos e
lavadas para remocao do meio de cultura. As raizes foram podadas,
de modo a ficar com aproximadamente 1,0 cm de comprimento. As
mudas foram plantadas em bandejas com 162 células (aproximadamente
30 cm? por célula), contendo substrato comercial HS Florestal® (Tabela 1).
As bandejas contendo as mudas micropropagadas foram mantidas

em casa de vegetacdao com 50% de sombreamento e irrigacao por
microaspersao, com uma lamina d’agua de 1,5 mm, por 20 minutos,
aplicada duas vezes ao dia, durante 60 dias.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas e fisicas do substrato HS Florestal®, usado
durante a fase de aclimatizacao das mudas micropropagadas do hibrido
ornamental de abacaxizeiro Ananas comosus var. bracteatus x Ananas
comosus var. erectifolius (denominado de hibrido D).

Caracteristicas quimicas e fisicas do substrato HS Florestal

CRA , (%)* 51,35
C org. (g kg") 147,5
N total (g kg™) 4,2
CIN 35,2
pH 5,0
CE (dSm)* 09
Ca (mg L) 53,1
Mg (mg L) 238,0
K (mg L") 435,0
P (mg L) 93,7
CTC (mmol_kg')* 475,3
DS (kg m3)* 290,16

*CRA,,: Capacidade de retencdo de agua a tensédo de 10 cm de coluna H,O;
CE: condutividade elétrica; CTC: capacidade de troca de cations e DS: densidade seca.
Fonte: Serrano et al. (2013).
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As caracteristicas avaliadas ap6s a fase de aclimatizacédo foram: altura
da muda, ndmero de folhas, comprimento da maior raiz e massas fresca
e seca total e das partes aérea e radicular.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias obtidas
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia a 5%, no
programa SISVAR.

Resultados e Discussao

Durante a fase de aclimatizagcdo em casa de vegetacao, aos 60 dias, as
mudas do hibrido ornamental de abacaxizeiro (hibrido D) apresentaram
diferencas significativas, em relacdo ao tempo de permanéncia in vitro
na fase de enraizamento, para as caracteristicas altura, nimero de
folhas, comprimento da maior raiz e massas fresca da parte aérea e da
parte radicular e massa fresca total (Tabela 2).

Os maiores valores para a altura foram registrados nas brotacdes
mantidas na fase de enraizamento in vitro por 35 dias, diferindo
estatisticamente daqueles observados nas brotacdes que se
desenvolveram nessa fase por 49 dias e 56 dias (Tabela 2).

Oliveira et al. (2007) observaram que, aos 50 dias na aclimatizacao
efetuada em bandeja de 128 células, as mudas micropropagadas do
abacaxizeiro ornamental A. comosus var. erectifolius apresentavam
de 5,40 cm a 6,61 cm de altura, quando cultivadas em vermiculita

+ composto a base de restos vegetais e apenas composto,
respectivamente. Valores semelhantes foram verificados nas mudas
do hibrido estudado: a altura variou de 5,43 cm a 7,16 cm, aos

60 dias nessa fase. Tendo em vista que os autores mantiveram as
brotacdes da var. erectifolius na fase de enraizamento in vitro por 50
dias, os valores gque representam esse mesmo tempo de permanéncia,
no presente estudo, para o hibrido D, correspondem a 5,43 cm de
altura. Entretanto, Silva et al. (2008), estudando essa mesma cultivar,
constataram que mudas que ao final da fase de enraizamento in vitro
apresentavam de 3,0 cm a 4,0 cm de altura apés 90 dias na fase
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de aclimatizacdo exibiam, em média, 14,28 cm de tamanho. Esses
autores efetuaram a fase de aclimatizacdo, em casa de vegetacgao,
mantendo as mudas em bandeja de isopor preenchida com substrato
constituido de vermiculita + hdmus, na proporg¢ao de 1:1, e irrigacao
realizada duas vezes ao dia, por meio de regador, durante o periodo de
realizacao do ensaio.

As mudas mantidas por 35 dias na fase de enraizamento apresentaram
o maior nimero de folhas por muda (17,89), diferindo apenas daquelas
gue permanecerem in vitro por menor tempo, isto é, 28 dias (14,18).
Oliveira et al. (2007) notaram que, aos 50 dias na aclimatizacao, as
mudas micropropagadas do abacaxizeiro ornamental da var. erectifolius
apresentavam de 8,50 a 9,11 folhas por muda. No presente estudo,
aos 60 dias na aclimatizacao, os nimeros médios de folhas por

muda no hibrido estudado variaram de 14,18 a 17,89. Resultados
semelhantes foram registrados por Bomfim et al. (2011), que,
estudando a var. erectifolius, registraram valores entre 14,18 e 16,70
de folhas, nas mudas que permaneceram por 90 dias na aclimatizacao.
Bomfim et al. (2011) realizaram a aclimatizacdao das mudas em tubetes
de 180 cm?® preenchidos com substrato formado pela combinacédo de
p6 de coco-verde com himus de minhoca, na proporcao volumétrica
correspondente a 3:1, respectivamente, sendo utilizado o sistema

de irrigacdo do tipo microaspersao suspenso, com lamina média de
agua de 3,0 mm durante 20 minutos, diariamente, em telado do tipo
sombrite (50% de sombreamento), contendo no seu interior cobertura
por uma camada de plastico transparente. J& Correia et al. (2009)

e Dias et al. (2010) mantiveram as mudas micropropagadas da var.
erectifolius durante a fase de aclimatizacao, respectivamente, sob casa
de vegetacdo contendo 50% de sombreamento em tubetes de 120 cm?®
por 120 dias, isto é, o dobro do tempo utilizado no presente estudo.
Correia et al. (2009) constaram que, ao final dessa fase, as mudas
apresentavam em média de 22,6 a 24,1 folhas, cultivadas em substrato
PlantagroTM e vermiculita, respectivamente. Dias et al. (2010), por sua
vez, registraram um numero inferior, em média 8,33 folhas por muda,
cultivada em substrato Plantmax.
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Uma possivel explicacdo para as semelhancas na altura das mudas

e no numero de folhas é que a variedade de abacaxizeiro ornamental
estudada por Oliveira et al. (2007) e Bomfim et al. (2011) foi utilizada
como progenitor masculino do hibrido D.

Com relacdao ao comprimento da maior raiz, as brotacdes mantidas

in vitro na fase de enraizamento por 35 dias apresentaram os valores
médios mais altos, 5,76 cm, diferindo estatisticamente daquelas
desenvolvidas nos tratamentos testados em maior tempo. As brotacoes
que permaneceram in vitro por mais tempo, isto é, a partir de 35
dias, apresentaram reducao significativa do comprimento, de 2,52

a 3,87 cm. A atividade fisiolégica das auxinas depende nao apenas
daquelas adicionadas ao meio mas também da concentracdo do

acido indolacético (AlA) presente no interior dos tecidos cultivados

e da interacao entre os dois (PASQUAL et al., 2001). O crescimento
e a morfogénese da raiz, nas brotacdes desenvolvidas em meio de
cultura adicionado de auxina, dependem da concentracdao enddgena
de AIA (PASQUAL et al., 2008). Segundo Grattapaglia e Machado
(1998), a rizogénese ocorre de 1 a 3 semanas e pode ser dividida em
inducdo, iniciacdo e alongamento de raizes. Esses autores mencionam
que, enquanto as duas primeiras fases respondem ou dependem de
auxina, a fase de alongamento pode ser inibida pela presenca dessa
substancia. Provavelmente, o maior tempo de permanéncia das
brotacdes no meio de cultura, contendo auxina, pode ter acarretado a
inibicao do crescimento das raizes. Pasqual et al. (2008), estudando a
var. erectifolius, constataram que o excesso de ANA endégeno pode
ter inibido o alongamento satisfatério do sistema radicular das mudas
micropropagadas.

Tanto para massa fresca da parte aérea quanto para massa fresca

total, os maiores valores foram registrados nas mudas oriundas das
brotacdes que permaneceram in vitro na fase de enraizamento por 35
dias, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos testados. Essas
mudas indicavam respectivamente, 2,77 g e 2,91 g, para massa fresca
da parte aérea e total. Mudas micropropagadas da var. bracteatus,
mantidas durante 30 dias na fase de aclimatizacdo, apresentavam em
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média 1,31 g de massa fresca (OLIVEIRA et al., 2010). Entretanto,
Bomfim et al. (2007a), estudando var. erectifolius, registraram valores
entre 3,97 g e 8,99 g para massa fresca da parte aérea, nas mudas que
permaneceram por 90 dias na aclimatizagao.

Para a varidvel massa seca, tanto da parte aérea, da parte radicular
quanto total, ndo houve diferenca significativa. A matéria seca total
das mudas do hibrido D variou de 0,13 g a 0,29 g. Esses valores sao
bem inferiores aos registrados por Oliveira et al. (2007) e Bomfim et al.
(2007a) na var. erectifolius, de 0,46 g a 0,60 ge 0,36 g a 0,89 g para
a massa seca total, respectivamente.

Conclusao

O tempo de permanéncia de 35 dias é o mais adequado para a
permanéncia das brotacdes na fase de alongamento in vitro, para

a aclimatizacdo das mudas do hibrido ornamental de abacaxizeiro
(Ananas comosus var. bracteatus x Ananas comosus var. erectifolius).
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