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Estiolamento In Vitro de Plantas: Alternativa
para a Producao de Mudas Micropropagadas
de Abacaxizeiro Ornamental

Introducao

A busca por novas espécies ornamentais tropicais tem crescido muito nos ultimos
anos, principalmente aquelas marcadas pela originalidade, beleza e durabilidade,
como os abacaxizeiros ornamentais. Diante dessa oportunidade, eles surgem como
alternativas para um mercado em expansao, podendo proporcionar plantas de
efeito paisagistico diferenciado para compor jardins e parques. Os abacaxizeiros
ornamentais podem ainda ser comercializados em vaso ou como flores, folhagens e
minifrutos de corte (SOUZA et al., 2004).

Atualmente, o Brasil € o Unico pais com cultivos comerciais dessa espécie. Os
plantios sao prioritariamente voltados para atender ao mercado externo e se
concentram no Nordeste, principalmente nos estados do Ceara (Figura 1A; 1B) e
Rio Grande do Norte (SOUZA et al., 2012).

Em 2003, Coppens D'Eeckenbrugge e Leal (2003) propuseram uma nova
classificagdo, mais simples e consistente, do género Ananas. Os autores levaram
em consideragao as caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e moleculares,

além da distribuicdo geografica e da biologia reprodutiva. Os abacaxizeiros
ornamentais Ananas lucidus Miller, A. bracteatus (Lindley) Schuttes f. e A. nanus
(L.B. Smith) L.B. Smith, nessa nova classificacao, passaram a ser denominados
respectivamente de: Ananas comosus var. erectifolius (L.B. Smith) Coppens & Leal,
A. comosus var. bracteatus (Lindl.) Coppens & Leal e A. comosus var. ananassoides
(Baker) Coppens & Leal.

As principais variedades de abacaxi ornamental comercializadas sao A. comosus
var. erectifolius (Figura 1-C), A. comosus var. bracteatus (Figura 1-D) e A. comosus
var. ananassoides (Figura 1-E), sendo a primeira de maior expressao.

A espécie A. comosus var. erectifolius tem origem na regido amazénica, recebendo
0 nome de curaua, e apresenta frutos geralmente com coroas multiplas, polpa
branca e bastante fibrosa (GIACOMELLI; PY, 1981). Caracteriza-se por ser terrestre
e desenvolver-se em campo aberto sob elevada luminosidade e em ambientes

de solos arenosos e de clima tropical. As folhas sao rigidas, espessas, eretas,

com aproximadamente 1 m de comprimento e 3,5 cm de largura, apresentando
coloragéo purpura e auséncia de espinhos, exceto por um forte aculeo no apice
(BORGES et al., 2003). A inflorescéncia possui bracteas florais pequenas e lisas,
localizadas na posicao distal de uma haste de até 80 cm de comprimento. A
infrutescéncia é reta, de coloragao vermelha, com tamanho entre 8 cm e 10 cm,
além da coroa, que é relativamente grande (Figura 1-C) (BORGES et al., 2003).

O A. comosus var. bracteatus é conhecido vulgarmente como ananas-do-mato
e pode ser encontrado em matas de diferentes regidées do Brasil (CRESTANI et
al., 2010). A planta é herbacea, perene, rizomatosa, com altura variando entre 50
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cm e 60 cm (LORENZI; SOUZA, 1999). As folhas
sao largas, compridas, com espinhos afilados nas
suas laterais, e as flores possuem bracteas longas
serrilhadas cobrindo o ovario, geralmente vermelhas
ou rosas (Figura 1-D) (GIACOMELLI; PY, 1981).
Dentre as variedades mais cultivadas, destaca-se a
tricolor com folhas variegadas e faixas longitudinais
de cor branco-amarelada com matizes rosadas,

0 que confere a essa variedade grande potencial
ornamental, sendo comercializada em todo o mundo
(GIACOMELLLI; PY, 1981).

A medida que o fruto se desenvolve, seus bordos
comecgam a ficar rubros brilhantes. Sustentado por
um pedunculo com mais de 15 cm de comprimento, o
fruto tem polpa amarela e grande presenca de fibras
(CRESTANI et al., 2010). Ele mede acima de 10 cm
de comprimento, podendo chegar ao tamanho das

Fotos: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho

cultivares de abacaxizeiros comestiveis comerciais
(CUNHA; CABRAL, 1999). Esse abacaxizeiro pode
ser utilizado tanto como flor de corte, quanto no
paisagismo, na forma de cerca viva de protecéo,
devido a presencga de espinhos em suas folhas
(COSTA; ZAFFARI, 2005).

O A. comosus var. ananassoides ocorre comumente
em campos naturais e cerrados, recebendo o nome
vulgar de ananas-do-campo (CRESTANI et al., 2010).
Apesar de ser ainda pouco cultivado, destaca-se
entre as demais variedades, dadas as suas
caracteristicas para flor de corte, tais como: frutos
pequenos com coloragado amarela creme até o rosa
mais intenso e hastes longas retas ou sinuosas, que
Ihe conferem uma aparéncia especial, principalmente
quando os frutos ja estao totalmente formados
(Figura 1-E) (SOUZA et al., 2007).

Figura 1. Plantios comerciais de abacaxizeiro ornamental Ananas comosus var. erectifolius (A) e A. comosus var. bracteatus
(B), em Horizonte, CE. Infrutescéncias de abacaxizeiro ornamental A. comosus var. erectifolius (C), A. comosus var.

bracteatus (D) e A. comosus var. ananassoides (E).
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Propagacao

O abacaxizeiro ornamental é propagado de

forma similar a espécie comestivel (A. comosus

var. comosus), sendo a propagac¢ao assexuada

ou vegetativa o método predominante no
estabelecimento dos cultivos comerciais. Os
propagulos sao obtidos a partir de mudas formadas
em diferentes partes da planta, tais como: coroa
(brotagao do apice do fruto); filhote (brotagao do
pedunculo); filhote rebentdo (brotagédo da regido da
inser¢ao do pedunculo no caule); rebentdo (brotagéo
do caule aéreo ou subterraneo) e mudas formadas
em viveiro, a partir de gemas desenvolvidas

em secoes do caule ou por cultura de tecidos
(REINHARDT, CUNHA, 1999). O éxito no cultivo,
por meio do uso desses tipos de mudas, depende,
entre outros fatores, da qualidade fitossanitaria,

que é um dos mais importantes pré-requisitos para
obter-se elevada produtividade e frutos de excelente
padrao de comercializagéo. A qualidade fitossanitaria
desses propagulos depende de diferentes fatores,
como as condi¢des ambientais e o préprio manejo
dado a cultura. A utilizagdo de mudas obtidas pelos
métodos convencionais possibilita a disseminagao
de doengas, como a fusariose do abacaxi, e pragas,
como a cochonilha, comprometendo os novos
plantios e estendendo as areas afetadas por
esses problemas (SOUZA et al., 2009).

Além do risco da disseminacao de pragas e doencas,
a propagacao do abacaxizeiro pelos métodos
convencionais é extremamente lenta, demandando
um longo periodo para a implantagdo de novas
areas de plantio ou para o langamento de novas
variedades. O perfilhamento do abacaxizeiro,
principal fonte de mudas convencionais, depende
da variedade e de outros fatores, como adubacgao e
adensamento de plantio. Mesmo assim, as taxas de
multiplicagdo comumente ndo superam nove filhotes
por planta e ainda s&o gerados poucos rebentdes,
considerando-se que a coroa acompanha o fruto na
comercializagado (REINHARDT; CUNHA, 1999).

Dessa forma, estudos sobre a produgao de mudas
por cultura de tecidos sado imprescindiveis, uma vez
que a técnica proporciona a obtencao de milhares de
plantas a partir de uma gema em pequeno intervalo
de tempo e espaco, livres de pragas e doencgas
(ALBERT, 2004).

Micropropagacao (Propagacao in
vitro)

O uso da micropropagagao no processo de produgao
de mudas de abacaxizeiro comestivel justifica-se pela
elevada taxa de obtencéo de propagulos, fixagcao
de ganhos genéticos nas populagdes clonais,
obtengado de mudas de alta qualidade quanto ao
vigor e a uniformidade, auséncia de pragas e
doencas, obtencao de plantas com sistema radicular
desenvolvido (GUERRA et al., 1999) e maior
controle de producgéo, pois independe da época do
ano e exige menor periodo de tempo (CORREIA et
al., 1999c), além de permitir facil armazenamento

e transporte das mudas produzidas. Como
desvantagem, destaca-se o elevado custo da muda
em relagado a obtida pelos métodos convencionais
de propagacédo vegetativa, devido principalmente

a necessidade de infraestrutura de laboratdrio,

de telados (casas de vegetagéo ou estufas) para
aclimatizagado e de méao de obra especializada
(ESCALONA et al., 1999). Essas consideracdes
também se aplicam para a produgédo de mudas
micropropagadas de abacaxizeiro ornamental.

Para os plantios comerciais, o uso de mudas

de cultura de tecidos de segunda geragéo é o
mais recomendado, ou seja, a muda oriunda da
micropropagacao é adquirida para a formacgéao de
um matrizeiro de qualidade, visando a produg¢ao
de material propagativo sadio e vigoroso para ser
plantado no campo (SOUZA et al., 2012).

Varios trabalhos de pesquisa sobre a produgao de
mudas micropropagadas de abacaxizeiro ornamental
vém sendo realizados (CORREIA et al., 1999a,
1999b, 1999c¢, 1999d; BORGES, 2000; BORGES et
al., 2003; CARVALHO et al., 2005; COSTA; ZAFFARI,
2005; BOMFIM, 2006; PEREIRA et al. 2006;
BOMFIM et al., 2007a, 2007b; OLIVEIRA et al., 2007;
AZEVEDO et al., 2008; DIAS et al., 2008; PASQUAL
et al., 2008; SANTOS, 2008a, 2008b; SANTOS et al.,
2008; SILVA et al., 2008; CARVALHO et al., 2009;
CORREIA et al., 2009; QUIRINO et al., 2009; SOUZA
et al., 2009; CORREIA et al., 2010; DIAS et al.,

2010; OLIVEIRA et al., 2010; BOMFIM et al., 2011;
CORREIA et al., 2011; DIAS et al., 2011a, 2011b;
MOREIRA et al., 2011).

Na micropropagac¢éao do abacaxizeiro ornamental,
alguns aspectos devem ser considerados, como o
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tempo para obtengao das mudas e a possibilidade
da obtencao de variantes somaclonais, ou seja, de
plantas fora do padrdo normal. De uma forma geral, o
processo de micropropagacao nessa espécie demanda
maior tempo do que o observado em outras culturas
(CARVALHO et at., 2009). Além disso, o surgimento de
plantas com variagdes somaclonais pode comprometer
todo o processo, incorrendo no grave erro de produzir
materiais cuja identidade genética ndo corresponde

a planta matriz (SOUZA et al., 2009). Sendo assim, a
manutencao da identidade genotipica é indispensavel
para a propagacao em larga escala de gendtipos
selecionados e de novas cultivares.

A utilizagdo de mudas de abacaxizeiro ornamental
produzidas em laboratérios ainda é restrita no
Brasil, devido principalmente ao reduzido numero
de laboratdrios, prego relativamente alto e por ser
uma atividade relativamente recente. Além disso,

o principal método utilizado atualmente consiste

na produc¢ao de mudas a partir de gemas axilares
(CORREIA et al., 1999a, 1999b, 1999c, 1999d;
BORGES, 2000; BORGES et al., 2003; COSTA,;
ZAFARRI, 2005; PEREIRA et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2007; PASQUAL et al., 2008; SANTOS, 20083,
2008b; SANTOS et al., 2008; SILVA et al., 2008;
CORREIA et al., 2009; QUIRINO et al., 2009; SOUZA
et al., 2009; CORREIA et al., 2010; DIAS et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2010; CORREIA et al., 2011;
MOREIRA et al., 2011). Segundo Grattapaglia e
Machado (1998), nesse sistema, € comum ocorrerem
simultaneamente a proliferagdo de gemas axilares

e a formagao de gemas adventicias na base do
explante. Esses dois fendbmenos dificiimente podem
ser separados, pois ambos se devem aos efeitos

da citocinina presente no meio de cultura sobre

todo o tecido. Entretanto, esses autores ressaltam
que, sob o aspecto de integridade clonal, as gemas
adventicias sdo desejaveis como sistema de
multiplicagéo, desde que a formagéo do calo seja
minima ou nula, visando reduzir a obtengao de
variantes somaclonais entre as mudas produzidas.
Ademais, esse sistema de micropropagac¢ao no
abacaxizeiro comestivel € normalmente mais
demorado que em outras espécies, pois a produgao
de mudas para plantio ndo é alcancada antes de 9

a 12 meses depois do estabelecimento da cultura in
vitro (MOREIRA et al., 2003). Esse obstaculo pode
ser superado com novos estudos para reduzir o
tempo de produgado das mudas e diminuir a formagéao
de gemas adventicias. Nesse sentido, Kiss et al.

(1995) propuseram um novo método de propagagéao
rapida de abacaxizeiro, baseado no alongamento de
brotos induzidos in vitro, por meio do estiolamento.

Micropropagacgao por estiolamento

O estiolamento é o desenvolvimento de brotos, ramos
ou partes deles na auséncia de luz, o que causa o
crescimento dessas estruturas vegetais, geralmente
alongado e com coloragdo amarela ou branca,

em razéo da auséncia de clorofila (HARTMANN;
KESTER, 1990). No escuro, os entrends do talo

da muda de abacaxizeiro se alongam, separando
0s nos, que, normalmente, sob presencga de luz,
permaneceriam proximos uns dos outros. Para

fins de micropropagacéo, a separagao dos nos
facilita o desenvolvimento de gemas axilares e a
manipulagdo das mudas regeneradas (BARBOZA;
CALDAS, 2001). Além disso, por apresentar maior
alongamento entre os entrends, a micropropagagao
por estiolamento proporciona aumento na obtengao
de brotos por explante (PRAXEDES et al., 2001).

Esse método, comparado com a propagacao
tradicional por gemas axilares, tem a vantagem de
evitar lesdes na zona de regeneragao, minimizando
a formacéao de calo e, consequentemente,
proporcionando baixos niveis de variagdo somaclonal
(KISS et al., 1995; SANTOS et al., 2009). A reducéao
do risco na obtencao de variantes somaclonais

é também devida as baixas concentragdes de
reguladores de crescimento que s&o necessarias para
favorecer o estiolamento das hastes, e subsequente
proliferagédo das plantas (SOUZA et al., 2009).

Os primeiros estudos sobre a produgcdo de mudas de
abacaxizeiro ornamental, por meio do estiolamento
in vitro, foram desenvolvidos no Laboratorio de
Cultura de Tecidos e Genética Vegetal, da Embrapa
Agroindustria Tropical (CARVALHO et al., 2005,
2009; DIAS et al., 2008). Segundo Carvalho et al.
(2009), esse método possibilita uma redugéo do
tempo necessario de produgdo de mudas de 9 meses
para 6 meses e meio, resultando em economia de
tempo e mao de obra, bem como diminuigcédo da
possibilidade de obter variantes somaclonais.

Metodologia

O estabelecimento in vitro das culturas deve ser
efetuado por meio de gemas axilares presentes na
coroa dos frutos.
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Os materiais vegetais utilizados para o estiolamento
devem ser explantes obtidos a partir de mudas
estabelecidas in vitro, com altura de 2 cm a 3 cm
(Figura 2-A). Essas mudas devem ter as folhas
cortadas, reduzindo-se o tamanho para 1,5 cm e
restando apenas o eixo caulinar envolvido pelas
bases foliares, isto €, o talo (Figura 2-B).

Figura 2. Estiolamento in vitro de abacaxizeiro ornamental
(Ananas comosus var. erectifolius). (A) Mudas de
abacaxizeiro ornamental (A. comosus var. erectifolius)
estabelecidas in vitro, em estadio de desenvolvimento
adequado para serem utilizadas como fontes de explantes.
(B) Explante de talo utilizado para a inducéo da fase de
estiolamento in vitro, contendo a formacéo de um broto
estiolado. (C) Detalhe das folhas formadas com coloragéo
branca, sem a expanséao dos limbos, quando submetidas ao
estiolamento in vitro. (D) Brotos estiolados in vitro aos 60 dias
de cultivo. Legendas: Seta - destaca o broto; asterisco - destaca
o talo. Barras: 1 cm.

Etapa 1: Inducao ao estiolamento

Nesta etapa, os talos (Figura 2-B) devem ser
inoculados, sob condigdes de camara de fluxo
laminar, perpendicularmente, um por tubo de ensaio
(150 mm x 25 mm), contendo 10,0 mL do meio de

cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) (Tabela 1),
suplementado com 30 g L' de sacarose e solidificado
com agar (Merck®) a 5,5 g L. O pH do meio deve

ser ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que
deve ser realizada a 121 °C, durante 15 minutos.

As culturas devem ser mantidas, em sala de
crescimento, com temperatura de 25+1 °C,
permanecendo no escuro por 60 dias. A adigao

ou nao de auxina ao meio de cultura depende da
cultivar utilizada. Para as variedades A. comosus
var. ananassoides e A. comosus var. erectifolius,
recomenda-se a suplementagao do meio de cultura
com 10,0 uM (equivalente a 1,86 mgL™") de acido
a-naftalenoacético (ANA). Entretanto, para a
variedade A. comosus var. bracteatus, essa adigao
nao se faz necessaria, ou seja, deve-se utilizar meio
MS sem a adigédo de regulador de crescimento.

Tabela 1. Componentes do meio basico de Murashige
e Skoog (1962) utilizado para a produgdo de mudas
micropropagadas de abacaxizeiro ornamental.

Concentragao final

Componente )
NH,NO, 1.650
KNO, 1.900
KH,PO, 170
Kl 0,83
H,BO, 6,20
CoCl,.6H,0 0,025
Na,MoO,.2H,0 0,25
CaCl,.2H,0 440
MgSO,.7H,0 370
MnSO,.4H,0 22,30
ZnS0O,.7H,0 8,60
CuS0O,.5H,0 0,025
Na,EDTA.2H,0 37,25
FeSO,.7H,0 27,85
Piridoxina HCI 0,50
Acido nicotinico 0,50
Glicina 2
Tiamina HCI 0,10
Sacarose 30.000

Os valores médios obtidos para o nimero de brotos/
explante, numero de nés/broto, comprimento de
brotos, distancia entre os nés e numero total de nos/
explante podem oscilar de acordo com a variedade
de abacaxizeiro ornamental (Tabela 2).



6

Estiolamento In Vitro de Plantas: Alternativa para a Produgédo de Mudas Micropropagadas de Abacaxizeiro Ornamental

Tabela 2. Valores médios obtidos para numero de brotos estiolados por explante, nUmero de nés por broto,
comprimento de brotos, distancia entre os ndés e numero total de nés por explante dos abacaxis ornamentais
Ananas comosus var. erectifolius, A. comosus var. bracteatus e A. comosus var. ananassoides, aos 60 dias de

cultivo no escuro

Meio de cultura ]
estiolados/

explante

o
N° de brotos N° de

nos/broto

Caracteristica avaliada

Numero
total de noés/
explante

Distancia
entre os
noés (cm)

Comprimento de
brotos (cm)

A. comosus var. erectifolius

MS + 10,0 uM ANA

8,09 2,80 1,72 0,61 22,37
A. comosus var. bracteatus
MS sem regulador de crescimento
1,38 7,75 6,19 0,80 9,80
A. comosus var. ananassoides
MS + 10,0 uM ANA
3,42 3,51 2,67 0,73 11,25

O comprimento dos brotos estiolados € um atributo
importante a ser considerado na micropropagacao,
pois esta diretamente relacionado com o numero de
nds que serao recuperados em novas brotagoes,
quando colocados em condi¢des de luz. Na
variedade A. comosus var. bracteatus, 0 pequeno
numero de brotos estiolados € compensado pelo seu
comprimento significativo, resultando na obtencao de
cerca de dez nos por explante (Tabela 2). Para essa
variedade, o meio MS sem a adi¢do de reguladores
de crescimento é o mais adequado para estimular o
crescimento dos brotos estiolados, ratificando que o
estiolamento in vitro pode ser obtido sem a aplicagao
exogena de auxinas.

No escuro, as plantas se tornam estioladas, isto

é, investem energia no alongamento rapido da
parte aérea, ndo ocorrendo a expanséo foliar nem
a formacéao do sistema fotossintético funcional
(GEORGE, 1993). Os brotos estiolados obtidos
apresentam coloragao branca, indicando auséncia
ou reduzida atividade fotossintética dos explantes.
Além disso, as folhas formadas geralmente
apresentam coloragao branca, sem a expansao
dos limbos (Figura 2-C). Barboza e Caldas (2001)
relatam que, no escuro, os entrends do talo de
mudas de abacaxizeiro comestivel se alongam,
distanciando os nds, o que facilita o desenvolvimento
das gemas axilares e a separagao das mudas
regeneradas. Ademais, além da maior separacao
entre o0s nos, o estiolamento também pode tornar
as gemas preexistentes mais sensiveis as auxinas,
aumentando, consequentemente, a frequéncia com
que aquelas podem ser enraizadas (GEORGE, 1996).

No processo de micropropagagao, o principal objetivo
€ 0 aumento da taxa de multiplicagao, isto é, a
obtengao de maior numero de mudas ao final do
processo, aliada a maior fidelidade genética possivel.
Nesse sentido, o meio mais adequado é o adicionado
de 10,0 uM de ANA, que possibilita 0 maior nimero
médio de nos por explante para as variedades A.
comosus var. erectifolius (22,37) e A. comosus var.
ananassoides (11,25). Para a variedade A. comosus
var. bracteatus (9,80), recomenda-se esse mesmo
meio, porém sem a adicdo de auxinas (Tabela 2).

Etapa 2: Regeneracao dos brotos

Para a regeneragédo das mudas, devem ser
utilizados, como explantes, os brotos estiolados

in vitro, obtidos na etapa anterior, apos 60 dias

de cultivo (Figura 2-D). Esses brotos devem ser
seccionados em segmentos contendo apenas dois
noés, colocados horizontalmente, em frascos de vidro
transparente com capacidade de 220 mL, contendo
30,0 mL de meio de cultura MS (Tabela 1). Em cada
frasco, devem ser colocados quatro segmentos
(Figura 3-A). Para as variedades A. comosus

var. erectifolius e A. comosus var. ananassoides,
recomenda-se a adigao de 4,44 uM (equivalente a
1,0 mg L") de 6-benzilaminopurina (BAP) ao meio
de cultura. Ja para o A. comosus var. bracteatus, a
concentragcado dessa citocinina deve ser maior, de
13,32 uM (equivalente a 3,0 mg L"). Nessa etapa, as
culturas devem ser mantidas em sala de crescimento
com intensidade luminosa de 30 pmolm2s-', a 251 °C,
e fotoperiodo de 16 horas. Nessas condig¢des, o tempo
de regeneragéo dos brotos varia de 1 a 2 meses,
dependendo da variedade utilizada.
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Utilizando-se o estiolamento in vitro, pode-se estimar
uma taxa de multiplicagdo de 17,25 e 9,45, ao final
de 105 dias, para A. comosus var. bracteatus e A.
comosus var. ananassoides, respectivamente. Se

o tempo de permanéncia na etapa de regeneracao
de brotos aumentar de 45 para 60 dias, essas taxas
sobem para 19,89 e 15,07, respectivamente.

Etapa 3: Alongamento e enraizamento
dos brotos

Os brotos regenerados ao final da etapa anterior,
com aproximadamente 2,0 cm de altura, devem ser
transferidos, sob condigdes assépticas de camara
de fluxo laminar, para um novo meio de cultura.

Os brotos devem ser individualizados e inoculados
em frascos de vidro transparente, com capacidade
de 220 mL contendo 30 mL de meio de cultura MS
(Tabela 1). Em cada frasco, devem ser inoculados,
em meédia, 6 brotos. A maioria das cultivares de
abacaxizeiro comestivel nao necessita de nenhum
tipo de regulador de crescimento para o processo de
enraizamento, sendo que, em alguns casos, pode-
-se adicionar uma pequena concentragao de auxina,
como, por exemplo, 0,05 yM (equivalente a 0,01

mg L") de ANA (SOUZA et al., 2009). Essa mesma
metodologia pode ser aplicada para as variedades
de abacaxizeiro ornamental. Para isso, as culturas
devem ser mantidas em sala de crescimento com
intensidade luminosa de 30 pmolm=2s, a 251 °C, e
fotoperiodo de 16 horas. Essa etapa tem duragéo de
aproximadamente, 30 dias, sendo importante que as
mudas obtidas apresentem entre 3,0 cm e 6,0 cm de
altura e haja formagéo abundante de raizes (Figura
3-B) para que as plantas possam passar a etapa de
aclimatizagdo com maior garantia de sobrevivéncia.

Etapa 4: Aclimatizacao das mudas

Para etapa de aclimatizagao, as plantas devem
apresentar entre 3,0 cm e 6,0 cm de altura, em torno
de sete folhas e formagéo abundante de raizes
(Figura 3-B). Essas mudas devem ser retiradas
cuidadosamente dos frascos, suas raizes lavadas
abundantemente com agua corrente para retirar
qualquer residuo de meio de cultura, e, em seguida,
devem ser podadas até aproximadamente 1,0 cm
de comprimento (Figura 3-C). As plantas podem ser
transferidas para tubetes (Figura 3-D) ou bandejas
(Figura 3-E).

A etapa de aclimatizagao € um processo muito
importante, na qual ocorre uma gradual adaptacao
das plantas a uma condicdo ambiental diferente
daquela em que a planta vinha sendo mantida no
laboratério. Um dos cuidados mais importantes a
serem observados é manter uma boa condi¢do de
umidade, a fim de evitar uma rapida desidratacéo,
que poderia acarretar a morte do material vegetal.
Um procedimento inicial que deve ser considerado
nesse processo é a eliminagao de plantas com pouca
chance de sobrevivéncia, como é o caso daquelas
que apresentam hiperidricidade ou ma formagao
(SOUZA et al., 2009).

O substrato pode ser muito variavel, mas deve
apresentar como principais caracteristicas uma
baixa densidade (ser leve), boa retencao de
umidade e adequada aeragao. Para tanto, podem
ser utilizadas misturas de diferentes ingredientes,
como: vermiculita, turfa, casca de pinus, casca de
eucalipto, casca de arroz carbonizada, p6 de fibra de
coco, esterco e compostos orgéanicos diversos, bem
como substratos comerciais disponiveis no mercado
(SOUZA et al., 2009).

Para os abacaxizeiros ornamentais, recomenda-se o
uso de substrato formado pela combinagéo de p6 de
coco seco com vermicomposto (humus de minhoca),
na propor¢ao de 3:1 (BOMFIM, 2006). As mudas
devem ser mantidas em recipientes como tubetes de
180 cm®e irrigadas por microaspersdo. As plantas
desenvolvidas sob essas condigdes, apds 3 meses,
apresentam enraizamento adequado (Figura 3-F),
16 folhas e 8,5 cm de didmetro da roseta, em média
(Figura 3-G). Correia et al. (2009) recomendam

a utilizagédo de substrato composto com casca de
arroz carbonizada (50%), vermiculita fina (30%) e
vermicomposto (20%), suplementado com adubo

de liberacgdo lenta Polyon® (14:14:14). Os mesmos
autores sugerem que, caso nao haja disponibilidade,
a vermiculita pode ser substituida, na mesma
proporcao, pelo substrato comercial Plantagro®.

Durante o periodo de aclimatizagdo, as mudas
também podem receber adubacgdes foliares com
solugao nutritiva. Uma recomendacgao seria o proprio
meio de cultura MS, em concentracao diluida a 25%,
podendo ser realizada quinzenalmente, afim de
promover um incremento na taxa de crescimento das
plantas, utilizando-se, em cada aplicagao, 1,6 mL de
solugéo por muda (BOMFIM, 2006).
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O tempo de aclimatizagao e desenvolvimento da
muda até o ponto de ir a campo pode se estender
por 5 meses, e dependera de uma série de fatores,
dos quais o de maior importancia € a variedade
(SOUZA et al., 2009). No Nordeste brasileiro, plantas
de abacaxizeiro ornamental podem ser aclimatizadas
em telados com retencao de intensidade luminosa
entre 50% e 70%, temperatura média de 28 °C e
irrigacdo por microaspersores quando necessario,
por um periodo de 4 meses (CORREIA et al., 2011).
Airrigagao pode ser realizada com laminas

Fotos: (A-E): Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho

de 1,0 mm dia" até os 52 dias apds o transplantio
(DAT), de 2,0 mm dia™" até os 83 DAT e de 4,0 mm
dia' até os 97 DAT, aplicada com uma frequéncia de
duas vezes ao dia (BOMFIM, 2006).

Um especial cuidado, que deve ser tomado na
aclimatizagao do abacaxizeiro, € evitar o contato do
substrato com o centro da muda, regiao denominada
de “olho”. Segundo Souza et al. (2009), isso pode
acarretar a morte da muda.

Fotos (F e G): Guilherme Vieira de Bomfim

Figura 3. Mudas micropropagadas de abacaxizeiro ornamental (Ananas comosus var. erectifolius). (A) Brotos em segmentos
contendo dois nos, colocados horizontalmente, em frascos de 220 mL. (B) Mudas apresentando entre 3 cm e 6 cm de

altura e com formagéo abundante de raizes, em estadio de desenvolvimento adequado para serem aclimatizadas. (C)
Mudas com as raizes podadas até aproximadamente 1,0 cm de comprimento, prontas para serem transferidas para fase de
aclimatizagdo em bandejas ou em recipientes do tipo tubete. (D) Mudas sendo aclimatizadas em tubetes, apoés 60 dias de
aclimatizacado. (E) Mudas sendo aclimatizadas em bandejas, apds 90 dias de transplantio, sob irrigagéo por microaspersao.
(F) Mudas apresentando, em média, 16 folhas e 8,5 cm de didametro da roseta, apds 3 meses de aclimatizagédo. (G) Medida
do tamanho da roseta das mudas micropropagadas apos a aclimatizagéo. Barras: 1 cm.
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Etapa 2:

Etapa 1:
Indugdo ao estiolamento
Explante: talo

Mudas de abacaxi
ornamental
estabelecida in vitro

A. comosus var. ananassoides)

Condic¢des de cultivo: 25 + 1°C,
sob condigGes de escuro, por 60 dias

Meio de cultura: MS (A. comosus var. erectifolius e

e MS + 10 uM de ANA (A. comosus var. bracteatus)

Regeneragdo dos brotos
Explante: brotos estiolados
(segmentos contendo dois nos)
Meio de cultura: MS + 4,44 uM de BAP
(A. comosus var. erectifolius e A. comosus var. ananassoides)
e MS + 13,32 uM de BAP (A. comosus var. bracteatus)
Condigdes de cultivo: 25 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas
e 30 ymol m?s™, por 45 dias

Etapa 4:
Aclimatiza¢do das mudas
Condigdes de cultivo: tubetes de 180 cm’ contendo

na proporgdo 3:1, sob condigBes de telado
(coberto por uma tela com 50% de sombreamento),
com irrigacdo por microaspersao, por 90 dias.

substrato a base de pé de coco seco + himus de minhoca,

Etapa 3:
Alongamento e enraizamento dos brotos
Explante: brotos.
Meio de cultura: MS ou MS + 0,05 uM de ANA
Condigdes de cultivo: 25 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas
e 30 ymol m?s™, por 30 dias

Figura 4. Esquema ilustrativo e resumido das etapas da producéo de mudas micropropagadas de abacaxizeiro
ornamental, pelo método de estiolamento in vitro e regeneragéo das plantas. Barras: 1,0 cm.

Consideracoes

O sistema de micropropagacgao de abacaxizeiro
ornamental utilizado atualmente, por meio da
proliferacéo de gemas axilares, envolve trés etapas,
com duragdes especificas. Sao elas:

a) estabelecimento in vitro das gemas axilares oriundas
da coroa — 2 meses; b) multiplicagéo por meio de
subcultivos sucessivos — 6 meses; c) alongamento

e enraizamento — 1 més. Portanto, nesse sistema,

as mudas obtidas estarao prontas para serem
aclimatizadas ap6s 9 meses de cultivo in vitro. O
método proposto de estiolamento e regeneragao
(Figura 4) envolve quatro etapas, com periodos de
duragao especificos: a) estabelecimento in vitro das
gemas axilares oriundas da coroa — 2 meses;

b) estiolamento — 2 meses; ¢) regeneragao das

brotagdes — 1 més e meio; d) alongamento e enraizamento
—1 més. Sendo assim, no sistema proposto, as mudas
micropropagadas poderao ser aclimatizadas apds 6 meses e
meio a partir da introdugao in vitro.

Em relagcédo a quantidade de mudas produzidas nos
dois sistemas, em A. comosus var. erectifolilus, pelo
método convencional, Braga et al. (2003) registraram
taxas de multiplicagcédo de 3,1, ap6s um més de
cultivo in vitro, enquanto, pelo método proposto,
pode-se estimar a produgao de 58,1 mudas, ao final
de 3 meses e meio.

Portanto, a metodologia apresentada resulta

em aumento significativo do numero de mudas
obtido, economia em tempo € mao de obra, e,
consequentemente reducao dos custos de producéo.
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