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Apresentacao

A floricultura brasileira vem crescendo nos Ultimos anos, gerando emprego
e renda no campo e na cidade. Nesse contexto, o abacaxizeiro ornamental,
usado no paisagismo e como flor de corte, destaca-se como cultura nativa
tropical de grande aceitacdo, tanto no mercado interno quanto no externo,
pela sua beleza, durabilidade e versatilidade de usos.

O mercado demanda nao sé a producdo de mudas de qualidade, mas
também técnicas que gerem, um produto final que atenda aos padrdes
de consumo, principalmente do exigente mercado externo.

O desenvolvimento de metodologias de producao de mudas e de
inducéao floral que levem a uma colheita planejada, uniforme e dentro
das exigéncias fitossanitarias e mercadoldgica de abacaxis ornamentais
é um grande impulso ao agronegécio de flores e plantas ornamentais,
auxiliando tanto os produtores ja consolidados, quanto aqueles que
desejam ingressar nessa atividade promissora.

Nesse sentido, este documento apresenta um esquema para a producao
in vitro e aclimatizacdo de mudas micropropagadas de abacaxizeiro
ornamental, bem como uma metodologia para promover a sua inducao
floral uniforme e rapida.

Vitor Hugo de Oliveira
Chefe-Geral da Embrapa Agroindustria Tropical
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Producao de Mudas In Vitro
e Inducéao Floral de
Abacaxizeiro Ornamental

Diva Correia

Neiliane Santiago Sombra Borges
Esau Matos Ribeiro

Jodo Paulo Saraiva de Morais

Introducao

A familia Bromeliaceae possui 58 géneros e mais de 3 mil espécies
(LUTHER, 2006). As bromélias ocorrem nas regides tropicais e
subtropicais, estimando-se que cerca de 70% dos géneros e 40% das
espécies sdo nativas do Brasil com maior diversidade na regido da Mata
Atlantica, entre os Estados de Santa Catarina e Bahia. As bromélias sao
apreciadas em todo o mundo, pelas suas cores, formas e desenhos,
tanto da prépria planta quanto da inflorescéncia e infrutescéncia.
Ocorrem desde areas litoraneas até altitudes acima de 4 mil metros,
tanto em regides de alta umidade relativa do ar, quanto em regioes
extremamente secas (PAULA, 2000).

A espécie Ananas comosus var. erectifolius (L. B. Smith) Coppens &
Leal (COPPENS d "EECKENBRUGGE; LEAL, 2003), também conhecida
como Ananas lucidus Miller (Figura 1A), caracteriza-se por ser terrestre,
e, geralmente, se desenvolver em campo aberto sob alta luminosidade,
solos arenosos e clima tropical (CORREIA et al., 1999). Apresenta
folhagem sem espinhos e de coloracao purpura, com infrutescéncia
vermelha, medindo entre 8 cm e 10 cm de comprimento, disposta na
posicao apical da haste, que pode medir até 80 cm de altura. A planta
é rdstica e, gracas a sua beleza exética, vem ganhando espaco como
flor de corte, tanto no mercado interno e externo de flores e plantas
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ornamentais (BORGES et al., 2003). No Brasil, um dos principais
centros de diversidade genética do género Ananas, o Ananas comosus
var. erectifolius, ocorre na regidao Norte (FAVERO et al., 2006). Outras
areas de dispersido dessa espécie sdo Venezuela, Guiana Francesa e
Peru (BARGUIL et al., 2008).

O Estado do Ceara é o maior produtor e exportador de abacaxi
ornamental como flor de corte (Figura 1B), destinado principalmente
aos mercados da Holanda, Estados Unidos, Alemanha, Portugal,
Dinamarca e Franca (CORREIA, 2007). A espécie Ananas comosus
var. erectifolius é responsavel por 70% das exportacdes de abacaxi
ornamental. O cultivo de abacaxi ornamental (Figura 1C) ja pode ser
observado na maioria dos estados da Regidao Nordeste, bem como em
Goias e Tocantins (CORREIA, 2007).

O estabelecimento e o cultivo do abacaxizeiro ornamental, como as
demais culturas, depende muito da qualidade da muda, a qual esta
diretamente relacionada as condicoes ambientais onde sdo produzidas e
do manejo dado a cultura. A sanidade do material propagativo constitui
um dos pré-requisitos basicos para que altas produtividades e frutos de
qualidade possam ser obtidos.

O abacaxi ornamental propaga-se de forma similar ao abacaxi
comestivel (Ananas comosus (L.) Merril). A propagacao assexuada ou
vegetativa é predominante no estabelecimento de cultivos comerciais.
Como exemplos de mudas utilizadas na propagacéo, citam-se: coroa
(brotacao do apice do fruto); filhote (brotacao do pedtnculo); filhote-
rebentédo (brotacao da regido da insercdo do pedunculo no caule);
rebentdo (brotacado do caule aéreo ou subterraneo) e mudas formadas
em viveiro, a partir de gemas desenvolvidas em secdes do caule ou por
cultura de tecidos (REINHARDT; CUNHA, 1999).

Todavia, a implantacado de plantios de abacaxizeiros com alguns desses
tipos de propagulos pode ocasionar problemas como desuniformidade
de tamanho e de florescimento; nimero de rebentos limitados; e
reducado da qualidade fitossanitaria dos materiais propagativos por
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Figura 1. Ananas comosus var. erectifolius: (A) planta em cultivo; (B) hastes;
(C) area de producéo de flor de corte. Horizonte, CE, 2006.

Foto: SEAGRI
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causa de pragas e doencas, especialmente a fusariose (REINHARDT;
CUNHA, 1999; MATOS, 1999). Esses problemas sao reduzidos quando
a muda é produzida via cultura de tecidos, utilizando-se, como material
propagativo, gemas axilares e/ou meristemas. A propagacgao in vitro,
além de acelerar a multiplicacao do material, permite a obtencao

de plantas com maior uniformidade e controle fitossanitario (BE;
DEBERGH, 2006). Dessa forma, mudas produzidas em laboratério,

via cultura de tecidos, tém sido muito usadas em programas

de melhoramento genético e para a implantacao de matrizeiros,
procedimento responsavel pela expansao das areas plantadas com
abacaxi ornamental (CORREIA; BORGES, 2001).

A utilizacao da biotecnologia na producao de plantas in vitro vem sendo
desenvolvida ha mais de 60 anos. Os grandes avancos ocorreram

nos Estados Unidos, durante a década de 70 (TORRES et al., 1998).

A cultura de tecidos de plantas refere-se as técnicas de excisao,
desinfestacado e cultivo, em meio nutritivo, sob condicbes assépticas,
de células, tecidos ou 6rgaos. A micropropagacao tem sido a técnica
de propagacao in vitro mais aplicada na cultura de tecidos de plantas.
O primeiro estudo de propagacéo in vitro visando a producdo comercial
de uma bromélia ornamental (Aechmea fasciata) foi realizado por Jones
e Murashige (1974). A partir dai, outros estudos foram desenvolvidos
com o objetivo de definir protocolos para produgcédo comercial
(MERCIER; KERBAUY, 1997), conservacao genética (RECH FILHO et
al., 2005) e nutricao (KANASHIRO et al., 2007).

O uso da micropropagacao no processo de producao de mudas de
abacaxizeiro justifica-se pela alta taxa de obtencdo de mudas; fixacao
de ganhos genéticos nas populacdes clonais; obtencdao 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 pelo controle na produgcdo da muda, pois
independentemente da época e do local de plantio, exige pouco
espaco e é de facil transporte (CORREIA; BORGES, 2001). Como
desvantagem, destaca-se o custo da muda (5 a 10 vezes superior
aos métodos convencionais de propagacao vegetativa), por causa
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das exigéncias de infra-estrutura de laboratério, de telados para
aclimatacao e de mao-de-obra especializada (ESCALONA et al., 1999).

A producdo de mudas micropropagadas esta diretamente relacionada
ao manejo do cultivo in vitro e é influenciada, por exemplo, pelo
periodo de subcultivo (HAMAD; TAHA, 2008; SANTOS et al., 2008),
pelo meio de cultivo (GUERRA et al., 1999; BORGES et al., 2003) e
pela concentracao de reguladores de crescimento (SANTOS et al.,
2008). De acordo com Teixeira et al. (2001), no cultivo in vitro de
abacaxi comestivel, pode-se obter até 1.000 plantas/gema axilar, a
cada seis meses, enquanto na propagacao vegetativa convencional,
via filhotes, consegue-se até nove rebentos/planta/ano, dependendo da
cultivar e do manejo da cultura.

Metodologia de Micropropagacao

As principais etapas do processo de micropropagacao sao: escolha das
plantas matrizes; resgate, isolamento e estabelecimento das gemas
axilares in vitro; multiplicacdo de brotos; alongamento e enraizamento
dos brotos e aclimatizacdo das mudas micropropagadas em telado.
Apds a aclimatizacao, as mudas podem ser conduzidas ao campo,
como materiais convencionais, inclusive em relacédo a inducéo floral.

® Meio de Cultura

O meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) é o mais
utilizado no cultivo in vitro de abacaxizeiro. Na Tabela 1, encontra-se
a formulacdo desse meio, bem como as concentracdes dos reagentes
para o preparo das solucdes-estoques, aliquotas das solucoes-
estoques, da suplementacao de vitaminas e da sacarose necessarias
para o preparo de 1 litro de meio de cultura.

No preparo de meios de cultura solidificado, normalmente acrescenta-
se dgar (4 gL' a6 gL', dependendo da marca e do nivel de
solidificacdo) ou Gelrite® (1,6 gL' a 2,0 g L"), antes do ajuste do pH.
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O pH do meio de cultura é ajustado para 5,8 e, posteriormente,
procede-se a esterilizacdo do meio em autoclave a 121 °C e pressao
de 1,05 kg cm™, por 15 minutos.

Tabela 1. Formulacdo do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
concentracdes dos reagentes para o preparo das solucdes-estoques e aliquotas
das solucOes-estoques, vitaminas e da sacarose necessdarias para o preparo de
um litro de meio de cultura. Fortaleza, CE, 1999.

Reagente [ioncentrat;éo : A1So|ut,:50-,estoque
mg L mmol L gl aliquota (1 L)

Nitrato de amdnio (NH4NO3) 1.650 20,6 165 10 mL

Nitrato de potassio (KNO3) 1.900 18,8 95 20 mL

Cloreto de calcio diidratado (CaCl, . 2H,0) 440 30 44 10 mL

Fosfato monobasico de potassio (KH,P0,) 170 1,25 17 10 mL

Sulfato de magnésio heptaidratado (MgS04 . 7H,0) 370 1,5 37 10 mL

Ferro-EDTA

(FeSO,4 . 7H20) 27,8 0,1 2,78 10 mL

(Na,EDTA . 2H,0) 37,3 0,1 3,73

Sulfato de manganés monoidratado (MnSQy . H,0) 16,9 0,1 1,69

Sulfato de zinco heptaidratado (Zn SO, . 7H,0) 8,6 0,03 0,86

Sulfato de cobre pentaidratado (Cu SO, . 5H,0) 0,025 0,0001 0,0025

Molibdato de sddio diidratado (Na;Mo0, . 2H,0) 0,25 0,001 0025 10mL

Acido bérico (H;B05) 6,2 0,100 0,62

lodeto de potassio (KI) 0,83 0,005 0,083

Cloreto de cobalto Il hexaidratado (CoCl, . 6H,0) 0,025 0,0001 0,0025

Tiamina . HCI (vitamina B1) 0,1 0,0003 0,01

Piridoxina . HCI (vitamina B6) 0,5 0,0024 0,05 10 mL

Acido nicotinico (vitamina PP) 0,5 0,004 0,05

Glicina 2,0 0,027 0,2

(Mio-) Inositol 100 0,555

Sacarose 30.000 87,6




14

Producédo de Mudas In Vitro e Inducéo Floral de Abacaxizeiro Ornamental

® Condicdes de crescimento in vitro

As culturas vegetais devem permanecer durante todo o processo de
crescimento e desenvolvimento in vitro, em ambiente climatizado, com
a temperatura de 27 °C + 2 °C, fotoperiodo de 12 horas e radiacido
ativa fotossintética de 30 umol m? s a 50 ymol m? s™ (Figura 2).

Foto: Diva Correia

Figura 2. Abacaxi ornamental (Ananas comosus var. erectifolius) mantido em
sala climatizada para o crescimento de cultura in vitro. Embrapa Agroindustria
Tropical, Fortaleza, CE, 2001.

® Manejo do material vegetal

O manejo inicia-se com a escolha criteriosa das plantas matrizes de
abacaxi ornamental, selecionando-se plantas sadias, vigorosas, com
folhagens de coloracao purpura-avermelhada (Figura 3). Os frutos das
plantas selecionadas devem apresentar comprimento entre 7 cme 10 cm,
tamanho exigido pelo mercado externo.

As plantas matrizes devem ser cultivadas com manejo adequado,
irrigacado por gotejamento, adubacdes periédicas e controle
fitossanitario de acordo com os aplicados em cultivo de abacaxi
comestivel, segundo Cunha et al. (1999).
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Figura 3. Plantas matrizes de abacaxizeiro ornamental (Ananas comosus var.
erectifolius) em ambiente protegido. Embrapa Agroindustria Tropical, Pacajus,
CE, 2001.

As coroas devem, entao, ser retiradas dos seus frutos e lavadas em
agua corrente (Figura 4 A, B). Posteriormente, cortam-se as folhas

das coroas (Figura 4 C, D) e, com o auxilio de uma escova macia, sédo
novamente lavadas em dgua corrente. Em seguida, cada coroa deve ser
mantida em 500 mL de solucéo de hipoclorito de sédio a 2,5% (v/v) de
cloro ativo, sob agitacdo, em recipiente tampado, durante dez minutos.

Em camara de fluxo laminar, as coroas desfolhadas (Figura 4 E; F)
devem ser imersas em 500 mL de solucao de alcool 70% (v/v) por
coroa e mantidas sob agitacdo durante 2 minutos, sendo transferidas
posteriormente para outros 500 mL de uma solucao de hipoclorito
de sddio a 1% (v/v) de cloro ativo, com acréscimo de 0,01% (v/v)
de Tween 20 (aproximadamente 2 gotas/100 mL), sob agitacao
constante, por 15 minutos. Apds serem submetidas a trés lavagens
sucessivas em 500 mL de agua destilada e esterilizada, as coroas
devem ser armazenadas em frascos esterilizados, até que as gemas
axilares sejam utilizadas como fonte de explantes (Figura 4 F ).
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Figura 4. Etapas da desinfestacdo de coroas de abacaxizeiro ornamental (Ananas
comosus var. erectifolius): (A) infrutescéncia com a coroa; (B) coroa; (C, D) cor-
te das folhas; (E) coroa com as folhas cortadas; (F) detalhe da gema axilar, fonte
de explante (Barra = 10 mm). Embrapa Agroinddstria Tropical, Fortaleza, CE, 2001.

O processo de retirada das gemas axilares deve ocorrer em camara

de fluxo laminar, com o auxilio de bisturis e pincas. As gemas sao
isoladas individualmente em tubos de cultura (25 mm de didametro

x 150 mm de comprimento) contendo 10 mL de meio de cultura MS
solidificado e suplementado com 1 mg L' de benzil amino purina (BAP),
0,01 mg L' de 4cido naftaleno acético (ANA) e 2 mg L de 4cido
giberélico (GA;) (Figura 5A). Dessa forma, as gemas sdao mantidas em
sala de crescimento por quatro semanas. A cultura deve ser mantida
no escuro, durante os primeiros sete dias de cultivo. A cada semana,
deve ser realizada uma transferéncia dos explantes para meio fresco de
formulagéo, igual a usada no periodo de isolamento das gemas.

Na etapa de multiplicacdo, deve-se utilizar o meio de cultura MS
suplementado com BAP (1,0 mg L") e ANA (0,1 mg L™"). A proliferacdo
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dos brotos é alcancada via subcultivos sucessivos, para meio de
cultura fresco, realizados a cada 30 dias, por um periodo maximo

de seis meses (Figura 5B). A cada subcultivo, os explantes sao
seccionados ao meio e na sua base sado feitos cortes para estimular
o crescimento e o desenvolvimento de novos brotos. Nessa fase,
recomenda-se a utilizacdo de recipientes com capacidade de 220 mL,
vedados com tampas de polipropileno, contendo 30 mL de meio de
cultura solidificado e quatro explantes por recipiente.

Depois que os brotos individualizados atingirem altura igual ou

superior a 1 cm, eles devem ser transferidos para meio de cultura MS
suplementado com ANA (0,1 mg L ou 0,01 mg L"), para que ocorra

o seu alongamento e enraizamento in vitro. Subcultivos sucessivos
podem ser realizados em intervalos de 30 a 45 dias para meio de
cultura fresco solidificado e suplementado com 0,01 mg L de ANA.
Outra alternativa vidvel é realizar acréscimo de meio de cultura liquido
suplementado com 0,01 mg L de ANA, 30 dias ap6s a manutencio
em meio de alongamento. Tais procedimentos favorecem o crescimento
uniforme e o enraizamento simultaneo dos brotos (Figura 5C).

Nessa fase, recomenda-se a utilizacdo de recipientes com capacidade
de 220 mL vedados com tampas de polipropileno, contendo 30 mL a
40 mL de meio de cultura solidificado e, no maximo, seis explantes por
recipiente.

Foto: Diva Correia

Figura 5. Abacaxizeiro ornamental (Ananas comosus var. erectifolius) in vitro:
(A) gema axilar em desenvolvimento; (B) multiplicacdo de brotos; (C) brotos em
alongamento e enraizamento. Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, CE, 2001.
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Apés o periodo de tempo referente ao alongamento, as plantas
micropropagadas devem ser retiradas dos frascos, individualizadas,
lavadas em agua corrente para remover todo o excesso de meio de
cultura e, em seguida, deve ser feita uma poda nas raizes, deixando-as
com aproximadamente 1 cm de comprimento (Figura 6A).

A planta, para ser aclimatizada, deve apresentar entre 3 cm e 6 cm
de altura e raizes (Figura 6A). Pode ser transferida para bandejas
com células de diferentes volumes de substratos (Figura 6 b), ou
tubetes de capacidade de 120 cm?®, fazendo-se uso de substrato com
boas caracteristicas fisicas e quimicas (CORREIA et al., 2009) que
favorecam o crescimento da planta (Figura 6C, D).

Bom crescimento de plantas micropropagadas de abacaxi ornamental
tem sido obtido utilizando-se substrato composto com casca de arroz
carbonizada (50%), vermiculita fina (30%) e vermicomposto (20%)
suplementado com adubo de liberacao lenta Polyon® (14: 14: 14)
(Figura 6B, C, D). Caso nao haja disponibilidade, a vermiculita pode ser
substituida, na mesma proporcéo, pelo substrato comercial Plantagro®
(CORREIA et al., 2009).

No Nordeste brasileiro, plantas de abacaxi ornamental podem ser
aclimatadas em telados com retencéo de intensidade luminosa entre 50%
e 70% e temperatura média de 28°C, e irrigacdo por microaspersores
quando necessario, por um periodo de 4 meses (Figura 6C, D).

Inducéao Artificial da Floracao

Mudas micropropagadas de abacaxi ornamental (Figura 6C, D), com
quatro meses de idade, crescidas em tubetes, com o uso de substratos ja
citados, apresentam em média 24 folhas (CORREIA et al., 2009). Essas
mudas podem ser utilizadas para o plantio em campo, preferencialmente
em linhas simples (espacamento 0,90 m x 0,30 m; densidade 37.000
plantas/ha) ou duplas (espacamento 0,90 m x 0,40 m x 0,30 m; densidade
51.200 plantas/ha), irrigado por microaspersao, seguindo-se as
recomendacdes de adubacao e tratos culturais utilizados para o cultivo
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do abacaxizeiro comestivel, de acordo com Cunha et al. (1999). Caso
se faca uso de adubacéao foliar durante o cultivo do abacaxizeiro
(CUNHA et al.,1999), esta deve ser interrompida 15 dias antes da
aplicacao do indutor floral.

Figura 6. Mudas micropropagadas de abacaxizeiro ornamental Ananas comosus
var. erectifolius: (A) com tamanho ideal (3 cm a 6 cm) para a aclimatacéao;
(B) aclimatadas em bandejas com células (plugs), em telado; (C; D) aclimatadas
em tubetes, em telado. Embrapa Agroindudstria Tropical, Fortaleza, CE, 2001.

A inducéo artificial da floracdo do abacaxizeiro ornamental, tanto
quanto a do comestivel, é utilizada principalmente para uniformizar
o florescimento e a formacao do fruto, permitindo o planejamento
da colheita e a viabilizacao da comercializacao de forma racional e
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econdmica. As substancias mais usadas séo carbureto de calcio (CaC,)
e 2-cloroetilfosfénico (etephon). Esses indutores promovem o aumento
do teor de etileno na planta, principalmente na regidao meristematica,
onde os produtos sdo aplicados.

O etephon tem sido a substancia mais utilizada para a inducao da
floracdo do abacaxizeiro ornamental e pode ser aplicado em mudas
micropropagadas com 10 a 12 meses de idade apds o plantio em
campo (Figura 7A).

Figura 7. Plantas micropropagadas de Ananas comosus var. erectifolius (A) com
10 meses de idade apds o plantio em canteiros e (b) com hastes florais, aos 75
dias apds a inducdo floral com Ethrel®. Embrapa Agroinddstria Tropical,
Fortaleza, CE, 2001.

Para o preparo de um litro da solucdo de indutor de floracdo, deve-
se acrescentar, em dgua de boa qualidade, 0,45 mL de Ethrel®
(equivalente a 0,324 g de ethephon), 0,35 g de hidréxido de célcio
(CaOH), e 20,0 g de ureia.
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O acréscimo do (CaOH), permite a reducéo da acidez da solucgéo

indutora (pH entre 8 e 10) para aproximadamente pH 6,0 e 6,5,

elevando a eficiéncia do ethefon, pois a liberacdo do etileno é facilitada
em meio alcalino, enquanto a adicdo da ureia promove ainda mais

a eficiéncia da inducdo, melhorando a difusdo do ethefon e sua

absorcao pelo abacaxizeiro. Devem-se aplicar 30 mL dessa solucdo por
planta, pulverizando-se a regidao da gema apical, evitando-se qualquer
escorrimento da solucdo. Essa operacao é realizada no inicio da manha ou
da noite.

Apds 45 dias da aplicacdo do indutor floral, verifica-se a formacao de
botdes florais e, com mais 30 dias, o fruto ja formado (Figura 7B). Com
a utilizacdo desse procedimento para a inducao artificial da floracdo do
abacaxizeiro ornamental, aos 75 dias apds a aplicacdo do indutor floral,
verificou-se 98% de formacao de frutos.

Dependendo do mercado que se deseja atender, a relacdo do tamanho
coroa/fruto podera ser diferente, cabendo ao produtor manejar a cultura
e a época de colheita, de acordo com seu mercado-alvo
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