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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um estudo morfolégico e anatdmico sobre os
processos regenerativos em explantes de bainha foliar e caule de abacaxizeiro cultivar
Pérola cultivados in vitro. Para a inducdo de embriogénese somadtica, os explantes foram
cultivados em meio bdsico composto de sais minerais MS, vitaminas de Gamborg e 3% de
sacarose. A esse meio foi adicionado 20 uM de picloram. As culturas foram mantidas no
escuro por 60 dias. Em seguida os explantes foram transferidos para meio basico com 10
UM de picloram onde permaneceram por mais 30 dias. Nos explantes de bainha foliar, a
formacdo de calos primarios tornou-se visivel na regido da nervura apds 15 dias de cultivo.
Ap6s 30 dias, calos primérios foram formados nos explantes. Depois 60 dias de cultivo, os
calos comecaram a apresentar uma textura fridvel em sua superficie. Com a redugdo da
concentracdo de picloram, estruturas semelhantes aos embrides somdticos formaram-se
ap6s 30 dias de cultura. A formacdo de calos ocorreu da mesma forma nos explantes de
discos caulinares, diferindo dos explantes provenientes da bainha foliar apenas na
morfologia. As andlises histoldgicas revelaram que a origem do calo se iniciou nas células
parenquimaticas dos feixes vasculares. Células parenquimdticas proximas e externas a
endoderme no caule também apresentaram divisdo celular. Entretanto, as células
parenquimaticas internas a endoderme permaneceram intactas. O processo de divisdo e
diferenciagdo celular levaram a formagédo de n6dulos.O crescimento e desenvolvimento dos
nédulos na dire¢do centrifuga provocaram lise da epiderme abaxial e adaxial. Para indugéo
de organogénese os explantes da bainha foliar e do caule foram mantidos em meio bésico
suplementado com 27 uM de ANA e 1 uM de BAP. As raizes adventicias foram formadas
ap6s um periodo de 45 dias de cultivo. Pela andlise dos resultados, a origem dos nddulos
ocorreu a partir de trés fontes: as células da bainha do feixe vascular, o parénquima
clorofiliano e em menor quantidade no parénquima agqiiifero nos explantes da bainha foliar.
Nos explantes de seccdes do caule, as células parenquimadticas externas a endoderme e a
bainha dos feixes vasculares corticais iniciaram a formacdo dos nédulos. Com 15 dias de
cultivo foram observados nddulos distribuidos no mesofilo e no cértex. Os nddulos
originados de explantes de sec¢des de caule apresentaram a formacdo de uma regido
medular e outra cortical, separadas por células com paredes espessadas e em processo de
diferencia¢do. Aos 45 dias de cultivo observou-se, nos ndédulos oriundos do caule,
protoxilema e protofloema, parénquima medular, periciclo, endoderme, parénquima

cortical, exoderme e epiderme. Raizes adventicias formaram-se a partir dos nédulos.
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ABSTRACT

The objective of this work was to develop a morphological and anatomical study of the
regenerative processes in leaf base and stem sections explants of pineapple cultivar Perola
cultivated in vitro. For somatic embryogenesis induction the explants were cultured in basal
medium consisting of MS mineral salts, Gamborg’s vitamins and 3% sucrose. This medium
was supplemented with 20uM of pichloran. The cultures were kept in the dark for 60 days.
After that period of time the explants were transferred to the basal medium with 10uM of
pichloran where they remained for an additional 30 days. In basal leaves explants the
formation of primary calli become visible in the vein region after 15 days in culture. After
30 days of culture, the primary callus were formed in the explants. After 60 days of culture,
calli began to show a friable texture at their surface. With the reduction of the pichloran
concentration somatic embryos like structures formed after 30 days. Callus formation
occurred in the same manner in stem sections explants, differing from those of leaf base
only in its morphology. The histological analysis disclosed that the callus initiated from
parenchymatic cells of vascular bundles. Parenchymatic cells close to endodermis in stem
section also showed cell division. However, parenchymatic cells in the inner endodermis
stayed intact. The processes of cell division and differentiation led to nodule formation. The
growth and development of nodules centripetally caused the lysis of both abaxial and
adaxial epidermis. For organogenesis induction the leaf base and stem section explants were
maintained in basal medium supplemented with 27 uM of NAA and 1 uM of BAP.
Adventive roots were formed after 45 days of cultivation. The results analysis showed that
in leaf base explants the nodules arose from three sources: parenchyma cells surrounding
the vascular bundles, chlorophyllous parenchyma cells, and in minor quantity from aqueous
parenchyma cells. In stem section explantes, the nodules arose from parenchymatic cells in
the outer the endodermis and the parenchymatous cells around vascular bundles. Within 15
days of cultivation, nodules were observed in mesophyl and in the cortex. The nodules that
arose from the stem section showed the medular and cortical regions separeted by cells with
thick walls in a process of differentiation. At 45 days of cultivation these nodules showed
differentiation of protoxylem, protophoem, medular parenchyma, pericycle, endodermis,

cortical parenchyma, exoderm and epiderm. Adventive roots were formed from the nodules.
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de seta) em formacgdo e inicio de formagdo de uma gema lateral (seta larga). Barra = 50
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Figura 27. Cortes transversais das raizes formadas aos 30 dias (A - C) e 45 dias (D) de
cultivo no tratamento com 27 uM BAP e 1,0 uM ANA. A — Inicio da diferenciagdo da raiz,
com estabelecimento da zona medular (Zm), pdlos de protoxilema (Ptx), células em
processo de divisdo (ponta de seta), endoderme (Ed), zona do parénquima cortical (Zc); B
— Raiz adventicia em diferencia¢do apresentando podlos de protoxilema na zona medular
(Ptx), periciclo (Pr), endoderme (Ed); C — Diferenciagédo do tecido de revestimento (Tr); D
— Raiz adventicia evidenciando a diferenciacdo do parénquima cortical (PC), exoderme

(Ex) e epiderme (Ep). Barra =50 [, ....oooiiiiiiiiiieeeee e 38
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INTRODUCAO

O abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus (L.) Merr) € uma planta de clima
tropical, monocotiledonea pertencente a familia Bromeliaceae, cujo fruto é muito
apreciado nos mercados interno e externo (Cunha et al., 1999). A producdo mundial dessa
fruteira € em torno de 18,8 milhdes de toneladas, em uma area estimada de 955,6 mil
hectares (FAOSTAT, 2008). Dentre os paises produtores de abacaxi o Brasil ocupa o
primeiro lugar com uma producdo de 1,6 milhdes de toneladas em uma 4rea plantada de 62
mil hectares. O perfil das regides produtoras no pais coloca a regido Nordeste em primeiro
lugar, com 43% da produgdo nacional, seguida pela regido Sudeste com uma participacio
de 26% e da regido Norte 21% (IBGE, 2008). No Nordeste a cultura assume grande
importancia social por ser fonte de emprego.

As principais variedades plantadas no Brasil sdo Smooth Cayenne e Pérola A
producdo da variedade Smooth Cayenne € voltada principalmente para a comercializacio
de produtos industrializados e atender as exigéncias do mercado para exportagdo, enquanto
que a producdo da variedade Pérola se restringe ao mercado interno de frutas frescas,
gragcas a sua polpa suculenta e saborosa (Giacomelli & Py, 1981; Giacomelli, 1982;
Reinhardt et al., 2000).

Apesar da sua expressdo econdmica, o agronegocio de abacaxizeiro enfrenta varias
dificuldades. Um dos principais entraves a producdo econdmica, competitiva e auto-
sustentdvel é a falta de gendtipos resistentes a doengas, principalmente a fusariose. A
suscetibilidade ao fungo da cultivar Pérola impede que o agricultor produza o seu proprio
estoque de mudas. Se isso fosse possivel, no caso de uma cultivar com resisténcia a essa
doenca, ainda que os pregos das mudas fossem altos, os produtores poderiam, apds adquirir
as mudas, plantd-las e, na colheita, reservar um lote que seria utilizado como mudas para
os plantios futuros visando a expansio da area ou comercializacdo de material propagativo.

Ha demanda do setor produtivo de abacaxizeiro por tecnologia que visem
maximizar a produ¢cdo com menor custo de producdo. Dentre as tecnologias a serem
consideradas pela cadeia produtiva de abacaxizeiro destacam-se a producdo de mudas
micropropagadas livres de doencas como a fusariose, causada pelo fungo Fusarium
monoliforme var. subglutinans (Reinhardt & Cunha, 1982).

Trabalhos referentes a propagacdo in vitro de abacaxizeiro foram descritos por
Aghion & Beauchesne (1960); Teo (1974); Pannetier & Lanaud (1976); Zepeda & Sagawa
(1981) e DeWald et al. (1988). Com a demanda do setor por mudas com alta qualidade



fitossanitdria a enfase dos trabalhos visaram a producdo de propdgulos in vitro em grande
escala (Be & Debergh, 2006; Mongollén et al., 2004; Cruz, 2000; Albuquerque et al.,
2000; Guerra et al., 1999; Barboza, 1999).

Na literatura consultada sobre a micropropagacdo do abacaxizeiro sdo incipientes
os conhecimento em relacdo a caracterizacdo anatdmica dos processos regenetativos. Esses
estudos devem preceder as pesquisas da embriogénese e organogénese in vitro, em virtude
de fornecer informacdes precisas sobre a origem do embrido ou 6rgao formado.

Os trabalhos relacionados com a descri¢do histoldgica em cultura de tecidos,
geralmente, retratam embriogénese somatica ou organogénese de dicotiledoneas, como
café, eucalipto e batata-doce (Quiroz-Figueroa et al., 2006; Trevizam, 2005, Quiroz-
Figueroa et al., 2002; Padmanabhan er al., 1998). Outros descrevem estes mesmos
processos em monocotiledoneas, representados pelas culturas: cana-de-agucar, milho, trigo
e arroz (Jones & Rost, 1989; Guiderdoni & Demarly, 1988; McCain & Hodges, 1986;
Magnusson & Bornman, 1984). Os estudos voltados para fruticultura estdo concentrados
principalmente para as culturas de Citrus, maracuja e banana (Moraes, 2003; Jayasankar et
al., 2003; Almeida, 2002; Mendes-da-Gléria et al., 2001; Filippi et al., 2001; Apezzato-da-
Gloria et al., 1999).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi o de descrever a caracterizagdo
anatdmica dos processos embriogénicos e/ou organogénicos in vitro em abacaxizeiro cv.

Pérola.



REVISAO DE LITERATURA

Distribuicio geografica e Botanica

Diferentes hipéteses tém sido sugeridas para a origem geografica do género
Ananas. Alguns autores acreditam que esse gé€nero € proveniente do continente Sul
Americano na drea entre os paralelos 15° a 30° de latitude Sul e 40° a 60° de longitude
Oeste. Essa faixa compreende as regides Central e Sul do Brasil, a Norte da Argentina e o
Paraguai (Baker & Collins, 1939). Outros autores consideram o centro de origem dessa
espécie a regido compreendida entre 10° de latitude Norte a 10° de latitude Sul e 55° de
longitude Leste a 75° longitude Oeste. (Leal & Antoni (1980 a,b). Siméo (1971) considera
o Brasil como o centro de origem do abacaxizeiro, sendo que a sua dispersao no continente
americano ocorreu apés a segunda viagem de Colombo em 1943. Assim, essa espécie é
encontrada desde a América Central até o norte da Argentina, mostrando sua diversidade
genética em termos de adaptacdo a diferentes condi¢des edafoclimaticas (Giacomelli &
Py, 1981).

O abacaxizeiro é uma monocotiledonea, herbacea, perene, pertencente a familia
Bromeliaceae, género Ananas. A maioria das espécies de Bromeliaceae é encontrada, em
condicdes naturais, nas regides tropicais e subtropicais da América, e poucas em zonas
temperadas (Cunha et al., 1999 e Reinhardt et al., 2000). O Ananas comosus var. comosus
¢ uma espécie da qual abrange todas as cultivares plantadas comercialmente no mundo,
apresentando ampla variabilidade genética, com muitas formas cultivadas (Coppens &
Leal 2003).

Os cultivares de maior interesse comercial no mundo sdo: Smooth Cayennne,
Pérola, Singapore Spanish, Perolela, Red Spanish, Queen (Reinhardt er al, 2000) e
recentemente a variedade Gold (Cabral, 2004). Entretanto, a cultivar Smooth Cayenne do
grupo Cayenne e Pérola do grupo Pernambuco sdo aquelas que se destacam nos plantios
comerciais brasileiros devido ao sabor adocicado e facilidades no cultivo das mesmas.

A variedade Pérola representa aproximadamente 80% da produg@o nacional
(Reinhardt et al., 2000; Cabral, 2004), sendo o seu consumo preferencial in natura. Seu
fruto tem o formato cdnico, com casca amarela no amadurecimento, de polpa branca, com
massa fresca de 1 Kg a 2 Kg, com elevado teor de agtcares e apresenta reduzida acidez, o

que a torna agraddvel ao paladar brasileiro (Giacomelli & Py, 1981; Cunha ef al., 1999;



Cabral, 2004). Possui porte médio e crescimento ereto. As folhas tem cerca de 65 cm de
comprimento e espinhos nos bordos. A coroa € grande. O pedinculo € longo. Produz
muitas mudas tipo filhote presas ao pedinculo. A variedade Pérola mostrou-se mais
tolerante a murcha associada a cochonilha Dysmicoccus brevipes do que a Smooth

Cayenne (Cabral, 2004), porém, também € susceptivel a fusariose (Reinhardt ez al., 2000).

Morfologia e anatomia do abacaxizeiro

O sistema radicular das plantas propagadas comercialmente é constituido por raizes
adventicias, apresentando uma distribuicdo superficial. Algumas raizes emergem da regido
internodal do caule na axila das folhas, e apresentam morfologia achatada, enrolando-se no
caule (Collins, 1960). As raizes adventicias aparecem na regido do cilindro vascular, que
divide o cértex e a regido central, e segue obliquamente para baixo em dire¢do a epiderme
(Krauss, 1949).

A porcdo aérea do caule é completamente coberta pelo arranjo de folhas em espiral
enquanto que a por¢do abaixo do solo é coberta por um arranjo de raizes fibrosas (Krauss,
1948). A remocgdo das folhas e das raizes apresenta um caule clavado com tamanho entre
20 a 25 cm (Krauss, 1948; Collins, 1960; Reinhardt et al., 2000), dividido em nds e
entrens, com gemas localizadas no ponto de inser¢do das folhas.

Internamente, o caule € dividido por um cilindro vascular que consiste de uma zona
meristematica nas regides jovens e tecidos vasculares nas regides maturas (Krauss, 1948).
Sendo assim, o caule € dividido em cilindro central e cértex. Na base do caule, o cilindro
vascular é espesso e apresenta uma suberizacdo dos elementos constituintes. Em outras
regides do caule, o cilindro vascular € interrompido para a passagem dos tracos foliares.
Krauss (1948) considera essas aberturas como espacos foliares. Os feixes vasculares estdo
distribuidos por todo o eixo caulinar, entretanto, os feixes sdo mais numerosos na regifo
central do que no cortex. Os feixes vasculares sdo maiores, aparentemente ramificados e
amplamente espacados na porcdo central do caule enquanto que no cértex, os feixes sao
menores e agregados.

As folhas s@o estreitas e rigidas, dispostas em forma de calha, revestidas por
cuticulas e tricomas, além de possuir estdmatos distribuidos regularmente na face inferior
(Collins, 1960; Simao 1971). Estas folhas formam uma roseta densa em torno do caule e
atuam como coletores de dgua, particulas de solo e materiais organicos como fragmentos

de folha e insetos mortos (Krauss, 1948).



As folhas originam-se como projecdes laterais na regido de crescimento apical do
caule (Krauss, 1949). A epiderme da folha € continua com a epiderme caulinar.
Imediatamente abaixo da epiderme encontram-se uma camada de células denominada
hipoderme em ambas as faces da folha. Em seguida estd o parénquima clorofiliano, o
parénquima agqiiifero, feixes vasculares colaterais e corddes de fibras regularmente
distribuidos pelo mesofilo.

O pedinculo ¢ a parte da planta que sustenta a inflorescéncia e o fruto, fazendo a
conexdo desses 6rgios com caule (Collins, 1960).

A inflorescéncia é classificada como estiga e se inicia ap6s a fase juvenil, sendo
formada por flores sésseis, distribuidas ao longo da haste. As flores s@o hermafroditas e
localizadas na axila de uma bractea (Py, 1969; Manica, 2000).

O fruto apresenta um formato conico, sendo classificado como multiplo devido a
jun¢do de 100 a 200 frutiolos individuais, sendo os frutos maiores na base e menores no
apice. O fruto geralmente atinge 15 cm de comprimento, tem polpa abundante, sucosa e de
sabor agraddvel, quando atinge a maturacdo. Uma caracteristica marcante da espécie € a
auséncia ou escassez de sementes (Cunha et al., 1999). As mudas desenvolvem-se a partir
de gemas axilares localizadas no caule (rebentdes) e no pediinculo (filhotes) (Reinhardt et

al., 2000).

Problemas da abacaxicultura

A baixa produtividade da abacaxicultura nacional é explicada pelos fatores
ambientais adversos, problema fitossanitarios, praticas culturais inadequadas e organizacdo
incipiente dos produtores (Reinhardt et al., 2000).

Na abacaxicultura, sobretudo no caso da produgfo brasileira, o problema de pragas
e doencas se agrava pelo simples fato do abacaxizeiro ser originario do Brasil, as pragas e
doencas que o atacam encontram-se perfeitamente adaptadas as condi¢des ecoldgicas das
regides produtoras e podem expressar todo seu potencial destrutivo (Cunha et al., 1994c).

As doengas que mais afetam a abacaxicultura sdo: a fusariose, a podriddo-negra, a
podriddo-da-base-da-muda, a podriddo-das-raizes, a podriddo-do-olho (Giacomelli & Py,
1981; Giacomelli, 1982; Cunha et al., 1994a; Sanches, 2004). As pragas mais importantes
para a abacaxicultura sdo a broca-do-fruto e a cochonilha. A incidéncia de pragas e
doencas ¢ maior em periodos chuvosos. A ocorréncia de doencas fungicas e bacterianas é

favorecida pela alta umidade relativa do ar (Cunha & Souza, 2004).



A doenca considerada de maior importincia para os produtores de abacaxi é a
fusariose, cujo agente causal é o fungo Fusarium monoliforme var subglutinans,
encontrado nas principais regides produtoras de abacaxi no pafs, caracterizado por
provocar elevadas perdas (Reinhardt, 1980; Cunha et al.,, 1995; Reinhardt et al., 2000). O
fungo pode infectar 40% das mudas e 30% dos frutos (Espinal Aguilar, 1981). O principal
sintoma da fusariose é a exsudacdo de goma a partir da regido infectada (Cunha et al.,
1995). Esta doenca ataca todas as partes da planta, principalmente as mudas que se
constituem no fator principal de sua disseminac¢do (Reinhardt & Cunha, 1982; Cunha et al.,
1994c). A imersdo das mudas em solugdo de defensivos antes do plantio mostram pouca
eficacia em relag@o aos problemas existentes (Cunha et al., 1994a).

Outro obsticulo encontrado na cultura de abacaxi é quanto ao nimero de mudas
necessario para iniciar novos plantios, que também ¢ dificultado pelo ataque dessas pragas
e doengas, uma vez que para um ha é preciso obter mais de 20.000 mudas saudédveis
(Gonzalez-Olmedo et al., 2005; Cunha et al., 1994c).

Segundo Reinhardt er al, (2000), dependendo da variedade e da metodologia
empregada in vitro € possivel obter 50.000 mudas em 18 meses, enquanto seriam

necessarios mais de sete anos para obter 32.000 mudas via método convencional.

Sistemas de propagaciao

» Convencional

A propagacdo do abacaxizeiro é feito por meio de mudas, destacando-se os tipos:
coroa, filhote, filhote-rebentdo e rebentdo (Giacomelli, 1982; Cunha et al. 1994a;
Reinhardt, 2004). A coroa € uma brotacdo que ocorre na regido apical do fruto, o tipo
filhote é oriundo do pedinculo do fruto e os rebentdes sdo originados a partir do caule da
planta (Cunha & Reinhardt, 1994). A emissdo de rebentdes pode ser induzida mediante a
eliminag¢do do meristema apical. O filhote-rebentdo ¢ uma brotacdo na regido de insercio
do pedunculo no caule. De acordo com Giacomelli (1982), a multiplicagdo do abacaxizeiro

pode ser feita por meio de enviveiramento de sec¢des do talo da planta.



» Propagacgado in vitro

A propagacdo in vitro pode ser conceituada como as técnicas de cultivo de células,
tecidos ou 6rgdos de plantas, em meio nutritivo, em condicdes assépticas, com controle de
luminosidade e temperatura. Esse método tem sido empregado para recuperacdo de plantas
livres de doencas, conservacdo de germoplasma, propagacdo rdpida de genétipos elite,
producdo de hapldides, transformacdo genética de plantas, dentre outras (Torres et al.,
2000; Be & Debergh, 2006; George et al., 2008). Em adi¢fo, a produ¢do de mudas pode
ser continua durante todo o ano independente das condicdes climaticas e pode ser feita em
pequena drea de laboratério. Também utilisa-se o termo micropropagagdo é usado para

descrever os métodos in vitro de multiplicagdo de plantas (Be & Debergh, 2006).

«» Propagacdo via gemas axilares

Trabalhos iniciais referentes a propagacao in vitro de Ananas comosus var. comosus
foram descritos por Aghion & Beauchesne (1960). Esses autores empregaram explantes de
gemas axilares para inicio das culturas em meio constituido de sais minerais de Knop’s,
suplementado com 15% de 4dgua de coco. Posteriormente, outros pesquisadores
empregando esse explante e distintas formulacdes de meio, também obtiveram sucesso na
micropropagacdo dessa espécie (Teo, 1974; Pannetier & Lanaud, 1976; Zepeda & Sagawa,
1981; DeWald et al., 1988).

Com a expansido do mercado de frutas tropicais houve uma demanda de tecnologias
para aumentar tanto a qualidade quanto a produtividade das plantagdes de abacaxizeiro,
principalmente com a multiplicagdo de variedades competitivas. Assim, vdrios trabalhos
foram feitos sobre micropropagacdo in vitro dessa espécie (Barboza, 1999; Guerra et al.,
1999; Albuquerque et al., 2000; Cruz, 2000; Mongollén et al., 2004; Be & Debergh, 2006)

visando a producao de mudas com alta qualidade fitossanitaria e em grande escala.

¢ Propagacdo via organogénese

A organogénese € o processo de neoformacgdo de partes aéreas ou raizes em cultura
de calo ou outro explante (George et al., 2008). Amin et al. (2005) conseguiram regenerar
uma média de 90% de propdgulos de abacaxizeiro via organogénese a partir de calos

formados na base foliar. Essa estratégia possibilitou a micropropagagdo em larga escala de



abacaxizeiro cv. Giant Kew. Alternativamente, Teng (1997) desenvolveu um método de
propagacao alternativa de Ananas através da cultura de nédulos, regenerando brotos via
organogénese.

Na organogénese direta, os explantes respondem ao estimulo dos reguladores de
crescimento formando brotos ou raizes no tecido do explante, sem a necessidade de
formacdo de calo para desencadear o processo (Carneiro et al., 1999; Mercier et al., 2003;
Sripaoraya et al. 2003; Firoozabady & Moy, 2004). Quando ha a formacdo de calos nos
explantes antes da formacdo de brotos ou raizes, obtém-se a organogénese indireta (Teng,
1997; Firoozabady & Moy, 2004 e Hamasaki et al., 2005).

Em abacaxizeiro, alguns autores utilizaram a organogé€nese como método de
regeneracdo de brotos (Teng, 1997; Daquinta et al., 1997; Sripaoraya et al. 2003;
Firoozabady & Moy, 2004).

% Propagagdo via embriogénese somdtica

A embriogénese somdtica é o processo no qual as células somaticas, sob condi¢des
indutivas, geram células embriogénicas, que através de uma série de mudancas
morfoldgicas e bioquimicas, resultam na formacido de embrides somdticos (Ammirato,
1983; Zimmerman, 1993; Guerra et al., 1999). Este processo se assemelha a embriogénese
zigbtica, diferenciando-se apenas pelo fato de que, uma célula isolada ou um pequeno
grupo de células somaticas s@o os precursores de embrides (Ammirato, 1983).

Os processos de regeneracdo via embriogénese somdtica e organogé€nese t€m sido
direcionados, principalmente, para transformacdo genética de plantas (Birch, 1997;
Sripaoraya et al., 2001a; Sripaoraya et al., 2001b; Gémez-Lim & Litz, 2004; Yabor et al.,
2006). Daquinta et al. (1997) produziram embrides sométicos a partir de folhas jovens de
brotos. Firoozabady et al., (2006) utilizaram tecidos embriogénicos e grupos de células
embriog€nicas fridveis para regenerar plantas de abacaxizeiro transformadas via
Agrobacterium. Espinosa et al. (2002) obtiveram a regeneracdo de plantas transgé€nicas
usando calos. J4a Sripaoraya et al (2001b) produziram plantas transgé€nicas via
bombardeamento de folhas. Geralmente, para a regeneracdo de plantas transgénicas sdo

utilizados calos embriogénicos como tecido alvo.



Estudos histologicos

Na literatura consultada, nas dltimas trés décadas, constatou-se que alguns trabalhos
objetivaram monitorar e descrever as caracteristicas anatdmicas das principais fases da
regeneracdo. McDaniel er al., (1982) estudaram a embriogénese e a organogénese de
Dactylis glomerata L.; Vasil & Vasil (1982) descreveram os eventos morfolégicos e
histolégicos na formagdo de embrides somadticos de Penninsetum americanum, Em milho,
Vasil ef al. (1984) acompanharam a formacao de embrides somaticos e McCain & Hodges
(1986) compararam a estrutura anatomica desses embrides somdaticos com os zigoticos;
Lee et al. (1997) observaram o efeito de diferentes composicdes de meio durante a
iniciacdo da cultura embriogénica e a formacdo de embrides somdticos de banana (Musa
spp.) mediante andlises histoldgicas; Loiseau et al. (1998) examinaram a origem celular e a
ontogenia de embrides somadticos de Pisum sativum L.; Apezzato-da-Gloéria et al. (1999)
estudaram a organogénese de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener observando a
sequéncia de eventos que levaram a formacdo de novo de orgdos. Filippi et al. (2001a)
avaliaram as mudangas histolégicas que ocorreram durante a inducdo de embriogénese
somdtica em explantes de banana cv. Nanicao sob diferentes auxinas. Filippi et al., (2001b)
descreveram variagdes morfologicas de embrides somdticos obtidos a partir de
inflorescéncias de cultivares de bananeiras brasileiras, Nanicdo Jangada e Grand Nain.
Almeida (2002a) estabeleceu as condi¢des in vitro para organogénese e transformacio
genética de laranja ‘Hamlin’, laranja ‘Pera’, laranja ‘Valéncia’, laranja ‘Natal’ (Citrus
sinesis L. Osbeck) e limao ‘Cravo’ (Citrus limonia L. Osbeck) realizando a caracterizacio
anatdmica do processo. Lombardi (2003) realizando estudos histolégicos e fisiologicos
caracterizando a regeneracdo de Passiflora cincinnata MAST via organogénese direta e
indireta. Nikam et al., (2003) descreveram a histologia da embriogénese somdtica e o
potencial de regeneracdo de Agave sisalana Perr. ex. Engelm. Moraes (2003) comparou o
processo de embriogé€nese somadtica entre Citrus sinensis, var. Valéncia e Citrus limonia,
var. Limdo cravo via andlises histoldgicas, histoquimica e expressao génica.

Alguns trabalhos apresentaram a descri¢do da embriogénese somética de Ananas
(Firoozabady et al., 2006; Daquinta et al., 1997) e até mesmo a formacdo de calos, outros
relataram a formacdo e o desenvolvimento de brotacdes in vitro (Teng, 1997; Firoozabady
& Gutterson, 2003; Mercier et al., 2003; Hamasaki et al., 2005;) ou compararam a
estrutura foliar de abacaxizeiro micropropagado e cultivado em casa de vegetacdo,

verificando apenas plasticidade fenotipica (Barboza et al., 2006; Batagin et al., 2009).



MATERIAL E METODOS
Cultura de tecidos

Os experimentos envolvendo cultura de tecidos foram realizados no Laboratério de
Cultura de Tecidos II da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa
Cenargen). O material vegetal utilizado foi proveniente de coroas de abacaxi obtidas em
ponto comercial local e no banco de espécies cultivadas da Embrapa Cenargen. Para a
desinfestacdo das coroas, as folhas foram removidas delicadamente e as coroas com as
gemas axilares intactas foram imersas em solug@o de hipoclorito de sédio a 2,4% acrescido
de 3 gotas de Tween por 15 minutos e, em seguida, lavadas por tr€s vezes com &dgua
destilada estéril, sendo que na ultima lavagem o material ficou em descanso por
aproximadamente 05 minutos (Teixeira, 2006).

Com o auxilio de uma lupa, cortes tetraédricos foram realizados para remogédo das
gemas axilares em uma capela de fluxo laminar. Cerca de 20 gemas axilares foram
extraidas de cada coroa, medindo aproximadamente 3,0 mm.

As gemas foram colocadas em meio bdsico composto de sais minerais MS
(Murashige & Skoog, 1962), vitamina B5 (Gamborg et al, 1968), 3,0% de sacarose. A
esse meio foram adicionados 2,5 uM de 6-benzylaminopurina (BAP) e 0,5 uM de 4cido a-
naftalenoacético (ANA), de acordo com metodologia proposta por Teixeira (2006). O pH
foi ajustado para 5,7-5,8. O meio foi gelificado com 0,24% de Phytagel®. Para o
alongamento das brota¢cdes foi utilizado somente o meio béasico sem adi¢do de reguladores
de crescimento. Os propagulos (brotos) foram individualizados e inoculados em tubos de
ensaio contendo 20mL de meio, os quais foram selados com filme de PVC. O cultivo foi
continuo sob temperatura de 26£2°C; 30 pmol m?s" de irradifncia e fotoperiodo de 14
horas até os brotos alcancarem 5,0 a 8,0cm de comprimento.

Segmentos da bainha foliar e seccdes transversais do caule com cerca de 1,0mm de
largura (Fig. 1A) foram excisados de propagulos com aproximadamente 5,0 cm de altura
(Fig. 1B) e inoculados, respectivamente, em meio de indu¢do de embriogénese somatica e
organogénese.

Para a embriogénese somdtica, o meio de indugdo consistia em meio basico
suplementado com 20,7 uM de picloram. Apéds 30 dias de cultivo, avaliou-se a formagéo

de calos primadrios e as culturas foram transferidas para meio de idéntica composi¢do por
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um periodo adicional de 30 dias, no final do qual os calos foram repicados para novo meio
com 10,35 uM de picloram e as culturas mantidas no escuro por 30 dias.

Para a organogénese, o meio de inducdo foi o meio basico suplementado com 27
uM de ANA e 1 uM de BAP por um periodo de 45 dias de acordo com metodologia
descrita por Firoozabady & Moy (2004).

Figura 1. Fonte de explante utilizado na indugéo de calos. A - Brotos com 8,0cm de altura
regenerados de gemas axilares de abacaxi, cv Pérola, estabelecidas em meio B2.5N.6
gelificado com 90 dias de cultivo; B - Cortes transversais com cerca de 1,0mm de largura

utilizados na indug@o de calos embriogénicos. Barra = 7,5 mm.

Método histologico

Para a andlise anatdmica, oito a dez segmentos da bainha foliar e discos caulinares
foram retirados de plantas desenvolvidas in vitro (controle) e fixados. Para o material
desenvolvendo em meio com reguladores de crescimento, cinco amostras aleatérias de
explantes e tecidos em proliferacdo foram retirados a cada 03 dias de cultivo até completar
30 dias, totalizando 10 amostragens. O material foi fixado em FPA 50 (formaldeido: dcido
propionico: etanol 50%, 2:1:17 (v/v)) por 12 horas (Berlyn & Miksche, 1976 apud Kraus &
Arduin, 1997). A seguir, as amostras foram desidratadas em série etandlica crescente
(Johansen, 1940). Para infiltracdo e emblocagem das amostras utilizou-se o kit Historesin

(hidroxietilmetacrilato, Leica Heidelberg). Em seguida, cortes histolégicos com 10 um de
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espessura foram obtidos em micrétomo rotativo Leica RM 2145. Estes foram afixados em
laminas histoldgicas e submetidos aos corantes fucsina bésica 1%, azul de toluidina 1% e
safranina a 1% (Roeser, 1972 modificado apud Kraus & Arduin, 1997) e montados em
resina sintética (Paiva et al. 2006).

Seccdes a mio livre do caule e da bainha foliar também foram realizadas, com
auxilio de lamina de barbear, na regido basal da folha excisada de plantas desenvolvidas in
vitro. As seccdes obtidas foram clarificadas em solucéo de hipoclorito de sédio a 0,25%,
durante 15 minutos e, em seguida, transferidos para solucdo de hipoclorito de sédio a
1,25%, durante 10 minutos. Apés a despigmentacdo, as secgcdes foram lavadas em dgua
destilada por 5 vezes e transferida para etanol 50% durante 60s. Em seguida, os cortes
foram submetidos ao processo de dupla coloracdo com solucéo de azul de alcian/safranina,
na propor¢do 4:1. Posteriormente, os cortes foram lavados em etanol comercial por trés
vezes, diafanizados em acetato de butila e montados em resina sintética (Paiva et al. 2006).
Para documentacdo do material analisado, foram feitas fotos ao fotomicroscépio Axioskop

Zeiss utilizando-se do programa Motic Images Plus 2.0.

RESULTADOS

Regeneracao de tecidos embriogénicos

No sistema embriogénico desenvolvido foram obtidos calos proliferativos a
partir dos segmentos da bainha foliar (Fig. 2A) e dos discos caulinares (Fig. 2B). Os
calos primdrios se formaram aos 30 dias de cultivo e apresentavam elevado grau de
crescimento, coloracdo creme e superficie lisa. Os calos provenientes da bainha foliar
tinham formato alongado enquanto que os calos provenientes do caule apresentavam o
formato globular.

Aos 60 dias de cultivo formaram-se calos fridveis (Fig. 3A) em ambos explantes,
potencialmente regenerédveis. Estes apresentavam textura fridvel e coloragdo creme-claro.
Ap6s a redugdo da concentrag@o de picloram para 10 uM, formaram-se algumas estruturas

semelhantes aos embrides somaticos (Fig. 3B-C).
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Figura 2. Calos primarios formados em meio MS gelificado com 20 uM de picloram aos
30 dias de cultivo. A — calos primdrios provenientes de seccdes transversais do bainha
foliar com 3-5mm de comprimento; B — Calos primarios provenientes de discos caulinares

com aproximadamente 1,0 mm de espessura.

Figura 3. Calo fridvel formado em meio basico com 20,7 uM de picloram aos 60 dias de
cultivo (A) e estruturas similares aos embrides somaticos cultivados em meio basico com
10,35 uM de picloram, mantido no escuro por 90 dias (B-C). A — Calos fridveis formados
em condi¢des de escuro; B - Agrupamento de embrides apresentando orificio, vista frontal;

B - Embrido se formando sob os calos embriogénicos, vista lateral. Barra = 500 pum.
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Regeneracio de tecidos organogénicos

Aos 15 dias de cultivo foi possivel observar o alongamento do explante proveniente

da bainha foliar (Fig. 4A) e, posteriormente, a formacdo de protuberincias (Fig. 4B). A

regeneracdo indireta de raizes e brotos (Fig. 4C) foi obtida em meio MS contendo 27 pM

de ANA e 1 uM de BAP de acordo com Sripaoraya et al. (2003) aos 30 dias de cultivo.

Figura 4. Explantes em meio de cultura aos 15 dias de cultivo (A), formacdo das
protuberancias (B) e broto regenerado aos 30 dias de cultivo (C). A — Explante sob
influéncia de nicloram apresentando alongamento do tecido; B — Explante apresentando a
formacdo de protuberincias na extremidade distal; C — Regeneracdo de brotos via

organogénese direta. Barra = 3,0 mm.

Anatomia da bainha foliar da planta controle

A estrutura anatdmica da bainha foliar cultivada em meio para alongamento isento de
reguladores é observada na Fig. 5A. Observa-se a epiderme uniestratificada, que apresenta
células epidérmicas comuns pequenas, de diferentes tamanhos e aproximadamente
retangulares, tanto na face abaxial quanto na adaxial. Os estdmatos estdo distribuidos em
sulcos paralelos por toda extens@o da face abaxial da folha e sdo nivelados em relacdo as
demais células epidérmicas (Fig. 5B). Os estdmatos apresentam camaras subestomaticas
pequenas.

Tricomas glandulares multicelulares (Fig. 6A) e tricomas peltados (Fig. 6B) estio

presentes na epiderme da face adaxial e abaxial das folhas, sendo que na face abaxial,
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ocorrem em maior quantidade. Observa-se insercao relativamente profunda do tricoma,

formando uma invaginacdo na epiderme, a sua distribuicdo € regular. Constata-se a

hipoderme sob a epiderme de ambas as faces da folha, formada por um ou dois estratos de

células aclorofiladas e isodiamétricas (Fig. 6C).

Figura 5. Cortes transversais da bainha foliar de abacaxi Pérola evidenciando epiderme e

estruturas do aparelho estomatico. A — Epiderme uniestratificada (—) das faces abaxial e

adaxial; B — Epiderme uniestratificada (—) apresentando estomatos nivelados (Et) e

camara subestomatica (Cs). Barra = 50 pm.

O mesofilo apresenta células de parénquima clorofiliano na face adaxial, sdo
arredondadas, com espacos intercelulares (Fig. 6B), seguido por parénquima aqiiifero
com células de formato arredondado, porém, bem maiores com dois ou trés estratos de
células (Fig. 6B) préximo a face abaxial. Entretanto, ¢ homogéneo na regido do bordo
foliar. Constatam-se rafides nas células do parénquima agqiiifero (Fig. 7A).

Os feixes vasculares sdo colaterais (Fig. 7B) de tamanho variado e apresentam
grande quantidade de fibras junto ao floema e ao xilema. Os feixes vasculares estdo
distribuidos regularmente na regido do eixo central da folha e sdo encontrados em maior
intensidade na regido do bordo foliar (Fig. 6B). A bainha do feixe vascular é simples
formada por apenas um estrato de células parenquimaticas (Fig. 6B; Fig. 6B).
Observam-se também corddes de fibras distribuidos por todo o parénquima clorofiliano

(Fig. 6B).
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Figura 6. Cortes transversais da bainha foliar de abacaxi Pérola evidenciando tricoma
glandular e parte do mesofilo. A — Tricoma glandular e o ponto de inser¢do do tricoma na

epiderme; B — Tricoma peltado e o ponto de inser¢do do tricoma na epiderme; C —
Mesofilo da regido central apresentando hipoderme (h) nas faces abaxial e adaxial,

parénquima clorofiliano (pc), parénquima aqiiifero (pa), feixes vasculares (fv) e corddes

de fibras (cf). Barra = 50 pm.
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Figura 7. Cortes transversais da bainha foliar de abacaxi Pérola. A — Bainha foliares
jovens apresentando rafides (—) nas células do parénquima aquifero; B — Feixe vascular
colateral apresentando a bainha do feixe (Bf), tecido xilematico (Tx), tecido floematico

(Tf) e esclerenquimatico (Te). Barra = 50 um.

Analise anatdomica do caule da planta controle

A estrutura anatomica do terco-médio caulinar de plantas cultivadas in vitro, em meio
isento de reguladores pode ser examinada na Fig. 8. Em toda sua extensio, a epiderme é
uniestratificada e as células epidérmicas comuns sdo pequenas. As células do parénquima
cortical sd3o grandes e isodiamétricas, algumas apresentam amido (Fig. 9) e outras contém
rafides (Fig. 10). Nesta regido, hd muitos espacos intercelulares e os tracos foliares
migrando a periferia do cortex (Fig. 8). O cilindro vascular € delimitado por células
endodérmicas que apresentam espessamento da parede bastante evidente (Fig. 8; 9 e 10 -
Ed). Internamente a endoderme, encontra-se o periciclo, apresentando dois ou trés estratos
de células, indicando o processo de divisdo, que originard novos feixes vasculares. Quando
ocorre o processo de migracdo dos tragos foliares, ocorre a formagdo de uma lacuna no
cilindro vascular para a passagem dos mesmos seguidos pela restauracdo do cilindro
vascular. A parte interna do cilindro vascular apresenta feixes vasculares colaterias de
origem procambial, estes sdo delimitados pela bainha do feixe (Fig. 8; 9 e 10). As células

parenquimaticas que preenchem a regido do cilindro vascular sdo menores que as corticais,
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contudo, ndo apresentam padrdo isodiamétrico e os espacos intercelulares geralmente sao

maiores.
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feixes vasculares e migracdo dos tracos foliares para regido cortical (seta).

2

vérios
Delimitacdo do cilindro vascular e lacunas nos locais de saida dos tragcos foliares.

Figura 8. Corte transversal do caule de abacaxi Pérola, regido basal. Periciclo formando
Endoderme (Ed)Barra = 100 um.



Figura 9. Corte transversal do caule de abacaxi Pérola, regido apical. Presenca de
amiloplastos nas células parenquimdticas no cilindro vascular quanto no coértex.
Delimitacdo da endoderme (Ed) e do periciclo (Pe). Bainha de feixe parenquimética

circundando os feixes vasculares (pontas de seta). Barra = 100 pm.

19



YL SV B ]
AT

L/ ".!‘

AR

Figura 10. Corte transversal do caule de abacaxi Pérola, terco médio. Presenca de rafides
nas células parenquimaéticas (ponta de seta) e tracos foliares na regido cortical (seta). Barra
=100 pum.

A regido basal do caule apresenta raizes adventicias distribuidas pela regido cortical
(Fig. 8, 11A). O cilindro central € delimitado pela endoderme. Agora, além da formacdo de
novos feixes vasculares, o periciclo se divide para originar raizes adventicias. As células

em divisdo do periciclo “empurram” as células endodérmicas em direcdo as células
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parenquimaticas (Fig. 11B), parte das quais, forma a epiderme da raiz, enquanto outras se
dividem para formar a regido cortical da raiz (Fig. 11C). Ainda hd aquelas que sofrem
espessamento da parede originando a exoderme. A diferenciacdo celular culmina na
formacdo de uma raiz adventicia estruturada por uma epiderme, exoderme, parénquima

cortical, endoderme, polos de protoxilema e medula (Fig. 11D).

Figura 11. Cortes transversais da base do caule de abacaxi Pérola apresentando a formacao
das raizes adventicias. A — Vista geral do caule com quatro raizes adventicias (seta), uma
gema lateral (ponta de seta) se formando e a base de um broto formado (br); B — Formacao
da raiz adventicia a partir do periciclo; C — Diferenciacao das células para a formacdo da
exoderme e epiderme da raiz; D — Raiz adventicia com exoderme e epiderme formada.

Barra = 100 um.

Alteracoes anatomicas na bainha foliar sob o efeito de 20 uM de Picloram
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Nos trés primeiros dias de cultivo, ndo se observa alteracdes na epiderme ou no
mesofilo. Entretanto, as células parenquiméticas do xilema e do floema iniciam um
processo de divisdo mitética verificado pelo niicleo proeminente dessas células. As células
da bainha parenquimdtica do feixe estdo se dividindo periclinal e/ou anticlinalmente.
Também ¢é possivel observar o niicleo grande de algumas células adjacentes a bainha
seguida pela divisao das mesmas (Fig. 12A).

No sexto dia, as células parenquimaticas que compdem o feixe vascular apresentam
intensas divisdes formando duas regides com células de citoplasma denso e nicleo
proeminente (Fig. 12B). As células parenquimdticas do mesofilo ao redor comecam a
sofrer lise a medida que o ndédulo vai se formando (Fig. 12B). Somente o xilema
permanece intacto, sendo possivel observar que os demais tecidos do feixe vascular
comecam a se desdiferenciar.

Aos nove dias de cultivo, as células parenquimdticas que envolveram os corddes de
fibras distribuidos regularmente pelo mesofilo comecaram a apresentar divisdes (Fig. 12C).
As células do parénquima clorofiliano sofrem lise enquanto que a epiderme juntamente

com a hipoderme continuam integras.

Figura 12. Cortes transversais da bainha foliar de abacaxi Pérola apresentando a formagdo

de nédulos. A — Inicio de divisdo celular na bainha do feixe, nas células parenquimaticas
do mesofilo (ponta de seta) e nas células parenquimaticas associadas ao xilema e floema
com nucleo proeminente (seta) e xilema (x) intacto aos 03 dias de cultivo; B —
Desenvolvimento do nédulo e lise das demais células do mesofilo aos 06 dias de cultivo; C
— Inicio das divisdes celulares na regido dos corddes de fibras (seta larga) e expansdo

gradual do nédulo aos 09 dias (seta). Barra = 50 pm.
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Entre doze e quinze dias de cultivo, verifica-se o crescimento acelerado desses nédulos
(Fig. 13A) e a lise gradativa das células do mesofilo e da epiderme.

Observa-se também que as células que delimitaram os nddulos apresentaram
espessamento de parede. Nao se observou células xilemdticas e esclerenquimaticas no
interior dos nddulos. No entanto, no corte longitudinal, foi possivel verificar a presenca de
meristemdides e expansdo dos nédulos em torno dos feixes vasculares, praticamente todas

as células encontraram-se em processo de diferenciacdo (Fig. 13B).

Figura 13. Cortes transversal (A) e longitudinal (B) da bainha foliar de abacaxi Pérola
apresentando formacdo de nédulos entre os 12 e 15 dias de cultivo. A — Evidenciando a
proliferacdo dos nddulos; B — Apresentando a proliferacio dos ndédulos (seta) e

meristemdides (ponta de seta) em torno do feixe vascular. Barra = 50 pm.

A partir dessa fase, em torno do décimo oitavo dia, os nddulos se expandem de forma
centrifuga, ou seja, seu crescimento ocorre a partir da divisdo das células da periferia,
enquanto que as células internas sofrem diferenciacdo (Fig. 14A). As células periféricas do
nédulo, sdo menores e com nicleo proeminente, estdo em processo intenso de divisdo. Os
nédulos apresentam células alongadas na porcdo central e na regido periférica, as células
pequenas, com o citoplasma denso e o nudcleo proeminente, indicando intensa divisiao

mitética. Estes nédulos originam os calos observados macroscopicamente.
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Nesta fase, a epiderme abaxial se rompe, permitindo o crescimento e expansao dos
meristemdides (Fig. 14B). Em alguns explantes, a epiderme adaxial permanece, em outros,

o tecido epidérmico cede espacgo para a expansao dos ndédulos.

Figura 14. Cortes transversais dos nédulos formados a partir do décimo oitavo dia de
cultivo. A — Evidenciando a expansdo do nédulo; B — Crescimento dos nédulos em direcéo

a epiderme abaxial. Barra = 50 pm.

Aos 30 dias, o nédulo comeca a formacdo de regides concéntricas no seu interior
apresentando pontos de tecido vascular (Fig. 15A — ponta de seta).

Algumas células das camadas externas se desprendem do calo, dando a textura
fridvel observada macroscopicamente. Apds esta fase, o tecido do explante inicial estd
totalmente desestruturado.

Com 60 dias de cultivo, os calos denominados fridveis apresentam grupos

poligonais de células com nicleo evidente (Fig. 15B).
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Figura 15. Cortes transversais do nédulo aos 30 e 60 dias de cultivo. A — Regides
concéntricas na porcdo central (seta e em detalhe) aos 30 dias de cultivo; B — Pequenos

grupos de células poligonais aos 60 dias de cultivo. Barra = 50 pm.

Alteracoes anatomicas na bainha foliar sob o efeito de 27 pM de ANA e 1 uM de BAP

Nos trés primeiros dias de cultivo, a epiderme e as células do mesofilo permanecem
intactas enquanto que as células da bainha parenquimatica do feixe vascular sofrem
divisdes anticlinais e periclinais formando dois a trés estratos de células (Fig. 16A).

Aos 06 dias de cultivo, as divisdes na bainha do feixe se intensificam e as células
parénquimadticas situadas entre os feixes vasculares também comecam a dividir,
principalmente aquelas situadas na regido mediana do mesofilo (Fig. 16B). Assim como o
parénquima clorofiliano préximo aos corddes de fibras. Visto em detalhe, a bainha do feixe
vascular apresenta mais de trés estratos de células (Fig. 16C). Nos cortes longitudinais,
confirma-se que as divisdes se iniciam na bainha do feixe e se expande para as células

adjacentes (Fig. 16D).
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Figura 16. Corte transversal (A-C) e longitudinal (D) da bainha foliar sob o efeito de 27
UM de ANA e 1 uM de BAP. A — Feixe vascular apresentando divisdes periclinais e
anticlinais na bainha do feixe, formando dois estratos de células; B — Células
parenquimaticas adjacentes aos feixes vasculares em divisdo (seta); C — Detalhe em feixe
vascular evidenciando a bainha em divisdo; D — Feixe vascular mostrando que a divisao se

inicia na bainha e expandem para as demais células adjacentes. Barra =50 pum.

Entre 09 e 12 dias de cultivo, os nicleos das células-mée sdo evidentes e as divisdes
ocorrem em diversos planos, promovendo a formacao de pequenos grupos de 3 a 4 células.
As células do parénquima aqiiifero e da hipoderme também comecam a sofrer divisdes,
principalmente divisdes anticlinais. As divisdes das células da bainha do feixe levam a
formacdo de uma segunda bainha em torno do feixe vascular. Esta possui células com

paredes espessadas, diferentemente das células comumente observadas na bainha do feixe
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vascular da planta controle. As células da bainha do feixe apresentam 3 ou 4 divisdes,

sendo dificil distinguir as células originais (Fig. 17A).

Com 15 dias de cultivo, verificam-se nddulos distribuidos pelo mesofilo (Fig.17B —
ponta de seta). Tal processo pdde ser acompanhado ap6s o nono dia de cultivo, no qual
foram observadas as divisdes iniciais seguido pela intensificacdo dessas divisdes no
decorrer do tempo. Outro ponto observado é a delimitacdo desses agrupamentos. As
paredes periclinais externas das células destes grupos apresentam paredes mais espessas,
isolando estes grupos de células das demais que se formaram. Algumas células ainda se

encontram nos estigios iniciais do processo de divisdo. Os conglomerados de células

ganharam maiores proporc¢des formando os nddulos.

Figura 17. Cortes transversais da bainha foliar sob o efeito de 27 uM de ANA e 1 uM de
BAP apés 12 dias de cultivo. A — Mesofilo apresentando divisdes em diversos planos e
feixe vascular envolvido por uma segunda bainha de células com espessamento da parede

(seta); B — Mesofilo com varios nddulos (ponta de seta). Barra =50 um.

A partir do décimo oitavo dia até o vigésimo primeiro, a maioria das células
apresentaram células com espessamento de parede e somente algumas ainda continuaram
se dividindo para aumentar a propor¢cao dos nédulos. Estes se expandiram pelo mesofilo,
ocorrendo lise em todos os tecidos residuais, como epiderme e algumas células
parenquimaticas que ndo sofreram desdiferenciag@o.

Aos 30 dias, os nédulos em processo de diferenciacio comecaram a redefenir o novo

orgdo que estava sendo formado (Fig. 18A). O tecido vascular original da bainha foliar,
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que permaneceu ‘protegido’ pela bainha de células com espessamento na parede, sofreu
uma pequena alteracdo quanto a sua posicdo. O xilema inicialmente ficou agrupado na
por¢do central do meristemoéide, enquanto que algumas células floeméticas formaram um
arco unilateral em torno deste tecido. Células parenquimadticas menores circundaram o
referido tecido vascular, que por sua vez, foi contornado por virias camadas de células
parenquimadticas maiores.

Em um estigio seguinte, formou-se parénquima entre os vasos xilematicos
individualizando-os. O tecido floematico formou um arco bilateral envolvendo o xilema.
As células parenquimaéticas préximas aos tecidos vasculares possuem nticleo proeminente,
enquanto que as demais s@o maiores e poligonais. Uma camada de células, semelhante a
uma epiderme, se diferencia ao redor dessas estruturas, separando-as.

Cortes longitudinais destas estruturas evidenciaram a presenca de meristema apical,

meristema fundamental, procimbio, protoderme e uma futura exoderme (Fig. 18B),

sugerindo que o 6rgdo em formacao se tratava de uma raiz.

Figura 18. Corte transversal (A) e longitudinal (B) da bainha foliar sob o efeito de 27 uM
de ANA e 1 uM de BAP apés 30 dias de cultivo. A — Mesofilo apresentando estruturas
similares a uma raiz, presenca de tecidos vasculares (seta) e células parenquiméticas
envolvendo o feixe vascular (ponta de seta); B — corte longitudinal da estrutura semelhante
a raiz constituida de meristema apical (Ma), meristema fundamental (Mf), procambio (Pc),

protoderme (*) e uma futura exoderme Ex). Barra =50 pm.
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Alteracoes anatomicas do caule sob o efeito de 20 uM de picloram

Nos segmentos do caule, tanto em regides proximas a base quanto na por¢ao distal, as
células parenquimaticas externas aos feixes vasculares do cortex sofreram intensas divisdes
mitéticas aos trés dias de cultivo. As células periciclicas também se encontraram em
processo de divisao periclinal (Fig. 19A). Os tragos foliares e os feixes vasculares no inicio
de sua formagdo foram mais suscetiveis a este tratamento do que os demais tecidos.

Um ponto relevante ocorreu durante a migracdo do feixe vascular. Células com nticleo
grande, citoplasma denso e divisdes mitéticas foram observadas no ponto de abertura da
endoderme. A divis@o celular avangou para as células internas ao cilindro vascular.

No sexto dia de cultivo, as divisdes se expandiram pelas camadas de células
parenquimaticas externas a endoderme, apresentando uma proliferagado radial (Fig. 19B). O
mesmo ocorreu com as células parenquimdticas que envolviam os feixes vasculares na
regido cortical. Entretanto, na porcao apical do caule, as células parenquimadticas, tanto da
regido cortical, quanto as internas ao cilindro vascular encontrava-se em processo de
divisao. Uma observagdo importante a ser considerada foi a endoderme integra nas por¢des
mediana e basal, enquanto que a mesma se encontrava em pequenos fragmentos a medida
que se aproximava da gema apical. Inicialmente, a endoderme parecia proteger as células

internas a ela do efeito da concentragdo de picloram.
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Figura 19. Cortes transversais do caule sob o efeito de 20 uM de picloram aos 3 e 6 dias
de cultivo. A — Regido mediana do caule apresentando as primeiras divisdes em torno do
feixe vascular e préximas a endoderme, regido mais susceptivel ao efeito da auxina; B —
Regido basal do caule apresentando a proliferacao radial das células em divisao, proximo a

endoderme (End). Barra =50 um.
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Aos nove dias de cultivo, a divisdo celular avangou em direcdo a epiderme, as células
internas a endoderme permaneceram intactas em algumas por¢des do caule, com excecdo
das células periciclicas que também se encontrava em divisdo no tratamento isento de
reguladores de crescimento (Fig. 20A). No entanto, os feixes vasculares presentes na
regido cortical sofreram diversas alteracdes (Fig. 20B). A divisdo mitética do parénquima

ao redor foi intensa e o niicleo das células envolvidas nesse processo estava conspicuo.
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Figura 20. Cortes transversais do caule sob o efeito de 20 uM de picloram aos 9 dias de
cultivo apresentando células com nticleo grande e citoplasma denso. A — Regido mediana
do caule apresentando o avango das divisdes em direc@o a epiderme; B — Feixe vascular da

regido cortical envolvido por uma intensa proliferagcdo celular. Barra =50 um.

A partir do décimo segundo dia, as células parenquimaticas em divisdo, localizadas
externamente a endoderme, comecaram a se diferenciar, algumas apresentaram
espessamento da parede formando pequenos conglomerados (Fig. 21A). O mesmo
processo ocorreu com as células em divisdo provenientes dos feixes vasculares corticais.
Enquanto isso, o processo de divisdo celular se inicia nas células parenquimadticas ao redor
dos feixes vasculares do cilindro vascular (Fig. 21B). Verifica-se que na bainha dos feixes
vasculares hd dois ou trés estratos de células provenientes da divisdo. As células

parenquimadticas adjacentes aos feixes vasculares apresentaram pelo menos uma divisao e
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essas divisdes ocorreram em diferentes planos. As células periciclicas, xilematicas,

floematicas e endodérmicas permaneceram indeferentes a concentragcdo de picloram.
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Figura 21. Cortes transversais do caule sob o efeito de 20 uM de picloram aos 12 dias de
cultivo. A — Regido mediana do caule evidenciando as células em processo de
diferenciag¢do e espessamento da parede; B — Feixes vasculares do cilindro vascular em

processo de divisdo mitdtica. Barra =50 um.

Com 15 dias de cultivo, observa-se a formacdo de nédulos provenientes dos feixes
vasculares da regido cortical (Fig. 22A). Essas estruturas sdo circulares e preservam o
tecido vascular original. A maior parte das células parenquimadticas proximas a epiderme
caulinar permaneceu intacta, entretanto, estas foram empurradas para fora com o aumento
gradativo dos ndédulos.

Aos 21 dias de cultivo, os nddulos proximos a endoderme intensificaram o processo de
diferenciacdo (Fig. 22B). O espessamento da parede, agora identificado pela deposicdo de
celulose, individualizou pequenos grupos de células dentro dos ndédulos. Os ndédulos
provenientes dos feixes vasculares avangaram em dire¢do a epiderme, provocando lise nos
demais tecidos. O tecido xilemdtico continuou inalterado durante esse processo. Os feixes
vasculares presentes no cilindro vascular se dividiram lentamente, enquanto que os nédulos

da regido cortical avangaram de forma acelerada e descontinua.
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Figura 22. Cortes transversais do caule sob o efeito de 20 uM de picloram aos 15 e 21 dias

de cultivo. A — Formacao de nddulos na regido dos feixes vasculares corticais; B —

Diferenciacdo e crescimento acelerado dos ndédulos. Barra =50 pm.

Ao final dos 30 dias, os ndédulos formados préximos a endoderme ainda estavam presos
ao tecido parental (Fig. 23A). Estas foram formadas por grande quantidade de células
meristemdticas ainda indiferenciadas, mas com nicleo proeminente. A endoderme
permaneceu inalterada.

Os nédulos que se originaram a partir dos feixes vasculares corticais acabaram se
fundindo uns aos outros, porém se isolaram do tecido parental (Fig. 23B). O crescimento
destes nddulos € independente dos tecidos do explante inicial e ocorre de forma centrifuga.
Constata-se células meristemdticas maiores com nucleo discreto na regido central do
nédulo e células menores com o niicleo evidente na regido periférica (Fig. 23C).

Ap6s a formagdo do nddulo, as fases que se seguem ocorrem da mesma forma que a
observada para os nddulos originados a partir da bainha foliar. Sendo que algumas células
da camada mais externa se desprendem do nédulo, dando a textura fridvel observado
macroscopicamente. E com 60 dias de cultivo, os nédulos denominados fridveis

apresentam grupos de células poligonais com nticleo evidente.
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Figura 23. Cortes transversais do caule e calos sob o efeito de 20 uM de picloram apés 30
dias de cultivo. A — Nodulos da regido préxima a endoderme ainda dependentes do tecido
parental; B — Grupos de nédulo isolados do explante inicial; C — Detalhe do ndédulo
formado apresentando a regido central com células meristematicas maiores e a regido

periférica com células em processo de divisdo mitdtica. Barra =50 pm.

Alteracoes anatomicas no caule sob o efeito de 27 uM de ANA e 1 uM de BAP

Nos segmentos de caule proximos a base, algumas células parenquimadticas do cortex
que envolve os feixes vasculares e as externas a endoderme sofreram divisdes periclinais e
anticlinais aos trés dias de cultivo, as demais células que constituem o caule permaneceram
intactas (Fig. 24B).

No segmento que corresponde ao terco-médio aconteceu o mesmo processo, células
que envolvem os feixes vasculares, a bainha do feixe e algumas células parénquimaticas
préximas a endoderme sofreram divisdo (Fig. 24A). A porcao apical do caule apresentou
maior quantidade de divisdes nas células parenquimdticas e estas possuiam o nicleo

proeminente.
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Figura 24. Seccdes transversais caulinares sob o efeito de 27 uM de ANA e 1 uM de BAP
aos 03 dias de cultivo. A — Regido do terco-médio apresentando a regido cortical e o
cilindro vascular com alteracdes estruturais; B — Detalhe do feixe vascular cortical
mostrando as divisdes periclinais e anticlinais das células parenquimadticas ao redor (ponta
de seta). Pr - periciclo, Ed — endoderme; por¢des de divisao celular intensa (dci). Barra =

50 pm.

Aos 06 dias de cultivo, as divisdes celulares proximas aos feixes vasculares e da
endoderme se intensificaram (Fig. 25A). Agora ha vérios estratos de células se dividindo
em torno dos feixes vasculares da regido cortical e fileiras de células (Fig. 25B), também
em divisdo, com deposicdo de celulose e nicleo proeminente contornando a endoderme.

Com 09 dias de cultivo, as células em processo de desdiferenciacdo se expandiram pela
regido cortical. Essas células também apresentaram citoplasma denso e nucleo evidente,

demonstrando que ainda ha divisdo (Fig. 25C).
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Figura 25. Seccdes transversais caulinares sob o efeito de 27 uM de ANA e 1 uM de BAP

apo6s 06 dias (A) e 09 dias (B) de cultivo. A — Detalhe de um feixe vascular apresentando
intensa divisao celular, células com niicleo grande e xilema intacto (tx); B — Fileiras de
células com deposicdo de celulose contornando a endoderme; C — Detalhe da regiao
cortical, com as células de citoplasma denso e nicleo grande, resquicios de xilema (seta).

Barra = 50 pm.

Apo6s 12 dias de cultivo, as células em processo de desdiferenciacdo se expandiram
pela regido cortical. Essas células também apresentaram citoplasma denso e nicleo
evidente, demonstrando que ainda havia divisdo nessas células (Fig. 26A). As células
xilemdticas se reorganizaram em um ponto central enquanto que as demais células
parenquimaticas se posicionaram em torno do feixe, sendo possivel verificar dois estratos
de células. Um estrato constituido basicamente por xilema, localizado na regido central do
nédulo em formacéo e o outro estrato formado por células parenquimaticas em processo de
divisdo contornando externamente as células xilematicas.

A partir do décimo quinto dia até o vigésimo primeiro, os nédulos possuiam a mesma
distribuicdo dos tracos foliares no parénquima cortical (Fig. 10) e apresentavam somente o
xilema intacto. As células parenquimaticas corticais adjacentes aos tragos foliares sofreram
divisdes em diferentes planos. As alteracdes das células parenquimaticas dos tragos foliares
juntamente com as células parenquimaéticas adjacentes a eles originaram uma estrutura com
dois estratos concéntricos bem distintos (Fig. 26B), denominada de meristeméide. O
primeiro estrato de células localizado na regidao central do ndédulo apresentava células

vasculares e células parenquimaticas em processo intenso de divisdo mitdtica, enquanto
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que o segundo estrato, situado na regido periférica do nédulo, apresentava células em

processo de divisdao, porém em um estagio avancgado.

Figura 26. Seccdes transversais caulinares sob o efeito de 27 uM de ANA e 1 uM de BAP
a partir de 15 (A) e 21 dias (B) dias de cultivo. A — Regido do feixe vascular apresentando
intensa divisao celular, células com niicleo grande, citoplasma denso e tecidos xilematicos
em processo de diferenciacio (tx); B — Regido cortical caulinar com meristemdides (ponta
de seta) em formacao e inicio de formagdo de uma gema lateral (seta larga). Barra = 50

pm.

As células em processo de diferenciacdo nos meristemédides deram origem a estruturas
diferenciadas. Do centro para a periferia, notaram-se algumas células parenquimadticas
poligonais de diferentes tamanhos, células pentagonais com espessamento da parede
proximos (Fig. 27A — setas) ao estrato de células em divisdo. As células em processo de
divisdo formaram um arco aberto envolvendo as células parenquimaticas e o feixe vascular
(Fig. 27A). Externamente ao arco de células em divisdo, observaram-se um estrato de
células com paredes espessadas, que, provavelmente, formard a endoderme (Fig 27A —
Ed). O dltimo estrato formado por varias camadas de células em diferenciacio constituird o
parénquima cortical (Fig 27A — Zc).

Ap6s 30 dias de cultivo, verificou-se nitidamente a estrutura que estava sendo formada.
Na regido delimitada pelas células em processo de divisdo, observaram-se varios pontos de
protoxilema em formacdo entre as células parenquimaticas (Fig. 27B). Uma camada de

células com paredes espessadas em “U” delimitam internamente as células em processo de
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divisdo, evidenciando uma endoderme, enquanto que externamente, as células
parenquimaticas corticais continuaram em processo de divisdo mitdtica.

De um modo geral, se formou uma raiz adventicia a partir de cada feixe vascular da
regido cortical do caule. A figura 27C evidenciou a formagdo dessas raizes e o inicio da
delimitag¢do das mesmas com a formacao do tecido de revestimento.

Com 45 dias de cultivo, a raiz estava totalmente formada, apresentando a zona medular
formada pelo tecido parenquimdtico de paredes espessadas e os polos de protoxilema,
seguido pelo periciclo e endoderme, a regido do parénquima cortical com formagdo da

exoderme e delimitagdo da epiderme (Fig. 27D).

DISCUSSAO

As bainhas foliares do abacaxizeiro, utilizadas na inducdo do sistema embriogénico,
foram obtidas a partir de plantas desenvolvidas in vitro. O emprego deste explante estd em
consonancia com os utilizados em trabalhos com Ananas (Wakasa et al., 1989;
Firoozabady & Moy, 2004; Sripaoraya et al. 2003). Assim sendo, Firoozabady & Moy
(2004) observaram que explantes da bainha foliar sdo responsivos ao processo de indugdo
de embriogénese indireta em abacaxizeiro Smooth Cayenne, em meio com elevados niveis
de picloram (41,4 uM). Os tecidos embriogénicos apresentavam estruturas agrupadas nao-
organizadas de textura fridvel, semelhantes ao calo embriogénico. Resultados semelhantes
foram obtidos no presente trabalho onde estruturas semelhantes aos embrides sométicos
originaram na superficie dos calos embriogénicos.

Diferentes auxinas tém influéncia na indug¢do de calo em explantes foliares de
abacaxizeiro. Por exemplo, calos embriogé€nicos foram relatados por Daquinta et al. (1997)
em 41% dos explantes empregando meio suplementado com 2,4-D. Percentagens de até
58% de explantes responsivos a calogénese foi descrita por Sripaoraya et al. (2003) em
meio com 3.0 mg/L de picloram. Trabalhos mais recentes com abacaxizeiro (Firoozabady
& Moy, 2004; Sripaoraya et al. 2003) destacaram a importancia do uso de picloram como
auxina indutora da embriogénese.

Em alguns explantes de abacaxi cv. Pérola foram observadas a formagdo de
protuberancias. Essas protuberdncias também foram observadas por Wakasa et al., (1989)
quando cultivaram explantes provenientes da base foliar de abacaxizeiro em meio
suplementado com 1.0 mg/L. de ANA e 2.0 mg/L. de BAP. Mercier et al., (2003) também

observaram protuberincias formadas na por¢do basal das folhas de abacaxi cultivadas in
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vitro, formadas por um grupo de células. Porém neste trabalho, posteriormente a formagao

das protuberancias, houve oxidac¢do dos explantes acarretando na morte do mesmo.

Figura 27. Cortes transversais das raizes formadas aos 30 dias (A - C) e 45 dias (D) de
cultivo no tratamento com 27 uM BAP e 1,0 uM ANA. A — Inicio da diferenciacdo da raiz,
com estabelecimento da zona medular (Zm), pdlos de protoxilema (Ptx), células em
processo de divisdo (ponta de seta), endoderme (Ed), zona do parénquima cortical (Zc); B
— Raiz adventicia em diferenciacdo apresentando pélos de protoxilema (Ptx) e protofloema
(Ptf)na zona medular, periciclo (Pr), endoderme (Ed); C — Diferenciacdo do tecido de
revestimento (Tr); D — Raiz adventicia evidenciando a diferenciagdo do parénquima

cortical (PC), exoderme (Ex) e epiderme (Ep). Barra =50 um.
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As andlises histolégicas mostraram que o tecido responsdvel pela formagdo de
calos, tanto na bainha foliar quanto no disco caulinar, foi o tecido parénquimatico.
Considerado um tecido potencialmente regenerdvel, o referido tecido foi utilizado por
alguns autores na indugéo da organogénese em diferentes culturas como maracuja, Vrisea e
banana (Alves et al., 2006; Lombardi, 2003; Appezzato-da-Gléria et al., 1999).

As atividades mitéticas de um determinado tecido sdo identificadas pela presenca
de células com citoplasma denso e ntcleo conspicuo. Tal caracteristica foi observada nos
explantes de abacaxi, tanto nas células parenquimaticas do mesofilo quanto nas células
parenquimaticas corticais. Assim como no mesofilo do abacaxi, Appezzato-da-gloria et al.,
(1999) identificaram pequenas células no mesofilo dos explantes de maracujd com o
citoplasma denso e nicleo conspicuo e observaram que as primeiras divisdes ocorreram no
parénquima fundamental. A diferenga verificada entre as duas culturas estava no plano de
divisdo, enquanto no maracuja as divisdes foram preferencialmente periclinais, no abacaxi
elas ocorreram em vérios planos apresentando um maior volume de células em divisdo.

Os calos formados sob a concentracdo de 20 uM de picloram em segmentos da
bainha foliar e discos caulinares de abacaxi cv. Pérola eram compostos de células
meristemdticas em divis@o ativa com citoplasma denso e niicleo grande no centro da célula,
o que também foi verificado por Firoozabady e Moy (2004), trabalhando com abacaxi cv.
Smooth Cayenne.

O crescimento acelerado dos nédulos e lise gradativa das células do mesofilo e da
camada epidérmica aqui relatados também foram observados por Constabel (1984). Este
autor revela que a medida que o calo se prolifera, o explante foliar pode desintegrar-se.

O calo embriogénico em Zea mays descrito por Sinha Ray & Gosh (1990) se
assemelha muito as caracteristicas observadas nos primeiros calos formados em abacaxi
cv. Pérola. Eles observaram que o calo embriogénico apresentava-se uma coloracio
ligeiramente amarelado, textura firme com minusculos meristemoides na superficie. Estes
calos apresentavam células pequenas e ovais com ntcleo evidente e citoplasma denso.
Godbole et al. (2002) também obtiveram calos compactos, nodulares e creme-claro em
bambu, capazes de diferenciar em embrides somaticos. Tal descri¢do confere com os calos
observados em abacaxi cv. Pérola.. De acordo com estes autores, os calos originaram a
partir do parénquima xilemadtico, situado na base dos feixes vasculares. Essa observacio
também foi verificada nos feixes vasculares de abacaxi cv. Pérola quando submetidos a

concentragdo de 20 uM de picloram.
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As células internas ao cilindro central ndo sofreram nenhuma alteracao. E como se
os espessamentos da parede das células endodérmicas protegessem as demais células
internas a esse tecido. Este fendmeno pode ser facilmente observado quando se comparou
porcdes distais do caule onde havia a delimitagdo do cilindro central pela endoderme e
porc¢des proximais na qual essa demarcacdo era praticamente inexistente. Este fato ocorreu
tanto no tratamento com picloram quanto no tratamento com ANA e BAP.

Corroborando os resultados encontrados por Mercier et al. (2003), a formacdo de
nédulos durante a organogénese ocorreram na regido mediana da bainha proveniente da
intensa divisdo celular das células parenquimaticas sob o tratamento com 27 uM de ANA e
1 uM de BAP. De acordo com esses autores, os meristemoéides sdo centros de células
meristemdticas. Esses pesquisadores revelam que a auxina afeta a divisdo, expansdo e
diferenciacdo da célula e que as citocininas sdo necessarias, combinadas com as auxinas,
para a divisdo celular na fase de G1-S e G2-M em uma variedade de cultura de células
vegetal assim como na prépria planta.

Considerando-se que todas as células somadticas cultivadas in vitro sdo capazes de
expressar totipoténcia, Ziv (2000) explica que as células injuriadas na camada externa do
explante, liberam etileno que induz as células das camadas mais internas a se
desdiferenciar. A perda do controle coordenado permite a formag¢ao de novos gradientes de
fitohormdnios endégenos nas células desdiferenciadas, aumentando assim a divisao celular
em resposta aos vdrios reguladores de crescimento adicionados ao meio. A divisdo de
células pode resultar na formagdo de calos ou obedecer a um padrdo organizado como a
formacdo de centros meristemadticos diretamente no tecido do explante. Acredita-se que
este processo explica tanto a formacdo de calos quanto a de centros meristematicos

observadas no presente trabalho.
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CONCLUSAO

Seccdes transversais da bainha e do caule de aproximadamente 1,0 mm de
espessura foram extremamente favordveis a formacao de calos.

As bainhas foliares e os discos caulinares do abacaxi sdo as regides susceptiveis a
inducdo dos processos regenerativos.

Tecidos jovens apresentam maior grau de diferenciac@o sob condi¢des indutivas.

Os embrides foram produzidos no tratamento em que, a concentragdo inicial de
picloram foi 20,7 uM mantida por 60 dias, seguido pela concentracdo de 10,35 pM da
mesma auxina por um periodo total de 90 dias, mantidos no escuro.

A combinagdo de 27 uM de ANA e 1 uM de BAP regenerou brotos e raizes
adventicias a partir de segmentos da bainha foliar e de discos caulinares.

O tecido parénquimdtico apresentou maior susceptibilidade aos tratamentos do que
os demais tecidos.

O tecido xilemadtico ndo sofre alteragdes significativas durante ambos os processos
de regeneracgao.

Os calos sdo originados a partir das células parenquimaticas relacionadas ao feixe
vascular na bainha foliar de abacaxi cv. Pérola sob o tratamento embriogénico.

Nos discos caulinares, tanto as células parenquimadticas relacionadas ao feixe
vascular quanto aquelas préoximas a endoderme originam os calos no sistema
embriogénico.

O crescimento do calo ocorre de forma centrifuga, ou seja, de fora para dentro.

O crescimento do calo provoca lise nos demais tecidos do mesofilo, nas bainhas e
no cortex nos caules.

O calo fridvel apresenta células agrupadas ou isoladas, com citoplasma denso e
nucleo conspicuo.

A bainha dos feixes vasculares € suscetivel as altera¢des na presenca de ANA e
BAP formando meristeméides na bainha foliar.

A bainha dos tracos foliares presentes no cortex do caule originam meristemoéides
no sistema organogénico.

Nos segmentos do caule, o espessamento da parede das células endodérmicas atua
como barreira, impedindo que as células internas ao cilindro central sofram altera¢Ses na

fase inicial.

41



Os meristemdides provenientes tanto da bainha foliar quanto dos segmentos

caulinares formaram raizes no tratamento com 27 uM de ANA e 1 uM de BAP.
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