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RESUMO

Atuacdao de acido B-naftoxiacético, acido indolbutirico e acido giberélico na

morfogénese de microplantas de abacaxizeiro “Gomo-de-Mel”

Visando avaliar a atuacao dos biorreguladores 3-NOA, AIB e GA3; na morfogénese de
microplantas de abacaxi Ananas comosus L. (Merrill) cultivar IAC “Gomo-de-Mel”
estabeleceu-se um experimento com a presenca isolada e/ou combinada dos
respectivos biorreguladores ao meio de cultura MS. As microplantas foram mantidas em
condi¢cBes de cultura in vitro, com temperatura, luminosidade e fotoperiodo controlados
(25 + 2°C, irradiancia de 42 umol.m?s™ e 16 horas, respectivamente) durante 3 meses.
Os resultados obtidos com a andlise de variancia evidenciaram que houve interacdo do
biorregulador de crescimento e o tempo de cultivo para a altura, nimero de raiz e
namero de folhas. O B-NOA induziu a rizogénese foliar nas microplantas a partir de
células da bainha do feixe vascular e ndo apresentou toxicidade nas concentracdes
utilizadas, ao passo que o AIB mostrou-se mais eficaz para a inducdo da rizogénese
adventicia caulinar. Em relacdo ao crescimento das microplantas, a acao tanto isolada,
como combinada em ambas as concentracfes avaliadas de GA3z foram mais eficientes.
As anadlises histolégicas evidenciaram alteracbes no niumero de estratos da epiderme,
hipoderme e mesofilo das folhas cultivadas nos tratamentos com biorreguladores,
porém nao se verificou alteracfes citolégicas em nenhum dos tratamentos. Acredita-se
que a utilizacdo de “pulsing” seja uma alternativa eficaz para a rizogénese e

crescimento em altura das microplantas de abacaxizeiro “Gomo-de-mel”.

Palavras chave: Rizogénese, estiolamento, cultura de tecidos, analises histoldgicas
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ABSTRACT

B-Naftoxiacetic acid, indolbutyric acid and acid giberelic action in the pineapple

microplants “gomo de mel” morphogenesis.

In order to evaluate the action of bioregulators B-NOA, IBA and GA; in the pineapple
Ananas comosus L. (Merril) cultivar IAC “gomo-de-mel” microplants morphogenesis an
experiment was stablished in order to the presence of the bioregulator alone and in
combinations. The microplants were kept in culture in vitro conditions, during 3 months
under controlled temperature, light and photoperiod (25 + 2°C, irradiance de 42 pmol.m’
st e 16 hours). The analysis of variance showed the interaction interaction between the
use of bioregulator and the period of cultivation on hight, number of roots and leaves.
The B-NOA induced leaf rhizogensis in the microplants from the bundle sheath and
there was no sign of toxicity with the used concentrations. The IBA showed to be more
effective in the adventicious steam rhizogenesis. The isolated and combinated actions of
GA; were the most effective treatment to microplants growing. The histological analysis
showed alterations on the epidermis, hypodermis and mesophyll number of layers of the
cultivated leaves with this bioregulator, but neither of the treatments showed citological
alterations. It is believed that the use of “pulsing” would be an effective alternative for the

rhizogenesis and growing of the “gomo de mel” pineapple microplants.

Keywords: rhizogenesis, blanching, tissue culture, histological analysis
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1 INTRODUCAO

Na cultura de tecidos vegetais a capacidade de resposta morfogénica para o
alongamento e expansao celular é essencialmente atribuida as auxinas, principalmente
em relacdo ao enraizamento de microplantas.

O acréscimo de reguladores de crescimento ao meio de cultura € uma pratica
bastante comum, normalmente aplicada como estratégia para a inducdo da
desdiferenciacdo e diferenciacéo celular induzindo a formacdo de gemas adventicias e
ainda o enraizamento dessas. Dentre as auxinas, as mais utilizadas no cultivo in vitro
sdo o acido indolacético (AlA), acido naftalenoacético (ANA) e o acido indolbutirico
(AIB). Entretanto, na década de 50, muitas pesquisas foram conduzidas com outra
auxina sintética o acido B-naftoxiacético (BNOA).

Indmeros trabalhos apontavam a auxina BNOA como uma substéancia
responsavel pela rizogénese e florescimento de espécies vegetais. Contudo, devido a
sua origem metabolica estar associada ao acido 2,4 Diclorofenoxiacético (2,4-D), o qual
apresenta forte atuacdo herbicida, seu uso foi muito discutido na década de 50 por
fisiologistas e quase abolido por cerca de vinte anos, por apresentarem resultados
conflitantes de inducdo e inibicdo e também por que ndo ofereciam garantias de
sucesso no enraizamento, além disso, acreditava-se que tal regulador pudesse ser
toxico as plantas, ao manipulador e ao meio ambiente. Ainda assim, nos ultimos 30
anos alguns pesquisadores fazem referéncias ao seu uso, comumente aplicado na
obtencdo de calos, e em alguns casos, no enraizamento de espécies recalcitrantes,
desmitificando dessa forma os problemas enumerados na década de 50.

No periodo em que foi abolido o uso do B-NOA, as auxinas AlA, ANA e AIB
passaram a ser utilizadas com frequéncia, sendo que suas a¢fes nas plantas in vitro
passaram a ser intensamente avaliadas em relacdo ao desenvolvimento da parte aérea,
enraizamento e obtencdo de gemas adventicias. O sucesso do enraizamento das
microplantas € um pré-requisito para qualquer protocolo de propagacéo, principalmente
por facilitar o estabelecimento da muda no solo.

Muitos trabalhos s&o publicados evidenciando pesquisas com reguladores de

crescimento na micropropagacao de espécies vegetais e além dos efeitos das auxinas
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supracitadas, citocininas e giberelinas também sdo bastante estudadas, sendo esse
tltimo grupo de biorreguladores normalmente aplicado para o estiolamento de
microplantas.

O acido indol-butirico (IBA) € muito provavelmente a auxina sintética mais
utilizada tanto para o enraizamento in vitro, como in vivo de plantas, auxiliando ainda o
desenvolvimento da parte aérea, favorecendo desta forma a aclimatizagéo.

As giberelinas incrementam tanto a divisdo celular quanto o alongamento das
células formadas, tendo como principal efeito o estimulo do crescimento de novos
orgaos, podendo ainda ser explorada in vitro, por facilitar a individualizacdo dos
propagulos, quando estes ndo estdo em condi¢bes de serem individualizados para o
enraizamento, devido ao seu pequeno tamanho.

A espécie vegetal Ananas comosus L. (Merrill) cultivar IAC “Gomo-de-Mel” foi
escolhida como planta modelo para o presente estudo, devido a facilidade de obtencéo
de propagulos, por ter protocolo estabelecido para o cultivo in vitro, por apresentar
respostas fisioldgicas imediatas, por sua estrutura anatdmica ser conhecida e ainda por
se destacar dentro da familia Bromeliaceae como o0 género de maior importancia
econOmica.

Visando estabelecer se os biorreguladores B-NOA, AIB e GAjz isoladamente ou
combinados alteram a capacidade morfogénica de enraizamento, brotacdo e
estiolamento do abacaxi; se o B-NOA apresenta toxidez para a espécie nas
concentracfes recomendas; e ainda se ocorrem alteracdes estruturais decorrentes da
acao isolada ou combinada dos biorreguladores, o presente trabalho teve por objetivo,
avaliar a acao isolada das auxinas AIB e BNOA na rizogénese in vitro de Ananas
comosus L. (Merrill) cultivar IAC “Gomo-de-Mel” ou combinadas a giberelina GA3z no

brotamento e estiolamento de microplantas da espécie.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Reviséo Bibliografica

2.1.1 Cultura de tecidos

O processo de cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas,
nas quais, um explante (célula, tecido ou 6rgéo) € isolado sob condi¢des assépticas, em
meio nutritivo artificial. Este processo baseia-se no principio da totipotencialidade das
células, ou seja, qualquer célula de organismo vegetal apresenta todas as informacdes
genéticas necessarias a regeneracdo de uma planta completa (PASQUAL et al., 2001,
GALLO; CROCOMO, 1995).

Embora, Mathias Schleiden e Theodor Schwann (1938) ndo tenham imaginado
uma metodologia como a cultura de tecidos, a teoria da totipotencialidade pode ser dita
como um constituinte dos primeiros fundamentos da cultura in vitro (CID, 1998).

A totipotencialidade considera que as células vegetais manifestam, em
momentos diferentes e sob estimulo apropriado, a potencialidade de iniciar um novo
individuo celular (TORRES et al., 2000).

A propagacao de espécies vegetais “in vitro” apresenta vantagens em relacao
aos meétodos convencionais, como a multiplicacdo macica e rapida de clones em
qualquer época do ano, e eliminacdo de virus (GALLO; CROCOMO, 1995). Representa
ainda uma técnica nao somente importante para as praticas florestais, agricolas, como
também na cientifica basica, sendo o campo da biologia das plantas uma das técnicas
mais polivalentes (CID, 1998).

Uma ferramenta que constitui um papel importante no cultivo in vitro € a
aplicacdo de reguladores de crescimento, por auxiliarem na formacdo de gemas,
inducao de raizes, entre outros (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000).
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2.1.2 Hormonio Vegetal

Hormonio vegetal € um composto organico, ndo nutriente, de ocorréncia natural,
produzido pela planta, que em baixas concentracdes (10® M) promove, inibe ou
modifica processos morfoldgicos e fisiolégicos do vegetal e sua acdo depende das
condigbes ambientais de acordo com as caracteristicas e potencialidades genéticas da
planta (CASTRO et al., 2002; 2005).

Tradicionalmente s&o reconhecidos cinco grupos de horménios vegetais,
auxinas, giberelinas, citocininas, &cido abscisico e etileno. Recentemente foi
reconhecido um sexto grupo, o0s brassinoesteroides, como sendo normal no
desenvolvimento de plantas (HOPKINS; HUNER, 2004).

O conhecimento a respeito dos locais de producdo, biossintese, vias de
transporte, estrutura quimica, mecanismos de agéo e efeitos fisiolégicos dos diferentes
grupos de hormonios vegetais sado importantes para estudos que visam alterar
respostas fisioldgicas das plantas, através da manipulacdo destas substancias e/ou de
seus similares sintéticas (CASTRO et al., 2002).

Cabe ressaltar que reguladores vegetais sao caracterizados como substancias
sintéticas que, quando aplicadas exogenamente, apresentam acfes similares aos

grupos de hormonios vegetais (CASTRO et al., 2005).

2.1.2.1 Auxinas

A auxina foi o primeiro horménio descoberto, e os primeiros estudos fisiolégicos
acerca do mecanismo de expansédo celular vegetal foram focalizados na agéo desse
horménio. A auxina natural mais abundante é o acido indolil-acético (AlA), entretanto,
dependendo da espécie, idade da planta, estacdo do ano, e condicbes ambientais,
outras auxinas naturais podem ser encontradas, como um analogo clorado do AlA, o
acido 4 cloroindolil-3-acético (4-cloro AlA), o acido fenilacético e o acido indol-3-butirico
(AIB). De modo geral, para as auxinas naturais emprega-se o termo hormdnio ou
fitormbnio, e as auxinas sintéticas sdo denominadas de reguladores de crescimento
vegetal (KERBAUY, 2008).
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Essas sdo substancias quimicamente relacionadas com o &cido-indol-3-acético
(AlA), considerada a principal auxina de vérias plantas. Essas substancias tém em
comum a capacidade de atuar na expansdo e no alongamento celular, ajudando
também na divisdo celular de cultura de tecidos, principalmente no enraizamento.
Segundo Alvarenga (1990), entre as principais func¢des biolégicas das auxinas, pode-se
citar o crescimento de érgaos, especialmente raizes.

O acréscimo de reguladores de crescimento ao meio de cultivo é utilizado para
suprir possiveis deficiéncias enddgenas e melhorar as caracteristicas de cultivo in vitro
(TORRES et al., 1998). Os reguladores de crescimento comumente usados séo: o0 acido
naftalenoacético (ANA), acido 2,4-diclorofenoxiaceético (2,4-D), &cido indolacético (AlA),
acido indol-butirico (IBA), acido B-naftoxiacetico (BNOA), Dicamba e Picloram
Entretanto, o IBA é o que mais se destaca pelo uso (CANTERLE et al., 2007).

O crescimento e a morfogénese in vitro sdo fatores regulados pela interacdo e
balango dos reguladores de crescimento existentes no meio de cultura, principalmente
pelas auxinas e citocininas (GEROGE; SHERRINGTON, 1984).

O tipo de meio de cultura, de auxina e suas concentracdes sao as variaveis que,
em geral, mas influenciam no enraizamento, e variam conforme a espécie e a cultivar.
Quando a concentracdo de auxina no meio é excessiva, ocorre formacédo de calo na
base do explante, comprometendo a rizogénese e o crescimento da parte aérea. Por
esta razdo, recomenda-se a utilizacdo de dois meios de cultura para a rizogénese
(LEITZKE et al., 2009).

O processo de formacédo de raizes in vitro divide-se em inducdo, iniciacao e
alongamento de raizes. Nas duas primeiras fases 0 uso de auxina para indugdo tem
apresentado sucesso, contudo na terceira fase a presenca da mesma pode inibir o
crescimento radicular. Sao diversas as auxinas que podem ser utilizadas na indugao do
enraizamento. O AIB, ANA e AIA tém sido os mais utilizados cujas concentracbes mais
comuns estédo na faixa de 0,1 a 1,0 mg L-1 (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

As auxinas juntamente com as citocininas sdo as classes de reguladores de
crescimento mais utilizadas em cultura de tecidos. A formacdo de raiz, parte aérea e
calo em cultura de tecidos sao regulados pela disponibilidade e interacdo dessas duas
classes de reguladores de crescimento (SKOOG; MILLER, 1957). O efeito desses
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reguladores pode estar relacionado com os fatores genéticos préprios de cada espécie
(MORALES, 1990).

As auxinas apesar de promoverem a proliferacdo de brotacdes axilares, podem
incrementar o crescimento da cultura (HU; WANG, 1983). Umas das principais acfes da
auxina no meio de multiplicacdo seria a anulacdo do efeito supressivo das altas
concentracOes de citocinina sobre a elongacéo das brotagbes axilares, restaurando o
crescimento normal das mesmas (LUNDERGAN; JANICK, 1980).

As respostas as auxinas, no entanto, ndo sdo universais. Certas espécies,
principalmente as lenhosas, enraizam com dificuldade ou ndo enraizam, mesmo na
presenca de auxinas e por outro lado, algumas espécies até dispensam 0 uso de

reguladores de crescimento no seu enraizamento (ROHR; HANUS, 1987).

2.1.2.2 Acidos Naftéxiacéticos

Os acidos B-naftoxiacéticos sédo derivados do acido diclorofenoxiacético (2-4-D) e
se subdividem em 1l1-naftéxiacético (1-NOA) e 2-naftoxiacético (2-NOA), os quais
também podem ser encontrados como a-naftoxiacético (aNOA) e R-naftoxiacético
(BNOA), respectivamente (AVERY et al., 1942). Nutman e Thornton (1945) num estudo
de substancias de inibicdo de crescimento vegetal e substancias afins, citam que o 2-4
D e seus derivados como os acidos naftoxiacéticos sdo toxicos, devido a semelhanca
estrutural.

Posteriormente, o uso do acido diclorofenoxiacético (2-4-D) e dos acidos
naftoxiacéticos foi discutido na Terceira Conferéncia Internacional de Substancias de
Crescimento Vegetal (1955), pelo Professor Bustrom da Universidade de Lund, tanto
pela toxicidade quanto pela eficacia nos resultados conflitantes obtidos de inducédo e
inibicdo do crescimento de raizes. Por essa razdo os acidos naftoxiacéticos, passaram
a serem menos empregados nas décadas de 60 e 70.

Nos ultimos 30 anos, sua potencialidade passou a ser estudada e discutida
novamente, tanto como regulador de crescimento vegetal nas suas diferentes formas (a
e 3), onde se destaca os trabalhos de Hughes e Dobson (2004), como as de Qureshi e
Buttar (1989) que avaliaram o &cido naftoxiacético como metabdlito secundario do



25

medicamento propanolol (substéncia que controla a hipertensdo em humanos) em

pesquisas farmacocinéticas.

2.1.2.3 Acido R-Naftoxiacético

O &cido R-naftoxiacético é uma substancia que tanto pode estimular quanto inibir
o0 crescimento de acordo com a concentracdo utilizada, atuando na inducdo de
primordios de raizes (BAUSOR, 1939a), foi descrito pela primeira vez por Irvine (1938)
como uma substéncia de crescimento, sendo reportando na ocasiéao pelo crescimento e
florescimento de Brassica (BAUSOR et al., 1940).

Dentre os muitos trabalhos com acido R-naftoxiacético, Bausor et al. (1942),
citaram que o seu uso, diluido em lanolina, acelerava a degradacdo de amidos em
folhas de feijoeiro.

Overbeek et al. (1951), constataram que o acido (3-naftoxiacético mesmo sendo
reconhecido como regulador de crescimento com forte habilidade de efeitos de inducao
e formacao, semelhante a auxina, ndo operava efetivamente como herbicida em baixas
dosagens, como outras auxinas.

O acido R-naftoxiacético se agrupa num tipico exemplo de componentes
quimicos similares as auxinas, as quais apresentam muitas diferencas qualitativas da
capacidade de resposta fisioldgica de inducéo, pois ha modificacdo dos novos 6rgaos
(folhas, caules, flores e frutos) quando sao formados apds o tratamento das substancias
(ZIMMERMAN, 1941).

Charles (1959) faz referéncia ao uso do acido 2-naftoxiacético em diferentes
niveis de concentragdo, e relatou ser uma substancia fortemente estimulatéria de
crescimento, entretanto apresentou acao letal para a espécie Senio vulgaris L. e trés
cultivares.

Posteriormente, o acido [3-naftoxiacético passou a ser empregado em pesquisas
de embriogénese somatica nos trabalhos de Rodrigues et al. (1987), Amin (2000),
Eapen e George (1993), Carimi et al. (2005) e Vidal et al. (2009), estes autores citaram
que o acido R3-naftoxiacético apresentava-se mais eficiente do que as demais auxinas

empregadas.
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GOkmen e Acar (1998) relataram que o acido R-naftoxiacético é registrado como
um regulador de crescimento de plantas, entretanto, enfatizaram que pouco se conhece
sobre a concentracdo maxima permitida para o0 uso e sua atuacdo, salientando a
necessidade de ampliar estudos sobre esta substancia.

Outras auxinas sintéticas, como o 2,4-D, Picloram, acido B-naftoxiacético (BNOA)
e &acido p-clorofenoxiacético (ApCFA) estimulam a producdo de calos, ndo sendo
comuns em trabalhos de enraizamento (TORRES et al., 1998). Hu e Wang (1983),
verificaram que 86% dos meios de cultura para enraizamento continham auxina, e que
0 ANA pareceu ser a auxina mais eficaz para estimular o enraizamento in vitro. Ela
aparece em 53% dos meios de cultura contra 29% para o IBA, 11% para o AlA, 3,6%

para o 2,4-D e 3,6% para outras auxinas.

2.1.2.4 Acido indol-butirico

O &cido indol-butirico (AIB) é provavelmente a principal auxina sintética de uso
geral, porque ndo € toxica para a maioria das plantas, mesmo em altas concentragdes,
€ bastante efetiva para um grande numero de espécies e relativamente estavel, sendo
pouco suscetivel a degradacdo de auxinas (PIRES; BIASI, 2003).

O AIB, sendo uma auxina sintética, € mais estavel e menos soluvel que a auxina
enddgena, o acido indolacético (AlA), considerado um dos melhores estimuladores do
enraizamento (BOTELHO, 2003).

De acordo com Bartel et al. (2001), pesquisas recentes tém mostrado que o
acido indolbutirico, além de agir como auxina, pode ser ele préprio uma forma de
armazenamento do AIA, jA& que por um mecanismo de oxidagdo que ocorre nos
peroxissomos, esse composto pode se converter em AlA livre.

A utilizacdo de AIB para inducdo de raizes in vitro tem sido comercialmente
aplicada a muitas espécies além de auxiliar o desenvolvimento da parte aérea,
favorecendo a fase de aclimatizacdo (TITON et al., 2003). O AIB é uma auxina pouco
translocavel na planta com efeito localizado na regido aplicada (Ludwig-Mdller 2000).

Segundo Grattapaglia e Machado (1998) uma das auxinas mais utilizadas na

inducao do enraizamento € o AIB (acido indolbutirico), que em associacdo com outras



27

auxinas podem promover maior numero de raizes do que isoladamente (HARTMANN;
KESTER, 1983).

Dentre os trabalhos de eficacia do acido indol-butirico (AIB), destacam-se o
enraizamento de trés tipos de estaca de Allamanda cathartica (LOSS et al., 2008),
rizogénese de Eugenia pyriformis (NASCIMENTO et al., 2008), enraizamento de mirtilo
(SOARES et al., 2006) sendo posteriormente corroborado por Leitzke et al. (2009).
Contudo, apresenta resultados variaveis, conforme a espécie ou cultivar utilizada, tipo
de estaca, época do ano ou concentracao, entre outras (FACHINELLO et al.,1995).

Entretanto, alguns autores discordam de sua efetividade para algumas espécies
de lenhosas como ameixeira e jabuticabeira (KERSTEN, 1993; CASSOL et al., 2009).

2.1.2.5 Giberelinas

As giberelinas sdo compostos terpénicos, formados de unidades isopropénicas
(TAIZ; ZEIGER, 2002), constituintes de uma classe de hormonios capaz de modular o
desenvolvimento durante todo o ciclo da vida da planta. Apesar da importancia
indiscutivel das giberelinas no desenvolvimento de plantas superiores, de maneira
curiosa esse grupo de substéancias foi descoberto por meio de pesquisas como o fungo
Giberella fujikuori, demonstrando que as giberelinas ndo ocorrem exclusivamente em
plantas (KERBAUY, 2008).

Os principais sitios de biossintese das giberelinas sé@o tecidos vegetativos em
rapido crescimento, sementes e frutos em desenvolvimento. A localizacdo das
moléculas de RNAm dos genes de biossintese de GA indica um padrdo complexo que
varia de acordo com o estagio de desenvolvimento de cada espécie. Constata-se que a
expressdo dos genes promotores de giberelina ocorre em maior grau nos apices
radiculares e caulinares em relagao aos demais tecidos da planta (KERBAUY, 2008).

As giberelinas participam de muitas atividades fisiolégicas importantes nos
vegetais, com efeito no crescimento, especialmente no alongamento celular
(CROCOMO; CABRAL, 1988). Além disso, as giberelinas, tem como principal efeito
estimular o crescimento de novos 6rgaos, entretanto, podem inibir a iniciagdo de outros
orgaos (MURASHIGUE, 1974; GEORGE; SHERRINGTON, 1984).
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De acordo com Taiz e Zeiger (2002) as giberelinas incrementam tanto a divisdo
celular quanto o alongamento das células formadas. Além disso, as giberelinas causam
alongamento das células da folha pelo aumento da plasticidade da parede celular,
levando um aumento na captacdo de agua e na pressao da turgescéncia (RAVEN et al.,
2001).

No meio de cultura de plantas micropropagadas a giberelina, na forma de acido
giberélico (GA3), pode ser util para induzir o alongamento de partes aéreas. Sua
inclusdo é pouco freqliente em vista de um suprimento enddgeno suficiente. As
giberelinas sdo usadas, algumas vezes, na fase de multiplicacdo. O mais conhecido
efeito desse grupo de hormodnios, o alongamento de partes aéreas, e pode ser
explorado in vitro quando as partes aéreas produzidas ndo estdo em condi¢cbes de
serem individualizadas para o enraizamento, devido ao seu pequeno tamanho
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Outros beneficios desse regulador de crescimento sdo os de promover o
desenvolvimento ontogénico natural dos embrides sem primérdio radicular, aqueles
com primordio e proporcionar a iniciacdo de uma zona radicular existente. Em alguns
casos, 0 acido giberélico tem sido usado para a conversao de embrides somaticos em
plantas (GUERRA et al., 1998). A concentracdo de 1 mg L de GA; estimulou a
formacdo de raizes em embribes somaticos de nucelos de Citrus (BUTTON;
BORGNMAN, 1971).

A aplicacdo exogena do acido giberélico sobre variantes somaclonais para altura
de plantas em bananeiras mostrou que o fitorregulador, ao ser aplicado, provoca
crescimento acelerado. Da mesma forma, um decréscimo significante na producéo foliar
e de raiz foi observado em todas as plantas tratadas com GA3; (SANDOVAL, 1999).

Em alguns casos, o GA3; pode nao apresentar efeito ou inibir o desenvolvimento
(CALDAS, et al., 1998; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; PAIVA et al., 1997).

2.1.3 Abacaxizeiros
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O abacaxizeiro € uma monocotileddnea herbacea perene pertencente a familia
Bromeliaceae com distribuicdo neotropical. Apresenta cerca de 3010 espécies
distribuidas em 56 géneros (SOUZA; WANDERLEY, 2007).

No Brasil, ha representantes distribuidos em quase todos os ecossistemas,
desde o nivel do mar até as regides montanhosas de altitudes mais elevadas (SOUSA,;
WANDERLEY, 2007).

A familia se destaca por ser uma das principais componentes da flora
brasileira, abrigando aproximadamente 36% das espécies catalogadas com varios
géneros endémicos, alguns deles encontrados apenas na Floresta Atlantica (MOREIRA
et al., 2006).

O género mais importante do ponto de vista econbmico da familia
Bromeliaceae é o género Ananas, pois nele esta incluido o abacaxi comestivel Ananas
comosus L. Merrill, dentro do qual figuram inimeras variedades horticolas e também
outras espécies que sao utilizadas para a producédo de fibras ou para ornamentagéo
(CUNHA; CABRAL, 1999). Ademais, segundo Lorenzi e Matos (2002) Ananas comosus
€ uma espécie considerada detentora de reconhecidas propriedades medicinais. De
acordo com Usbert Filho (1999) o Brasil é o segundo maior produtor de abacaxi do
mundo sendo os principais Estados produtores: Minas Gerais, Paraiba, Para e Sao
Paulo.

Segundo Margarido (1991) no que se refere a morfologia externa do
abacaxizeiro este apresenta um caule (talo) curto e grosso, de onde partem folhas em
forma de calha, estreitas e rigidas, e no qual se inserem raizes axilares. O sistema
radicular é fasciculado, superficial e fibroso, encontrado geralmente a uma profundidade
de 15 a 30 cm da superficie do solo. O modo como a folha do abacaxizeiro se insere no
caule determina os tipos de planta: ereta, semi-ereta e tende a horizontal.

As folhas sao rigidas com ceras nas superficies superiores e protegidas na
parte inferior por uma camada de tricomas que reduzem a transpiracdo. Na base do
caule localizam-se as folhas mais velhas com formato de lanca, e as mais novas
apresentam-se alongadas, conservando a parte basal mais larga (MARGARIDO, 1991)
Na presenca de corddes fibrosos, as folhas desenvolvem-se no caule em forma de

espiral. Rebentos e mudas que se desenvolvem a partir de gemas axilares, localizadas
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no caule, classificados em filhotes (pedunculos abaixo do fruto), filhote e rebentdo (na
conexdo caule-pendunculo) e rebentdo (na parte inferior do caule (MARGARIDO, 1991).
A Inflorescéncia apresenta cerca de 100 a 200 individuais arrumadas em torno do eixo.
O abacaxizeiro apresenta fruto maltiplo (sincéarpico) resultante do desenvolvimento da
inflorescéncia com coroa ou pequeno caule folidceo, que se forma no topo da
infrutescéncia (MARGARIDO, 1991).

Com relacdo a morfologia interna, segundo Kraus (1948) a epiderme da folha
do abacaxizeiro € constituida de células de formato poligonal apresentando tricomas
multicelulares e estdmatos na face abaxial coberta por cuticula. A hipoderme consiste
de cerca de trés a quatro camadas de células com espessamentos pronunciados nos
cantos, lembrando um colénquima. O mesofilo € constituido por células de parénquima
clorofiliano e as células apresentam cloroplastos de trés formas: discoidal, lipsoidal e
esfeérico.

Com relacdo a bainha do feixe, Kraus (1948) a classifica como bainha
endodérmica, considerando trabalhos realizados com bromeliaceas. O autor salienta
ainda que, a bainha na forma de endoderme é constituida de uma Unica camada com
células de passagem. O feixe vascular é do tipo colateral, onde a presenca de
protoxilema e metaxilema, parénquima de xilema, lacunas, protofloema, metafloema,
células do tubo crivado e parénquima de forma, sendo a regido floematica envolta por

uma bainha fibrosa.

2.1.3.1 Cultivar Ananas comosus (L.) Merrill cv. IAC “Gomo-de-mel”

Introduzido da China em 1991, juntamente com outros tipos de material genético,
0 novo cultivar de abacaxi (IAC Gomo-de-mel ou abacaxi-de-gomo), provavelmente
resultante de cruzamento natural, foi incorporado, no mesmo ano, ao banco de
germoplasma de abacaxizeiros do Instituto Agronémico, em Campinas (Figura 1)
(USBERTI FILHO, 1999).

O nome se deve ao fato de os frutilhos, "olhos", serem soldados menos
fortemente entre si, ao contrario do que ocorre em outros cultivares e introducoes,

podendo ser facilmente destacéaveis, no fruto maduro (Figura 2).
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O novo cultivar IAC “Gomo-de-Mel” reune um conjunto de caracteristicas
atraentes para o comércio, como dogura, baixa a moderada acidez, consisténcia tenra,
suculéncia e coloracdo amarelo-ouro. Apresenta plantas altas (80 cm), com numero
elevado de folhas (40), compridas, largas e espinhosas em toda a extensao do bordo da
lamina foliar, e de coloragcdo verde-escura. O ciclo total, do plantio & maturacdo de
frutos, € de 19,5 meses. Os frutos sdo pequenos, de formato quase cilindrico, com
casca de espessura meédia, de coloracdo amarelo-ouro (no fruto maduro) (USBERTI
FILHO, 1999).

Os frutilhos séo grandes e salientes, o que, provavelmente, pode conferir maior
resisténcia ao transporte. A porcentagem de solidos soltvel (° Brix) é muita elevada e
praticamente semelhante na base, meio e apice do fruto. Apresenta baixa acidez
titulavel e teor de vitamina C semelhante ao do 'Smooth Cayenne' e menor do que o do
'Pérola’. Também ¢é suscetivel a fusariose, como os cultivares em distribuigdo
comercial, mas apresenta moderada resisténcia a nematéides (USBERTI FILHO, 1999).

O cultivar também é destacado por apresentar boa "vida-de-prateleira” quando
maduro (até 12 dias, em condicbes ambientes), maior do que dos -cultivares
tradicionais, talvez em virtude da sua provavel maior resisténcia ao transporte
(USBERTI FILHO, 1999).

A despeito da importancia de Ananas comosus (L.) Merrill cv. IAC “Gomo-de-Mel
poucas contribuicdes sdo encontradas na literatura, destacando-se entdo os trabalhos
de Brito et al. (2005) sobre caracteristicas da atividade das peroxidases; Batagin et al.
(2008) que analisou a morfo-anatomia da folhas de plantas cultivadas em diferentes

ambientes e o trabalho de Araujo et al. (2008) sobre estiolamento “in vitro”.
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Figura 1 - Infrutescéncia de Ananas comosus (L) Merril cv. 1AC “gomo-de mel”
Fonte: Usberti Filho (1999)

Figura 2 - Representacdo dos frutilhos de A. comosus cv. IAC “gomo-de-mel” sendo destacados da
infrutescéncia
Fonte: Usberti Filho (1999)

2.1.3.2 Abacaxizeiros e a cultura de tecidos

Os primeiros trabalhos usando micropropagacdo de abacaxi foram realizados
por Aghion e Beauchesne (1960). Guerra (1999) relatou que na década de 70, houve
uma progressiva reducdo na area cultivada de abacaxi, devido ao ataque progressivo
de fusariose, causada por Fusarium moniliforme Shield var. subglutinans WR, que

associada a ocorréncia da broca-do-fruto (T. basalides Geyer) resultou em sérios
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problemas para a abacaxicultura catarinense e brasileira. Desde entdo, muitos artigos
foram publicados destacando-se o de Rangan (1984), que estabeleceu um dos
primeiros protocolos para a micropropagacéo. De acordo com 0 mesmo autor, técnicas
de cultura de tecidos estdo sendo aplicadas para a micropropagacao clonal de
variedades cultivadas em diversos paises da América Central e da Asia.

Zepeda e Sagawa (1981) citaram que a micropropagacédo do abacaxizeiro a
partir de um unico explante é eficiente na producdo de mudas. Além disso, o cultivo do
abacaxi “in vitro” tem apresentado vantagens em relacdo aos métodos de propagacgéao
tradicionais, pois permitem a producao de cerca de 5000 plantas em um ano partindo-
se de uma unica coroa.

De acordo com Devi (1997) em uma lavoura sdo necessarios cera de 8 novas
mudas a partir de uma Unica planta. Para tanto, inUmeros autores estabeleceram
protocolos para multiplicacdo de abacaxizeiros “in vitro”. Ademais, €& importante
ressaltar que o processo de micropropagacao tem como um dos maiores problemas a
transferéncia de planta “in vitro” para “ex vitro”.

A micropropagacdo do abacaxizeiro € normalmente mais demorada que outras
espécies, pois a producdo de plantas ndo é conseguida antes de 9 a 12 meses depois
do inicio das culturas, porém esse obstaculo pode ser superado com novos estudos
para reduzir o tempo (MOREIRA, 2003). Para tanto, Kiss et al (1995) propuseram um
novo método de propagacdo rapida de abacaxi, baseado, no alongamento de brotos
induzidos “in vitro” por meio de estiolamento.

No estabelecimento do protocolo de abacaxizeiros ornamentais, foi verificado
maior potencial de multiplicacdo em meio gelificado do que em meio MS liquido
(QUIRINO et al., 2009).

Um sistema eficiente de micropropagacéo pode permitir um rapido aumento de
material para a propagacao. Além disso, variacdes que podem ocorrer na cultura de
tecidos podem ser utilizadas como fonte de variabilidade genética, visto que a maioria
das variedades de abacaxi sdo mutantes, que foram selecionados e propagados. A
metodologia para micropropagacdo de abacaxi consiste basicamente, em desfolhar as
mudas e dos talos sao retirados as gemas, em ambiente asséptico, para obtencao de
brotacdes (MOREIRA, 1999).
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo Geral:
» Estabelecer a agao isolada das auxinas (AIB, BNOA) ou combinadas a

giberilina (GA3) na morfogénese in vitro do abacaxi “gomo de mel”.

2.2.2 Objetivos Especificos:

> Avaliar e quantificar as respostas fisioldgicas in vitro de enraizamento,
brotamento e crescimento, das microplantas de abacaxi “gomo de mel” em
relacdo aos biorreguladores;

» Verificar a possivel ocorréncia de alteracdes estruturais por meio de
microscopia de luz e eletrbnica de varredura das microplantas decorrentes
da aplicacdo dos biorreguladores;

» Estabelecer a ocorréncia ou néo de fitotoxidade do biorregulador acido -
naftoxiacético, na cultura in vitro de microplantas de abacaxi “gomo de

mel”.

2.3 Material e Métodos

2.3.1 Local de instalacdo do experimento

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Morfogénese e Biologia
Reprodutiva de Plantas no Departamento de Ciéncias Bioldgicas (ESALQ/USP),
Piracicaba-SP.

2.3.1.1 Material Vegetal

Foram utilizadas setenta e cinco microplantas de abacaxizeiros (Ananas
comosus (L.) Merrill) cv. IAC Gomo-de-mel desenvolvidas a partir da cultura de
meristemas em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) basico acrescido de
sacarose (30g.L™), mioinositol (100mg.L™) e tiamina (5ml.L™).

Para realizagcdo do experimento as microplantas foram cultivadas em tubos de

ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio de cultura e acondicionadas em sala de



35

crescimento com temperatura e luminosidade controladas (25 + 2°C e irradiancia de 42

umol.m?s™, respectivamente), em fotoperiodo de 16 horas, durante 3 meses.

2.3.2 Condicbes de Cultivo

2.3.2.1 Cultura “in vitro”

As microplantas cultivadas em meio de cultura MS (Murashigue e Skoog,
1962) isento de reguladores vegetais foram transferidas para meios suplementados
com os biorreguladores AIB (acido indolbutirico), B-NOA (acido B-naftoxiacético) e GA3
(acido giberélico) estabelecendo-se dessa forma, 15 tratamentos descritos na Tabela 1.
O pH dos meios de cultura foram ajustados para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C e

1,5 atm, por 20 minutos.
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Tabela 1 - Concentrac6es e combinacdes de biorreguladores utilizados no meio de cultura para as
microplantas de Ananas comosus (L.) cv IAC “‘gomo-de-mel”

Biorreguladores (mg.L™)

Tratamentos

GAs3 B-NOA AlB
T1 0 0 0
T2 15 0 0
T3 3 0 0
T4 0 15 0
T5 15 15 0
T6 3 15 0
T7 0 3 0
T8 15 3 0
T9 3 3 0
T10 0 0 15
T11 15 0 15
T12 3 0 15
T13 0 0 3
T14 15 0 3
T15 3 0 3

Onde: GA; = Acido Giberélico, R-NOA = Acido R-Naftoxiacético e AIB = Acido Indol-Butirico.

2.3.3 Variaveis Respostas

No inicio do experimento, as microplantas de Ananas comosus (L.) Merril cv. IAC
‘gomo-de-mel” foram individualizadas e identificadas para determinagcdo da agdo dos
biorreguladores, quanto ao crescimento em altura, aumento do numero de folhas, altura
do caule e brotamento. E importante salientar, que como as microplantas ja estavam
em cultivo in vitro o nimero de folhas variou entre 2 a 5, na instalagcdo do experimento.

Apds 90 dias de cultivo in vitro, as microplantas de abacaxi Ananas comosus (L.)
Merril IAC “gomo-de-mel” foram retiradas dos tubos de ensaio para contagem visual do
namero de folhas e do numero de raizes emitidas. Para andlise da altura do caule

utilizou-se escala métrica em centimetros.
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2.3.4 Delineamento Estatistico

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial (15 x 3) com parcela subdivididas no tempo, sendo os fatores
constituidos por combinacdes de regulador de crescimento (Tabela 1) e tempo de
avaliacao (0, 45 e 90 dias).

Para tanto, utilizaram-se cinco repeticdes por tratamento, sendo composto por

um explante cada repeticéo.

2.3.5 Anélise dos Dados

Inicialmente os dados reais foram submetidos ao teste de Bartlett a 5% de
probabilidade de erro, a fim de verificar a homogeneidade da variancia entre os
tratamentos. Em seguida, realizou-se analise de variancia (ANOVA), respectivamente a
5% e 1% de probabilidade de erro.

De acordo com a significancia, as médias foram comparadas pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro. Utilizou-se o pacote estatistico SOC (Embrapa,
1990) para a realizacdo dos procedimentos estatisticos.

2.3.6 Anéalises Anatdmicas

As analises anatbmicas foram efetuadas por meio de microscopia de luz e
microscopia eletronica de varredura do terco mediano da primeira folha expandida das
folhas, e da zona de ramificacdo das raizes de abacaxizeiros submetidos aos diferentes

tratamentos.

2.3.6.1 Microscopia de Luz
2.3.6.1.1 Cortes histoldgicos

As seccOes do ter¢co mediano das folhas totalmente expandidas das microplantas
(Figura 3) submetidas a diferentes concentragdes de biorreguladores foram fixadas em
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solucdo de Karnowsky (1965), seguida de desidratacdo crescente em série etilica (5,
10, 30, 50, 70, 90, 100%). Posteriormente as amostras foram inclusas em resina
hidroxietilmetacrilato (Polysciences), adaptando as recomendacdes do fabricante. As
amostras foram inclusas em solucdo de pré-infiltracdo por 12 horas em geladeira,
seguidamente foram incluidas na solugdo de infiltragdo também por 12 horas em
geladeira. Além disso, na confeccdo dos blocos foram adicionados 30% a mais de
solucéo de endurecimento na solucéo de infiltracdo, do que o indicado pelo fabricante.

Os blocos com as amostras foram seccionados em cortes transversais em
micrétomo rotativo com aproximadamente 10 um de espessura.

Foram feitos cortes transversais a mao livre com intermédio de lamina de aco-
inox (Gillete®).

As secc¢des foram coradas com Azul de Toluidina (0,05%) em tampao fosfato e
acido citrico (Sakai, 1973) e Azul de Astra e Safranina (Bukatsch,1972). Seguidamente
as laminas foram confeccionadas com resina sintética (Entellan®). As laminas foram
analisadas e fotomicrografadas em microscopio de luz (ZEISS-JENEMED?2), sendo as
imagens capturadas na mesma escala com camera SAMSUNG (SDC-313), e avaliadas
para obtencdo da area ocupada pelo tecido na folha e na raiz e suas respectivas
espessuras.

Especificamente para a analise da rizogénese foliar, realizou-se cortes

histologicos na regido do ter¢co mediano, seguindo 0 mesmo protocolo descrito acima.

Figura 3 - Microplantas de A. comosus (L.) Merril cv. IAC “gomo-de-mel” destacando a regido do tergo

mediano das folhas utilizadas para as analises histoldgicas (retangulo)
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2.3.6.1.2 Testes microquimicos

Para os testes histoquimicos foram efetuados cortes a méao livre por intermédio
de laminas de aco inox (Gillete®) e mantidas em agua destilada. Para as reacées foram
empregados os seguintes reagentes: Cloreto Férrico para identificacdo de compostos
de natureza fendlica, Sudan IV para identificagdo de constituintes lipofilicos da célula,
Vermelho de Ruténio para identificacdo de compostos de natureza péctica, Cloreto de
Zinco para identificacédo de celulose.

ApoOs a realizagdo dos testes, as laminas foram fotomicrografadas de acordo com
o protocolo de cada reagente para identificacdo do contelldo e componentes celulares.

2.3.7 Microscopia Eletrénica de Varredura

A analise das folhas de microplantas por meio de microscopia eletrbnica de
varredura foi realizada no Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletrénica
Aplicada a Agricultura (NAP/MEPA — ESALQ/USP) de acordo com Kitajima e Leite
(1999).

As amostras do terco mediano da primeira folha totalmente expandida de cada
tratamento foram seccionadas em segmentos de aproximadamente 5mm. Estes
segmentos foram fixados em solucdo de Karnowsky (1965) modificado (glutaraldeido
2,5%, formaldeido 2,5% em tampé&o cacodilato de sodio 0,05 M, pH 7,2, por 24 horas),
em seguida as amostras permaneceram em glicerol por uma hora e foram
criofraturadas em nitrogénio liquido.

Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série crescente de acetona
(30, 50, 70, 90 e 100%). A secagem foi realizada ao ponto critico (BALZERS CPD 030)
tendo como meio de desidratacdo, o CO, e, logo apos, foram metalizadas em ouro
(metalizador MED 010 BALZERS), e analisadas em microscopio eletronico de varredura
Zeiss DSM 940 A.
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2.4 Resultados

2.4.1 Biorreguladores na altura, rizogénese e brotamento de microplantas de A.
comosus cultivar IAC “Gomo de mel”.

Com base na analise de variancia pode-se verificar que houve interacdo do
biorregulador de crescimento e tempo de cultivo para a altura, nimero de raiz e numero
de folhas de explantes de Ananas comosus cv IAC “gomo-de-mel”’. Contudo, o numero
de brotacdes por explante apresentou efeito significativo somente para o fator tempo
(Tabela 2).

Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia para altura (ALT), nimero de raizes (NR), nimero de folhas
(NF) e numero de brotos (NB) de A. comosus (L.) Merril cv. IAC “gomo-de-mel” em fungao das

concentracdes de biorreguladores de crescimento e tempo de cultivo in vitro

Quadrados Médios

Vaagao  Ob TR NS N T e
(cm expl™) (expl™) (expl™) (expl™)
Regulador (RE) 14 0,0142" 0,0097" 48,76" 0,0009™
Subparcela 60 0,0020” 0,0021" 8,60 0,0007"
Tempo (TE) 2 0,4596" 0,2734" 1.050,12" 0,0043™
RE * TE 28 0,0085" 0,0043" 17,74" 0,0004"
Residuo 120 0,0011 0,0011 3,54 0,0003

Média - 8,08 1,95 10,06 0,22
CVexp.(%) - 12,69 21,89 18,68 16,23

" valor n&o significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro, pelo teste F.

" valor significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro, pelo teste F.

@ dados transformados por (n/100)*° e @ dados transformados por [(n+1)/100]°° pelo teste de Bartlett ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. n = dado amostrado.

GL = graus de liberdade, CV.,,. = coeficiente de variacéo experimental, expl = explante.

Considerando o tempo zero (aplicagdo dos biorreguladores) pode-se observar
gue a altura dos explantes nao variou, ou seja, a selecéo utilizada quanto a altura do
explante foi eficiente para a padrozinacédo das unidades experimentais. Aos 45 dias de
cultivo, as melhores médias observadas corresponderam a todas os tratamentos com
excecao de T8, T11 e T14, porém nao diferiram significativamente quanto a altura do
explante. Aos 90 dias, somente os tratamentos T1, T2, T3, T5, T12, T14 e T15
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apresentaram os melhores valores médios quanto a altura por explante, sendo esses
tratamentos os mais efetivos para esta caracteristica (Tabela 3).

Ao considerar os tratamentos T8 e T13 pode-se observar que nao houve
diferenca significativa em relacdo ao tempo de cultivo, ou seja, estes tratamentos foram

pouco eficientes para promover o crescimento em altura dos explantes (tabela 3).

Tabela 3 - Valores médios da altura de A. comosus (L.) Merril cv. IAC “gomo-de-mel” em fungéo do

tratamentos e tempo de cultivo in vitro

Tempo (dias)

Tratamentos

0 45 90
T1 3,2 Ab 8,3 ABChb 15,5 Aba
T2 4,1 Ac 9,6 Ab 20,1 Aa
T3 4,8 Ab 8,7 ABb 20,1 Aa
T4 3,6 Ab 6,7 ABCb 13,4 Ba
T5 4,5 Ab 4,9 ABChb 14,8 Aba
T6 4,7 Ab 6,0 ABChb 13,6 Ba
T7 5,0 Ab 5,8 ABChb 13,4 Ba
T8 4,0 Aa 5,2 BCa 5,5 CDa
T9 5,6 Ab 6,0 ABChb 13,2 Ba
T10 5,4 Ab 5,9 ABCb 10,8 BCa
T11 2,9 Ab 55Ch 14,1 Ba
T12 5,6 Ab 7,2 ABCb 14,8 Aba
T13 3,8 Aa 4,5 ABCa 4,5 Da
T14 3,4 Ab 4,1 BCb 15,4 Aba
T15 4,1 Ab 6,4 ABCb 14,8 Aba

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra mailscula e, nas linhas, médias seguidas por mesma
letra mindscula nao diferem S|gn|f|cat|vamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabllldade de
erro. T1 = testemunha; T2 = 1,5mg.L™" de GAz; T3 = 3 ,0mg.L" de GAg; 4 = 1,5mg.L" de BNOA; T5 =
1,5mg. L' de GAs+ 1 5mg L™ de BNOA; T6 3,0mg. L™ de GA; +1 5mg L™" de BNOA; T7 3,0mg. L™ de
BNOA, T8 =1,56mg.L™" de GA; + 3 Omg L™ de BNOA; T9 3,0mg.L" de GA; + 3 ,0mg.L™" de BNOA; T10
=1,5mg. L™ de AIB, T11 = 1,5mg. L™* de GA; + 1 ,5mg. L™ de AIB; T12 3,0mg. L" de GA; + 1 5mg L™ de
AlB; T13 3,0mg.L™" de AIB; T14 = 1,5mg.L™" de GA; + 3,0mg.L" de AIB; T15 = 3,0mg.L" de GA; +
3,0mg. L™ de AIB.

O numero de raizes por explante em relacdo aos tratamentos ndo variou
significativamente durante o tempo zero (aplicacdo de biorreguladores), bem como aos

45 dias. Porém, aos 90 dias de cultivo verificou-se que as melhores médias ocorreram
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para os tratamentos T2, T10, T11, T13 e T15, os quais ndo diferiram significativamente,
sendo essas as combinagfes que induziram a rizogenése de forma mais eficaz (Tabela
4).

Tabela 4 - Valores médios do nimero de raizes (NR) de A. comosus (L.) Merril cv. IAC “gomo-de-mel” em

func&o das concentractes de reguladores de crescimento e tempo de cultivo in vitro

Tempo (dias)

Tratamentos
0 45 90
T1 0,0 Aa 3,2 Aa 3,2 BCa
T2 0,0 Ab 1,8 Ab 6,2 Aba
T3 0,0 Ab 1,6 Aab 3,2 BCa
T4 0,0 Aa 0,0 Aa 4,8 BCa
T5 0,0 Aa 0,0 Aa 1,8 Ca
T6 0,0 Aa 0,6 Aa 1,2 Ca
T7 0,0 Aa 1,4 Aa 2,2 BCa
T8 0,0 Aa 0,2 Aa 1,8 Ca
T9 0,0 Aa 1,6 Aa 2,4 BCa
T10 0,0 Ab 3,2 Ab 8,6 Aa
T11 0,0 Ab 2,8 Aab 5,6 Aba
T12 0,0 Ab 1,0 Ab 4,0 BCa
T13 0,0 Ab 2,2 Ab 7,8 Aba
T14 0,0 Ab 1,0 Ab 5,4 BCa
T15 0,0 Ab 2,6 Aab 6,2 Aba

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra mailscula e, nas linhas, médias seguidas por mesma
letra mindscula nao diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de
erro. T1 = testemunha; T2 = 1,5mg.L™ de GA3; T3 = 3,0mg.L" de GA;; T4 = 1,5mg.L™" de BNOA; T5 =
1,5mg.L™" de GAg+ 1,5mg.L™" de BNOA; T6 = 3,0mg.L™ de GA; + 1,5mg.L™ de BNOA; T7 = 3,0mg.L™ de
BNOA T8 = 1,5mg.L™" de GA; + 3,0mg.L™" de BNOA; T9 = 3,0mg.L" de GA; + 3,0mg.L™ de BNOA; T10
=1,5mg.L™" de AIB, T11 = 1,5mg.L™" de GA; + 1,5mg.L™ de AIB; T12 = 3,0mg.L™ de GA; + 1,5mg.L™ de
AIB; T13= 3,0mg.L™ de AIB; T14 = 1,5mg.L™" de GA; + 3,0mg.L" de AIB; T15 = 3,0mg.L™" de GA; +
3,0mg.L™ de AIB.

Aos 45 dias de cultivo os tratamentos que apresentaram a maior inducédo de
folhas corresponderam ao T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8 e T10, os quais nao diferiram
significativamente. Porém aos 90 dias, os melhores tratamentos quanto ao niamero de
folhas por explante foram T2, T3, T4, T7, T8, T9, T11, T12, T14 e T15 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores médios do nimero de folhas de A. comosus (L.) Merril cv. IAC “gomo-de-mel” em

funcéo das concentractes de reguladores de crescimento e tempo de cultivo in vitro

Tempo (dias)

Tratamentos
0 45 90
T1 7,6 ABb 10,6 ABab 12,8 Ba
T2 6,8 ABb 10,0 ABab 14,4 Aba
T3 9,6 ABb 12,8 Ab 18,2 Aa
T4 10,2 ABa 12,2 ABa 14,2 Aba
T5 9,6 ABa 10,8 ABa 12,8 Ba
T6 8,0 ABb 10,6 ABab 13,0 Ba
T7 8,2 ABb 9,2 ABb 14,5 Aba
T8 10,2 Aa 11,0 ABa 13,8 Aba
T9 2,6 Cb 2,6 Cb 15,2 ABa
T10 8,4 ABa 9,6 ABa 12,8 Ba
T11 4,8 BCb 5,0 BCb 14,6 ABa
T12 6,2 BCb 8,4 BCb 14,8 ABa
T13 6,0 BCb 6,0 BCb 13,4 Ba
T14 3,6 Cb 4,2 Cb 14,2 ABa
T15 5,8 BCb 7,8 BCb 15,8 ABa

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra mailscula e, nas linhas, médias seguidas por mesma
letra mindscula ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de
erro. T1 = testemunha; T2 = 1,5mg.L™" de GA;; T3 = 3,0mg.L" de GA;; T4 = 1,5mg.L™ de BNOA; T5 =
1,5mg.L" de GAs+ 1,5mg.L™ de BNOA; T6 = 3,0mg.L™" de GA; + 1,5mg.L™ de BNOA; T7 = 3,0mg.L™ de
BNOA T8 = 1,5mg.L™" de GA; + 3,0mg.L™ de BNOA; T9 = 3,0mg.L™ de GA; + 3,0mg.L™ de BNOA; T10
=1,5mg.L™" de AIB, T11 = 1,5mg.L™" de GA; + 1,5mg.L™ de AIB; T12 = 3,0mg.L™ de GA; + 1,5mg.L™ de
AIB; T13= 3,0mg.L™ de AIB; T14 = 1,5mg.L™" de GA; + 3,0mg.L" de AIB; T15 = 3,0mg.L™" de GA; +
3,0mg.L™ de AIB.

Com o passar do tempo houve aumento do numero de broto por explante,
independente do tratamento. Pode-se observar que ndo ocorreu diferenca significativa
aos 45 e 90 dias em relacdo ao numero de brotacdes, apresentando valores médios de
0,24 e 0,41 brotos por explante, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6 - Valores médios do nimero de brotacdes de A. comosus (L.) Merril cv. IAC “gomo-de-mel” em

fung&o do tempo de cultivo in vitro

Numero de Brotacdes

Tempo de Cultivo (explante™)

0 0,00B
45 0,24 A
90 0,41 A

Valores médios seguidos por mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade de erro.

2.4.2 Anatomia

2.4.2.1 Descricdo da anatomia foliar de Ananas comosus (L.) Merrill cv. IAC
“Gomo-de-Mel” controle T1.

A analise histologica da lamina foliar das microplantas cultivadas em meio de
cultura isento de biorreguladores (T1) evidenciou que epiderme que recobre a face
adaxial é constituida por uma camada de células poligonais, com parede sinuosa,
apresenta cuticula espessa e esta perfeitamente justaposta.

Abaixo da epiderme ocorre de duas a trés camadas de tecido aquifero,
caracterizando a hipoderme, em qual ocorrem algumas células que apresentam
espessamento externo a parede primaria, assemelhando-se ao colénquima.

O mesofilo € homogéneo, constituido apenas por células do parénquima
clorofiliano de formato isodiamétrico, distribuidas em seis camadas e apresentam
muitos cloroplastos na periferia das células. Neste tecido ha ocorréncia de inclusdes
inorganicas como réfides e drusas.

Os feixes vasculares séo do tipo colateral e voltados para a face abaxial da folha.
Apresentam cerca de quatro raios de xilema, constituido de vasos de protoxilema e
metaxilema, ha presenca de parénquima de xilema e suas células possuem tamanhos
variados. A regido floematica apresenta cerca de seis a sete camadas de células com
elementos crivados com diametro reduzido, células companheiras e parénquima de
floema. Foram observadas fibras esclerenquimaticas gelatinosas associados ao feixe.

A epiderme da face abaxial é constituida por uma camada de células poligonais e

justapostas recobertas pela cuticula delgada (Figura 4).
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Figura 4 - C.T. do mesofilo de microplantas de A. comosus cv. IAC “‘gomo-de-mel”’ cultivadas no
tratamento T1. A: Microscopia de luz; B: Eletromicrografia de varredura. EAd = epiderme
adaxial, Hp = hipoderme, FX = feixe vascular, Pc = parénquima clorofiliano e Eab =epiderme

abaxial

2.4.2.2 Alteragbes anatomicas foliares decorrentes dos tratamentos com
diferentes concentragcdes e combinagfes de biorreguladores vegetais.

A analise histologica da lamina foliar das microplantas cultiuvadas nos
tratamentos suplementados com biorreguladores, evidenciou que com excecdo das
microplantas mantidas nos tratamentos T1 (controle), T6, T12, T14 e T15, verificou-se
gue a epiderme adaxial na regido central da folha, apresentou-se atipica em relacdo ao
controle, evidenciando dois estratos celulares.

Variacdo do numero de estratos celulares (dois a trés) também foi observada na
hipoderme das folhas de microplantas submetidas aos tratamentos T2, T3, T7, T8, T9,
T11 e T13, ao passo que para as microplantas mantidas nos tratamentos T4, T12 e T15
a hipoderme apresentou sempre trés camadas (Figuras 5, 6 e 7).

As folhas das microplantas submetidas ao tratamento T5 (1,5 mg.L™ de GAs;com
1,5 mg.L* de RNOA), a hipoderme variou em dois a quatro estratos celulares, porém

para todos os tratamentos ndo houve alteragdo no formato das células (Figura 5).
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Em relagdo ao mesofilo, o parénquima clorofiliano das microplantas submetidas
aos tratamentos T2, T3, T5, T9, T10, T12, T13 e T15 apresentou de cinco a sete
estratos celulares, ao passo que para as microplantas cultivadas nos tratamentos T8 e
T9 verificou-se de sete a oito camadas de células (Figuras 5, 6 e 7). Em todos
tratamentos observou-se que ndo houve alteracéo no formato das células.

A bainha do feixe apresentou-se uniforme e constituida por apenas um estrato de
células em todos os tratamentos (Figuras 5, 6 e 7).

As fibras esclerenquimaticas ndo apresentaram alteracées na forma e numero de
estratos em todos os tratamentos, exceto para as microplantas mantidas no tratamento
T6, nos quais houve casos de auséncia completa, enquanto que em outras se
apresentavam muito evidentes (Figuras 5, 6 e 7).

Na regido xileméatica dos feixes vasculares das folhas das microplantas
cultivadas nos tratamentos T2, T3, T11, T14 e T15, observou-se a presenca de trés a
guatro raios de xilema, ao passo que para as cultivadas nos tratamentos T4, T5, T6, T9
e T11, verificou-se que ocorreu aumento para cinco a oito raios de xilema (Figuras 5, 6
e’7).

Na regido floematica ndo se observou alteragBes significativas em relacdo ao
observado no controle, pois todas as folhas de microplantas cultivadas em todos os
tratamentos apresentaram de cinco a sete estratos de células, sendo que também néo
houve alteracdo no formato das células.

Em relacdo a epiderme abaxial de todas as folhas das microplantas cultivadas
em todos os tratamentos, ndo foram observadas nenhuma alteracdo em relagdo ao
tamanho e formato das células quando comparadas ao observado nas microplantas
cultivadas no controle T1, entretanto, notou-se alteragdo do numero de estratos
celulares, com o surgimento de uma segunda camada de células, para as folhas de
microplantas mantidas nos tratamentos T2, T3, T4, T5, T10, T11, T12, T13, T14 e T15
(Figuras 4, 5 e 6).
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Figura 5 - C.T. da regido central do mesofilo de microplantas de A. comosus cv IAC “gomo de mel”. A:

cultivadas nos tratamentos T2, B: cultivadas no tratamento T3, C: cultivadas no tratamento T4,
D: cultivadas no tratamento T5, E: cultivadas no tratamento, T6. F: cultivadas no tratamento

T7. EAd = epiderme adaxial, Hp = hipoderme, FX = feixe vascular, Pc = parénquima
clorofiliano e Eab =epiderme abaxial
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Figura 6 - C.T. regido central do mesofilo foliar de microplantas de A. comosus cv IAC “gomo de mel”. A:
cultivadas no tratamento T8, B: cultivadas no tratamento T9, C: cultivadas no tratamento T10,
D: cultivadas no tratamento T11, E: cultivadas no tratamento T11. EAd = epiderme adaxial, Hp

= hipoderme, FX = feixe vascular, Pc = parénquima clorofiliano e Eab =epiderme abaxial
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Figura 7 - C.T. regido central do mesofilo foliar de microplantas de A. comosus cv IAC “gomo de mel”.
A: cultivadas nos tratamentos T12, B: cultivadas no tratamento T13, C: cultivadas no
tratamento T14, D: cultivadas no tratamento T15. EAd = epiderme adaxial, Hp =

hipoderme, FX = feixe vascular, Pc = parénquima clorofiliano e Eab =epiderme abaxial

2.4.2.3 Testes Microquimicos

Com relacédo aos resultados dos testes histoquimicos foi constatado positividade
em todos os tratamentos para a reacdo com Cloreto Férrico, Sundan 1V, Vermelho de
Ruténio e Lugol, verificando-se ainda, que a positividade de celulose, contetdo de
natureza lipofilica, substancias de natureza péctica e amido, também foi padronizada

para todos os tratamentos.
2.4.2.4 Rizogénese foliar decorrente do tratamento com acido 3-naftoxiacético

Constatou-se que nos tratamentos com a presenca isolada do &cido R3-

naftoxiacético (1,5 e 3,0 mg.L™), houve a emissdo de raizes adventicias no terco
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mediano do limbo foliar, tal ocorréncia foi observada tanto visualmente quanto por
anélises anatdmicas.

Com relacdo a morfologia externa as raizes apresentaram-se normais em
relacdo a espessura e presenca de pélos radiculares (figuras 8 e 9).

Nas secc¢Oes histologicas efetuadas na regido da rizogénese foliar, observou-se
duas possiveis origens para a emissao da raiz, sendo a primeira a partir de divisdes
periclinais das células da bainha dos feixes vasculares principais, as quais originaram o
centro meristematico constituido de células com tamanho reduzido, isodiamétricas, com
relacdo ndcleo-plasmética (rnp) elevada e polarizadas, originando o meristema da raiz
adventicia, que em seguida originaram células floematicas e xileméticas que se
conectaram com o feixe vascular da folha de origem (figuras 10 e 11), e a segunda
origem ocorreu a partir das células da bainha dos feixes secundarios de comunicacao
transversal entre os feixes vasculares primarios (figura 12).

Verificou-se ainda que houve desestruturacdo das células que constituem a
hipoderme e o mesofilo da regido de emisséo das raizes adventicias (figura 13), além
do rompimento da epiderme (figura 9).

As raizes adventicias emitidas apresentam anatomia tipica, com epiderme
constituida de um Unico estrato de células poligonais, cortex composto por cerca de
cinco estratos de células hexagonais com reduzidos espacos intercelulares, endoderme
com estrias de Caspary evidentes, e o cilindro vascular aparentemente normais com
periciclo, procambio, protoxilema e protofloema. Constatou-se ainda que a regido apical
gue deveria originar a coifa, apresenta-se com tecido vivo, e de forma atipica, emitindo
pélos radiculares (figura 14, 15 e 16). As raizes adventicias ramificaram com a

formacgéao de radicelas (figura 11).



Figura 8 - Folhas de microplantas de A. comosus cv. IAC “gomo-de-mel’ cultivadas na presenca isolada
de BNOA (1,5 e 3,0 mg.L™). A e B: emitindo inmeras raizes morfologicamente perfeitas em
ambas as superficies. C: Detalhe da folha emitindo raizes na face adaxial. D: Corte
transversal do limbo foliar na regido de emissdo de inUmeras raizes morfologicamente
perfeitas em ambas as superficies. E: Detalhe da epiderme adaxial da microplanta, com

emisséao de raizes morfologicamente normais. Ep Ad =Epiderme Adaxial; R = raiz
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Figura 9 - Eletromicrografia de varredura da face abaxial da folha de microplanta de A. comosus cv. IAC
“‘gomo-de-mel” cultivada no tratamento T7 (3,0 mg.L™"), detalhe para emissdo da raiz
rompendo as células da epiderme. RAd = raiz adventicia e Ead = epiderme adaxial, seta azul

séo pelos radiculares

Figura 10 - C.T. de folhas de microplantas de A. comosus cv. IAC “gomo-de-mel” cultivadas no
tratamento T4 (1,5 mg. L™ de RNOA) detalhe para a regido do feixe vascular evidenciando o
inicio da divisdo das células da bainha do feixe. Bfx = Bainha do Feixe, X = Xilema, F =

Floema
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Figura 11 - C.T. de folha de microplanta de A. comosus cv. IAC “gomo-de-mel” cultivada no tratamento T4

(1,5 mg.L™ de BNO), detalhe para raiz adventicia emitindo radicela. Fx = reixe vascular, Rad
= raiz adventicia

Figura 12 - C.T. de folha de microplanta de A. comosus cv. IAC “gomo-de-mel” cultivada no tratamento
T7 (3,0 mg.L"' BNOA, detalhe para emissao de raiz a partir da comunicacao transversal do
feixe vascular. Rad = raiz adventicia, FX = feixe vascular e CFX = comunicacédo do feixe

vascular
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Figura 13 - Eletromicrografia de varredura do mesofilo foliar de microplanta de A. comosus cv. IAC
“‘gomo-de-mel” cultivada no tratamento T4 (1,5 mg.L" de BNOA); A: detalhe da
desestruturagdo tecidual do mesofilo na regido de emissdo da raiz adventicia. B: detalhe
para mesofilo desestruturado emitindo raizes adventicias. Rad = raiz adventicia, ME =
mesofilo, FX = feixe vascular

Figura 14 - C.L. de raizes adventicias emitidas pelas folhas de A. comosus cv. IAC “gomo-de-mel”
cultivadas em T4 (1,5 mg.L'l de BNOA), A: detalhe da epiderme com apéndices, cortex e
cilindro vascular, B: detalhe tecido de revestimento na regido apical apresenta-se com
células vivas, inclusive emitindo pélos radiculares. PRd = pélo radicular, Ct = cortex, CV =
cilindro vascular e ARd = Apice Radicular
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Figura 15 - Eletromicrografia de varredura de raizes adventicias emitidas pelas folhas de A. comosus cv.
IAC “gomo-de-mel” cultivada no tratamento T4 (1,5 mg.L™ de BNOA), A: detalhe da epiderme
com tricomas, B: detalhe do apice radicular com tecido vivo emitindo pélos radiculares. Tc =
tricoma e ARd = Apice radicular

Figura 16 - Eletromicrografia de varredura de raizes adventicias emitidas pelas folhas de A. comosus cv.
IAC “gomo-de-mel” cultivada em T7 (3,0 mg.L™" de BNOA), A: detalhe da estrutura geral das
raizes evidenciando epiderme com tricomas, cértex e cilindro vascular, B: detalhe do cilindro

vascular. Ct = cértex, CV = cilindro vascular, Ep = Epiderme, Ed = endoderme e Pr = periciclo
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2.5 Discussao

Os melhores resultados em relacdo ao crescimento em altura, ocorreram com as
microplantas submetidas aos tratamentos T1, T2, T3, T5, T12, T14 e T15, aos 90 dias
de cultivo, tais observacdes confirmam que independente das concentracoes,
combinacdes e periodos avaliados, a giberelina foi efetiva no processo de crescimento
in vitro de microplantas do abacaxizeiro “Gomo de mel”. A ag&do conjunta do AIB e da
giberelina evidenciou que o tratamento que apresentou ganho mais representativo em
altura aos 90 dias de cultivo foi 0 T14, porém, ainda assim foram inferiores em relacdo a
atuacao da giberelina isolada nas condi¢des consideradas.

O aumento em comprimento atribuido a presenca da giberelina pode variar tanto
em decorréncia do aumento do numero de células quanto pela extensibilidade da
parede celular de células pré existentes corroborando os relatado de Taiz e Zeiger
(2002).

Existem fortes evidéncias experimentais de que as giberelinas juntamente com
as auxinas promovem a expansao e o alongamento celular por exercerem efeitos sobre
a parede celular. No entanto, a hip6tese mais aceita na atualidade é a de que as
giberelinas sejam promotoras do alongamento e as auxinas da expansao celular
(KERBAUY, 2008).

Corroborando essas observacoes, Dias et al. (2009) avaliaram o estiolamento de
ananas do campo em meio de cultivo acrescido de giberelina e constataram um maior
aumento em altura das plantas. Da mesma forma, Chagas et al. (2005) relataram que a
giberelina foi eficiente no crescimento em altura no cultivo de embrides imaturos in vitro
de Citrus, assim como, no crescimento em altura de Ficus carica (FRAGUAS et al.,
2004).

Carvalho et al. (2005) citaram que na avaliagcdo do efeito de giberelina no
crescimento de genétipos de bananeira, a concentracdo de 94,13 pmol.L™ de giberelina
foi eficiente na identificacdo precoce do porte de genétipos de Prata-And e Prata-
Gigante. Além disso, no estudo de germinacéo, posi¢cao e alongamento do explante, de
Uncaria guianensis foi verificado que o acréscimo de giberelina aumentou o niumero de
brotacdes e a altura da planta (PEREIRA et al., 2006).
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Neste mesmo contexto, Ribeiro et al. (2009), verificaram que a presenca de 45,3
g L™ de sacarose com 10 mg.L™ GA; propiciaram o crescimento em altura da espécie
Zantedeschia aethiopica (copo-de-leite), e Diniz et al. (2003), observaram em macela
(Egletes viscosa), que 0 maior crescimento em altura ocorreu no tratamento com 0,5
mg.L? de GAs;, o qual apresentou diferenca significativa em relacdo aos demais
tratamentos.

Em contrapartida, nossos resultados divergem das observacdes de Praxedes et
al. (2001), os quais observaram que o abacaxizeiro pérola responde bem ao ganho em
altura sob meios de cultivo acrescidos com 0,5 e 10uM de ANA e 15 pM de AlA, da
mesma forma que Macédo et al. (2003) relataram que baixas concentra¢cbes de BAP e
ANA, foram favoraveis a altura para o cultivo de abacaxi hidropénico, e Coelho et al.
(2009) os quais verificaram que a combinacdo de giberelina com BAP apresentou um
efeito significativo no crescimento em altura em secgbes de caule de abacaxizeiros
“Smooth Cayenne”.

Dentre os resultados obtidos pela atuagao do biorregulador BNOA para a indugéo
rizogénica caulinar em microplantas de abacaxizeiros “gomo de mel”, pode se inferir
que foram regulares, até mesmo fracos, quando comparados aos demais tratamentos
com a aplicacdo do AIB, tanto quando aplicados isoladamente, como em combinacéo
com GA;. De acordo com Bausor (1939a) a inducgéo e a inibicdo de BNOA em plantas
de tomateiros sdo variaveis, sendo determinada pela concentracdo utilizada. Segundo,
Zimmerman (1941) o acido R-naftoxiacético se comparado com outras auxinas poderia
apresentar vantagens na pratica de producado de plantulas de tomateiro e possivelmente
em outras frutas. Nitsch (1950) constatou a sua efetividade para a indugcdo do
crescimento e respostas morfogénicas quando aplicados em morangueiros, e Hughes e
Dobson (2004) fizeram referéncia da similaridade do &cido naftoxiacético com outras
auxinas, atribuindo esta substancia como um potencial regulador de crescimento.
Entretanto, Avery et al. (1942) divergiram com os trabalhos citados, na sua utilizagéo,
uma vez que apresentou-se inativo para espécie Avena.

Nas ultimas décadas, autores como Vidal et al. (2009) verificaram que dentre as
auxinas utilizadas em Vitis vinifera 0 acido [-naftoxiacético foi um sucesso na

promocdo de anteras e ovarios. Rodrigues et al (1987), afirmaram que o acido R3-
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naftoxiacético é eficiente na obtencdo da embriogénese somatica em explante de
hipocotilo e folha cotiledonar de cenoura Daucus carota L. em relacdo a outros
reguladores. Com relacdo a questdo da toxidez nada foi observado. Qureshi e Buttar
(1989) citaram que o acido naftoxiacético € um metabdlito secundario absolutamente
inativo ao organismo, colaborando para acabar com a divida quanto a toxidez discutida
no século passado, de que poderia oferecer riscos para a planta ou até ao manipulador
do produto. Nossos resultados evidenciaram que o acido R3-naftoxiacético, embora
tenha sido pouco representativo para inducéo de rizogénese adventicia caulinar, ele se
mostrou eficiente para inducdo da rizogénese foliar, tal fato descrito por Bamel et. al.
(2007) em folhas de tomateiros tratados com acetilcolina (neurotransmissor de animais);
Davis et al. (1982) com a inducdo de raiz em peciolos foliares em Ficus pumila L.
tratadas com AIB nas concentra¢des 1,000 e 3,000 mg.L™; e por Barbosa et, al. (2003)
em folhas de A. comosus.

Em relacdo a rizogénese adventicia a partir do caule, verifica-se que o &cido
indolbutirico (AIB) foi mais eficaz, corroborando com inimeros trabalhos na literatura
gue valorizam seu uso para 0 enraizamento, sendo o acido indolbutirico, dentre as
auxinas comercializadas (ANA e AlA) o que mais se destaca, tanto na micropropagacao
guanto no enraizamento convencional. Pires e Biasi (2003) atribuem este fato a nédo
toxicidade para grande maioria das plantas. Dentre os trabalhos que tiveram sucesso
no seu emprego, isolado ou combinado, destaca-se o trabalho de Magalhdes Junior et
al. (1991) no enraizamento de ameixeira. Centellas et al. (1999) descrevem que para o
enraizamento de macieiras a concentracdo de 3 uM de AIB é eficaz, bem como a
mesma concentracdo de ANA.

Soares et al. (2006) verificaram que as maiores porcentagens de enraizamento
ocorriam em explantes tratados com AIB por uma semana seguida da transferéncia
para meio livre de hormoénio em mirtilo ‘Georgia Gem'.

No tratamento de amoreira-preta e framboeseira verificou-se que baixas
concentragfes de AIB foram efetivas na indugdo de niumero e comprimento de raiz e
em elevadas concentragcdes promoveram a formacéo de calos (LEITZKE et al. 2009).
Amaral et al., (2008) citaram a eficacia de AIB com porta-enxerto de videira, assim

como, Botelho et al. (2009) no trabalho com Vitis vinifera L. e Vitis rotundifolia



59

comprovaram a eficacia de BAP e AIB no cultivo in vitro de Eugenia pyriformis
(NASCIMENTO et al. 2008).

No enraizamento de estacas de Allamanda cathartica L. foi constatado que o AIB
influencia positivamente (LOSS et al., 2008). Entretanto para abacaxizeiros, Piza et al.
(2001), obtiveram maiores quantidades de raizes por plantas com a aplicacdo de NAA
do que com AIB, salientando ainda que, ha casos em que outras auxinas podem ser
mais eficientes. Além disso, ha relatos como os de Cassol et al. (2009) de que AIB, nao
estimularam os processos de enraizamento adventicio de jabuticabeira, da mesma
forma que Kersten et al. (1993) verificaram para ameixeira.

Com relagcdo ao numero de folhas, os melhores resultados ocorreram nos
tratamentos T2, T3, T4, T7, T8, T9, T11, T12, T14 e T15. Resultado que corrobora a
afirmacédo descrita por Praxedes et. al. (2001), de que a maior producdo de folhas
ocorreu no tratamento controle, seguido pelos tratamentos com 15uM de ANA e 10 pM
de AIA.

Kerbauy (2004) citou que um bom nivel de auxina enddgena proporciona
aumento no numero de folhas. No entanto, para as concentracbes T2 e T3, Taiz e
Zeiger (2002), salientam que as giberelinas atuam na divisao celular, portanto, o
aumento do namero de folhas pode ser atribuido a essa funcdo. Chagas et al. (2005)
observaram na aplicacdo de giberelina que a concentracdo de 0,01 mg L™ ocasionou
um aumento no numero de folhas de embrides imaturos de citrus. No desenvolvimento
in vitro de copo-de-leite avaliando o efeito das concentracdes de sacarose e de acido
giberélico, Ribeiro et al. (2009) constataram que somente a sacarose atuou no aumento
do numero de folhas. Na andlise de plantas cultivadas de Dendrobium nobile
relacionando variagcdes ontogenéticas, os resultados sugeriram que a giberelina tem
alguma participacdo ativa no controle da morfogénese das folhas (VICHIATO et al.,
2006). Diniz et al. (2003), embora né&o relatem a concentracdo do cultivo in vitro de
macela (Egletes viscosa), relatam que BAP e giberelina proporcionaram maior nimero
de folhas com malformag@es e hiperhidricas

Com relacdo a caracteristica brotamento para as microplantas avaliadas, ocorreu
de forma homogénea e independente ao tempo e concentracbes de biorreguladores
para todos os tratamentos avaliados. Moreira et al. (1999) citaram que 0 emprego
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combinado de ANA (1,8 mg.L™?) com BAP (2,0 mg.L") em meio de cultivo MS,
proporcionam uma taxa significativa de brotagdes em abacaxizeiros na auséncia de luz.
Posteriormente, Macédo et al. (2003) relataram que altas concentracées combinadas de
BAP e ANA (1,0 e 0,5 mg.L?, respectivamente) em abacaxizeiros hibridos PE x SC —
52, apresentaram vantagens em relacdo ao numero de brotos, porém destacam que
concentracdes intermediarias como 0,5 mg.L™ de BAP e 0,25 mg.L™" de ANA e ainda
menores, como 0,25 mg.L™ de BAP e 0,12 mg.L™* de ANA sdo mais indicadas para
meios de cultivo, devido as facilidades de individualizacdo dos brotos. No trabalho de
Piza et al. (2001) com abacaxizeiros “Smooth Cayenne” a aplicagdo de BAP (2 mg.L™)
e NAA (1 mg.L™) foram eficientes na brotacdo, multiplicacdo e desenvolvimento das
plantas, sendo corroborado por Carvalho et. al (2009), que na ocasidao afirmaram que
na regeneracdo de brotos e segmentos nodais de abacaxizeiros, os melhores
tratamentos foram obtidos através da combinacdo de 10uM de ANA com 4,44 uM de
BAP. Além disso, Coelho et al. (2009) constataram que no emprego de BAP e
giberelina isolados e combinados, somente o BAP foi eficaz no nimero de brotacfes de
abacaxizeiros “Smooth Cayenne”, seguido do trabalho de Quirino et al. (2009) que
descrevem que as maiores taxas de multiplicacdo e numero total de brotos de Ananas
comosus var. erectifolius, ao final do terceiro subcultivo, foram obtidas em meio MS
gelificado contendo 2,0 mg L™ de BAP + 2,0 mg L™* ANA. Salientando que os meios de
cultivo ndo foram suplementados com citocininas, que de acordo com Taiz e Zeiger
(2002) é regulador envolvido com a producdo de gemas adventicas. Portanto, pode-se
afirmar que os resultados obtidos nesse trabalho com relagdo ao numero de brotos,
ocorreram dentro da normalidade de acordo com a literatura.

A andlise histologica das folhas das microplantas cultivadas no tratamento
controle (T1l) evidenciaram epiderme, hipoderme, feixe vascular colateral com
conformacdes tipicas, inclusdes citoplasmaticas (drusas e rafides), estbmatos somente
na face abaxial, caracteristicas semelhantes as descritas por autores como Kraus
(1948), Barbosa et al. (2006), Batagin et al. (2008).

Com relacdo aos cloroplastos, Kraus (1948) reportou para a espécie, a presenca
de trés formas de cloroplastos: os esféricos, os discoidais e os ovalados. Em nossas

observactes em microscopia de luz e eletrbnica de varredura, pode-se verificar que as
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estruturas encontradas predominantemente sao cloroplastos esféricos, portanto,
podemos observar que tanto as caracteristicas histoldgicas, como citoldgicas
encontram-se dentro do esperado para a espécie, para as microplantas cultivadas no
tratamento T1 (controle).

A analise histologica dos demais tratamentos (T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8, T9,
T10, T11, T12, T13, T14 e T15), embora tenham apresentado caracteristicas tipicas e
semelhantes ao padrdo da espécie, observou-se diferenca em relacdo ao numero de
raios de xilema e floema do feixe vascular. Com relacdo a acdo hormonal, Martins e
Castro (1999), avaliando os efeitos da giberelina e ethephon na anatomia de plantas de
cana-de-acUcar, verificaram que nas plantas tratadas com 50 mg. L™ de GA; ndo houve
modificacdes nas faces adaxial e abaxial, nos apéndices epidérmicos, nas células
buliformes, porém, os feixes vasculares préximos a nervura principal, apresentaram
fibras esclerenquiméticas que se estenderam até a epiderme, permitindo concluir que a
giberelina aplicada para aumentar o desenvolvimento e produtividade sob condi¢des
invernais, promove a atividade meristeméatica nos feixes vasculares, com a
diferenciacdo precoce dos elementos de vaso e diminui a quantidade de fibras
esclerenquiméticas. No entanto, as auxinas podem induzir a diferenciacdo vascular,
sendo que altas concentracdes promovem diferenciacbes no xilema e baixas
concentragfes no floema (TAIZ; ZEIGER, 2002). Com relacdo as modifica¢cdes no feixe
vascular sob estimulo de biorreguladores, nossos resultados corroboram com autores
supra citados.

Foram observados em todos tratamentos a presenca de hipoderme multi
estratificada, estrutura esta caracteristica da espécie e de outras pertencentes a familia
Bromeliaceae (MADSON, 1977). Segundo Barboza et al. (2006), a presenca de
hipoderme nas folhas in vitro de abacaxizeiros pode estar diretamente relacionada com
sua sobrevivéncia ex vitro, uma vez que tal estrutura esta relacionada ao
armazenamento de agua.

Nossos resultados em relacdo as alteragbes epidérmicas, corroboram os relatos
de Barboza et. al. (2003), os quais citaram que abacaxizeiros cultivados in vitro podem
apresentar diferencas como sinuosidade das paredes e até estratificacdo devido as
condicbes ambientais, considerando que durante todo o periodo de cultivo as
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microplantas foram mantidas in vitro e sob varios tratamentos com biorreguladores,
inferimos que tal alterag&o esteja dentro da normalidade.

Em relacdo a histologia da rizogénese foliar, semelhantemente aos nossos
resultados com abacaxi “gomo-de-mel”, Barbosa et al. (2003) citaram brevemente que
em folhas de abacaxizeiros a origem destas raizes ocorrem a partir da comunicagao
transversal dos feixes vasculares sob o estimulo de &cido 2-(3clorofenoxi) propidnico.
Bausor et al. (1940) fazem referéncia quanto a organizacao de primordios de raizes em
plantas jovens de tomate sob estimulo do acido B-naftoxiacético, em que se observou
qgue as raizes tinham origem a partir do periciclo, parénquima do floema e até mesmo
da endoderme, ou seja, raizes com origens de diferentes centros de crescimento. Cabe
ressaltar que centros meristematicos formados por células pequenas, isodiamétricas,
com elevada relacdo ndcleo-plasmatica (RNP), caracteristicas de regides
meristematicas com intensa atividade de divisdo celular, ja foi observada por Cutter
(1987) e Andrade et al. (2006). Neste contexto, com base na rizogénese a partir da
bainha do feixe, autores como Van Fleet (1942, 1961), Guttenberg (1943), Kraus (1948)
e Esau (1963) se reportaram a bainha do feixe como uma endoderme, que a partir de
divisdo celular periclinal emite raizes adventicias, e que essa atividade é comumente
atribuida ao periciclo (ESAU, 1965; FAHN, 1974; CUTTER, 1987; OLIVEIRA; AKISUE,
2008; RAVEN et al., 2002). Os resultados evidenciam que as raizes foliares foram
induzidas a partir de células das bainhas dos feixes vasculares, e que
independentemente de se tratarem de células endodérmicas ou periciclicas, o que
representou importancia maior foi sua origem procambial, responséavel pela manutencéo
da capacidade de resposta morfogénica ao estimulo do &cido R-naftoxiacético. Neste
contexto, corroboramos, os trabalhos de Cutter (1987) e Andrade et al. (2006) que
salientam a importancia da origem dos tecidos em relacdo a capacidade de resposta
morfogénica de indugdo de centro meristematicos.

Nossos resultados evidenciaram que algumas alteracdes foram especificamente
decorrentes da agao do acido B-naftoxiacético, e que podem ser favoraveis a estudos
de capacidade meristematica de tecidos como a bainha do feixe, mesmo tendo sido
menos eficiente que o AIB na rizogénese caulinar. Além disso, verifica-se que é

necessario ampliar estudos sobre a concentracao de forma isolada e combinada, bem
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como avaliar a alteragdo estrutural, ou seja, a plasticidade anatomica decorrente da
acao de reguladores isolados e combinados e ou de fatores como luz, temperatura no
cultivo de A comosus (L.) Merrill cv. IAC “gomo-de-mel”.

3 CONSIDERACOES FINAIS

1- O acido B-naftoxiacético apresenta capacidade morfogénica de inducdo de

rizogénese foliar nas concentragées 1,5 e 3,0 mg.L™.

2- O acido indolbutirico mostrou-se mais eficiente para a inducdo da rizogénese

adventicia caulinar do abacaxizeiro “Gomo-de-Mel”.

3- O acido B-naftoxiacético mostrou-se nao toxico, nas concentracdes utilizadas,

as microplantas de abacaxizeiro “Gomo-de-Mel”.

4- Constatou-se que a bainha do feixe vascular é potencialmente meristematica,

apresentando capacidade de resposta morfogénica para a rizogénese foliar.

5- A acéo isolada ou combinada de GAj; € eficiente para o crescimento das

microplantas de abacaxizeiro “Gomo-de-Mel”.

6- A utilizacido da técnica de “pulsing” pode ser uma alternativa para a rizogénese

e crescimento em altura em microplantas de abacaxizeiro “Gomo-de-Mel”.
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