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Resumo

Clusters nodulares (CNs) é uma via morfogenética bastante empregada na propagacéo in
vitro e tém demonstrado sucesso na regeneracdo de brotos de Bromeliaceae. Essa via tem
sido responsiva em diversos tipos de explantes cultivados em meio com auxinas e
citocininas. Além desses reguladores de crescimento, outro grupo hormonal que pode
exercer papel nos CNs, sdo as poliaminas, dentre essas a putrescina, porém nao esté claro o
seu papel na inducdo de clusters. Nosso objetivo foi estudar combinagdes 6-
benzilaminopurina (BAP) e putrescina (PUT) na inducéo e caracterizagdo morfoanatdmica
de clusters nodulares em abacaxizeiro cv. ‘Turiagu’.Para isso, 0 experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado, com duas concentragdes de BAP (0 e 8 uM) e
trés concentragdes de putrescina (0, 100 e 1000 uM), totalizando seis tratamentos e oito
repeticdes, além da adigcdo de 4 uM de ANA em todos os tratamentos. Aos 45 dias ap0ds a
inoculacdo (DAI), foram avaliadas: inducdo e oxidacdo de CNs (%), microbroto via CNs
(%), nimero de microbroto/explante, comprimento de microbroto/explante (mm), nimero
de folhas/microbroto e massa seca de CNs (g). A caracterizagdo morfoldgica foi realizada
aos 7, 21, 35 e 45 dias do cultivo in vitro, e a caracterizagcdo anatdmica aos 7 dias do escuro,
7 dias do claro e 45 dias do cultivo in vitro. Nesse estudo, foi possivel observar que 0 meio
B8P100 promoveu 56% de inducdo de CNs, formacdo de microbrotos via CNs, maior
comprimento e ndmero de folhas/microbroto. Os estudos morfoanatdmicos aos 45 DAI
revelaram que os CNs em meio B8P100 apresentaram nodulos com tamanho volumoso,
microbrotos com folhas, e desenvolvimento de novas folhas ao longo da base do explante, e
nesse mesmo meio, as sec¢des anatdmicas revelaram a formacdo de meristemoides com
células pequenas dispostas em espiral, e no meio B8P1000 observamos seccdes dos
segmentos foliares com intensa divisdo celular assimeétrica em &ngulo longitudinal e
transversal, e células com nucleo e nucléolo grandes, assemelhando-se a via morfogénica
embriogénese somatica. Assim, os segmentos foliares de abacaxizeiro ‘Turiagu’ mantidos
em meio com 4 uM de ANA, 8 UM de BAP e 100 uM de PUT (B8P100) foi mais eficiente
tanto para inducdo de CNs quanto para formacdo de microbrotos, e 0s estudos
morfoanatdmicos foram essenciais para caracterizar os eventos desta rota morfogenética
pela combinacdo de reguladores de crescimento.

Palavras-chave: Ananas comosus, morfogénese in vitro, putrescina.



Abstract

Nodular clusters (NCs) is a morphogenetic pathway widely used in in vitro propagation and
has demonstrated success in in vitro shoot regeneration in Bromeliaceae in general. This
pathway has been responsive in several types of explants grown in medium with auxins and
cytokinins. In addition to these growth regulators, another hormonal group that may play a
role in NCs are polyamines, among them putrescine, however, its role in inducing clusters
is not clear. In order to investigate the role of exogenous polyamines combined with other
regulars in the induction of NCs in pineapple Turiagu', our objective was to study the
influence of putrescine application on the induction, growth and structure of NCs by the
combination of 6-benzylaminopurine (BAP) and putrescine (PUT). For this, the experiment
was conducted in a completely randomized design, with two concentrations of BAP (0 and
8 uUM) and three concentrations of putrescine (0, 100 and 1000 puM), totaling six treatments
and eight replications, in addition to the addition of 4 uM of ANA in all treatments. At 45
days after inoculation (DAI), the following were evaluated: induction and oxidation of NCs
(%), microshoot via NCs) (%), number of microshoot/explant, length of microshoot/explant
(mm), number of leaves/microshoot and dry mass of NCs (g). The morphological
characterization was performed at 7, 21, 35 and 45 days of in vitro culture, and the
anatomical characterization at 7 days of dark, 7 days of light and 45 days of in vitro culture.
In this study, it was possible to observe that the B8P100 medium promoted 56% induction
of NCs, formation of microshoots via NCs, greater length and number of leaves/microshoot.
The morphoanatomical studies at 45 DAI revealed that the NCs in the B8P100 medium
presented voluminous nodules, microshoots with leaves, and the development of new leaves
along the base of the explant, and in that same medium, the anatomical sections revealed the
formation of meristemoids with cells small arranged in a spiral, and in the B8P1000 medium
we observed sections of leaf segments with intense asymmetric cell division in longitudinal
and transverse angles, and cells with large nucleus and nucleolus, resembling the
morphogenetic pathway of somatic embryogenesis. Thus, the leaf segments of pineapple
Turiagu' in the medium with 4 uM of NAA, 8 uM of BAP and 100 uM of PUT (B8P100)
was more efficient both for the induction of NCs and for the formation of microshoots, and
the morphoanatomical studies were essential to characterize the events of this morphogenetic
pathway by combining growth regulators.

Keywords: Ananas comosus, putrescine, morphogenesis in vitro
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1. Introducéo geral

O abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril) ¢ uma monocotiledénea de clima
tropical e subtropical pertencente a familia Bromeliaceae com aproximadamente 2700
espécies, distribuidas em 56 géneros. O fruto desta espécie € apreciado em todo o mundo, e
pode ser consumido in natura ou de forma industrializada (CRESTANI et al., 2010).

O Brasil é considerado o centro de origem de Ananas comosus e ocupa a primeira
posicdo na producdo mundial de frutos, com cerca de 2,2 milhGes de toneladas (FAOSTAT,
2021) e tem como principais cultivares a ‘Smooth Cayenne’ e a ‘Pérola’, com 95% de
plantios comerciais, e a cultivar ‘Pérola’ com 85% da producdo total de abacaxi
(REINHARDT et al., 2018). No entanto, outras cultivares possuem boas caracteristicas
organolépticas, e tem apelo comercial, como por exemplo, o abacaxizeiro cultivar ‘Turiagu’
no estado do Maranhéo (REIS et al., 2019).

O abacaxizeiro cultivar ‘Turiagu’ é oriundo da Microrregido do Gurupi, estado do
Maranhd&o, que surgiu por selecdo local, na qual os indios domesticaram e, ap0s isso, houve
a propagacao por pequenos agricultores (ARAUJO et al., 2007). Ressalta-se que essa cultivar
ainda passa por inovagdes no processo produtivo, e necessita de tecnologias que viabilizem
a producdo em larga escala, visto que possui sabor adocicado, com brix 16° e polpa amarela
com elevado valor nutritivo, quando comparada a outras cultivares (REIS et al., 2019).

A propagacdo desta cultivar ocorre por via assexuada, e tém como principal
material o filhote, brotacdo do pedunculo, que se origina de gemas axilares existentes nas
bainhas das bracteas, com reduzida producao de mudas. Nesse sentido, dentre as alternativas
que podem contribuir diretamente na producdo de mudas, tém-se a propagacao in vitro de
plantas, que favorece a producdo de mudas em larga escala, livres de pragas e doencgas em
tempo e espaco reduzidos (SHAMIN et al., 2016). Protocolos de propagagao in vitro ja foram
desenvolvidos para o abacaxi ‘Pérola’, no entanto, necessitava-se de um estudo para a
cultivar ‘Turiagu’. Com isso, recentemente, o grupo do Laboratdrio de Cultura de Tecidos-
UEMA realizou um estudo in vitro sobre esta cultivar, que compreendeu desde a
desinfestacdo até aclimatizagéo, e demonstrou o sucesso em todas estas etapas (ALVES,
2022). No entanto, estudos com clusters nodulares, uma outra via morfogenética ainda ndo
foram desenvolvidas para o abacaxizeiro ‘Turiacu’

Como alternativas inovadoras para a propagacéo in vitro, diversos pesquisadores

tém focado nos ultimos anos em inducdo de clusters nodulares em espécies da familia
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Bromeliaceae (RECH et al., 2009; GUERRA; DAL VESCO, 2010; CORREDOR-PRADO
et al., 2015; CORREDOR-PRADO et al., 2020), dentre essas, 0 abacaxizeiro (SCHERER et
al., 2013; SCHERER et al., 2015). Essa via tém sido definida como aglomerado de nédulos,
amarelo esverdeados, fridveis ou levemente compactos, que possuem alta eficiéncia na
regeneracdo em brotos (DAL VESCO; GUERRA, 2010). Alguns pesquisadores acreditam
que se trata de uma via morfogenética via intermediaria entre a embriogénese somatica e
organogénese (DAL VESCO; GUERRA, 2010).

Nas Gltimas décadas, diversos trabalhos citam a eficiéncia de clusters nodulares,
pela alta capacidade regenerativa e multiplicacdo de brotos in vitro, com uso de auxinas e
citocininas adicionadas ao meio de cultivo em sementes de Vriesea friburgensis var.
paludosa (CORREDOR-PRADO et al., 2015) e Vriesea reitzii (DAL VESCO et al., 2014a;
CORREDOR-PRADO et al., 2020), em segmentos nodais de Billbergia zebrina (DAL
VESCO et al., 2011) e Billbergia alfonsi-joannis (DE SOUZA et al., 2016) e folhas de
Vriesea reitzii (ALVES; DAL VESCO; GUERRA, 2006; DAL VESCO; GUERRA, 2010;
DAL VESCO et al., 2014b; CORREDOR-PRADO et al., 2015) e em Ananas comosus
(SCHERER et al., 2013; SCHERER et al., 2015 ). Aliado a esses estudos, a anatomia de
clusters nodulares tornam-se importante para compreender 0s eventos morfogenéticos, visto
que os clusters nodulares apresentam zonas meristematicas, policentros e formacédo de eixos
unipolares caracteristicos desta via (SCHERER et al., 2013; CORREDOR-PRADO et al.,
2015; DE SOUZA et al., 2016; CORREDOR-PRADO et al., 2020).

Tanto a inducdo quanto a regeneracdo de brotos estdo associadas a combinacdo de
auxinas e citocininas, estes por sua vez sdao responsaveis pela entrada nessa via
morfogenética (MERCIER et al., 2003). Outros reguladores de crescimento que podem
exercer papel na inducdo de clusters nodulares sdo as poliaminas, que englobam os grupos
putrescina, espermidina e espermina. Scherer et al. (2013), ao quantificar o conteddo
enddgeno de poliaminas na inducdo de clusters nodulares em abacaxizeiro (A. comosus var.
comosus Young), observaram decréscimo na inducdo CNs na auséncia de putrescina
enddgena.

Como o intuito de compensar 0s niveis de putrescina endégena, adiciona-las de forma
exogena ao meio de cultura € promissor, para investigar qual o papel da putrescina na fase
de inducéo de clusters nodulares, visto que na literatura ndo ha trabalhos sobre o uso de

putrescina exdgena na inducdo de clusters nodulares, no entanto, na organogénese a adi¢ao
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das putrescinas melhoram a indug&o e alongamento de brotos na organogénese (ARAGAO
etal., 2017).

Diante disto, a hipotese do trabalho € que putrescina exdgena induz a formacao de
clusters nodulares, desse modo, o presente trabalho teve como objetivo estudar combinagdes
6-benzilaminopurina (BAP) e putrescina (PUT) na inducdo e caracterizacdo morfoanatbmica
de clusters nodulares em abacaxizeiro cv. ‘Turiagu’, bem como (i) analisar qual a
combinacéo de regulares de crescimento que melhor beneficiem o processo de inducdo de
clusters; (ii) avaliar o efeito da putrescina na inducéo da clusters nodulares; (iii) induzir a
formag&o de microbrotos a partir de clusters nodulares; (iv) caracterizar morfoanatomia da

formacéo de clusters.

2. Referencial tedrico

2.1 Abacaxizeiro [Ananas comosus (L.) Merril]

O abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril) é uma planta origindria da América
Tropical e Subtopical, compreendendo as regides Sul, Sudeste e Centro-oeste do Brasil,
Norte da Argentina e do Paraguai (COLLINS, 1960). A dispersao desta espécie ocorreu por
intercambio entre tribos na América, apds isso chegou aos continentes europeu, asiatico,
africano e, posteriormente, por todo mundo (CTENAS; QUAST, 2000).

Além da regido central do Brasil ser tida como o centro de origem do abacaxi, e ser
considerada um dos maiores centros de diversidade genética do mundo, o Brasil ocupa a
quarta posicdo no ranking mundial de producdo com 2,3 milhGes de toneladas, ficando para
trés da Costa Rica com 2,9 milhdes de toneladas, em segundo lugar a Indonésia com 2,886
milhdes de toneladas, e em terceiro lugar as Filipinas com 2,860 milhdes de toneladas de
producdo (FAOSTAT, 2021).

No Brasil, 0 abacaxizeiro possui area plantada de 63.870 ha, producédo de 1.545.036
frutos que correspondem a aproximadamente R$ 2.610.025,00 milhdes de reais. Neste
cenario, destacam-se as regides Norte (34,6%) e Nordeste (32,3%) com maior participacéo
da producdo e nos estados brasileiros, o Para 23,4%) e a Paraiba (17%) possuem maior
participacdo da producdo (IBGE, 2021a). No estado do Maranhdo, a area plantada de
abacaxizeiro compreende 1.081 ha com producdo de R$ 22. 975,00 mil reais, distribuidos

majoritariamente nos municipios de Sdo Domingos do Maranh&o (580 ha), Turiagu (200 ha),
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Graca Aranha (125 ha), Tuntun (62 ha) e Lago dos Rodrigues (42 ha), possibilitando
producdo estimada em 22.836 toneladas somente no ano de 2020 (IBGE, 2021b).

O abacaxizeiro € uma planta monocotiledénea, herbacea pertencente a familia
Bromeliaceae, com 1 m de altura e didmetro de 0,8 m a 1,5 m. O caule é curto, grosso, em
forma de bastdo. As folhas sdo estreitas e rigidas em forma de calha, inseridas no caule em
forma de roseta. O sistema radicular é fasciculado, superficial e fibroso, com 15 a 30 cm de
profundidade (REINHARDT et al., 2000). O fruto é carnoso, tipo baga e infrutescéncia, no
qual um aglomerado de gomos se funde num eixo central, e a partir de cada escama da casca
se forma um fruto a partir de uma flor, no qual se fundem e formam um grande corpo
(CUNHA; CABRAL, 1999; SILVA; TASSARA, 2001).

Comercialmente, as cultivares ‘Smooth Cayenne’ e ‘Pérola’ destacam-se no mercado
nacional e internacional, apesar da existéncia de cerca de 30 cultivares de abacaxi produzidas
como, por exemplo, Singapore Spanish, Queen, Spafiola Roja, Pérola e Perolera (CUNHA,
2007; REIS et al. 2019).

Dentre as cultivares comercializadas no Maranhdo, destaca-se o ‘Turiagu’, que é
originaria da Microrregido do Gurupi, e ocorre no municipio de Turiacu. A origem do
abacaxi ‘Turiagu’ ocorreu por selecdo local, a qual os indios domesticaram, e logo apds
houve a propagacdo em larga escala por pequenos agricultores (ARAUJO et al, 2007).

O fruto é altamente apreciado pelo mercado consumidor regional, devido a
caracteristicas de sabor e aroma, elevado teor de acUcares, peso méedio e polpa amarela, além
do elevado valor nutritiva e baixo teor calorico, possuindo caracteristica que atraem o
mercado consumidor (ARAUJO et al, 2007; ARAUJO et al., 2012; REIS et al., 2019). Com
1ss0, 0 abacaxizeiro ‘Turiagu’ foi considerado um bem cultural do Maranhao e imaterial do
Brasil o Projeto de Lei n°® 240/2014 (Assembléia Legislativa do Estado do Maranh&o)

O abacaxizeiro ‘Turiagu’ € uma planta com altura média de 62 cm, com fruto
sincarpo de formato cilindrico/conico, com peso médio (sem coroa) de 1,558 g, comprimento
do fruto (sem coroa) de 20,8 cm, diametro mediano e do eixo central do fruto de 10,4 cm e
2,5 cm, comprimento e peso da coroa de 14,4 cm e 61,1 g (ARAUJO et al, 2012).

A coloragédo da casca e da polpa do fruto maduro do abacaxi ‘Turiagu’ é amarela, o
teor de solidos sollveis totais (TSS) é de 16,1°brix, a acidez é de 0,38 % e o teor de
acucares/acidez possui elevada relagdo (42,3), o qual apresenta frutos com caracteristicas
fisicas e fisico-quimicas adequadas para consumo in natura (ARAUJO et al, 2012). Estas

caracteristicas organolépticas descritas foram reafirmadas por Reis et al. (2019), que ao
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comparar as caracteristicas biométricas e quimicas do abacaxi das cultivares ‘Pérola’ ¢
“Turiagu’, observaram que o0 abacaxi ‘Turiagu’ possui tamanho maior, formato mais
cilindrico e sabor mais doce com TSS 2,7°brix superior a cultivar ‘Pérola’.

A propagacdo do abacaxizeiro ‘Turiagu’ ocorre por via assexuada, e tem como
estruturas vegetativas: coroa, filhote, filhote-rebentdo e rebentdo. A produgdo de mudas do
“Turiagu’ € prioritariamente realizada com o tipo filhote, produzindo em média 11,3 mudas
por plantas. A selecdo de material de propagacéo € realizada de forma rigorosa, coma
finalidade de obter material livre de doengas e pragas (ARAUJO et al, 2007; ARAUJO et
al., 2012).

Outra forma de obtengdo do material para propagacdo de forma répida, segura e em
grande quantidade é por meio da propagacao in vitro, no entanto, na literatura ha um Gnico
relato recente do desenvolvimento de protocolo de micropropagacao para a cultivar. O grupo
do laboratério de Cultura de Tecidos localizado na UEMA (LCT/UEMA), tem desenvolvido
trabalhos com o ‘Turiagu’, por meio do explante de apice caulinar em meio de cultura MS
combinado com 2 um de ANA e 8 um BAP no estabelecimento (ALVES, 2022). Na etapa
de multiplicacdo deste mesmo protocolo relatado, o autor apresentou melhores taxas em
meio de cultura MS com 2 uM ANA e 12 uM BAP em biorreator de imersdo temporéaria do
tipo Plantform, e nas etapas de alongamento e enraizamento in vitro, foi demonstrado que a
referida cultivar possui potencial fotoautotréfico, pelo desenvolvimento das plantas na
auséncia de sacarose em biorreator tipo Ralm (ALVES, 2022).

Apesar do relato recente do potencial da propagacao in vitro para a cultivar ‘Turiagu’,
as técnicas de producdo ainda sao realizadas por propagacao convencional, que por sua vez,
sdo rudimentares e com baixa tecnologia, com espagamento inadequado, pouca densidade
de planta, o que leva a colheitas tardias e elevado estadio de maturacéo do fruto (ARAUJO
etal., 2012).

Vale salientar que o crescimento vegetativo de abacaxizeiro da cultivar ‘Turiagu’ é
favorecido pelas condigdes climaticas do local de origem (municipio de Turiagu-MA),
independente da fonte de adubagdo. Consequentemente, observa-se que o local de origem
favorece o desenvolvimento das plantas devido a disponibilidade hidrica, que muitas vezes
pode ser um fator limitante para a expressdo do potencial genético da cultivar (RAMOS et
al, 2020).

Pesquisas sobre aspectos botanicos, morfoldgicos e fitotécnicos da cultivar ‘Turiagu’

iniciaram apenas em 2006, portanto, a cultivar ainda esta em processo de domesticagéo e
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desenvolvimento de tecnologias no processo produtivo, para obtencdo de frutos com alta
produtividade e padrdo de qualidade.

Estudos basicos sobre ecologia, fisiologia, genética e biotecnologia de abacaxi
“Turiagu’ sdo incipientes e pouco publicados a comunidade cientifica. As informacdes sobre
0s estudos basicos serdo importantes para uniformizacao da producéo e oferta de produto, e
por fim, alcance de novos mercados para expansao e estabelecimento da cadeia produtiva no

estado.

2.2 Propagacao in vitro de abacaxizeiro a partir de clusters nodulares

A producédo em larga escala de abacaxi depende de ferramentas biotecnoldgicas que
viabilizem a producgédo de mudas, levando em consideragéo aspectos como: tempo reduzido
de producéo e qualidade fitossanitaria (REINHARDT et al., 2018).

Como ferramentas biotecnoldgicas possiveis para superar os desafios da propagacao
convencional, destaca-se a propagacdo in vitro de plantas, que compreende o cultivo de
fragmentos de tecidos vegetais em meio de cultivo nutritivo com reguladores de crescimento
em condicBes assépticas, e em ambiente controlado (CARDOSO, 2014). Os métodos de
micropropagacao envolvem as etapas que podem ser caracterizadas pelo: (i) estabelecimento
de plantas in vitro que engloba a selecéo, (ii) desinfestacéo e cultivo em condi¢Ges assépticas,
(iii) cultivos sucessivos de propagulos e (iv) transferéncia de material produzido in vitro para
enraizamento e transplantio de mudas (MURASHIGE, 1974; GEORGE; HALL; KLERK,
2008).

Estudos sobre a propagacéo in vitro do abacaxizeiro iniciaram-se na década de 60
(AGHION; BEAUCHESNE, 1960), a partir desse momento, as pesquisas passaram a dar
énfase principalmente no desenvolvimento de protocolos eficientes de propagacgéo in vitro
dessa frutifera. Na literatura sdo encontrados relatos promissores sobre esta técnica para essa
espécie, por meio de diferentes vias morfogenéticas, como por exemplo, a embriogénese
somatica, que tém por finalidade estabelecer um sistema de propagacéo clonal mais eficiente
baseado em balancos de reguladores com auxinas e citocininas no meio de cultivo,
propiciando excelentes taxas de conversdo de embrides somaticos por explante (KESSEL-
DOMINI et al., 2022), além de diversos outros estudos com embriogénese somatica e
regeneracdo in vitro de abacaxi (FIROOZABADY; MOQY, 2004; BENNICI et al., 2007,
ZHAND et al, 2008; YAPO et al., 2011).
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Outra via morfogenética aplicada em cultivos ndo somente de abacaxizeiro, mas de
diversas espécies de bromelidceas é a organogénese. Essa técnica tem por finalidade a
formacéo de partes aéreas, raizes e regeneracdo in vitro de brotos via direta ou indireta. A
organogénese indireta ocorre a partir da inducdo de calos nos explantes e posterior
regeneracdo de gemas, enquanto a organogénese direta refere-se ao surgimento direto de
brotos ou raizes a partir do tecido dos explantes (PHILLIPS; GARDA, 2019).

Diversos trabalhos com organogénese foram feitos com intuito de estabelecer
protocolos de regeneracdo de brotos, com destaque ao uso de meio semi-solido com
concentragdes de 2,0 mg L™t BAP + 0,05mg Lt ANA na regeneragdo in vitro enquanto que
5,0 mg L-1 BAP e 0,05 mg L-1 ANA para multiplicacéo de abacaxizeiro, e a melhor inducao
radicular foi obtida em 2,0 mg L AIB (ADEOYE et al., 2020). Outros trabalhos foram
realizados para investigar essa via morfogenética (ALMEIDA et al., 2001; MERCIER et al.,
2003; PASQUAL et al., 2008; ZURAIDA et al., 2011; LIMA et al., 2012)

Além das duas vias morfogenéticas citadas, uma nova via foi descrita baseada em
clusters nodulares (CNs) (TENG, 1997; RECH FILHO et al., 2005, ALVES et al., 2006,
RECH FILHO et al., 2009; DAL VESCO etal., 2011; SCHERER et al., 2013; DAL VESCO
et al., 2014 a, b; CORREDOR-PRADO et al., 2015; CORREDOR-PRADO et al., 2020).
Essa via é definida como aglomerado de nodulos, amarelo esverdeados, fridveis ou
levemente compactos que possuem regeneracdo em brotos (DAL VESCO; GUERRA,
2010).

A inducdo de clusters nodulares é amplamente estudada em Bromeliaceaes com
diferentes tipos de explantes, e combinacGes de reguladores de crescimento que propiciam
diferente resposta nesta via morfogenética, além dos estudos anatdbmicos que servem para
comprovar que os clusters nodulares diferem de outros processos de propagacao in vitro
(GAHAN; GEORGE, 2008).

Em sementes de Vriesea reitzii, 0 uso de auxina suplementado em meio de cultura
promove inicialmente a germinacdo do embrido primario, e ap0s isso, ocorre a indugédo de
clusters nodulares, ja as sementes estabelecidas em meio de cultura desprovido de
reguladores propiciam a formacdo direta de plantas, além disso, ao caracterizarem 0s
aspectos anatdomicos da inducdo e formagdo de CNs em sementes, observaram que 0s
meristemas estavam relacionados a raiz e parte aérea, a maior divisdo celular e proliferacao
de células com caracteristicas meristematicas (CORREDOR-PRADO et al.,, 2015;
CORREDOR-PRADO et al., 2020). Em contrapartida, bromeliaceas do mesmo género,
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porém de espécies diferentes, apresentam respostas distintas. Em outros casos hé inibi¢éo da
germinacdo e inducdo de CNs em sementes inoculadas em meio com auxina, no entanto,
combaixa conversdo de brotos (DAL VESCO et al., 2014a).

Por outro lado, segmentos nodais cultivados em meios suplementados, tanto com
auxina (thidiazuron, TDZ) quanto com a combinagdo de ANA e BAP, propiciam elevada
taxa de indugdo de CNs (75%) e elevada conversdo de brotos, demonstrando boa
responsividade desse explante sendo comprovado com zonas maeristematicas com células
pequenas e isodiamétricas com muita divisao celular (DAL VESCO et al., 2011).

Em segmentos foliares a combinacdo de auxinas e citocininas é bastante utilizada
para promover a regeneracgao de brotos, além de ser o explante mais utilizado na inducéo de
CNs (ALVES; DAL VESCO; GUERRA, 2006; DAL VESCO; GUERRA, 2010; DAL
VESCO et al., 2014b). Scherer et al. (2013), ao estudarem a indu¢do de CNs, multiplicacéo
em biorreatores, e caracterizacdo a anatdmica de segmentos foliares de abacaxizeiro
obtiveram 65% da inducdo com uso de MS+2 uM de ANA+8 uM de BAP e observarem
presenca de zonas meristematicas densas, constituidas de células pequenas e isodiamétricas,
em fileiras, com citoplasma denso e pequenos vacuolos, ao fazer cortes em microbrotos
desenvolvidos em biorreator de imersdo permanente (RITA), observaram células com
grandes vacuolos e primdrdios foliares com tricomas e estdmatos.

Dal Vesco et al., (2010) ao estudarem protocolo regenerativo baseado na indugéo e
desenvolvimento de CNs em folhas de Vriesea reitzii (Bromeliaceae), fizeram analises
estruturais das CNs, e observaram proliferacdo de multi células meristematicas e formacéo
de eixo unipolar, com isso os autores afirmaram que a CNs sdo classificadas como um
sistema intermediario entre a embriogénese somatica e organogénese. Na ES encontra-se
protoderme, células nucleadas, vacuolos aparentes e eixos bipolares, ja na organogénese, ha
a presenca de meristemoides, zonas meristematicas e eixo unipolares. Em clusters nodulares,
ha a combinacdo dos padrdes anatdmicos das duas vias, com presenca de zonas
meristematicas, policentros, células nucleadas com vacuolos aparentes e formacao de eixos
unipolares (Dal Vesco and Guerra 2010; Scherer et al. 2013; de Souza et al. 2017; Corredor-
Prado et al. 2020).

As auxinas e citocininas sdo os reguladores de crescimento responsaveis tanto pela
inducdo de CNs quanto a regeneracdo de brotos em diferentes explantes, a combinagéo
desses dois hormonios € responsavel pela entrada nessa via morfogenética (MERCIER et

al., 2003; LIAO et al., 2004). A auxina € responsavel pela divisdo e alongamento celular,
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que propicia o surgimento de raizes laterais e adventicias, e as citocininas estdo relacionadas
a inducdo de brotagdes axilares e superacdo da dominancia apical (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Outros reguladores de crescimento que também tém um papel em processos
morfogenéticos e fisiologicos nas plantas sdo as poliaminas (PAs). Essas pequenas
moléculas sdo definidas como compostos alifaticos policatidnicos do grupo amina que
engloba putrescina, espermidina e espermina, sendo relatadas como as mais comuns em
plantas (MINOCHA; MAJUMDAR; MINOCHA, 2014; TIBURCO et al., 2014).

Por estar envolvida em diversos processos e fungdes na planta, o conteudo celular de
poliamina esté relacionado as diferentes formas de estresses e fases de crescimento na planta,
além de ser considerada importante para tolerancia do estresse, no entanto, essa molécula
pode provocar danos por estresse, devido ao catabolismo de seus produtos (MINOCHA,
MAJUMDAR; MINOCHA, 2014). Adicionalmente, a poliamina estd envolvida nos
processos de divisdo celular, ES, organogénese, clusters nodulares, enraizamento,
crescimento do tubo polinico, florescimento, senescéncia e reducdo da escaldadura em frutas
(SCHERER et al., 2013; TIBURCIO et al., 2014; XIANG et al., 2022).

No geral, estudos reportam a putrescina como importante regulador na ES,
desempenhando funcéo chave na divisdo celular por meio de estimulos do crescimento
celular (DOUETTS-PERES et al., 2019), além de serem responsaveis pela regulacdo de ES
(SILVEIRA et al., 2004), e substituirem as citocininas na germinagao de embrides somaticos
(CORREA et al., 2016).

A literatura cita 0 aumento da putrescina enddgena em segmentos nodais inoculados
em meios MS suplementados com BAP, e maior conversdo de broto na organogénese
quando comparado aos cultivos sem BAP, tal acdo pode ser justificada pela modulagéo que
este hormonio pode causar no metabolismo enddgeno de poliaminas, além do que o aumento
dos niveis das PAs ao fim dos cultivos, relaciona-se a intensa divisdo celular na fase de
crescimento e desenvolvimento de brotagdes (ARAGAO et al., 2016).

Estudos investigaram a influéncia das PAs exdgenas na inducdo de brotos e nos
niveis de PAs enddgenas, e constataram melhora na indugéo e alongamento de brotos, além
do aumento do comprimento da parte aérea, que esta relacionado aos niveis de espermidina
e espermina (ARAGAO et al., 2017). Em contrapartida, 0 menor teor de PAs também pode
regenerar maior quantidade de brotos (PEREZ-JIMENEZ et al., 2022). Outros trabalhos

enfatizam o papel das poliaminas na organogénese, como formagcao de raizes, crescimento e
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alongamento de brotos (DAVIS, 1997; TASSONI et al., 2000; FRANCISCO et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2020; PESSANHA et al., 2022).

Em estudo com clusters nodulares, a auséncia de poliaminas, principalmente a
putrescina enddgena em segmentos foliares de abacaxizeiro causa decréscimo na inducéo de
CNs, demonstrando a necessidade do acimulo de poliaminas enddgenas no inicio do
processo (SCHERER et al., 2013). Assim, a adi¢éo de poliaminas ao meio de cultivo podera

beneficiar o aumento de putrescina enddgena para aumentar a producdo de CNs.
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Capitulo 11

Aplicacdo exdgena de 6-benziladenina e putrescina afeta o crescimento e a estrutura de

clusters nodulares de abacaxizeiro ‘Turiagu’
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Resumo

Clusters nodulares (CNs) é uma via morfogenética bastante utilizada na propagacdo in vitro
de Bromeliaceas, e 0 uso de auxinas e citocininas permite a inducéo e regeneracéo destes de
forma eficiente. Ademais, outra classe de regulares, como as poliaminas, em destaque a
putrescina, pode contribuir para a eficiéncia da inducdo de CNs. Com isso 0 objetivo do
presente trabalho foi estudar a influéncia da aplicacdo da putrescina na inducéo, crescimento
e estrutura de CNs pela combinacdo de 6-benzilaminopurina (BAP) (0 e 8 uM) e putrescina
(PUT) (0, 100 e 1000 uM). Segmentos de foliares induzidos em meio de cultura
suplementado com 4 uM de ANA, 8 uM BAP e 100 uM de PUT (B8P100) resultaram em
uma taxa de indugdo de 56%, com formag&o de microbrotos via CNs, maior comprimento e
numero de folhas/microbroto. Os estudos morfoanatdmicos revelaram que em B8P100 os
CNs apresentaram tamanho volumoso, microbroto com folhas, e desenvolvimento de novas
folhas ao longo da base do explante, e a formacdo de meristemdides com células pequenas
dispostas em espiral. Os resultados indicam que auxinas e citocininas combinadas com
putrescina exdgena sdo eficientes para inducédo de CNs, e os estudos morfoanatémicos foram
essenciais para caracterizar os eventos desta rota morfogenética pela combinacdo destes
reguladores de crescimento, demonstrando que a aplicacdo de putrescina exdgena é eficiente
na regeneracao por cluster nodulares.

Palavras-chave: Ananas comosus, morfogénese in vitro, putrescina.



33

Abstract

Nodular clusters (CNs) is a morphogenetic pathway widely used in in vitro propagation of
bromeliaceae, and the use of auxins and cytokins allows their induction and regeneration
efficiently, in addition, another class of regulations, such as polyamines, highlighting
putrescine can contribute to the efficiency of CNs induction. Thus the objective of the
present work was to study the influence of putrescin application on induction, growth and
CNs structure by combining 6-Benzilaminopurin (BAP) and putrescin (put). Segments of
induced leaf -induced culture medium with 4 um Ana, 8 um BAP and 100 um PUT (B8P100)
resulted at a 56%induction rate, with microbrotos formation via CNS, longer length and
number of leaves/ Microbroto. Morphoanatomic studies revealed that in B8P100 CNs
showed bulky, microbroto with leaves, and development of new leaves along the base of the
explaining, and in the same medium, the transverse sections revealed the formation of small
cells arranged in spiral. The results indicate that auxins and cytokines combined with
exogenous putrescin are efficient for induction of CNs, and morphoanatomic studies were
essential to characterize the events of this morphogenetic route by combining growth
regulators. The application of exogenous putrescin is effective in cluster regeneration.

Keywords: Ananas comosus, putrescine, morphogenesis in vitro
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1. Introducéo

O abacaxizeiro (Ananas comosus (L.) Merril), planta pertencente a familia
Bromeliaceae, possui frutos com elevada importancia comercial, e é altamente apreciado por
seu alto valor nutricional, pode ser consumido in natura ou processado (KESSEL-DOMINI
et al., 2022). Dentre as principais cultivares comercializadas no Brasil destaca-se a ‘Smooth
Cayenne’ e a ‘Pérola’, no entanto, outras cultivares surgem com caracteristicas
organolépticas elevadas e com excelente apelo comercial, como por exemplo, 0 abacaxizeiro
cultivar “Turiacu’ no estado do Maranho (ARAUJO et al., 2012).

A cultivar ‘Turiagu’ € oriunda da Microrregido do Gurupi, no estado do Maranhdo,
que surgiu por selecdo local, a partir de domesticacao indigena, e seguida propagacao por
pequenos agricultores (ARAUJO et al, 2007). No entanto, essa cultivar ainda passa por
inovacOes no processo produtivo, e necessita de tecnologias que viabilizem a producédo em
larga escala, visto que apresenta sabor adocicado e polpa amarela com elevado valor
nutritivo, quando comparada as outras cultivares (REIS et al., 2019).

Pelo grande apelo comercial, os métodos de propagacdo dessa espécie sdo estudados
com o intuito de expandir e manter a area cultivada (NELSON; ASARE; ARTHUR
JUNIOR, 2015). Para isso, a propagacao in vitro apresenta forte vantagem em relagdo aos
métodos convencionais, pois acelera a propagacdo de novos gendtipos, produz grande
namero de plantas com alta qualidade, e em curto espaco de tempo (REINHARDT et al.,
2018).

Apesar da propagacdo in vitro trazer solugdes quanto a sanidade das mudas, a
técnica ainda € dispendiosa. Para isso, dentre as vias morfogenéticas que sdo empregadas na
propagacao in vitro, outra via baseada em “clusters nodulares” (CN) foi descrita, sendo
distinta da embriogénese somatica e da organogénese (George et al., 2008). Essa via €
definida como aglomerado de nodulos, amarelo esverdeados, friaveis ou levemente
compactos (DAL VESCO; GUERRA, 2010). Estudos descrevem o sucesso na inducdo de
clusters nodulares e a regeneracdo de brotos in vitro em varias tipos de explantes de
Bromeliaceae, como por exemplo, em sementes de Vriesea friburgensis var. paludosa
(CORREDOR-PRADO et al., 2015) e Vriesea reitzii (DAL VESCO et al., 2014a ;
CORREDOR-PRADO et al., 2020), em segmentos nodais de Billbergia zebrina (DAL
VESCO et al., 2011) e Billbergia alfonsi-joannis (DE SOUZA et al., 2016) e folhas de
Vriesea reitzii (ALVES; DAL VESCO; GUERRA, 2006; DAL VESCO; GUERRA, 2010;
DAL VESCO et al., 2014b;CORREDOR-PRADO et al., 2015) e Ananas comosus
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(SCHERER et al., 2013) com o incremento de auxinas e citocininas ao meio de cultivo,
sendo estes responsaveis pela entrada nestas via morfogenética.

Para contribuir no desenvolvimento de clusters nodulares, uma classe de
reguladores de crescimento que podem exercer papel séo as poliaminas. Essas moléculas de
baixo peso molecular sdo definidas como compostos policatidnicos do grupo amina, formada
por hidrocarbonetos alifaticos que engloba putrescina (diamina), espermidina (triamina) e
espermina (tetramina), que sao relatadas como as poliaminas mais comuns em plantas, e
estdo relacionadas a regulacdo do desenvolvimento de plantas e ao estresse biotico e abidtico
(PAL et al., 2021; BANO; AMIST; SINGH, 2020; MUSTAFAVI et al., 2018). Além disto,
esta associada a formac&o de embrides somaticos durante o tratamento de maturacéo na ES
(REIS et al., 2016), na organogénese pela formacdo de calos, raizes e folhas com uso de
poliaminas exogenas (VIU et al., 2009), no amadurecimento de frutos (DOMINGUEZ et al.,
2023) na germinagdo de sementes, na floragdo, reproducdo sexual, senescéncia e
desenvolvimento (BIONDI et al., 2022).

Em clusters nodulares, ainda ndo é conhecido o papel das poliaminas de forma
clara, porém, sabe-se que a auséncia de putrescina endogena reduziu a inducdo dos CNs em
segmentos foliares de Ananas comosus (SCHERER et al., 2013). Como o intuito de
compensar 0s niveis de putrescina endégena, adiciona-las ao meio de cultura torna-se uma
alternativa promissora, para investigar qual o papel da putrescina na fase de inducdo de
clusters nodulares e regeneracéo de brotos, visto que ainda ndo héa relatos na inducéo de CNs
e a literatura aponta que a adi¢do da putrescina melhora a inducdo e alongamento de brotos
na organogénese de Cedrela fissilis (Meliaceae) (ARAGAO et al., 2017).

Aliados aos estudos de sucesso e regeneracdo de plantas por clusters nodulares,
temos a anatomia nos trabalhos supracitados, que demonstra um padrdo anatbmico bem
caracteristico, como por exemplo, zonas meristematicas, policentros e formacdo de eixos
unipolares caracteristicos desta via morfogenética (SCHERER et al., 2013; CORREDOR-
PRADO et al., 2015; DE SOUZA et al., 2016; CORREDOR-PRADO et al., 2020).

O presente trabalho teve como objetivo estudar combinagdes 6-benzilaminopurina
(BAP) e putrescina (PUT) na indug&o e caracterizacdo morfoanatémica de clusters nodulares

em abacaxizeiro cv. ‘Turiagu’.

2. Material e Métodos
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O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos - LCT da
Universidade Estadual do Maranhdo - UEMA, S&o Luis (latitude 2°35°32”’S e longitude
44°13°4770). Para isso, foram utilizadas brotacdes de abacaxizeiro ‘Turiagu’ previamente
estabelecidas in vitro, e subcultivadas sucessivamente em 30 ml de meio de MS liquido
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) (PhytoTechnology®, Lenexa, KS, USA), suplementado
com 100 mg L de mio-inositol (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), 4 uM de 6-
benzilaminopurina (BAP) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), 2 uM de éacido
naftalenoacético (ANA) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) e 30 g L™ de sacarose
(Dindmica® Ltda, Jardim da Gloria, SP, Brazil). O pH foi ajustado em 5,7 + 0,1, e
autoclavado a 121°C a uma pressao de 1,5 atm, por 15 minutos.

A partir das brotacdes de dois centimetros de comprimento foram obtidos segmentos
foliares entre a terceira e a sétima folha das plantas, sendo estes cortados transversalmente
com aproximadamente 1 cm, considerando a base foliar (SCHERER et al., 2013). Quatro
segmentos foliares foram inoculados em placa de Petri (OLEN®, 90x15 mm) contendo 25
mL de meio MS, suplementados com 100 mg L * de mio-inositol (Sigma-Aldrich®), 30 g L
! de sacarose (Dinamica®), 4 uM ANA (Sigma-Aldrich®), duas concentracdes de BAP (0 e
8 UM) e trés concentracOes de putrescina (PUT, 0, 100 e 1000 uM) (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, MO, USA) foram adicionadas por filtroesterilizagdo, a depender do tratamento
(Tabela 1). O meio foi solidificado com 2,0 g L™* de Phytagel (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, USA), pH foi ajustado em 5,7 £ 0,1, e autoclavado a 121°C a uma pressdo de 1,5 atm,

por 15 minutos.

Tabela 1. Meios de cultura utilizados para inducdo de clusters nodulares em segmentos

foliares de plantas de abacaxizeiro ‘Turiagu’.

Meios de cultura Cddigos
MS + 4 pM ANA + 0 uM BAP + 0 pM PUT BOPO
MS + 4 uM ANA + 0 uM BAP + 100 uM PUT BOP100
MS + 4 uM ANA + 0 uM BAP + 1000 uM PUT BOP1000
MS + 4 pM ANA + 8 uM BAP + 0 pM PUT B8PO
MS + 4 pM ANA + 8 uM BAP + 100 uM PUT B8P100

MS + 4 uM ANA + 8 uM BAP + 1000 pM PUT B8P1000
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As placas de Petri com segmentos foliares permaneceram em sala de crescimento no
escuro por sete dias com temperatura de 25 £ 2°C, umidade relativa de 60% e posterior
manutencdo em condi¢des luminosas sob fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 de escuro e
intensidade luminosa de 100 pmol ms provenientes de quatro lampadas tubulares do tipo
LED branco (Diodos Emissores de Luz, T8, 9W, Avant, Sdo Paulo - SP, Brasil).

Aos 45 dias apo6s a inoculagdo (DAI) foram avaliadas: inducéo e oxidacéo de clusters
nodulares (CNs, %), microbroto via CNs (%), nimero de microbroto/explante, comprimento

de microbroto/explante (mm), nimero de folhas/microbroto e massa seca de CNs (g).

2.1 Caracterizacdo morfoanatomica de segmentos foliares de plantas de

abacaxizeiro Turiagu in vitro

Para a caracterizacdo morfoldgica, foram analisadas amostras dos explantes aos 7 21
e 45 dias apos a inoculacdo (DAI) em condicBes de claro. As imagens foram capturadas
utilizando estereoscopio (Bioptika® L60T) equipado com uma camera (Bioptika® CMOS
5.0) para identificar eventos e estruturas referentes a morfologia dos clusters nodulares.

Para a caracterizagdo anatdmica, foram analisadas amostras dos explantes iniciais
(tempo 0), aos 7 dias do cultivo no escuro e aos 7 e 45 dias apés a inoculacdo (DAI) em
condicdes de claro. As amostras foram fixadas em solucdo FAA 50% (formaldeido, acido
acético e alcool etilico), seguindo metodologia de Johansen (1940) durante 72 horas e
desidratadas com concentracdes crescentes de etanol em série etilica (30%, 40%, 50%, 60%
e 70%) durante 1 h, em seguida desidratadas novamente em série etilica de (80%, 90%, 95%
e 100% durante 2 h & 4°C, cada, e posterior inclusio em historesina (Historesin®, Leica
Instruments, Heidelberg, Alemanha) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para a
montagem das laminas, cortes transversais com 5 pum de espessura foram obtidos em
micrétomo rotativo (Lupetec modelo MRP2015). Os cortes foram recolhidos em laminas de
vidro, secos a temperatura ambiente e corada com azul de toluidina (0,05% em pH 4,0)
(O'Brien; McCully, 1981) por 8 min. As imagens foram capturadas em microscépio (Global
Optics® modelo NO226T) equipado com cdmera (Bioptika® CMOS 5.0).
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2.2 Delineamento experimental e analise estatistica
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com duas
concentracdes de BAP (0 e 8 uM) e trés concentracdes da poliamina putrescina (PUT, 0, 100
e 1000 uM), totalizando seis tratamentos, oito repeticdes e unidade experimental composta
por quatro segmentos foliares por placa. Para os dados foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk
para verificar a normalidade dos dados.
Para as variaveis inducdo e oxidacéo de clusters nodulares (CNs, %), microbroto via

clusters nodulares (CNs, %), nimero de microbroto/explante e comprimento de
microbroto/explante (mm) foi aplicado y = +/x + 1 e para o nimero de folha/microbroto e

massa seca de clusters nodulares (CNs, g) foi aplicado y = \/m

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade pelo programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2011).

3. Resultados

O meio de cultura MS + 4 uM de ANA, nas concentragdes de putrescina (0, 100 e
1000 uM) (BOPO, BOP100 e BOP1000) ndo tiveram resposta quanto a entrada na via
morfogenética de clusters nodulares. Em contrapartida, 0 mesmo meio associado com 8 uM
de BAP e as mesmas concentragdes de putrescina (B8P0, B8100 e B81000), demonstraram
alta eficiéncia na inducdo de clusters nodulares, ou seja, a combinacdo de ANA, BAP e PUT
no meio de cultura foi responsavel pela inducéo de clusters nodulares, e ficou evidente que
0 BAP de forma isolada, ou seja sem presenca da auxina ANA, permitiria apenas a entrada
na via da organogénese.

A partir da morfologia dos clusters nodulares, n6s observamos que 0s segmentos
foliares cultivados nos meios B8P0, B8P100 e B8P1000 foram mais responsivos a partir dos
7 DAI, compreendendo desde o intumescimento da base do explante até a formacgéo de
microbrotos (Figura 1m-1x). Em contrapartida, os segmentos foliares cultivados nos meios
BOPO, BOP100 e BOP1000 ndo apresentaram resposta quanto a morfologia, somente inicio
de diferenciacédo e oxidagdo na base do segmento foliar (Figura la-1l).

Aos 7 DAI, os segmentos foliares cultivados em meios BOPO e BOP100 ndo
apresentaram resposta, apenas quando cultivados em BOP1000 no qual houve inicio de

intumescimento na base do segmento foliar (Fig 1a, 1e, 1i), o que também foi observado em
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B8P0, B8P100 e B8P1000, e em B8P100, os calos eram mais mais compactos (Figura 1m,
1q, 1u).

Aos 21 DAI, os segmentos foliares cultivados nos meios BOPO, BOP100 e BOP1000
apresentaram inicio de intumescimento na base do segmento foliar (Figura 1b, 1f, 1j), e no
meio B8P0 a base do segmento foliar estava mais intumescida com raizes e folhas aparentes,
e inicio da diferenciacdo para formacdo de microbrotos (Figura 3n). Por outro lado,
observamos formacdo de CNs mais compactos nos segmentos foliares cultivados B8P100
de cor amarelo-esverdeados, de tamanho volumoso e com aglomerado de células, indicando
inicio formagao de microbrotos (Figura 1r). O segmento foliar cultivado no meio B8P1000
apresentou base mais intumescida com formac&o de nddulos esbranquicados (Figura 1v).
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Figura 1. Segmentos foliares de abacaxizeiro ‘Turiacu’ aos 7, 21, 35 e 42 dias apos a
inoculacdo (DAI), submetidos a concentractes de BAP (0 e 8 uM) e de PUT (0, 100 e 1000
M) para inducéo de clusters nodulares aos 7 DAI, (A, E, I, M, Q e U); 21 DAI (B, F, J, N,
ReV); 35 DAI (C, G, K, O, TeW), e 45 DAI (D, H, L, P, U e X). Int= Intumescimento;

Ro= Raizes; Ms= microbrotos. Barras = 1 mm.
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Aos 35 e aos 45 DAI, nos observamos um padrdo morfoldgico semelhante nos
segmentos foliares. Os meios BOPO, BOP100 e BOP1000 apresentaram oxidagdo e
estagnacdo do intumescimento na base (Figura 1c, 1g, 1k, 1d, 1H e 1L), mas aqueles
cultivados em B8P0 apresentaram CN de tamanho volumoso, com leve oxidacéo,
proeminéncia de microbrotos com folhas, além do desenvolvimento de novas folhas ao longo
da base do explante (Figura 1o e 1P). Quando cultivado no meio B8P100, o segmento foliar
apresentou formacéo de nddulos volumosos por toda a base, com coloracdo verde escura e
significativa oxidacao, parte da base da folha apresentou um aglomerado de formacéo de
microbrotos (Figura 3s, Ms e 1t). Por outro lado, no meio B8P1000, o segmento foliar
apresentou CN de textura compacta e esbranqui¢ada com microbroto na base (Figura 1w e
1x).

Os clusters nodulares apresentaram variacdes quanto a inducdo, conforme a
combinagdo de reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura. A indugéo de
CNs foi eficiente apenas quando os segmentos foliares foram inoculados em meios B8P0,
B8P100 e B8P1000, com destaque para o0 meio B8P1000, que apresentaram 73% de inducao
de CNs, com incremento de 17%, quando comparados aos meios B8P0 e B8P100 (56% para
ambos) (Figura 2a). Ainda, n6s observamos oxidacdo de CNs nos meios B8P0, B8P100 e
B8P1000, com destaque para o meio B8P1000 (21%, Figura 2b).

A maior conversdo de microbrotos via CNs foi observada em segmentos foliares
cultivados em meio B8P100 (31%) (Figura 2c). O meio B8P100 apresentou um maior
namero de microbroto/explante (Figura 2d) e maior comprimento, com 5,25 mm (Figura
3a), e cinco folhas/microbroto (Figura 3b), confirmando melhor conversdo dos CNs em
microbrotos. Ainda, CNs produzidos neste meio tiveram massa seca de 0,02 g, apresentando
diferenca significativa dos meios com auséncia de BAP (BOP0O, BOP100 e BOP1000) (Figura
3c).
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Figura 2. Inducéo de clusters nodulares (A), oxidacgéo de clusters nodulares (B), microbrotos
via clusters nodulares (C) e nimero de microbrotos/explante (D) de segmentos foliares de
abacaxizeiro ‘Turiagu’, aos 45 dias do cultivo in vitro, nos meios BOPO, BOP100, BOP1000,
B8P0, B8P100 e B8P1000. *Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey, a 5% de significancia. Os valores representam a média + erro padréo (n=8).
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45 dias do cultivo in vitro, nos meios BOPO, BOP100, BOP1000, B8P0, B8P100 e B8P1000
*Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

significancia. Os valores representam a média * erro padréo (n=8).
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A caracterizacgdo anatdbmica dos CNs a partir de segmentos foliares foi realizada para
determinar respostas morfogenéticas durante a entrada nessa via (Figura 4). Para isso, nds
observamos que nos segmentos foliares de B8P0 e B8P100 houve formacdo de
meristemoides (Figura 4o, 4p, 4s e 4t), no entanto, segmentos foliares em meio B8P1000
apresentaram apenas intensa diviséo celular (Figura 4w e 4x).

Aos 7 DAI do cultivo no escuro, a secgdo transversal dos segmentos foliares
cultivados em meios BOPO apresentaram células do parénquima palicadico mais alongadas,
e 0 parénquima lacunoso com celulas mais arredondadas (Figura 4a) e no meio BOP100, as
celulas destes parénquimas apresentaram-se mais arredondadas (Figura 4e). No meio
BOP1000, observamos espagos préximos da faixa no qual estdo dispostos os feixes
vasculares (Figura 4i). JA4 no meio B8P0, observamos pouca divisdo celular no parénquima
lacunoso, com células dispostas em angulo assimétrico. Na seccdo transversal dos segmentos
foliares mantidos em meio B8P100 observamos meristemoides ao longo do tecido, com
células dispostas em espiral (Figura 4g), e em B8P1000 observamos divisdo celular intensa
no parénguima lacunoso (Figura 4u).

Aos 7 DAI do cultivo em claro, as secces dos segmentos foliares do meio BOPO
apresentaram divisdo celular préximo ao feixe vascular (Figura 4b), em BOP100 e BOP1000
observamos o feixe vascular (Figura 4f e 4j). Os segmentos foliares do meio B8PO
apresentaram seccGes com divisao celular desordenada ao longo de todo o tecido e células
com nucleo (Figura 4n), no B8P100 apenas vista do feixe vascular (Figura 4r), ja na sec¢do
do meio B8P1000 observamos intensa divisao celular no parénquima pali¢adico e lacunoso
e células com nucleo aparente nas faixas onde estdo dispostos os feixes vasculares (Figura
4v).

Aos 45 dias, os segmentos foliares mantidos em BOPO apresentaram sec¢Ges com
células grandes em formato mais alongado, e presenca de estruturas de reserva proximas a
epiderme que corresponde a granulos de amido (Figura 4c e 4d). J& nos segmentos foliares
mantidos em meio BOP100, n6s observamos células com divisdo celular ativa em angulo
longitudinal e transversal préximo ao feixe vascular, no entanto, a divisdo ndo progrediu
para inicio da morfogénese (Figura 4g), e ainda observar presenca de estrutura de reserva
(Figura 4h). Em BOP1000, n6s observamos inicio de divisdo celular proximo ao feixe
vascular, e células com formato arredondado (Figura 4k e 4l).

No meio com B8P0 a seccdo transversal dos segmentos foliares apresentou células

grandes, com formato irregular e nicleo aparente, além da formagdo de meristemoides ao
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longo do tecido (Figura 40), meristemoides estes com caracteristicas de elevado nimero de
células pequenas e amontoadas, com nucleo aparente (Figura 4p), e em B8P100, nds
observamos regifes mais densas, com presenca de meristemoides ao longo do tecido e
células alongadas com formato irregular (Figura 4 s), estes meristemoides apresentaram
células pequenas dispostas em espiral, com nucleo aparente (Figura 4t) e em B8P1000, nds
observamos intensa divisdo celular assimeétrica em angulo longitudinal e transversal, e

células com ndcleo e nucléolo grandes e proeminentes (Figura 4w e 4x).
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Figura 4. Caracterizago anatdmica de clusters nodulares oriundas de segmentos foliares de
abacaxizeiro ‘Turiagu’ aos 7 dias do escuro, 7 dias do claro e 45 dias ap6s a inoculacdo
(DAI), submetidos a concentracdes de BAP (0 e 8 uM) e concentragdes de PUT (0, 100 e
1000 uM); Seccéo transversal de segmento foliar aos 7 DAI no escuro (a, e, i, m, g e u); 7
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DAI no claro (b, f, j, n, re v) e aos 45 DAI (c, d, g, h, k, I, 0, p, s, w e X). Sg= grénulo de
amido; Cd= divisao celular; Me= meristemoide; Icd= intensa divisao celular; Nc= nucleo;

Barras = 100 pm.

4. Discussao

No presente estudo, a inducdo de clusters nodulares e regeneracéo de microbrotos foi
obtida em segmentos foliares de abacaxizeiro ‘Turiagu’ cultivados em meios de cultura com
presenca de 4 uM de ANA, 8 uM de BAP e 100 uM de PUT (B8P0, B8P100 e B8P1000),
efeito contrario foi obtido em segmentos foliares cultivados em meios sem BAP, com
presenca apenas de 4 uM de ANA e concentragdes de PUT (BOPO, BOP100 e BOP1000).
Ficou evidente que, a presenca de 4 M de ANA, combinada com 8 uM de BAP e PUT no
meio de cultura foi essencial para inducéo das clusters nodulares, pois a adi¢do de PUT ao
meio de cultura sem BAP e ANA ndo induziu respostas na formacéo de clusters nodulares,
tdo pouco de regeneragdo em microbroto.

Alguns autores relatam que a alta eficiéncia na indugéo das culturas nodulares em
sementes, explantes foliares e segmentos nodais em espécies de Bromeliaceae e em
abacaxizeiro devem-se ao efeito combinado de citocininas e auxinas (TENG, 1997; RECH
FILHO et al., 2009; SCHERER et al., 2013; CORREDOR-PRADO et al., 2015). O efeito da
combinagdo de BAP e ANA foi observado por Scherer et al., (2013), ao induzirem CNs em
explantes foliares de abacaxizeiro em meio com 8 UM de BAP e 2 uM de ANA obtiveram
65% de inducdo. Resposta mais elevada foi obtida por Corredor-Prado et al. (2015), ao
induzirem CNs no mesmo tipo de explante em meio com 2 UM de BAP e 4 uM de ANA, no
qual obtiveram 72% de inducéo, dessa forma o balango entre os dois horménios propicia boa
resposta nesta via morfogenética.

Quanto as PAs enddgenas, Aragdo et al. (2016) relataram que a suplementacdo de
BAP ao meio de cultura influéncia nas PAs enddgenas, principalmente no aumento de PUT
livre em segmentos nodais apicais de algumas espécies lenhosas, e conferem maior nimero
de brotos por explante, quando comparada aos cultivos sem BAP; tais acdes podem explicar
os resultados obtidos no nosso estudo. No entanto, ha relatos de que pode ocorrer o inverso,
ou seja, a adi¢do de poliaminas podem modular o conteudo enddgeno ou o metabolismo do
BAP, e reduzir a taxa de regeneragéo de brotos (PEREZ-JIMENEZ et al., 2022). Apesar das
PAs serem consideradas reguladores de crescimento, o uso isolado destas moléculas néo
induz CNs.
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A adicdo de PAs nos meios de cultura tem potencial de induzir o alongamento de
broto em plantas. De fato, Aragéo et al. (2017), ao adicionarem 2,5 mM de PUT obtiveram
alongamento de brotos, e ao contabilizarem as PAs observaram aumento do contetdo
enddgeno de PUT apo0s o tratamento dos brotos com 2,5 mM de PUT em comparacgdo ao
controle (0 mM). Assim, no presente estudo, o0 meio B8P100 apresentaram maior
comprimento de microbrotos quando comparado ao meio B8P1000.

Scherer et al. (2013), ao estudarem a induc¢éo de clusters nodulares e multiplicacao
de abacaxi em biorreatores, quantificaram o conteudo enddgeno de poliaminas nos CNs e
observaram que a auséncia de PUT nos tecidos causou um decréscimo em clusters nodulares,
e relataram que o acumulo de poliaminas endégenas no estagio inicial da morfogénese,
resulta na intensa atividade metabdlica celular, além do mais, o contedo enddgeno de
putrescina na planta passa por osmoregulacdo mais fina e influéncia nessa atividade.

Para outros autores, as PAs sdo conhecidas por regular a organogénese em plantas
(BIONDI et al., 2022). Deste modo, 0s nossos resultados indicam que as PAs regulam as
CNs. Os efeitos dos niveis de PUT exdgenos e enddgenos estdo relacionados a morfogénese
de brotos in vitro em algumas espécies, como em Arabidopsis thaliana (TASSONI et al.,
2000), Colocasia esculenta (FRANCISCO et al., 2008), Cariniana legalis (LERIN et al.,
2019), Citrus limon (PEREZ-JIMENEZ et al., 2022) e Dalbergia Nigra (PESSANHA et al.,
2022).

NOs observamos que, nos eventos morfoanatdmicos em segmentos foliares
inoculados em meios de cultura B8P0, B8P100 e B8P1000 foram responsivos a partir dos 7
DAI, compreendendo desde o intumescimento da base do explante até a formacdo de
microbrotos, com presenca de meristemoides e intensa divisdo celular. Os nédulos
apresentaram cor amarelo-esverdeada, levemente oxidado de aspecto compactos e dispostos
em forma aglomerada. Os eventos morfoldgicos descritos sao similares aos observados em
Ananas comosus (SCHERER et al., 2013), porém, estes autores observaram em combinagdes
de reguladores de crescimento diferentes do que nos trabalhamos.

Na inducdo de folhas de V. reitzii houve a formagdo de protrusbes amarelo-
esverdeadas na regido basal das folhas (RECH FILHO et al., 2005). Na mesma espécie, 0s
nodulos apresentaram cor amarela esverdeados, aspecto friavel ou levemente compacta
dispostos de forma aglomerada, quanto ao padrdo anatdmico os autores observaram células
semelhantes ao estagio inicial da embriogénese, no entanto, ao longo da diferenciagéo esta
a formacéo de eixos unipolares (DAL VESCO; GUERRA, 2010).
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Corredor-Prado et al. (2015), ao induzirem CNs em folhas de V. reitzii
(Bromeliaceae) e realizarem estudos histologicos, observaram aos 14 dias do cultivo in vitro
seccdes com formacao de algumas regides mais densas pela proliferacéo de células na base
do explante, e aos 28 dias observaram células com nucleo e vacuolo aparente, tais respostas
indicam células com feicbes meristematicas que podem estar relacionadas a posterior
formacgéo de eixo unipolar; resultado semelhantes obtido em segmentos foliares cultivados
em meio B8P100 no presente estudo.

No nosso estudo, os CNs apresentam rota morfogenética intermediaria entre a
organogénese e a embriogénese somatica, pois 0s primeiros eventos na morfogénese em CNs
sdo semelhantes ao estagio inicial da embriogénese, no entanto, ao longo da diferenciacéo,
essa rota apresenta formacéo de eixos unipolares diferente da embriogénese que possui eixo
bipolar, semelhante a Dal Vesco e Guerra (2010). Souza et al. (2016), por meio do estudo
da morfo-histodiferenciagdo em segmentos nodais de Billbergia alfonsi-joannis
(Bromeliaceae) obtiveram policentros, regeneragédo a partir de eixos unipolares durante o
desenvolvimento e formacdo de nddulos secundarios a partir de nodulos pré-existentes,
afirmaram ainda que os estudos desta natureza servem para comprovar que os clusters
nodulares diferem de outros processos de propagagao in vitro.

Portanto, a partir desse trabalho podemos estudar de maneira inédita uma nova via
morfogenética para 0 abacaxi ‘Turiagu’, que futuramente podera contribuir para a produgédo
em larga escala de plantas. No entanto, estudos futuros devem ser realizados, a fim de
aprimorar a conversao de brotos e determinar conteddo enddgeno as poliaminas, a fim de

investigar seu papel quando combinadas com outros reguladores.
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5. Concluséo

O meio de cultura MS com adicéo de 4 uM de ANA, 8 uM de BAP e 100 uM de
PUT (B8P100) de fato foi crucial para a inducdo de CNs a partir de segmentos foliares de
abacaxizeiro ‘Turiagu’. O meio B8P100 promoveu alta inducdo de CNs e formacédo de
microbrotos, e a partir dos estudos anatdmicos, formacdo de meristemoides, o que indica a
competéncia para formacdo de microbrotos por esta via morfogenética. Ainda, tais
informacdes poderdo auxiliar na elucidacéo e entendimento da inducdo e regeneragdo nesta
rota morfogenética (CNs) e beneficiara a producdo eficiente de mudas de abacaxizeiro
‘Turiagu’. Ainda permanecem lacunas em nosso conhecimento sobre as PAs, desse modo
investigacOes futuras serdo necessarias ndo apenas sobre o conteddo endogeno de
poliaminas, mais estudos bioquimicos sobre metabolismo das PAs, além da caracterizacao
molecular e expressao dos genes envolvidos em clusters nodulares, esses resultados servirdo

para elucidar o papel das PAs em clusters nodulares.
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No presente trabalho constatou-se que a indugdo das clusters nodulares em
segmentos foliares de abacaxizeiro ‘Turiagu’ Ocorreu apenas nos meios com presenca de
auxina, citocinina e putrescina combinadas no meio de cultivo, com destague ao meio de
cultura o meio com 4 uM de ANA, 8 uM de BAP e 100 uM de PUT (B8P100) teve melhores
respostas quanto a inducdo de CNs, formagdo, comprimento e nimero de folhas de
microbrotos. A caracterizacdo morfoanatdmica foi essencial para mostrar que no meio
B8P100 os segmentos foliares apresentaram formacdo de nodulos volumosos por toda a
base, com coloracdo verde escura e significativa oxidacdo, parte da base da folha, com
aglomerado de microbrotos e a anatomia dos clusters nodulares mostrou formagdo de
meristemoides nestes meios.

E possivel considerar que este trabalho contribuira para geracdo de conhecimento
sobre estd nova via morfogenética em abacaxizeiro cv. ‘Turiagu’ e tais descobertas
permitirdo elucidar o entendimento sobre a inducéo e regeneracao nesta rota morfogenética
(CNs) e beneficiara a producéo eficiente de mudas de abacaxizeiro cv. ‘Turiagu’. Estudos
bioquimicos sobre metabolismo das PAs, caracterizacdo molecular e expressdo dos genes

envolvidos em CNs servirdo para elucidar o papel das PAs nesta via morfogenética.



