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RESUMO GERAL

O abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus) € uma espécie que possui varios
entraves para sua producdo, tais como demorado ciclo da cultura, baixa
producdo de mudas via fase propagativa, desuniformidade no florescimento
natural e aparecimento de doengas como a fusariose. Assim, 0 uso da técnica de
propagacao in vitro se torna importante para producdo de fontes vegetais em
larga escala e com melhor qualidade fitossanitaria. Porém, essas plantas devem
passar por um processo de adaptacdo ao meio externo (aclimatizacdo) para
conseguirem sobreviver quando levadas para campo. O objetivo do primeiro
trabalho foi determinar se as plantas ndo aclimatizadas conseguem sobreviver
em condicBes hidropbnicas e campo e comparar essas com as plantas
aclimatizadas em cultivo hidropénico e campo. Neste trabalho, verificou-se que
plantas ndo aclimatizadas conseguem sobreviver e se desenvolver em condi¢do
hidropbnica, mas ndo conseguem em campo, as plantas em condicdo
hidroponica ndo diferem do desenvolvimento de parte aérea das plantas em
campo, mas possuem crescimento radicular superior. O uso de mudas melhores
pode gerar plantas com potencial para se desenvolverem e florescerem mais
rapido, apesar de que o processo de florescimento no abacaxi, assim como em
outras espécies, ainda ndo é bem compreendido. Assim, o objetivo do segundo
trabalho foi investigar a porcentagem de florescimento e atuacdo de genes
relacionados a inducdo do florescimento como os genes da rota de producdo do
etileno ACACS2 e AcACO1, além do gene integrador do florescimento AcFT,
sob influéncia de 1-MCP (inibidor de acéo do etileno) e Ethrel® (estimulador do
florescimento) e seu efeito combinado um ap6s 12 h da aplicacdo do outro.
Nesse experimento, observou-se que o uso do 1-MCP, quando aplicado s6,
estimula o florescimento e, quando usado apds o Ethrel®, atrasa o florescimento,
mas nao diminui a porcentagem de florescimento. O gene que foi
diferencialmente expresso na folha de abacaxi até 24 h dos tratamentos em
relacdo ao controle foi o ACACOL1.

Palavras-chave: Mudas. Inducéo Floral. Inibicéo Floral.



GENERAL ABSTRACT

The production of pineapple (Ananas comosus var. comosus) presents many
obstacles, such as delayed culture cycle, low seedling production via propagative
phase, non-uniformity in its natural flowering and the emergence of diseases,
such as fusariosis. Thus, the in vitro propagation technique gains importance for
large-scale production of plant sources with better phytosanitary quality.
However, these plants must undergo an adaptation process (acclimatization) in
order to survive when taken to the field. The objective of the first paper was to
determine if non-acclimatized plants can survive under hydroponic and field
conditions, and to compare these to acclimatized plants in hydroponic and field
cultivation. We verified that non-acclimatized plants can develop under
hydroponic conditions, but not under field conditions; and that the development
of the aerial part of plants under hydroponic conditions does not differ from that
of plants in the field, but present superior root support. The use of better
seedlings can generate plants with potential for quicker development and
flowering, despite little understanding of the flowering process of pineapples as
well as in other species. Therefore, the second work aimed at investigating the
percentage of flowering, performance of genes related to the induction to
flowering, such as genes from the ethylene production route, ACACS2 and
AcACO1, as well as the flowering integrating gene AcFT, under the influence of
1-MCP (inhibitor for ethylene performance) and Ethrel® (flowering stimulator),
as well as its combined effect over 12 hours of the application of the other. In
this experiment, the use of 1-MCP, when applied alone, stimulated flowering
and, when used after the Ethrel®, flowering was delayed. However, this does not
decrease the percentage of flowering. The AcCACO1 gene was little expressed in
the pineapple leaf up to 24 hours after treatments when compared to the control.

Keywords: Seedlings. Flowering induction. Flowering inhibition.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

O abacaxizeiro (Ananas comosus var. comosus) é uma planta tropical
monocotiledénea, herbacea e perene, da familia Bromeliaceae, que sempre se
destacou na fruticultura tropical. Gragas as caracteristicas de seu fruto apreciado
em todo o mundo, o abacaxi é cultivado em mais de 60 paises e a sua
rentabilidade apresenta grande demanda e importancia econémica.

A propagacdo vegetativa do abacaxi é realizada através de mudas ou da
producéo de plantulas a partir da brotacdo de gemas contidas nos pedacos de talo
ou haste da planta mde. No entanto, esses tipos de propagulos podem ocasionar
problemas como diferente tempo de florescimento para cada tipo de propagulo,
lentiddo no processo de propagacdo de mudas, baixo nimero de brotacGes de
gemas, requerer intensa utilizacdo de médo de obra e, nem sempre, gera materiais
de qualidade.

A propagacao in vitro é uma técnica de cultura de tecidos bem-sucedida
uma vez que propicia vantagens sobre 0s métodos convencionais de propagacao,
permitindo a obtencdo em curto espaco de tempo, em qualquer época do ano, de
um grande numero de plantas de boa qualidade fitossanitaria e autenticidade
varietal. No entanto o estabelecimento de mudas obtidas por esse processo
requer que as mesmas passem por periodo de aclimatizacdo que consiste em
retirar a plantula da condicdo in vitro e transferi-la para casa de vegetacéo, tendo
por objetivo superar as dificuldades que as plantulas obtidas por cultura de
tecidos enfrentam quando ha passagem de um estado heterotréfico para outro
autotréfico que envolve a competéncia de diversos mecanismos fisiolégicos e
ainda a exposicao ao ataque de microrganismos eventualmente patogénicos.

O uso de mudas mais uniformes e de boa qualidade pode beneficiar o

florescimento, sendo que esse estadio fenoldgico no abacaxizeiro, quando ocorre
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de maneira natural, se apresenta desuniforme. A passagem do estadio vegetativo
para o de floracdo é de suma importancia para as plantas de abacaxizeiro, uma
vez que resulta na producdo de frutos, que € a atividade fim ou objetivo maior da
exploragdo econdmica das fruteiras. A desuniformidade neste processo causa
dificuldades relacionadas aos tratos culturais e promove colheita aleatdria,
contribuindo para o aumento no custo de producdo. Superar essas adversidades
consiste ainda, em distribuir a producdo durante alguns meses, em funcédo da
procura de frutos.

O florescimento do abacaxizeiro pode ser induzido naturalmente por
fatores endogenos e climaticos, ou artificialmente, com o uso de produtos
quimicos, em geral reguladores de crescimento vegetal. A indugdo artificial do
florescimento € mais vantajosa por haver maior eficiéncia no emprego dos
fatores de producao, inclusive uso racional da terra e concentracao da colheita.

Entre os estimulantes utilizados para induzir a floracdo do abacaxizeiro,
o0 ethephon (&cido 2-cloroetilfosfénico) é uma das substancias mais difundidas
entre os produtores para essa finalidade, principalmente o produto comercial
Ethrel®. Porém, seu uso ainda requer mais estudos visando ao entendimento dos
mecanismos envolvidos nesse processo.

O Ethrel® é uma substancia que libera o etileno quando em contato com
oxigénio e essa molécula para atuar na planta precisa se ligar a receptores
presentes nas células. Atuando como competidor, o0 1-MCP é uma substancia
sintética que atua competindo com o sitio de ligagdo dos receptores ao etileno,
fazendo com que a agao do etileno esteja retardada.

Por ser de uma planta que requer tratos culturais cuidadosos e frequentes
e apresentar alguns aspectos morfolégicos e fisioldgicos, cujo conhecimento
facilitaria 0 manejo da produgdo de mudas e o entendimento dos mecanismos de
seu florescimento, objetivou-se com a realizacdo deste trabalho, avaliar os

aspectos fisioldgicos relacionados & producdo de mudas de abacaxizeiro obtidas
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in vitro, com cultivo continuado em condicdo de campo e o cultivo em solugéo
hidroponica em casa de vegetacdo de plantas aclimatizadas e ndo aclimatizadas,
bem como, através da investigacdo de componentes moleculares, analisar a
inducéo do florescimento ao usar Ethrel® e 1-MCP sozinhos e combinados, um

aplicado ap6s 12 horas de aplicacdo do outro.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Importancia econdmica

O abacaxi é denominado rei dos frutos coloniais por possuir coroa e
grande aceitacdo comercial, é uma infrutescéncia cujo lugar de origem ¢é a
América do Sul e o Brasil € um dos principais centros de diversidade genética
(CRESTANI et al., 2010). Segundo 0 mesmo autor, a partir de trocas entre tribos
indigenas, o abacaxi oriundo da América do Sul chegou a América Central, onde
por meio das navegacg®es se propagou para ilhas ao longo do continente africano
até chegar a Asia e se disseminar pelo continente europeu.

Atualmente, o abacaxizeiro € uma cultura plantada em mais de 60 paises
(CUNHA, 2005), estando o continente Asiatico como o maior produtor de
abacaxi, com 43,9% da producdo mundial em 2014 enquanto o Brasil se
encontrava em segundo lugar com 10% da producdo (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2014), isso
equivale a producdo média de 2,5 Mt que faz com que o abacaxi seja uma fruta
tropical de destaque no pais, sendo essa producdo destinada ao mercado interno.
Dentro do pais, o Nordeste é a regido com a maior producédo, 36,4%, seguida
pela regido Norte com 31,2% (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2016).

Além de ser uma planta muito valorizada por seu fruto poder ser
consumido in natura, o abacaxi ainda pode ser utilizado na indUstria de bebidas
(MOREIRA; WANDERLEY; CRUZ-BARRO, 2006), na obtengdo de goma e
alcool etilico, na alimentacdo animal, ser consumida em sorvetes, sucos, doces,
picolés e refrescos, servir de produto para polpa, xarope, geleia, doce e vinho
além de seu valor ornamental (GRANADA; ZAMBIAZI; MENDONCA, 2004).
O abacaxi tem, também, grande importancia econdmica por absorver mao de

obra do meio rural, gerando emprego e renda (TEIXEIRA et al.,, 2001),
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principalmente em regides semiaridas, além de empregar pessoas nas industrias
de beneficiamento do fruto (SOUZA; SOUZA, 2000).

2.2 O abacaxizeiro — Aspectos Biol6gicos

O abacaxizeiro ¢ uma angiosperma monocotiledénea, herbacea e perene
que pode atingir 1,5 m de altura (FERREIRA et al., 2011), pertencente a familia
Bromeliaceae, que contém 56 géneros e 3.000 espécies (VERSIEUX; WENDT,
2007), género Ananas, espécie Ananas comosus var. comosus L. Merril, sendo
todas as cultivares comerciais pertencentes a esta espécie. As cultivares mais
amplamente difundidas no pais sdo a Pérola, seguida por Smooth Cayenne, Jupi
e MD-2. Ha ainda um aumento na producdo de hibridos resistentes a fusariose
como Imperial e Vitéria (CUNHA, 2007).

A planta possui uma haste grossa e curta de onde saem folhas estreitas e
rigidas, desse ponto também saem raizes adventicias que formam um sistema
radicular fasciculado que chega a 30 cm (ZAMPERLINI, 2010). As folhas do
abacaxi sdo classificadas de acordo com seu formato e posicdo, sendo
denominada da mais externa para interna como A, B, C, D, E e F, dentre elas, a
folha D é a mais importante do ponto de vista de analise, visto que ela é a mais
jovem dentro das adultas e metabolicamente mais ativa (REINHARDT, 2000).
Os frutos sdo pseudofrutos partenocarpicos formados por um aglomerado de
gomos em um eixo central com uma coroa de folhas no topo e polpa branca,
amarela ou laranja-avermelhada (SILVA; TASSARA, 2001), sendo esse tipo de
infrutescéncia chamada sorose (LOPES NETO et al., 2015). Além disso, essa
planta possui fruto caracterizado como ndo climatérico (DULL, 1971),
diferentemente dos frutos climatéricos que possuem alta respiragdo
(CHITARRA; CHITARRA, 1990).

O ciclo de vida do abacaxizeiro é dividido em trés fases: a primeira é a

fase vegetativa que vai do plantio a indugdo floral, correspondendo de 8 a 12
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meses, a segunda € a fase reprodutiva que vai da diferenciacdo floral a colheita
dos frutos e varia de acordo com a regido, durando em média de cinco a seis
meses, e a terceira, chamada de fase propagativa, que se relaciona a formacéao
das mudas, se inicia dentro da segunda fase e se estende ap6s ela, durando de 4 a
10 meses para obtencdo de mudas filhotes e de dois a seis meses para obtengéo
de mudas tipo rebentdo (REINHARDT, 2000; ZAMPERLINI, 2010).

Convencionalmente, o propagulo usado para o plantio de abacaxi advém
da fase propagativa e podem ser de trés tipos: rebentdo, filhote e coroa. O
rebentdo se desenvolve a partir de gemas inseridas no caule da planta, dentre as
mudas é aquela que produz frutos em menor tempo apds o plantio, em torno de
10 a 18 meses. Outro tipo, mas ndo muito comum de ser usada é a muda tipo
coroa, gue possui ciclo maior que a muda tipo rebentdo. Engquanto o filhote se
origina do pedinculo de um até dois anos ap6s o plantio (ZAMPERLINI, 2010).

Essa variacdo no ciclo de vida da planta, entre um ano e meio a trés
anos, ocorre naturalmente pois o ciclo da planta pode variar conforme a
quantidade de reservas armazenadas no material propagativo, pelo manejo, pelo
ambiente, dentre outros fatores (ALMEIDA et al., 2002; REINHARDT, 2000).

Assim, bons resultados na colheita, comecam na escolha dos propagulos
para serem usados no plantio, pois o uso de mudas de baixa qualidade pode
trazer problemas como baixo vigor ou contaminacdo por pragas e doencas
(TEIXEIRA et al., 2001).

2.3 A producédo de mudas in vitro e aclimatizagdo

Em relacdo a produgdo convencional de abacaxi, por meio de
propagulos advindos da fase propagativa do desenvolvimento do abacaxi, a
cultura in vitro se torna uma importante ferramenta por produzir em torno de
cinco mil plantas a partir de uma Unica muda (ZEPEDA; SAGAWA, 1981), por

outro lado, o tempo para obtengdo de mudas convencionalmente é grande, sendo
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preciso entre 15 a 20 meses para produzir oito mudas por planta,
aproximadamente (DEVI; MUJIB; KUNDU, 1997; MANICA et al., 1994). Para
formar plantulas em cultura de tecido, € necessario adicionar as gemas retiradas
de uma planta adulta reguladores de crescimento ao meio nutritivo usado,
principalmente auxinas e citocininas (BARBOZA; CALDAS; SOUZA, 2004;
DEWALD et al., 1988; GUERRA et al., 1999; MATHEWS; RANGAN, 1979).

A aclimatizacdo € o processo de transferir as plantulas do cultivo in vitro
para casa de vegetacdo para que essas se adaptem ao meio externo e diferente do
que elas possuiam na cultura de tecidos com alta umidade e nutricdo abundante.
Apesar de mudancgas serem necessarias, as folhas formadas durante a cultura de
tecidos, além de possuirem a funcdo de reserva de compostos organicos para a
planta, podem ter a funcdo de fotossintetizar até a formagdo de folhas novas
nesse ambiente externo ao tubo do cultivo in vitro (LA VINA et al., 1999).

As plantulas provenientes da cultura de tecido possuem dificuldade
guando expostas diretamente ao ambiente externo por ainda ndo conseguirem
coordenar a perda hidrica, pois quando in vitro, as plantulas possuem tecidos
diferentes ja que estdo submetidas a alta umidade do ar no ambiente interno do
frasco usado para cultivo e a baixa quantidade luminosa (FUCHIGAMI;
CHENG; SOELDNER, 1981; KHAN et al., 2003; PREECE; SUTTER, 1991),
outro fator agravante é o cultivo em recipientes vedados sem passagem para
trocas de gases que fazem as plantulas exibirem altas taxas transpiratorias (ZIV,
1995), pois nesse ambiente a abertura estomatica permanece por muito tempo
(PREECE; SUTTER, 1991), sendo necesséaria a aclimatizacdo dessas plantulas
ao meio externo em que as plantulas estardo sujeitas a perda de agua.

Para o abacaxi, as plantas passam para a aclimatizagdo quando se
encontram entre 4 e 7 cm (SILVA et al., 1998; SOUZA JUNIOR; BARBOZA:
SOUZA, 2001). Independente da maneira que sejam manejadas sob cultivo in

vitro, essas plantas s&o manejadas até alcangarem uma boa altura (25 cm) e bom
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peso (100 @) para serem cultivadas comercialmente (CAMPOS, 2013;
MOREIRA, 2001), sendo esse periodo em torno de 90 a 150 dias (BREGONCI,
2007; CATUNDA et al., 2008; SILVA et al., 1998; SOUZA JUNIOR;
BARBOZA; SOUZA, 2001).

Um aspecto importante da cultura de tecidos é a obtencdo de material
isento de doengas pois um dos entraves da producdo do abacaxi € a perda
causada por doencas como a fusariose, cujo agente patogénico é Fusarium
subglutinans, considerada a principal doenca na cultura (VENTURA; COSTA,
CAETANO, 2009).

2.4 Cultivo hidropdnico

Segundo Gomes (2013), o maior impedimento na producdo de frutas
esta na producdo de mudas de qualidade e em menor quantidade de tempo,
sendo o uso de técnica hidropdnica importante para essa producéao.

Hidroponia é uma técnica de cultivo sem solo, realizados em agua ou
substratos inertes, portanto, a nutricao é feita pelo uso de solu¢do com nutrientes
essenciais ao crescimento e desenvolvimento da cultura (MARTINEZ,
CLEMENTE, 2011).

Apesar do cultivo em &gua ser antigo, somente em 1930 é que foi
desenvolvido o sistema comercial da forma que foi projetado pela Universidade
da Califérnia, sendo somente em 1955, fundado um grupo especializado no
assunto, a Sociedade Internacional de Cultivo Sem Solo. Somente na década de
60 é que houve o uso comercial da técnica em plantacdo de tomate no Canada,
usando-se gotejamento em serragem (ALVES et al., 2015).

O cultivo hidropbnico possui como beneficios aumentar a eficacia no
uso da mao de obra, diminuir gastos com insumos agricolas e obter mudas em
menor tempo, por permitir aumento de adubacao nitrogenada, pelo ambiente ndo

apresentar agentes patogénicos e pelas plantas transplantadas ndo possuirem
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raizes danificadas (CAMANES et al., 2009; CHALFUN; FAQUIN, 2008).
Sendo assim, esse sistema tem sido testado em diversas plantas, seja florestal,
ornamental ou frutifera, como os trabalhos em roseiras (LOCARNO, 2011), pera
(SOUZA et al., 2015), citros (GOMES, 2013), uva (FERREIRA, 2013), goiaba
(PECHE, 2012) e péssego (MENDES, 2007).

Porém, a melhor composicdo de solucdo hidropénica depende da
cultura a ser desenvolvida nesse meio, pois cada espécie possui
necessidade nutricional diferente, além de depender de fatores como
idade da planta e cultivar (FURLANI, 1999), sendo necessarios estudos
de adubacdo para saber sua necessidade ao longo do tempo quando
cultivados em sistema hidropdnico, pois s6 h& estudos de resposta a
nutrientes com base em adubacdo do solo como o trabalho de Souza
(2012), porém, o modo de aplicacdo e localizacdo dos fertilizantes altera o
balanco nutricional e o desenvolvimento da cultura (GOMES, 2013).

Sabendo-se que o comeco do estadio vegetativo e da floracdo sdo
0s periodos de maior demanda nutricional (MALAVOLTA, 2006),
estudos sao fundamentais para se produzir mudas de qualidade elevada e
se obter boa produtividade.

Um sistema hidropénico recentemente desenvolvido por Chalfun e
Faquin (2008), que consiste em plantas em tubetes contendo substrato
inerte, em caixas rasas denominadas piscinas com solucdo nutritiva
mantida por uma caixa d’agua de 2.000 L que contém a solucéo. Esse
sistema tém mostrado bons resultados para algumas culturas como para
producdo de mudas de péssego e pera. Souza (2010) apresentou que as
mudas nesse sistema tiveram crescimento mais rapido. Peche (2012)

verificou em goiabeira resultado semelhante, com maior taxa em
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emergéncia e antecipacdo de 128 dias de formacdo de mudas. J& Gomes
(2013), trabalhando com citrus, verificou que o limoeiro “Cravo Santa
Cruz” e o hibrido TSKx(LCRxTR)-059 ndo apresentaram melhor
desenvolvimento quando semeados nessa condigdo, diferentemente das
tangerineiras que apresentaram melhor desenvolvimento quando
semeadas nessa condicdo, sendo o ponto de enxertia antecipado em 90

dias no sistema hidropénico comparado ao sistema convencional.

2.5 Metabolismo do abacaxizeiro

O abacaxi é uma planta que esta inserida no grupo do metabolismo acido
das crassulaceas ou metabolismo MAC, dentro desse metabolismo ainda, as
plantas podem ser classificadas em subtipos: plantas com enzima malica
dependente de NADH, plantas com enzima malica dependente de NADP e
plantas com enzima fosfoenolpiruvatocarboxiquinase (PEPCK), estando o
abacaxi incluido nesse ultimo grupo (ARAGON et al., 2012; WEISE; WIK;
SHARKEY, 2011).

Além disso, existe uma divergéncia sobre o metabolismo dessa planta,
sendo classificada como uma planta CAM facultativa, quando as plantas se
encontram em ambiente com menor radiacdo e temperatura, e com boa
disponibilidade hidrica elas se comportariam como C3 e quando sob
luminosidade excessiva, défice hidrico ou altas temperaturas que tornam a
absorcdo diurna do CO, menos favoravel, essas plantas passam a apresentar o
comportamento CAM (BORLAND et al., 1998; LUTTGE, 2004: TAYBI;
CUSHMAN; BORLAND, 2002; TING, 1985) ou CAM constitutiva, em que
mesmo em condicBes ideais de crescimento, essa bromélia expressaria o
metabolismo acido crassulaceo (MEDINA et al., 1994; SAYED, 2001).

Quando o mecanismo CAM esta sendo utilizado, o CO, é absorvido

durante a noite e utilizado na carboxilacdo do fosfoenolpiruvato (PEP) pela agao
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da enzima fosfoenolpiruvato -carboxilase (PEPcase), dando origem ao
oxalacetato (OAA) (CHOLLET; VIDAL; O’LEARY, 1996). Por acdo da
Aspartato aminotransferase, 0 OAA é convertido a aspartato, que é rapidamente
transportado para o vactolo, juntamente com fons H*, causando a acidificacdo
noturna tipica das plantas CAM. Durante o dia, ocorre a descarboxilacdo do
aspartato pela enzima PEPCK e a fixacdo do CO, pela enzima Ribulose
Bisfosfato Carboxilase Oxigenase (RUBISCO), reduzindo o teor desse acido nos
tecidos foliares (CUSHMAN; BOHNERT, 1999).

2.6 Florescimento natural do abacaxizeiro

O ciclo da cultura do abacaxi esta em torno de 12 a 30 meses, quando se
produz o fruto, sendo esse ciclo dividido em trés etapas: fase vegetativa, fase
reprodutiva e fase propagativa, destas, a fase reprodutiva € menos elastica,
independentemente de o florescimento ter sido originado naturalmente ou
artificialmente (CUNHA, 2009).

O florescimento pode acontecer de duas maneiras: natural, quando a
planta estd competente e é estimulada por fatores ambientais; e artificialmente
qguando ha uso de reguladores quimicos. Porém, independentemente do tipo de
florescimento, sdo produzidos hormdnios como auxina e etileno que vao atuar
como estimuladores do florescimento (BURG; BURG, 1966). A producdo de
etileno ocorre por meio de uma acgdo sequencial das enzimas ACCsintase e
ACCoxidase. No entanto, a floragdo natural do abacaxizeiro € um fenémeno que
apresenta uma série de inconvenientes, ndo se associando consistentemente com
um determinado fator climatico. A diferenciacdo natural do florescimento da-se,
via de regra, entre o final do outono e o inicio do inverno, no ano subsequente ao
do plantio, ainda que possa ocorrer em outras estacdes, a depender da regido.

Além disso, o florescimento natural muda anualmente, principalmente em areas
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de relevo mais acidentado e mais distante da linha do equador, variando a
porcentagem que acontece naturalmente entre 20 e 80% (CUNHA, 2009).

Para que ocorra o processo de florescimento naturalmente, é necessario
que que haja fatores ambientais estimulantes como menor comprimento do dia e
temperatura noturna baixa que crie uma diferenca térmica diaria, além de fatores
internos a planta como tamanho, grau de desenvolvimento fisiol6gico e nutricdo
propicios a indugdo, sendo ainda um outro componente para diferenciacao floral
quando as condicBes ambientais de temperatura e comprimento do dia séo
praticamente constantes, a seca (MALEZIEUX et al., 1994; RABIE; TUSTIN;
WESSON, 2000).

As condi¢es do meio ambiente que estimulam o florescimento estdo
relacionadas aquelas em que ha menor fotoperiodo, e menor temperatura
noturna, além da baixa luminosidade promovida pela presenca de nebulosidade
(GOWING, 1961; TEISSON, 1972). As exigéncias climaticas do abacaxizeiro
sdo caracterizadas por sua grande sensibilidade as geadas e radiacdo solar muito
intensa, sendo que temperaturas menores que 15 °C induzem o florescimento
(BARTHOLOMEW; MALEZIEUX, 1994).

2.7 Inducdo e inibicao artificial do florescimento em abacaxizeiro

A producdo de abacaxi brasileira tem como problema a sazonalidade,
gue concentra a oferta dessa infrutescéncia nos meses de novembro a janeiro,
ocasionando queda de pre¢co no mercado devido ao excesso de produto. Por
outro lado, entre fevereiro e abril, ha uma escassez de abacaxi no comércio que
leva ao aumento no seu preco (ANTUNES; ONO; SAMPAIO, 2008). Esse
desajuste de producdo se d& pelo fato da necessidade em antecipar o
florescimento do abacaxi para a condi¢do climatica mais favoravel, porém
formas de retardar o florescimento para ofertar essa fruta em épocas de preco

mais elevado seria uma vantagem para o produtor.
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Devido ao ciclo de vida longo e a desuniformidade no florescimento
natural da cultura que causa retardo e maior custo na colheita dos frutos fizeram
com que formas de uniformizar e acelerar o florescimento fossem estudas, sendo
a primeira substancia empregada para induzir o florescimento artificialmente
durante o século X1X, sendo somente na década de 20 descoberto que o etileno é
que era o responsavel pela floragdo (RODRIGUES, 1932).

Somente a partir de 1930 é que o etileno comegou a ser usado para
induzir o florescimento no abacaxi e a partir dessas descobertas, afirmou-se que
o etileno é o principal horménio responsavel pela floracdo dessa cultura, mas
ndo se sabe com precisdo como ele atua nos processos fisioldgicos de floracdo
natural do abacaxi e em outras bromelidceas (CUNHA, 2009). Trabalhos tém
sido realizados para entender a regulacéo de enzimas produtoras do etileno como
a ACC sintase que possui importante funcdo quando ocorrem baixas
temperaturas e ha maior producéo de etileno (TRUSOV; BOTELLA, 2006).

O Ethrel®, cujo principio ativo é o ethefon (acido 2-cloretilfosfonico), é
um estimulante do florescimento que se mantém estavel na forma acida, mas,
quando aplicado nos tecidos do &pice vegetativo, permite a evolugdo do
horménio vegetal gasoso etileno (BERNARDES, 1990), além de tornar esse
local mais responsivo a acdo de horménios como a auxina, porém nem sempre
apos a aplicacdo de etephon ha uma producdo uniforme no florescimento
(CUNHA 1989), pois fatores externos podem influenciar na atuacdo do produto
como periodos de alta temperatura, principalmente a noite (MIN;
BARTHOLOMEW, 1995; TURNBULL et al., 1999).

Sabe-se que o etileno é o principal horm6nio envolvido no florescimento
para a cultura, sendo assim, reguladores vegetais ou compostos quimicos que
interfiram na rota de producgdo desse composto tém sido estudados para retardar
o florescimento de plantas com meristemas competentes ao florescimento

durante os periodos de condigdo climatica favordvel ao florescimento natural da
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cultura, como o uso do AVG, inibidor da ACCsintase, que sendo aplicado 4-5
vezes na dose de 500 mg."* retardou o florescimento em sete semanas (WANG
et al., 2007). Outros inibidores também usados sdo: &cido 2-(3-clorofenoxi)
propidnico, paclobutrazol (ANTUNES; ONO; SAMPAIO, 2008), acido
giberélico, tebuconazol, cloreto de mepiquat e propaconazol (REINHARDT,;
CUNHA; COSTA, 2003). Outro inibidor usado em algumas culturas é o
herbicida Diquat que atua na inibicdo da atuacdo da enzima ACCoxidase que
atua na promogéo da formacéo de etileno (KIRST et al., 2011).

Um importante inibidor de acdo do etileno usado para partes vegetais
pos-colheita ¢ o 1-MCP, que atua competindo com o etileno pelo mesmo sitio
receptor, sendo sua afinidade ao receptor dez vezes maior que o etileno, por isso
sua eficiéncia é alta mesmo usando baixas concentra¢des (WATKINS; NOCK;
WHITAKER, 2000). Porém, a a¢do contra o etileno ndo é duradoura porque
novos sitios receptores sdo sintetizados, retomando a sensibilidade ao etileno
(PINHEIRO; VILAS BOAS; MESQUITA, 2005). Apesar de ser considerado
um inibidor de acdo do etileno em material vegetal pds-colheita, Lima (2015)
mostrou que ao ser aplicado em plantas de café, houve um estimulo ao

florescimento.
2.8 Genes envolvidos no florescimento do abacaxi

O florescimento é um estadio que depende de uma complexa rede de
interacdo entre fatores enddgenos e exdgenos a planta. Como fatores endogenos
se encontra o estado nutricional da planta, o balango hormonal, a idade e a
maturidade da planta. Enquanto para fatores exdgenos, para o abacaxi, 0S
principais sdo: fotoperiodo e temperatura (RAINHA et al., 2013).

Em A. thaliana, verifica-se que hd quatro rotas para o florescimento,
uma ¢é resultante da inducdo pelo fotoperiodo do gene regulado pelo ritmo

circadiano CONSTANS (CO), que com o aumento de CO, ocorre um aumento



30

na expressao do FLOWERING LOCUS T (FT) que culminara na expressdo do
gene LEAFY (LFY) indutor do florescimento. Duas outras rotas denominadas
auténoma e de vernalizagdo, na qual o florescimento é inibido pela agdo do gene
FLOWERING LOCUS C (FLC) e seu clado, que reprimem a agédo dos genes de
integracdo floral. Por ultimo, encontra-se a via da giberelina, indutora do
florescimento (KIM et al., 2009).

Dentro dos horménios importantes para o florescimento para o abacaxi,
o etileno é um dos principais, diferentemente de outras espécies, juntamente com
a giberelina. Sendo a aplicacdo exdgena de produtos liberadores de etileno
amplamente usado comercialmente para induzir o florescimento nessa cultura
(CUNHA, 2005).

Para a producdo de etileno, duas enzimas-chaves sdo necessarias:
ACCsintase e ACCoxidase, no qual a ACCsintase produzira &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) a partir de S-adenosil-metionina
(SAM) e a ACCoxidase converterda o ACC em etileno (POEL et al., 2012),
sendo assim, genes de producdo de ACCsintase e ACCoxidase sdo ativados para
poderem produzir essas proteinas e gerar etileno.

A ACCsintase € uma enzima decodificada por uma familia multigénica
gue esta presente no citosol e que requer um cofator para sua atuacdo. Ha
diversas isoformas dessa enzima em todos os vegetais, partilhando da mesma
funcdo como no tempo de florescimento, sendo essas reguladas tanto em nivel
transcricional como pds-transcricional. No abacaxi, ha dois genes homoélogos
responsaveis por sua origem, o AcACS1 expresso em frutos e em folhas
danificadas e o AcCACS2 cuja funcionalidade ja foi demonstrada no
florescimento ao ser silenciado, acarretando atraso no florescimento (TRUSQV;
BOTELLA, 2006; TSUCHISAKA et al., 2009).

O etileno em conjunto com fatores ambientais e outros hormonais,

desencadeara estimulo ou inibicdo de genes que atuardo na inducdo ao
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florescimento, sendo um gene importante para o processo o Flowering Locus T
(FT) (RAINHA et al., 2013). O FT € um integrador floral formado por um
conjunto de genes homologos que possuem expressao diferente em partes
vegetais diversas, sendo o ACFT expresso em polpa e ndo apresentando
expressao em folhas, além disso, verifica-se que o AcFT, quando expresso em
Arabidopsis thaliana transgénica, provoca a antecipagdo do florescimento (LV
et al., 2012). Entretanto, trabalhos mostram que o FT é normalmente gerado em
folhas, em que a proteina FT depois de formada é transportada atraves do floema
para o apice caulinar onde, através de fatores de transcricdo, aciona genes de
desenvolvimento floral (FOSTER et al.,, 2014; WICKLAND; HANZAWA,
2015).

Diferentemente do abacaxi, em A. thaliana, o florescimento é regulado
por uma complexa rede de feedback, no qual a ativacdo dos sinais do etileno
reduz niveis de giberelina, causando um acimulo de proteinas DELLA, por
conta disso, o florescimento € atrasado, ja que as proteinas DELLA causam uma
inibicdo dos indutores LFY e SOC1 (ACHARD et al., 2007).

Pela rota da giberelina, o florescimento é induzido por inibicdo da
proteina DELLA que inibe a producdo do fator de transcricio GAMYB,
responsavel pelo estimulo da atividade do gene LEAFY, potente indutor do
florescimento, assim como a proteina DELLA inibe a atuacdo do SOC1
(GOCAL et al., 2001). Outra forma de agdo sdo por meio dos microRNAs, como
0 mMiR159, que segmenta o gene GAMYB, assim como proteinas GAMYB
atuam, quando em grande quantidade, estimulando a atividade desses
microRNAs (ACHARD et al., 2004).

A partir de varios trabalhos, Rainha et al. (2013) criou possiveis
integracGes das rotas descritas anteriormente. Primeiramente, entre os fatores do
ambiente atuantes no florescimento estdo o fotoperiodo, no qual quando é

reduzido estimula o florescimento por incitar a expressdo do gene FT do
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abacaxi, e a baixa temperatura que atua inibindo o gene FC, repressor dos genes
de integracdo floral. Outra via de florescimento é a hormonal que se da pelo
estimulo ao florescimento promovido pelo etileno, sendo assim, o surgimento
desse horménio pode ser via endégena ou exdgena, aplicando-se auxina,

estimulador de sintese de etileno, ethephon e carbureto de calcio (FIGURAL).

Figura 1 - Esquema de vias propostas para o florescimento do abacaxi.
Componentes e interagdes que promovem o florescimento estdo em
azul e as que reprimem em vermelho.
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RESUMO

O abacaxi é uma planta bastante popular e cultivada no Brasil. A producdo desta
se da por meio da propagacdo assexuada de mudas como rebentdo, coroa,
filhote, filhote-rebentdo, seccionamento do caule e cultura de tecido. Uma das
maiores limitacGes para a producdo dessa espécie no Brasil é uma doenca,
conhecida como fusariose, responsavel por ocasionar grandes perdas para o
produtor. Uma das formas de contornar tal situacdo é o uso de material
proveniente da cultura de tecidos, que deve ser aclimatizado antes de ser
comercializado. O objetivo deste trabalho foi avaliar se as plantas ndo
aclimatizadas sobrevivem e desenvolvem em ambiente hidropénico e em campo,
bem como comparar o desenvolvimento dessas com plantas aclimatizadas nas
mesmas condigBes. Para isso, foram cultivadas vinte plantas aclimatizadas em
campo e vinte em condicdo hidropbnica, assim como vinte plantas nao
aclimatizadas em condicdo hidropbnica e vinte em campo. As variaveis
utilizadas foram: comprimento de altura e de raiz, largura da folha D, diametro
basal, teores de clorofila, aglcares sollveis totais, amido, aminoacidos e
guantidade de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K) e célcio (Ca) em folhas,
massa seca de raiz e parte aérea, contagem do numero de folhas, bem como
determinacdo de area foliar e fotossintese. Verificou-se que as plantas ndo
aclimatizadas conseguiram sobreviver e se desenvolver somente no ambiente de
cultivo hidroponico, as plantas sob hidroponia apresentaram melhor qualidade
nutricional (N,P,K) e crescimento radicular, mas pior teor de calcio. As plantas
aclimatizadas ndo diferiram estatisticamente nas variaveis relacionadas a parte
aérea em diferentes condicdes de cultivo e apresentaram resultado superior as
plantas ndo aclimatizadas em hidroponia. As plantas aclimatizadas em
hidroponia apresentaram maior crescimento radicular que as plantas
aclimatizadas em campo.

Palavras-chave: Hidroponia. Campo. Plantas ndo aclimatizadas. Plantas
aclimatizadas.
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ABSTRACT

Pineapple is a very common plant cultivated in Brazil. The production of this
occurs by asexual propagation of seedlings such as ground sucker, crown, slip,
aerial sucker, sectioning of stem and tissue culture. One of the main constraints
for the production of this species in Brazil is a disease, called fusariose,
responsible for causing large losses the farmers. One way to improving the
situation is the use of tissue culture material, which must be acclimatized before
being marketed. The purpose of this work was to evaluate if the non-
acclimatized plants survive and develop in hydroponic and field conditions, as
well as to compare their development with acclimatized plants under the same
conditions. For this, twenty acclimatized plants were grown in the field and
twenty in hydroponic condition, as well twenty non-acclimatized plants in
hydroponic condition and twenty in the field. The parameters investigates were:
shoot and root length, width of D leaf, basal diameter, chlorophyll content, total
soluble sugars, starch, amino acids, nitrogen (N), phosphorous (P), potassium
(K) and calcium (Ca) amount in leaves, dry root and shoot weight, number of
leaves, determination of leaf area and photosynthesis. It was verified that the
non-acclimatized plants were able to survive and develop only in the hydroponic
cultivation condition, plants under hydroponic treatment presented the better
nutritional (N,P,K) quality and root growth, but a lower calcium level.
Acclimatized plants didn’t differ statistically in the variables related to the shoot
in different cultivation conditions and they presented superior results to plants
non-acclimatized in hydroponic. The acclimatized plants in hydroponics showed
higher root growth than the acclimatized plants in the fields.

Keywords: Hydroponics. Field. Non-acclimatized plants. Acclimatized plants.
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1 INTRODUCAO

O abacaxizeiro é uma das fruteiras tropicais mais cultivadas no Brasil,
além de ser uma excelente fonte de renda tanto pela comercializagdo do fruto in
natura como pela sua industrializagdo. Segundo a Food and Agriculture
Organization of the United Nations (2015), dentre as frutas tropicais no Brasil, a
de maior destaque € o abacaxi pelo seu volume produzido, estando a producao
meédia na Ultima década em 2,5 Mt. No entanto, sucesso da cultura do abacaxi
depende, entre outros fatores, da qualidade da muda utilizada pelos agricultores.

A planta de abacaxi pode ser propagada de varios modos,
principalmente pelas formas assexuadas, apesar de haver também propagacéao
por sementes, mas s6 é usada com fins de melhoramento genético. Quanto as
formas de producdo de mudas, estas podem ser obtidas através do caule
seccionado, por mudas convencionais e por cultura de tecido (REINHARDT;
CUNHA, 1999). Este ultimo apresenta vantagens em relacdo aos demais pelo
alto vigor e uniformidade; auséncia de pragas e doencas; mudas enraizadas e
prontas para serem cultivadas no campo; disponibilidade de acordo com a
demanda em termos de época e local de plantio, fatores que sdo de grande
importancia para o sistema produtivo, devido a produ¢do de mudas com elevada
qualidade e quantidade, além de ser livre de patdégenos (GUERRA et al., 1999).
Porém, esse tipo de planta possui preco mais elevado devido aos custos para sua
producdo, fazendo com que ndo seja muito usada comercialmente (TEIXEIRA
et al., 2001; SILVA; TARSITANO; BOLIANI, 2005), por isso, é necessario
uma maior quantidade de pesquisas de plantas micropropagadas e sua
aclimatizagdo para reduzir os custos de produgao.

Neste sentido, um dos desafios, é a sobrevivéncia e o crescimento de
plantas micropropagadas, apds sua remocdo do meio de cultivo in vitro. Como
as plantas na cultura de tecido ficam sob umidade elevada do ar e ndo possuem

contato com micro-organismos, quando sdo levadas para ambiente externo ao
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cultivo in vitro, ndo conseguem sobreviver ou possuem baixo crescimento,
sendo preciso passar por aclimatizagdo, processo que demanda maior quantidade
de tempo em relagdo as mudas convencionais (LAKSO et al., 1986). Uma vez
que, na fase de aclimatizacdo, as plantas provenientes da cultura de tecido sdo
transferidas para ambientes com umidade relativa do ar mais baixa e temperatura
varidvel, para que possam ser conduzidas em um substrato diferente e consigam
sobreviver e desenvolver em campo (SILVA et al., 1995).

Diante do exposto, objetivou-se com a realizagdo deste trabalho, avaliar
os aspectos fisiologicos relacionados a producdo de mudas de abacaxizeiro
obtidas in vitro, com cultivo continuado em condi¢do ndo protegida e o cultivo
em solugdo hidropbnica em casa de vegetacdo de plantas aclimatizadas e ndo

aclimatizadas.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local, Periodo Experimental e Material VVegetal

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras/MG,
sendo a parte hidropénica instalada na casa de vegetacdo do departamento de
solos e a parte de campo foi instalado na area experimental do setor de fisiologia
vegetal.

O material utilizado foi obtido de explantes cultivados in vitro a partir
do meristema vegetativo de mudas de abacaxi (Ananas comosus L. Merril) da
cultivar Pérola tipo filhote, procedentes de Monte Alegre/MG. Para a cultura dos
tecidos meristematicos, foram utilizados frascos de vidro de 350 mL com tampa
de plastico contendo filtro para trocas gasosas. O meio de cultura utilizado foi o
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado 0,5 mg/L de BAP, 0,25
mg/L de ANA (acido naftalenoacético Sigma®) e posteriormente 0,05 pM de
ANA com a finalidade de fortalecer o enraizamento.

O processo de aclimatizacdo iniciou-se em 23/06/2016 quando as
plantas mediam entre 5 e 6 cm, sendo transferidos para bandeja de polietileno de
162 células com substrato inerte tipo vermiculita. Posteriormente, as plantas
foram conduzidas para a casa de vegetacdo com 70% de sombreamento por 30
dias, permanecendo por igual periodo a 50% e 20% de sombreamento,
totalizando trés meses sem uso de nutrientes, pois durante os trés primeiros
meses ap6s o plantio, as plantas sdo pouco exigentes em nutrientes por
possuirem reserva e poucas raizes (MANICA, 1999). Em 22/08/2016, o
experimento foi instalado com plantas aclimatizadas e as ndo aclimatizadas
transplantadas para diferentes condi¢des de cultivo que consistiram em campo e
cultivo hidropénico.

Para a condicdo de campo, as plantas aclimatizadas e ndo aclimatizadas

foram colocadas em vasos de polietileno com capacidade para 8 litros contendo
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terra e areia na proporcdo de 1:1. As analises dos nutrientes da mistura estdo
apresentadas na Tabela 1. As adubacbes de plantio e de cobertura foram
realizadas conforme Faquin, Vale e Furtini Neto (2010), adicionando-se por
planta 2,67 g (NH3),SO,; 8,99 g Superfosfatotriplo; 1,02 g KCI; 2,11 ¢
MgS0,.7H,0; 0,12 g FeSO,. 7H,0; 0,03 g H3BO3; 0,04 g CuSO,. 5H,0; 0,09 g
MnSQO,4.H,0; enquanto que para adubacdo de cobertura foi adicionado, por
planta, 2,67 g (NH3),SO, e 1,02 g KCI. As plantas foram regadas diariamente no
final da tarde (17h e 18h), com a finalidade de favorecer a captura noturna de
CO..

Tabela 1 - Andlise dos nutrientes da mistura entre terra e areia lavada na
proporcédo 1:1 e utilizadas para o cultivo em ambiente ndo protegido

oH K P Ca Mg Al M.O.
mg/dm3 cmol/dm3 dag/kg
5,6 24 1,13 1,5 0,2 0,1 2,11

Fonte: Dados do Autor (2016)

Para o cultivo hidropbnico, as plantas aclimatizadas e os explantes
foram colocados em tubetes de polietileno com capacidade para 250 mL,
contendo substrato inerte do tipo vermiculita fina, e submersos em caixas rasas
de fibra (piscina), ligadas a um reservatorio de dgua com capacidade para 2.000
L de solugdo nutritiva. O pH da solugdo foi mantido em torno de 5,5, e a
Condutividade Elétrica (CE) mantida em 1,5 mS/cm (CHALFUN; FAQUIN,
2008).

O experimento foi mantido por 113 dias, sendo as plantas conduzidas
para o laboratorio de fisiologia molecular de plantas para particdo e realizacéo
de medidas destrutivas. A folha D foi retirada, pesada e armazenada a -80 °C

para determinacdo de clorofila. Enquanto o restante da folha foi pesado e seco
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para determinacdo de componentes bioquimicos no laboratério de nutricdo e
metabolismo de plantas.

2.2 Tratamentos e Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido com 0s seguintes tratamentos: Plantas
aclimatizadas em campo, plantas ndo aclimatizadas em campo, plantas
aclimatizadas em hidroponia e plantas ndo aclimatizadas em hidroponia. Sendo
cada tratamento composto por 20 repeticbes bioldgicas em delineamento
inteiramente casualizado em campo e em hidroponia.

Para a analise fotossintética, utilizou-se somente as plantas
aclimatizadas para comparacdo dos ambientes. Foram usadas cinco plantas
aleatdrias para a medicdo por meio do aparelho Infra Red Gas Analyzer, sendo

fixado o fluxo para 500 umol/s e a radiacdo em 800 pmol m?s™

. Enquanto para
as analises bioguimicas e medidas de crescimento e desenvolvimento foram
usadas as 20 repeticGes bioldgicas.

Todos os dados obtidos na realizacdo deste trabalho foram analisados
pelo software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2014) através de andlise de
variancia e regressdo para os dados distribuidos no tempo. As médias foram
comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05)

regressdo linear.
2.3 Analises Realizadas

Em ambas as condi¢cBes de cultivo, foram instalados medidores de
temperatura e umidade do modelo Datalogger HT-500, cujos valores obtidos

durante o periodo experimental estdo apresentados nas Figura 1 e Figura 2.
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Figura 1 - Valores para umidade relativa do ar e temperatura obtidos em campo,
durante o periodo experimental.
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Figura 2 - Valores para umidade relativa do ar e temperatura obtidos em casa de
vegetacdo, durante o periodo experimental.
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Apos 55 dias de transplantio, foram realizadas entre 7h e 8h as medicdes
das taxas fotossintéticas com o auxilio do analisador portatil de trocas gasosas
infravermelho — IRGA (Licor modelo Li-6400XT). As medidas fotossintéticas
foram feitas na folha D.

Foram realizadas medicOes de altura, didmetro da folha D e didmetro
basal, com auxilio de paquimetro digital, e 0 namero de folhas aos 0, 55, 85, 99
e 113 dias apos o transplantio (DAT). Aos 113 DAT, as plantas foram coletadas,
medidas e particionadas em folhas e raiz, sendo posteriormente secas em estufa
com circulagdo forcada de ar a 65 °C durante 72 horas. No mesmo periodo,
foram coletados 10 discos de 1 cm de didmetro de amostras de folhas, que foram
posteriormente pesados para a quantificacdo indireta de area foliar, que foi
calculada pelo método do disco.

Para as analises bioguimicas foram utilizadas a folha D, que foi
imediatamente armazenada a -80 °C até o dia das analises. As demais folhas,
foram secas em estufa e moidas para quantificacdo de nutrientes, aminoacidos,
acucares sollveis totais e amido.

Para a medi¢cdo dos teores de clorofila a e b, e de carotenoides, foi
macerado 0,1 g do material previamente congelado em 5 mL de acetona 80%. O
volume final foi completado para 10 mL, sendo realizadas as leituras
espectrofotométricas a 645 e 663 nm e, para os teores de carotenoides, foram
realizadas leituras a 445 nm, conforme metodologia de Lichtenthaler e
Buschmann (2001).

Os carboidratos foram extraidos da massa seca de folhas pela
homogeneizacdo de 200 mg de massa seca em 5 mL de tampdo fosfato de
potéssio, 100 mM, pH 7,0, seguido de banho-maria por 30 minutos a 40 °C. O
homogenato foi centrifugado a 5.000 g por 10 minutos, 20 coletando-se o
sobrenadante. O processo foi repetido por duas vezes e 0s sobrenadantes,

combinados. Para extragdo do amido, o pellet foi, novamente, ressuspendido
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com 8 mL do tampéo acetato de potassio 200 mM, pH 4,8. Em seguida foram
adicionadas 16 unidades da enzima amiloglucosidase, incubando-se em banho-
maria a 40 °C por duas horas. Ap6s a centrifugacdo a 5.000 g por 20 minutos, o
sobrenadante foi coletado e o volume completado para 15 mL. Para a
quantificacdo do amido, sacarose e acgucares sollveis totais foi utilizado o
método da Antrona (DISCHE, 1962).

Para a quantificacdo de aminoacidos, adotou-se 0 procedimento
proposto por Cocking e Yemm (1955). Para tal, foi colocado 1 mL do mesmo
extrato para quantificar aglcares, adequadamente diluido com agua ou do padrédo
glicina (0-200 nmol), em tubos de ensaio e adicionado 0,5 mL de tampado citrato
0,2 M pH 5,0, 0,2 mL do reativo de ninhidrina 5 % em metilcelosolve (éter
monometilico de etilenoglicol), mais 1 mL de KCN 2 % (v/v) em metil-
celosolve, sendo a solucdo de KCN preparada em agua, a partir de uma solugédo
0,01 M de KCN. Os tubos de ensaio foram cobertos e colocados em banho-
maria a 100 °C por 20 minutos. Em seguida, aos tubos foram acrescentados 1,3
mL de etanol 60% (v/v) e submetidos a agitacdo. Apds 5 min, a absorbancia do

padrdo, das amostras e do extrato foram medidas a 570 nm.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de pertencerem a uma mesma espécie, as plantas se adaptam
morfologica e fisiologicamente de formas diferentes quando em diferentes
condi¢des ambientais (LARCHER, 2000). Experimentos foram realizados com
plantas ainda in vitro sob conceito de aclimatizagdo almejando obter plantas
mais bem adaptadas para as condigdes ambientais como diminuindo a umidade
do ar onde estdo os explantes, aumentando a radiacdo e variando a temperatura
no ambiente em que esses explantes se encontram (ALBERT, 2004; CALVETE
et al., 2002; KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999).

Neste trabalho, verificou-se que as plantas que passaram por processo de
aclimatizagdo possivelmente tiveram seu desenvolvimento favorecido por ja
haverem, na ocasido, superado as adversidades impostas pela transferéncia do
cultivo in vitro. Além disso, as plantas ndo aclimatizadas ndo sobreviveram
guando estavam submetidas a condicdo de campo, apresentando as plantas em
dois dias ap06s o plantio manchas despigmentadas conforme Figura 5-B. Uma
possibilidade para as plantas ndo aclimatizadas em campo ndo sobreviverem é
que essas plantas ainda ndo possuem estratégias de regulacdo transpiratoria,, e
no ambiente de campo, a irrigacdo era realizada uma vez ao dia, enquanto na
condicdo hidropbnica havia maior quantidade de agua disponivel para essas
plantas. Outra possivel explicacdo é a radiacdo maior no campo que na casa de
vegetacdo, sendo quantificada pelo o IRGA aos 55 dias, entre 7 e 8 horas da

—2 Sfl

manha no campo em média 743,7 pumol m , enquanto na casa de vegetagao

era 586,9 umol m? st

, 0 que pode ter causado o branqueamento devido aos
danos por fotoinibigdo e foto-oxidagao.

Em relacdo a altura, pode-se observar na Figura 3 que as plantas
aclimatizadas e transplantadas para hidroponia ndo diferiram estatisticamente
das plantas cultivadas em condi¢do de campo aos 113 dias apds transplantio,

sendo a partir de 85 dias apds o transplantio que as plantas em campo
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apresentaram taxa de crescimento superior as plantas aclimatizadas em
hidroponia, sendo uma possivel causa a deficiéncia de célcio nas plantas em
hidroponia (TABELA 2), pois deficiéncias nutricionais afetam mais a parte
aérea que a raiz (MARSCHENER, 1995), ou também o estresse causado por alta
temperatura devido ao uso do plastico transparente na estufa que fez com que a
temperatura nesse ambiente chegasse a temperaturas acima de 40 °C ao meio-dia
(FIGURA 3), além disso, quando plantas crescem em ambiente com elevada
temperatura pode favorecer a deficiéncia de calcio (NAPIER; COMBRINK,

2005).

Figura 3 - Altura de plantulas de abacaxi aclimatizadas transplantadas para
campo, aclimatizadas transplantadas para hidroponia (hidroc) e nédo
aclimatizadas transplantadas para hidroponia (hidros) ao longo dos
dias avaliados.

y hidros = 5,3785¢0955%

25 - 2=0,8381
v hidroc = 5,4507¢%00%8=
20 - R2=0,7456
- ycampo = 4,8411000%6x a
é 15 r R2=10,8434 a
£ a a
=210 L b
= b a . b b
a b
5
0 L 1 L 1 1 ]
0 20 40 60 80 100 120
Dias apos Transplantio
campo hidroc hidros
Exponencial (campo) Exponencial (hidroc) Exponencial (hidros)

*Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos
através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05).
Fonte: Dados da Autora (2016)
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Tabela 2 - Teores dos macronutrientes: Nitrogénio (N), Fosforo (P), Potassio (K)
e Calcio (Ca) quantificados na folha D, em plantas de abacaxizeiro
submetidos a diferentes condic6es de cultivo.

N p K Ca
Tratamento
g/kg
Hidroc 30,3 1,9 26,3 2,5
Campo 20 2,4 23,0 7,6
Hidros 31,0 43 26,9 3,6

Fonte: Dados da Autora (2016)

As plantas que foram transferidas para hidroponia sem passar por
aclimatizacdo apresentaram medidas inferiores em relacdo as demais, o que pode
ter sido por ainda terem que se adaptar a esse ambiente.

Sabendo-se que a altura ideal para comercializacdo de mudas de abacaxi
é 25 cm (CAMPQOS, 2013), através das equagOes de regressdo mostradas na
Figura 3, prevé-se que para alcancar esse comprimento de parte aérea, as plantas
de abacaxi em condi¢cdo ndo protegida precisem de 167 dias, enquanto as plantas
aclimatizadas em hidroponia, 207 dias, e as plantas ndo aclimatizadas em
hidroponia sdo aquelas que apresentam maior tempo para alcancar a altura
desejada com 304 dias.

Quanto ao numero de folhas, percebeu-se que as plantas em condicao
hidroponica (aclimatizadas e ndo aclimatizadas) cultivadas em casa de
vegetacdo, possuiram maior incremento em folhas ao longo do tempo, que
plantas em campo (Figura 4 e Figura 5 F, G e H). O investimento em niimero de
folhas pode estar relacionado primeiramente com a condic¢do hidropdnica, uma
vez que nessa condicdo, o suprimento de agua e a aquisicdo de nutrientes ndo
sdo fatores limitantes. Além disso, dentro da casa de vegetacdo, houve uma
menor densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos quando

comparadas as plantas que foram expostas a condi¢do de campo, sendo assim, o
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investimento em estruturas especializadas a realizarem fotossintese pode estar
relacionado & adaptacdo para superar a limitacdo da disponibilidade de luz.
Nota-se também que as plantas ndo aclimatizadas em condi¢do
hidropdnica apresentou decréscimo até os 60 DAT na quantidade de folhas para
posterior incremento, como pode ser visto na Figura 4 e Figura 5(A, D) sendo a
perda devido aos danos a estrutura fotossintética foliar, apresentando manchas

foliares, mas com posterior recuperacao através de crescimento de folhas novas.

Figura 4 - Contagem do numero de folhas de plantulas de abacaxizeiro
aclimatizadas transplantadas para a condi¢do ndo protegida (campo),
aclimatizadas transplantadas para hidroponia (hidroc) e ndo
aclimatizadas transplantadas para hidroponia (hidros) ao longo dos
dias avaliados.
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*Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre 0s
tratamentos através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05)
Fonte: Dados da Autora (2016)
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Figura 5 - Plantas de abacaxi sob as diferentes condi¢des de cultivo.

Legenda: A- Plantas aclimatizadas e ndo aclimatizadas recém transplantadas no
hidroponia; B- plantas ndo aclimatizadas recém transplantas no campo; C- plantas
aclimatizadas recém transplantadas no campo; D- Plantas aclimatizadas e néo
aclimatizadas aos 77 DAT na hidroponia; E- Plantas aclimatizadas aos 77 DAT no
campo; F- Vista superior de plantas ndo aclimatizadas em condi¢do hidropbnica aos
113DAT; G- Vista superior de plantas aclimatizadas em condi¢do hidrop6nica aos
113DAT; H- Vista superior de plantas aclimatizadas em campo aos 113DAT; |- Vista
lateral de plantas ndo aclimatizadas em condicdo hidropdnica aos 113DAT; J- Vista
lateral de plantas aclimatizadas em condicdo hidropdnica aos 113DAT; K- Vista lateral
de plantas aclimatizadas em campo aos 113DAT
Fonte: Dados da Autora (2016)
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Em relacdo as medidas de largura da folha D e de didametro basal, notou-
se que ndo houve diferenca estatistica entre as plantas aclimatizadas (TABELA
3) em diferentes condices e elas foram superiores as plantas sem aclimatizacéo.

Tabela 3 - Medidas de largura da folha D, diametro basal, comprimento da raiz,
area foliar, massa seca foliar e massa seca radicular de plantas
aclimatizadas em condicdo de campo, aclimatizadas em condicdo de
hidroponia (HidroC) e ndo aclimatizadas em condig¢éo de hidroponia
(HidroS) aos 113 dias ap06s o transplantio.

Largura Diametro Comprimento Area Massa Seca  Massa Seca

Tratamento FolhaD  Basal Raiz Foliar Foliar Radicular
.......................... CMeereeeeeeesereenienee AM2 e G
Campo 26a 15a 10,1c 19a 121a 0,38b
HidroC 2,7a 15a 19,1a 18a 1,28 a 0,51a
HidroS 23b 11b 14,7b 1.2b 0,64b 0,24c
Ccv 14,3 141 24,6 33,0 33 35,0

Fonte: Dados da Autora (2016)

*Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos
através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05)

Para massa seca foliar e area foliar, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos campo e HidroC, sendo esses
tratamentos superiores ao tratamento HidroS. Essa auséncia de diferenca entre as
plantas aclimatizadas pode ser devido a diferentes formas de adaptacdo ao meio,
em que as plantas aclimatizadas em hidroponia priorizaram o aumento em
namero de folhas e as plantas em campo aumentaram o crescimento em altura
conforme a Figura 3 e 4.

No que diz respeito ao comprimento das raizes, as plantas aclimatizadas
e com cultivo hidropbnico apresentaram medidas estatisticamente superiores,
bem como maior peso seco para este 6rgao, como mostrado na Tabela 3. Talvez,
0 maior crescimento radicular em condigdes hidrop6nicas tenha sido devido ao

uso do substrato que gera menor impedimento mecanico que o solo ao
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crescimento radicular (EPSTEIN; BLOOM, 2006), sendo a uniformidade e
quantidade de raizes uma caracteristica importante para a producdo de mudas
por estas serem responsaveis pela absor¢do de agua e nutrientes, além de dar
sustentacdo as plantas (NHUT; HUONG; KHIEM, 2004).

O meio em que a planta se desenvolve é importante, pois nele as plantas
possuem adaptacdo a quantidade de radiacdo para acertar seu aparelho
fotossintético, de modo que ela consiga ser eficiente em relacdo a luz. Essa
adaptacdo é observada pelo crescimento da planta (ENGEL; POGGIANI, 1991)
apresentando os vegetais desenvolvidos sob abundante radiacdo estrutura e
composicdo quimica proprias para diminuir a radiagdo que chega ao cloroplasto
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Para isso, as folhas alteram sua morfologia e
composicado, adaptativamente, respondendo a luz do meio. Sendo assim, além de
influenciar a fotossintese, a quantidade de luz disponivel também influencia a
concentracdo de pigmentos fotossintéticos, como foi verificada neste trabalho.

As maiores taxas fotossintéticas foram observadas para as plantas
aclimatizadas e cultivadas em campo, como pode ser observado na Tabela 4. A
radiacdo solar é um limitante para a fotossintese quando outros fatores ndo sejam
limitantes (BLACK; ONG, 2000; RAWSON, 1993). Assim, caso tenha &gua e
nutrientes em abundancia, o incremento em biomassa possui como fator

limitante a luminosidade que chega a parte aérea (BLACK; ONG, 2000).
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Tabela 4 - Teor de clorofila a e b, carotenoides, acicar soltvel total, amido,
aminoacido e fotossintese de plantas aclimatizadas e transplantadas
para a condicdo de campo, aclimatizadas e transplantadas para
hidroponia (HidroC) e ndo aclimatizadas transplantadas para
hidroponia (HidroS)

Clorofila a Clorofila b Carotendides Acucar Soluvel Total Amido Aminoacido Fotossintese

Tratamento " 5
.................... HEMI ™ e e ol gMEF- 1 pmolm™s
Campo 39a 1.8 a 1.9a 54,7 a 10,2 a 263 b 6.6
HidroC 24b 1.6 ab 1.0b 37,6 b 7.0b 47.1a 1.3
HidroS 2.6b 1.2b 1.6 ab 29.5b 5.5b 43,1a -
cv 16.8 22,7 32,6 30,4 30.4 27.5 26.3

Fonte: Dados da Autora (2016)

*Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos
através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (P<0,05)

As plantas cultivadas em campo apresentaram maiores valores de
clorofila a, b e carotenoides (TABELA 4). A clorofila a é o pigmento utilizado
para realizar a fotoquimica, ou seja, 0 primeiro estagio do processo
fotossintético, enquanto os demais pigmentos auxiliam na absorcao de luz e na
transferéncia da energia radiante para os centros de reacdo, sendo assim
chamados de pigmentos acessérios (STREIT et al., 2005). Neste caso, as médias
obtidas para os teores de pigmentos para o cultivo ndo protegido, esta de acordo
com as maiores taxas de fotossintese obtidas para essa condi¢do (TABELA 4),
um fator a ser levado em consideracdo € a menor guantidade de clorofila em
plantas sob cultivo hidropdnico que pode ser causada pela deficiéncia em calcio,
pois sob deficiéncia de célcio ocorre perda de clorofila (NAPIER; COMBRINK,
2005).

Assim como para massa seca da folha e fotossintese, os teores de
acucares soluveis totais e amido foram significativamente superiores para as
plantas em campo (TABELA 4), isso pode ser devido a quantidade de nutrientes
(TABELA 2) ser inversamente proporcional a quantidade de carboidratos
produzidos (EPSTEIN; BLOOM, 2006).
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O produto final da fotossintese é o carboidrato, composto importante
para uso no metabolismo geral, composicdo de novas moléculas organicas que
podem servir para formar compostos metabolicos ou estruturais, caso a sintese
seja maior que 0 consumo, 0s carbonos podem ser armazenados como amido
(DELUCIA et al., 1985) para servir de estoque de energia (TAIZ; ZEIGER,
2013).

Em relacdo aos niveis de aminoacidos, verificou-se que as plantas
mantidas em cultivo hidropdnico apresentaram maiores teores desses compostos
(TABELA 4), o que esta de acordo com o maior teor de nitrogénio verificado
para essa condi¢do de cultivo (TABELA 2). A disponibilidade de nutrientes na
solucdo hidrop6nica, especialmente o nitrogénio, provavelmente contribuiu para
sua maior absorcdo pelas raizes e consequentemente sua reducdo de aminoacidos
que podem ser transportados para os drenos da planta. Porém, ha relato também
que teores de aminoacidos elevados indicam estresse nutricional (COMETTI et
al., 2004), e foi observada baixa concentracdo de calcio nas plantas nessa
condicdo (TABELA 2).
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4 CONCLUSAO

A condigdo hidroponica permitiu a sobrevivéncia de plantulas néo
aclimatizadas e seu desenvolvimento.

As plantas aclimatizadas ndo possuiram diferenca em relagdo ao
incremento de parte aérea quando em diferentes condicdes e as plantas em
hidroponia apresentaram resultado superior em relagdo ao incremento radicular

das plantas em campo.
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RESUMO

O florescimento é o processo mais importante comercialmente para muitas
culturas, inclusive do abacaxi, uma vez que o produto final é o fruto. Porém,
essa espécie apresenta grande entrave quanto ao florescimento natural, ja que é
muito variavel, sendo necessario 0 uso de substancias indutoras do
florescimento, como as estimuladoras de sintese de etileno ou que se
decomponha nesse regulador vegetal. Outro fator importante que também deve
ser levado em consideracdo é a sazonalidade da producdo devido ao uso de
indutor de florescimento que concentra a producdo durante os meses mais
favoraveis para o crescimento do fruto, tornando-se necessario o uso de
inibidores do florescimento como substancias que inibam a acéo do etileno para
melhor escalonar a produgdo, como por exemplo, 0 1-MCP. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o florescimento a partir do uso de 1-MCP (inibidor de acdo
do etileno), Ethrel® e suas combinacBes com a aplicacdo de um apés 12h de
aplicacdo do outro, bem como na sua influéncia nos genes ACACO1, ACACS2 e
AcFT. O delineamento usado foi inteiramente casualizado, constituido de cinco
tratamentos: Controle, 1-MCP, Ethrel®, 1-MCP+Ethrel® e Ethrel®+1-MCP, nos
quais foram realizadas coletas da folha D das trés repeticdes bioldgicas para
cada tratamento por horario de coleta para determinacdo de diferenca na
expressdo relativa de genes as Oh, 6h, 12h e 24h de aplicacdo dos tratamentos.
Foi observado que o 1-MCP, quando aplicado sozinho, estimulou a porcentagem
de florescimento em relacdo ao controle. Para os genes, foi constatado que
somente o gene ACACOL1 apesentou diferenca de expressdo, para os tratamentos
Ethrel® e 1-MCP+Ethrel®, essa diferenca ja foi detectada a partir das 6h de
aplicacdo do produto, enquanto gque para o 1-MCP, houve somente um pico as
12h de aplicacdo do produto. Os genes ACACS2 e AcCFT ndo apresentaram
diferenca de expressdo ao longo das horas apos aplicacdo e em relacdo ao
controle.

Palavras-chave: 1-MCP. Ethrel®. Expressdo Génica.
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ABSTRACT

Flowering is the most commercially important process for many crops, including
pineapple, because the final product is the fruit. However, this species presents a
big problem with natural flowering, considering that it is very variable, it has
been necessary the use substances that induce flowering, like the compounds
that stimulate ethylene synthesis or decompose itself in this plant regulator.
Another important factor that should also be taken in consideration is the
production seasonality due to the use of flowering inducer that concentrates the
production during more favorable months for fruit development, making the use
of inhibitors of the flowering necessary, like the substances that inhibit the
action of ethylene to better dispatch the production, such as 1-MCP. The purpose
of this work was to evaluate the flowering when it was applied 1-MCP (ethylene
action inhibitor), Ethrel® and its combinations with the application of one after
12h of application of the other, as well as its influence on the AcCACO1, AcACS2
and AcFT genes. A completely randomized design was used, consisting of five
treatments: Control, 1-MCP, Ethrel®, 1-MCP + Ethrel®, Ethrel® + 1-MCP, the
leaf D of three biological replicates for each treatment per harvest time were
collected to determine the relative expression of genes at Oh, 6h, 12h and 24h of
application of the products. It was observed that 1-MCP, when applied alone,
stimulated the percentage of flowering in relation to control, dif. For the genes, it
was verified that only the ACACOL1 gene showed difference in expression.
Ethrel® and 1-MCP+ Ethrel® treatments showed difference since 6h after the
product application and 1-MCP treatment had just one peak at 12h after the
application of the product. The ACACS2 and AcFT genes didn’t show any
difference in expression among the hours after application of products and their
in relation to the control.

Keywords: 1-MCP. Ethrel®. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

O florescimento é uma das principais etapas durante o desenvolvimento
das plantas, pois para as plantas é o periodo de reproducdo e para 0os humanos de
comercializagdo. Para o abacaxi, assim como outras frutiferas, o florescimento é
importante por ser a etapa que gerara os frutos, produto final do cultivo do
abacaxizeiro.

O florescimento é resultante de varios fatores e processos integrados
dentro da planta e advindo da relacdo dela com o ambiente, pois as plantas
tendem a se reproduzir quando estdo competentes e em épocas gque sejam mais
adequadas para sua multiplicacdo, sendo os principais fatores ambientais para o
abacaxizeiro o fotoperiodismo, o termoperiodismo e o balan¢o hidrico
(CUNHA, 2005).

O abacaxizeiro é uma planta que possui florescimento desuniforme
variando de 20 a 80% dependente do ano, isso porque, além de depender do
ambiente, ha influéncia da idade e do tamanho da planta. Essa desuniformidade
resulta em gastos excessivos com tratos culturais, fazendo com que sejam
necessarias técnicas para uniformizar esse processo, um deles jA muito usado
comercialmente é a aplicacdo de produtos quimicos estimuladores ou produtores
de etileno como o etephon, etileno, 4acido a-naftaleno acético, &cido
indolbutirico, carbureto de célcio e acetileno (CUNHA, 2005; MANICA et al.,
1994).

Por outro lado, devido ao uso de estimuladores artificiais do
florescimento, esse processo fica concentrado em poucos meses e acarreta em
producdo sazonal de frutos no Brasil. Sendo assim, estudos feitos com
substancias retardadoras de florescimento, como o uso de 1-MCP (inibidor de
acdo do etileno), séo realizados para uniformizar a producdo ao longo do ano

usando substancias retardadoras em conjunto com substancias estimuladoras do
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florescimento, para que o fruto possa ser comercializado em épocas de baixa
producdo (KIRST et al., 2011),.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi de avaliar o florescimento e a
resposta de genes relacionados a inducdo do florescimento apds aplicacdo de
Ethrel®, 1-MCP ou combinacéo desses dois.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local, Periodo Experimental e Material VVegetal

O trabalho foi realizado na &rea experimental do setor de Fisiologia
Vegetal da UFLA, no municipio de Lavras. A planta estudada foi abacaxi
cultivar Pérola, sendo as mudas usadas tipo filhote, procedentes de Monte
Alegre/MG. Essas mudas foram tratadas com inseticida Actara 250 WG e
fungicida Cercobin 700, colocando-se as mudas em caixas plasticas de verdura
perfurada, imergindo 15 cm na solugdo, mantendo por 5 min, sendo deixadas ao
ar livre para secar e depois plantadas em vasos de polietileno de 8 litros com

mistura 2 terra: 1 areia, sendo a terra analisada conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Analise dos nutrientes da mistura entre terra e areia lavada na
proporc¢do 2:1 e utilizadas para o cultivo em ambiente ndo protegido.

oH K P Ca Mg Al M.O.
mg/dm3 cmol/dm3 dag/kg
5,6 24 1,13 1,5 0,2 0,1 2,11

Fonte: Dados da Autora (2016)

As plantas foram adubadas em plantio com superfosfato triplo na
quantidade de 3 g por planta, sendo feita adubacdo de cobertura a cada 2 meses
com 20g de (NH,),SO, e 5,172 g de KCI por planta. As plantas eram molhadas
diariamente no fim da tarde, entre as 16h e 17h.

Com sete meses de plantio, as plantas foram levadas para a casa de
vegetacdo do setor de Fisiologia Vegetal da UFLA, para ficar duas semanas sem
irrigagdo, antes de adicionar o produto do tratamento, j& que o produto pode

sofrer diluicdo quando as plantas estdo molhadas, perdendo sua eficiéncia.
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Apo6s seis dias da aplicacdo do produto, as plantas envasadas foram
retiradas da casa de vegetacdo e levadas para o ambiente desprotegido

permanecendo ai até o fim do experimento.
2.2 Tratamentos e Delineamento Experimental

O experimento foi delineado inteiramente casualizado, com trés
repeticBes bioldgicas para cada horario de coleta em cada tratamento (FIGURA
1).

Figura 1 - Esquema de composigéo dos tratamentos.
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Fonte: Dados da Autora (2016)
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Na casa de vegetacdo, as plantas receberam 50 mL das solu¢Bes no
centro da roseta foliar conforme os tratamentos: Controle, aplicou-se somente
agua; Ethrel®, usou-se Ethrel 720 na dose de 500 mg/l com ureia e hidroxido de
calcio; 1-MCP, adicionou-se Harvista na concentracdo de 50 mg do i.a./L com o
adjuvante Break thru a 0,035% v/v. ApGs 12 horas, parte das plantas que tinham
recebido 1-MCP, receberam Ethrel®, bem como as parte das plantas que
receberam Ethrel®, depois de 12h receberam 1-MCP (TABELA 2).
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Tabela 2 - Tratamentos e horas de coleta de folha apds aplicacdo dos produtos.

Hora de coleta ap0s aplicagdo do produto

Tratamentos

0Oh 6h 12h 24h

Controle 7h 13h 15h 7h
Ethrel 7h 13h 19h 7h
1-MCP 7h 13h 15h 7h
Ethrel+1-MCP 19h 1h 7h 19h
1-MCP+Ethrel 19h 1h 7h 19h

Fonte: Dados da Autora (2016)

2.3 Andlises Realizadas

Apobs seis dias, as plantas envasadas foram retiradas da casa de
vegetacdo e levadas para o ambiente desprotegido e 42 dias depois, comegou-se
a observar as plantas e anotar quantas plantas floresceram ao longo do tempo,
qguando aparecia no centro da roseta um ponto branco era indicativo do
florescimento (FIGURA 2).

Figura 2 - Indicativo de florescimento em abacaxi.

g

Fonte: Dados da Autora (2016)
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Conforme os tratamentos descritos anteriormente, retirou-se a folha D de
cada planta nos horarios de coleta indicados anteriormente apés a aplicacdo do
produto. Logo ap6s a retirada da folha D, as folhas foram lavadas com agua
destiladas, secas com papel toalha e cortadas a parte basal e branca com bisturi e
armazenada em tubo falcon de 15 mL, mantendo em N, liquido. Usou-se
somente a parte basal e branca da folha por ser a parte mais metabolicamente
ativa para fazer extracdo de RNA.

O material coletado foi macerado com N, liquido em graal com pistilo e
armazenado em eppendorf de 2 mL e armazenado a -80 °C para depois ser
extraido o RNA pelo protocolo de macroextracdo CTAB. Depois, esse material
foi transferido para tubos falcon de 50 mL com 3 mL de material e adicionado
15 mL de tampdo de extracdo composto por CTAB a 2%, NaCla 2 M, EDTA a
25 mM, TrisHCI a 100 mM e PVP 2%, e 300 ul de B-mercaptoetanol, dando
vortex por 1 min em seguida. Depois, os tubos foram levados ao banho-maria
por 65 °C por 20 minutos. Sendo adicionado 15 mL de cloroférmio e
homogeneizado por 1min e centrifugado por 10min a 11.000 rpm e 4 °C.
Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para novos tubos falcon de 50 mL
com mais 15 mL de cloroférmio, sendo o material homogeneizado por 1 min e
centrifugado da mesma maneira que o anterior. O sobrenadante retirado é
colocado em novos tubos falcon de 50 mL com cloreto de litio a 12 M para
concentragdo final de 2,5 M e deixado os tubos a -20 °C para precipitar o
material genético por overnight, sendo centrifugado entdo por 30min a 13.200
rom a 4 °C. O sobrenadante coletado é entdo descartado e o pellet
homogeneizado com 1 mL de cloreto de litio a 2,5M e transferido para
eppendorf de 1,5 mL. O eppendorf com a solugdo é centrifugado a 13.200 rpm, 4
°C por 15min. Apos, descartou-se o sobrenadante e se lavou o pellet com etanol

70% e centrifugar por 10min a 11.000 rpm e 4 °C. Finalmente, o sobrenadante
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foi descartado e seco o pellet para depois ser suspendido com agua miliQ
autoclavada e armazenado a -80 °C.

A qualidade e quantidade de RNA nas amostras foram medidas pelo
espectrofotdmetro Nanovue® (NanoVue GE Healthcare) com 1,5 pl de aliquota,
sendo observadas as relagdes Anzozeo € Azsozso, COnsideradas boas quando entre
1,8 e 2,2. Enquanto que para a integridade do RNA, as amostras foram
aliquotadas em gel de agarose a 1% com 2 pl de corante Gel Red Nucleic Acid
Gel Stain e visualizado por meio do fotodocumentador UV-transilluminator
(UVITEC FireReader XS D-77Ls-20).

A seguir, o RNA extraido tem que ser purificado pela eliminacdo de
DNA residual, para isso, pés-se em tubos de 0,5 mL, 5 pl de RNA e completado
com 22 ul de 4gua livre de RNAse. Para cada amostra, adicionou-se 2,5 ul de
Buffer e 0,5 ul de DNAse, misturando levemente os componentes do tubo.
Incubou-se os tubos a 37 °C por 30min para atuacdo enzimatica. Sendo a enzima
inativada depois com a adicdo de 2,5 pl de DNAse Inactivation Reagent,
misturando bem e incubando a temperatura ambiente por 5 min e centrifugando
a 10.000 g por 1,5 minutos. 18 pl foram transferidos para novos tubos de 0,2 mL
e estocados a -80 °C. Apds o procedimento, o material foi medido a qualidade e
guantidade como descrito anteriormente por meio do espectrofotbmetro
NanoVue e gel de agarose a 1%.

As amostras tratadas foram aliquotadas para 1 pg de RNA,
completando-se o volume para 10 pl de agua livre de RNAse. Foi adicionado a
esse material, 2 pl de 10x Reverse Transcriptase Buffer, 2 ul de 10x RT random
primer, 0,8 pul de mix de dNTP, 1 pl de MultiScribe™ Reverse Transcriptase e
4,2 pl de agua livre de RNAse e DNAse. Logo apés, as amostras foram
homogeneizadas e levadas ao termociclador para passar por ciclos de
temperatura para producdo de cDNA (25 °C por 10min, 37 °C por 120min e
85 °C por 5min).
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Por fim, a expressao dos genes foi analisado por meio da técnica de RT-
gPCR, sendo os genes analisados 0 ACACS2, AcACOl e AcFT. Para o
processo, recolheu-se 1,5 pul de cDNA, 0,3 pl de cada primer, cuja sequéncia
esta apresentada na Tabela 3, segundo o gene estudado, 7,5 ul de SYBR® Green
e 5,4 ul de agua livre de RNAse. Para cada tratamento e cada horéario de coleta,
foram usadas trés repeticdes bioldgicas e trés replicatas técnicas, sendo os tubos
de polipropileno de 0,1 mL depois levados para o termociclador Rotor-Gene Q
Real-Time PCR da Qiagen para passar por ciclos de temperatura: 95 °C por
5min seguido por ciclos de 95 °C por 5s e 60 °C por 10s e por fim resfriando a 4
°C.

Tabela 3 - Sequéncia dos genes utilizados no processo de analise de expressao

Gene Sequéncia
ACT-FW 5 GCCAGGTCATCACCATTGG 3’
ACT-RV 5 TGAATACCCGCAGCTTCCA 3°

GADPH-FW| 5 TCTCCATCTCCATTTTCGTCTCA 3’
GAPDH-RV| 5> ATCCCGATCTTAATCTTCCCCAT 3’
FT-FW 5" CGCGATTTTGCCGAGCT 3’
FT-RV 5S’CCGGACTCTCTCTGGCAATTAA 3
ACO1-FW 5’ CTGGGAGAGCACCTTCTTCGT3
ACO1-RV | STTCCTTCATCACGTTCCTGTAGTGG3’
ACS2-FW 5> ACGAGTTATACGGCGCAATCA 3°
ACS2-FW 5’ TCGCAGTTCGGGTCCTCTT 3°
Fonte: Dados da Autora (2016)

A andlise de expressdo relativa foi calculada pelo método AACT de
acordo com Pfaffl (2001), usando-se como genes de referéncia Actina e
GAPDH.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando-se o florescimento do abacaxi ao longo do tempo ap6s a
aplicacdo dos produtos, verifica-se que a aplicacdo de Ethrel® estimulou o
florescimento em mais de 90%, independentemente da aplicagdo conjunta com o
inibidor de acdo do etileno, 1-MCP. Para a aplicacdo de 1-MCP, verificou-se
que, diferentemente do esperado, houve um estimulo no florescimento em
relacdo ao controle, mas ndo chegando a 50% de florescimento. Enquanto que
quando ele foi aplicado ap6s a aplicacdo de Ethrel®, houve atraso da indugéo de
florescimento em relacéo aos tratamentos s6 com a aplicacdo de Ethrel® ou com

sua aplicacdo apds a aplicacdo do inibidor, conforme Figura 3.

Figura 3 - Porcentagem de florescimento sob diferentes tratamentos ao longo do
tempo apos aplicacdo do produto.
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Fonte: Dados da Autora (2016)
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Esse estudo mostra que o Ethrel 720® atua na promogdo do
florescimento antecipando e uniformizando o florescimento, mesmo quando se
aplica o 1-MCP 12 horas apds o uso do estimulante, havendo ai somente um
atraso no florescimento, fato explicado pelo uso de 1-MCP apds 6 e 12 horas
atuar inibindo respostas a producdo do etileno, sendo somente a partir de 24
horas de aplicacdo da fonte de etileno € que ha sintese autocatalitica do etileno, e
a partir dai o uso do 1-MCP ndo tem mais efeito (GOLDING et al., 1998).

Além disso, verifica-se que quando aplicado Ethrel 720® e ele apds o
inibidor, esse ndo possuiu efeito inibitorio, pois entre 40 e 50 dias ap6s a
inducdo floral, mais de 80% das plantas haviam florescido, mesmo periodo
descrito por Cunha (2005), enquanto para o uso do 1-MCP e ele ap6s o Ethrel®,
esse periodo foi retardado, sendo s6 com a adi¢do do 1-MCP a porcentagem do
florescimento ndo atingiu 50%.

Quando o 1-MCP é aplicado ap6s o Ethrel®, h& um retardo no
florescimento, ndo afetando a porcentagem de florescimento, sendo uma
possivel explicacdo a sintese de novos receptores que retomam a sensibilidade
ao etileno (PINHEIRO; VILAS BOAS; MESQUITA, 2005), e a planta retoma
0s niveis de producéo de etileno.

Para 0 gene ACACS2, observou-se gque esse gene apresenta varia¢do ao
longo do dia, como observado pelo tratamento controle, sendo essa variacao
encontrada também por Espinosa et al. (2017) quando foi aplicado Ethrel® e
somente agua (tratamento controle).

Pode-se perceber que nenhum tratamento difere mais de duas vezes do
tratamento controle, o que indica que ndo houve diferenga entre os tratamentos
em relacdo ao controle ao longo das horas, como mostrado na Figura 4. Uma
possivel explicacdo é que o ACC pode estar conjugado em trés formas diferentes

que regulam os niveis de etileno, podendo estar presente como 1-malonil-ACC,
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v-glutamil-ACC e jasmonil-ACC (POEL; STRAETEN, 2014), sendo assim, 0s
niveis de ACC j& presentes sdo suficientes para atividade da ACC oxidase.

Figura 4 - Expresséo relativa do gene ACS2 sob diferentes tratamentos ao longo

de 24h.
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Fonte: Dados da Autora (2016)

Para o0 gene ACOL1, conforme visto na Figura 5, pode-se observar que,
para o tratamento controle, a expressdo foi baixa em todos os horarios, enquanto
que para o tratamento com Ethrel®, a expressdo desse gene foi elevada das 6h as
24h ap6s a aplicacdo do produto, como encontrado por Espinosa et al. (2017),

pois apds aplicacdo de etephon ha liberacdo de etileno enddgeno, sendo essa
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enzima necessaria para producdo do etileno (LI et al., 2016). Conforme outros
trabalhos, verifica-se que a resposta ao etileno é rapida apesar de ser necessario
4 a 6h para que o produto possa penetrar na planta (CUNHA, 2005).

Figura 5 - Expresséo relativa do gene ACOL1 sob diferentes tratamentos ao longo

de 24h
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Fonte: Dados da Autora (2016)

Para o tratamento com 1-MCP, a expressdo relativa ndo diferiu do
controle até as 12h apos a aplicacdo, sendo esse 0 Unico pico de expressédo, como
encontrado por Lima (2015) em café, no qual com o uso de 1-MCP, plantas de
café aumentaram a expressao de genes relativos a proteinas da rota do etileno,
como as oxidases do ACC.

Respostas controversas quanto ao 1-MCP tém sido detectadas por ser

esse um inibidor de acdo do etileno, mas possui diferentes respostas em
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diferentes espécies e partes vegetais, como em material poés-colheita como
estimulante ou retardante de periodo de prateleira (CIN et al., 2006; KU;
WILLIS; BEN-YEHOSHUA, 1999). A resposta do 1-MCP em relacdo ao
florescimento pode ser devido ao aumento da sensibilidade em resposta ao
etileno quando ha reducdo na quantidade de receptores de etileno (KEVANY et
al., 2007; LI et al., 2016). Porém, apds as 12 horas do pico de expressdo do 1-
MCP, a expressao relativa do gene ACOL tende a retomar os niveis anteriores.

Para o tratamento com Ethrel® anterior ao uso do 1-MCP, observa-se
que, desde o momento de coleta, o nivel de expressdo relativa foi alto, ja que
corresponde & 12h de aplicacdo de Ethrel®, apresentando reducéo com 12h de
aplicacdo de 1-MCP, retomando o aumento na expressao, sendo uma possivel
explicacdo para essa reducdo a neutralizacdo do etileno exdgeno aplicado
(PHILOSOPH-HADAS et al., 2005).

Para o tratamento de aplicacdo inversa ao anterior, observou-se que a
expressdo desse gene aumentou a partir das 6h ap6s a aplicacdo do Ethrel® como
mostrado em Figura 5.

Em relacdo a expressdo do gene FT, ndo foi verificada diferenca de
expressdo génica entre o controle e os tratamentos conforme Figura 6, sendo
uma possibilidade dessa baixa expressdo esse gene ndo ser expresso em folhas,
ja Liu e Fan (2016) detectaram trés genes FT para o abacaxi, e outros trabalhos
com FT mostram que essa familia génica é expressa diferentemente em tecidos
diversos. Além disso, o gene FT é um integrador floral de sinais que atuam
diferentemente de acordo com fatores internos e externos a planta como
fotoperiodo, temperatura, idade, horménios e compostos metabdlicos,
demorando para ser responsivo (FORNARA; MONTAIGU; COUPLAND,
2010).
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Figura 6 - Expresséo relativa do gene FT sob diferentes tratamentos ao longo de

24h.
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4 CONCLUSAO

O uso do Ethrel® s6 e ap6s o 1-MCP estimulou o florescimento em
relagdo ao controle, além de aumentar ap6s 6h de aplicacdo do produto a
expressdo relativa do gene ACACOL.

O 1-MCP estimulou o florescimento em comparagdo ao tratamento
controle, bem como estimulou a expressdo do gene ACACO1 as 12h ap6s a
aplicacdo do produto.

Quando foi aplicado o 1-MCP apés o Ethrel® houve atraso no
florescimento, mas ndo houve alteracdo na porcentagem de florescimento, além
de reduzir a expressdo do gene ACACOL1 as 12h de aplicacdo do produto.

Todos os tratamentos possuiram resultado diferencialmente expresso e
maior expressdo génica que o controle em relacdo ao gene ACACO1, mas ndo

tiveram resultados diferencialmente expressos para 0s genes ACACS2 e AcFT.
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