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MICROPROPAGAC,AO E CRIOPRESERVAQAO DE VARIEDADES
SILVESTRES DE ABACAXIZEIRO
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RESUMO

O abacaxizeiro € o representante mais importante da familia Bromeliaceae, que
conta com aproximadamente 58 géneros e 3352 espécies. O Brasil é um dos
maiores produtores de abacaxi do mundo. A cultura de tecidos revelou-se uma
estratégia apropriada para a producdo em larga escala de mudas de abacaxizeiro
e de diversas outras espécies, mas a maioria dos estudos existentes concentram-
se em cultivares de A. comosus var. comosus, ignorando o grande potencial
residente em acessos silvestres para utilizagdo ornamental, producéo de fibras e
fitoterapicos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a morfogénese e o
potencial propagativo de diferentes variedades botanicas de abacaxizeiro no seu
estabelecimento e micropropagacao in vitro e a possibilidade de se utlizar a
criopreservacdo como estratégia de conservacdo deste valioso germoplasma.
Caules e coroas de plantas de A. macrodontes e A. comosus com suas diversas
variedades botanicas foram utilizados como material de partida para o
estabelecimento in vitro. Foi acompanhada a multiplicacdo in vitro de diversas
variedades botanicas de A. comosus. A criopreservacao foi realizada com A.
comosus var. ananassoides, A. comosus var. bracteatus e A. comosus var.
erectifolius. Obteve-se a confirmacdo de que existe diferenca de aptidao
morfogenética entre diferentes secfes do caule do abacaxizeiro, de modo
independente da variedade botanica. A. comosus var. comosus, A. COmosus var.
bracteatus e A. comosus var. ananassoides demonstraram melhor aptiddo
morfogenética que os demais materiais estudados, demonstrando que o protocolo
utilizado foi bastante satisfatorio para essas variedades. A criopreservacao
proporcionou regeneracao média de cerca de 50 % para 0s acessos estudados,
criando a perspectiva de criagcdo de um criobanco como duplicata de conservacgao
de germoplasma de abacaxizeiro a longo prazo.

Palavras chave: acessos silvestres; banco de germoplasma; cultura de tecidos;

conservacao in vitro.



MICROPROPAGATION AND CRYOPRESERVATION OF WILD VARIETIES OF
PINEAPPLE

Hélder Lima Carvalho

Advisor: Dr2 Fernanda Vidigal Duarte Souza

Co-Advisor: Dr2 Maria Angélica Pereira de Carvalho Costa

ABSTRACT

The pineapple is the most important representative of the Bromeliaceae family,
which includes approximately 58 genera and 3352 species. Brazil is one of the
major producers of pineapples in the world. Tissue culture has proven to be an
appropriate strategy for large-scale production of pineapple plants and several
other species, but most studies focus on cultivars of A. comosus var. comosus,
ignoring the great potential resident in wild accessions for ornamental use, fiber
production and herbal medicine. This study aimed to evaluate the morphogenesis
and propagation potential of different botanical varieties of pineapple in its
establishment and in vitro micropropagation and the possibility of using
cryopreservation as a strategy for conservation of this valuable germplasm.
Crowns and stems of plants of A. comosus and A. macrodontes with its various
botanical varieties were used as the starting material for the in vitro establishment.
In vitro multiplication of several botanical varieties of A. comosus was followed.
Cryopreservation was performed with A. comosus var. ananassoides , A. comosus
var. bracteatus and A. comosus var. erectifolius. We obtained confirmation that
there is difference in morphogenetic fitness between different sections of the stem
of pineapple, independently of the botanical variety. A. comosus var. comosus, A.
comosus var. bracteatus and A. comosus var. ananassoides showed better
morphogenetic fitness than the other materials studied , demonstrating that the
protocol used was quite satisfactory for these varieties . Cryopreservation provided
a medium regeneration of about 50 % for the accessions, creating the prospect of
developing a criobank as duplicate of pineapple germplasm conservation for long

term.

Keywords: germplasm bank; wild accessions; tissue culture; in vitro conservation.



INTRODUCAO
A Cultura do Abacaxi

O abacaxizeiro [Ananas comosus (L.) Merrill] estd entre as frutas tropicais
mais consumidas no mundo e seu cultivo tem gerado emprego e renda (ARAUJO et
al., 2008; DANSO et al., 2008). Segundo dados da FAO (2014), o Brasil foi o terceiro
maior produtor de abacaxi em 2012, tendo produzido 2,478 milhdes de toneladas,
ficando a Tailandia em primeiro (2,650 milhdes), Costa Rica em segundo (2,484
milhdes) e Filipinas em quarto (2,397 milhdes).

Além do uso para alimentac&o, outras variedades de A. comosus tém sido
usadas como plantas ornamentais (SOUZA et al., 2009; 2012), para extracdo de
fiboras (OLIVEIRA et al., 2008; LEAO et al., 2009) e fitoterapicos (SUN et al., 2002).
Em anos recentes, o abacaxizeiro tem sido estudado como fonte de biomassa para
a producao de biocombustiveis (HOSSAIN et al., 2008) e de enzimas de interesse
industrial, como a bromelina (ABILIO et al., 2009).

O abacaxizeiro é o representante mais importante da familia Bromeliaceae,
gue conta com aproximadamente 58 géneros e 3352 espécies (LUTHER, 2012) e
tem seu provavel centro de origem na Amazonia, regido em que se encontra o maior
namero de materiais silvestres ou cultivados (BAKER; COLLINS, 1939; FERREIRA,
CABRAL, 1993; SOUZA et al., 2012).

De acordo com d’Eeckembrugge e Leal (2003), o género Ananas
compreende duas espécies: Ananas comosus e Ananas macrodontes. A espécie A.
comosus, por sua vez, inclui cinco variedades botanicas: Ananas comosus var.

ananassoides, Ananas comosus var. bracteatus, Ananas comosus var. comosus,



Ananas comosus var. erectifolius e Ananas comosus var. parguazensis. O abacaxi
comestivel é da variedade comosus, enquanto que o A. comosus var. erectifolius
tem aplicacdo na producao de fibras e como ornamental, enquanto A. comosus var.
ananassoides, A. comosus var. bracteatus e A. comosus var. parguazensis possuem
potencial ornamental e tém sido usados em programas de melhoramento genético
para essa finalidade (SOUZA et al., 2012).

O abacaxizeiro pode ser propagado sexuadamente por meio de sementes e
assexuadamente através de mudas, utilizando-se coroa, filhote, filhote-rebentéo e
rebentdo, obtidas por seccionamento do caule, quebra da dominancia apical,
tratamento quimico durante a diferenciacéo floral ou pelo cultivo in vitro (CUNHA et
al., 2005; USMAN et al., 2013).

Na propagacéo in vivo a taxa de multiplicacdo costuma ser baixa, variando
de 11 a 17 plantas a cada cinco meses, partindo-se de uma planta inteira (LIEU et
al., 2004). Além disso, esse tipo de propagacéo pode disseminar pragas e doencas,
tornando-se um problema para o cultivo pelas perdas significativas que causa (BE;
DEBERGH, 2006).

A propagacao in vitro por meio da cultura de tecidos € uma alternativa mais
vantajosa do ponto de vista numeérico, permitindo a obtencdo de até 10.000 plantas
em seis meses (SONEJI et al., 2002; SOUZA et al., 2013).



A Cultura de Tecidos

A cultura de tecidos revelou-se uma estratégia apropriada para a producao
em larga escala de mudas de abacaxizeiro (FIROOZABADY; GUTERSON, 2003;
SRIPAORAYA et al.,, 2003; FIROOZABADY; MOY, 2004; AMIN et al., 2005;
ARAUJO et al., 2008; DANSO et al., 2008; SOUZA et al., 2013) e de diversas outras
espécies vegetais (JAIN, 2001; KARKONEN; KOUTANIEMI, 2010; BAIRU et al.,
2011; SMULDERS; KLERK, 2011; IBRAHIM, 2012; OGERO et al., 2012; MALUTA et
al., 2013).

Isso se deve a possibilidade de produzir plantas livres de doencas com
vantagens em relacdo aos recursos de sementes ou estacas, além de proporcionar
altas taxas de propagacédo, gerando milhares de plantas a partir de um nimero de
explantes relativamente baixo em um curto periodo de tempo (BONGA et al., 2010;
WEATHERS et al.,, 2010). Recentemente, foi demonstrada a possibilidade de se
realizar limpeza viral em plantas de abacaxizeiro previamente contaminadas com o
virus PMWaV (Pineapple Mealybug Wilt-associated Virus), causador da murcha do
abacaxizeiro, tendo-se obtido plantas saudaveis a partir de plantas infectadas por
meio da excisdo e cultivo de apices caulinares de plantas in vitro (SOUZA et al.,
2010).

O crescimento de oOrgdos vegetais depende principalmente de uma
combinacdo entre divisdo e expansdo celular. Esses processos sdo fortemente
regulados por fatores ambientais, como luz, temperatura e umidade, e por fatores
enddégenos, como fitorménios (RAI et al.,, 2011). A coordenacdo sequencial de
multiplos processos celulares € um componente importante da regulacdo do
crescimento de 6rgdos vegetais, sendo afetada por fatores como o status nutricional,
0 estagio de desenvolvimento e a ocorréncia de estresse abidtico (ALABADI;
BLAZQUEZ, 2009). Com efeito, em condi¢des in vitro, os explantes foram removidos
de seu ambiente original e transferidos para um recipiente contendo meio nutritivo
gue disponibiliza concentracbes ndo fisiologicas de substancias organicas e
inorganicas em condicdes artificiais, resultando em significativa exposicao a estresse
(SMULDERS; KLERK, 2011).

A flexibilidade da programacdo de desenvolvimento de células e tecidos
vegetais observada na cultura de tecidos esta diretamente associada a capacidade

das células somaticas vegetais de reverter o processo de diferenciacdo. A



totipoténcia das células vegetais, principio fundamental deste conjunto de técnicas,
implica na capacidade de regeneracdo de uma planta completa a partir de uma
Unica célula, posto que ela possui toda a informacdo genética necesséria para isso
(GALLO; CROCOMO, 1995).

Os reguladores de crescimento vegetais sdo os fatores mais importantes
envolvidos no controle de processos celulares que resultam no desenvolvimento in
vitro (FEHER et al., 2003). Auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico e etileno
sdo hormodnios vegetais de ocorréncia natural que podem ser adicionados ao meio
nutritivo. Dentre estes, as auxinas e citocininas sao as mais empregadas na cultura
de tecidos vegetais para regular a divisdo e a diferenciacdo celular nos explantes
(RAI et al., 2011). No entanto, outros reguladores de crescimento vegetais e um
consideravel niumero de outras substancias de inducdo de crescimento, como
poliaminas, jasmonatos, brassinosteroides, oligossacarinas, esterois,
fosfoinositosideos e acido salicilico, também possuem papéis regulatorios
especificos que ndo devem ser ignorados (GASPAR et al., 1996; JIMENEZ, 2005).

As citocininas estimulam a divisdo celular e a perda da dominancia apical,
tendo aplicacdo no processo de morfogénese. O BAP (6-benzilaminopurina) € a
citocinina  sintética que geralmente proporciona melhores resultados
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), sendo preferida em relacdo as demais (como
a cinetina) devido a sua alta eficacia e baixo custo (KRIKORIAN, 1991). Este
regulador de crescimento induz a formacdo de grande numero de brotos e
proporciona altas taxas de multiplicacdo em diversos sistemas in vitro (HU; WANG,
1983).

As auxinas (do grego auxein, que significa “crescer, aumentar’) sao
responsaveis pelo alongamento celular diferencial e produzem diversas respostas in
vitro, variando da formacdo de calos (FIROOZABADY; MOY, 2004) ao
desenvolvimento de raizes (LEITZKE et al., 2009). Auxinas séo utilizadas em meios
nutritivos para complementar o teor enddgeno ou suprir as necessidades dos
meristemas isolados, possuindo um importante papel no crescimento vertical das
plantas. A primeira auxina natural descoberta foi o AIA (acido 3-indolacético), sendo
coincidentemente a mais abundante auxina e a de maior relevancia fisiolégica nas
plantas (TAIZ; ZEIGER, 2009). O 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) e o ANA
(acido a-naftalenoacético) sdo auxinas sintéticas frequentemente utilizadas em

meios nutritivos para estimular o alongamento (OVERVOORDE et al., 2010).



A micropropagacdo é a producdo rapida de milhares de clones de uma
planta a partir de células ou tecidos vegetais in vitro por meio da cultura de tecidos
(OGERO et al., 2012). Um protocolo eficiente de micropropaga¢cdo passa por uma
série de estagios, cada um com um conjunto especifico de requisitos, a saber: 0
estabelecimento in vitro, por meio da iniciacdo de cultivos assépticos; multiplicacéo

dos brotos; enraizamento; e aclimatizacdo (PATI et al., 2006).

Estabelecimento In Vitro

Para micropropagar ou conservar plantas in vitro de uma determinada
espécie, primeiro é necessario desenvolver uma estratégia para seu
estabelecimento (COSTA et al., 2007). No estabelecimento in vitro, uma porcédo da
planta com potencial propagativo (explante) é desinfestada e transferida para meio
nutritivo (SOUZA et al., 2013). Como o0 explante € obtido de uma planta que se
encontra, na maioria das vezes, em contato com o ar e o solo, a contaminagao
microbiana é uma das grandes dificuldades do processo e pode tornar-se uma
limitacdo (DANTAS et al., 2002). A definicdo do explante adequado a ser utilizado &
0 outro problema a ser enfrentado, principalmente em espécies pouco estudadas
(KIELSE et al., 2009).

O tipo de explante deve ser escolhido de acordo com a sua capacidade de
se adequar as condi¢cbes in vitro, sendo preferidos os que contenham maior
proporcao de tecido meristematico, facilitando a expresséo da totipoténcia. Diversos
explantes, como sementes, estacas, gemas, meristemas, apices caulinares e
segmentos nodais podem ser utilizados no estabelecimento in vitro e sua escolha
deve considerar o nivel de diferenciacdo do tecido utilizado e o objetivo da
micropropagacao (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; SOUZA et al., 2013).

O estabelecimento in vitro € uma fase critica da micropropagacéo, pois
nesse periodo a taxa de sobrevivéncia dos explantes costuma ser baixa em virtude
da resisténcia de microrganismos aos procedimentos de desinfestacédo, da oxidacéo
e da adequacdo ao ambiente in vitro e suas respectivas condi¢cdes de cultivo
(CAMPOS et al., 2007).

Em abacaxizeiro, os explantes mais utilizados na fase de estabelecimento

sdo as gemas axilares, que sao preferencialmente tratadas para desinfestagdo com



alcool e hipoclorito de sodio, lavadas com agua autoclavada e inoculadas em meio
solido contendo sais e vitaminas MS suplementado com sacarose e concentragcfes
variaveis dos reguladores de crescimento BAP e ANA (DREW, 1980; ALMEIDA et
al., 2002; BARBOZA et al., 2004; SILVA et al.,, 2007; PASQUAL et al., 2008;
MORAES et al., 2010; SOUZA et al., 2012).

Multiplicagao In Vitro e Aplicagdes

A multiplicacdo in vitro consiste na regeneracao e proliferacdo de diversos
brotos a partir dos apices caulinares, plantas ou calos obtidos durante a fase de
estabelecimento em um meio nutritivo asséptico (SOUZA; JUNGHANS, 2006).

Assim como na fase de estabelecimento, a escolha adequada do meio
nutritvo para a fase de multiplicacdo € essencial, considerando a importante
influéncia dos componentes minerais, vitaminas, reguladores de crescimento e
carboidratos no processo (RAMAGE; WILLIAMS, 2002; CAO et al., 2003; ASMAR et
al., 2011). Outros elementos que influenciam a multiplicacdo in vitro sdo a espécie,
gendtipo ou cultivar e fatores fisicos, como luz, temperatura, sala de crescimento,
umidade interna do frasco e concentracdo de CO, (READ, 1988; PATI et al., 2006).

A multiplicacdo in vitro de apices caulinares de abacaxizeiro foi alcancada
utilizando-se meios nutritivos enriquecidos com BAP (BE; DEBERGH, 2006) e
combinacdes de BAP com ANA (FIROOZABADY; GUTTERSON, 2003), AIA
(HAMAD; TAHA, 2008), AIB (&cido indolbutirico) (BOXUS et al., 1991), 2,4-D (LIU et
al., 1989), ANA e AIB (SONEJI et al., 2002), ANA e AIA (MATHEWS; RANGAN,
1979) e AIA e AIB (TEIXEIRA et al., 2006). Foram relatados cerca de 30 diferentes
tratamentos hormonais para a micropropagacao de abacaxizeiro, refletindo sua
facilidade de manejo e propagacao in vitro (HAMAD; TAHA, 2008).

A propagacdo in vitro a partir do cultivo de apices caulinares reduzidos
(domo meristeméatico e primérdios foliares) tem-se mostrado eficiente para eliminar
infec¢des virais em algumas espécies de importancia econémica (CASSELLS, 2000;
RAO, 2004; RAMGAREEB et al., 2010; WANG et al., 2011), incluindo o abacaxi
(SOUZA et al. 2010). A limpeza viral de matrizes a serem usadas no cultivo in vitro &
determinante para a producédo de plantas sadias e para sua propagacao em larga
escala (ROUT et al., 2006).



Esse artificio, combinado com a crioterapia, € particularmente interessante
para a limpeza de plantas infectadas por virus, pois agentes quimicos tém sido
eficazes para eliminar bactérias e fungos do ambiente de cultivo (FACCIOLI;
MARANI, 1998; WANG; VALKONEN, 2009).

Conservacédo de Germoplasma

Diversas espécies vegetais estdo ameacadas de extincdo ao redor do
mundo em decorréncia do desaparecimento de ecossistemas naturais provocado
pela atividade humana. Mais de 50 % das espécies vegetais sdo endémicas em 34
hotspots globais de biodiversidade. Esses 34 hotspots de biodiversidade, que ja
ocuparam 15,7 % da superficie terrestre, em anos recentes ocupavam apenas cerca
de 2,3 % (REED et al., 2011).

Tendo em vista que 0s recursos genéticos vegetais sdo a base da
seguranca alimentar e a garantia de seu abastecimento, além de serem
imprescindiveis para o melhoramento genético e para a evolucdo das espécies
vegetais, esse cenario de alerta motivou uma série de acordos internacionais com a
finalidade de conserva-los, como a Convencao da Diversidade Biol6gica da ONU, de
1993, e a criacdo do Comité Internacional de Recursos Genéticos Vegetais (IBPGR)
(FOWLER; HODGKIN, 2004).

A conservacao de germoplasma pode ocorrer in situ, isto €, no local de
ocorréncia natural da espécie ou em seu centro de origem, e ex situ, ou seja, em
locais diversos daquele de sua ocorréncia natural. Enquanto a conservacao in situ
consiste na protecdo de areas de preservacdo ambiental, reservas, parques
ecolégicos e outros, buscando perpetuar habitats pré-existentes sem que ocorra
interrupcdo do ciclo evolutivo, a conservacao ex situ compreende a remocdo dos
recursos genéticos vegetais para fora de seu habitat, onde haja espaco e recursos
para sua preservacdo em condi¢des artificiais, a saber, em colecbes de campo,
laboratoérios, camaras frias ou criotanques. O modo mais adequado de conservacgao
ex situ para uma dada espécie depende de suas caracteristicas particulares e das
respostas de seu material propagativo aos métodos de conservacao
(SCHERWINSKI-PEREIRA; COSTA, 2010).



Existe um consenso de diversos autores (ROWNTREE, 2006; SARASAN et
al., 2006; PACHECO et al., 2009; REED et al., 2011) sobre a importancia das duas
modalidades principais de conservacao. Eles consideram a conservacéao in situ por
si s6 como insuficiente para lidar com os desafios e ameacas as espécies,
necessitando de complementacéo por meio de estratégias de conservacao ex situ.

Bancos de sementes sdo formas frequentes de conservacdo ex situ,
especialmente para plantas propagadas sexuadamente (SHIBLI et al., 2006). No
entanto, ha um numero significativo de espécies para as quais os bancos de
sementes ndo sdo uma opcao disponivel (REED et al., 2011).

Muitas espécies de fruteiras tém caracteristicas que dificultam sua
conservacdo pelos meios tradicionais. Elas possuem sementes intermediérias
(maméao, banana, citros, etc.) ou recalcitrantes (manga, abacate, jaca, lichia, etc.) em
relacéo a tolerancia a dessecacado, que podem ser armazenadas por ndo mais que
algumas semanas (CHAUDHURY; MALIK, 2003).

Adicionalmente, diversas fruteiras sdo propagadas vegetativamente, sendo
preservadas in vivo no campo ou em jardins botanicos, nos quais sao utilizados
brotos, raizes, estacas, bulbos ou outras estruturas durante a multiplicacdo. A
conservacao em campo, além de laboriosa, expde as plantas a pragas e estresses
ambientais, podendo levar a perdas de valiosos acessos (SHIBLI et al., 2006;
OZUDOGRU et al., 2010).

A conservacao in vitro por meio da cultura de tecidos destaca-se como uma
importante ferramenta para a preservacdo de espécies de propagacdo vegetativa,
como banana (AGRAWAL et al., 2010), cana-de-acucar (LEMOS et al., 2002), batata
(SARKAR; NAIK, 1998), diversas fruteiras (ENGELMANN, 1991; RAI et al., 2009) e
diversas briofitas (ROWNTREE et al., 2011).

O cultivo sistematizado de poucas cultivares e a antropizacdo desordenada
de areas cultivadas tem causado erosao genética no género Ananas, demandando
acOes voltadas para a conservacdo desse importante germoplasma (CABRAL;
SOUZA, 2006).

A conservacao de germoplasma em campo é uma estratégia que vem sendo
utilizada (CABRAL et al., 2008), ainda que fatores bi6ticos e abidticos se constituam

em problemas que podem levar a perdas significativas neste tipo de colecao.



Assim, estratégias a partir de ferramentas biotecnoldgicas, como a
criopreservagao, tornam-se alternativas de interesse para a implementagdo de

duplicatas de seguranca.

Conservagéo In Vitro

A conservacgao in vitro envolve tanto o armazenamento de plantas e tecidos
para curto e médio prazos em condicbes de crescimento lento quanto o
armazenamento para longo prazo por meio da criopreservacdo, usualmente em
nitrogénio liquido (-196 °C) (ENGELMANN, 2011).

A conservagao em condi¢bes de crescimento lento envolve procedimentos
gue permitem a manutencéo de plantas in vitro em condi¢cdes assépticas com baixa
frequéncia de subcultivos periédicos, sem que sua viabilidade e capacidade de
crescimento sejam afetadas. A redugcéo no numero de subcultivos leva a diminuicao
nos custos da conservacao, no trabalho manual e no risco de contaminacéo
(OZUDOGRU et al., 2010).

Dependendo da espécie, os subcultivos podem ser programados para uma
vez a cada varios meses, a cada ano ou a cada dois anos e, nesses casos, €
razoavel considerar a conservacao in vitro como um método de conservacdo a
meédio prazo (ENGELMANN, 1991; TYAGI; PRAKASH, 2004; SHARMA et al., 2007).
A realizacéo dos subcultivos depende prioritariamente das taxas de crescimento das
plantas nas condi¢cbes estabelecidas. A estratégia mais frequente para conservacao
em crescimento lento é a combinacao de baixa temperatura (geralmente 2-5 °C para
espécies de clima temperado, 15-25 °C para espécies de clima tropical) com baixa
intensidade luminosa. Essas condicbes tém consequéncias fisioldgicas,
especialmente a diminuicdo de processos como respiracdo celular, perda de agua,
producédo de etileno e perda da turgescéncia foliar, contribuindo para a reducdo de
seu metabolismo e consequentemente de seu crescimento (LAMBARDI; CARLO,
2003; REED, 1992).

Algumas estratégias para a conservacgao in vitro envolvem mudancas na
composicao do meio nutritivo, como por exemplo a diminui¢cdo das concentracdes de
sais ou carboidratos, a adicdo de reguladores que retardam o crescimento como o

acido abscisico, a adicdo de componentes osmoticamente ativos e até mesmo a
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adicdo de uma camada de 6leo mineral sobre o explante, para diminuir sua
capacidade de captar oxigénio (WITHERS; ENGELMANN, 1997).

As poucas experiéncias com conservacao in vitro de abacaxizeiro
registradas na literatura geralmente envolvem um ou poucos genotipos. Zee e
Munekata (1992) descreveram um meétodo para conservacdo in vitro de dois
acessos de Ananas comosus var. Comosus e um acesso de Ananas comosus var.
bracteatus a 25 °C e fotoperiodo de 16 horas por 12 meses utilizando meio nutritivo
contendo 1/4 da concentracdo de sais MS suplementado com vitaminas e sacarose
na auséncia de reguladores de crescimento. JA Canto et al. (2004) testaram a
conservacao in vitro do hibrido PE x SC-60 a 27 °C e fotoperiodo de 16 horas por 12
meses utilizando meio nutritvo MS suplementado com sacarose 30 g L™ e
paclobutrazol (PBZ) 1 mg L™, observando, contudo, mudancas morfolégicas
indesejaveis (formato de roseta), especialmente nos primeiros 30 dias. Estes autores
concluiram que o meio nutritivo mais adequado para a conservacado do hibrido em
questdo € o meio MS suplementado com sacarose 30 g L™ na auséncia de

reguladores de crescimento.

Criopreservacao

A criopreservagao consiste na conservacao de germoplasma a temperaturas
ultrabaixas (-196 °C) em um ambiente criogénico, como 0 nitrogénio liquido,
mantendo sua viabilidade (DAY et al., 2008; HAMILTON et al., 2009). A essa
temperatura, as divisdes celulares e os processos metabdlicos sdo praticamente
interrompidos, permitindo a conservagdo por um periodo de tempo teoricamente
ilimitado (ENGELMANN, 2004).

As vantagens desse método sdo 0 baixo custo, minimizacdo do espaco
necessario para a conservacao e diminuicdo da mao-de-obra e tempo utilizados
para a manutencdo dos cultivos. Uma vez armazenados, ndo ha risco de nova
contaminacao por fungos ou bactérias. Ao mesmo tempo, o material criopreservado
tem maior probabilidade de manter sua estabilidade genética, jA& que evita os
subcultivos periédicos (HARDING, 2004; KACZMARCZYK et al., 2012).

A conservacdo de recursos geneéticos vegetais a longo prazo por meio da

criopreservagdo envolve o congelamento sistematico de calos, embrides, &pices
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caulinares e meristemas, estruturas complexas com composic¢éo celular heterogénea
que requerem tratamentos de protecdo prévios para garantir sua integridade
estrutural (GONZALEZ-BENITO et al., 2004). Particularmente em espécies tropicais,
os tratamentos de protecdo sdo necessarios para induzir artificialmente tolerancia a
baixas temperaturas, jA que estas sdo extremamente sensiveis as condicdes
ambientais da criopreservagédo (GONZALEZ-ARNAO et al., 2008).

A maioria das células vegetais vivas possuem altas quantidades de agua
congelavel e por isso sdo extremamente sensiveis a temperaturas abaixo de 0 °C.
Essas células precisam ser desidratadas antes da incubacdo em nitrogénio liquido
para evitar a formacéo de cristais de gelo, que podem destruir organelas e causar
danos irreversiveis a membrana plasmatica, comprometendo sua sobrevivéncia. A
desidratacdo excessiva, por outro lado, pode levar a danos como desnaturacao
protéica e desequilibrio metabdlico devido ao aumento na concentracdo de solutos
(WANG et al., 2009). Os sistemas de criopreservacdo disponiveis foram
desenvolvidos com o objetivo de minimizar esses danos, e podem ser resumidas em
trés metodologias principais: congelamento lento, vitrificacdo e encapsulamento-
desidratacédo (SANTOS, 2000).

O método de congelamento lento consiste no resfriamento continuo até uma
temperatura previamente definida como temperatura de pré-congelamento
(geralmente, -40 °C) a uma taxa de congelamento controlada, usando um
congelador programavel, seguida de imersdo direta em nitrogénio liquido
(ENGELMANN, 1997). Este método é o mais antigo e foi utilizado com sucesso para
a criopreservacao de suspensodes celulares, porém, pode resultar em grande perda
de &gua, além de necessitar de ajustes precisos na taxa de congelamento (GROUT,
2007).

O encapsulamento-desidratacdo consiste na captura de explantes em
capsulas de alginato de sodio, cultivo destas capsulas em meio nutritivo contendo
altos niveis de sacarose, desidratacdo das capsulas em silica gel e imersdo em
nitrogénio liquido. Uma das principais vantagens desse método é o aumento no
namero de explantes que sobrevivem a exposicdo ao nitrogénio liquido, pois a
capsula cumpre a funcéo de proteger o tecido da exposicédo a temperatura ultrabaixa
(SHERLOCK et al., 2005).

A vitrificagdo compreende a transicdo da agua para o estado vitreo, um

estado semissolido e amorfo no qual ela apresenta alta viscosidade, porém sem que
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ocorra formacgéo de cristais. Isso € alcancado por meio da desidratacdo dos tecidos
por meio de tratamento quimico para um teor de umidade em que ndo ha agua
disponivel para a cristalizacdo quando o material biolégico € incubado em nitrogénio
liquido. Algumas vantagens desse metodo séo a limitagdo da cristalizagdo de sais e
proteinas no citoplasma, a prote¢cdo contra mudancas no pH e a prevencdo de
colapso celular durante a perda da agua, resultando na diminuicdo de reacbes
qguimicas indesejaveis que poderiam levar a deterioracdo de seu conteudo
(BENSON et al., 2007).

Os poucos relatos de tentativas de criopreservacdo em abacaxizeiro
envolvem predominantemente Ananas comosus var. comosus (GAMEZ-PASTRANA
et al., 2004; GONZALEZ-ARNAO et al., 1998; MARTINEZ-MONTERO et al., 2005).
Gamez-Pastrana et al. (2004) relatam de 0 a 45 % de regeneracdo apos incubacao
em nitrogénio liquido para a cultivar MD-2, utilizando a solugdo PVS2 (Plant
Vitrification Solution) como agente de crioprotecdo. Martinez-Montero et al. (2005)
relatam 25-45% de regeneracdo maxima apos incubacdo em nitrogénio liquido,
tendo regeneracao limitada nas cultivares Red Spanish (25%) e Cabezona (33%).

Finalmente, somando-se o0 pouco conhecimento existente a respeito das
diferencas entre variedades botanicas de abacaxizeiro em relacdo a seu
comportamento in vitro com a crescente demanda por produtos diferenciados
advindos do abacaxi e a necessidade premente relacionada a conservacdo do
germoplasma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a morfogénese e o potencial
propagativo de variedades botanicas no seu estabelecimento in vitro, assim como a
possibilidade de se utlizar a criopreservacao como estratégia de conservacao deste

valioso germoplasma.
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ESTABELECIMENTO E MULTIPLICACAO IN VITRO DE VARIEDADES
SILVESTRES DE ABACAXIZEIRO

RESUMO

O género Ananas é o de maior importancia econémica da familia das bromeliaceas.
A acao antrépica e 0 uso de poucas cultivares no plantio de abacaxi vem causando
erosao genética no género, demandando a aplicacdo de estratégias de
conservacao. Dentre as estratégias de conservacdo disponiveis, destaca-se a
conservacao in vitro, eficaz para a conservacdo de espécies de propagacao
vegetativa a curto e médio prazo. O estabelecimento e a multiplicacdo in vitro sédo
etapas cruciais nos processos de conservagao e micropropagacao. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o comportamento de A. macrodontes e A. comosus com
suas diferentes variedades botanicas durante o estabelecimento e a multiplicacéo
para integracdo ao BAG in vitro da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Foram obtidos
caules de acessos silvestres dessas duas espécies e coroas de acessos silvestres
de A. comosus para extracdo das gemas, desinfestacdo e introducdo in vitro. O
caule foi dividido em secdes a fim de se rastrear o comportamento das gemas de
acordo com seu posicionamento na planta. As gemas foram inoculadas em meio MS
suplementado com sacarose 3,0 % (m/v), BAP 0,5 mg L, ANA 0,01 mg L* e
Phytagel ® 2,5 g L™. Aos 45 dias de cultivo, foram avaliadas as seguintes variaveis:
namero de gemas contaminadas, numero de gemas intumescidas e plantas
formadas. Para a etapa de multiplicacdo utilizou-se o meio MS suplementado com
sacarose 3,0 % (m/v), BAP 0,5 mg L™, ANA 0,2 mg L™ e Phytagel ® 2,5 g L™, por
guatro subcultivos realizados em intervalos de 45 dias. O namero de plantas foi
registrado ao final de cada subcultivo. As elevadas taxas de contaminacdo em A.
macrodontes impediram sua introducédo in vitro. Foi possivel o estabelecimento e a
multiplicacdo de todos os acessos de A. comosus. As melhores respostas
morfogenéticas foram obtidas com os acessos de A. comosus var. bracteatus e A.
comosus var. erectifolius cujas taxas de crescimento geométrico se mostraram
relativamente estaveis. Gemas provenientes das regibes superior e média

apresentaram o melhor desempenho nas duas etapas do trabalho.

Palavras-chave: abacaxi; acessos silvestres; conservagdo in  Vitro;
micropropagacao.



IN VITRO ESTABLISHMENT AND MULTIPLICATION OF WILD VARIETIES OF
PINEAPPLE

ABSTRACT

The genus Ananas is the most economically important genus of the family
Bromeliaceae. The human action and the use of fewer varieties in cultivation of
pineapple is causing genetic erosion in the genus, demanding the implementation of
conservation strategies. Among the conservation strategies available, there is in vitro
conservation, effective for the conservation of vegetatively propagated species for
short and medium term. The in vitro establishment and multiplication are crucial steps
in the processes of conservation and micropropagation. The objective of this study
was to evaluate the behavior of A. macrodontes and A. comosus with its various
botanical varieties during the establishment and multiplication for integration to the in
vitro active germplasm bank at Embrapa Mandioca e Fruticultura. Stems of wild
accessions of these two species and crowns of wild accessions of A. comosus were
obtained for the extraction of buds, disinfection and introduction in vitro. The stem
was divided into sections In order to track the behavior of the buds according to their
position on the plant. Buds were inoculated on MS medium supplemented with 3.0 %
sucrose (W/v), 0.5 mg L™ BAP , NAA 0.01 mg L™ and Phytagel ® 2.5 g L " *.After 45
days of cultivation, the following variables were evaluated: number of infected buds,
number of intumesced buds and plants formed. The multiplication was carried out in
MS medium supplemented with 3.0 % sucrose (w / v), 0.5 mg L™ BAP , NAA 0.2 mg
L™ and Phytagel ® 2.5 g L™, by four subcultures performed at intervals of 45 days.
The number of plants was recorded at the end of each subculture. The high
contamination rates in A. macrodontes impeded the in vitro establishment All
accessions of A. comosus were introduced and established. The best morphogenetic
response were obtained with the A. comosus var. bracteatus and, A. comosus var.
erectifolius accessions that the geometric growth rates were stable. Buds from the

upper and middle sections showed the best performance in both phases of the work.

Keywords: in vitro conservation; pineapple; tissue culture; wild accessions.



INTRODUCAO

O abacaxizeiro, pertencente ao género Ananas Mill., é o representante mais
importante da familia Bromeliaceae, que conta com aproximadamente 58 géneros e
3352 espécies (LUTHER, 2012) e tem seu provavel centro de origem na Amazoénia,
regido em que se encontra o0 maior numero de materiais silvestres ou cultivados
(BAKER; COLLINS, 1939; FERREIRA; CABRAL, 1993).

O género Ananas é dividido em duas espécies: A. macrodontes E. Morren, e
A. comosus (L.) Merr., que inclui cinco variedades botanicas: A. comosus var.
ananassoides, A. comosus var. bracteatus, A. comosus var. comosus, A. COMosus
var. erectifolius e A. comosus var. parguazensis (COPPENS D’EECKEMBRUGGE;
LEAL, 2003).

O abacaxi esta entre as fruteiras tropicais mais consumidas e apreciadas no
mundo e é cultivado em varias regides (ARAUJO et al., 2008; DANSO et al., 2008).

Entretanto, na ultima década, o uso de variedades do género tem sido
diversificado, destacando-se o uso de suas fibras como refor¢co vegetal para a
formacdo de compositos (LEAO et al., 2009), como plantas ornamentais (SOUZA et
al., 2012; SOUZA et al., 2014), como fitoterapico (SUN et al., 2002) e até como
matéria-prima para producdo de biocombustiveis (HOSSAIN et al.,, 2008). Essa
diversificacdo tem sido pautada de forma significativa em variedades silvestres do
género, deixando evidente a relevancia de se ampliar os estudos sobre esses
materiais.

Por outro lado, a erosdo genética no género vem aumentando devido ao
plantio de poucas cultivares e a acfes antropicas nos locais de origem (CABRAL et
al., 2008). Em vista disso, a conservacdo desse germoplasma passa a ser
estratégica, considerando ainda todo o contexto atual de mudancas climéaticas. Vale
destacar que o desenvolvimento de novas variedades que possam ser relevantes
em condicdes adversas depende prioritariamente de variabilidade genética
conservada.

A conservacdo de germoplasma envolve estratégias in situ, no local de

origem e ex situ, dentre as quais se destaca a conservacao in vitro, considerada
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como uma metodologia eficaz para a conservacdo de espécies de propagacao
vegetativa a curto e médio prazo (AGRAWAL et al., 2010; ENGELMANN, 2000).

O Banco Ativo de Germoplasma in vitro da Embrapa Mandioca e Fruticultura
foi estabelecido em 2003 com o objetivo de tornar-se uma duplicata de seguranca da
colecdo de campo e garantir matrizes sadias frente ao avanco do PMWaV
(Pineapple Mealybug Wilt-associated Virus), virus causador da murcha do
abacaxizeiro que foi responséavel pela perda de varios acessos (SOUZA et al., 2005).
Dessa forma, ampliar a cole¢éo in vitro pela introducdo de novos materiais tem se
tornado uma atividade de rotina para o germoplasma de abacaxi conservado nesta
Instituic&o.

No caso especifico da colecdo de campo conservada na Embrapa, varios
acessos revelaram ter elevado potencial comercial, tanto no mercado de alimentos
guanto no mercado de ornamentais, com lancamento de hibridos comestiveis
resistentes a fusariose (SOUZA, 2010; VENTURA et al., 2009) e desenvolvimento de
hibridos ornamentais de alto valor agregado (SOUZA et al., 2013).

A crescente demanda por material de interesse ornamental no Brasil e no
mundo, o aumento do numero de biofabricas e a necessidade de mudas para
diversas finalidades requerem o desenvolvimento de métodos eficazes de

micropropagacao desses acessos.

Considerando ambas as finalidades, tanto a conservacdo in vitro de
germoplasma quanto a micropropagacao, as fases de estabelecimento in vitro e o
potencial propagativo das espécies sao cruciais.

A maioria dos estudos publicados a respeito do estabelecimento e da
multiplicacdo in vitro de abacaxi apresentam metodologias variaveis, mas quase
sempre concentradas em acessos de A. comosus var. comosus com fins de
obtencao de material comestivel para o mercado alimenticio (ALMEIDA et al., 2002;
BARBOZA et al., 2004; BE; DEBERGH, 2006; SILVA et al., 2007; FIROOZABADY;
MOY, 2004; MORAES et al., 2010), sendo raros os trabalhos em que o foco foi o
material com finalidade de producéo de fibras ou ornamental, ainda assim incluindo
apenas uma variedade (SANTOS et al., 2000; DIAS et al., 2008; PASQUAL et al.,
2008; CARVALHO et al., 2009).

De um modo geral, a posicao e idade dos explantes sdo fatores importantes

para a eficiéncia do estabelecimento in vitro (PIERIK, 1990). A influéncia da posicéo
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do explante sobre o éxito do estabelecimento in vitro foi comprovada por meio de
estudos em batata (PEREIRA et al., 2005), macieira (PEREIRA; FORTES, 2001),
carvalho (SAN-JOSE et al., 1988), maracujazeiro (FARIA et al., 2007) e mandioca
(VIDAL et al., 2013). A experiéncia pratica sugere que pode haver influéncia do local
de extracdo dos explantes sobre a eficiéncia do estabelecimento de abacaxizeiro,
ainda que néo haja registro formal na literatura.

Em vista do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a resposta
morfogenética in vitro de variedades botanicas de A. comosus e de A. macrodontes
nas etapas de estabelecimento e multiplicacdo das plantas.

MATERIAL E METODOS

Material Biol6gico

Foram utilizadas plantas inteiras, com cerca de um ano de idade,
provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi da Embrapa Mandioca e
Fruticultura (BAG Abacaxi) (Figura la) e pertencentes as seguintes variedades
botanicas: Ananas comosus var. ananassoides (5 acessos); A. comosus var.
bracteatus (5 acessos); A. comosus var. comosus (5 acessos), A. comosus var.
erectifolius (3 acessos) e A. comosus var. parguazensis (5 acessos), assim como da
espécie A. macrodontes (5 acessos). Foram utilizadas trés plantas de cada acesso,
considerando-se cada planta uma repeticdo. Os acessos coletados para o trabalho

foram selecionados com base na disponibilidade no BAG Abacaxi in vivo.

Gemas axilares de diferentes secdes do caule

As plantas foram retiradas do campo, tiveram suas folhas reduzidas (Figura
1b) e removidas cuidadosamente para expor o talo com as gemas (Figura 1c), que
foi lavado abundantemente com agua de torneira e transportado para o laboratério
de Cultura de Tecidos Vegetais.

O caule foi dividido em trés regides designadas como: i) inferior, ii) mediana
e iii) superior (Figura 1c). Foram consideradas da regido inferior as gemas
localizadas entre a primeira gema visivel em contato com as raizes e o local onde

aparecem os ultimos meristemas radiculares; como gemas da regido mediana, as
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que se localizavam desde a primeira gema visivel ap6s os Ultimos meristemas
radiculares até o ponto de inflexdo do caule do abacaxizeiro; e a partir dai até o
apice caulinar, como gemas da regido superior.

Cada gema foi excisada por meio de um pequeno corte transversal poucos
milimetros abaixo de sua base, seguido por um segundo corte, feito por tras da
gema, em sentido longitudinal, perfazendo um angulo de 180 ° (Figura 1d). As
gemas foram transferidas para camaras de fluxo laminar em frascos autoclavados,

devidamente identificados a fim de se iniciar o procedimento de desinfestagéo.

Gemas axilares de coroas de abacaxizeiro

Os acessos que apresentavam plantas em frutificacdo com presenca de
coroas ja desenvolvidas foram utilizados para se avaliar a resposta morfogenética de
gemas provenientes deste tipo de estrutura reprodutiva, sendo quatro acessos de A.
COMOsSUSs var. comosus, quatro de A. comosus var. bracteatus e trés de A. comosus
var. ananassoides.

Uma coroa de cada um desses acessos foi coletada com auxilio de faca de
laboratorio, sendo efetuado um corte transversal em relacdo ao eixo da haste, no
topo do fruto (Figura 1e). As coroas foram lavadas abundantemente em &agua
corrente e transportadas em sacos plasticos até o laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais. A coroa nao foi dividida em regides, devido ao comprimento de sua base,
gue torna dificil a divisdo, e a auséncia de diferencas morfolégicas que, embora
estejam presentes no caule, ndo estdo presentes de forma pronunciada na coroa,
inviabilizando a utilizacéo de critérios bem definidos para a divisdo em regides.

As folhas da coroa foram cuidadosamente removidas com auxilio de pinca e
bisturi, revelando as gemas em sua base, que foram excisadas como descrito para o
caule (Figura 1f) e transferidas para frascos autoclavados e devidamente

identificados.
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Desinfestacdo

Os procedimentos de desinfestacdo e estabelecimento das gemas foram
iguais tanto para as de coroa como para as de caule.

As gemas foram lavadas com detergente comercial antes de serem levadas
para a camara de fluxo laminar sob condi¢Bes assépticas e tratadas com solucao de
alcool 70 % (v/v) por 5 minutos, seguida por imersdo em solu¢cdo de agua sanitaria
comercial (hipoclorito de so6dio 2,0 - 2,5 %) 30 % (v/v), contendo trés gotas de
detergente Tween ® por litro, por 15 minutos. Foram realizados trés procedimentos
de lavagem com agua deionizada autoclavada para remover o hipoclorito de sédio

remanescente, completando o procedimento de desinfestagéo (Figura 1g).

Condicoes de Cultivo na Fase de Estabelecimento

Apés a desinfestacdo, as gemas (em numero minimo de seis por planta)
foram reduzidas para se retirar o excesso de tecidos, antes de serem introduzidas
em tubos de ensaio (uma gema por tubo) contendo meio nutritivo MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) suplementado com sacarose 3,0 % (m/v), BAP 0,5 mg L™, ANA 0,01
mg L e Phytagel ® 2,5 g L™ previamente autoclavado a 120 °C por 20 minutos
(Figura 1h). Os tubos de ensaio devidamente identificados foram distribuidos ao
acaso em sala de crescimento com condi¢cdes de incubacdo de 27 + 1 °C,

fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de 22 umol m? s™,

Avaliacdes na etapa de estabelecimento

Aos 45 dias de cultivo (Figura 1i) foram avaliadas as seguintes variaveis:
namero de gemas contaminadas, numero de gemas intumescidas e namero de
plantas formadas por variedade botanica e regido do caule. Gemas verdes e
intumescidas tendem a formar plantas na fase de estabelecimento ou apos a
transferéncia para meio de multiplicacdo. Entretanto, como nem sempre gemas que
intumescem formam plantas, decidiu-se por realizar a contagem separada de gemas

intumescidas e gemas que formaram plantas.
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Superior

Mediano

Figura 1. Etapas de estabelecimento in vitro de abacaxizeiro. a) planta em campo;
b) reducédo das folhas; c) remocéo das folhas e exposicdo das gemas do caule; d)
excisao das gemas do caule; e) separacdo da coroa do fruto; f) excisdo das gemas
da coroa; g) desinfestacdo das gemas; h) gemas inoculadas em meio de cultivo in
vitro; i) plantas apés 45 dias de inoculadas em meio de cultivo in vitro.

Condicées de cultivo e multiplicacdo dos acessos

As gemas intumescidas e as plantas formadas oriundas do desenvolvimento
de gemas do caule foram transferidas para meio de multiplicacdo formado por sais e
vitaminas MS suplementado com sacarose 3,0 % (m/v), BAP 0,5 mg L™, ANA 0,2 mg
L' e Phytagel ® 2,5 g L™, em frascos. O procedimento de subcultivo compreendeu a
limpeza das raizes, a retirada das folhas mais velhas e o seccionamento do caule,
para promover a quebra da dominéncia apical, favorecendo a formacg&o de brotos
adventicios. Nas condi¢cdes deste estudo, apenas plantas com maior diametro
(acima de 0,5 cm) foram seccionadas, de modo que as demais foram transferidas
inteiras para 0 meio de multiplicacdo. Foram realizados quatro subcultivos
sucessivos, em intervalo de 45 dias, registrando-se o numero de brotos formados

por variedade botanica e por regido do caule, que originou as plantas. A partir destes
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dados foi calculada uma taxa de crescimento geomeétrico, conforme a seguinte

formula:

t
e Y -1 | x 100

Vi
Em que:
F € a taxa de crescimento geomeétrico;
Vf é o nimero de plantas ao final de cada subcultivo;
Vi é o nimero de plantas ao final do subcultivo anterior;

t € o tempo entre os subcultivos, em dias.

Delineamento e analise experimental

Para o estabelecimento de gemas do caule, foi realizado um delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 6 X 3 (variedades x regides do
caule), sendo realizado teste de Scott-Knott para os materiais e teste de Tukey para
as regides do caule, a 5 % de significancia, em caso de teste F significativo. Os
dados de contaminacédo das gemas também foram expressos em porcentagem.

Para o estabelecimento de gemas da coroa, foi realizado um delineamento
inteiramente casualizado desbalanceado com 3 tratamentos (variedades) e variado
namero de repeticdes (correspondentes ao numero de acessos de cada material),
utilizando o teste de Tukey para compara-los, a 5 % de significancia, no caso de
teste F significativo.

As analises de variancia e os testes de médias foram realizados por meio do
programa SAS (SAS Institute, 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estabelecimento de gemas do caule

Foi observada diferenca significativa entre as variedades botanicas/ espécie
e regiao do caule para a o total de gemas (Anexo A). A. comosus var. bracteatus, A.
comosus var. comosus, A. comosus var. ananassoides e A. macrodontes foram
similares quanto ao numero de gemas na secao inferior, que por sua vez foi superior
guando comparado a A. comosus var. parguazensis e A. comosus var. erectifolius.
Ja4 A. comosus var. erectifolius apresentou 0 maior nUmero de gemas na secao
mediana, quando comparada as demais variedades. Na regido superior, 0S maiores
nameros de gemas foram registrados em A. comosus var. erectifolius e A. comosus

var. bracteatus (Tabela 1).

Tabela 1. Numero total de gemas por variedade botanica e numero médio de gemas
por regidao do caule

, o Total de Regi&o do caule
Variedades/ Espécie , , ,

Gemas Inferior Mediana  Superior
A. macrodontes 14,19 3,55 aB 6,00 bA 4,64 bAB
A. comosus var. ananassoides 11,18 3,18 aA 4,73 bA 3,27 bA
A. comosus var. bracteatus 16,45 4,36 aB 6,36 bA 5,73 aAB
A. COMOSuUS var. comosus 13,54 3,36 aB 6,00 bA 4,18 bB
A. comosus var. erectifolius 15,55 2,11 bB 8,11 aA 5,33 aAB
A. comosus var. parguazensis 11,27 2,73 bC 5,09 bA 3,45 bB

*Letras minUsculas comparam diferentes variedades/ espécie dentro de cada regido do caule, nas
colunas, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Letras mailsculas comparam diferentes
regides do caule dentro de cada variedade/ espécie, nas linhas, pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.

Os resultados deixam evidente que a regido mediana do caule,
independente da variedade botanica, € onde mais se concentram gemas, assim
como existem diferencas na formacdo de gemas entre os materiais avaliados.

O numero total de gemas distribuidas ao longo do talo pode ser um primeiro
aspecto a ser avaliado no potencial propagativo destas variedades botanicas, ainda
gue, in vitro, outros fatores possam ser mais determinantes, como a competéncia
das células para responder as condi¢cbes de cultivo estabelecidas. E desejavel
possuir material propagativo em grande quantidade na fase de estabelecimento,

aumentando a probabilidade do éxito nessa etapa, que pode ser bastante limitante.
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Um dos maiores obstaculos nesta fase inicial € a contamina¢do por microrganismos
de origem fungica e/ou bacteriana, que em decorréncia da riqueza nutricional do
meio nutritivo se multiplicam de forma acelerada tornando-se fatais aos explantes
inoculados.

Os resultados das taxas de contaminagdo na fase de estabelecimento
mostraram que houve uma interacdo significativa entre as variedades/ espécie e
regido do caule sobre a contaminacdo microbiana (Anexo B). As variedades/ espécie
gue apresentaram maiores indices de contaminacéo, independente da regido, foram
A. macrodontes e A. comosus var. erectifolius, enquanto as demais variedades
apresentaram baixa contaminacdo nesta fase (Tabela 2). Na regido inferior, A.
macrodontes foi 0 material que mais sofreu contaminagdo, com mais de 70% de
suas gemas afetadas. A maior contaminacdo das gemas da regido inferior foi
comum a diversos materiais. Sabe-se que, no campo, essa regidao do caule do
abacaxi encontra-se praticamente enterrada no solo, proporcionando maior acesso
aos microrganismos que podem ser mais dificeis de remover com o procedimento de
desinfestacédo utilizado neste trabalho. No caso de A. macrodontes, os elevados
indices de contaminacdo podem ser explicados pelo fato de sua propagacéo ser por
estoldes, um caule lateral capaz de formar vegetativamente outras plantas e que é
subterraneo. Silveira et al. (2006), estabelecendo 17 acessos de abacaxizeiro
silvestre por gemas axilares, observaram altas taxas de contaminacao, variando de
16 a 100%, principalmente nas variedades botanicas A. comosus var. ananassoides
e em A. macrodontes.

Pereira et al. (2006), ao estabelecer explantes de bromeliaceas com vistas a
micropropagacao, também encontraram elevadas taxas de contaminacdes para A.
macrodontes, optando por sua introducdo via sementes e utilizando as plantulas in
vitro como material de partida. Inocularam 32 sementes, obtendo 87,5% de
sementes germinadas, em aproximadamente 30 dias. Essa pode ser uma alternativa
interessante a ser usada para o estabelecimento in vitro desse material.

Outro aspecto que pode ser considerado em relacdo as gemas da regido
inferior é o fato de serem mais velhas e o tecido que as circunda ser mais lignificado
e, portanto, apresentar maior resisténcia a penetracdo do agente descontaminante.
Tornar mais eficiente a quebra da tensdo superficial do tecido, que é feita pela
imersdo em alcool por poucos minutos antes da desinfestacdo, pode ser uma

alternativa de melhorar os resultados. Com excecdo do A. comosus var.
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ananassoides, a medida que se distanciam da base do caule a porcentagem de
gemas contaminadas diminui (Tabela 2). Os menores indices de contaminacao
foram registrados em A. comosus var. bracteatus com apenas 14% de suas gemas

contaminadas, que se encontram na regido inferior do caule.

Tabela 2. Porcentagens e médias de gemas contaminadas em cada regido do caule

de diferentes variedades/ espécies do género Ananas

_ o Regido do caule
Variedades/ Espécie

Inferior Mediana Superior
A. macrodontes 74,36 (2,64) aA 39,39 (2,36) aA 9,80 (0,45) aB
A. comosus var. ananassoides 31,43 (1,00) bA 17,31 (0,82) bA 33,33 (1,09) aA
A. comosus var. bracteatus 14,58 (0,64) bA 0 (0) bA 1,59 (0,09) aA
A. comosus var. Comosus 40,54 (1,36) bA 19,70 (1,18) bA 6,52 (0,27) aA
A. comosus var. erectifolius 68,42 (1,44) bAB 42,47 (3,44)aA 20,83 (1,11) aB

A. comosus var. parguazensis 26,67 (0,72) bA 8,93 (0,45) bA 2,63 (0,09) aA

* Letras minUsculas comparam diferentes materiais dentro de cada regido, nas colunas, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significAncia. Letras mailsculas comparam diferentes regidées do caule dentro de
cada material, nas linhas, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. Os nimeros entre parénteses
sdo as médias de gemas contaminadas em cada regido do caule.

A fase de estabelecimento é determinante para 0 sucesso de todo o
processo. E nesta fase que se deve determinar as condicbes mais favoraveis para
induzir a competéncia celular, que pode ser definida como o potencial de
reprogramacdo de uma célula em resposta a sinais especificos, por meio de
processos de desdiferenciacdo e rediferenciacdo (FEHER et al., 2003). Fatores
relacionados a condicao fisiologica do explante, as caracteristicas da espécie e
condi¢Bes experimentais, como a composi¢do do meio de cultura e a atmosfera no
interior dos frascos durante o cultivo podem ser fundamentais para o
estabelecimento da competéncia e recepcdo dos sinais para desencadear a
resposta morfogenética por meio do processo de diferenciacéo celular.

Nas condi¢des determinadas por esse trabalho, ndo foi possivel obter essa
inducdo de competéncia para A. macrodontes, que teve o estabelecimento in vitro
influenciado pela contaminacéo.

Com relacdo ao intumescimento das gemas, houve influéncia das
variedades botéanicas sobre as médias de gemas intumescidas e plantas formadas

durante a fase de estabelecimento in vitro (Anexos C, D). A. comosus var.
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bracteatus, A. comosus var. erectifolius e A. comosus var. comosus apresentaram
maior resposta morfogenética nesta fase com maiores numeros de gemas
intumescidas e plantas formadas que A. comosus var. parguazensis, A. COMosus
var. ananassoides e A. macrodontes (Tabela 3). Varios fatores podem influenciar
essa resposta, como idade da planta, condicao fitossanitaria etc. Neste estudo,
ainda que se tenha buscado padronizar ao maximo as plantas usadas,
considerando, principalmente a idade e a sanidade do material de partida, vale
destacar que as plantas ja apresentam diferencas desde as condi¢cées de campo. A.
macrodontes, por ser uma outra espécie do género Ananas, difere dos outros
acessos, 0 que pode ter influenciado neste resultado (SOUZA et al., 2007). Na
Figura 2 € possivel observar que gemas desta variedade, além das contaminacdes,
apresentaram problemas de oxidacéo dos tecidos e sequer chegaram a intumescer.
O intumescimento das gemas € a primeira resposta ao meio de cultivo utilizado e
configura o inicio do desenvolvimento morfogenético in vitro. As variedades que
apresentaram os melhores resultados nesta fase proporcionaram posteriormente 0s
melhores resultados quanto ao numero de plantas obtido (Figura 2).

Nesta etapa inicial a porcentagem de plantas formadas é ainda baixa,
comparando-se com o intumescimento das gemas, 0 que € esperado para abacaxi.
O processo de intumescimento das gemas e formacdo das primeiras plantas em
abacaxi, em meio sdlido, é variavel podendo dar-se entre 30 e 90 dias (SOUZA et al.
2013), o que pode explicar as diferencas observadas entre os materiais, ja que essa
primeira avaliacéo foi realizada aos 45 dias de cultivo.

Tabela 3. Porcentagens e médias de gemas intumescidas e plantas formadas por
material estabelecido in vitro.

Variedades/ Espécie Intumescidas Plantas
A. macrodontes 5,13 (0,24) c 1,28 (0,06) b
A. comosus. var. ananassoides 7,32 (0,27) c 7,32 (0,27) b
A. comosus. var. bracteatus 41,44 (2,27) a 19,34 (1,06) a
A. comosus. var. comosus 22,82 (1,03) b 17,45 (0,79) a
A. comosus. var. erectifolius 35,71 (1,85) a 12,14 (0,63) a
A. comosus. var. parguazensis 12,90 (0,48) ¢ 3,23(0,12) b

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia. Os numeros entre parénteses sdo as médias de gemas intumescidas e plantas
formadas.
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Figura 2. Gemas apés 45 dias de estabelecidas in vitro nas diferentes variedades
botanicas e espécie. a) A. macrodontes; b) A. comosus var. ananassoides; c) A.
comosus var. bracteatus; d) A. comosus var. comosus; e) A. comosus Vvar.
erectifolius; f) A. comosus var. parguazensis.

A regido do caule influenciou o intumescimento das gemas e a posterior
formacdo e desenvolvimento das plantas (Anexos C, D). As regibes mediana e
superior apresentaram os melhores resultados dm termos de gemas intumescidas e
plantas formadas em comparacdo com a regido inferior, tornando-se mais
adequadas para o estabelecimento in vitro destas variedades (Tabela 4; Figura 3).

Tabela 4. Porcentagens e médias de gemas intumescidas e plantas formadas por
regido do caule durante o estabelecimento in vitro.

Variedades/ Espécie Intumescidas Plantas
Superior 28,37 (1,25) a 13,83 (0,61) a
Mediana 23,76 (1,42) a 10,44 (0,63) a
Inferior 10,10 (0,33) b 6,73 (0,22) b

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os ndmeros entre parénteses sao as médias de gemas intumescidas e plantas formadas.

Mais uma vez, a idade das gemas pode ser uma explicagcdo, j& que as
gemas da regido inferior sdo formadas primeiro, e por serem mais antigas que as
gemas das regibes mediana e superior, podem apresentar uma aparéncia mais
lenhosa, o que influencia na liberacdo de compostos fendlicos por estes tecidos na
fase de estabelecimento, além de poder dificultar a absor¢cdo dos nutrientes do meio
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de cultivo. A liberacdo de compostos fendlicos € um dos problemas que podem
ocorrer na fase de estabelecimento, tornando o meio toxico para o explante e
impedindo seu desenvolvimento, enquanto a absor¢édo de nutrientes nesta etapa
pode ser o fator determinante para o melhor desenvolvimento das gemas. Nao
existe, para abacaxi, registros destas taxas de absorcdo in vitro em diferentes
etapas. Em trabalho realizado a fim de medir a absor¢gdo de macronutrientes no
estabelecimento in vitro de bananeiras, Diniz e Alves (1999) observaram que as
maiores taxas de absorcdo de todos os nutrientes foram registradas nos 20

primeiros dias de cultivo.

B - - E k.

Figura 3. Gemas ap6és 45 dias de estabelecidas in vitro nas diferentes regides do
caule. a) regido superior; b) regido mediana; c) regido inferior.

Gemas da Coroa

A contaminacdo em gemas de coroa foi menor do que as registradas em
gemas do caule. Por outro lado, o desempenho de A. comosus var. bracteatus
guanto ao numero de gemas intumescidas e de plantas formadas foi superior ao das
outras duas variedades, confirmando um melhor potencial morfogenético, como

observado com as gemas do caule (Tabela 5).
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Tabela 5. Porcentagens e médias do total de gemas, gemas contaminadas, gemas
intumescidas e plantas formadas por variedade botanica no ensaio de
estabelecimento de gemas de coroa.

Variedades Total Contaminadas Intumescidas Plantas
P oomoSUSVAl 17,002 5,88(1,00)a 35,29 (6,00)a 51,47 (8,75) a
A.COMOSUSVAL 19254  6,67(075)a 20,00 (2,25)b 11,11 (1,25)b
ananaseoices 7:33a 0(0)a 455(033)b  4,55(0,33)b

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
Os numeros entre parénteses sdo as meédias de cada variavel por coroa.

O uso de gemas de coroa, principalmente considerando materiais oriundos
do BAG em campo, é recomendado, ja que dessa forma ndo ha necessidade de se
usar uma planta inteira do acesso. Varios acessos introduzidos no BAG in vitro da
Embrapa Mandioca e Fruticultura foram introduzidos por meio de gemas de coroa.

Também usando gemas de coroa, 0s acessos de A. comosus var. bracteatus
apresentaram os melhores resultados, com maior nimero de plantas formadas ao
final da etapa de estabelecimento.

Os acessos desta variedade em condi¢cdes de campo apresentam porte
superior as demais variedades e com grande numero de perfilhamentos (SOUZA et
al., 2012) o que pode estar relacionado também ao bom desempenho in vitro. Nao
houve confirmacdo sobre a maior aptiddo morfogenética de A. comosus var.
comosus, ja que esta apresentou desempenho estatisticamente igual ao de A.
comosus var. ananassoides.

N&o obstante tenha havido diferenca significativa entre A. comosus var.
bracteatus e as demais variedades botanicas, ndo foi observada diferenca
significativa com relacdo a varidvel numero total de gemas, muito embora a
diferenca absoluta entre as médias de A. comosus var. bracteatus e A. comosus var.
ananassoides seja de quase 10 gemas (Anexos E-H). Isso ocorreu porque, por meio
da ferramenta estatistica utilizada, a DMS (diferenca minima significativa) ficou em
9,93, colocando essas médias nos extremos do aceitavel para a igualdade. Esse tipo
de resultado levanta o questionamento sobre a pertinéncia deste tipo de analise para
trabalhos dessa natureza. Alguns trabalhos de cultura de tecidos ja buscam adequar

ferramentas estatisticas as peculiaridades deste tipo de ensaio para garantir a
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obtencédo de analises que correspondam melhor a realidade dos resultados (SILVA,
2013; SILVA, 2014).

Diversos tipos de explantes tém sido utilizados no estabelecimento in vitro
das mais variadas espécies, como por exemplo: segmentos nodais em purga de
lagarto (Jatropha elliptica) (CAMPOS et al., 2007), aroeira da praia (Schinus
terebinthifolius Raddi) (PAIVA; ALOUFA, 2009), alecrim-pimenta (Lippia sidoides)
(COSTA et al., 2007) e oliveira (Olea europaea L.) (DONINI et al., 2008); gemas
provenientes de brotos com crescimento ativo em porta-enxertos de Prunus (SILVA
et al.,, 2003); microestacas contendo gemas axilares ou gema apical em
maracujazeiro (Passiflora sp.) (FARIA et al., 2007); meristemas em bananeira (Musa
sp.) (PEREIRA et al., 2011); plantulas assépticas em angico-vermelho
(Parapiptadenia rigida) (KIELSE et al., 2009); apices meristematicos e segmentos
nodais em porta-enxertos de videira (Vitis vinifera L.) (BIASI et al., 1998); apices
caulinares em helicénia (Heliconia rauliniana) (RODRIGUES, 2005); e meristemas e
gemas em pereira (Pyrus spp.) (ERIG; FORTES, 2002).

Os relatos disponiveis sobre estabelecimento in vitro de abacaxizeiro
envolvem a utilizacdo das gemas axilares como explantes iniciais, sendo o meio
nutritivo utilizado o MS suplementado com sacarose e concentracfes variaveis dos
reguladores de crescimento BAP e ANA (ALMEIDA et al. ,2002; BARBOZA et al.,
2004; MORAES et al., 2010; PASQUAL et al., 2008; SILVA et al., 2007; SOUZA et
al., 2012). No entanto, ha poucos relatos de estudos especificos visando avaliar a
fase de estabelecimento, especialmente quando se trata de acessos silvestres de

abacaxizeiro.

Fase de Multiplicacéo

A multiplicacao in vitro foi possivel com todas as variedades botanicas de A.
comosus, porém ndao com A. macrodontes, uma vez que todas as gemas dessa
espécie foram perdidas por contaminacdo, oxidacdo ou auséncia de
desenvolvimento (Tabela 6). As diferencas observadas confirmam o efeito do
genodtipo sobre a morfogénese in vitro. Poucos sao os trabalhos de micropropagacéo
de abacaxizeiros com variedades silvestres, ainda que 0S poucos que existem

confirmam esse comportamento .
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Considerando a regido doadora do explante, o maior numero de plantas foi
obtido a partir de gemas da regido mediana e superior para todas as variedades,
alcancando-se mais de 2.000 plantas em cada uma dessas regidées em A. comosus
var. bracteatus e A. comosus var. erectifolius ao final dos quatro subcultivos (Figura
4)..

Ocorreu contaminacdo por bactérias em acessos de A. comosus var.
ananassoides e A. comosus var. parguazensis, especialmente no primeiro
subcultivo, levando a uma diminuicAo do numero de explantes disponiveis. O
aparecimento tardio de bactérias na fase de multiplicacdo depois dos 45 dias da fase
de estabelecimento levanta a hip6tese de que as bactérias que se manifestaram no
meio nutritivo s&o microrganismos que podem estar vivendo em relagdo de simbiose
com o abacaxi, na forma endofitica (ABREU-TARAZI, 2010).

Na Tabela 6 se encontram os valores da taxa de crescimento geométrico,
expresso em porcentagem, assim como, o numero de plantas obtido em cada
subcultivo. Os valores negativos devem-se as contaminac¢des citadas acima e que
afetaram a producdo final de plantas para esses materiais.

O crescimento geométrico € usado normalmente para medir populagdes,
pois quanto mais organismos estiverem se reproduzindo, maior sera a quantidade,
mas a porcentagem de crescimento provavelmente se mantera estavel. A adaptacao
deste principio a micropropagacdo parece interessante, revela um dado mais
consistente e gera uma informacdo de aplicacdo pratica no que se refere ao

potencial propagativo do que esta sendo multiplicado.

Os A. comosus var. ananassoides e A. comosus var. parguazensis
apresentaram, de forma geral, as menores taxas de crescimento geométrico, em
comparacdo com as demais variedades botanicas, sugerindo que as condi¢cdes de
cultivo utilizadas no trabalho ndo sdo as mais adequadas para esses materiais.

Os resultados obtidos com A. comosus var. bracteatus e A. comosus var.
erectifolius evidenciam um melhor potencial propagativo, ndo apenas pelo numero
de plantas obtidas ao final, mas principalmente por taxas de crescimento geométrico
menos variaveis ao logo dos subcultivos, considerando as plantas advindas das
regides mediana e superior. Ambas as variedades possuem potencial ornamental e

sao usadas nas hibridacdes voltadas para essa finalidade (SOUZA et al., 2014).
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Santos (2008), trabalhando com brotagBes adventicias de um genoétipo
ornamental de A. comosus var. bracteatus, encontraram resultados satisfatorios aos
120 dias de cultivo em meio de cultura com uma concentracéo de 1,2 mg L™ de
BAP. A concentracdo usada neste trabalho, 0,5 mg L™ de BAP, foi eficiente para a
producdo de um elevado numero de plantas em periodo de tempo similar

Cunha et al. (2006), estudando a multiplicacdo in vitro de abaxizeiro
ornamental, observaram que a variedade A. comosus var. bracteatus apresentou
altas taxas de multiplicacdo em comparacdo as demais variedades botanicas, em
consonancia com os dados relatados neste trabalho

Na literatura disponivel, a micropropagacdo de abacaxizeiro foi alcancada
com meios nutritivos suplementados com concentracdes de BAP bem mais altas que
0,5 mg L™. Pasqual et al. (2008) promoveram a multiplicac&o in vitro em um acesso
de A. comosus var. erectifolius utilizando meio MS liquido suplementado com BAP
1,5 mg L. Moraes et al. (2010) realizaram a multiplicac&o in vitro da cv. Emepa 1
(A. comosus var. comosus), tendo concluido que o meio nutritivo mais adequado foi
MS suplementado com BAP 2,0 mg L™ e ANA 0,5 mg L. Almeida et al. (2002)
concluiram que o meio MS suplementado com BAP 1,5 mg L™ promoveu a melhor
resposta para o numero de brotacdées durante a multiplicacéo in vitro da cv. Pérola
(A. comosus var. comosus). Dentre estes trabalhos, chamam a atencdo os
resultados registrados por Moraes et al. (2010), que conseguiram uma taxa média
de 10,4 brotos por explante durante o subcultivo, utilizando BAP como regulador de
crescimento, na concentracdo de 1,5 mg L™..

Embora uma elevada concentracdo de reguladores de crescimento possa
proporcionar maior niamero de brotacfes, ela também esta associada a maior
ocorréncia de variacdo somaclonal, levando a obtencdo de material heterogéneo
indesejavel para comercializacdo (BAIRU et al., 2011). Por esse motivo, é
recomendada cautela na escolha da concentracao de reguladores de crescimento a
ser utilizada.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que € factivel o

estabelecimento in vitro de variedades silvestres de abacaxizeiro.
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Tabela 6. Taxas de crescimento geométrico (%) e nimero de brotos em cada subcultivo (entre parénteses) durante a multiplicacado
in vitro de plantas (explantes) oriundas da fase de estabelecimento in vitro, considerando a regido do caule de onde foi extraida a
gema que deu origem ao explante.

Variedades Regido do N° Inicial de 1° _ 20 _ 3° _ 40 _
Caule Explantes Subcultivo Subcultivo Subcultivo Subcultivo
Inferior Nenhum - - - -
A. comosus var. ananassoides Mediana (5) -1,13 (3) 0 (3) 1,14 (5) 1,05 (8)
Superior (7) -0,74 (5) 1,77 (11) 1,75 (24) 1,64 (50)
Inferior (11) 0,97 (17) 1,80 (38) 2,59 (120) 2,74 (405)
A. comosus var. bracteatus Mediana (28) 2,91 (102) 1,71 (219) 2,51 (668) 3,00 (2530)
Superior (23) 2,78 (79) 2,13 (204) 2,48 (615) 3,38 (2739)
Inferior (8) 3,40 (36) 1,52 (71) 2,85 (251) 2,74 (846)
A. COMOSuUS var. Comosus Mediana (17) 1,92 (40) 1,25 (70) 2,30 (195) 1,69 (415)
Superior (24) 1,69 (51) 2,12 (131) 2,58 (412) 3,23 (1721)
Inferior (2) 2,82 (7) 2,78 (24) 2,06 (60) 1,82 (135)
A. comosus var. erectifolius Mediana (30) 2,67 (98) 2,41 (286) 2,10 (728) 2,80 (2524)
Superior (35) 2,47 (105) 2,36 (300) 2,00 (730) 2,89 (2630)
Inferior Nenhum - - - -
A. comosus var. parguazensis Mediana (12) -0,90 (8) 1,41 (15) 1,63 (31) 2,42 (91)
Superior (7) 1,01 (11) 1,45 (21) 1,50 (41) 2,11 (105)
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CONCLUSOES

O método proposto neste trabalho foi eficiente para promover o estabelecimento
e a multiplicagdo in vitro de todas as variedades botanicas de A. comosus, mas
nédo de A. macrodontes;

Plantas de A. comosus var. bracteatus, A. comosus var. comosus e A. Comosus
var. erectifolius apresentam as melhores respostas morfogenéticas durante o
estabelecimento e a multiplicacdo in vitro nas condi¢des desse estudo, utilizando
gemas provenientes do caule;

Gemas da regidao mediana e superior possuem melhor potencial propagativo;
Gemas advindas de coroa apresentaram menor contaminacdo do que as do
caule, e promoveram bons resultados para A. comosus var. bracteatus na fase
de estabelecimento e sdo uma opc¢éo para a introducdo de novos acessos do

BAG em campo na conservacgao in vitro.
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CAPITULO 2

CRIOPRESERVACAO DE ACESSOS SILVESTRES DE ABACAXIZEIRO



CRIOPRESERVACAO DE VARIEDADES SILVESTRES DE ABACAXIZEIRO

Resumo

O abacaxizeiro [Ananas comosus (L.) Merr] é propagado vegetativamente e a
criopreservacdo € uma alternativa segura e econbmica para a conservagdo do
germoplasma de espécies de propagacdo vegetativa a longo prazo. Os objetivos
desse trabalho foram adequar um protocolo de criopreservacdo pela técnica de
“droplet vitrification” a fim de consolidar a conservagdo de germoplasma de
variedades silvestres de abacaxi e estabelecer uma duplicata de seguranca. Foram
utilizadas plantas in vitro do Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxizeiro da
Embrapa Mandioca e Fruticultura pertencentes aos seguintes acessos: BGA 471 (A.
comosus var. ananassoides), BGA 128 (A. comosus var. bracteatus) e BGA 739 (A.
comosus var. erectifolius). Apices caulinares com dimensées de 1 mm foram
extraidos de plantas in vitro de cada um dos acessos e cultivados em placas de Petri
contendo meio de pré-cultivo (MS + 0,3 mol L™ de sacarose) por 48 horas. Apds o
periodo de pré-cultivo, os apices caulinares foram transferidos para laminas de
aluminio contendo gotas de solucao de vitrificacdo (PVS2) e tratados por 30, 45 e 60
minutos de exposicdo. Para o congelamento, as laminas contendo os apices foram
colocadas em criotubos que foram imersos em nitrogénio liquido por 24 horas. Para
o descongelamento, os apices foram colocados em solucdo de lavagem (MS +
sacarose 1 mol L) por 20 minutos antes de serem inoculados no meio de
regeneracdo (MS + sacarose 30 g L* + BAP 0,5 mg L™* + ANA 0,2 mg LY. As
maiores taxas de sobrevivéncia apés o nitrogénio liquido foram de 53,33 % para o
BGA 128, 63,33 % para o BGA 739 e 43,33 % para o BGA 471. Os tempos de
exposicao que proporcionaram as maiores taxas de sobrevivéncia foram 60 minutos
para 0os acessos BGA 471 e BGA 128 e 45 minutos para o acesso BGA 739. A
eficiéncia do método foi comprovada pela manutencdo das taxas maximas de

regeneracao em torno de 50 % para todos 0S acessos.

Palavras-chave: Banco Ativo de Germoplasma; conservacao in vitro; cultura de
tecidos; PVS2.



CRYOPRESERVATION OF WILD VARIETIES OF PINEAPPLE

ABSTRACT

Pineapple [Ananas comosus (L.) Merr] is propagated vegetatively and
cryopreservation is a safe and economical alternative available for long-term
conservation of vegetatively propagated species. The aim of this work was to
evaluate a protocol for cryopreservation by droplet Vvitrification technique to
consolidate the germplasm conservation of pineapple wild varieties and to establish a
security copy. In vitro plants from the Pineapple Active Genebank at Embrapa
Cassava and Fruits belonging to the following accessions were used: BGA 471 (A.
comosus var. ananassoides); BGA 128 (A. comosus var. bracteatus), and BGA 739
(A. comosus var. erectifolius). Shoot tips with 1 mm were extracted from in vitro
plants of each accession and cultivated in Petri dishes containing pre-culture medium
(MS + 0,3 mol L™ of sucrose). After this step the shoot tips were transferred into
aluminum foils containing drops of vitrification solution (PVS2) and treated for 30, 45
and 60 minutes of exposure to that solution. For freezing, the tips were immersed in
liquid nitrogen for 24 hours and for thawing, they were placed in rinsing solution (MS
+ 1 mol L™ sucrose) for 20 min before the cultivation into the regeneration medium
(MS + sucrose 30 g L't + BAP 0,5 mg L™ + ANA 0,2 mg L ™). Maximum rates of
regeneration after liquid nitrogen were 53.33 % for BGA 128, 63,33 % for BGA 739
and 43.33 % for BGA 471. The best results were obtained with 60 minutes of
exposure time for BGA 471 and BGA 128 and 45 minutes for BGA 739. The
consistency of the method was demonstrated by the maintenance of maximum

regeneration rates around 50 % for all accessions.

Keywords: Active Genebank; in vitro conservation; PVS2; tissue culture.



INTRODUCAO

O abacaxizeiro [Ananas comosus (L.) Merril] € uma fruteira tropical muito
apreciada e cultivada em varios paises tropicais e subtropicais. Seu centro de
origem estd na Amazbnia, que abriga a maior variabilidade genética do género
(BAKER; COLLINS, 1939; FERREIRA; CABRAL, 1993; SOUZA et al.,, 2012). A
intervencdo humana e a tendéncia ao monocultivo tém provocado grande erosao
genética no género Ananas, deixando evidente a necessidade de acgfes urgentes
voltadas para a conservacdo de germoplasma (REED et al., 2011; SOUZA et al.,
2005).

No entanto, o abacaxizeiro produz sementes altamente heterozigotas, de
interesse limitado para a conservacdo de combinacdes genéticas especificas.
Possui propagacéo prioritariamente vegetativa e seu germoplasma € normalmente
armazenado em colecdes de campo. Essa alternativa de conservacdo ex situ, na
gual o material bioldgico encontra-se suscetivel a dano fisico, desastres naturais e
pragas, além de necessitar de arduo trabalho para manutencdo, tem um custo
elevado para a conservacao (D’EECKENBRUGGE et al., 2010).

Técnicas a partir do cultivo in vitro de tecidos vegetais voltadas para a
conservacao de germoplasma tém sido desenvolvidas e aplicadas em diferentes
espécies de plantas, incluindo o abacaxizeiro (GASPAR et al., 1996; JAIN, 2001;
LAMBARDI; CARLO, 2003; SOUZA et al.,, 2005; RAI et al.,, 2011). Diferentes
métodos de conservacao in vitro sdo empregados, de acordo com as peculiaridades
de cada espécie, assim como da estratégia a ser adotada, de curto, médio ou de
longo prazo.

O estabelecimento de bancos in vitro esta voltado para a conservacdo a
curto e médio prazo e a estratégia mais utilizada nesta abordagem € o cultivo das
plantas sob crescimento lento pela desaceleracdo de seu metabolismo (TYAGI;
PRAKASH, 2004; SHARMA et al.,, 2007). A conservacdo em condi¢cdes de
crescimento lento envolve procedimentos que permitem a manutencdo de plantas in
vitro em condicBes assépticas com baixa frequéncia de subcultivos periddicos, sem
gue sua viabilidade e capacidade de crescimento sejam afetadas, proporcionando
diminuicdo nos custos da conservacdo, no trabalho manual e no risco de
contaminacao (OZUDOGRU et al., 2010). A vantagem em relacdo aos bancos em

condi¢cdes de campo é a reducdo na demanda de espago e maior seguranca dos
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acessos em relacdo a ocorréncia de pragas e doengas, assim como outras
intempéries.

Para preservacao a longo prazo, a criopreservacao, isto €, a conservagao a
temperaturas extremamente baixas, € um método eficaz que, apesar de ter sido
registrado para diversas fruteiras, ainda necessita ajustes para aumentar sua
eficiéncia (CHAUDHURY; MALIK, 2003; BENSON et al., 2007; WANG et al., 2009;
MARTINEZ-MONTERO et al., 2012).

A criopreservacao baseia-se na paralisacdo do metabolismo em nivel celular
a temperatura do nitrogénio (N.) liquido (-196 °C), mantendo a integridade do
material congelado, tornando essa forma de conservacdo muito atrativa (BENSON,
2008). Quando comparada com a conservagao in vitro € menos laboriosa, de mais
facil gestdo e possui menos riscos de variagdo somaclonal por ndo necessitar de
subcultivos periodicos. Sob essa perspectiva, a criopreservacao corresponde a
alternativa mais segura e econdmica para a conservacao a longo prazo de recursos
genéticos das espécies de propagacao vegetativa e dentre elas, do germoplasma de
abacaxi (ENGELMANN, 2000; LYNCH et al., 2007).

Os sistemas de criopreservacdo disponiveis atualmente podem ser
resumidos nas seguintes técnicas: congelamento lento, encapsulamento-
desidratacdo, encapsulamento-vitrificacdo e a vitrificacdo em gotas (droplet
vitrification) (SANTOS, 2000; PANIS et al., 2005; WANG et al., 2009).

A vitrificacdo compreende a inducdo quimica da transicdo da agua para o
estado vitreo, um estado semissolido e amorfo no qual ela apresenta alta
viscosidade, porém sem que ocorra formacao de cristais. Algumas vantagens desse
método sdo a limitacdo da cristalizacdo de sais e proteinas no citoplasma, a
protecdo contra mudancas no pH e a prevencao de colapso celular durante a perda
da agua, resultando na diminuicdo de reacGes quimicas indesejaveis que poderiam
levar a deterioracdo de seu conteudo (BENSON et al., 2007).

A vitrificacdo em gotas (droplet vitrification) surgiu como alternativa a
vitrificacdo simples, tendo como principal avanco a reduc¢do do tempo necessario
para descongelamento, evitando o banho-maria e afetando positivamente a
regeneracao apos a imersdo em nitrogénio liquido (SAKAI; ENGELMANN, 2007).

Protocolos de vitrificacdo em gotas e encapsulamento-desidratacao tém sido
aplicados amplamente para criopreservar apices caulinares e meristemas de um

grande numero de espécies que ndo requerem equipamento sofisticado para
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congelamento, com altas taxas de regeneragdo para diversos materiais
(ENGELMANN, 2011).

Entretanto em todas essas técnicas o descongelamento pode se tornar a
etapa limitante, devido a desuniformidade e assincronia na liquefacéo cristais. Dessa
forma, a rapidez e a eficiéncia nesta fase sdo determinantes para o sucesso final e
garantia de sobrevivéncia ap6s o congelamento.

Assim, 0 uso da técnica de vitrificacdo em gotas pode ser mais eficiente,
visto que usa volumes muito pequenos da solugdo de PVS2, possibilitando um
descongelamento ultrarrapido pela imersao dos apices congelados em meio liquido
rico em sacarose.

A Embrapa Mandioca e Fruticultura possui a maior colecéo de germoplasma
de abacaxizeiro em campo do mundo, contando com mais de 600 acessos do
género Ananas e espécies afins (SOUZA et al., 2012), incluindo gendtipos de todas
as variedades botanicas existentes na espécie Ananas comosus (A. comosus var.
comosus, A. comosus var. bracteatus, A. comosus var. ananassoides, A. comosus
var. erectifolius e A. comosus var. parguazensis) e da espécie Ananas macrodontes
(CABRAL et al., 2008).

A partir de 2003, a fim de minimizar perdas decorrentes da conservacao em
campo e estabelecer uma duplicata de seguranca, acessos conservados no campo
foram estabelecidos in vitro (SOUZA et al., 2005). Entretanto, esse tipo de
conservacao torna-se laboriosa pela necessidade de subcultivos periddicos para a
renovacdo das plantas. Na Embrapa esse BAG in vitro ja conta com plantas
conservadas em condi¢cdes de crescimento lento ha mais de 10 anos. Trabalho
recente mostrou que as plantas se mantém vidveis e com boas taxas de
multiplicacdo (SILVA, 2014). Entretanto, apesar destes bons resultados, a gestdo e a
manutencao deste banco demanda atencgéo constante.

Em vista disso e pelo tamanho da colecao, a busca por outra alternativa de
conservacao que possa funcionar também como uma duplicata de seguranca tem se
tornado uma demanda nos ultimos anos. Tentativas de criopreservacao de abacaxi
vém sendo realizadas por cientistas de outros paises (BENSON, 2008; GAMEZ-
PASTRANA et al., 2004; GONZALEZ-ARNAO et al., 1998).

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia de um método
de vitrificagdo (droplet vitrification) para identificar as melhores condi¢cbes de

criopreservacgao para variedades silvestres de abacaxi.
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MATERIAL E METODOS

Material Biol6gico

Trés acessos do BAG in vitro de abacaxizeiro foram utilizados para esse
estudo: o BAG 471 (A. comosus var. ananassoides), o BAG 128 (A. comosus var.
bracteatus), e o BAG 739 (A. comosus var. erectifolius). Os acessos foram
introduzidos e multiplicados, de acordo com Souza et al. (2013) para se obter o
numero de plantas necessario para a realizagcdo do estudo.

Apices caulinares das plantas in vitro foram excisados com
aproximadamente 1 mm e usados como material biolégico a ser criopreservado

(Figura la-c).

Pré-cultivo dos apices caulinares

Os apices caulinares foram cultivados em placas de Petri contendo meio de
pré-cultivo (Figura 1d) composto por sais e vitaminas do MS suplementados com
sacarose 0,3 mol L e Phytagel ® 2,4 g L™ e incubados por 48 horas em camara de
crescimento a 27 + 1 °C, fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de

22 pmol m?s™,

Vitrificacdo em diferentes tempos de exposicdo ao PVS2

Apés o periodo de pré-cultivo, os apices caulinares foram transferidos em
condicBes asseépticas para laminas de aluminio contendo cinco gotas de 6 uL de
solucdo de vitrificacdo PVS2, sendo um &pice por gota, de tal forma que a gota
cobrisse praticamente toda sua superficie (Figura le-f). Foram testados trés tempos
de exposicdo ao PVS2, a saber, 30, 45 e 60 minutos. Todas as etapas da vitrificacédo
foram realizadas sobre o gelo, garantindo a temperatura proxima a 0 °C (Figura 19).

Apés os respectivos tempos de exposicao, as laminas contendo os apices
caulinares foram colocadas diretamente dentro do nitrogénio antes de serem
introduzidas em criotubos de 2 mL, (Figura 1h) que foram entdo imersos no

nitrogénio dentro do botijao criogénico e mantidos por 24 horas (Figura 1i).
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Figura 1. Metodologia de vitrificacdo utilizada para criopreservacdo de apices
caulinares de abacaxizeiro. a-b) extracdo de apices caulinares em plantas cultivadas
in vitro; c) apice caulinar com 1 mm de comprimento; d) incubacdo dos apices
caulinares em meio de pré-cultivo; e-f) aplicacdo de gotas do PVS2 em |laminas de
aluminio; g) imersdo dos apices caulinares em gotas de solucdo de PVS2; h)
introducdo das laminas de aluminio com os apices caulinares em criotubos com
nitrogénio liquido; i) armazenamento das amostras em tanque criogénico.

Descongelamento e regeneracao

O descongelamento dos &pices foi realizado retirando-se as tiras dos
criotubos e emergindo-as rapidamente em solucéo de lavagem, que se constitui de
sais e vitaminas do MS suplementado com 1,0 mol L™ de sacarose, por 20 minutos.
Apés esse procedimento os apices foram cultivados em meio de regeneracdo
composto por sais e vitaminas MS suplementado com sacarose 3,0 %, Phytagel ®
2,4gL* BAP 0,5 mg L™" e ANA 0,2 mg L™ e incubados em condicBes de sala de

crescimento, como ja descrito no item de pré-cultivo.
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Foram realizadas avaliacbes aos 30 e 60 dias apos o cultivo, tendo-se
considerado como apice sobrevivente ao nitrogénio liquido aquele que originou pelo

menos uma planta. A taxa de sobrevivéncia foi calculada em porcentagem.

Delineamento experimental

Foram utilizados 70 4pices caulinares de cada acesso para a realizagdo do
experimento, considerando 10 &pices para cada etapa, incluindo os controles
relativos a cada tempo de exposicao e ao pré-cultivo. Foram considerados controles
as placas contendo apices que foram expostos a PVS-2 sem incubacdo em N
liqguido. Os experimentos para cada acesso das respectivas variedades foram
repetidos trés vezes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram registradas taxas médias de regeneracdo apos o congelamento que
variaram de 23,33 % com 30 min de exposi¢cdo ao PVS2 no BGA 128 até 63,33 %
com 45 min de exposicdo ao PVS2 para o BGA 739. Na Tabela 1 encontram-se o0s
resultados alcancados para os trés acessos, antes e depois do congelamento em

nitrogénio liquido.

Tabela 1. Taxas de regeneracéo (%) de acessos do BAG in vitro ap0s o tratamento
com PVS2 (Controle) e ap0ds a criopreservacao (N, lig) pela técnica de vitrificacao.

Acesso Rep 30 min ' 45 min , 60 min ,
Controle Nzligq. Controle NzIlig. Controle N:liq.
BGA 128 1 100 50 100 50 100 80
2 100 10 100 40 100 50
3 100 10 100 40 80 30
Média 100 23,33 100 43,33 93,33 53,33
BGA 739 1 100 40 80 60 80 40
2 100 30 60 60 60 40
3 80 30 60 70 80 50
Média 93,33 33,33 66,66 63,33 73,33 43,33
BGA 471 1 80 60 40 40 75 30
2 60 30 80 40 100 50
3 75 30 50 20 80 50

Média 71,67 40,00 56,67 33,33 85 43,33
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O procedimento de pré-cultivo tem a finalidade de favorecer a desidratacdo do
tecido meristeméatico, diminuindo o volume vacuolar em nivel celular (Figura 2a).
Todos os apices caulinares incubados em meio de pré-cultivo, sem tratamento com
PVS2 ou incubacgdo em nitrogénio liquido, foram regenerados no meio nutritivo, sem
gue houvesse qualquer perda, deixando evidente que esse procedimento ndo causa

nenhum efeito indesejavel aos apices cultivados.

O efeito toxico do PVS2 sobre os tecidos, independente do congelamento,
pode ser avaliado pelos controles. Neste trabalho, o efeito dessa solu¢do sobre os
acessos mostrou-se bastante varidvel. O BGA 128 parece ser mais tolerante a
solucéo, com resultados que variaram de 80 a 100 % de regeneracao nos controles
(Figura 2b) e uma meédia de aproximadamente 53 % de regeneracdo apos o
congelamento en nitrogénio liquido quando os apices caulinares foram tratados por
60 min com a solucdo de PVS2 (Figura 2c-d). Para o BGA 128, os resultados
mostraram que a medida que se aumentou o0 tempo de exposicdo houve um
aumento na porcentagem de sobrevivéncia, indicando uma possibilidade de se
aumentar o tempo de tratamento, ja que, apesar da taxa de regeneracdo ter
chegado a 80 % em uma das repeticbes experimentais, apresentou resultados
Menos expressivos nas outras repeticdes. Vale destacar, entretanto, que resultados
em torno dos 50 % de regeneracdo sejam bem interessantes sob o ponto de visa

prético.
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Figura 2. Apices caulinares de Ananas comosus var. bracteatus cultivados e
placas de Petri nas diferentes etapas de criopreservacgéo. a) meio de pré-cultivo com
50 apices caulinares; b) regeneracao dos apices caulinares apés tratamento com
PVS2; c) regeneracédo dos apices caulinares apds tratamento com PVS2 e nitrogénio
liquido; d) detalhe de apice caulinar regenerado aos 45 dias apos tratamento com
PVS2 e nitrogénio liquido em meio de cultivo in vitro. Barra: 1 mm

Outro aspecto que deve ser observado para esse acesso, considerando os
trés experimentos, é uma provavel influéncia dos explantes de partida nos
resultados obtidos. A padronizacdo dos apices caulinares para seu usoO nhestes
trabalhos é obtida a partir da retirada destes apices em plantas com 45 dias apés o
ultimo subcultivo. Esse procedimento visa homogeneizar os explantes de partida e
diminuir as fontes de variacdo dos resultados. Ainda assim, as condicbes de
incubacado podem alterar de forma significativa as condi¢des celulares, o que acaba
por afetar tanto a retirada de agua da célula quanto os mecanismos de protecdo da
membrana (ENGELMANN, 2011).

O acesso BGA 739 parece ser ligeiramente mais sensivel ao tratamento com
PVS2, apresentado taxas de regeneragdo que variaram de 60 a 100 % nos controles
e uma média de 63,33 % de regeneragdo apis o congelamento quando os apices
foram tratados com PVS2 por 45 minutos, resultado acima das expectativas
baseadas na literatura disponivel. Souza et al. (2013) tiveram resultados com outras

variedades de abacaxi, com resultados semelhantes de regeneracdo ap0s o
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congelamento em nitrogénio liquido precedido por 45 minutos de exposicdo ao
PVS2.

Por fim, o acesso BGA 471 apresentou taxas de regeneracao de 40 a 100 %
nos controles e uma média de 43,33 % de regeneracdo apO0s 0 congelamento
guando os éapices caulinares foram protegidos por meio do tratamento com PVS2
por 60 minutos, de modo similar ao observado no BGA 128.

Os resultados demonstram que a técnica de criogenia é muito eficiente para
preservar apices caulinares destes acessos, ainda que ajustes possam ser feitos
para melhorar ainda mais as taxas de sobrevivéncia e regeneragcdo. Comparando-se
as taxas obtidas com resultados registrados na literatura é possivel constatar a
maior eficiéncia obtida pela técnica de vitrificacdo em gotas. Martinez-Montero et al.
(2005) alcancaram 45 %, 33 % e 25 % de regeneragcdo apoOs tratamento das
cultivares Smooth Cayenne, Cabezona e Red Spanish, respectivamente, com
solucdo PVS3 por 7 horas e incubacdo em N liquido, valores inferiores aos que
foram obtidos neste trabalho. Gamez-Pastrana et al. (2004), por sua vez, relataram
regeneracao de até 45 % apds tratamento da cultivar MD-2 com solugdo PVS2 e
incubacdo em N liquido. Os estudos sobre criopreservacdo de abacaxizeiro sao
realizados tendo como material bioldégico acessos ou cultivares de A. comosus var.
comosus, ndo havendo nenhum registro de uso desta técnica com variedades as
outras variedades botanicas.

Os dados mostrados na Tabela 1 sugerem que o método de vitrificacdo
proposto proporciona a criopreservacao de acessos de outras variedades botanicas
com boas taxas de sobrevivéncia e regeneracdo abrindo dessa forma a
possibilidade de se estabelecer outra duplicata de seguranca do BAG abacaxi em
criogenia.

O tempo de exposicdo a solucao de vitrificacdo deve considerar ndo apenas
a sobrevivéncia dos explantes, mas também a estabilidade genética dos mesmos,
visto que a solucdo de PVS2 pode causar estresse aos tecidos expostos, 0 que
pode favorecer a variagdo somaclonal.

Os tempos de exposicdo ao PVS2 sdo bastante variaveis a depender da
espécie, ainda que o0s ensaios realizados na maioria das vezes considerem o0s trés
tempos de exposicao utilizados neste trabalho. Leunufna e Keller (2003) utilizaram

um tempo de exposicao de até 60 minutos na criopreservagdo de inhame (Dioscorea



65

Sp.), ao passo que Panis et al. (2005) utilizaram tempos de exposicdo semelhantes
na criopreservacgao de banana (Musa sp.).

A criopreservacdo por meio da vitrificacdo foi conduzida com éxito em
batata-doce (Ipomoea batatas), com regeneracdo ap6s o congelamento variando de
0 a 62 %, de acordo com a posicdo do meristema utilizado (PENNYCOOKE;
TOWILL, 2000); macgéa (Malus sp.) e pera (Pyrus sp.), com regeneracao entre 40 e
77,5 %, variando em relacao a cultivar (NIINO et al., 1992); menta (Mentha spicata
L.), com regeneracdo de 0 a 87 %, variando em relagdo aos agentes de
osmoprotecao (HIRAI; SAKAI, 1999); mamao (Carica papaya L.), com regeneracéo
de 0 a 96,6 %, variando em relacdo ao tratamento e a variedade (TSAI et al., 2009);
dentre outros (CHAUDHURY; MALIK, 2003; ENGELMANN, 2004; HARDING, 2004;
WANG et al., 2009).

Em todos os exemplos citados, foi utilizada a solucdo PVS2 na fase de
vitrificacdo, com variados tempos de exposi¢cdo, precedendo a incubacdo em
nitrogénio liquido. Essa solugdo, descrita inicialmente em um trabalho de
criopreservacao de Citrus por Sakai et al. (1990), encontra ampla aplicacao gracas a
eficiéncia comprovada na protecdo de tecidos vegetais frente a criopreservacao
(VOLK; WALTERS, 2006).

Por outro lado, o efeito toxico desta solucdo PVS2 deve-se ao fato de que
ela é composta por altas concentracdes de sacarose, levando a perda de agua por
osmose, etilenoglicol, agente indutor de estresse a nivel celular, e DMSO, um
agente caotrépico capaz de promover a desnaturacdo de proteinas e
consequentemente a desagregacédo de estruturas celulares complexas e importantes
(VOLK; WALTERS, 2006). Por esse motivo, pode-se dizer que o efeito crioprotetor
da solucdo PVS2 é acompanhado de um efeito citotoxico que pode se expressar na
inviabilizacdo de parte dos apices caulinares de abacaxizeiro, mesmo antes da
incubacdo a -196 °C. Essa observacdo € corroborada por Gonzalez-Arnao et al.
(1998), que verificaram a diminuicdo na taxa de sobrevivéncia de apices caulinares
de abacaxizeiro tratados com diferentes tempos de exposicado ao PVS2.

Como consequéncia do tratamento com PVS2, parte da capacidade de
regeneracao dos apices caulinares foi perdida ja antes da incubacdo em N liquido.
Por outro lado, a perda ap6s imersdo em nitrogénio deve-se, principalmente, a
cristalizacdo de agua remanescente no estado liquido, em vez do estado vitreo

semissolido induzido pela vitrificacdo (BENSON et al., 2007). Estudos demonstraram
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a sensibilidade de apices caulinares de fruteiras tropicais a altas concentragcdes de
sacarose e dimetilssulfoxido (GAMEZ-PASTRANA et al., 2004; ENGELMANN,
2011), explicando a permanéncia de agua em estado liquido no apice e sua
dificuldade de regeneracéo apos incubacdo em N liquido.

Ainda assim, os resultados registrados foram considerados satisfatorios e
permitem aplicagdo pratica, devendo ser considerados para o estabelecimento

destes materiais em criogenia.

CONCLUSAO

e O método de vitrificacdo nos moldes propostos nesse trabalho foi bastante
eficaz para a criopreservacao de acessos das variedades botanicas Ananas
comosus var. ananassoides, A. comosus var.bracteatus e A. comosus var.
erectifolius do Banco Ativo de Germoplasma de abacaxizeiro da Embrapa
Mandioca e Fruticultura;
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho buscou avaliar a morfogénese e o potencial propagativo
de diversas variedades boténicas de abacaxizeiro durante o estabelecimento in vitro
e a possibilidade de se utlizar a criopreservacdo como estratégia de conservacao de
valioso germoplasma de abacaxi.

Com os resultados obtidos, foi possivel confirmar que as respostas
morfogenéticas sdo diferentes entre os acessos trabalhados, assim como entre as
diferentes se¢bes do caule do abacaxizeiro, estabelecendo, portanto, a
recomendacdo de utilizacao preferencial de suas se¢fes média e superior durante o
estabelecimento in vitro, independente da variedade botanica. Ficou clara a
necessidade de procedimentos diferenciados na fase de estabelecimento para os
acessos de A. macrodontes cujas taxas de contaminacdo nesta etapa inviabilizam
sua introducao in vitro.

Para as demais variedades, o protocolo avaliado foi satisfatorio e pode ser
utilizado com éxito, incluindo as gemas de coroas, estrategicamente interessantes
para a formacao da duplicata de seguranca.

A criopreservacdo foi realizada com éxito em acessos de diferentes
variedades botanicas, com regeneracbes tdo ou mais satisfatérias que as
registradas até o momento na literatura disponivel. Os resultados obtidos nesta
etapa do trabalho destacam o potencial do método utilizado e indicam que ele pode
ser aplicado aos demais acessos do banco, criando a perspectiva da construcao de
um criobanco como duplicata de seguranca extra para 0s demais acessos
existentes, para conservacao a longo prazo.

Finalmente, este trabalho fornece informacdes importantes sobre material
biolégico de abacaxizeiro pouco estudado, do ponto de vista da aplicacdo de
métodos biotecnolégicos in vitro, contribuindo para o estado da arte da

micropropagacao e da criopreservacao do abacaxizeiro.



ANEXOS



ANEXO A. Andlise de variancia para total de gemas de abacaxizeiros silvestres.

Fator de Variacao SQ QM Fcal
Material 3,53 0,71 5,44**
Regido 10,57 5,28 40,76**
Material x Regido 2,99 0,30 2,30*
Erro 22,56 0,13

Total corrigido 39,64

CV (%) 15,58

ANEXO B. Andlise de variancia para a variavel nimero de gemas contaminadas

durante o estabelecimento in vitro de abacaxizeiros silvestres.

Fator de Variacao SQ QM Feal
Material 7,42 1,48 9,12**
Regiéo 2,93 1,46 9,00**
Material x Regido 3,34 0,33 2,05*
Erro 28,31 0,16

Total corrigido 42,00

CV (%) 29,92

ANEXO C. Analise de variancia para a variavel nimero de gemas intumescidas

durante o estabelecimento in vitro de abacaxizeiros silvestres.

Fator de Variacéo SQ QM Feal
Material 11,67 2,33 17,10**
Regido 4,55 2,27 16,65**
Material x Regido 2,27 0,23 1,66"
Erro 23,76 0,14

Total corrigido 42,25

CV (%) 27,70




ANEXO D. Anadlise de variancia para a variavel plantas formadas durante o
estabelecimento in vitro de abacaxizeiros silvestres.

Fator de Variacéo GL SQ QM Fecal
Material 5 3,23 0,65 6,98**
Regido 2 0,76 0,38 4,11*
Material x Regido 10 0,57 0,06 0,62"
Erro 174 16,07 0,09

Total corrigido 191 20,63

CV (%) 25,90

ANEXO E. Analise de variancia para a variavel nimero de gemas total de
coroas de abacaxizeiros silvestres.

Fator de Variacéao GL SQ QM Fecal
Variedade Botanica 2 3,94 1,97 3,07™
Erro 8 5,13 0,640932

Total corrigido 10 9,07

CV (%) 22,69

ANEXO F. Analise de variancia para a variavel numero de gemas
contaminadas de coroas de abacaxizeiros silvestres.

Fator de Variacéao GL SQ QM Feal
Variedade Botanica 2 0,19 0,10 0,51™
Erro 8 1,53 0,19

Total corrigido 10 1,72

CV (%) 35,89

ANEXO G. Analise de variancia para a variavel niamero de gemas
intumescidas de coroas de abacaxizeiros silvestres.

Fator de Variacéao GL SQ QM Feal
Variedade Botéanica 2 15,61 7,81 13,74**
Erro 8 4,55 0,57

Total corrigido 10 20,16

CV (%) 31,04




ANEXO H. Analise de variancia para a variavel numero de gemas
contaminadas de coroas de abacaxizeiros silvestres.

Fator de Variacéo GL SQ QM Fecal
Variedade Botéanica 2 8,12 4,06 15,74**
Erro 8 2,06 0,26

Total corrigido 10 10,18

CV (%) 26,04




