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VIABILIDADE, ESTABILIDADE GENETICA E LIMPEZA VIRAL DE PLANTAS
DE ABACAXIZEIRO MANTIDAS SOB CONSERVACAO IN VITRO POR DEZ
ANOS

Orientadora: Dra. Fernanda Vidigal Duarte Souza
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RESUMO: A retomada do crescimento de plantas, apds longos periodos de
incubacdo em crescimento lento, € fundamental para o éxito da conservacao in
vitro. Adicionalmente, as plantas conservadas devem ser geneticamente estaveis
e estar isentas de virus e outros patégenos. Em vista disso, este trabalho teve
como obijetivos: avaliar a viabilidade de plantas de abacaxi conservadas in vitro
por um periodo de 10 anos, a partir da retomada de crescimento e de seu
potencial propagativo; validar uma metodologia para limpeza do complexo viral
PMWaV por meio do cultivo de 4pices caulinares de plantas in vitro, assim como
avaliar a estabilidade genética das plantas conservadas com o uso de
marcadores moleculares ISSR. Realizou-se o célculo do nimero médio de brotos
obtidos durante cinco subcultivos sucessivos de 66 acessos e do crescimento
geométrico apds conservacdo, para avaliar as taxas de multiplicacdo entre os
diferentes acessos. Para a deteccdo do virus em plantas do BAG de abacaxi
utilizou-se a técnica de RT-PCR e para a remocdo dos tecidos infectados e
limpeza viral das plantas, meristemas com aproximadamente 0,5 mm oriundos de
apices caulinares de plantas in vitro. Realizou-se uma segunda indexacao para
confirmar a limpeza das plantas. Para estudo da estabilidade genética das plantas
conservadas foram utilizados marcadores ISSR. Obteve-se viabilidade de todos
0S acessos conservados com uma grande variagdo na resposta morfogenética e
no potencial propagativo. Subcultivos com intervalos de 24 meses podem ser
recomendados para todos 0s acessos avaliados. Apds o cultivo de meristemas 90
% dos acessos avaliados apresentaram-se livres do PMWaV. Os marcadores
ISSR foram eficazes na deteccdo de 12,5 % de variantes somaclonais nos
acessos conservados in vitro.

Palavras-chave: Ananas comosus (L.) Merril, conservacdo de germoplasma,

fitossanidade, Pineapple Mealybug Associated Virus.



VIABILITY, CLEANING VIRAL AND GENETIC STABILITY OF PINEAPPLE
PLANTS IN VITRO CONSERVED FOR TEN YEARS

Advisor: Dra. Fernanda Duarte Vidigal Souza
Co-advisor: Dra. Claudia Fortes Ferreira

Prof. Dra. Maria Angélica Pereira Carvalho Costa

ABSTRACT: Plant growth after long periods of incubation under slow growth
conditions is critical to the success of conservation. Additionally, the plants must
be genetically stable and kept free of viruses and other pathogens. In this sense,
the aim of this work was to evaluate the viability of plants from in vitro conservation
for a period 10 years by the evaluation of growth and multiplication rates, to
validate a methodology for cleaning the PMWaV virus complex from meristem
culture from in vitro plants, as well as to evaluate the genetic stability of preserved
plants using ISSR molecular markers. Geometric growth was calculated in order to
evaluate multiplication rates among different accessions. For the virus detection,
RT-PCRtechnique was used. For cleaning the infected accessions, meristems with
approximately 0.5 mm derived from shoot tips of in vitro plants. A second
indexation test was performed in order to confirm the virus elimination from the
plants. To investigate the genetic stability of preserved accessions in vitro plants
were compared to plants in the field using ISSR markers. Results showed viability
for all accessions preserved with a large variation in morphogenetic response and
in propagation potential. 24 month intervals may be recommended for all
accessions. Among plants originated from meristems that were positive for the
presence of virus, 90% was PMWaV-free, confirming the efficiency of the
methodology used. The ISSR markers were effective in detecting 12.5% of

somaclonal variants.

Key word: Ananas comosus (L.) Merril, germplasm conservation, phytosanitary,

Pineapple Mealybug Associated Virus.



INTRODUCAO

O abacaxi [Ananas comosus (L.) Merril] € uma fruta tropical apreciada
mundialmente pelo seu aroma e sabor acentuados, tem alto valor nutritivo, sendo
particularmente rica em sais minerais e vitaminas, além de apresentar
propriedades medicinais. O abacaxizeiro comum é uma bromelidcea, que pode
ser propagada por filhotes, rebentbes ou pela coroa. Geralmente é diploide, com
50 cromossomos, mas existem formas tripléides espontaneas (CABRAL et al.,
2004).

O género possui duas espécies, Ananas macrodontes E. Morren, que é
mono especifica e Ananas comosus (L.) Merril, que se divide em cinco variedades
botéanicas a saber: A. comosus (L.) Merr. var. ananassoides (Baker) Coppens & F.
Leal, A. comosus (L.) Merr. var. parguazensis (Camargo & L.B.Sm.) Coppens &
F.Leal, A. comosus (L.) Merr. var. erectifolius (L.B.Sm.) Coppens & F. Leal, A.
comosus (L.) Merr. var. bracteatus (Lindl.) Coppens & F. Leal e A. comosus var.
comosus (COPPENS D’EECKEMBRUGGE; LEAL, 2003). Esta dudltima, A.
COMOSUS var. comosus, se constitui na principal forma cultivada e abrange todas
as cultivares plantadas nas regides tropicais e subtropicais do mundo para a
exploragéo do fruto.

O abacaxizeiro é um dos destaques da familia Bromeliaceae, ndo apenas
por sua importancia econémica, mas também pela multiplicidade de usos que
vém sendo prospectados nos ultimos anos. Seu uso ornamental vem sendo
valorizado no segmento da floricultura demandando trabalhos de pesquisa
voltados ao seu melhoramento genético (SANEWSKI, 2009; SOUZA et al., 2011a;
2012; 2014). Por outro lado, vem sendo usado como matéria-prima na industria
téxtil para a fabricagdo de tecidos (LEAL, 1996), assim como suas fibras vem
sendo empregadas como reforco vegetal na indlstria automotiva (LEAO et al.,
2007; SENNA NETO et al.,, 2013). Metabdlitos secundarios com atividades

biolégicas antioxidantes e de grande valor para a industria farmacéutica,



cosmética e alimenticia se constituem em outros usos do abacaxizeiro
(BENNETT, 2000; HARVEY, 2000; MANETTI et al., 2009).

O predominio de poucas cultivares para a exploracdo comercial nos
principais paises produtores e a substituicdo de cultivares locais por outras de
importancia comercial mais ampla, vem causando erosao genética no género e
indicam a necessidade de intensificacdo das atividades de preservagéao,
caracterizacdo e avaliacdo do germoplasma de abacaxi (CABRAL et al., 2004).
Esse germoplasma constitui a base para qualquer programa de melhoramento e,
portanto para a geracao de novos materiais.

O Brasil é o centro de origem e dispersao do abacaxizeiro e espécies afins,
com importante diversidade genética incluindo formas primitivas, cultivadas e
intermediarias (COPPENS D’EECKENBRUGGE; LEAL, 2003).

O Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi (BAG Abacaxi) da Embrapa
Mandioca e Fruticultura reine ampla variabilidade genética intra e interespecifica,
estimando-se que parte da variabilidade genética natural esta representada neste
banco (SOUZA et al., 2012). Quase todo o territorio brasileiro ja foi explorado em
missdes de coleta, além de algumas incursdes em paises vizinhos. Entretanto,
restam ainda, algumas éareas nas regides Nordeste e Centro-Oeste a serem
exploradas. No Nordeste, ha possibilidade de se coletar gendtipos com tolerancia
a seca e, no Centro-Oeste, adaptados a solos de baixa fertilidade (CABRAL et al.,
2009).

Aliada as diversas estratégias de conservacdo, como o BAG ex situ, e a
conservacao de sementes, a conservacgao in vitro de plantas micropropagadas é
uma das alternativas de conservacdo de germoplasma e vem sendo largamente
utilizada em muitas espécies de importancia econdémica, notadamente naquelas
propagadas assexuadamente a exemplo da mandioca (FUKUDA, 2005); abacaxi
(SOUZA et al., 2006); banana (SOUZA et al., 2010) e batata (RITSCHEL et al.,
2010). Dentre as vantagens de um BGA in vitro, pode-se ressaltar a manutencéo
de um grande numero de acessos num pequeno espaco fisico e livre das
intempéries e riscos que existem no campo, assim como facilidade e seguranca
para o intercambio de germoplasma (ENGELMANN, 2011).



Portanto, a manutencdo de colecdes in vitro tem sido considerada como
um método alternativo a conservacdo de germoplasma e mais precisamente,
como uma duplicata de seguranca do germoplasma em questao.

Entretanto, esse tipo de conservacao, envolve a manutencdo de plantas
cultivadas em crescimento ativo por meio de subcultivos periédicos, cujos
intervalos variam conforme a espécie e até mesmo, o gendtipo, dentro da mesma
espécie. A realizacdo destes subcultivos envolve transferéncia das plantas para
meio novo a fim de renovar 0os acessos em conservacdo e se constitui em
atividade que pode tornar esse tipo de conservacdo laboriosa, além de elevar
seus custos. Na tentativa de solucionar esse problema, a estratégia de manter as
plantas em condicdes de crescimento lento, pela reducdo do metabolismo celular,
vem sendo adotada para varias espécies como, por exemplo, em abacaxi
(SOUZA et al., 2005), batata-doce (RISTCHEL et al., 2010); banana (SOUZA et
al., 2010); mandioca (LIMA et al., 2011; VIEIRA et al., 2012); inhame (SOUZA et
al., 2011). Os fatores considerados para se obter a reducdo do crescimento das
plantas in vitro sdo variados e, vao desde controle de temperatura e intensidade
luminosa, até alteracdes na formulacado dos meios de cultura (SOUZA et al., 2004;
2006; FLORES et al., 2013).

O tempo prolongado de conservacdo nestas condi¢cdes, assim como a
mencionada realizacdo de subcultivos sucessivos para a renovacdo dos acessos
in vitro pode também gerar variagdo somaclonal ou acarretar perda de plantas por
contaminacdes fangicas ou bacterianas. Outro aspecto que precisa ser
considerado na conservacao in vitro é o efeito que esses tempos prolongados de
cultivo podem ter sobre a retomada do crescimento e do potencial propagativo
dos acessos conservados.

O Banco in vitro da Embrapa Mandioca e Fruticultura de abacaxi foi
estabelecido em 2003 e, até o momento nenhum trabalho que comprovasse a
estabilidade genética dos acessos conservados tinha sido realizado, a fim de
validar a metodologia adotada de conservacdo. Em abacaxi poucos s&o 0s
variantes somaclonais que podem ser identificados in vitro, pelo fenétipo, como o
surgimento de espinhos ou variegagbes na folha, os mais comuns de serem

detectados visualmente (SONEJI et al., 2002). A variacdo somaclonal é um dos



topicos mais revisados e estudados na cultura de tecidos, principalmente pelos
efeitos negativos que pode causar na micropropaga¢ao ou na conservacgao in vitro
de germoplasma (BAIRU et al., 2011).

Avancos na area da Biologia Molecular tém disponibilizado diversas
tecnologias para andlise gendmica, possibilitando a verificagdo de polimorfismo
de sequéncias de DNA em varios pontos do genoma e permitindo fazer estimativa
de vinculo genético entre variedades ou acessos de uma espécie (SILVA et al.,
2009). Uma estratégia para detectar variantes somaclonais € a utilizacdo de
marcadores moleculares, uma vez que acessam 0 genoma, evitando o efeito
ambiental e, consequentemente erros de identificacdo (BORBA et al., 2005). Os
diferentes tipos de marcadores moleculares disponiveis variam conforme a
tecnologia utilizada para revelar variabilidade em nivel de DNA, habilidade para
detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e
repetibilidade (FALEIRO, 2007).

O PCR (reacdo em cadeia da polimerase) se baseia no anelamento e
extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos (moléculas de DNA de fita
simples) utilizados como iniciadores, que delimitam a sequéncia de DNA de fita
dupla, alvo de amplificacdo (KONIECZNY; AUSUBEL, 1993). Em 1990 foi
desenvolvida a técnica de RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) o
gue vem possibilitando o desenvolvimento e a ampliacdo do uso dos marcadores
moleculares, com a ideia de utilizar primers mais curtos e de sequéncias
arbitrarias para dirigir a reacao de amplificacao, eliminando assim a necessidade
do conhecimento prévio de sequéncia (WILLIAMS et al., 1990).

O uso de marcadores moleculares em estudos de diversidade genética e
de estabilidade genética de plantas micropropagadas ou mesmo de plantas
mantidas ex situ, tem possibilitado um melhor entendimento das metodologias de
conservacgao usadas (MARTINS et al., 2004; ZOGHLAMI et al., 2012).

Os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) (ZIETKLEWICZ et
al., 1994) sdo amplamente utilizados em estudos de diversidade genética, uma
vez que para sua utilizacdo ndo se necessita de informacéo prévia da sequéncia
de DNA. Além disso, tem baixo custo de desenvolvimento e os procedimentos

laboratoriais podem ser transferidos para qualquer espécie de planta (BARTH et



al., 2002). Varios estudos realizados com marcador ISSR tém demonstrado sua
eficiéncia para analise de fidelidade e variabilidade genética em plantas como em
(ROSSI et. al., 2009) bambu gigante (SINGH et al., 2013); banana (AREMU et
al., 2013); gloriosa (YADAV etal., 2013); abacaxi; mandica (SILVA et al., 2011) e
batata-doce (MAROUELLI, 2005).

Em abacaxi, Feuser et al. (2003) estudaram a fidelidade genética de
mudas produzidas por dois sistemas de multiplicacdo in vitro, por imerséo
temporaria ou estacionaria usando marcadores do tipo RAPD e pelo método
enzimatico e, concluiram que existem diferencas significativas entre ambos o0s
sistemas, sendo que com o uso de marcadores RAPD houve uma maior detecgao
de variacdo. Um dos poucos registros sobre a ocorréncia de variacdo somaclonal
em abacaxi foi feito por Perez et al. (2012) que relatam a deteccdo por AFLP de
dois variantes somaclonais originados do cultivo in vitro da cv. Red Spanish Pinar.
N&o existem registros na literatura sobre o uso de marcadores ISSR em abacaxi
para deteccao de variacdo somaclonal, principalmente considerando os efeitos da
conservagao in vitro.

Outro fator fundamental na conservacao de abacaxizeiro é a manutencéo
de plantas livres de patégenos e, portanto, com uma qualidade fitossanitaria
garantida. Dentre as enfermidades que acometem esta planta, merece destaque a
murcha associada a cochonilha (Pineapple Mealybug Associated Virus, PMWaV),
gue se constitui em um dos maiores entraves para o aumento da produtividade da
cultura e vem causando grandes perdas no Brasil e em muitos paises produtores
(HU et al., 1997; SETHER et al, 2001; 2005).

O controle dessa virose é dificultado pela facil disseminacéo do virus por
meio de mudas infectadas, muitas vezes assintomaticas. No Brasil, o registro da
ocorréncia de plantas infectadas em varias regides produtoras deixa claro que
essa doenca ja € um problema para o cultivo comercial de abacaxizeiro no pais
(SANTOS, 2013).

Dessa forma, tanto procedimentos para a deteccao do virus nas plantas,
guanto para a limpeza de gendtipos e matrizes infectadas devem ser priorizados

como estratégias auxiliares no controle da doenca.



Atualmente, as técnicas mais utilizadas para detecgdo de virus em
abacaxi sdo as soroldgicas e moleculares. As sorolégicas utilizam anticorpos que
tém a capacidade de detectar a particula ou as proteinas virais no extrato vegetal,
ao passo que as moleculares detectam a presenca do genoma viral. Para
indexacdo é necessario um método rapido, baixo custo, sensivel e préatico. Os
métodos moleculares de deteccdo apresentam maior sensibilidade, porém
possuem maior custo, principalmente quando se necessita detectar virus com
genoma de RNA, que é o caso do PMWaV (SANTOS, 2013).

A técnica molecular utilizada para a deteccdo do PMWaV é a RT-PCR
(Reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa), que se baseia
inicialmente na utilizacdo do RNA viral como molde para a sintese de uma copia
DNA complementar (cDNA) utilizando a enzima transcriptase reversa, seguido de
uma reacdo de PCR. Ja existem oligonucleotideos especificos capazes de
detectar cada um dos trés virus (SETHER et al., 2005).

Entretanto, para cada amostra a ser analisada sdo necessarias a
realizacdo de trés reacfes para a deteccdo de cada um dos trés virus. Visando
reduzir o numero de reaces de RT-PCR e gerar economia de tempo e custo,
Andrade et al. (2010), desenharam oligonucleotideos degenerados que foram
capazes de detectar indiscriminadamente os trés tipos virais.

Assim, uma vez identificada a presenca do virus é necessario o
desenvolvimento de uma estratégia de remocao e limpeza, considerando tanto a
questdo do estabelecimento de matrizeiros para a producdo de mudas
certificadas, quanto o aspecto da conservacdo de germoplasma (SOUZA et al.,
2011).

O cultivo de apices caulinares e a termoterapia sdo estratégias usadas
para limpeza de virus em diversas espécies. Em abacaxi, no entanto, ensaios
realizados no Hawaii, a partir do cultivo in vitro, e da termoterapia de gemas
axilares, constataram que o uso de temperaturas elevadas néo foi eficiente e o
cultivo de gemas axilares obteve um resultado discreto e diretamente ligado ao
tamanho do explante utilizado (SETHER et al., 2001).

Em trabalho preliminar realizado por Souza et al. (2011) o cultivo de

meristemas, oriundos de &pices caulinares excisados de plantas in vitro, com



tamanho em torno de 0,5 mm apresentou resultados promissores para a
eliminacgdo dos tecidos infectados e, consequentemente para a limpeza da planta.

Tanto a viabilidade, quanto a estabilidade genética e a condicao
fitossanitadria das plantas conservadas in vitro sdo aspectos cruciais para se
considerar um protocolo de conservacao in vitro eficiente. Por outro lado, o
intercambio de germoplasma, uma das fun¢cées de um banco dessa natureza,
demanda todos esses atributos no acesso a ser intercambiado: plantas viaveis,
saudaveis e estaveis geneticamente (SANTOS, 2008).

Para abacaxi, ndo existem estudos publicados abordando esses aspectos
da conservacao in vitro e mais precisamente, a partir de dados originados de uma
colecéo ja estabelecida ha dez anos.

Em vista disso, os objetivos deste trabalho foram: i) comprovar a
viabilidade e resgate de plantas de abacaxi conservadas in vitro por meio de suas
taxas de multiplicacdo; ii) validar um protocolo de limpeza de virus usando o
cultivo de meristemas de &pices caulinares de plantas in vitro e iii) avaliar a
estabilidade genética das plantas conservadas a partir de marcadores do tipo
ISSR.
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CAPITULO 1

VIABILIDADE E MICROPROPAGACAO DE ACESSOS DE ABACAXIZEIRO
MANTIDOS SOB CONSERVACAO IN VITRO POR DEZ ANOS*
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VIABILIDADE E MICROPROPAGACAO DE ACESSOS DE ABACAXIZEIRO
MANTIDOS SOB CONSERVACAO IN VITRO POR DEZ ANOS

RESUMO: O Banco Ativo de Germoplasma in vitro de Abacaxi vem sendo
mantido na Embrapa Mandioca e Fruticultura desde 2003 sob regime de
crescimento lento, por meio da reducdo do metabolismo celular das plantas. N&o
existem registros do efeito do tempo de permanéncia e da condicdo de
conservagao in vitro destas plantas sobre sua viabilidade. Este trabalho objetivou
avaliar a viabilidade e o potencial propagativo de plantas oriundas de 66 acessos
de diferentes variedades botanicas de abacaxi conservadas por um periodo de 10
anos. Plantas dos referidos acessos foram retiradas da camara de conservacéao e
subcultivadas em meio MS suplementado com 30 g L™ de sacarose, 1,8 g L™ de
Phytagel, 0,1 mg L de ANA, 0,5 mg L de BAP com pH ajustado em 5,8 e
incubadas em camara de crescimento com temperatura de 27 + 1 °C, intensidade
luminosa de 30 pmol m?s™ e 16 horas de fotoperiodo. Foram realizados cinco
subcultivos em intervalos de 45 dias, contabilizando-se o niumero de brotos por
acesso em cada subcultilvo. Os dados foram analisados com o uso do programa
estatistico SAS — Statistical Analysis System (SAS, 2000). Houve variacdo do
namero de brotos entre os acessos e variedades botanicas. Os resultados obtidos
revelaram que houve recuperacdo da capacidade de multiplicacdo em todas as
variedades estudadas, sendo que as maiores medias foram obtidas pela
variedade botanica Ananas comosus var. bracteatus e as menores médias para
os A. comosus var. ananassoides. A ocorréncia de bactérias endofiticas foi
observada nos dois udltimos subcultivos para alguns acessos. Foi possivel o

resgate de 100 % dos acessos conservados.

Palavras-chave: Ananas comosus (L.) Merril, conservagéo ex situ, cultura de

tecidos, recursos genéticos.



VIABILITY AND MICROPROPAGATION OF ACCESSIONS FROM PINEAPPLE
PLANTS IN VITRO CONSERVED FOR TEN YEARS

ABSTRACT: The in vitro pineapple genebank has been maintained at Embrapa
Cassava & Fruits since 2003, under slow growth condition due to the reducing
cellular metabolism of plants. No evaluation about the effect of time and in vitro
storage conditions over the viability of these plants has been recorded. This study
aimed to evaluate the micropropagation and rescue of the plants from 66
accessions of different pineapple botanical varieties preserved for a period of 10
years and their multiplication rates. The plants were removed from the storage
chamber and subcultured on fresh MS medium supplemented with 30 gL *sucrose,
1.8 gL™ Phytagel®, 0.1 mgL™ ANA, 0.5 mgL™ BAP with pH adjusted at 5.8 and
incubated in a growth chamber at 27 + 1 °C, light intensity of 30 umol m? s™ and 16
hours photoperiod. Five subcultures were performed with intervals of 45 days,
registering the number of shoots/accession in each subculure. Data were analyzed
using the statistical program SAS - Statistical Analysis System. The results showed
that was feasible to recover and multiply all accessions, with the highest averages
obtained with botanical variety Ananas. comosus var. bracteatus and the lowest
averages with A. comosus var. ananassoide. The number of shoots ranged
between botanical varieties and genotypes. The rescue of 100 % from conserved

accessions was possible.

Key words: Ananas comosus (L.) Merril, ex situ conservation, tissue culture,

genetic resources.
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INTRODUCAO

O Brasil € um dos centros de origem e dispersdo do género Ananas
(COPPENS D’EECKENBRUGGE et al., 1997) e, também o segundo produtor
mundial de abacaxi, com um total de 2.478.178 toneladas (FAO, 2014).

Nos ultimos anos a erosdo genética no género Ananas vem se tornando
cada vez mais pronunciada, devido ao cultivo de poucas cultivares e a
antropizacdo de suas areas de ocorréncia, o que demanda a intensificacdo de
acOes na direcao da conservacgao deste germoplasma.

A Embrapa Mandioca e Fruticultura mantém um Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) com aproximadamente 600 acessos do género Ananas e
outras Bromeliaceae, sendo considerada a maior colecdo de abacaxizeiro e
espécies afins do mundo. Estima-se que grande parte da variabilidade genética
natural dessa fruteira esteja ai representada a partir de coletas realizadas em
diversas partes do territério brasileiro (CABRAL; SOUZA, 2006).

A conservagdo do germoplasma de abacaxizeiro tem sido feita em
condi¢cbes de campo (SOUZA et al., 2012) e in vitro (SOUZA et al., 2004), por ser
uma cultura prioritariamente de propagacdo vegetativa, ainda que forme
sementes em condi¢cdes naturais.

A conservacdo em campo, entretanto, pode ser vulneravel, ja que nem
sempre as plantas coletadas em diferentes regides e sob diferentes condicdes se
adaptam ao local de instalacdo do banco de germoplasma, causando perdas de
acessos que muitas vezes ndo podem ser coletados novamente. Além disso, a
conservacdo em campo torna-se fragil, a medida que pragas e doencas (fatores
biéticos), bem como secas prolongadas e chuvas torrenciais (fatores abiéticos)
podem comprometer de forma significativa a integridade da colecdo (SOUZA et
al., 2005).

Dessa forma, o estabelecimento de uma duplicata de seguranga in vitro,
tornou-se uma alternativa importante e quase fundamental para muitas espécies,
ainda que sejam necessarios cuidados para seu pleno éxito. As vantagens de um
BAG in vitro sdo muitas, dentre as quais vale ressaltar a manutencdo de um
grande numero de acessos num pequeno espaco fisico, livre de intempéries e dos
riscos que existem em campo, além de ser uma significativa alternativa de

limpeza e conservacédo para o abacaxi (SOUZA et al., 2005).
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No entanto, ao contrario do crescimento e rapido desenvolvimento que se
busca na micropropagacdo ou regeneracdo de plantas in vitro, as plantas
conservadas devem se desenvolver em regime de crescimento lento, a fim de se
aumentar os intervalos entre subcultivos e facilitar o manejo da colecdo. Assim, a
reducéo do metabolismo e o estabelecimento de condi¢gdes de crescimento lento,
mantendo a planta viavel e saudavel, estdo entre os principais objetivos para
tornar eficiente a manutencéo das cole¢des conservadas in vitro (SOUZA et al.,
2006a).

O estabelecimento do Banco in vitro da Embrapa Mandioca e Fruticultura
foi iniciado em 2003 e conta atualmente com 240 acessos sob regime de
crescimento lento. Cada acesso possui seis plantas conservadas em tubos de
ensaio, em meio MS com ¥ da concentragdo de sais sob temperatura de 21°C,
fotoperiodo de 12 horas de luz e intensidade luminosa de 30pmol m2s™*(SOUZA
et al., 2004; 2005).

Um estudo preliminar sobre o comportamento in vitro destes acessos
constatou uma variacdo entre intervalos de subcultivos que foram de 50 a 350
dias nos trés primeiros anos (SOUZA et al., 2005).

Vale destacar que nado existem estudos sobre os efeitos dos longos
periodos de conservacao in vitro sob condicbes de crescimento lento na
viabilidade e na capacidade de multiplicacdo destas plantas de abacaxi, assim
como sobre a ocorréncia de variagdo somaclonal.

A retomada do crescimento das plantas apds o periodo de conservacao
sob crescimento lento deve ser restabelecida nas condicdes normais de cultivo
(LEMOS et al., 2002), assim como se faz necessaria a garantia sobre a
estabilidade genética das mesmas. A possibilidade de ocorréncia de variacao
somaclonal é uma das desvantagens deste tipo de estratégia e que pode advir do
estresse imposto durante a conservacao (LARKIN; SCOWCROFT, 1981).

Poucos séo os relatos publicados sobre conservacéo in vitro de abacaxi,
e ainda que cole¢Bes sejam mantidas na Franga (CIRAD), Havai (USDA) e Cuba
(UNICA), os trabalhos mais focados na otimizacdo de protocolos estdo sendo
desenvolvidos no Brasil pela importancia que a cultura tem e, pela grande
variabilidade genética existente do género no pais (CANTO et al.,2004; SOUZA et
al., 2005; 2009; 2010).
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As funcbes de um banco in vitro vao desde resguardar o germoplasma
para garantir a conservacao de um pool de genes, até para atender demandas de
intercambio de germoplasma ou para o atendimento de projetos variados
(GEORGE,1993). Em vista disso, € importante conhecer o potencial propagativo
dos acessos conservados e a recuperacdo da capacidade de multiplicacéo,
principalmente apds o periodo de conservacéo.

Esse potencial varia de acordo com o genoétipo, mas um protocolo basico
pode ser usado como ponto de partida para ensaios dessa natureza. Ja existe um
protocolo padréo para as principais cultivares comerciais de abacaxi (TEIXEIRA et
al., 2001; SOUZA et al., 2009) e para abacaxi ornamental (CARVALHO et al.,
2009).

Os acessos Uutilizados para a realizacdo deste trabalho se encontravam
sob conservacgédo desde 2003 sendo cultivados com intervalos de subcultivo que
variaram de 8 a 12 meses. No entanto, as plantas utilizadas neste trabalho
vinham de um subcultivo de 24 meses.

Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade das
plantas conservadas de 66 acessos do género Ananas pela retomada do
crescimento e o potencial propagativo apdés 10 anos na conservacao in vitro sob

regime de crescimento lento.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 66 acessos das variedades botanicas Ananas comosus
var. bracteatus (8 acessos), A. comosus var. comosus (44 acessos), A. COMosus
var. erectifolius (4 acessos) e A. comosus var. ananassoides (10), provenientes
do Banco Ativo de Germoplasma, BAG in vitro de abacaxi apés dez anos de
conservacdao em condicOes de crescimento lento de acordo com Souza et al.
(2004). Na Tabela 1(pagina 23) estédo relacionados 0s 66 acessos utilizados neste
trabalho, bem como as respectivas variedades botanicas a que pertencem.

As plantas de cada acesso foram subcultivadas em frascos contendo 30
ml de meio MS (adicionado de 30 g L™ de sacarose, 1,8 g L™ de phytagel, 0,1 mg
L™ de ANA e 0,5 mg L™ de BAP), pH ajustado em 5,8. As condicBes de incubacéo
foram de 27 + 1 °C, intensidade luminosa de 30 umol m? s e 16 horas de

fotoperiodo, num total de 12 plantas por frasco, a partir do 2° subcultivo, uma vez
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gue o nuamero inicial de plantas variou de 2 a 10 plantas no 1° subcultivo. Foram

realizados cinco subcultivos em intervalos de 45 dias e quantificados o niUmero de

brotos obtidos por planta (Figura 1 e 2).

Figura 1. Primeiro subcultivo de plantas de abacaxi pertencentes a variedade
botanica comosus conservadas no Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi in
vitro da Embrapa Mandioca e Fruticultura por 10 anos. A) Plantas utilizadas para
multiplicacdo do material vegetal. B-F) Multiplicacdo das plantas. G) Introducao

em meio de multiplicacao.

Calculou-se o numero médio de brotos por subcultivo.
O potencial propagativo dos acessos foi medido por meio da taxa de
crescimento geomeétrico (r), entre dois subcultivos subsequentes, dada pela

expressao:
Taxa de crescimento geométrico
r=(\VF/Vi-1) x 100
Onde:

Vf — Numero de brotos no subcultivo posterior;
Vi — Numero de brotos no subcultivo anterior;

t — Intervalo de 45 dias entre os 5 subcultivos.
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Os dados foram também submetidos & anélise de variancia utilizando o
programa estatistico SAS — Statistical Analysis System (SAS, 2000), para efeito
de comparacdo com as taxas de crescimento geométrico e avaliacédo da eficiéncia
deste tipo de andlise para os dados em questdo. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado tendo como base quatro variedades
botanicas e cinco subcultivos. A variavel em estudo foi o numero de brotos

formados em cada subcultivo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os acessos que foram objeto deste estudo estavam conservados em
condi¢cbes de crescimento lento desde 2003 e, quando o trabalho foi iniciado nao
eram subcultivados ha 24 meses. As plantas estavam em condicao fisiologica de
senescéncia avancada (Figura 1A) e, em alguns casos, com a reserva de meio de
cultura praticamente esgotada. Observou-se que desde o primeiro subcultivo
houve uma resposta diferenciada entre acessos. Algumas plantas demoraram até
45 dias para reagirem a nova condicdo de cultivo e incubacdo, em camara de
crescimento, muito provavelmente pelas condi¢cdes fisiolégicas em que se
encontravam durante a fase de crescimento lento. No entanto, vale destacar que
100 % dos acessos apresentaram a retomada do crescimento.

Na Tabela 1 estdo os valores referentes a taxa de crescimento geométrico
e 0 numero de brotos produzidos por acesso em cada subcultivo. Quando se
avalia o niumero de brotos produzidos por subcultivo € possivel observar que a
medida que foram realizadas as transferéncias, um maior nimero de brotos foi
contabilizado, sugerindo um aumento da multiplicacdo ao se avancar no tempo.
Entretanto, quando observamos a taxa de crescimento geométrico é possivel
registrar resultado contrario, ou seja, a medida que as plantas vao sendo
subcultivadas essa taxa vai diminuindo. De modo geral, esse comportamento foi

registrado para a maioria dos acessos avaliados.
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Tabela 1. Numero de brotos nos cinco subcultivos e taxa de crescimento
geométrico em 66 acessos do Banco de Germoplasma de Abacaxi (BAG
Abacaxi), conservados in vitro por 10 anos.

Nidmero de brotos Taxa de crescimento geométrico
Acesso Variedades S:LLJb Stzjb Sgb S‘L:b Sgb S1-S2  S2-S3 S3.54 S4-S5
BGA 01 A. cCOmOosus var. Comosus 4 10 30 50 75 2,06 2,47 1,14 0,91
BGA 08 A. comosus var. comosus 5 16 24 43 115 2,62 0,91 1,30 2,21
BGA 10 A. comosus var. comosus 7 28 59 84 121 3,13 1,67 0,79 0,81
BGA 12 A. COmMOsus var. Comosus 2 10 22 94 153 3,64 1,77 3,28 1,09
BGA 16 A. comosus var. comosus 9 71 257 940 906 4,70 2,90 2,92 -0,08
BGA 18 A. comosus var. comosus 3 16 39 52 100 3,79 2,00 0,64 1,46
BGA 32 A. cCOmOosus var. Comosus 2 16 23 - - 4,73 0,81 - -
BGA 43 A. comosus var. comosus 6 16 34 24 38 2,20 1,69 -0,77 1,03
BGA 48 A. comosus var. comosus 7 28 106 160 200 3,13 3,00 0,92 0,50
BGA 49 A. COmMOsus var. Comosus 8 24 64 20 46 2,47 2,20 -2,55 1,87
BGA 51 A. comosus var. comosus 9 25 165 230 592 2,30 4,28 0,74 2,12
BGA 53 A. comosus var. comosus 9 34 101 80 140 3,00 2,45 -0,52 1,25
BGA 71 A. comosus var. comosus 2 10 34 - - 3,64 2,76 - -
BGA 72 A. comosus var. comosus 1 8 20 - - 4,73 2,06 - -
BGA 78 A. comosus var. comosus 6 28 29 80 288 3,48 0,08 2,28 2,89
BGA 90 A. comosus var. comosus 2 10 30 - - 3,64 2,47 - -
BGA 178 A.comosus var. Comosus 9 42 35 30 75 3,48 -0,40 -0,34 2,06
BGA 179 A.comosus var. Comosus 9 75 252 390 525 4,82 2,73 0,98 0,66
BGA 181 A.comosus var. comosus 2 10 21 - - 3,64 1,66 - -
BGA 186 A.comosus var. Ccomosus 9 47 123 180 220 3,74 2,16 0,85 0,45
BGA 193 A. comosus var. Comosus 2 12 24 - - 4,06 1,55 - -
BGA 194  A.comosus var. comosus 8 24 213 642 951 2,47 4,97 2,48 0,88
BGA 239 A.comosus var. Comosus 9 74 74 195 157 4,79 0,00 2,18 -0,48
BGA 216 A.comosus var. Comosus 8 21 82 73 142 2,17 3,07 -0,26 1,49
BGA 242  A. comosus var. comosus 1 10 26 - - 5,25 2,15 - -
BGA 256 A.comosus var. Ccomosus 5 17 38 6 11 2,76 1,80 -4,02 1,36
BGA 334 A.comosus var. Ccomosus 7 30 88 112 190 3,29 2,42 0,54 1,18
BGA 344  A.comosus var. comosus 3 9 37 143 336 2,47 3,19 3,05 1,92
BGA 345 A.comosus var. Ccomosus 6 22 36 75 121 2,93 1,10 1,64 1,07
BGA 350 A.comosus var. comosus 5 19 35 40 68 3,01 1,37 0,30 1,19
BGA 622  A. comosus var. comosus 6 28 56 62 131 3,48 1,55 0,23 1,68
BGA 717  A.comosus var. comosus 2 15 34 - - 4,58 1,84 - -
BGA 720 A. comosus var. Comosus 7 17 51 120 160 1,99 2,47 1,92 0,64
BGA 737  A.comosus var. comosus 6 19 42 30 - 2,59 1,78 -0,74 -
BGA 738 A.comosus var. comosus 5 53 98 48 90 5,39 1,38 -1,57 1,41
BGA 650 A.comosus var. comosus 8 50 103 65 70 4,16 1,62 -1,02 0,16
BGA 657 A.comosus var. comosus 2 4 20 6 12 1,55 3,64 -2,64 1,55
BGA 431 A.comosus var. comosus 4 7 20 - - 1,25 2,36 - -
BGA 800 A.comosus var. comosus 6 16 33 60 110 2,20 1,62 1,34 1,36
BGA 801 A.comosus var. comosus 4 7 28 17 31 1,25 3,13 -1,10 1,34
BGA 803 A.comosus var. comosus 9 13 34 4 - 0,82 2,16 -4,64 -
BGA 698 A.comosus var. Comosus 7 21 46 31 69 2,47 1,76 -0,87 1,79
BGA 163 A.comosus var. comosus 7 32 54 50 78 3,44 1,17 -0,17 0,99
BGA 48 A. comosus var. comosus 4 15 41 89 23 2,98 2,26 1,74 -2,96
BGA 02 A. comosus var. bracteatus 9 40 61 70 76 3,37 0,94 0,31 0,18
BGA 03 A. comosus var. bracteatus 8 27 71 86 135 2,74 2,17 0,43 1,01
BGA 17 A. comosus var. bracteatus 8 73 172 272 355 5,04 1,92 1,02 0,59
BGA 20 A. comosus var. bracteatus 10 107 642 596 1100 5,41 4,06 -0,17 1,37
BGA 45 A. comosus var. bracteatus 6 26 37 50 60 3,31 0,79 0,67 0,41
BGA 47 A. comosus var. bracteatus 7 26 46 60 - 2,96 1,28 0,59 -
BGA 690 A. comosus var. bracteatus 6 15 40 62 105 2,06 2,20 0,98 1,18
BGA 35 A. comosus var. bracteatus 2 18 16 23 37 5,00 -0,26 0,81 1,06
BGA 25 A. comosus var. ananassoides 2 8 30 63 11 3,13 2,98 1,66 -3,80
BGA 30 A. comosus var. ananassoides 3 8 33 98 - 2,20 3,20 2,45 -
BGA 197 A. comosus var. ananassoides 8 11 87 112 100 0,71 4,70 0,56 -0,25
BGA 198 A. comosus var. ananassoides 7 27 23 41 75 3,05 -0,36 1,29 1,35
BGA 203 A. comosus var. ananassoides 8 27 44 20 - 2,74 1,09 -1,74 -
BGA 206 A.comosus var. ananassoides 6 22 42 16 18 2,93 1,45 -2,12 0,26
BGA 187 A. comosus var. ananassoides 2 8 33 42 54 3,13 3,20 0,54 0,56
BGA 223 A. comosus var. ananassoides 3 7 28 20 38 1,90 3,13 -0,74 1,44
BGA 232 A. comosus var. ananassoides 4 24 71 73 120 4,06 2,44 0,06 1,11
BGA 234  A. comosus var. ananassoides 2 9 28 - - 3,40 2,55 - -
BGA 739 A. comosus var. erectifolius 1 10 23 - - 5,25 1,87 - -
BGA 804 A. comosus var. erectifolius 8 32 56 137 61 3,13 1,25 2,01 -1,78
BGA 224  A. comosus var. erectifolius 5 16 98 191 - 2,62 4,11 1,49 -
BGA 67 A. comosus var. erectifolius 8 56 60 - - 4,42 0,15 - -
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Para as quatro variedades botanicas estudadas constatou-se aumento no
namero de brotos & medida que houve avanco nos subcultivos, conforme
observado de acordo com a analise de variancia (Anexo A). Como a distribuicdo
dos dados foi normal, ndo se realizou transformacéo de dados, tendo gerado uma
DMS (Diferenca Minima Significativa) muito elevada e ndo permitindo a expressao
de diferencas significativas entre as variedades.

Tais resultados deixam evidente a inadequacdo deste tipo de analise
guando se busca estimar taxas de multiplicacdo de plantas in vitro e expressar o
comportamento biolégico entre elas ao longo do tempo. Mendes et al. (1999)
mencionam a mesma inadequacao deste procedimento para medir taxas de
multiplicacdo em banana e propdem o uso de regressdo de Poisson para
determinar taxas de multiplicacdo mais proximas da realidade.

Por outro lado, o crescimento geométrico, usado normalmente para medir
populacdes, traduz ndo os nameros absolutos do incremento populacional, mas a
porcentagem de crescimento, que em caso de populacdes humanas tende a se
manter estavel.

A adaptacdo deste tipo de andlise para a obtencdo de taxas de
multiplicacdo ou potencial propagativo em plantas in vitro parece interessante e,
revela um dado mais consistente em relacdo ao niumero de brotos nos diferentes
subcultivos e de acordo com a realidade, como ficou evidente com os resultados
deste trabalho. Tais informacdes sdo de aplicacdo préatica no que se refere ao
potencial propagativo do que esta sendo multiplicado e permite um planejamento
com base no comportamento ao longo dos subcultivos.

A gqueda nas taxas de multiplicacdo para praticamente todos 0s acessos
foi similar ao registrado por Mendes et al. (1999) com banana e por Hamad e
Taha (2008) em abacaxi, confirmando um comportamento biolégico in vitro, cujos
mecanismos ainda séo pouco conhecidos. Talvez, como sugerem esses autores,
o intervalo entre subcultivos, normalmente estipulado pelos pesquisadores entre
30 e 45 dias pode responder parcialmente por essa queda, ja que os cortes a que
as plantas sdo submetidas ao serem transferidas podem afetar tecidos ou gemas,
implicados na propagagéo, assim intervalos mais longos sdo mais viaveis, nao
apenas para a conservacdo, mas também para a propagacdo de plantas de

abacaxi.
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Na Tabela 2 estédo os resultados por variedade boténica a partir da taxa de
crescimento geométrico e mostram comportamento correspondente ao que foi
visto com os acessos: reducéo das taxas de multiplicacdo e aumento do numero
de brotos ao longo dos cinco subcultivos. Os valores variaram de 15 brotos, como
no BGA 256 e BGA 657, pertencentes a variedade botanica A. comosus var.
comosus, e o0 BGA 25, um A. comosus var. ananassoides em contraste com
valores bem mais elevados, como no BGA 20, um A. comosus var. bracteatus que

registrou 1100 plantas ao final do trabalho.

Tabela 2. NUmero médio de brotos e crescimento geométrico de acessos do
Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi in vitro em quatro variedades botanicas

do género Ananas conservadas por dez anos, durante cinco subcultivos.

. Numero médio de brotos Crescimento geométrico
Variedades
Subl Sub2 Sub3 Sub4 Sub5 S1-S2 S2-S3 S3-S4 S4-S5
A. comosus var. comosus 6 24 63 124 192 3,33 2,17 150 0,99

A. comosus var. bracteatus 7 42 136 152 267 4,03 2,67 0,26 1,25
A. comosus var. ananassoides 5 15 42 54 59 2,73 2,29 0,56 0,22
6

A. comosus var. erectifolius 29 59 164 61 372 164 229 -2,17

A maior produgdo de plantas foi registrada para o A. comosus var.
bracteatus, enquanto o A. comosus var. ananassoides e A. comosus var.
erectifolius apresentaram os valores mais baixos (Tabela 2). Entretanto é preciso
observar que esse resultado deve-se, principalmente a um Unico acesso (BGA 20)
gue elevou a média dessa variedade botanica (Tabela 1).

Os acessos de A. comosus var. ananassoides e A. comosus var.
erectifolius apresentaram médias mais baixas, e principalmente, essa ultima
variedade, com apenas quatro acessos avaliados. O BGA 739 apresentava suas
plantas muito debilitadas no inicio do trabalho, devido ao subcultivo prolongado de
24 meses. Na Figura 2 pode ser visualizado o gréfico referente a Taxa de
crescimento geométrico das quatro variedades botanicas avaliadas, o qual
demonstra o comportamento das mesmas em relacdo ao numero de brotos nos

cinco subcultivos realizados.
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Figura 2. Taxa de crescimento geométrico de quatro variedades botanicas do
género Ananas com base no numero de brotos, durante cinco subcultivos

sucessivos.

Algumas lacunas encontradas nos dois ultimos subcultivos, principalmente,
expressam a perda de plantas de alguns acessos devido a contaminacdes de
origem endofitica. Do total de acessos resgatados da conservacdo 38 % (25
acessos) apresentaram contaminacao bacteriana em algum subcultivo, com perda
de plantas e 22 % tiveram perda total das plantas ao final do quinto subcultivo por
conta de contaminagdes recorrentes.

A ocorréncia de bactérias endofiticas em plantas de abacaxi cultivadas in
vitro ja foi relatada por Abreu-Tarazi et al. (2010) e deixa evidente a forma como
esses endofiticos podem se manter nos tecidos por longos tempos de cultivo in
vitro e tornar questionavel a condigcao dita “axenica” das plantas in vitro.

O longo periodo de conservagcdo dos acessos avaliados, seguido de
procedimento de multiplicacdo pode ter acionado os mecanismos de expressao
desses organismos.

As diferencas no potencial propagativo entre genotipos de uma mesma
variedade e entre variedades estédo relacionadas com as caracteristicas proprias
de cada gendtipo, e, provavelmente, foram influenciadas pelo longo periodo de
conservagao em condicao de crescimento lento e a forma como cada variedade

respondeu a essa condicdo imposta por 10 anos. A genotipo dependéncia em
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abacaxi, j4& foi relatada por véarios pesquisadores em condigbes diversas
(DEWALD et al.,, 1988; BARBOZA et al., 2004) principalmente tratando-se de
variedades silvestres.

O dultimo subcultivo a que essas plantas foram submetidas, de 24 meses,
exerceu, certamente, uma influéncia sobre os resultados obtidos. O niumero de
plantas inicial de cada acesso (Tabela 1) ja foi considerado uma resposta a
tolerancia dos acessos avaliados ao intervalo prolongado desse ultimo subcultivo,
considerando que eram 10 plantas/acesso inicialmente.

Poucos sao os registros que relatam o efeito do intervalo entre subcultivos,
seja, sobre a multiplicacdo, ou sobre a conservacdo in vitro. Entretanto, em
estudo realizado com abacaxi, Hamad e Taha (2008), avaliando o efeito de
diferentes intervalos de cultivo (30, 45, 60 e 75 dias) em quatro subcultivos sobre
a multiplicacdo de plantas da cultivar Smooth Cayenne, constataram que em
relagdo ao nimero de brotos formados no 4°subcultivo, independente do periodo
de incubacdo, os explantes perderam consideravelmente seu potencial
propagativo (50 % da capacidade), resultado similar ao encontrado neste
trabalho. Por outro lado, os mesmos autores, constataram que quanto maior 0
intervalo entre subcultivos, melhores resultados sdo obtidos para a producdo de
brotos em 75 dias.

Essa informacao é relevante para o contexto da conservacéo in vitro, onde
a ampliacdo do intervalo entre subcultivos estd entre as demandas mais
importantes no ajuste de protocolos eficientes.

Ainda em relacdo ao tempo de subcultivo, com outra monocotiledénea, a
cana de acucar, Lemos et al. (2002) obtiveram brotos vidveis ap6s um ano, sem
subcultivos com o uso de 1 mg L™ de acido abscisico e de 20 g L™ de sacarose
associadas as condi¢des de temperatura reduzida (15°C).

A partir de dados obtidos a cada ano de conservacdo com diferentes
acessos de abacaxi in vitro, Carvalho e Souza (2013) concluiram que o intervalo
de subcultivo dos acessos conservados no BAG in vitro ndo deve ser em funcao
das variedades botanicas, mas sim dos acessos que apresentam comportamento
semelhante, recomendando o periodo entre 201 a 220 dias como adequadas para
uniformizar o manejo.

Entretanto, considerando o numero total de acessos e o que ainda

necessita ser introduzido, esse intervalo deve ser ainda ampliado e, por isso a
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realizagéo deste trabalho com plantas oriundas de 24 meses. A recomendacao de
nao se estabelecer subcultivos por variedades botanicas foi confirmada neste
trabalho.

Santos (2008) em trabalho realizado com nove acessos de A. comosus var.
comosus dessa mesma colecdo, incluindo alguns que foram objeto deste
trabalho, como o BGA 334, BGA 344, BGA 720 e BGA 800 encontrou taxas de
crescimento geomeétrico com comportamento diferente do que foi visto neste
trabalho. Entretanto, alguns dos acessos avaliados em ambos os trabalhos,
apresentaram maior producéo de brotos ap6s os 10 anos de conservacdo do que
no trabalho citado acima, que foi realizado com acessos conservados por trés
anos, mas que eram oriundos de intervalos diferentes de subcultivos entre eles.
Isso pode estar associado ao periodo prolongado do ultimo subcultivo (HAMAD;
TAHA, 2008) como j& abordado anteriormente.

O periodo de 24 meses, por sua vez, foi determinado com base em
resultados obtidos por Souza et al. (2006b) com acessos que resistem por mais
tempo as condi¢Bes de cultivo impostas para a conservacao in vitro.

O que se buscou, trabalhando com plantas na conservagéo por dois anos
sem subcultivo foi avaliar a possibilidade de se manter acessos durante esse
periodo sem a necessidade de transferéncia para meio novo e facilitar de forma
significativa o0 manejo do BAG in vitro.

Dos 66 acessos estudados neste trabalho, 100 % (66 acessos) podem ser
mantidos por 24 meses sem necessidade de transferéncia, considerando os
resultados obtidos até o terceiro subcultivo.

Esses resultados sdo extremamente relevantes considerando a aplicacéo
pratica no manejo da colecao e, essa avaliacdo estd em andamento para outros
acessos de forma a obter essa informacao para todos 0s materiais conservados in

vitro, assim como 0s novos materiais a serem introduzidos nesta colegéo.
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CONCLUSOES

A taxa de crescimento geométrico em plantas de abacaxizeiro conservadas
in vitro diminuiu em todos os acessos ao longo dos cinco subcultivos;

Foi possivel obter a retomada de crescimento em todos 0s acessos
conservados, apos dez anos, porém com diferencas entre as quatro variedades
estudadas;

Pode ser recomendado o intervalo de subcultivo de 24 meses para todos

0S acessos avaliados no trabalho.
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USO DE MARCADORES ISSR NA AVALIACAO DE ESTABILIDADE
GENETICA DE PLANTAS DE ABACAXI CONSERVADAS IN VITRO POR DEZ
ANOS

RESUMO: A Embrapa Mandioca e Fruticultura possui um Banco de
Germoplasma com aproximadamente 600 acessos do género Ananas, com
duplicatas de seguranca in vitro para aproximadamente 40 % da colecéo, desde
2003. A estratégia utilizada é a do crescimento lento a partir da reducdo do
metabolismo celular. Nao existem estudos sobre a estabilidade genética de
plantas de abacaxi ap6s um longo periodo de conservacao sob essa condicdo. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a ocorréncia de variacdo somaclonal
utilizando marcadores moleculares ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) em um
total de 160 plantas oriundas da conservacao in vitro e 6 do BAG em campo,
pertencentes a seis acessos (BGA 03, BGA 20, BGA 49, BGA 72, BGA 206 e
BGA 232) de trés variedades botanicas de abacaxizeiro (A. comosus var.
bracteatus, A. comosus var. comosus e A. comosus var. ananassoides). Das 160
plantas in vitro avaliadas para as trés variedades botanicas, ndo houve variacao
somaclonal em nenhum dos acessos de A. comosus var. comosus € A. Comosus
var. ananassoides quando comparadas com as plantas do campo, enquanto que
na variedade A. comosus var. bracteatus 50 % dos clones apresentaram possivel
variagcdo somaclonal por meio dos marcadores ISSR 11, ISSR 25 e ISSR 27
utilizados. Portanto, os resultados demonstram que os marcadores ISSR foram
eficientes em avaliar a fidelidade genética dos acessos de abacaxizeiro
conservados in vitro. A estratégia de conservacao, por tempo prolongado de 10
anos, ndo causou instabilidade genética em plantas de Ananas comosus var.
comosus e A. comosus var. ananassoides. Para o A. comosus var. bracteatus faz-
se necessario identificar as causas das variagbes encontradas, assim como

ajustar a metodologia de conservacao.

Palavras-chaves: Ananas comosus, marcador molecular, fidelidade clonal
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THE USE OF ISSR MARKERS TO EVALUATE THE GENETIC STABILITY OF
PINEAPPLE PLANTS IN VITRO CONSERVED FOR TEN YEARS

ABSTRACT: Embrapa Cassava & Fruits has a Genebank with approximately 600
accessions of the genus Ananas, with security duplicates in vitro for approximately
40 % of the collection since 2003. The strategy used is the reduction of cellular
metabolism in minimum growth media. There are no studies regarding the genetic
stability of pineapple plants after a long storage period under this condition. The
aim of this study was to evaluate the occurrence of somaclonal variation in a total
of 160 plants belonging to six accessions (BGA 03, BGA 20, BGA 49, BGA 72,
BGA 206 and BGA 232) from three botanical varieties of pineapple (A. comosus
var. bracteatus, A. comosus var. Comosus e A. comosus var. ananassoides) kept
in the in vitro bank at Embrapa Cassava & Fruits using ISSR molecular markers
(Inter Simple Sequence Repeats). Of thel60 plants evaluated in vitro for the three
botanical varieties, there was no somaclonal variation in any of the accessions of
botanical varieties A. comosus var. comosus and A. comosus var. ananassoides,
while in the variety A. comosus var. bracteatus 50 % of the clones showed
somaclonal variation using the markers ISSR 11, ISSR 25 and 27 ISSR. The
results demonstrate that ISSR markers were efficient in assessing the genetic
fidelity of the accessions of pineapple cultured in vitro. The strategy of
conservation used as well as the 10 years of cultivation did not cause genetic
instability in plants of A. comosus var. comosus and A. comosus var.
ananassoides. For A. comosus var. bracteatus it is necessary to identify the
causes of the detected variations as well as refining the methodology of

conservation.

Key words: Ananas comosus, molecular marker, clonal fidelity
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INTRODUCAO

O Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi da Embrapa Mandioca e
Fruticultura conta atualmente com aproximadamente 600 acessos em condi¢des
de campo e 40 % da colecao estabelecida in vitro como duplicata de seguranca
(SOUZA et al., 2004).

O BAG de abacaxi in vitro foi iniciado em 2003 com a finalidade de
resguardar acessos cuja adaptacado as condi¢cdes de campo estabelecidas estava
comprometendo a conservacdo em condicfes ideais.

A estratégia adotada foi a de crescimento lento, quando, por meio da
reducdo do metabolismo celular das plantas se obtém uma diminuicdo em sua
taxa de crescimento, sem, entretanto, comprometer o posterior resgate do
acesso. A conservagao in vitro de varias espécies a exemplo da batata, banana,
mandica e abacaxi ja vem sendo feita a partir desta estratégia desde o inicio dos
anos 90 (CONCEICAO et al., 1999; SOUZA et al., 2006).

Isso se deve, basicamente, ao fato de que os procedimentos de renovacao
dos BAGs in vitro podem ser extremamente laboriosos e onerosos, tornando esse
tipo de conservacdo pouco eficiente. A necessidade de subcultivos constantes
pode também acarretar na perda de acessos por contaminacdes fangicas e
bacterianas, assim como aumentar a possibilidade de ocorréncia de variagédo
somaclonal.

Vérios fatores podem ser considerados para se obter a reducdo do
crescimento da planta in vitro e no ajuste desta metodologia de conservagéo, tais
como: reducdo da temperatura, fotoperiodo e intensidade luminosa da sala de
crescimento; alteracbes na composicdo do meio de cultivo, como reducédo da
concentracdo dos sais do meio MS, aumento da concentracdo osmatica, no uso
de reguladores de crescimento, dentre outros artificios que podem ser usados e
se encontram bem documentados na literatura (LEMOS et al., 2002; CANTO et
al., 2004). O objetivo é aumentar o espaco de tempo entre um subcultivos
sucessivos, diminuindo o niamero de repicagens e, conseguentemente 0s riscos

citados acima.
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As condicdes de crescimento lento, principalmente as que estao
relacionadas ao ambiente e sdo impostas as plantas na conservacéo in vitro,
podem resultar em alteragbes genéticas indesejaveis, tanto para a
micropropagacao clonal, quanto para a conservacdo de germoplasma (LARKIN;
SCOWCROFT, 1981).

Assim, a variagdo somaclonal, registrada pela primeira vez por Larkin e
Scowcroft (1981) como uma nova fonte de variabilidade genética em células
culivadas in vitro, € um problema complexo, que necessita de diferentes
abordagens para ser interpretado adequadamente.

As variagfes somaclonais se manifestam como anormalidades citologicas,
principalmente mutacdes, as quais podem resultar em alteragcdo na sequéncia,
ativacdo ou silenciamento de genes. A observacdo de que os padrdes de
metilacdo do DNA séo altamente variaveis entre plantas regeneradas e seus
descendentes, fornecem evidéncias de que as modificacdes do DNA sdo menos
estaveis em cultura de tecidos, do que em plantas cultivadas por propagacao
vegetativa. (PHILLIPS et al., 1994; KAEPPLER et al., 2000).

A variacdo somaclonal pode ter causas variadas, ser herdavel ou néo, e
estar relacionada com diferentes aspectos das células em cultivo, como 0os meios
de cultivo, o tipo de explante, as transferéncias sucessivas para meio novo,
temperatura, pH, dentre outros. O tema continua sob estudo constante visando o
entendimento de suas causas e correlagdo com os varios fatores do cultivo in
vitro (RANI; RAINA, 2000; MIGUEL; MARUM, 2011).

Registros de ocorréncia de variacdo somaclonal in vitro vém sendo
publicados desde o inicio dos anos 80. Em abacaxi, o Unico relato foi feito por
Perez et al. (2012) e se refere a identificacdo e selecdo de dois variantes
somaclonais, oriundos do cultivo in vitro da cv. Red Spanish, sendo um pela
auséncia de espinhos e outro pelo uso ornamental. Em se tratando de técnicas de
micropropagacao, as culturas sao submetidas a condigbes completamente
diferentes das que encontram quando cultivadas no campo ou mesmo em casa
de vegetacdo (GASPAR et al.,, 2002). Assim, o ambiente in vitro € um fator de
estresse e, por consequéncia pode levar a ocorréncia de variagcbes genéticas e
fisiologicas do material. Essas variacdbes devem ser monitoradas de forma
prioritaria, em qualquer sistema de cultivo, seja visando a micropropagacao, a

regeneracao por embriogénese somatica ou a conservagao in vitro, dentre outros.
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Vérias estratégias sdo empregadas para avaliar a fidelidade genética de
plantas cultivadas in vitro. A eletroforese isoezimatica € utilizada para a avaliacao
da integridade genética de plantas in vitro, mas a sua propensao para a variagao
em funcdo do ambiente é um dos principais inconvenientes da sua utilizacao
generalizada (RANI et al., 1995). Nos ultimos anos, uma potente ferramenta para
fins de avaliagdo da homogeneidade genética foi descoberta nos marcadores
moleculares baseados em DNA. Esses marcadores sdo altamente confiaveis
guando se objetiva certificar e determinar a natureza de plantas micropropagadas
(KUMAR et al., 2013).

Marcadores ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) sdo baseados em
sequéncias de microssatélites ou repeticdes de sequéncias simples e tem sido
muito utilizados em estudos de avaliacdo de fidelidade genética em plantas
(MELO, 2011). Esses marcadores possuem caracteristicas desejaveis, com
elevado grau de reprodutibilidade, natureza dominante, alta abundancia nos
organismos e grande poder discriminatério por serem altamente polimorficos
(BAIRU et al., 2011; NOOKARAJU; AGRAWAL, 2012).

Apesar de possuir um aspecto positivo por gerar variabilidade aos
programas de melhoramento, a variacdo somaclonal ndo é desejavel no ambito
da conservacao, uma vez que esta prioriza que o material seja uniforme, com o
mesmo padréo genético da planta matriz (D’AMATO, 1978).

N&o existem registros de estudos para identificacdo de variantes
somaclonais em plantas de abacaxi oriundas da conservacdo in vitro. Sendo
assim, objetivo desse trabalho foi avaliar a estabilidade genética de 160 plantas
pertencentes a seis acessos e trés variedades botanicas de abacaxizeiro do BAG
in vitro da Embrapa Mandioca e Fruticultura, pelo uso de marcadores do tipo
ISSR. Trata-se de um estudo pioneiro para avaliar a fidelidade dos acessos
submetidos a sucessivos subcultivos in vitro. No entanto, a partir dos resultados
obtidos, avaliacGes posteriores poderao ser realizadas como forma de analisar um

percentual maior de plantas e acessos do BAG.
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MATERIAL E METODOS

1. Material vegetal

Como material vegetal foram utilizados seis acessos de trés variedades
botanicas de abacaxizeiro (Ananas comosus var. bracteatus, A. comosus var.
comosus e A. comosus var. ananassoides) provenientes do Banco de
Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura (Tabela 1). Esses acessos
foram selecionadas a partir de um estudo prévio de diversidade genética e

perfazem um grupo representante de cada variedade botanica.

Tabela 1. Acessos do Banco de Germoplasma de Abacaxi, classificagcdo botanica
e numero de plantas utilizadas do BAG em campo e in vitro da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Cruz das Almas, 2014.

NUmero de NUmero de

Variedades

Acessos ~ plantas do plantas
Botanicas N

campo in vitro
BGA 03 Ananas comosus var. bracteatus 1 30
BGA 20 Ananas comosus var. bracteatus 1 30
BGA 49 Ananas comosus var. Comosus 1 30
BGA 72 Ananas comosus var. Comosus 1 30
BGA 232 Ananas comosus var. ananassoides 1 30
BGA 206 Ananas comosus var. ananassoides 1 10

1.2. Conservacao in vitro

As plantas de cada acesso (Tabela 1) foram conservadas in vitro no
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Mandioca e Fruticultura
por 10 anos, sendo que ha 2 anos ndo passavam por subcultivos.

As plantas foram mantidas em frascos de vidro contendo meio MS
(adicionado de 30 g L™ de sacarose, 1,8 g L™ de phytagel, 0,1 mg L™ de ANA e
0,5 mg L™ de BAP) e pH ajustado em 5,8. As condicdes de incubacéo foram de

27 + 1 °C, intensidade luminosa de 30 pmol m? s™ e 16 horas de fotoperiodo.

1.3. Extracédo e quantificacdo de DNA

A extragdo de DNA foi realizada no Laboratorio de Biologia Molecular da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. De cada acesso foram utilizadas 31 plantas,
sendo uma planta mantida em campo, e 30 plantas conservadas in vitro. As

extragcbes de DNA foram realizadas de acordo com o protocolo proposto por
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Murray e Thompson (1980) com modificagdes (Anexo B). Inicialmente, folhas
jovens dos acessos mantidos no campo e in vitro foram coletadas e
acondicionadas em freezer a -20° C, para posterior extracdo do DNA.

Para verificar a quantidade e qualidade do DNA extraido, aliquotas de
DNA obtidas de cada amostra foram quantificadas em gel de agarose 0,8 %, ao
lado de um padréo de concentracdo de DNA, construido a partir de DNA de fago
A, nas concentracdes de 100, 200 e 300 ng pl™’. Mediante comparacéo visual da
intensidade das bandas do DNA das amostras e dos padrdes, a concentracao de
cada amostra foi estimada e, posteriormente, diluida para a concentracdo de
trabalho de 10 ng pL™.

1.4. Amplificacdo de DNA e eletroforese

A amplificacdo do DNA foi realizada utilizando-se 17 primers ISSR
(Tabela 2). Cada reacdo de PCR foi realizada em mistura de volume final de 25
uL, contendo os seguintes reagentes: 1 U de Taq Polimerase (LBM) em tampé&o 1
X, 25 mM MgCl; , 25 ng de DNA molde, 200 uM de cada dNTP (Fermentas) e 4
pmol de primer. As amplificacbes foram realizadas em placas de PCR em
termociclador modelo Applied Biosystems (Veriti, 96 well Thermal Cycler), por
meio do seguinte programa de amplificacdo: uma etapa de desnaturacéo inicial a
94 °C durante 3 min., seguido por 39 ciclos, sendo cada um de 45 segundos para
desnaturacdo a 94 °C; 45 segundos para anelamento do primer a 48 °C e 1
minuto para extensdo a 72°C e uma etapa final de 7 minutos, a 72 °C, para
extensao final e 10 °C <.

Os produtos da amplificacdo foram separados em gel de agarose 2,5 %,
corados com brometo de etidio (0,5 ug mL™), visualizados sob luz UV e
fotografados usando um sistema de fotodocumentacdo. Os tamanhos dos
fragmentos foram estimadospor comparagdo com o padrdo de DNA molecular,

usando um marcador ladder de 50pb (Invitrogen™).
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Tabela 2. Identificacdo e sequéncia dos 17 primers ISSR testados no estudo da
avaliacdo de estabilidade genética de 6 acessos do Banco Ativo de Germoplasma
de Abacaxi (BAG Abacaxi).

Nome do primer ISSR Sequéncia (5’-3’)
ISSR 02" CACACACACACACACAG
ISSR11" GAGAGAGAGAGAGAGAC
ISSR 12 GAGAGAGAGAGAGAGARC
ISSR 14 GAGAGAGAGAGAGAGAYC
ISSR 24" AGTGTGTGTGTGTGTGT
ISSR 250 CGTGTGTGTGTGTGTGT
ISSR 27" CYGTGTGTGTGTGTGTGT
ISSR 31 CRCACCACCACCACCAC
ISSR 32 CYCACCACCACCACCAC
ISSR 36 CRCAGCAGCAGCAGCAG
ISSR 37 CYCAGCAGCAGCAGCAG
ISSR 76" TGGTGGTGGTGGTGGRC
ISSR 82 CTCCTCCTCCTCCTCRC
ISSR 90 GAAGAAGAAGAAGAARC
ISSR 92 GACGACGACGACGACRC
ISSR 97 GCAGCAGCAGCAGCARC
ISSR 99 GCCGCCGCCGCCGCCRC

*Primers polimorficos utilizados nas analises moleculares.

1.5. Andlise dos dados e variacdo somaclonal

Para identificacdo das variagbes somaclonais foram considerados apenas 0s
fragmentos polimorficos e nitidos oriundos da amplificacdo de DNA. A contagem
das bandas foi feita com base na sua presenca, representada por ‘1’ ou auséncia,
representada por ‘0’, no gel. Variagdes no perfil eletroforético ocorridas dentro de
acessos pertencentes a mesma variedade boténica, foram consideradas como

possivel variacdo somaclonal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo de fidelidade genética das plantas mantidas em condi¢des de
crescimento lento, BAG in vitro, foi realizada entre 30 clones de cada um dos seis
acessos analisados, exceto para o acesso 206, pertencente a A. comosus var.
ananassoides, na qual foram avaliados apenas 10 genétipos pelo fato de ser um
material de dificil multiplicacdo. Tal andlise, a partir dos clones, se justifica pelo
fato de se ter conhecimento de que as condi¢cOes de conservacéo e cultivo in vitro

submetem as plantas a situacdes de estresse, sendo que podem resultar em
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alteracbes genéticas indesejaveis, tanto para a micropropagacao clonal, como
para a conservacdo de germoplasma. Assim, a comparagcao entre os clones de
um mesmo acesso pode revelar possiveis alteracdes ocorridas nos genotipos
avaliados.

De acordo com a Tabela 3, dos 17 primers selecionados apenas seis
geraram bandas nitidas e bem definidas, originando 143 bandas das quais 115
bandas (80,42 %) foram monomorficas e 28 bandas (19,58 %) polimorficas,
dentre e entre os seis acessos utilizados. O numero de bandas para cada
iniciador variou de um (ISSR 76) a oito (ISSR 25) com uma média 3,97 bandas
por primer (Tabela 3).

Para a maioria dos perfis eletroforéticos avaliados nesse estudo, entre os
acessos do campo e os multiplicados in vitro durante cinco subcultivos, apos

resgate dos acessos, a fidelidade genética foi mantida (Tabela 3).
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Tabela 3. Relacao de primers ISSR, numero de produtos amplificados, nimero de
bandas monomorficas e polimorficas e porcentagem de polimorfismo em seis

acessos de abacaxi provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de in vitro.

Numero de Bandas Bandas

Acesso Primer ISSR bandas monomorficas (%) polimérficas (%)

BGA 03
BGA 20
BGA 49
BGA 72
BGA 206
BGA 232
BGA 03
BGA 20
BGA 49
BGA 72
BGA 206
BGA 232
BGA 03
BGA 20
BGA 49
BGA 72
BGA 206
BGA 232
BGA 03
BGA 20
BGA 49
BGA 72
BGA 206
BGA 232
BGA 03
BGA 20
BGA 49
BGA 72
BGA 206
BGA 232
BGA 03
BGA 20
BGA 49
BGA 72
BGA 206
BGA 232

1

ISSR 11

ISSR 02

ISSR 24

ISSR 25

ISSR 27

ISSR 76

FPWONWRRPWOORODRUIOOWNRADTWNERMNWNANNNWOADNO® G
FPWONNWRWORRMURADRODOWOWWUINNREWNWNRERNNNWNNWRD
OCO0OO0ORRPROOONOROROOORRLPRFLPORPROOROOOWOOUIOWN W

Média 3,97 3,19 0,78

Total 143 115 (80,42 %) 28 (19,58 %)

Foi observado polimorfismo entre bandas apenas nos acessos BGA 03 e
BGA 20, sugerindo possivel ocorréncia de variagdo somaclonal nesses acessos
(Figura 2 e 3). Vale ressaltar que ambos os acessos (BGA 03 e BGA 20)
pertencem a variedade botanica var. bracteatus.

No BGA 03 ocorreu possivel variacdo no perfil eletroforético de 5 clones
(16,6 % de variantes somaclonais), detectados quando foram utilizados os
primers ISSR 11 (no clone 5) e ISSR 25 (nos clones 12, 14, 17 e 24) (Figura 2).
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Figura 1. Perfil eletroforético em gel de agarose 2,5 % do primer ISSR-27 em 30
plantas de cultivo in vitro do acesso BGA 49, variedade botanica comosus. M =

Marcador ladder 1 kb (Invitrogen™).

Figura 2. Perfil eletroforético em gel de agarose 2 % do primer ISSR-25 em 30

plantas de cultivo in vitro do acesso BGA 03, pertencente a variedade bracteatus.
M= Marcador ladder 1 kb (Invitrogen™). Setas apontando possivel variacao

somaclonal.

Entretanto, no BGA 20, ocorreu variacdo no perfil eletroforético em 50 % dos
clones, detectados quando foram utilizados os primers ISSR 25 nos clones 11 e
12 (Figura 3) e 0 ISSR 27 nos clones 1, 2, 8, 13, 14, 15, 16, 23, 24, 25, 26, 27 e
28 (Figura 4).
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Figura 3. Perfil eletroforético em gel de agarose 2,5 % do primer ISSR-25 em 30
plantas de cultivo in vitro do acesso BGA 20, pertencente a variedade botanica
bracteatus. M= Marcador ladder 1 kb (Invitrogen™). Setas apontando acessos
com possivel variagdo somaclonal.

Figura 4. Perfil eletroforético em gel de agarose 2,5 % do primer ISSR-27 em 30
plantas de cultivo in vitro do acesso BGA 20, pertencente a variedade botanica
bracteatus. M= Marcador ladder 1 kb (Invitrogen™). Setas apontando possivel
variacdo somaclonal.

Diversos estudos tém buscado avaliar a fidelidade genética de plantas

provenientes da cultura de tecidos a partir de marcadores moleculares nas mais
diversas culturas, como marcadores RAPD em abacaxi (GOTTARDI et al., 2002);
RAPD e SSR em kiwi (PALOMBI; DAMIANO, 2002); ISSR e IRAP em cevada
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(CAMPBELL et al., 2011); ISSR e microssatélites em goiabeira (RAI et al., 2012),
ISSR em macieira (PATHAK E DHAWAN, 2012) .

A variacdo somaclonal se constitui em uma resposta limitante na
propagacédo clonal de plantas em cultura de tecidos, principalmente pelo fato de
0S meios de cultura serem suplementados por substancias reguladoras de
crescimento (COSTA; ZAFARI, 2005). No entanto, Segundo Pathak e Dhawan
(2012), em estudo realizado sobre a fidelidade genética em macieira a partir de
marcadores ISSR, o autor sugere que a variacdo é regulada mais pelo gendtipo
das espécies de plantas do que pelas condi¢des da cultura de tecidos.

Uma taxa de variacao de 50 % como foi detectada pelos primers ISSR 25 e
27 em 15 clones do acesso BGA 20 e de 16,6 % para 5 clones do BGA 03, ambos
pertencentes a variedade bracteatus pode ter estreita relagdo com o tempo de
permanéncia in vitro e a grande quantidade de subcultivos sofridos pelos
acessos,principalmente quando se considera os 10 anos de conservacao. Além
disso, a variedade botanica A. comosus var. bracteatus demonstra ter relacéo
direta com a susceptibilidade a variacdo somaclonal, jA que em estudos de
avaliacdo da fidelidade genética, desta variedade, por meio do marcador
molecular RAPD, foi detectada 38 % de variacdo apos 4 subcultivos (SANTOS,
2008).

Percentuais elevados de variantes somaclonais tém sido observados em
outras culturas. Bairu et al. (2006) avaliando o efeito dos reguladores de
crescimento e a ocorréncia de variagdo somaclonal em bananeira (Musa AAA cv.
‘Zelig’), detectou uma elevada taxa de variagdo, 72 % em cerca de seis
subcultivos.

Altas taxas de variantes somaclonais podem ser interessantes para
programas de melhoramento genético principalmente devido a ampliacdo da
variabilidade genética disponivel. Biswas et al. (2009) utilizaram a inducédo de
variagdo somaclonal com altas concentracbes de BAP no meio de cultivo para
selecdo de genotipos promissores de morango. Sahijram et al. (2003) concluiram
que embora a variacdo somaclonal seja indesejavel no contexto da
micropropagacgao, esta pode ser utilizada com sucesso para o melhoramento
genético de bananeira.

No presente estudo a variacdo somaclonal detectada parece ter maior

relacdo com o genadtipo da espécie do que com as condi¢cdes do cultivo in vitro,
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uma vez que as 160 plantas estavam sob as mesmas condi¢cdes, apenas A.
comosus var. bracteatus sofreu maiores alteragcdes, em comparacido aos acessos
das outras duas variedades botanicas, A. comosus var. ananassoides e A.
COMOSUS var. COmosus.

O fator tempo de permanéncia in vitro também tem sua influéncia sobre o
aparecimento de variantes somaclonais. De acordo com Modgil et al. (2005), a
longa duracédo sob condicGes de crescimento lento € um dos principais fatores
que causam a variacdo em germoplasma de mag¢d. Os autores sugerem 4 anos
como um tempo longo demais para manutencdo dessa espécie sob cultivo in
vitro.

No presente estudo, observa-se que o tempo de dez anos sob conservacao
in vitro aliados a resposta genotipica da variedade bracteatus e ao elevado
namero de subcultivos, tenham contribuido para as variacdes observadas.

Os intervalos entre subcultivos variam de um acesso para outro, 0 que
acaba configurando nameros diferentes de subcultivos para cada acesso. O que
determina 0 momento de se subcultivar uma planta in vitro € seu estado de
senescéncia, que por sua vez esta diretamente ligado a resposta metabdlica que
0 mesmo tem em relacdo as condi¢cdes impostas de cultivo.

Em ensaio preliminar realizado (dados ndo apresentados) onde foram
avaliados os intervalos de subcultivos dos acessos conservados, 0s acessos de
A. comosus var. bracteatus registraram 0s menores intervalos entre
transferéncias, o que implica em um maior nimero de subcultivos. Por outro lado,
0 BGA 20, que apresentou o maior numero de clones com variagao, foi também o
acesso que apresentou maior potencial propagativo apos o resgate da condicéo in
vitro, o que pode sugerir um metabolismo mais acelerado e consequentemente, a
necessidade de mais subcultivos.

Por outro lado, considerando que as variacbes foram observadas em
apenas uma variedade botanica e em dois clones dessa variedade, parece que a
dependéncia genotipica é mais determinante do que o tempo de cultivo ou pode
haver um efeito interativo entre ambos os fatores, o que demanda novos estudos
com maior foco nas possiveis causas desta instabilidade observada.

Ainda assim, apesar dos diversos fatores que podem gerar variagao

somaclonal em plantas provenientes da conservacgdo in vitro e, também das
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possiveis variagdes somaclonais identificadas neste trabalho, a conservacao
invitro € uma estratégia adotada e considerada eficaz para muitas culturas.

Da mesma forma, o uso de marcadores ISSR para avaliar estabilidade
genética de plantas se mostrou adequado também para plantas in vitro de
abacaxi a semelhanca de outros trabalhos como os que foram relatados com
Opuntia ficus-indica (ZOGHLAMI et al., 2012), Pisum sativum L. (SMYKAL et al.,
2007) e porta-enxerto de macieira (PATHAK; DHAWAN, 2012). Do mesmo modo,
Lu et al. (2011) a partir de primers ISSR, constataram a homogeneidade em
plantas de bananeira micropropagadas apés avaliacdo da identidade genética e
monitoramento de variagcdo somaclonal de 30 cultivares durante 11 subcultivos a
intervalos de 45 dias.

Huang et al. (2009) utilizando primers ISSR objetivando avaliar a estabilidade
genética de plantas micropropagadas de Platanus acerifolia advindas da
conservacao in vitro por um periodo de oito anos, observaram apenas 2,88 % de
polimorfismo entre os clones, detectando que P. acerifolia manteve-se
geneticamente estavel.

Assim, no presente trabalho observou-se que o0 comportamento dos
gendtipos foi um fator determinante para as taxas de variacdo detectadas em
acessos de A. comosus var. bracteatus, somando-se a esta o longo tempo de

conservacdao, o grande numero de subcultivos e a maior taxa de multiplicacdo.

Concluséao

As variedades A. comosus var. comosus e A. comosus var. ananassoides
regeneradas a partir de plantas conservadas in vitro durante 10 anos,
mantiveram-se geneticamente estaveis;

Dentre as variedades conservadas, 0 A. comosus var. bracteatus é o mais
instdvel em longos periodos de conservacdo do que as outras variedades
botanicas avaliadas;

Marcadores ISSR sao eficazes na deteccdo de variantes somaclonais de

plantas abacaxi conservadas in vitro.
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CAPITULO 3

CULTIVO DE APICES CAULINARES PARA LIMPEZA VIRAL EM
GERMOPLASMA DE ABACAXI CONSERVADO EM CAMPO E IN VITRO

1Artigo submetido ao comité editorial do periddico Plant Cell Tissue and Organ Culture



CULTIVO DE APICES CAULINARES PARA LIMPEZA VIRAL EM
GERMOPLASMA DE ABACAXI CONSERVADO EM CAMPO E IN VITRO

RESUMO: A producdo de mudas do abacaxizeiro é feita por propagacao
vegetativa, o que favorece a disseminacao de doengas, como o complexo de
virus associado a murcha do abacaxizeiro (Pineapple Mealybug Associated Virus,
PMWaV). O cultivo in vitro de apices caulinares € uma estratégia usada para
limpeza de virus em diversas espécies. O Banco Ativo de Germoplasma de
Abacaxi da Embrapa Mandioca e Fruticultura conta com aproximadamente 600
acessos conservados no campo e 240 in vitro, sendo a qualidade fitossanitaria
das plantas desta colecdo de suma importancia para a conservacao e também
para programas de melhoramento genético. Em vista disso, este trabalho teve por
objetivo o cultivo de apices caulinares de plantas in vitro, previamente indexadas
e contaminadas a fim de avaliar a eficiéncia deste procedimento para a limpeza
viral. A identificagdo da presenca do virus em acessos e hibridos do BAG in vitro
e, também em campo se deu através da indexacéo por RT-PCR, método pratico e
sensivel, para que a partir disso, as plantas positivas entrassem na rota de cultivo
de meristema. Os resultados demonstraram que apenas dois dos 19 acessos
contaminados utilizados neste trabalho, o BGA 181 e o0 BGA190, permaneceram
positivos para o virus apos o cultivo de meristema, demonstrando que a estratégia

utilizada foi eficiente para 90% dos acessos tratados.

Palavras chave: Ananas comosus, diagnose, virus-da-murcha, limpeza viral,
PMWaV.



THE SHOOT TIP CULTURES TO VIRAL CLEANNING IN PINEAPPLE
GERMPLASM PLANTS UNDER FIELD AND IN VITRO CONSERVATION

ABSTRACT: The plant production of pineapple (Ananas comosus var. Comosus)
iIs by vegetative propagation, which allow the spread of diseases such as the
(Pineapple Mealybug Associated Virus, PMWaV). The in vitro culture of shoot tips
is one of the strategy used to clean virus in several species. The Gene Bank at
Embrapa Cassava & Fruits has around 600 accessions conserved under the field
and 240 in vitro conditions. The health of the plants of this collection is important
for conservation and also to breeding programs. This study aimed to use the shoot
tips cultures from in vitro plants previously indexed to evaluate the efficiency of this
procedure to clean the associated mealybug virus. The confirmation of the
presence of the virus in hybrids and accessions from the field genebank was made
by RT-PCR, a practical and sensitive method. The infected plants were used to
make the shoot tip culture with 0.5 mm in MS media. The results showed a high

efficient with this approach with 90% the plants cleaned.

Keywords: Ananas comosus, Pineapple Mealybug Associated Virus.
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INTRODUCAO

O abacaxizeiro [Ananas comosus (L.) Merr.] € a terceira fruteira tropical
mais produzida no mundo, depois da banana e dos citros (FAO, 2014). O Brasil €
0 2° maior produtor mundial com um total de 2.478.178 toneladas produzidas no
ano de 2013 (FAO, 2014), o que destaca o valor econémico desta fruteira para o
pais.

O cultivo pode ser afetado por diversas pragas e doencas, que Sao
responsaveis por perdas significativas na producdo. No Brasil, destacam-se
doencas de etiologia fangica e viral, assim como anomalias de causa abidtica,
gue apresentam importancia econdmica significativa, levando a perdas na
producdo que variam de regido para regido, e dentro de uma mesma regido a
depender da época de producao (MATOS et al., 2011).

O Pineapple Mealybug Associated Virus, (PMWaV) é um virus que infecta
o abacaxizeiro causando a doenca denominada popularmente de “Murcha do
Abacaxizeiro”. O virus é transmitido pelas cochonilhas, de duas espécies,
Dysmicoccus brevipes e D. neobrevipes, e acredita-se que a doenca seja
causada por um complexo viral, tendo sido caracterizadas trés formas, o PMWaV-
1, PMWaV-2 e PMWaV-3, que se diferenciam pela sequéncia e organizacdo do
genoma (SETHER et al., 2001; 2002; MELZER et al., 2008; SETHER et al., 2009).

A principal forma de disseminacédo dos virus se da pelo plantio de mudas
infectadas e pelo vetor que sé&o as cochonilhas em associacdo com as formigas.
Estas desempenham um importante papel na disseminacdo de cochonilhas
dentro e entre plantios, pois as protegem e carregam suas ninfas de uma planta a
outra (SETHER et al., 1998; SANCHES et al.,, 2010). As plantas infectadas
apresentam sintomas de avermelhamento foliar, sendo que, as bordas das folhas
ficam voltadas para baixo, ocorrendo o ressecamento e a chamada morte
descendente. O PMWaV esta disseminado por todas as areas produtoras de
abacaxi (SANCHES et al.,, 2010; SANTOS, 2013), fato que demonstra a
capacidade de todos os agentes envolvidos com a doenca em se adaptar a
diferentes condicbes ambientais.

Os prejuizos em nivel de cultivo sdo significativos em plantios comerciais,
pela dificuldade de deteccdo da presenca do virus e disseminacdo das mudas

infectadas.
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Para a conservacdo de germoplasma, além das perdas registradas no BAG
em campo nhos ultimos anos, a presenca do virus na conservagao in vitro
compromete o intercambio de germoplasma de forma significativa.

Dessa forma, é de extrema importancia a indexacédo do virus e a garantia
da fitossanidade das plantas mantidas sob conservacao in vitro. A técnica de RT-
PCR é uma das mais indicadas para a deteccdo do virus, pois utiliza
oligonucleotideos especificos para os tipos de PMWaV. Entretanto, é interessante
que se aprimore a metodologia, de forma a obter uma indexacdo simultanea dos
trés virus, economizando tempo e recursos financeiros. Para isso, foram
desenhados oligonucleotideos degenerados, baseados no alinhamento das
sequéncias do PMWaV-1 e PMWaV-2, e utilizados para a deteccdo dos virus em
plantas de abacaxi. Os resultados demonstram que € possivel a deteccdo dos
virus, tanto com os oligonucleotideos especificos quanto com os degenerados.
(SANTOS, 2013).

Contudo, tdo importante quanto aprimorar técnicas para diagnosticar a
presenca do virus nas plantas infectadas, € primordial que se busque adequar
protocolos para efetivar a limpeza das plantas pela remocgédo dos tecidos
infectados.

O cultivo in vitro de apices caulinares é uma das estratégias usadas em
algumas espécies de importancia econdémica, quando a termoterapia ou a
quimioterapia n&do fazem efeito ou mesmo em associagdo com essas outras
estratégias (BISWAS et al., 2007; BRAGA, et al., 2009; SILVA NETO et al., 2009;
MENEZES JUNIOR et al., 2011).

O procedimento compreende o isolamento e a inoculacdo do domo
meristematico apical e alguns primordios foliares, ou do meristema isoladamente
(0,10 a 0,20 mm de comprimento) em meio de cultura e a obtencdo de uma nova
planta. Quanto menor for o explante, mais efetiva é a eliminacdo de patdgenos.
Morel e Martin (1952) foram os primeiros que demonstraram a eliminagéo de virus
a partir do cultivo de meristema em Dalia (Dahlia pinnata). Atualmente, esta
técnica é universalmente utilizada e apresenta grande impacto na producéo
agricola vegetal.

Em uma planta infectada, a concentragdo de virus ndo € uniforme e é
maior em tecidos maduros e, menor em tecidos meristematicos. Na primavera

quando o crescimento € intenso, 0s meristemas alongam-se rapidamente e a
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concentracdo de virus torna-se ainda menor (GUERRA; NODARI, 2006). Uma
das hipéteses que explica o fato dos meristemas serem livres de virus, segundo
Grattapaglia e Machado (1990), diz respeito ao fato de haver uma maior atividade
de sintese protéica, o que evita a multiplicacdo do patdgeno, além da incipiente
ligacdo vascular dos meristemas com os demais tecidos, o que leva a uma menor
distribuicdo das particulas do patégeno. Assim, considerando que 0os meristemas
sao geralmente livres de virus e outros parasitas obrigatérios, tais como bactérias
e phytoplasma, espera-se que, a excisao e a regeneracdo de apices caulinares
contendo meristemas possam resultar em plantas livres desses patdgenos
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

Por outro lado, a capacidade de regeneracéo é proporcional ao tamanho do
tecido excisado. Considerando que, quanto menor o tecido, mais garantida e
eficiente serd a erradicacdo do patdégeno, a dificuldade na excisdo de estruturas
tdo pequenas se constitui em uma das maiores limitacdes para o uso desta
técnica (WANG et al., 2008). Dessa forma, o tamanho dos tecidos a serem
cultivados quando o objetivo é a limpeza viral pode-se constituir em uma das
dificuldades do protocolo, j& que € um procedimento que requer habilidade e uma
condicao de cultivo e incubacgao ideal.

No caso do abacaxi, essa dificuldade é maior ainda, pois nas
monocotiledéneas, a visdo do domo meristematico € mais dificil e, portanto, a
necessidade de se ajustar o tamanho adequado do meristema a ser cultivado
para essa finalidade. Resultados preliminares com apices caulinares oriundos de
plantas in vitro e com aproximadamente 0,5 mm e um primérdio foliar em volta,
apresentaram resultados promissores para essa finalidade (SOUZA et al., 2012).
Esse procedimento, entretanto, necessita ser validado com maior namero de
plantas.

Dessa forma, dada a importancia que a obtencdo de plantas sadias
apresenta, tanto para a producdo de matrizes para cultivo, quanto para a
conservacdo de germoplasma de abacaxi, torna-se estratégico o desenvolvimento
de uma metodologia eficiente que permita a limpeza de plantas infectadas por
esse complexo viral com a posterior producéo de plantas livres de virus.

Assim, o objetivo deste trabalho foi a validagdo de um protocolo eficiente
de limpeza viral a partir do cultivo de apices caulinares de plantas in vitro de

abacaxi como forma de assegurar a qualidade do material estabelecido,
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conservado e propagado no Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi da
Embrapa Mandioca e Fruticultura.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas plantas de 158 acessos provenientes do BAG em campo,
e in vitro, tendo sido indexada uma planta de cada acesso. As plantas que
apresentaram resultados positivos para a presenca do virus (Figura 1) foram
subcultivadas para a obtencdo de um nimero minimo de plantas que permitisse a
realizagéo do trabalho (Tabela 1).

Figura 1. Plantas contaminadas com o PMWaV (Pineapple Mealybug Associated

Virus). A — Planta no campo. B — Coleta de material para indexagéo (folha). C —
Folhas comsintomas de infestagdo da murcha (morte descendente). D — Raizes
debilitadas pela cochonilha vetora.
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Tabela 1. Acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi positivos para o

virus e, posteriormente, submetidos ao cultivo in vitro de apices caulinares.

N° de plantas

Acessos Vari A Origem dos usadas para o Ndmero de

do BAG ariedades Botanicas ACESSOS cultivo de 2palla'mtas para

meristema (*) indexacdo
BGA10 A. comosus var. comosus BAG in vitro 7 3
BGA16 A. comosus var. comosus BAG in vitro 7 3
BGA47 A. comosus var. bracteatus BAG in vitro 4 4
BGA45 A. comosus var. bracteatus BAG in vitro 15 10
BGA181  A. comosus var. comosus BAG in vitro 10 5
BGA257  A.comosus var. comosus BAG in vitro 3
BGA190  A. comosus var. comosus BAG in vitro 7 3
BGA445  A. comosus var. comosus BAG in vitro 10 5
BGA441  A.comosus var. comosus BAG in vitro 12 6
BGA297  A. comosus var. comosus BAG in vitro 3 1"
BGA718  A.comosus var. comosus BAG in vitro 1"
BGA56™  A. comosus var. comosus BAG campo 1
BGA146™ A.comosus var. comosus BAG campo 12 1
BGA148™ A.comosus var. comosus BAG campo 9 1
BGA159™ A. comosus var. comosus BAG campo 10 1
BGA180™ A.comosus var. comosus BAG campo 12 1
BGA189"* A. comosus var. comosus BAG campo 10 1
BGA208™ A.comosus var. ananassoides BAG campo 11 1
BGA244** A. comosus var. Comosus BAG campo 3 1

*Plantas oriundas da etapa de multiplicacdo

1. Cultivo de apices caulinares das plantas in vitro

O cultivo de apices caulinares para o procedimento de limpeza foi
realizado com as plantas mantidas em meio de multiplicagéo (Tabela 1).

Das plantas dos acessos do BAG in vitro foram excisados &apices
caulinares com tamanho maximo de 0,5 mm e cultivados em tubos de ensaio (1
apice por tubo),contendo 5 ml de meio de cultura MS,adicionado de 30 g L™ de

sacarose, 1,8 g L™ de phytagel e 0,5 mg L™ de BAP, pH ajustado em 5,8. As



59

condicbes de incubacéo foram de 27 + 1 °C, intensidade luminosa de 30 umol m™
s™ e 16 horas de fotoperiodo.

As plantas de campo foram estabelecida sem condi¢c6es de laboratorio,
de acordo com metodologia descrita por Souza et al.(2009) para posteriormente
seguir o0 mesmo protocolo das plantas conservadas in vitro. Os apices caulinares
permaneceram em cultivo por aproximadamente 90 dias para a emergéncia da
planta e até que a mesma atingisse um tamanho que permitisse a retirada das
folhas para a nova indexacéo, a fim de confirmar a limpeza do virus.

Na Figura 2, encontra-se a sequéncia das etapas realizadas desde a
primeira indexacao até a obtengéo da planta sadia.
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Figura 2. Sequéncia das etapas realizadas desde a primeira indexacdo até a

obtencao da planta sadia.

2. Indexacao

2.1 Extracdo do RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada utilizando o reagente Trizol®
(Invitrogen), seguindo indicagcbes do fabricante. Cerca de 100 mg de tecido da
parte basal da folha foram coletados, homogeneizados em nitrogénio liquido e
transferidos para microtubos de 1,5 mL. Foi adicionado 1mL de reagente Trizol® e
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as amostras homogeneizadas. Em seguida, adicionou-se 250 uL de cloroférmio,
as amostras foram agitadas por 15 segundos e incubadas em banho de gelo por 5
minutos. Posteriormente, procedeu-se uma centrifugacdo a 12,000 x g por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e adicionados
500 uL de alcool isopropilico. As amostras foram incubadas novamente por 2
minutos em banho de gelo e posteriormente centrifugados a 12.000 r.p.m. por 20
minutos a 4°C. O pellet obtido foi lavado com etanol 75% e depois em 30 pL de

agua livre de nucleases. As amostras foram conservadas a -80°C.

2.2 Deteccdo do PMWaV por RT-PCR a partir de primers degenerados e
especificos.

A transcricdo reversa (RT) consistiu de duas etapas consecutivas. Durante a
primeira etapa, foram adicionados em um microtubo: 5ug de RNA total, 2pmol de
hexameros de sequéncia aleatéria e agua livre de nucleases, completando o
volume para 12 pL. As amostras foram incubadas por 3 min a 70°C e, transferidas
imediatamente para o gelo. Na segunda etapa foram adicionados ao microtubo:
4uL do tampéo da reacao, 2uL de ditiotreitol (DTT) 0,1M, 1uL da mistura de
dNTPs a 10mM; 1pL (200U) da enzima transcriptase reversa (M-MLV, Invitrogen).
A reacéo final foi incubada a 37°C por 1 h e em seguida a 70°C por 10 min. A
regido gendmica de interesse foi amplificada via Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), inicialmente visando detectar a presenca do virus, sem
objetivar identificar quais o0s tipos virais, bem como reduzir o tempo do
processamento e 0s custos com reagentes foi utilizado um par de
oligonucleotideos degenerados desenhados conforme Santos et al.(2008), (PW
deg R: 5'- YGC CYA RAW AGT TAT CKC C -3' e PW deg F: 5'- TAY STS SWW
AAA TTR AAA CC 3, posteriormente as amostras positivas para o PMWaV
passaram por uma segunda etapa de indexacdo a qual objetivou identificar qual
(is) os tipos virais presentes em cada acesso.Para tanto, foram utilizados primers
especificos para o PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3 (SETHER et al.,, 2001;
SETHER et al., 2005).

Vale ressaltar, que a indexagao por primers degenerados foi realizada antes

do cultivo de apices caulinares, pois se tratava de 158 acessos e com um numero
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tdo grande de amostras o custo seria elevado, assim, apds o cultivo de meristema
foi realizada a indexacao por primers especificos apenas para as amostras que

permaneceram positivas.

Tanto para oligonucleotideos degenerados quanto para os especificos foi
acrescentado 2,5uL do cDNA, 5L do tampéo da PCR (200mM Tris-HCI, pH 8.4,
500mMKCI), 3uL de MgCl, 25mM, 1uL da mistura de dNTPs a 2,5 mM cada,
0,5uL (1U) da Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen), e 0,5 uM de cada
oligonucleotideo.O volume da reacédo foi completado para 50uL adicionando-se
agua livre de nuclease. O processo de amplificagdo consistiu de uma
desnaturacao inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos que envolvem as
etapas sequénciais de desnaturacéo (94 °C/ 45s) e (94 °C/3min), anelamento dos
primers (48°C/45s) e extensao (72 °C/1 min). Os amplicons foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 1%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desde os primeiros resultados publicados com dalia (MOREL; MARTIN,
1952), o cultivo de meristema tem sido frequentemente utilizado para a obtencao
de plantas livres de virus. O sucesso de erradicacdo, no entanto, depende de
inumeros fatores, que envolvem desde os apices caulinares, até a origem da
planta, género e natureza do virus.

No presente trabalho, dos 158 acessos que foram indexados por primers
degenerados, 11 oriundos do BAG in vitro e 8 do BAG em campo apresentaram
resultados positivos para o virus. As plantas provenientes da colecdo in vitro
foram subcultivadas em meio de multiplicacdo, enquanto que os acessos do
campo tiveram que ser introduzidos por meio do cultivo de gemas axilares de
coroas para a obtencdo das plantas in vitro, para depois entrarem na rota de
multiplicacéo e, posteriormente de limpeza viral.

O numero de plantas obtidos da etapa de multiplicagdo encontra-se na
Tabela 1 e variou entre os acessos. O objetivo nesta etapa foi a obtencdo de um
namero minimo de plantas para passarem pelo cultivo de éapices caulinares,
garantindo pelo menos trés repeticbes de cada acesso a fim de confirmar a

limpeza viral do acesso.
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O desenvolvimento dos apices caulinares foi lento e o periodo até a
emergéncia de uma planta inteira com folhas que pudessem ser retiradas para a
segunda indexacdo variou de 90 a 150 dias, a depender do acesso. O
comportamento variado entre acessos na conservacao in vitro de abacaxi ja foi
relatado por Souza et al.(2006), principalmente no que se refere aos intervalos
entre subcultivos e que pode se repetir na fase de estabelecimento.

Na Figura 3, apices caulinares em inicio de desenvolvimento podem ser
vistos com 30 dias ap0s a inoculacdo em meio de cultura.

Dos 19 acessos que foram positivos para a presenca do virus e foram
encaminhados para o cultivo de &pices caulinares, 17 tornaram-se livres do
complexo viral da murcha do abacaxizeiro, ou seja, 90% de eficiéncia.

O tamanho do meristema ja foi descrito em varios estudos, como um fator
crucial para que se obtenha éxito. Em trabalho com mandioca, Souza et al.(2009),
revelam que o meristema deve conter o domo meristematico acompanhado de
dois primordios foliares, o que determina um meristema em torno de 0,2 a 0,3
mm. Segundo Biswas et al.(2007), em morango para que a remocao do virus seja
obtida, o meristema deve estar entre 0,3 e 0,5 mm. Em orquidea o tamanho
indicado é de 1mm contendo dois primérdios foliares (ALTAFIN et al.,2003).

Atualmente, diversos trabalhos aliam o cultivo de &pices caulinares a
outras estratégias de limpeza como termoterapia e crioterapia. Em relacdo a
termoterapia, em abacaxi, Sether et al. (2001) afirmam que as coroas que
passaram pela termoterapia antes da excisdo dos brotos ndo garantiram gemas
livres do virus.

Entretanto, o primeiro sucesso no uso de criopreservagao de apices com
a finalidade de regenerar plantas livres de virus foi relatado com enxerto de
Plumpoxpoty virus e Prunus (BRISON et al.,1997). A eficacia da crioterapia para
eliminacdo de virus em diversas culturas tem sido detectada em alguns estudos.
Esta técnica foi utilizada para erradicar sete grupos independentes de virus e dois
tipos de bactérias patogénicas em batata (Solanum tuberosum L.); batata-doce
(lpomea batatas [L.] Lam); videira (Vitis vinifera L.); Citrus spp., Prunus e de
bananeira (Musa L. spp) (WANG, et. al., 2008).

Souza et al. (2012) comprovaram que a simples introducao das plantas in
vitro por gemas axilares, no caso do abacaxi, ndo é suficiente para remover

tecidos infectados, e portanto, livrar a planta do patdogeno. Por outro lado, em
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plantas de abacaxi, o apice caulinar oriundo da planta in vivo é extremamente
aguoso e dificil de ser excisado. O uso deste tecido extraido da planta in vitro se
constituiu em uma estratégia alternativa e que trouxe resultados promissores e
pode ser utilizado como metodologia de rotina.Os acessos do BAG de abacaxi da
Embrapa Mandioca e Fruticultura foram introduzidos sem indexagdo prévia para
esse virus com base em uma diagnose apenas visual, ou seja, plantas
assintomaticas. Com a possibilidade do uso do RT-PCR para a indexacdo do
complexo viral a partir de primers degenerados, a indexagdo das plantas
conservadas tornou-se uma das metas da curadoria. Para tanto, o
desenvolvimento de um protocolo que pudesse garantir a limpeza viral das
plantas com resultados positivos, como estratégia de salvaguardar, inclusive os
acessos de campo que ainda ndo tinham sido introduzidos in vitro, é

extremamente importante.

‘*~ b

A B ———— B C

Figura 3. Sequéncia do cultivo de apices caulinares desde a excisdo com 0,5 mm
(A), ja em desenvolvimento apés 30 dias de inoculacdo em meio de cultura (B) e
plantas j4 desenvolvidas para a segunda indexacao e comprovacao de limpeza do
virus (C). Fotos: Helder Lima Carvalho.

Os resultados obtidos com o cultivo de apices caulinares excisados com
aproximadamente 0,5 mm mostraram que 90% dos acessos do BAG nos quais foi
detectada a presenca do PMWaV ficaram livres deste patdégeno, sendo que
apenas os acessos BGA 181 e BGA 190 permaneceram contaminados, conforme
detectado pelo segundo teste de indexagédo. Na Figura 4 pode ser visualizado o
gel do teste de indexacdo de 4 dos 17 acessos que ficaram livres de virus
(BGA10, BGA 16, BGA 45 e BGA 17). O resultado desta indexa¢do demonstrou a

auséncia dos trés tipos virais nas plantas avaliadas. Somente o0s controles
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positivos das reacdes apresentaram fragmentos correspondentes ao seu tamanho
esperado, ou seja, 592pb, usando como padréo o marcador 1Kb (Ludwig).

Os resultados indicam a eficiéncia e a viabilidade da técnica do cultivo de
apices caulinares de plantas in vitro para a limpeza clonal de abacaxi afetado por
PMWaV, apesar de néo se ter obtido 100% de eficiéncia no presente trabalho.

Por outro lado, Souza et al.(2009), em trabalho com abacaxi obtiveram
uma taxa de 50% de limpeza e, a mesma foi considerada relevante ja que néo se
utilizou nenhuma estratégia acessoria. No presente estudo também nao foi
utiizada nenhuma estratégia complementar de limpeza viral, a exemplo da
termoterapia e da crioterapia. Dessa forma, uma taxa de 90% é considerada
extremamente positiva.

A indexacdo por primers especificos nos acessos que se mantiveram
contaminados (BGA 181 e BGA 190) revelou a presenca de dois tipos virais, o
PMWaV-1 e PMWaV-2, (Figura 5 A-B). Sether et al. (2001) comprovaram que
ambos os tipos virais estdo bastante disseminados no mundo inteiro, tanto em
plantas de abacaxi sintomaticas quanto assintomaticas, sendo que 80% e 100%
das infeccbes sintomaticas em abacaxi sdo provocadas pelo PMWaVv-1 e
PMWaV-2, respectivamente. Demonstrou também, que a eliminacdo do PMWaV-
1 foi conseguida por meio do cultivo de gema apical e lateral, resultados
diferentes dos que foram obtidos por Souza et al.(2009), que s6 obtiveram éxito

apos o cultivo de apices caulinares a partir de plantas in vitro.

M 1 2 3 4 5 6'7T 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
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Figura 4. Perfil eletroforético da 22 Indexacdo de plantas de abacaxi do BAG in
vitro quanto ao PMWaV por RT-PCR com oligonucleotideos degenerados.
Marcador 1Kb (Ludwig); 1: agua (controle da reacgéo); 2: sadia (controle negativo);
3: controle positivo (hibrido Ajuba 13A); 4 — 7: acesso BGA 10; 8 — 10 : acesso
BGA 16; 11 - 15: acesso BGA 45; pocos 16 — 19: acesso BGA 47.

8 9-10 111213 14

o) o) (2

Figura 5. A - B) Perfil eletroforético da 22 Indexagéo das plantas de abacaxi dos
acessos BGA 181 e BGA 190 pertencentes ao BAG in vitro da Embrapa Mandioca
e Fruticultura quanto aos tipos virais 1, 2 e 3 do PMWaV por RT-PCR.

M - Marcador 1Kb (Ludwig); 1: agua (controle da reacdo); 2: sadia (controle
negativo); 3: controle positivo primer especifico Tipo 1 (472 pb); 4 - 6: acesso
BGA 181 (Figura A) e acesso BGA 190 (Figura B); 7: controle positivo primer
especifico Tipo 2 (436pb) (Figuras A e B); 8 — 10: acesso BGA 181 (Figura A) e
acesso BGA 190 (Figura B); 11: controle positivo primer especifico Tipo 3 (495pb)
(Figuras A e B); 12 — 14: acesso BGA 181 (Figura A) e acesso BGA190 (Figura
B).

CONCLUSAO

A técnica de cultivo de apices caulinares obtidos de plantas in vitro é
considerada eficiente para limpeza de acessos contaminados pelo PMWaV em
abacaxizeiro e pode ser usada como técnica de rotina em laboratérios de cultura

de tecidos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ao avaliar plantas de 66 acessos de abacaxi conservadas durante 10 anos
em condicdes de crescimento lento, o presente trabalho constatou que as plantas
de todos o0s acessos retomaram o0 crescimento em meio de multiplicacao,
viabilizando seu resgate. As diferencas observadas entre 0s acessos e entre as
variedades botéanicas corroboraram o que outros trabalhos ja haviam relatado,
mas a possibilidade de se manter os acessos avaliados sem subcultivar durante a
conservacao por 24 meses significa uma mudanca de estratégia no manejo do
Banco de Germoplasma de Abacaxi da Embrapa Mandioca e Fruticultura e a
possibilidade de fazer um planejamento mais adequado para a manutencédo dos
acessos in vitro.

No que se refere a ocorréncia de variacdo somaclonal na variedade
botanica Ananas comosus var. bracteatus, vale ressaltar que o comportamento
dos genotipos parece ter sido um fator determinante para as taxas de variacao.
Essa variedade tem apresentado os maiores nimeros de subcultivos ao longo do
tempo de conservacgéao, o que pode ter influenciado nesse resultado. Dessa forma,
faz-se necesséario um aprofundamento dos estudos que permitam identificar as
verdadeiras causas dessas variacbes para ajustar o protocolo para esses
materiais. No entanto, considerando que o percentual de variacéo total dentre os
acessos avaliados foi de 12,5% é possivel destacar a eficiéncia do protocolo de
conservacao utilizado.

Por outro lado, a possibilidade de tornar isentas do virus plantas infectadas
pelo complexo viral da murcha do abacaxizeiro a partir do cultivo de &pices
caulinares provenientes de plantas in vitro, possibilita o estabelecimento de uma
colecdo sadia e passivel de ser intercambiada. A associacdo da criogenia ao
cultivo de meristema pode ser uma estratégia a ser testada para isentar do virus
0S acessos gue se mantiverem contaminados. Como nao foram usados primers

especificos para todos 0s acessos avaliados nao é possivel fazer nenhum tipo de



71

inferéncia sobre os tipos virais e a capacidade de limpeza sobre cada tipo viral
pelo cultivo dos épices caulinares.
Os resultados obtidos neste trabalho sdo de aplicacdo pratica para o

manejo da colecéo in vitro de abacaxi da Embrapa Mandioca e Fruticultura.



ANEXOS
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Anexo A. Médias (M), desvio-padréo (DP) e coeficiente de variagdo (CV) dos 66

acessos de Ananas comosus var. ananassoides, A. comosus var. bracteatus, A.

comosus var. comosus e A. comosus var. erectifolius em fungdo dos cinco

subcultivos.
Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultivo 3
Variedades
Xts CV (%) Xts CV (%) Xts CV (%)
Ananas comosus var. ananassoides 45+3 56 15,1+9 57,2 41 +21 49,8
Ananas comosus var. bracteatus 70+2 35 415+32 77 135+ 21 154,8
Ananas comosus var. Comosus 55+3 48 24,0 +£ 18 73,6 63 £ 58 92
Ananas comosus var. erectifolius 55+3 60 28,521 72 59 + 31 51,8
) Subcultivo 4 Subcultivo 5
Variedades
Xts CV (%) Xts CV (%)
Ananas comosus var. ananassoides 53+ 35 65 59,4 £41 69

Ananas comosus var. bracteatus
Ananas comosus var. Comosus

Ananas comosus var. erectifolius

152 + 195 128
123 + 186 151
164 + 38 23

266,8 + 382 143
192 + 229 119.6
61 -
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Anexo B. Protocolo de Extracdo de DNA(MURRAY; THOMPSON, 1980)

Solucdes reagentes (mL) 10 20 30 40 50 80 100
CTAB, 10 % (mL) 2 4 6 8 10 16 20
NaCl, 5 M (mL) 4 8 12 16 20 32 40
Tris HCI 1M pH 8,0 (mL) 1 2 3 4 5 8 10
EDTA0,5M (mL) 04 08 12 2 2 2 2
2-mercaptoetanol 4,0 % (mL) 04 08 12 16 2 3,2 4
PVP 2,0 % (g) 02 04 06 08 10 16 20
H,O milli-Qq. s. p. (mL) 2 2 50 50 50 50 50

* adicionar na hora da extracédo de DNA (40 pL 2-mercaptoetanol/AImL de tampéao)

1. Coletar as folhas de plantas, de preferéncia jovens e saudaveis, evitando-
se areas atacadas por pragas e doencas.
Extracdo de DNA — PROCEDIMENTOS:

2. Pesar 300 mg do tecido vegetal,usar almofariz na presenca de nitrogénio
liquido,macerar o tecido usando micro-pistilo.

3. Adicionar 1,0 mL da solucdo tampdo de extracdo previamente

aguecida(65°C).Esperar a mistura adquirir a forma liquida e transferir para

um microtubo de 2,0 mL.

Adicionar 100,0uL de SDS 20%

Incubar os microtubos em banho-maria a 65°C/60 min., homogeneizar a

cada 10 min.

6. Esfriar em temperatura ambiente.

7. Adicionar igual volume a solugdo [cloroférmio: alcool-Isoamilico (24:1)]
vortexar rapidamente até formar uma emulséao.

8. Centrifugar 10.000 rpm/10min

9. Retirar o sobrenadante e transferir para novos tubos (eppendorf 1,5 mL)

10. Adicionar 20 pL de Acetato de sodio 3,0M

11.Adicionar % volume de isopropanol. Misturar gentilmente até notar a
formacéo de uma “nuvem DNA”

12.Centrifugar 10.000 rpm/10min.

13.Descartar o sobrenadante. Lavar o pellet com 500 pL de etanol 70%
gelado.

14.Centrifugar 10.000 rpm/3min (Caso o pellet ndo fiqgue aderido no microtubo)

15.Resuspender o pellet em 100uL de tampéo [TE+ RNAse (10 mg/
mL)].Encubar a 37°C na estufa.

16.Precipitar o DNA com 10uL de Acetato de sédio 3,0M + 200uL de etanol
geladomanteras amostras durante 10 min. -20°C.

17.Centrifugar 10.000 rpm/10min.

18.Secar o pellet em temperatura ambiente (para remoc¢éao do etanol)

19.Resuspender o pellet(50-100) puL de tampéo TE

20.Conservar a solugéo estoque a -20°C

o s

Os tubos e ponteiras contaminados com fenolcloroférmio devem ser
descartados em recipiente apropriado.



