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RESUMO: Entre os géneros que compfem a familia Bromeliaceae, o mais
importante em termos econdmicos € o Ananas, que apresenta multiplicidade de
usos. Dentre as fibras vegetais, a do curaua (Ananas comosus var. erectifolius),
tem se destacado por sua qualidade e ja vem sendo usada na industria. O
objetivo desse trabalho foi realizar a avaliagdo clonal de hibridos de abacaxi
voltados para a producédo de fibra, bem como realizar uma analise bromatolégica
das folhas inteiras e do bagaco apos desfiboramento mecéanico; avaliar a resposta
destes hibridos ao processo de producdo de mudas por micropropagacado e ainda
identificar associagdes entre bandas provenientes de marcadores ISSR com as
variaveis para qualidade de fibra. A avaliacdo clonal e bromatoldgica foi realizada
em quatro hibridos e parentais/ cultivares referéncia. Na etapa da
micropropagacgéao foram utilizadas gemas axilares retiradas do talo e da coroa de
oito hibridos. Na extracdo de DNA foram considerados treze genétipos do
programa de melhoramento genético da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Os
resultados da avaliacdo clonal mostraram hibridos estaveis e que de fato se
constituem em novidade para o mercado, ainda que um dos hibridos apresentou
10% de variagdo no segundo ciclo de cultivo. Os ensaios bromatoldgicos
evidenciaram que o bagaco apds o desfibramento mecanico da folha pode se
constituir em uma alternativa interessante para a alimentacdo animal. A
micropropagacao demonstrou ser uma alternativa de cultivo promissora para 0s
hibridos estudados, ainda que demande estudos adicionais para incrementar as
taxas de multiplicacdo. No que se refere ao estudo feito com marcadores ISSR
foram selecionadas onze bandas que apresentaram alta correlagdo com as
variaveis de qualidade de fibra, deixando evidente o potencial para uso futuro em
selecéo assistida por marcadores.

Palavras-chave: Ananas comosus (L.) Merr., avaliacdo clonal; alimentacao

animal; marcadores moleculares; propagagéo in vitro.



PINEAPPLE VARIETY CHARACTERISTICS AND THEIR POTENTIAL USE AS
SOURCE OF FIBRE
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ABSTRACT: Among the genera that belongs to Bromeliaceae family, Ananas is
the most important and presents multitude of uses. The fibers of curaua (Ananas
comosus var. erectifolius), has been highlighted for its quality and is already being
used in industry. The aim of this work was to carry out the clonal evaluation of
pineapple hybrid focused on fiber production as well as perform a bromatological
analysis of whole leaves and leaf mulch after mechanical defibration; to evaluate
the response of these hybrids to micropropagation process and still identify the
associations between bands from ISSR with the variables of quality fibers. The
clonal evaluation and bromatological assay was carried out to four hybrids and its
genitors (cultivars reference). Axilary buds from crown and stalk from eight hybrids
were used as explant to micropropagation test. The DNA extraction were
performed with thirteen genotypes from the breeding program of Embrapa
Cassava and Fruits. The results of clonal evaluation showed the genetic stability
and the novelty of these hybrids although one of the hybrids showed 10 % of
variation in the second crop cycle. The bromatological evaluation showed that the
residue after mechanical defibration can be an interesting alternative for animal
feed. The micropropagation system is a promising alternative for the hybrids,
although further studies need to be done for increasing the multiplication rates. In
the study with ISSR markers, eleven bands were selected and showed a high
correlation with the variables of fiber quality, suggesting the potential use for

selection assisted by markers.

Key words: Ananas comosus (L.) Merr., clonal evaluation, animal feed, molecular

market, in vitro propagation.



INTRODUCAO

Taxonomia e origem do abacaxizeiro

A familia Bromeliaceae € constituida por aproximadamente 58 géneros e
3.352 espécies (LUTHER, 2012). Entre os géneros que compdem esta familia, o
mais importante em termos econdbmicos é o Ananas, ao qual pertence o
abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merr.) utilizado para o consumo in natura e
industrializado (FAO, 2015).

Quanto a taxonomia para o género Ananas, segundo a classificacdo atual
proposta por Coppens D’Eeckembrugge e Leal (2003), a este género pertencem
apenas duas espécies: Ananas comosus (L.) Merril, que inclui cinco variedades
botanicas (A. comosus var. ananassoides, A. comosus var. bracteatus, A.
comosus var. erectifolius, A. comosus var. parguazensis, e A. comosus var.
comosus) e A. macrodontes E. Morren.

O Brasil é considerado um dos principais centros de diversidade genética
do abacaxizeiro (LEAL; ANTONI, 1981; FERREIRA; CABRAL, 1993). O centro de
origem das espécies de Ananas incluindo o abacaxi (A. comosus (L.) Merril))
localiza-se na area entre 15 °N a 30 °S de latitude e 40 °L a 60 °O de longitude,
correspondendo as regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, Norte da Argentina
e do Paraguai (COLLINS, 1960). Contudo, o centro de origem do género Ananas
pode também ser a area entre 10 °N a 10 °S de latitude e 55 °L a 75 °O de
longitude, uma vez que a maioria das espécies deste género ocorre nesta area
(LEAL; ANTONI, 1981). Estudos evidenciaram a ocorréncia de maior variagcao
morfolégica nos tipos selvagens e cultivados do género Ananas nas areas
situadas ao norte do Rio Amazonas, nas regides do Orinoco, Rio Negro, Amapa e

Guianas, do que nas regides Sul do Brasil e Norte do Paraguai (LEAL; COPPENS



D’EECKENBRUGGE, 1996). A substituicdo de cultivares locais por cultivares
melhoradas e o desmatamento acelerado que vem ocorrendo nas regides
consideradas como centros de diversidade genética do abacaxizeiro constituem-

se entre as principais causas de erosao genética no género Ananas.

Importancia do abacaxizeiro

O abacaxi € uma das principais frutas consumidas em todo o mundo. Em
2013, a producdo mundial alcancou aproximadamente 24,78 milhdes de
toneladas, em uma éarea colhida de 1,18 milhdo de hectares (FAO, 2015). No
Brasil, a fruta € produzida em todos os estados com uma éarea plantada de 60,65
hectares com uma producao de 2,48 milhdes de toneladas em 2013 (FAO, 2015).

O abacaxi se constitui na sexta fruteira tropical mais explorada
economicamente no mundo, sendo o Brasil, o segundo maior produtor mundial.
Outros paises com producdo significativa sdo a Costa Rica (2,68 milhbes de
toneladas), Filipinas (2,45 milhdes de toneladas), Tailandia (2,21 milhdes de
toneladas), e Indonésia (1,83 milhdes de toneladas) (FAO, 2015).

A producéo do abacaxi concentra-se principalmente na alimentagcdo como
fruta fresca ou processada. Entretanto, outros potenciais sao explorados no
género, como a producdo de enzimas de acdo proteolitica e metabdlitos
secundarios com atividades bioldgicas antioxidantes (BENNETT, 2000; ROSSI;
TAMBOURGI, 2005; FISHER, 2007; MANETTI et al., 2009; KUMMAR et al.,
2011), uso ornamental (COPPENS D'EECKENBRUGGE; DUVAL, 2009;
SANEWSKI, 2009; SOUZA et al, 2012a; 2014) na alimentacdo animal
(FAGUNDES; FAGUNDES, 2010; SANTOS et al., 2014), além da producdo de
fibras, para fabricacdo de material ristico como cordas e tecidos ou na industria
(ZAH et al., 2007; LEAO et al., 2009; SENA NETO et al., 2013; 2015).

Fibras vegetais

Atualmente temas relacionados as questbes ambientais, de desequilibrio
de ecossistemas e alteracdes climaticas tém trazido preocupacdes e despertado
interesse da comunidade cientifica, bem como da sociedade (MARINELLI et al.,
2008) e, por conseguinte, gerado interesse na utilizacdo de fontes renovaveis e
sustentaveis a partir de uma interagdo mais profunda entre o homem e a natureza

de modo que haja equilibrio no uso dos recursos naturais. Diante disso, vé-se a



necessidade de investir em novas tecnologias a fim de produzir um material de
alto desempenho a partir de fontes renovaveis (SOUZA, 2010).

A utilizacdo de fibras vegetais como reforco em compdsitos poliméricos
tem se constituido uma alternativa interessante, por ser uma fonte natural,
biodegradavel e, portanto, sustentavel. Devido a sua grande disponibilidade,
principalmente em paises de clima tropical, as fibras vegetais apresentam baixo
custo e a grande vantagem de serem renovaveis (FERREIRA et al., 2012).

Considerados ecologicamente corretos, os compdsitos com fibras vegetais
tem-se mostrado uma alternativa vidvel em muitas aplica¢cdes na substituicdo de
polimeros refor¢cados com fibra de vidro, dentre outros (SANTOS et al., 2009).

Dentre as fibras vegetais utilizadas (materiais lignoceluldsicos) como
reforco em compdsitos de matriz termofixa e/ou termoplastica podem ser citadas
as de: sisal, juta, coco, banana e curaud (MARINELLI et al., 2008). Esses
compoésitos sdo utilizados em diversos segmentos da indastria, desde o
automobilistico, com pecas de carros até o da construcao civil, com telhas, vigas,
vigotas e outros produtos (MARINELLI et al., 2008). Apresentam propriedades e
caracteristicas peculiares como baixo custo, baixa densidade, flexibilidade no
processamento e uso de sistemas simples quando o tratamento de superficie é
necessario. E mais importante, as fibras vegetais sdo amplamente distribuidas,
disponiveis, moldaveis, ndo abrasivas, porosas, viscoelasticas, biodegradaveis
combustiveis e reativas (TITA et al., 2002).

Dentre as fibras vegetais usadas, a fibra do curaua, tem se destacado por
sua qualidade e ja vem sendo usada na industria (LEAO et al., 2000; SENA NETO
et al., 2013; 2015).

O A. comosus var. erectifolius, conhecido como curaua, destaca-se entre
as espécies com potencial para producdo de fibras da Regido Amazobnica. A
variedade tem sido alvo de constantes pesquisas nacionais e internacionais, com
resultados significativos a cerca da qualidade da fibra (OLIVEIRA et al., 2008).

As fibras do curaua vém sendo largamente utilizadas em varios setores da
industria: automobilistica, papel, téxtil e na construcdo civil (LEAO et al., 2000;
2009). As plantas caracterizam-se por apresentarem porte baixo e ciclo perene,
com producdo continua estimada de cinco anos. Essa cultura apresenta alto

potencial de comercializagédo, possibilitando a recuperagcdo dos investimentos



iniciais com sua implantagéo, por meio de vendas da fibra e mudas da planta
(LOBATO, 2010).

Essas fibras podem substituir a fibra de vidro empregada como reforco ao
plastico na fabricacdo de pecas, produzidas pelo processo de moldagem por
injecdo, como botdes do painel de carros, macanetas e dobradicas de quebra-sol,
assim como também sdo fabricadas, através de outro processo, pecas de
grandes dimensdes, como a parte interna das portas e a tampa do compartimento
de bagagem de alguns modelos de carros (ERENO, 2007).

Spinacé et al. (2011) ao comparar as propriedades mecanicas das fibras de
sisal com as das fibras de curaua, concluiram que compdsitos de polietileno de
alta densidade e polipropileno reforcados com fibras de curaua apresentam
propriedades de resisténcia mecanica no modo tracdo e flexdo, superiores
quando comparadas aos compdésitos com fibras de sisal. A fragilidade da fibra de
sisal provoca a quebra da mesma no processo de moagem, reduzindo a sua
razdo de aspecto e influenciando a eficiéncia de reforco no compdsito.

A demanda por fibras de curaua tem crescido rapidamente, muito além do
que € produzido atualmente no pais, reflexo do interesse despertado pela
possibilidade de véarios usos. Entre 0s usos estdo caixas d’agua, piscinas, tecidos
antialérgicos e até a utilizacdo da fibra vegetal como material substituto para as
vigas de ferro usadas no lugar de concreto em paises como o Japdo, que
enfrentam problemas de tremores de terra de alta intensidade, pela sua alta
resisténcia mecanica e leveza (ERENO, 2007).

Melhoramento genético do abacaxizeiro voltado para fibras vegetais

A Embrapa Mandioca e Fruticultura possui um Banco Ativo de
Germoplasma de Abacaxi (BAG Abacaxi) que conta atualmente com mais de 600
acessos conservados em condi¢cdes de campo e que sao foco de caracterizagbes
variadas, buscando ampliar o leque de uso do conjunto génico do género (SOUZA
et al., 2012a; SENA NETO et al., 2013; 2015).

O programa de melhoramento genético da Embrapa Mandioca e
Fruticultura desenvolveu hibridos voltados para uso ornamental, que, no entanto,
tinham como um dos parentais o curaua (BGA-739 e BGA-804) (SOUZA et al.,
2014). Dessa forma foi iniciado um trabalho com a finalidade de caracterizar tanto
alguns acessos do BAG Abacaxi (SENA NETO et al., 2013) como os hibridos de



curaua (SENA NETO et al., 2015) quanto a qualidade de suas fibras para uso
como reforco em matrizes poliméricas. A partir desse trabalho de caracterizagéo
foram obtidos resultados que serviram de base para a selecdo dos hibridos que
constam no presente trabalho. Foram selecionados materiais que apresentaram
fibras com caracteristicas semelhantes ou superiores as do curau.

Os hibridos foram clonados e submetidos a um ensaio que buscava avaliar
a homogeneidade de seus clones e sua estabilidade genética em dois ciclos
consecutivos.

Esses ensaios sdo validos também para a protecao intelectual das novas
variedades e sdo reconhecidos pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) se conduzidos de acordo com sua normativa (BRASIL
2011). Sao testadas as caracteristicas de distinguibilidade (diferencas claras de
qualquer outra variedade cuja existéncia na data do pedido de protecdo seja
reconhecida), homogeneidade (uniformidade entre plantas dentro da mesma
geracdo) e estabilidade (manutencdo das caracteristicas através de geracdes
sucessivas) da cultivar.

Em vista disso, a avaliacao clonal foi realizada a partir da aplicacao da lista
de descritores publicada no MAPA para o abacaxizeiro ornamental. Para este
trabalho, entretanto tiveram que ser consideradas outras caracteristicas, voltadas
para fibras e que ndo constam na lista publicada, tais como, porcentagem de fibra
seca por planta e o comprimento da fibra. Essas caracteristicas sdo importantes
para se considerar a capacidade de producdao de fibra dos hibridos em estudo.

Uso do abacaxi na alimentacao animal

Outro uso, para o qual tanto os restos culturais de abacaxizeiros quanto o
bagaco apos a retirada das fibras pode ser utilizado, € o aproveitamento para a
alimentacao animal.

Silva et al. (2014) relatam que um grande problema que ocorre anualmente
€ a escassez de alimentos volumosos, o que acaba por refletir na baixa
produtividade dos rebanhos. Esse fato onera os custos produtivos em funcao da
suplementacdo na alimentacdo com o fornecimento de forragens conservadas ou
alimentos concentrados, visando corrigir as deficiéncias nutricionais. A utilizacdo
de alimentacdo alternativa pode ser uma estratégia viavel nesse setor podendo

gerar impacto positivo significativo na pecuaria.



Diversos estudos relatam o aproveitamento de residuos do cultivo de
abacaxizeiros na alimentacéo animal (GUTIERREZ et al., 2003; HERRERA et al.,
2009; FAGUNDES; FAGUNDES, 2010; SANTOS et al. 2014), bem como do
aproveitamento dos residuos de agroindustria de frutas tropicais (LOUSADA
JUNIOR et al., 2006; SILVA et al., 2014), sugerindo ou recomendando o0 uso
favoravel desses produtos.

Propagacéo in vitro

Dentre os aspectos que devem ser considerados no langcamento de uma
nova variedade e sua adocdo pelos produtores estd a oferta de mudas no
mercado. O éxito no uso do curaua como fonte de fibras vegetais deveu-se,
principalmente, ao desenvolvimento de um protocolo de micropropagacao
eficiente que permitiu a produgao de milhares de mudas (PEREIRA et al., 2006;
2008). A possibilidade da producdo de mudas em larga escala incentivou a
ampliacdo dos plantios e, portanto, a oferta de fibras para os setores
demandantes.

O abacaxizeiro é propagado convencionalmente pela utilizacdo de mudas
formadas a partir de diferentes partes vegetativas da planta. Este método de
propagacédo € lento e requer um grande volume de material de plantio (USMAN,
2013).

A producgédo de plantas de abacaxizeiro em laboratério ja vem sendo feita
com éxito para muitas variedades desde finais dos anos 90 com varios protocolos
ja publicados (DAL VESCO et al., 2001; BARBOZA et al., 2004; PASQUAL et al.,
2008; CARVALHO et al., 2009; SOUZA et al., 2012b; 2013). No entanto, a forte
dependéncia em relacdo ao gendtipo tem levado a busca por melhores
protocolos, mais adaptados as novas variedades/ cultivares (SOUZA et al., 20123;
2013; SANTOS et al., 2015). Um protocolo eficiente de micropropagacdo deve
fornecer plantas com uma alta qualidade, aliado as altas taxas de multiplicacéo,
com baixo risco de variacdo somaclonal e baixo custo de producéo.

Na Embrapa Mandioca e Fruticultura, a micropropagacao de abacaxizeiros
vem sendo usada em apoio ao melhoramento genético e a conservacgao in vitro
de acessos do BAG Abacaxi, a partir de um protocolo basico estabelecido por
Souza et al. (2013) para o Laboratorio de Cultura de Tecidos (LCT).



Os hibridos selecionados para este trabalho séo resultado de parentais
silvestres, dos quais ndo se conhece o comportamento in vitro. Buscou-se,
portanto ver a adequacdo do protocolo adotado no LCT para estes novos

materiais com a finalidade de produzir mudas em larga escala.

Caracterizagao molecular

As caracterizacdes para qualidade de fibra sdo laboriosas e de custo
relativamente elevado. Assim, caracterizar um numero elevado de acessos, como
0s que tem o BAG Abacaxi seria impossivel sem uma estratégia adicional. O uso
de marcadores moleculares possibilita a identificacdo de genétipos e pode
subsidiar uma possivel selecéo assistida (MULCAHY et al., 1993).

Os marcadores moleculares, geralmente baseados na amplificacdo de
fragmentos de DNA por reagdo em cadeia da polimerase tém sido utilizados a
contento em programas de melhoramento de plantas (SILVA et al., 2011), e s&o
considerados um método eficiente e vantajoso para o estudo dos genomas, pois
detectam polimorfismos diretamente no DNA, ndo sofrem influéncia ambiental e
sdo independentes do estadio de desenvolvimento da planta (FERREIRA,
GRATTAPAGLIA, 2008).

Diversos métodos de analise molecular, ao nivel de DNA tém sido
utilizados em estudos de variabilidade em plantas, no intuito de identificar e
determinar relacBes ao nivel de espécies e cultivares, dentre eles, pode ser citado
o método ISSR (inter simple sequence repeat) que tem sido amplamente utilizado
em varios estudos por ser uma técnica simples, eficiente, possuir alta
reprodutibilidade e gerar altos indices de polimorfismo (REDDY et al., 2002).

Estes marcadores demonstram alto conteddo de informacédo genética, e
parecem ser apropriados para estudos filogenéticos e identificacdo de gendtipos
(RAKOCZY-TROJANOWSKA; BOLOBOK, 2004), bem como estudos de analise
de diversidade genética (TANYA et al., 2011; NOORMOHAMMADI et al., 2013;
GAIKWAD et al., 2014).

O marcador molecular utilizado no presente estudo foi 0 ISSR (Inter-Simple
Sequence Repeats), o qual ndo requer informagfes antecipadas de sequéncias
de DNA da espécie-alvo e geram fragmentos com grande reprodutibilidade,
gquando comparados a outros marcadores com base em PCR nao especifico
como o RAPD (WOLFE; LISTON, 1998).



OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi realizar a avaliacdo clonal de hibridos de
abacaxi voltados para a producdo de fibra, bem como realizar uma analise
bromatoldgica das folhas inteiras e do bagaco apos desfibramento mecanico;
avaliar a resposta destes hibridos ao processo de producdo de mudas por
micropropagacgdo e ainda identificar associa¢cdes entre bandas provenientes de

marcadores ISSR com as variaveis para qualidade de fibra.
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CAPITULO 1

AVALIACAO CLONAL E BROMATOLOGICA DE HIBRIDOS DE ABACAXI
DESENVOLVIDOS PARA A EXTRACAO DE FIBRAS!

1Artigo a ser ajustado e submetido ao Comité Editorial do periddico cientifico Crop

Science
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AVALIACAO CLONAL E BROMATOLOGICA DE HIBRIDOS DE ABACAXI
DESENVOLVIDOS PARA A EXTRACAO DE FIBRAS

RESUMO: A demanda que existe para o desenvolvimento de novos materiais
sustentaveis vem crescendo muito nos dltimos anos. Assim, o uso da fibra vegetal
vem acompanhando essa tendéncia, principalmente, como reforco para o
desenvolvimento de compdsitos biodegradaveis. Neste contexto, o abacaxi tem
um grande potencial pela qualidade de suas fibras ja reconhecidas no curaua. Em
vista disso, foram desenvolvidos hibridos de curaua a fim de ampliar a oferta de
fibora de qualidade neste segmento promissor. Desta forma, neste trabalho
objetivou-se realizar a avaliacdo clonal de quatro hibridos voltados para a
producdo de fibra (FIB-POT; FIB-NEG; FIB-BOY; FIB-EST), bem como realizar
uma andlise bromatologica a fim de avaliar o valor nutritivo das folhas e do
bagaco pos desfibramento mecanico, tendo em vista o seu uso como fonte
alternativa de alimentacdo animal. A avaliacdo clonal foi realizada com base nas
diretrizes dos ensaios de DHE do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA). Os resultados mostraram hibridos bem uniformes,
estaveis e que de fato se constituem em novidades para o mercado. Apenas um
hibrido apresentou variacdo acima de 5% no segundo ciclo. Os ensaios
bromatoldgicos evidenciaram que o bagaco apds o desfibramento da folha pode
se constituir em uma alternativa interessante para complementar a alimentacéo
animal. Os estudos realizados mostram a possibilidade de se utilizar 100% da

planta de abacaxi, seja apés a colheita do fruto comestivel ou ornamental.

Palavras-chave: Ananas comosus (L.) Merr., fibras vegetais, desfibramento

mecanico, alimentagéo animal.
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CLONAL AND BROMATOLOGICAL EVALUATION OF THE PINEAPPLE
HYBRIDS DEVELOPED FOR FIBER EXTRATCTION

ABSTRACT: In the past few years, there has been an increasing demand for the
development of new and sustainable materials. Thus, the use of plant fibers has
followed this trend, especially as reinforcement for the development of
biodegradable composites. In this context, pineapple has a great potential due to
the quality of its fibers already recognized by the use of curaua fibers for the
industry. In order to improve the supply of fibers pineapple hybrids from curaua
were developed. Therefore, this study aimed at carrying out the clonal
evaluation of four hybrids developed for fiber production (FIB-POT; FIB-NEG; FIB-
BOY; FIB-EST) as well as performing a chemical analysis to assess the nutritive
value of the whole leaves and leaf residues after mechanical defibration, in order
to use it as an alternative source of animal feed. The clonal evaluation was carried
out based on the guidelines of the DHE tests of the Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply (MAPA). The results showed very uniform and stable
hybrids, which constitute a novelty for the market. Only one hybrid had a variation
above 5% in the second cycle. The Bromatological assays showed that the
residue after defibration may constitute an interesting alternative to supplement
animal feed. Studies showed the possibility to use all parts of the plant after

harvesting.

Palavras-chave: Ananas comosus (L.) Merr., plant fibers, mechanical defibration,

animal feed.
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INTRODUCAO

O Brasil é o segundo produtor mundial de abacaxi, com uma producédo de
2,48 milhdes de toneladas em 2013 (FAO, 2015). Assim, a utilizacdo dos restos
culturais, pode se tornar uma alternativa viavel e econémica para complementar a
alimentacdo animal. Esses restos culturais podem atingir até 50 toneladas de
producdo de massa verde por hectare, dependendo da cultivar e densidade do
plantio (SANTOS et al., 2014).

Segundo Santos et al. (2014) o fruto do abacaxizeiro comercializado
representa 38% da planta, o restante da planta é considerado residuo agricola.
Dessa forma, tém surgido diversas maneiras de utilizacdo desse material, seja
como fenacado ou ensilagem, mas sempre com o0 objetivo de fornecer alimento no
periodo de escassez de forragem. A folha de abacaxi como complemento
alimentar animal ja € relatada com resultados considerados satisfatorios
(FAGUNDES; FAGUNDES, 2010). Entretanto, os registros existentes se referem
aos abacaxis cultivados para alimentacao.

O curaua (Ananas comosus var. erectifolius) € um abacaxi tipico da regiao
amazobnica e cuja planta se caracteriza por folhas rigidas, eretas e com faces
planas, podendo alcancar mais de um metro de comprimento e cinco centimetros
de largura. Possuem fibras macias, porém com elevada resisténcia mecanica
(SILVA; AQUINO, 2008).

A Embrapa Mandioca e Fruticultura possui um Banco Ativo de
Germoplasma de Abacaxi (BAG Abacaxi) que conta atualmente com mais de 600
acessos conservados em condi¢des de campo e que séo foco de caracterizacbes
variadas, buscando ampliar o leque de uso do pool génico deste género (SOUZA
et al., 2012). O programa de melhoramento genético da Embrapa Mandioca e
Fruticultura desenvolveu hibridos voltados para uso ornamental, que, no entanto,
tinham como um dos parentais o curaua (BGA-739 e BGA-804) (SOUZA et al.,
2014). Dessa forma, foi iniciado um trabalho com a finalidade de caracterizar tanto
alguns acessos do BAG Abacaxi (SENA NETO et al., 2013) como os hibridos de
curaua (SENA NETO et al., 2015) quanto a qualidade de suas fibras para uso
como reforco em matrizes poliméricas. A partir desse trabalho de caracterizacao

foram obtidos resultados que serviram de base para a sele¢cdo dos hibridos que
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constam no presente trabalho visando o uso de suas fibras como reforco
mecanico em compdsitos polimeéricos.

A busca por novos materiais e a maximizacdo dos recursos naturais
através de novos processos e produtos, tem levado ao estudo e exploracdo de
materiais oriundos de fontes renovaveis (JOHN; THOMAS, 2008). Estudos
demonstram que as fibras vegetais combinam boas propriedades mecéanicas com
uma baixa massa especifica e boa estabilidade dimensional, aliado ao fato de
produzirem um impacto ambiental relativamente menor quando comparadas com
as fibras de vidro (BOURMAUD; BALEY, 2007). Nesse contexto, 0s compagsitos
biodegradaveis tém alcancado relevancia consideravel no desenvolvimento de
novos materiais (LEVY NETO; PARDINI, 2006).

As fibras lignoceluldsicas constituem-se numa importante classe de
materiais de reforco para matrizes poliméricas por apresentarem muitas
vantagens sobre as fibras sintéticas, a saber. a baixa densidade, boas
propriedades térmicas, biodegradabilidade, melhores propriedades mecanicas
especificas, além de serem menos abrasivas aos equipamentos de
processamento de polimeros (BLEDZKI et al., 1996).

As fibras extraidas das folhas do curaua tém recebido especial atencdo por
parte dos pesquisadores por destacarem-se com propriedades mecéanicas
adequadas para o reforco de matrizes em relacdo as outras fibras vegetais
gerando, portanto, grande potencial de aplicacdo na area de polimeros refor¢cados
(SPINACE et al., 2011).

Clones desses hibridos selecionados pela qualidade de suas fibras foram
avaliados quanto a homogeneidade de suas plantas, sua estabilidade genética
considerando dois ciclos, assim como realmente € uma novidade para o setor.
Esse tipo de avaliacdo é também exigida pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) quando se pretende a protecao intelectual de uma nova
cultivar e se constitui no ensaio de DHE (distinguibilidade, homogeneidade e
estabilidade) (BRASIL, 2011).

Assim, essa avaliacdo clonal foi baseada em uma lista de descritores ja
publicados no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o
abacaxizeiro ornamental, onde foram também consideradas outras caracteristicas

gue ndo constam nesta lista, tais como: porcentagem de fibra seca por planta (%)
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e o comprimento da fibra (cm). Essas caracteristicas sdo importantes para se
considerar a capacidade de producéo de fibra dos hibridos em estudo.

Outro aspecto considerado neste trabalho foi o aproveitamento completo
da folha do abacaxizeiro depois da colheita e da retirada da fibra. Ao final do
desfibramento da folha todo o tecido verde (bagacgo) que circunda a fibra torna-se
residuo, que, no entanto, pode ser aproveitado, principalmente como um
complemento na alimentacdo animal. Segundo Fagundes e Fagundes (2010) o
gue mais onera a pecuaria é a alimentacdo animal, 0 que tem incrementado a
busca por alimentos alternativos e que possam enriguecer as racgoes.

A utlizacdo de restos culturais de determinadas plantagbes que
anteriormente eram negligenciadas vém ganhando maior importancia como fontes
de volumoso para bovinos e outros animais. A fibra vegetal é considerada um
alimento funcional, pois desempenha no organismo funcdes importantes como
intervir no metabolismo dos lipidios e carboidratos e na fisiologia do trato
gastrointestinal, além de assegurar uma absorcdo mais lenta dos nutrientes e
promover a sensacao de saciedade (OLIVEIRA; MARCHINI, 1998).

Os hibridos estudados neste trabalho podem ser cultivados com dupla
finalidade, o uso ornamental (SOUZA et al., 2012) e o uso de suas folhas para a
producdo de fibras (SENA NETO et al., 2015). Assim, o0 aproveitamento de seu
bagaco resulta no aproveitamento completo da planta no seu ciclo de cultivo.

Desta forma, o trabalho objetivou realizar a avaliacdo clonal de hibridos de
abacaxi voltados para a producdo de fibra, bem como, realizar uma analise
bromatoldgica a fim de avaliar o valor nutritivo das folhas inteiras e do bagaco
apos desfiboramento mecanico, tendo em vista, o seu uso como fonte de

alimentacéo animal.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no campo experimental da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, localizada na cidade de Cruz das Almas, Bahia. O municipio esta
situado a 12°40'19” de Latitude Sul e 39°06’22” de Longitude Oeste a 220 m
acima do nivel do mar. Segundo a classificacdo de Kdppen (1936), o clima é

tropical quente e umido, Aw a Am, com temperatura média anual de 24,5°C,
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umidade relativa de 80% e precipitacdo média de 1.249,7 mm anuais. O solo é
classificado em latossolo amarelo distrofico A moderado, textura franco-arenosa.

Foram selecionados quatro hibridos previamente caracterizados para
qualidade de fibra de acordo com Sena Neto et al. (2015), os quais apresentaram
resultados satisfatorios, sendo estes: FIB-POT; FIB-NEG; FIB-BOY; FIB-EST. Os
hibridos foram cultivados de acordo com as recomendagfes do MAPA com 20
plantas por hibrido e cultivares referéncia [Ananas comosus var. erectifolius
(BGA-EREC) e A. comosus var. bracteatus (BGA-BRAC)], cultivados em fileira
simples e respeitando o espagamento utilizado na cultura. Foram considerados
dois ciclos consecutivos, sob as mesmas condi¢cées de cultivo, manejo e tratos
culturais. As cultivares referéncia foram escolhidas devido ao reconhecido uso de
suas fibras, seja para a industria ou para artesanato.

Com aproximadamente 12 meses, as plantas foram induzidas ao
florescimento com Etrhel 240® (Ethephon) a 500 ppm do principio ativo mais 3%

de uréia via pulverizacéo na roseta foliar.

Avaliacao clonal

A partir da emergéncia da inflorescéncia na roseta foliar, iniciou-se a
caracterizacdo das plantas aplicando-se os 30 descritores, sendo 09 quantitativos
e 21 qualitativos (DOU n° 2 de 03 de janeiro de 2013, secdo 01, paginas 4 e 5 do
MAPA). A maioria dos descritores foram aplicados logo apés o fechamento da
altima flor, assim como para a avaliacdo de cores foi utilizada a Tabela RHS
(Royal Horticultural Society).

Foram calculadas as seguintes estatisticas descritivas: média e desvio
padrdo, considerando cada hibrido avaliado. Foi utilizado o programa estatistico
SAS (SAS INSTITUTE, 2010).

Uma analise conjunta dos dados qualitativos e quantitativos foi realizada
para determinagcdo da distancia genética, com base no algoritmo de Gower
(1971).

Os agrupamentos hierarquicos dos acessos foram obtidos pelo método de
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Usingan Arithmetic Average) a partir da
distancia euclidiana média entre todos os acessos. A validacdo dos agrupamentos
foi determinada pelo coeficiente de correlagédo cofenético (SOKAL; ROHLF, 1962).
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Foi utilizado o programa estatistico (R Development Core TeaM, 2006) para
as analises de distancia genética, de agrupamentos hierarquicos e de correlagéo
cofenética. A significancia da correlagdo cofenética e a correlagdo entre as
matrizes (1 ciclo e 2 ciclo) foi calculada pelos testes t e de Mantel (10.000
permutacdes). O dendrograma foi gerado com base na matriz de distancia pelo
programa MEGA 4 (TAMURA et al., 2007).

Caracterizacao da producéo de fibras

Foram selecionadas de forma aleat6ria apos a frutificacéo, trés plantas por
hibrido, que foram submetidas as seguintes avaliacbes de média: massa fresca
(g), massa seca (g), numero de folhas por planta, porcentagem de fibra seca por
planta apo6s desfibramento mecanico (%) e comprimento da fibra (cm). As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey no nivel de 5 % de probabilidade no
programa SAS (SAS INSTITUTE, 2010).

Andlises bromatoldgicas

As andlises para as avaliagbes bromatolégicas foram realizadas no
Laboratério de Bromatologia da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia,
Cruz das Almas, Bahia. Para as avaliacdes foram utilizadas amostras de folhas
dos mesmos hibridos, bem como das cultivares referéncia. Para o estudo foram
considerados dois tratamentos: amostras de folhas inteiras e amostras do bagaco
das folhas apos desfibramento mecéanico, sendo consideradas duas repeticdes
por hibrido para cada avaliacdo. As amostras foram pré-secas em estufa de
ventilacdo forcada a 55 °C, por 120 horas para determinacdo de matéria
parcialmente seca, moidas em moinho estacionario “Thomas Wiley” modelo 4
com peneira de malha de 1 mm de diametro. Em seguida as amostras foram
embaladas e identificadas para determinacdo dos teores de matéria seca (MS),
extrato etéreo (EE) estimado através do método de randall (INCT-CA G-005/1),
proteina bruta (PB) e cinzas (AOAC, 1990). Para a fibra em detergente neutro
(FDN), fibra em detergente acido (FDA) e lignina (LIG), utilizou-se metodologia
proposta por Van Soest et al. (1991) adaptado por Mertens (2002).

Foram realizadas analises de variancia com os dados. As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey no nivel de 5 % de probabilidade no programa
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SAS (SAS INSTITUTE, 2010), a fim de avaliar a resposta dos genétipos dentro de
cada tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao clonal

Dados referentes aos descritores quantitativos dos hibridos avaliados bem
como das cultivares referéncia estdo na Tabela 1. Os valores obtidos dos hibridos
a partir da aplicacado dos descritores quantitativos no primeiro e segundo ciclos
mostram um comportamento estavel, com pequenas Vvariacdes que nao
comprometem a morfologia das plantas e seu desempenho nas condicfes
estabelecidas para as avaliacoes.

Descritores quantitativos caracterizam-se por serem mensuraveis,
controlados por véarios genes e que sofrem grande influéncia do ambiente
(IBPGR, 1983).

Assim, considerou-se que as pequenas variacdes observadas entre plantas
(no mesmo ciclo) e entre um ciclo e outro de cada hibrido podem ter sido devido a
fatores ambientais, tais como manchas de solo. Isso se confirmou pela
homogeneidade morfolégica que as plantas apresentaram em campo e
posteriormente pela analise multivariada (Figura 1).

O maior valor de desvio padrédo foi encontrado para a variavel altura da
planta no hibrido FIB-EST nos dois ciclos de avaliagcdo com valores bem proximos
para os dois ciclos em avaliacdo. Entretanto, o menor valor encontrado foi para o
diametro do pedunculo, para o hibrido FIB-POT nos dois ciclos consecutivos
(Tabela 1).

A comparacédo entre os dois ciclos nos permite inferir principalmente sobre
a estabilidade genética dos hibridos e as caracteristicas que foram selecionadas.

A estabilidade das cultivares referéncia pode ser confirmada pelos dados
observados nos dois ciclos com baixos valores de desvio padrao.

O critério para escolher as variedades referéncias foram, no caso do A.
comosus var. erectifolius (curaud) o uso ja reconhecido de suas fibras, e no caso
do A. comosus var. bracteatus o eventual uso de suas fibras para artesanatos de

finalidades variadas e de uso popular.



Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas quantitativas dos quatro hibridos e das cultivares referéncia de abacaxizeiros para fibras.

Cruz das Almas, Bahia, Brasil, 2015.

Variaveis FIB-POT FIB-BOY FIB-NEG
1°ciclo 2° ciclo 1°ciclo 2° ciclo 1° ciclo 2° ciclo
Altura da planta (cm) 88,62+ 11,56 83,35+12,91 87,11+14,22 93,84+7,49 69,75+11,00 67,39 £ 5,93
Comprimento da folha (cm) 80,30 £12,90 88,68+ 12,66 80,99+9,61 79,54+6,28 67,83+12,28 62,07 £ 7,94
Largura da folha (cm) 3,89 +£0,54 4,81 +£0,89 3,99+0,67 4,72+0,32 4,42 £0,78 4,50 £ 0,66
Comprimento do pedunculo (cm) 37,30+1,75 36,60+2,32 40,45+4,11 46,28+533 23,75%5,95 24,22 + 2,96
Diametro do pedunculo (cm) 1,40+ 0,12 1,58+0,12 1,25+0,13 1,62+0,17 1,49 £ 0,38 1,37 £0,17
Comprimento do sincarpo (cm) 4,89 + 0,34 4,45+ 0,61 5,05+0,65 5,72+0,67 4,99 +1,00 4,90+0,71
Diametro do sincarpo (cm) 4,43+ 0,34 4,39 + 023 399+0,46 4,37+0,20 4,67 + 0,50 4,61+0,43
Comprimento da coroa (cm) 3,95+0,97 4,16 + 0,79 4,27 +0,55 5,07 +0,60 4,31 +0,38 4,45+ 0,72
Diametro da coroa (cm) 3,32+0,57 4,53 +0,47 3,83+0,27 4,40x0,48 3,67 0,48 3,79 0,55
FIB-EST A. comosus var. erectifolius ~ A. comosus var. bracteatus
Altura da planta (cm) 83,90+17,85 80,10+17,74 79,14+6,15 82,13+7,10 98,20+12,33 111,51 +10,22
Comprimento da folha (cm) 81,60+ 10,49 81,65+14,68 71,45+4,25 70,22+5,13 90,00+5,18 94,40 + 4,65
Largura da folha (cm) 4,65 + 0,56 4,56 + 0,49 3,21+0,44 3,16+0,48 4,22 + 0,15 3,98 £ 0,45
Comprimento do pedunculo (cm) 26,60 +537 28,13+3,61 40,80+1,32 4253+159 36,23+6,38 38,22 + 4,45
Diametro do pedunculo (cm) 1,62+0,19 1,71 +£0,27 0,81+0,08 0,83+0,12 1,97 £ 0,22 1,95+0,22
Comprimento do sincarpo (cm) 4,75 £ 0,58 4,19 £ 0,84 553+0,68 6,30+0,55 18,23 +4,32 17,75 + 3,25
Diametro do sincarpo (cm) 5,61 + 0,99 6,07 £ 0,84 549+0,33 5,98+0,48 9,44 + 2,08 9,04 £ 2,00
Comprimento da coroa (cm) 3,93+ 0,66 4,95+ 1,43 4,12 +0,87 4,98 +0,98 7,12+ 0,55 6,95+ 0,77
Diametro da coroa (cm) 7,06 £1,08 7,86 1,41 405+0,44 4,15%0,23 6,44 + 0,83 6,55+ 0,44
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Na Figura 1 é apresentado o dendrograma de dissimilaridade genética
entre os quatro hibridos, e as cultivares referéncias para os dois ciclos
considerando a analise conjunta dos descritores quantitativos e qualitativos pelo
método UPGMA com base no algoritmo de Gower (1971).

A andlise multivariada permitiu a formacdo de sete grupos em cada
dendrograma apresentado, que representam os dois ciclos consecutivos de
cultivo.

O coeficiente de correlacado cofenética para o dendrograma do primeiro
ciclo com valor de r = 0,9280, (P<0,0001, 10.000 permutacdes) e segundo ciclo
com valor de r = 0,9304, (P<0,0001, 10.000 permuta¢fes), demonstraram um
ajuste positivo entre a representacao grafica das distancias e a sua matriz original
(ROHLF; FISHER, 1968). A correlacdo entre as matrizes do 1 e 2 ciclo foi
calculada pelos testes t e de Mantel (10.000 permutacBes) altamente significativa
pelo teste t com 0,8728.

No G1 encontra-se a cultivar referéncia, A. comosus var. bracteatus, a
qual foi utilizada como parental para a obtencao dos hibridos FIB-POT e FIB-EST.
Esse gendtipo apresenta plantas com altura média de 98,20 + 12,33 cm de
comprimento, folhas largas com 4,22 + 0,15 cm de largura, e compridas 90,00 +
5,18 cm de comprimento, armadas com espinhos grossos, espacados e
ascendentes. O fruto tem tamanho médio de 18,23 + 4,32 cm de comprimento e
sustentado por um pedunculo de tamanho médio 36,23 * 6,38 cm de
comprimento e diametro aproximado de 1,97 £ 0,22 cm.

O grupo G2 foi formado pelos 20 clones do hibrido FIB-POT que
caracterizou-se por apresentar habito ereto, semelhante ao parental A. comosus
var. erectifolius, com altura média de 88,62 + 11,56 cm de comprimento, folhas
variegadas com distribuicdo marginal e presenca de antocianina nas folhas que
apresentaram comprimento e largura média de 80,30 + 12,90 cm e 3,89 + 0,54
cm, respectivamente. Possuem pedunculo ereto e tamanho médio de 23,75 *
1,75 cm de comprimento e 1,40 £ 0,12 cm de diametro. O sincarpo € cilindrico de
cor vermelho (FAN1 52D) possui bracteas longas cujo apice é agudo, cobrindo
totalmente os frutilhos. Na coroa estao presentes duas cores, conforme descricéo
na Tabela 2 e Figura 2.

Os clones do hibrido FIB-NEG encontram-se no grupo G3, o qual

caracteriza-se por apresentar plantas de habito ereto semelhante também ao
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parental A. comosus var. erectifolius, porém com porte reduzido, com altura média
de 69,75 + 11,00 cm de comprimento e folhas mais curtas (67,83 +12,28 cm de
comprimento), com coloracdo vermelho-alaranjado (FAN1 N34A), presenca de
antocianina, variegacdo e ausente de espinhos. O pedudnculo é ereto e
apresentou tamanho médio de 23,75 + 5,95 cm de comprimento por 1,49 + 0,38
cm de diametro. O sincarpo de coloragdo vermelho-alaranjado (FAN1 N34A) é
cilindrico com bracteas longas e apice agudo cobrindo totalmente os frutilhos.

O G4 foi formado por uma unica repeticdo do FIB-EST, deixando evidente
a existéncia de uma planta fora do padrédo do hibrido (off-type). Uma das
caracteristicas observadas e que explicou esse comportamento diferenciado foi a
presenca de espinhos nas folhas, que é caracteristico do seu parental masculino
0 A. comosus var. bracteatus. Essa alteracdo se repetiu no segundo ciclo em
duas plantas presentes, aumentando assim a frequéncia de plantas variantes de 5
% no primeiro ciclo a 10 % no segundo ciclo. A importancia deste registro deve-
se, principalmente em caso de atendimento as normas do MAPA para protecdo
de cultivares, onde o valor maximo tolerado para variacdo de plantas é de 5 %.

As demais repeticdes desse hibrido formaram o grupo G5, com plantas de
hébito ereto, altura média de 83,90 + 17,85 cm, folhas com comprimento médio de
81,60 + 10,49 cm e largura média de 4,65 + 0,56 cm, com coloracdo vermelho-
acinzentado (FAN4 179A), presenca de antocianina, variegacdo e auséncia de
espinhos. O pedunculo é ereto e apresentou tamanho médio de 26,60 + 5,37 cm
de comprimento. Apresenta sincarpo cilindrico de cor vermelho-acinzentado
(FAN4 179B) com bracteas longas de apice agudo e cobrindo totalmente os
frutilhos. A coroa apresenta duas cores distintas, conforme descricdo na Tabela 2.

O grupo G6 foi formado pelos 20 clones do FIB-BOY, que possui habito
ereto e altura média de 87,11 + 14,22 cm. As folhas apresentam comprimento e
largura média de 80,99 *+ 9,61 e 3,99 + 0,67 cm, respectivamente. Possuem
pedunculo com comportamento ereto e tamanho médio de 40,45 + 4,11 cm de
comprimento e 1,25 + 0,13 cm de diametro. As plantas possuem sincarpo em
forma cilindrica e cor vermelho-acinzentado (FAN4 182A) com bracteas longas,
apice agudo, que também cobrem totalmente os frutilhos.

A cultivar referéncia, A. comosus var. erectifolius, utilizada como parental
para todos os hibridos presentes nesse estudo, formou o G7. Esse gendtipo

apresenta plantas de habito ereto, folhas lisas e arroxeadas com comprimento
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médio de 71,45 + 4,25 cm e largura de 3,21 * 0,44 cm. O pedunculo é longo,
ereto, sem deformacdes e com aproximadamente 40,80 cm de comprimento e
0,81 = 0,08 cm de diametro. A inflorescéncia possui bracteas florais pequenas e
lisas, o0 sincarpo € pequeno com aproximadamente 553 + 0,68 cm de
comprimento por 5,49 + 0,33 cm de didmetro, de formato ovoide e com uma polpa
escassa e fibrosa.

Os hibridos estudados expressaram resultados equivalentes nos dois
ciclos de cultivo para todas as variaveis, com excec¢do de FIB-EST como ja
explicitado acima. A partir da analise multivariada foi possivel comprovar a
homogeneidade entre plantas de cada hibrido, assim como comparar os dois
ciclos de cultivo e comprovar a estabilidade genética dos mesmos e a diferenca
em relacdo as cultivares referéncias, comprovando assim a distinguibilidade.

Assim, é possivel afirmar de forma conclusiva que, dos quatro hibridos
testados, trés apresentam potencial para serem langados como novas cultivares
(FIB-POT, FIB-NEG e FIB-BOY). Esses hibridos apresentaram, nos dois ciclos,
alteracdes discretas quanto aos dados quantitativos, que sao fortemente
influenciados pelas condi¢cdes ambientais, logo, se a diferenca entre as plantas é
devido ao ambiente, estes efeitos ndo serdao transmitidos aos clones. Ao que
tange os dados qualitativos os hibridos mantiveram suas caracteristicas nos
diferentes periodos de avaliacdo, com excecdo apenas do FIB-EST, o qual
apresentou plantas desuniformes quanto a presenca de espinhos nas folhas e
diferencas quanto ao formato do fruto (Figura 2 h).
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Figura 1. Dendrograma de dissimilaridade genética entre quatro hibridos e as
cultivares referéncia de abacaxizeiros ornamentais no primeiro (A) e segundo
ciclo (B), obtido pelo método UPGMA com base no algoritmo de Gower (1971), a
partir dos descritores qualitativos e quantitativos. Cruz das Almas, Bahia, Brasil,
2015.



Tabela 2. Caracteristicas morfologicas qualitativas das cultivares referéncia e quatro hibridos de abacaxizeiros para fibras. Cruz
das Almas, Bahia, Brasil, 2015.

L A. comosus var. A. comosus
Descritor FIB-POT FIB-BOY FIB-EST FIB-NEG o
erectifolius var. bracteatus
Hab|t9 de Ereto Ereto Ereto Ereto Ereto Semiereto
crescimento
Variegacéo da folha Ausente Presente Presente Presente Presente Presente
D|s.tr|bU|g~ao da - Marginal Marginal Marginal Marginal Marginal
variegacao
a faco supetor g VeI AMAC0 R ventado dlramaqe | ROOAvermelnado Verde-amarel
a
folha FANS 144A FAN4 183B FAN4 1792 FAN1 N34A FAN4 187A FANS 146
Pigm. de antocianina Ausente Presente Presente Presente Presente Presente
na folha
Ausente
Espinho nas folhas Ausente Ausente (3 Plantas Ausente Presente
Ausente
presentes)
Cor dos espinhos - - Igual - - Diferente
nas folhas
Ondulacéo das
. Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
bordas do limbo
Forma do pedunculo Ereto Ereto Ereto Ereto Ereto Ereto
~ Vermelho- Vermelho- Vermelho-
Coloracdo  externa Vermelho acinzentado acinzentado alaranjado Roxo-avermelhado Vermelho
da casca do sincarpo FAN1 52D FAN4 182A FAN4 1798 FAN1 N34A FAN4 183B FAN1 46B
. S Do Do Do e Cobnica
Forma do sincarpo Cilindrica Cilindrica Cilindrica Cilindrica Cilindrica S
Cilindrica
Form. do apice das
P! Agudo Agudo Agudo Agudo Agudo Agudo

brac. dos frutilhos



Sobrep. das bréc.
em rel. ao frutilho

Coloracao das
bracteas do frutilho

Bracteas na base da
coroa

Cor das brac. na
base em rel. a coroa

Coloragéo das
bracteas da coroa

Rel. do comp. coroa/
comp. do sincarpo
Rel. do didm. da
coroa/ diam. do
sincarpo

Numero de cores da
coroa

Formato do apice da
folha da coroa

Total

Vermelho
FAN1 51B

Presente

Diferente

Vermelho
FAN1 51A

Baixa

Baixa

Duas

Moderadamente

aguda

Total

Vermelho-
acinzentado
FAN4 182A

Ausente

Vermelho-
acinzentado
FAN4 179A

Baixa

Baixa

Uma

Fortemente
aguda

Total

Vermelho-
acinzentado
FAN4 180B

Presente

Diferente

Vermelho-
acinzentado
FAN4 1792

Baixa

Baixa

Duas

Moderadamente

aguda

Total

Vermelho-
alaranjado
FAN1 N34A

Presente

Diferente

Vermelho-
alaranjado
FAN1 N34A

Baixa

Baixa

Duas

Moderadamente

aguda

Parcial

Vermelho
FAN1 51B

Presente

Diferente

Vermelho
FAN1 184A

Baixa

Baixa

Duas

Moderadamente

aguda
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Total

Vermelho
FAN1 54B

Presente

Diferente

Vermelho
FAN1 52B

Baixa

Baixa

Duas

Acuminada

1. Descritores desenvolvidos para execu¢do de ensaios de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade de cultivares. Publicado no Diario Oficial da

Unido n° 2 de 03 de janeiro de 2013, secéo 01, paginas 4 e 5 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
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h

Figura 2. a) experimento de DHE; b) fibras dos hibridos ap6s o processamento
em desfibradeira; c) parental Ananas comosus variedade bracteatus; d) parental
Ananas comosus variedade erectifolius; e- hibrido FIB-POT,; f) hibrido FIB-BOY;
g) hibrido FIB-NEG; h) hibrido FIB-EST e todas as variagBes encontradas nas
hastes e folhas incluindo presenca de espinhos que estdo indicadas por setas.
Cruz das Almas, Babhia, Brasil, 2015.

Caracterizacao da producéo de fibras

Quando analisada sob o0 aspecto econdmico uma série de fatores devem
ser levados em consideragao para averiguar se determinada espécie vegetal tem
potencial para ser utilizada como fonte de fibra para os mais diversos usos.
Dentre estes fatores pode ser destacada a capacidade de produgéo, que pode ser
medida, por quanto cada variedade produz de fibra até quanto dessa variedade

esta sendo cultivada.
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Na relacdo de descritores utilizados neste trabalho ndo existem
caracteristicas que possam quantificar a fibra de determinado gendétipo. Dessa
forma, decidiu-se avaliar cinco caracteristicas quantitativas relacionadas a fibra e

a partir disso determinar o potencial de producao de cada hibrido (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas de producdo de fibra dos hibridos de abacaxizeiros.
Cruz das Almas, Bahia, Brasil, 2015.

Massa Massa N° de Fibra Seca  Comp. da
» Fresca Seca .
Genotipos Folhas por planta Fibra
Planta Planta (%) (cm)
(9) (9
BGAEREC 1.497,00 a 241,00 b 30,00 a 4,28 a 87,33 a
BGABRAC 1.512,00 a 370,00 a 37,50 a * *
FIB-POT 1.421,33 a 282,66 b 46,67 a 4,39 a 88,00 a
FIB-BOY 952,66 b 136,00 c 30,00 a 2,65b 90,00 a
FIB-NEG 959,33 b 156,67 c 36,33 a 2,82Db 65,00 b
FIB-EST 1.210,00 ab 205,33 b 42,67 a 4,08 a 82,33 a

Médias seguidas por letras minldsculas na coluna ndo diferem pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

* Dados néo coletados.

n = média de trés plantas

Das caracteristicas avaliadas, a porcentagem de fibra seca por planta é a
que permite fazer as inferéncias mais aproximadas sobre o potencial de producéo
de fibras de cada hibrido. Dos resultados apresentados na Tabela 3 a maior
quantidade de massa seca encontrada foi do A. comosus var. bracteatus, o qual
diferiu significativamente dos demais. Entretanto, os melhores resultados para a
porcentagem de fibra seca foram encontrados para FIB-POT, FIB-EST e para a
cultivar referéncia Ananas comosus var. erectifolius, o curaua. Esse dultimo
apresentou o mais alto rendimento por folha, ndo tendo sido superado por
nenhum outro (4,28% em 30 folhas).

Segundo Aquino (2006) de cada folha de abacaxizeiro pode ser extraido
2,8 a 4,5% de fibras, dados similares aos que foram encontrados neste trabalho.
A producdo de massa verde do abacaxizeiro por hectare plantado ira depender da
cultivar, da densidade do plantio, e do rendimento de fibra por folha. Assim
dependendo do numero de plantas por hectare, por exemplo, o0 A. comosus cv.

Pérola com densidade de 40.000 plantas por hectare, pesando,
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aproximadamente, 3,5 kg de massa fresca, estima-se a produgdo de 140
toneladas de massa verde por hectare (SANTOS, 2008).

O hibrido FIB-POT, ja cultivado para uso ornamental, na densidade de
80.000 plantas por hectare, se considerarmos o0s resultados obtidos nesta
avaliagdo, podera produzir em torno de 350 toneladas por hectare. Neste caso,
como o sistema de produgdo para o abacaxi ornamental utiliza uma densidade
muito superior ao comestivel, a producéo de fibras podera ser significativamente
maior (CARVALHO et al., 2014).

Avaliacdo bromatolégica

Na Tabela 4, estdo apresentados os resultados das andlises da folha
inteira, antes do desfibramento, e do bagaco, apés o desfibramento mecanico.
Esse estudo visou, ndo apenas conhecer se 0s genotipos serviriam para
alimentacdo animal, mas também identificar se haveria diferenca quanto aos
gendtipos avaliados e se a retirada da fibra das folhas de abacaxizeiros

comprometeria a utilizacdo dos mesmos para alimentacédo animal.
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Tabela 4. Composicdo quimico-bromatoldgica da folha inteira e do bagaco de

folha de abacaxizeiros apos extracdo das fibras, em porcentagem de massa seca.

Massa Seca (%)

Cinzas (%)

Genotipo Folha inteira Bagaco Folha inteira Bagaco
FIB-EST 16,22 cB 20,50 cA 4,40 aB 7,05 aA
FIB-BOY 12,82 fB 17,11 eA 6,75 aA 6,77 aA
FIB-NEG 14,75 eB 19,14 dA 5,60 aA 6,35 aA
FIG-POT 18,04 aB 23,06 bA 3,93 aA 6,30 aA
A. comosus var. erectifolius 15,93 d - 3,65a -
A. comosus var. bracteatus 17,06 bB 29,72 aA 4,90 aA 6,10 aA
CV (%) 0,24 20,17
Fibra em detergente neutro  Fibra em detergente acido
Genotipo (%) (%)
Folha inteira Bagaco Folha inteira Bagaco
FIB-EST 68,30 aA 63,15 aB 46,10 aA 36.55 aB
FIB-BOY 62,60 bA 57,65 bB 40,65 bA 32,45 bB
FIB-NEG 58,95 bA 49,20 cB 36,05 cA 25,15 dB
FIG-POT 60,45 bA 57,70 bB 39,70 bA 30,95 bcB
A. comosus var. erectifolius 62,10 b - 32.45d -
A. comosus var. bracteatus 59,60 bA 52,60 cB 38,70 bcA 29,15 cB
CV (%) 0,24 2,81
Genétipo . Lignina (%) E.xtra.to etéreo (%)
Folha inteira Bagaco Folha inteira Bagaco
FIB-EST 16,50 aB 19,97 aA 1,62 aA 1,18 aA
FIB-BOY 12,45 bB 16,63 bcA 1,70 aA 1,22 aA
FIB-NEG 10,85 bB 14,76 cA 0,77 bB 1,47 aA
FIG-POT 11,95 bB 17,12 abcA 1,47 abA 1,10 aA
A. comosus var. erectifolius 10,35 b - 1,95 a -
A. comosus var. bracteatus 16,75 aB 19,56 abA 1,40 abA 1,21 aA
CV (%) 6,90 19,65
Genétipo _ Proteina bruta
Folha inteira Bagaco
FIB-EST 5,40 aB 8,51 aA
FIB-BOY 7,47 aA 6,89 abA
FIB-NEG 5,37 aA 6,46 abA
FIG-POT 5,14 aA 5,76 bA
A. comosus var. erectifolius 5,49 a -
A. comosus var. bracteatus 6,71 aA 7,83 abA

CV (%)

11,76

Médias seguidas por letras mindsculas na coluna e mailscula nas linhas ndo diferem pelo teste

Tukey a 5% de probabilidade.

Pode-se observar que a porcentagem de massa seca na folha inteira no

hibrido FIB-POT diferiu significativamente dos demais materiais com uma média
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de 18,04 %. Em relacdo ao aproveitamento do bagaco da folha o A. comosus var.
bracteatus apresentou uma maior porcentagem com 29,72 % de matéria seca.
Comparando-se a folha inteira e 0 bagaco para essa variavel, notou-se que para
todos os gendtipos estudados, o bagaco das folhas foi significativamente superior
a utilizacéo da folha inteira.

A ingestdo de matéria seca € considerada o fator mais importante na
determinacdo do desempenho animal, sendo o ponto responsavel pelo ingresso
de nutrientes, principalmente energia e proteina, necessarios ao atendimento das
exigéncias de mantenga e producdo (PAULINO et al., 2001). A estimativa da
quantidade de matéria seca digerida nos diversos compartimentos do trato
gastrintestinal é de grande importancia, uma vez que, de posse desses valores,
pode-se conhecer o local de absorcdo dos demais nutrientes (RESENDE et al.,
2001).

Dietas com baixa concentracdo de fibra podem resultar em uma menor
ingestao total de matéria seca, uma vez que as exigéncias energéticas do animal
sao supridas em niveis mais baixos de ingestdo (VAN SOEST; MERTENS, 1984).

N&o houve diferenca significativa para a porcentagem de cinzas entre os
gendtipos estudados. Ao comparar as folhas inteiras e o bagaco, o hibrido FIB-
EST foi 0 Unico que apresentou diferenca significativa.

O fornecimento adequado de minerais (porcentagem de cinzas) é
importante para a otimizacao da atividade microbiana no ramen (NRC, 1996), com
uma deficiéncia produzindo impacto negativo sobre o crescimento microbiano,
podendo induzir, ou ndo, uma reducdo da digestibilidade dos alimentos,
dependendo da severidade da caréncia mineral. Lousada Junior et al. (2006) cita
em seu estudo acerca dos residuos de frutas tropicais, incluindo abacaxizeiros,
que os subprodutos se destacam pela grande variacdo nos contetdos de cinzas,
com o valor minimo de 2,68 (acerola) e maximo de 14,57% (meldo). Os valores
no teor de cinzas encontrados no presente estudo variam de 3,65% na folha
inteira do A. comosus var. erectifolius a 7,05% no bagaco da folha do hibrido FIB-
EST.

Analisando-se a porcentagem de fibra em detergente neutro (FDN) e a fibra
em detergente acido (FDA) o hibrido FIB-EST diferiu significativamente dos
demais para a folha inteira e o bagaco. E possivel observar que a folha inteira

apresentou diferenca significativa em relacdo ao bagaco para todos 0os genotipos
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avaliados. O tratamento da fibra reduziu os teores de FDA e FDN, o que é positivo
sob o ponto de vista nutricional.

A adocdo de um nivel adequado de FDN, na racdo animal, visa obter
maxima producéo, utilizando-se o maximo de volumoso sem, entretanto, provocar
restricdo na ingestao alimentar pelo efeito do enchimento do trato gastrintestinal,
com consequente comprometimento do desempenho e elevagcdo do tempo
necessario para atingir o peso de abate (CARDOSO et al., 2006). A FDN
representa a fracdo de carboidratos estruturais dos alimentos e tem sido
relacionada a regulagéo da ingestao de alimentos, taxa de passagem e atividade
mastigatoria dos ruminantes (VAN SOEST; MERTENS, 1984).

Considera-se que a FDN tem um maior efeito de enchimento (saciedade)
sendo considerada um preditor quimico da ingestdo voluntaria de matéria seca,
essa fibra geralmente fermenta e passa pelo reticulo-rimen mais lentamente do
que 0s outros constituintes nédo fibrosos da dieta (PAULINO et al., 2001).

Macedo Juanior et al. (2007) explicam que embora a FDN tenha vantagens
tedricas sobre fibra bruta e a fibra em detergente acido na avaliagdo dos
alimentos, € possivel afirmar que nenhuma anélise quimica isolada fornece todas
as informacdes necessarias para estimar a disponibilidade ou consumo potencial
dos alimentos.

A fracdo de FDA dos alimentos inclui celulose e lignina como componentes
primarios além de quantidades varidveis de cinza e compostos nitrogenados
(BIANCHINI et al., 2007).

Quanto a porcentagem de lignina, os genotipos A. comosus var. bracteatus
e o hibrido FIB-EST diferenciaram significativamente dos demais para os dois
tratamentos. Comparando-se a folha inteira e o bagaco o teor de lignina foi
significativamente superior no bagaco para todos os genétipos.

Van Soest & Wine (1968) citam que a lignina se associa aos carboidratos
estruturais, celulose e hemicelulose, durante o processo de formacao da parede
celular, diminuindo significativamente a digestibilidade destes carboidratos das
forragens.

Analisando o extrato etéreo nas folhas inteiras e bagaco, observou-se que
0 A. comosus var. erectifolius e os hibridos FIB-EST e FIB-BOY apresentaram
diferenca significativa para a folha inteira. Analisando o bagaco da folha observou-

se que nao houve diferenca significativa entre os genotipos avaliados.
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Embora com concentragbes extremamente inferiores aos demais
componentes na maioria dos alimentos produzidos em condi¢des tropicais, 0
extrato etéreo apresenta posicdo central na obtencdo de estimativas do teor
energético, em razdo de sua elevada concentracdo calorica (DETMANN et al.,
2006).

Para a proteina bruta ao considerar a folha inteira observou-se que néo
houve diferenca significativa entre os genotipos, entretanto no bagaco das folhas
o hibrido FIB-EST foi superior aos demais genaotipos.

Lousada Junior et al. (2006) descreveram em seu estudo acerca dos
subprodutos das frutas tropicais que de uma maneira geral, os subprodutos séo
fontes importantes de proteina, considerando que os valores de proteina bruta
variaram de 8,35% a 17,33%, 0 que satisfaz a condicdo minima para um bom
funcionamento ruminal. No presente estudo foram encontrados teores de proteina
bruta variando de 5,14% na folha inteira do FIB-POT a 8,51% no bagaco das
folhas no FIB-EST. Valor esse, muitas vezes superior as gramineas tropicais em
pastagens.

Paulino et al. (2001) citam que nas folhas em processo de envelhecimento
e em partes de flores, predominam a degradacdo de proteinas. Entre as
influéncias ambientais, os efeitos sobre o metabolismo de proteinas séo
exercidos, principalmente, pela temperatura, e por fatores de estresse, como a
seca e 0 excesso de salinidade. Vale destacar que as folhas aqui analisadas
foram provenientes de plantas ja frutificadas e as folhas ja encontravam-se
maduras. A utilizacdo das folhas para alimentacdo animal seria um subproduto da
cultura que poderia agregar valor ao sistema de producao do abacaxi.

Segundo Santos et al. (2014), ao estudar a composi¢ao quimica dos restos
culturais do abacaxizeiro, observaram valores de 23,60% de matéria seca; 6,3%
de proteina bruta; 73,1% de fibra em detergente neutro; 7,0% de lignina e 58%
para o0s nutrientes digestiveis totais. Portanto, os restos culturais do abacaxizeiro
caracterizam-se como alimento rico em fibra e baixo valor protéico.

Ao considerar os genotipos presentes no estudo € possivel afirmar que o
hibrido FIB-EST foi 0 que apresentou valores superiores aos demais materiais
para quase todas as variaveis estudadas, considerando também que este
apresentou o teor minimo de proteina (8,51%) necessario para uma alimentacao

e um bom funcionamento ruminal.
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CONCLUSOES

Dos quatro hibridos estudados apenas FIB-EST nédo atendeu a todos os
requisitos considerados pelo MAPA em ensaios de DHE registrando 10% de
variagao no segundo ciclo;

FIB-POT; FIB-NEG; FIB-BOY mostraram homogeneidade entre plantas,
estabilidade genética entre ciclos de producédo e distinguibilidade em relacédo a
cultivares referéncias;

Os hibridos FIB-POT e FIB-EST apresentaram o melhor potencial de
producéo de fibras;

O bagaco das folhas apds desfibramento dos hibridos avaliados possuem

caracteristicas apropriadas para serem utilizados na alimentagcéo animal.
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CAPITULO I

MICROPROPAGAGAO DE HIBRIDOS DE ABACAXI DESENVOLVIDOS PARA
EXTRACAO DE FIBRAS !

1Artigo a ser ajustado e submetido ao Comité Editorial do periddico cientifico Acta

Scientiarum Agronomy.
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MICROPROPAGACAO DE HIiBRIDOS DE ABACAXI DESENVOLVIDOS PARA
EXTRACAO DE FIBRAS

RESUMO: Na ultima década em especial, o setor industrial tem investido esfor¢os
na busca por materiais alternativos de menor impacto ambiental e que, a0 mesmo
tempo, apresentem propriedades térmicas e mecéanicas semelhantes aos
polimeros atualmente utilizados. O curauad vem sendo utilizado na producao de
artefatos para a industria automobilistica, tecidos e até papel. Entretanto, esse
uso pela industria s6 foi possivel devido ao desenvolvimento de um protocolo de
micropropagagao que permitiu a produgcédo de milhares de mudas, que por sua
vez, possibilitaram a ampliacdo das areas de plantio. Em vista disso, este trabalho
teve como objetivo avaliar a resposta destes hibridos de A. comosus var.
erectifolius, tanto na fase de estabelecimento quanto na etapa de multiplicacdo
com a finalidade de produzir mudas de qualidade e em larga escala. Para o
estudo, foram utilizadas gemas axilares retiradas do talo e da coroa de oito
hibridos. As gemas foram reduzidas introduzidas em meio nutritvo MS
suplementado com sacarose a 3,0% (m/v), BAP a0,5mg L™ ANAa 0,01 mgL'e
Phytagel® a 2,5 g L™. Aos 45 dias de cultivo foram avaliadas as seguintes
variaveis: numero de gemas oxidadas, contaminadas, e sobreviventes (gemas
intumescidas) nas diferentes regides e hibridos em avaliagdo. As gemas
intumescidas e as plantas formadas oriundas do desenvolvimento de gemas
foram transferidas para um meio de multiplicacdo contendo sais e vitaminas MS.
Os dados foram submetidos a analises estatisticas no programa computacional
SAS. Os hibridos FIB-NEG e FIB-ROX apresentaram os melhores resultados para
a fase de estabelecimento. As melhores taxas de multiplicacdo foram obtidas a
partir de gemas de coroa, com os valores mais elevados registrados para FIB-
EST e FIB-CER.

Palavras-chave: Ananas comosus var. erectifolius; propagacao in vitro; fibras

lignocelulésicas.
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MICROPROPAGATION OF PINEAPPLE HYBRIDS DEVELOPED FOR
FIBER EXTRACTION

ABSTRACT: In the last decade in particular, the industry has made efforts in the
search for alternative materials with lower environmental impact and at the same
time, exhibit similar thermal and mechanical properties to the polymers currently
used. Curaua has been used in the production of devices for the automotive
industry, fabric and even paper. However, this use by the industry was only
possible due to the development of a micropropagation protocol that enabled the
production of thousands of seedlings, which in turn made possible the expansion
of plantation areas. As a result, this study aimed to evaluate the response of these
hybrid A. comosus var. erectifolius, both in the establishment phase and in the
multiplication phase in order to produce quality seedlings on a large scale. To
study axillary buds removed from the stem and the crown eight hybrids were used.
The yolks were reduced introduced in nutrient medium supplemented with 3,0 %
sucrose (w / v) of BAP 0,5 mg L™, ANA 0,01 mg L™ and 2,5 g Phytagel ® L™. After
45 days of cultivation the following variables were evaluated: number of oxidized
gems, contaminated, and survivors (swollen buds) in different regions and hybrids
under evaluation. The swollen buds formed and the plants from developing buds
were transferred to a multiplication medium containing MS salts and vitamins.
Data were subjected to statistical analysis in SAS computer program. FIB-ROX
and FIB-NEG showed the best results for the establishment phase. The best
multiplication rates were obtained from crown buds, with the highest values
recorded for FIB-EST and FIB-CER.

Key words: Ananas comosus var. erectifolius; in vitro propagation; lignocellulosic

fibers.
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INTRODUCAO

A espécie Ananas comosus (L.) Merr. e suas respectivas variedades
botanicas apresentam uso diversificado, que variam desde a utilizacdo como
plantas ornamentais (SOUZA et al., 2012a; 2014) ao uso de suas fibras como
composito polimérico (LEAO et al., 2009; SENA NETO 2013; 2015; ASIM et al.,
2015), além do uso alimentar (FAO, 2015). Na ultima década em especial, o setor
industrial tem investido esforcos na busca por materiais alternativos de menor
impacto ambiental e que, a0 mesmo tempo, apresentem propriedades térmicas e
mecanicas semelhantes aos polimeros atualmente utilizados, associadas a
possibilidade de biodegradacao p6s-consumo.

Em se tratando de fibras lignocelulésicas de multipla e diversificada
utilizacdo, destaca-se a variedade botanica A. comosus var. erectifolius,
conhecida popularmente como curaua, que possui uma fibra resistente, macia e
de peso reduzido (LEAO et al., 2009).

As fibras da espécie curaud sao produzidas em larga escala por
comunidades tradicionais amazonicas, principalmente no Estado do Par4. Podem
substituir a fibra de vidro, pois apresentam resisténcia mecanica similar, séo
biodegradaveis, mais baratas e menos abrasivas aos equipamentos de
processamento. Essa fibra vem sendo utilizada na producéo de artefatos para a
industria automobilistica, tecidos, papel e na construcdo civil (MARINELLI et al.,
2008; ROCHA et al., 2013).

Entretanto, esse uso pela induastria s6 foi possivel porque o
desenvolvimento de um protocolo de micropropagacao permitiu a producdo de
milhares de mudas que por sua vez possibilitaram a ampliacdo das areas de
plantio (PEREIRA et al., 2006; 2007). O desenvolvimento deste protocolo e o
impacto sobre o cultivo do curaud na Regido Amazobnica resultaram em um
prémio FINEP 2003 para os pesquisadores envolvidos (LAMEIRA, 2009).

No plantio de modo tradicional do curaua, por meio vegetativo, uma planta
adulta produz, em média, 40 mudas por ano. A utilizacdo de técnicas de cultura
de tecidos vegetais foi, portanto, uma alternativa valiosa para propagacéo dessa
variedade visando atender a crescente demanda do mercado atual, tendo em
vista que esse método permite a clonagem de até 85 mil mudas por ano a partir

de uma planta adulta (PEREIRA et al., 2006), com qualidade genética.
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A micropropagacédo, dentre as técnicas de cultura de tecidos é a de maior
Impacto para a agricultura e pode ser decisiva na adogdo de uma nova variedade
pelo mercado. E uma 6tima alternativa para a selecdo de genotipos superiores,
oferecendo solucdes para os programas de melhoramento vegetal. Sabe-se que o
desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos vegetais tem sido uma das
contribuicbes mais significativas para o avanco do processo de propagacao de
culturas vegetais (SOUZA et al., 2006).

Os hibridos selecionados pelo programa de melhoramento genético da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, como fontes de fibras vegetais sao resultados
de hibridagbes com o curaua (BGA 739 e BGA 804 — A. comosus var. erectifolius)
(SOUZA et al., 2014) e possuem fibras de excelente qualidade para industria.
Entretanto, pouco se conhece sobre o potencial propagativo destes materiais e
como respondem a micropropagacao.

Como a resposta genotipica as condi¢cdes de cultivo in vitro sdo muito
variadas, diferentes protocolos tém sido registrados para diferentes variedades de
abacaxi (PEREIRA et al., 2006; PASQUAL et al., 2008; SOUZA et al., 2012a,
SOUZA et al., 2012b; SOUZA et al., 2013; ALVES et al., 2014; SANTOS et al.,
2015).

No Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Mandioca e
Fruticultura vem sendo utilizado um protocolo basico de acordo com Souza et al.
(2013) para a multiplicacao de variedades de abacaxi.

Em vista disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta destes
hibridos de A. comosus var. erectifolius, tanto na fase de estabelecimento quanto
na etapa de multiplicacdo em relacdo ao protocolo adotado no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais, com a finalidade de produzir mudas de qualidade e

em larga escala.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia. Foram
utilizadas gemas axilares retiradas do talo e da coroa de oito hibridos: FIB-NEG e
FIB-BOY (A. comosus var. ananassoides x A. comosus var. erectifolius), FIB-
POT, FIB-MIN, FIB-EST, FIB-ROX e FIB-CER (A. comosus var. erectifolius x A.
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comosus var. bracteatus) e FIB-SAI (A. comosus var. bracteatus x A. comosus
var. erectifolius).

As plantas retiradas do campo tiveram suas folhas removidas para expor
as gemas. Os talos e coroas foram lavados com agua e detergente neutro. O talo
foi dividido em trés regides: i) superior, ii) mediana e iii) inferior (Figura 1a). Foram
consideradas da regidao inferior as gemas localizadas entre a primeira gema
visivel em contato com as raizes e o local onde aparecem os ultimos meristemas
radiculares; como gemas da regido mediana, as que se localizavam desde a
primeira gema visivel apds os ultimos meristemas radiculares até o ponto de
inflexdo do caule do abacaxizeiro; e a partir dai até o apice caulinar, como gemas
da regido superior. A coroa nao foi dividida em regides, devido ao comprimento de

seu eixo, que torna dificil a divisao.

Superior

Mediana

Inferior

Figura 1. a) Material utilizado no estabelecimento in vitro das gemas provenientes
da coroa e das diferentes regides do talo no hibrido FIB-ROX. b) Gemas
intumescidas, oxidadas e contaminadas por fungos e bactérias de FIB-POT na
fase de estabelecimento in vitro. ¢) Multiplicacdo in vitro de gemas provenientes
da coroa no quarto subcultivo nos diferentes hibridos avaliados. d) Multiplicacdo in
vitro de gemas provenientes do talo no quarto subcultivo nos diferentes hibridos
avaliados. Cruz das Almas, Bahia, 2015.

As gemas foram excisadas separadamente e transferidas para camaras de

fluxo laminar em frascos autoclavados. O processo de assepsia consistiu na



51

imersdo das gemas em alcool 70% durante 5 minutos, para quebra da tensdo
superficial, seguida da imersdo em solucdo aquosa de NaCl 2,5% com &gua
destilada autoclavada, acrescida de trés gotas de Tween-20® durante 25 minutos.
Apos esse procedimento, as mesmas foram lavadas por trés vezes em agua
destilada autoclavada.

A etapa seguinte a desinfestagéo é a retirada do excesso de tecidos antes
da introducéo em tubos de ensaio (uma gema por tubo) com meio nutritivo MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com sacarose a 3,0% (m/v), BAP a
0,5mg L™, ANA a 0,01 mg L™ e Phytagel® a 2,5 g L™ previamente autoclavado a
120 °C por 20 minutos. Os tubos de ensaio foram distribuidos ao acaso em sala
de crescimento com condi¢des de incubacdo de 27 + 1 °C, permanecendo nestas
condicdes de cultivo por um periodo de 45 dias.

Aos 45 dias de cultivo foram avaliadas as seguintes variaveis: nimero de
gemas oxidadas, contaminadas, e sobreviventes (gemas intumescidas) nas
diferentes regies e hibridos em avaliacdo (Figura 1b).

As gemas intumescidas e as plantas formadas oriundas do
desenvolvimento de gemas foram transferidas para um meio de multiplicacao
contendo sais e vitaminas MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com
sacarose 3,0 % (m/v), BAP 0,5 mg L™, ANA 0,2 mg L™ e Phytagel ® 2,5 g L™, em
frascos. Os frascos com as plantas foram mantidos nas mesmas condi¢cbes do
estabelecimento.

O procedimento de subcultivo compreendeu a limpeza das raizes, a
retirada das folhas mais velhas e o seccionamento do caule, para promover a
quebra da dominéancia apical, favorecendo a formacéo de brotos adventicios.

Para a fase de estabelecimento in vitro utlizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 8 x 2 (hibridos x fonte
de explante — talo e coroa) com trés repeticdes, sendo cada repeticio composta
de uma planta. Para as diferentes regides do talo o delineamento foi inteiramente
casualizado também com trés repeticdes. Os dados foram processados pelo
programa estatistico SAS Institute (SAS INSTITUTE, 2010) e as médias (valores
absolutos) foram comparadas pelo teste Scott-Knott (hibridos) e Tukey (fontes de
explantes) a 5 % de significancia.

Calculou-se o numero médio de brotos por subcultivo, cujos dados foram

submetidos a analise de variancia utilizando o programa estatistico SAS Institute
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(SAS INSTITUTE, 2010). A taxa de multiplicacéo foi calculada, dividindo o numero
do subcultivo atual sobre o anterior. Para os dados do nimero médio de brotos foi
também ajustado um modelo log-linear de Poisson, considerando o niamero de
brotos de quatro hibridos (hibridos com dados completos) como variavel
independente (efeitos lineares) e os dados de multiplicagdo dos brotos como
variavel dependente. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado

tendo como base quatros hibridos e quatro subcultivos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero total de gemas provenientes dos diferentes hibridos e regides de
onde as mesmas foram retiradas apresentaram diferencas significativas (Tabela
1). A divisdo por regido para identificar a origem dos explantes (coroa e trés
regides do talo) é importante na identificacdo de que tipo de gema pode resultar
em baixas taxas de contaminacdo, oxidacdo e que possuem um bom potencial

propagativo (Figura 1a).



Tabela 1. NUmero de gemas totais, oxidadas, contaminadas e sobreviventes obtidas no estabelecimento in vitro de hibridos de

abacaxizeiros voltados para fibra. Cruz das Almas, Bahia, 2015.

Regido da planta

Coroa Talo Talo Talo Talo Total
Superior mediano inferior de gemas
Numero de Gemas
FIB-NEG 24,3 aA 16,0 bB 53b 4,7b 6,0 a 40,3 a
FIB-SAl 15,7 bB 21,3 aA 70b 6,7 a 7.6a 37,0a
FIB-MIN 25,0 aA 16,0 bB 57b 57b 46 b 410 a
FIB-BOY 20,7 aA 17,0 bA 70b 40b 6,0 a 37,7 a
FIB-POT 22,3 aA 17,0 bB 6,3b 53b 54a 39,3a
FIB-EST 16,3 bA 21,0 aA 7,7b 73a 6,0 a 37,3a
FIB-CER 16,7 bA 15,7 bA 7,4b 53b 3,0b 324 a
FIB-ROX 23,0 aA 23,7 aA 13,0 a 6,3a 43 a 46,7 a
CV (%) 18,33 8,13 18,57 17,88 20,20 9,43
Oxidagéo % (numero absoluto)
FIB-NEG 25 (6,0) bA 11 (1,7) bB 19 (1,0) b 15 (0,7) a - 19 (7,7) b
FIB-SAI 46 (7,3) bA 17 (3,7) bB 24(1,7) b 10 (0,7) a 17 (1,3) a 30 (11,0) b
FIB-MIN 41 (10,3) aA 12 (2,0) bB 12 (0,7) b 5(0,3)a 22 (1,0) a 30 (12,3)b
FIB-BOY 43 (9,0) bA 12 (2,0) bB 18(1,3)b 7(0,3)a 5(0,3)a 29 (11,0) b
FIB-POT 76 (17,0) aA 29 (5,0) bB 52 (3,3)a 19 (1,0) a 13(0,7) a 56 (22,0) a
FIB-EST 88 (14,3) aA 41 (8,7) aB 61(4,7)a 23(1,7)a 38(2,3)a 62 (23,0) a
FIB-CER 70 (11,7) aA 11 (1,7) bB - 32(1,7)a - 41 (13,3) b
FIB-ROX 14 (3,3) cA 16 (3,7) bA 28(3,7)a - - 15(7,0)b
CV (%) 42,01 21,76 21,40 61,02 52,49 34,36
Contaminagéo % (nimero absoluto)
FIB-NEG 30 (7,3) aA 54 (8,7) cA 51(2,7)b 28(1,3)b 78 (4,7) a 40 (16,0) a
FIB-SAl 21 (3,3) bB 75(16,0) aA 61 (4,3) a 80 (5,3) a 83 (6,3) a 52 (19,3) a
FIB-MIN 52 (13,0) aA 70(11,3) bA 47 (2,7) b 88 (5,0) a 80 (3,7) a 59 (24,3) a
FIB-BOY 53 (11,0) aA 88(15,0) aA 81(57)a 93(3,7) a 95 (5,7) a 69 (26,0) a
FIB-POT 19 (4,3) bB 63(10,7) bA 48 (3,0) b 70 (3,7) a 94 (4,0) a 38 (15,0) a
FIB-EST 4 (0,7) bB 48(10,0) bA 26 (2,0) b 59 (4,3) a 62 (3,7) a 29 (10,7) a
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FIB-CER 24 (4,0) bB 85 (13,3) aA 98 (7,3) a 57 (3,0) a 100 (3,0) a 53 (17,3) a
FIB-ROX 39 (9,0) aB 58 (13,7) aA 38 (5,0) a 68 (4,3) a 100 (4,3) a 49 (22,7) a
CV (%) 17,92 36,22 43,87 50,52 50,63 31,14
Sobrevivéncia % (numero absoluto)

FIB-NEG 45 (11,0) aA 36 (5,7) aB 30(1,7)b 57 (2,7) a 22 (1,3)a 41 (16,7) a
FIB-SAI 33 (5,0) bA 8 (1,7) bA 15(1,0) b 10 (0,6) a - 18 (6,7) b
FIB-MIN 7(1,7)cA 17 (2,7) bA 41(2,3)b 7(0,3)a - 11 (4,3) b
FIB-BOY 4(0,7)c - - - - 2(0,7b
FIB-POT 5(1,0) cA 8 (1,3) bA - 11 (0,7) a 13(0,7) a 6(2,3)b
FIB-EST 8(1,3) cA 11 (2,3) bA 13(1,0) b 18 (1,3) a - 10(3,7) b
FIB-CER 6 (1,0) cA 4 (0,7) bA - 11(0,7) a - 6(1,7)b
FIB-ROX 47 (10,7) aA 26 (6,3) aB 34 (4,3)a 32(2,0)a - 36 (17,0) a
CV (%) 33,12 15,42 9,82 15,79 27,80 44,04

Porcentagem e nimero absoluto entre paréntese, das variaveis gemas oxidadas, contaminadas e sobreviventes.

*Médias dos valores absolutos seguidas por letras minldsculas na coluna e mailscula na linha dentro de um mesmo fator ndo diferem pelo teste Scott-

Knott e Tukey a 5% de significancia, respectivamente.
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O maior numero de gemas (explantes) foi registrado nos hibridos FIB-NEG,
FIB-MIN, FIB-BOY, FIB-ROX e FIB-POT provenientes da coroa com média
variando de 20,7 a 25,0, enquanto que, para as gemas provenientes do talo, os
hibridos FIB-SAI, FIB-EST e FIB-ROX apresentaram um maior numero. O hibrido
FIB-ROX n&o apresentou diferenga significativa entre as fontes de explantes.
Comparando-se o numero de gemas totais das duas fontes de explante (coroa e
talo) foi possivel observar que as coroas produziram mais gemas do que o talo
para a maioria dos hibridos. Entre as regides do talo foi possivel obsevar que a
regido com mais gemas € a superior para quase todos os hibridos com excecao
de FIB-NEG e FIB-SAI.

A contabilizacdo do numero total de gemas de uma planta pode ser um
indicativo de seu potencial propagativo, ainda que varios fatores venham afetar o
desenvolvimento das mesmas ao longo de seu cultivo, tais como contaminacao,
oxidacgdo, etc. Entre os hibridos estudados, considerando o total de gemas, ndo
houve diferenca estatistica entre eles, como pode ser visto na Tabela 1.

Ao se avaliar as taxas de oxidacéo foi possivel constatar que as gemas de
coroa oxidam mais que as do talo para todos os hibridos estudados. Apenas o
FIB-ROX apresentou oxidacdo igual entre coroa e talo. Considerando-se 0s
resultados dentro de cada origem de explante, os hibridos FIB-MIN (41%), FIB-
POT (76%), FIB-EST (88%) e FIB-CER (70%) apresentaram elevadas taxas de
oxidacdo para as gemas da coroa deixando evidente a susceptibilidade destes
materiais aos processos de oxidacao.

Essa oxidacdo em termos de porcentagem representa uma perda
significativa para os materiais, sobretudo para o hibrido FIB-EST com
aproximadamente 88% de gemas oxidadas. Os resultados das taxas de oxidacdo
na fase de estabelecimento demonstram que as gemas da coroa sdo mais
susceptiveis a oxidacdo do que as gemas do talo, o que pode ser devido,
provavelmente, ao tamanho das gemas e a juvenilidade dos tecidos. Por outro
lado, por serem gemas de tamanho muito reduzido, a possibilidade de causar
injurias nos tecidos durante o processo de excisdo € maior, causando maior
liberag&o de polifendis no local da injaria.

O processo de oxidagdo sobrevém devido a liberacdo de compostos

fendlicos, pelo tecido injuriado, que contem alta concentracdo desses
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componentes. Dentre as consequéncias da liberacdo destes compostos esta a
alteracdo na composicao do meio de cultivo e da absorcdo de metabdlitos pelos
explantes (ANDRADE et al., 2000). Esses compostos fenodlicos sdo oxidados
pelas enzimas polifenases, produzindo substancias toxicas, inibindo o
crescimento dos explantes e consequentemente podendo causar sua morte
(SATO et al., 2001).

Em relacdo as taxas de contaminacdo, os resultados mostram que as
gemas do talo contaminam mais que as de coroa, de uma forma geral, ainda que
FIB-NEG, FIB-MIN e FIB-BOY tenham apresentado taxas iguais entre os dois
tipos de gema.

Para os explantes provenientes do talo foi observado que os hibridos FIB-
BOY (88%), FIB-CER (85%) FIB-SAl (75%), e FIB-ROX (58%) obtiveram as
maiores porcentagens de contaminacdo. Para 50% dos hibridos estudados as
gemas da parte inferior contaminaram mais, quando comparadas com a regiao
superior do talo.

Em condicbes de campo, o talo encontra-se proximo ao solo, mantendo
contato direto com microrganismos que podem ser de dificil remocdo e/ ou
resistentes ao processo de desinfestacao em laboratério.

O controle da contaminacdo no estabelecimento in vitro depende da
eficiéncia do protocolo utilizado. No caso deste trabalho, como jA comentado, foi
usado um protocolo basico para os diferentes hibridos de abacaxi. Os resultados
deixam evidente a necessidade de se aprimorar o procedimento de desinfestacao
para estes hibridos.

Com relacado as taxas de sobrevivéncia, os resultados mostram uma perda
consideravel em razdo da oxidacdo e das contaminacdes ocorridas, tanto para
gemas de coroa, quanto para as gemas de talo.

Na regido da coroa os maiores valores de sobrevivéncia foram observados
para os hibridos FIB-NEG (45%) e FIB-ROX (47%), que diferiram
significativamente dos demais. Esses mesmos hibridos apresentaram os maiores
nameros de gemas sobreviventes provenientes do talo e no total de gemas
sobreviventes, independente da origem do explante. Considerando as trés regides
do talo, a inferior teve uma porcentagem de sobrevivéncia muito reduzida para

todos os hibridos estabelecidos e cujos resultados sdo compativeis com 0s niveis
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de contaminacao registrados. A maior perda nesta regido ocorre normalmente por
contaminacdes devido a proximidade desta parte da planta com o solo, aliada a
um tecido velho e endurecido cuja remocao de microrganismos € mais dificil.

As taxas de sobrevivéncia variaram muito entre os hibridos e com a
localizacdo da gema, mas é possivel considerar que os hibridos FIB-NEG e FIB-
ROX apresentaram os melhores resultados, alcancando no final, diferenca
significativa para o nimero total de gemas sobreviventes entre todos os hibridos.
FIB-BOY apresentou a menor porcentagem de sobrevivéncia, devido,
principalmente as elevadas contaminagdes, com destaque as de origem fungica.

O conhecimento acerca dos fatores oxidacdo, contaminagdao e
sobrevivéncia relacionam-se com necessidade de serem desenvolvidos
protocolos especificos para cada variedade, visando assim conhecer o potencial
exibido pelo material vegetal.

Souza et al. (2012b) relatam que a resposta in vitro de uma planta depende
de diversos fatores como a espécie, genotipo, explante inicial, e ainda consideram
gue a realizacdo de ajustes no meio de cultura € um dos fatores mais relevantes
para obter altas taxas de multiplicacédo e plantas saudaveis.

Pereira et al. (2006) destacam a importancia de selecionar materiais com
bom estado fisiol6gico e tamanho homogéneo, para se obter melhores resultados
na proliferacdo das brotagbes. Esses autores realizaram estudo com o A.
comosus var. erectifolius, o qual é parental dos hibridos presentes neste trabalho
e mantiveram as gemas axilares de curaud durante 30 dias até a fase de
multiplicacéo, chegando a conclusdo que na fase de multiplicacdo 25 mL de meio
de cultura é a quantidade ideal para disponibilizar mais nutrientes e diminuir

também a competicdo entre as plantas.

Fase de multiplicacdo

Os valores referentes a multiplicacéo tanto para coroa, quanto para gemas
de talo estdo apresentados na Tabela 2. Vale destacar que nesta etapa nao foi
contabilizado as diferentes secc¢des do talo devido os mesmos nao apresentarem

diferencas significativas.
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Tabela 2. Multiplicacéo in vitro de hibridos de abacaxizeiros voltados para fibra.
Cruz das Almas, Bahia, 2015.

o Gemas da Coroa Gemas do Talo
Hibridos

1°S 2°S 3°S 4° S 1°S 2°S 3°S 4° S

NUmero médio de brotos

FIB-NEG 1,39 1,79 4,93 14,68 2,00 5,00 13,57 41,79
FIB-SAI 2,00 2,67 7,83 26,67 - - - -
FIB-MIN 1,50 3,00 17,00 47,50 1,00 1,50 3,00 14,50
FIB-BOY 1,00 1,00 1,00 2,00 - - - -
FIB-POT 1,00 1,00 - - 1,00 1,75 - -
FIB-EST 2,00 2,50 8,75 51,00 1,60 3,40 7,80 27,60
FIB-CER 2,00 5,00 13,00 73,00 - - - -
FIB-ROX 1,80 2,15 6,50 14,67 1,71 2,00 2,86 6,71
Taxa de multiplicacdo
FIB-NEG 1,39 1,21 2,99 3,52 2,00 2,50 2,77 3,73
FIB-SAI 2,00 1,33 3,04 3,45 - - - -
FIB-MIN 1,50 1,75 7,80 3,16 1,00 1,50 2,00 4,38
FIB-BOY 1,00 1,00 1,00 2,00 - - - -
FIB-POT 1,00 1,00 - - 1,00 1,75 - -
FIB-EST 2,00 1,25 3,08 5,96 1,60 2,00 1,92 3,04
FIB-CER 2,00 2,50 2,60 5,62 - - - -
FIB-ROX 1,80 1,25 2,75 2,01 2,00 1,00 1,50 2,39
A resposta dos materiais ao protocolo utilizado rotineiramente no

Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Embrapa Mandioca e Fruticultura
variou entre os hibridos e entre o tipo de explante de partida. Os maiores numeros
de brotos foram obtidos a partir de gemas da coroa, com o0s valores mais
elevados registrados para FIB-EST, FIB-CER e FIB-MIN no quarto subcultivo. No
entanto ndo foi possivel chegar ao terceiro subcultivo com FIB-POT,
principalmente pelas perdas devido a oxidacao.

Tanto em gemas de coroa, quanto as gemas do talo foi possivel observar
uma diferenca marcante entre os hibridos no que se refere a sua multiplicacéo,
deixando evidente que a maior influéncia na resposta ao protocolo usado foi

genotipica.
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O efeito do genodtipo tem sido relatado em varios trabalhos de
micropropagacdo (SOUZA et al., 2012b; ALVES et al.,, 2014) e é o fator que
explica a necessidade de constantes ajustes de protocolos. Diversos estudos para
promover o aumento na proliferacdo dos brotos em diferentes cultivares e
utiizando meio de cultura MS com diferentes concentracbes e tipos de
reguladores de crescimento, s&o descritos na literatura (ESCALONA et al., 1999;
DAL VESCO et al., 2001; MACEDO et al., 2003; CARVALHO et al., 2005; SOUZA
et al., 2013; ALVES et al., 2014).

Para abacaxi existem diferentes protocolos publicados, com base também
no uso do meio basico MS e variagdes no balanco entre os reguladores de
crescimento utilizados, principalmente para as variedades comerciais de uso
alimentar (PIZA et al., 2001; MACEDO et al., 2003; SILVA et al., 2007; MORAES
et al.,, 2010). Trabalhos voltados para a multiplicacdo in vitro para abacaxizeiros
ornamentais também sdo encontrados (BORGES et al., 2003; CARVALHO et al.,
2005; 2009; PASQUAL et al., 2008, SOUZA et al., 2013; ALVES et al., 2014).

A maioria das alteracbes observadas nos protocolos referem-se a
mudancas no balanco hormonal, sendo o BAP a citocinina mais usada para
abacaxi. No estudo realizado por Piza et al. (2001) ao propagar a cultivar Smooth
Cayenne observaram que o uso de BAP na concentracdo 2 mg L™ na fase de
multiplicacdo foi de suma importancia para a multiplicacdo dos brotos, com uma
média de oito por explante.

Macédo et al. (2003), ao estudarem a cultivar Pérola obtiveram uma taxa
de crescimento e de multiplicacdo in vitro equilibradas, isto €, uma quantidade de
brotos suficientes (2,0 a 5,0 brotos aos 90 dias de cultivo) e ao mesmo tempo de
facil individualizacdo devido ao desenvolvimento das mudas nas concentracdes
intermediarias de 0,5 mg L™* de BAP + 0,25 mg L™ de ANA e 0,25 mg L™ de BAP +
0,12 mg L™ de ANA em meio de cultura MS.

Moraes et al. (2010) estudando a cultivar de abacaxi EMEPA obtiveram as
maiores taxas de multiplicacdo dos brotos em meio de cultura MS suplementado
com 2,0 mg L™ de BAP + 0,5 mg L™ de ANA, durante trés subcultivos sucessivos,
obtendo uma média de até 10,4 brotos por explantes. No presente trabalho, ao
utilizar 0,5 mg L™* de BAP e 0,2 mg L™ de ANA foi alcancada taxa de multiplicac&o

de 7,8 brotos por explantes no terceiro subcultivo para o hibrido FIB-MIN.
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Ao estudar a multiplicagdo de abacaxizeiros ornamentais em diferentes
concentracdes de BAP e periodos de avaliacdo do desenvolvimento in vitro Alves
et al. (2014) verificaram que as variedades A. comosus var. bracteatus e A.
comosus var. erectifolius apresentaram resultados diferentes quanto a capacidade
de formacdo de brotos e os maiores resultados para esta caracteristica foram
observados na concentracdo de 3 mg L* de BAP. Nessas condicbes, o A.
comosus var. bracteatus foi mais eficiente, apresentando uma média de 12,30
brotos por explante, enquanto que o A. comosus var. erectifolius produziu apenas
4,60 brotos por explantes.

Outros estudos buscaram novos sistemas de cultivo in vitro para melhorar
as taxas de multiplicacao, principalmente a partir do uso de biorreatores. Silva et
al. (2007) ao micropropagar abacaxizeiro da cultivar Imperial observaram que o
namero de brotos é influenciado diretamente pelos métodos de cultivo e
verificaram, no periodo de 45 dias, que o método de imerséo temporaria a cada 2,
4 e 8 horas e a imersao continua a cada duas horas apresentaram os melhores
resultados de taxa de multiplicacdo, com cerca de 19 brotacBes por explante,
enquanto o cultivo em meio sélido com 6 g L™ apresentou um menor desempenho
com 5,91 brotacdes por explante.

O sistema de cultivo utilizado neste trabalho foi em meio sélido e os
resultados, apesar das diferencas entre as variedades, foram considerados
igualmente baixos, se comparados a um sistema com biorreatores.

Um dos aspectos pouco registrados em trabalhos de micropropagacao se
refere aos procedimentos estatisticos utilizados e sobre sua adequacdo a um
modelo biolégico de laboratorio.

Arnold et al. (1992) citam que quando os dados ndo seguem uma
distribuicdo normal, neste caso, dados concernentes a taxas de multiplicacédo, nédo
h& aplicabilidade do uso da analise estatistica e analise de variancia. Para esse
tipo de avaliacdo torna-se necessario uma andalise adequada dos dados e
aplicabilidade de modelos estatisticos que expliguem o comportamento exibido
pelo material vegetal nas condi¢cdes de propagacéo in vitro. Para tanto, Mendes et
al. (1999) sugerem que modelos de regressdo de Poisson fornecem um padréo

para a analise dos dados de contagem.
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No presente estudo os resultados obtidos na fase de multiplicagdo foram
submetidos a andlise de regressdo de Poisson. Para essa analise foram
selecionados quatro hibridos (FIB-NEG, FIB-MIN, FIB-EST e FIB-ROX) que
apresentaram bom potencial propagativo para as gemas provenientes da coroa e
do talo.

Nas figuras 2 e 3 encontram-se os gréaficos obtidos da andlise de regressao
de Poisson com as curvas correspondentes aos diferentes hibridos e os quatro
subcultivos, confirmando assim, a diferenca entre os hibridos estudados e

expressando o aumento no nimero de brotos ao longo do tempo.

50 .
—e— FIB-NEG; y=exp|[(-1.2528)+(1.00302)*]; R2=0.9931 ,J

---@--- FIB-MIN; y=exp[(-0.60129)+(1.11668)*x]; R?=0.9959 fo
40 / v
-~ — FIB-EST. y=exp[(-3.0451)+(1.64732)*x]; R?=0.9943 [

..-A--- FIB- ROX; y=exp[(-0.8295)+(0.931763)*x]; R2=0.9943 / ¢

Numero de brotos

Subcultivos
Figura 2. Numero médio de brotos provenientes de gemas da coroa de hibridos
de abacaxizeiros em funcdo de quatro periodos de subcultivo. Cruz das Almas,
Bahia, 2015.
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Figura 3. Numero médio de brotos provenientes de gemas do talo de hibridos de
abacaxizeiros em funcdo de quatro periodos de subcultivo. Cruz das Almas,
Bahia, 2015.

O modelo exponencial foi 0 mais adequado para apresentar a taxa média
de multiplicacdo dos hibridos para as duas fontes de explantes (coroa e talo). As
taxas de multiplicacdo, referentes aos brotos provenientes da coroa, para 0s
diferentes hibridos foram registradas com os maiores valores para o hibrido FIB-
MIN, seguido de FIB-EST, FIB-ROX e por ultimo o FIB-NEG. Com relacdo as
taxas de multiplicacdo dos brotos provenientes do talo os maiores valores foram
observados para os hibridos FIB-EST e FIB-NEG, seguido do FIB-MIN, e por fim
o FIB-ROX. Foram observados picos de producéo diferentes para cada hibrido.

O modelo exponencial sugere um crescimento constante para as taxas de
multiplicacdo até o quarto subcultivo. Varios trabalhos ja tém demonstrado que o
comportamento da multiplicacdo de plantas in vitro tende a seguir um modelo
quadratico, com a queda nas taxas de multiplicagdo apos um pico de producéo e
um determinado nimero de subcultivos (MENDES et al, 1999; HAMAD; TAHA,
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2008). Entretanto, esses picos de produc¢do vao variar entre espécies e dentro da
mesma espécie, entre genotipos.

No presente estudo, até o quarto subcultivo ndo foi possivel verificar o
inicio da diminuicdo das taxas de multiplicacdo, o que caracterizaria uma funcao
quadratica, mais adaptada a modelos biolégicos. Esse comportamento
provavelmente aconteceria caso fossem realizados outros subcultivos sucessivos.

Mendes et al. (1999) identificou em seu trabalho com micropropagacéo de
bananeiras que com a aplicacdo da derivada de cada modelo ajustado a
regressao foi possivel identificar a transi¢do a partir de um ponto positivo até uma
aceleracdo negativa em funcdo do tempo, o0 momento em que a taxa de
multiplicagdo diminuiu. Esses mesmos autores relatam que embora tenha sido
observado que o numero de rebentos continuou a aumentar, a velocidade de
multiplicacdo diminuiu logo apdés alcancar o pico.

Resultado similar foi observado por Silva et al. (2016) em um estudo
realizado com 66 variedades silvestres de abacaxi pertencentes a diferentes
variedades botanicas. Para a maioria dos materiais estudados o pico de producédo
deu-se no quarto subcultivo e o inicio da queda no quinto subcultivo.

As causas dessa reducdo podem ser variadas e precisam ser melhor
estudadas, mas o intervalo determinado para a realizagcdo do subcultivo pode ter
forte influéncia no resultado. Provavelmente existe uma correlacdo deste efeito
com o efeito do gendtipo, sempre bastante acentuado em cultura de tecidos.

Hamad e Taha (2008) sugerem que o intervalo entre subcultivos,
normalmente estipulado pelos pesquisadores entre 30 e 45 dias, para plantas in
vitro de abacaxi, pode responder parcialmente por essa queda, ja que 0s cortes a
gue as plantas sdo submetidas ao serem transferidas podem afetar tecidos ou
regibes meristeméticas, influenciando na propagacdo. Assim, intervalos mais
longos podem ser benéficos para aumentar as taxas de multiplicacdo. De
qualquer forma, a dependéncia genotipica devera sempre ser considerada.

Os resultados deste trabalho deixam evidente a necessidade de fazer
ajustes no protocolo para a maioria dos hibridos estudados, mas também deixam
claro que € possivel a obtencdo de mudas por micropropagacao. De forma geral,
todos apresentaram baixas taxas de multiplicacdo, se comparados a outras

variedades, como ja mencionado anteriormente.
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O uso de estratégias para reduzir a oxidacdo, assim como melhorias no
processo de desinfestacdo podem ajudar a melhorar os resultados obtidos neste

estudo.

CONCLUSOES

FIB-NEG e FIB-ROX apresentaram os melhores resultados para a fase de
estabelecimento inicial alcancando maior porcentagem de sobrevivéncia;

As melhores taxas de multiplicacdo foram obtidas a partir de gemas de
coroa, com os valores mais elevados registrados para FIB-EST e FIB-CER no

quarto subcultivo.
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DIVERSIDADE GENETICA E ASSOCIACAO DE MARCADORES ISSR A
QUALIDADE DE FIBRA DE ABACAXI PARA USO NA INDUSTRIA

RESUMO: Atualmente a busca por produtos biodegradaveis como as fibras
naturais, € uma estratégia que atrai o interesse de varias industrias. Essas fibras
surgem como uma alternativa de baixo custo e com um apelo ambiental superior
a outros materiais usados. Dessa forma, os objetivos do trabalho foram avaliar a
variabilidade genética de 13 genotipos de abacaxizeiro para uso de suas fibras
como reforco mecénico em compdsitos aplicados a industria e analisar possivel
associacdo de 217 marcas provenientes de 17 marcadores ISSR com
caracteristicas de qualidade de fibra por meio de testes ndo paramétricos
(correlacdo de Spearman e Kruskal-Wallis). O estudo de diversidade genética,
tanto por meio dos marcadores, quanto em relacdo as caracteristicas
quantitativas para qualidade de fibra, revelou existéncia de variabilidade e a
possibilidade de se explorar materiais com caracteristicas proximas as do curaud;
material cujas fibras, atualmente, sdo as mais utilizadas na industria. Onze
bandas foram selecionadas com base em suas altas correlacdes (0,63434" a
0,761697) com todas as quatro varidveis para qualidade de fibra, o que
possibilitou a criacdo de um conjunto de marcas para possivel uso na selecdo
precoce de genétipos promissores mediante posterior sequenciamento e
validacéo. A possibilidade do uso na selecéo assistida para qualidade de fibra em
abacaxizeiro trar4 grandes retornos, ndo somente para a industria, cujo mercado
€ crescente, mas também para assegurar a sustentabilidade desse setor
produtivo. Este é o primeiro relato do uso de métodos ndo paramétricos para a

qualidade da fibra nesta cultura.

Palavras-chave: Ananas comosus (L.) Merr., diversidade genética, teste nao

paramétrico, Spearman; Kruskal-Wallis; marcadores de DNA.
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GENETIC DIVERSITY AND ISSR MARKERS ASSOCITATED TO QUALITY OF
PINEAPPLE FIBERS FOR USE IN THE INDUSTRY

ABSTRACT: Currently the search for biodegradable products such as natural
fibers is a strategy which attracts the interest of various industries. These fibers
are an inexpensive alternative with an environmental appeal in comparison to
other materials used. Therefore, the main objectives were to evaluate the genetic
variability of 13 pineapple genotypes to use their fibers as mechanical
reinforcement in composites applied to the industry and analyze possible
association of 217 bands from 17 ISSR markers with fiber quality characteristics
by non-parametric tests (Spearman correlation and Kruskal-Wallis). The study of
genetic diversity, through qualitative and quantitative data, shows that there are
genotypes genetically close to curaud; whose fibers are most used in the industry.
Eleven bands were selected based on their high correlation (0,63434" to 0,76169")
to all four variables for fiber quality, enabling the development of a set of primers
which could be used in early selection of promising genotypes after sequencing
and validation. The possibility of use of marker assisted selection for pineapple
fiber quality will bring great returns, not only for the industry, whose market is
growing, but also to ensure the sustainability of this productive sector. This is the

first report of the use of non-parametric methods for fiber quality in this crop.

Key words: Ananas comosus (L.) Merr., genetic diversity, non parametric tests,

Spearman; Kruskal-Wallis; DNA markers.
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INTRODUCAO

Existe uma tendéncia global crescente em relacdo a maximizacdo dos
recursos naturais por meio de novos produtos e processos, 0 que leva a
exploracdo de novos materiais a partir de recursos naturais renovaveis em
direcdo a sustentabilidade. Compdsitos produzidos a partir de matrizes
poliméricas reforcadas com fibras naturais vém substituindo as fibras
manufaturadas, e possuem propriedades mecanicas interessantes, além de
serem ambientalmente corretos (BELTRAMI et al., 2014).

Existem varios trabalhos na literatura sobre o uso de fibras vegetais como
reforco de compdésitos de diferentes culturas como arroz, rami, juta, sisal, linhaca
e abacaxi (MOHANTY et al., 2002; ROMANZINI et al., 2013; SENA NETO et al.,
2013; 2015).

O abacaxi [Ananas comosus (L.) Merr.] € uma das principais frutas
consumidas no mundo e no Brasil é produzida em todos os estados com uma
area plantada de aproximadamente 61 mil ha e producdo de 2,48 milhdes de
toneladas em 2013 (FAO, 2015).

Em relacdo ao uso de suas fibras como reforco mecanico em compaositos
para a industria, a maioria dos trabalhos realizados se referem as variedades
comerciais e pouco tem sido explorado quanto as variedades silvestres ou
hibridos, cujo potencial para fibra é ainda pouco conhecido (SENA NETO et al.,
2013; 2015). Uma excecdao é feita ao curaua (A. comosus var. erectifolius), cujas
fiboras jA& vém sendo usadas como reforco mecénico nestes compdsitos,
principalmente por suas qualidades desejaveis (SENA NETO et al. 2013; 2015;
BELTRAMI et al., 2014). A Embrapa possui uma grande colecdo do género
Ananas, com aproximadamente 600 acessos (SOUZA et al., 2012), que poderia
ser mais bem explorada para essa finalidade.

No entanto, as caracterizacdes especificas para o uso de fibra vegetal no
desenvolvimento de compdésitos sédo laboriosas, implicam tempo, uma méao de
obra especializada e um custo elevado. Dessa forma, o desenvolvimento de
ferramentas moleculares que possam subsidiar a selecdo assistida por
marcadores (SAM) poderia ser de grande valia para ampliar a oferta de fontes de

fibra de qualidade para a industria. Em um trabalho preliminar, acessos do banco
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de germoplasma de abacaxi e hibridos de curaué foram alvo de caracterizacdes
quanto a qualidade de suas fibras para essa finalidade (SENA NETO et al., 2013;
2015).

Com base nos resultados, o presente estudo teve como objetivo identificar
associacfes entre bandas provenientes de marcadores ISSR com as variaveis
para qualidade de fibra nestes abacaxizeiros, cuja fenotipagem para qualidade de
fibra ja havia sido conduzida. O conjunto de bandas associadas servira de base
para a selecao assistida de forma a indicar precocemente, genotipos promissores
para uso na crescente industria, mediante posterior sequenciamento e validagao.

Esse trabalho é o primeiro relato do uso de testes ndo paramétricos em
abacaxizeiros para essa finalidade.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Para o estudo foram utilizados nove hibridos do programa de
melhoramento genético da Embrapa Mandioca e Fruticultura, dois parentais
(Ananas comosus var. erectifolius e A. comosus var. bracteatus) e duas espécies
de bromélias (Hohenbergia catingae Ule e Neoglaziovia variegata Mez) (Tabela
1). A partir da caracterizacdo para qualidade de fibra realizada por Sena Neto et
al. (2013; 2015) foram obtidos resultados que serviram de base para selecdo dos

materiais que constam no presente trabalho.
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Tabela 1. Gendtipos utilizados nos estudos de qualidade de fibra e associacdo
com bandas de marcadores ISSR via métodos ndo paramétricos e analise

multivariada. Cruz das Almas, Bahia, 2015.

Nome Nome Cientifico Codigo
(Sena Neto et al., 2015)
Erectifolius ~ Ananas comosus (L.) Merr. var. erectifolius (L.B.Sm.) Curaua

Coppens & F.Leal
Bracteatus  A. comosus (L.) Merr. var. bracteatus (Lindl.) Coppens BGA 110 (bract)

& F.Leal

Hohenbergia cantigae Ule Bilbergia sp.

Neoglaziovia variegata Mez Neoglasiovia

FIBROX A. comosus var. erectifolius x A. comosus var. Erectx Bract PL
Bracteatus 02

FIBEST A. comosus var. erectifolius x A. comosus var. Erect x Bract PL
Bracteatus 01

FIBCER A. comosus var. erectifolius x A. comosus var. 739 x 17 —PL03
Bracteatus

FIBPOT A. comosus var. erectifolius x A. comosus var. 750 x 128 - PLO1
Bracteatus

FIBMIN A. comosus var. erectifolius x A. comosus var. 750 x 128 — PL02
bracteatus

FIBSAI A. comosus var. bracteatus x A. comosus var. 126 x 804 — PLO8
Erectifolius

FIBNEG A. comosus (L.) Merr. var. ananassoides (Baker) 526 x 804 — PLO1
Coppens & F.Leal x A. comosus var. erectifolius

FIBBOY A. comosus var. ananassoides x A. comosus var. 526 x 804 — PL0O5
erectifolius
FIBMAC A. comosus var. comosus X A. macrodontes E. Morren Prima x Macrod
(716)

A extracdo do DNA dos 13 gendétipos de abacaxizeiros foi realizada pelo
método CTAB proposto por Doyle e Doyle (1990). As amostras foram diluidas
para 10 ng pL? e mantidas & -20 °C até a sua utilizacdo. As reacdes de
amplificagéo foram preparadas com um volume final de 25 mM, contendo os
seguintes reagentes: KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), MgCl, 2,5 mM, 100
mM de cada um dos dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,2 mM de cada primer,
20 ng de DNA genbmico e uma unidade de Tag DNA polimerase (Pharmacia
Biotech, EUA).

Um total de 17 iniciadores ISSR foram utilizados no estudo (Tabela 2), com
as amplificacdes de PCR realizadas em termociclador PTC-100 (MJ Research) de

acordo com o seguinte programa: desnaturagao inicial a 94 °C durante 3 min; 45
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ciclos de desnaturacdo a 94 °C durante 45 s, anelamento do iniciador a 48 °C
durante 45 s e extensdo a 72 °C durante 1 min; e uma extensao final a 72 °C
durante 7 min e 10 ° C « (WILLIAMS et al., 1990).

Tabela 2. Marcador ISSR usado no estudo de diversidade genética e nas anélises
ndo paramétricas. Cruz das Almas, Bahia, 2015.

NUmero de Bandas

Nome do Marcador Sequéncia -
polimorficas
ISSR 07 DICA5'CY CYCACACACACACACACA 06
ISSR 24 DIGT5'A AGTGTGTGTGTGTGTGT 15
ISSR 30 TriCAC3'YC CACCACCACCACCACYC 11
ISSR 31 TriCAC5'CR CRCACCACCACCACCAC 13
ISSR 32 TriCAC5'CY CYCACCACCACCACCAC 20
ISSR 35 TriCAG3'YC CAGCAGCAGCAGCAGYC 05
ISSR 37 TriCAG5'CY CYCAGCAGCAGCAGCAG 14
ISSR 39 TriGTG3'RC GTGGTGGTGGTGGTGRC 11
ISSR 40 TriGTG3'YC GTGGTGGTGGTGGTGYC 17
ISSR 47 TrnTGT5'CY CYTGTTGTTGTTGTTGT 13
ISSR 57 TriACC 3'RC ACCACCACCACCACCRC 07
ISSR 62 TriAGG 3'RC AGGAGGAGGAGGAGGRC 14
ISSR 79 TriCAC 3'RC CACCACCACCACCACRC 09
ISSR 83 TriCTG 3'RC CTGCTGCTGCTGCTGRC 10
ISSR 87 TriCGT 3'RC CGTCGTCGTCGTCGTRC 15
ISSR 93 TriGAG 3'RC GAGGAGGAGGAGGAGRC 12
ISSR96 TriGTC 3'RC GTCGTCGTCGTCGTCRC 17

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 2,5 %, tratado com brometo de etidio na concentracdo de 0,5 mg mL™
e visualizados em transiluminador de luz UV. Os perfis eletroforéticos das bandas

foram fotografados utilizando o sistema de fotodocumentacao Vilber Lourmat .

Andlise dos perfis eletroforéticos

Os fragmentos oriundos das reacbes de amplificacdo (Figura 1) de 217
bandas provenientes de 17 marcadores moleculares ISSR foram avaliados como
auséncia (0) e presenca (1). A matriz de dissimilaridade genética para os dados
moleculares foi calculada a partir do coeficiente de Jaccard (indice do

complemento de Jaccard = 1 - ¢). A matriz de distancia foi calculada por meio do
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programa computacional PAST verséo 1.34 (HAMMER et al., 2005) e em seguida
utilizada para realizar a andlise de agrupamento pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method With Arythmetic Mean). A validacdo do

agrupamento foi determinada pelo coeficiente de correlacdo cofenético (CCC)
(SOKAL; ROLF, 1962).

Figura 1. Perfil eletroforético do primer 31 dos gendétipos de abacaxizeiro 1-13:
1- N. variegata; 2- FIBROX; 3- FIBEST, 4- FIBCER; 5- FIBPOT; 6- FIBSAI; 7-
FIBNEG; 8- FIBBOY; 9- FIBMIN; 10- FIBMAC; 11- Bracteatus; 12- Erectifolius; 13-
H. cantigae em gel de agarose 2%. M = ladder 100 pb.

Andlise das caracteristicas fenotipicas

A qualidade de fibra foi avaliada por Sena Neto et al. (2013; 2015) nesses
mesmos genaotipos para quatro variaveis [indices de cristalinidade de celulose (Ic),
temperatura “onset” de degradacao termoxidativa (TODTO), resisténcia a tracao
(os), modulo elastico (E) das fibras (Tabela 3). Foi calculada a dissimilaridade
para os dados quantitativos utilizando a distancia euclidiana média. A matriz de
distancia foi calculada por meio do programa computacional GENES (CRUZ et al.,
2006) e em seguida utilizada para realizar a analise de agrupamento pelo método
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method With Arythmetic Mean). A validacao dos
agrupamentos foi determinada pelo coeficiente de correlacdo cofenético (CCC)
(SOKAL; ROLF, 1962).
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Tabela 3. Valores dos indices de cristalinidade de celulose (Ic), temperatura
“onset” de degradagao termo-oxidativa (TODTO), resisténcia a tracao (os), modulo

elastico (E) das fibras de folhas dos abacaxis estudados.

Caodigo Ic (%) TODTO (°C) os(MPa) E (GPa)
Neoglaziovia variegata Mez 73,0 257 629 37
Hohenbergia cantigae Ule 48,7 249 212 15
Curaua— A. comosus var. erectifolius 64,0 256 753 54
A. comosus var. bracteatus 70,8 240 828 75
FIB-ROX 73,5 252 1.049 51
FIB-EST 70,3 258 1.092 59
FIB-CER 74,7 261 1.071 59
FIB-POT 78,7 264 1.231 73
FIB-SAI 77,6 272 1.221 86
FIB-NEG 61,0 268 1.100 75
FIB-BOY 73,6 249 1.309 76
FIB-MIN 62,9 248 891 65
FIB-MAC 74,7 254 832 50

Analise conjunta dos dados moleculares e fenotipicos

Uma andlise de agrupamento conjunta dos dados moleculares e
fenotipicos foi realizada para determinacdo da distancia genética, com base no
algoritmo de Gower (1971). A validacdo dos agrupamentos foi determinada pelo
coeficiente de correlacdo cofenético (CCC) (SOKAL; ROLF, 1962).

Analises nao paramétricas

A andlise de correlacdo entre as quatro variaveis para qualidade de fibra e
as 217 bandas provenientes dos 17 marcadores moleculares, foi calculada via
correlacdo de Spearman e o teste de Kruskal Wallis (teste ndo paramétrico)
utilizando-se os procedimentos: corr e nparlway no programa estatistico SAS
(SAS INSTITUTE, 2010).

Para todas as analises supracitadas, os pontos de corte dos dendrogramas
foram definidos de acordo com o critério do ponto de fusédo descritos por Mingoti
(2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversidade genética baseada nos dados moleculares - marcadores ISSR
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Todos os 17 primers testados nos 13 gendtipos geraram bandas de facil
deteccdo nos géis de agarose, proporcionando um total de 217 bandas. A
quantidade de bandas por primer variou de 5 (ISSR 35) a 20 (ISSR 32), com
meédia de 12 bandas por primer.

Os valores das distancias genéticas com base na matriz de dissimilaridade
para os dados moleculares variaram de 0,09 a 0,64. O dendrograma gerado a
partir do indice de Jaccard, por meio da dissimilaridade entre os gendtipos
demonstrou a formac&o de quatro grupos (Figura 2. A). O G1 foi constituido pela
espécie H. catingae, o G2 por dez gendtipos, sendo oito hibridos e seus
respectivos parentais, A. comosus var. erectifolius e A. comosus var. bracteatus, o
G3 por um hibrido envolvendo duas espécies (A. comosus var. comosus e A.
macrodontes) e 0 G4 pela espécie N. variegata. Os acessos menos dissimilares
geneticamente foram os hibridos FIB-MIN e FIB-POT e as maiores
dissimilaridades foram observadas entre a H. catingae e demais genoétipos
estudados.

A principio, os hibridos FIB-ROX, FIB-EST, FIB-CER FIB-POT, FIB-SAI,
FIB-NEG, FIB-BOY e FIB-MIN, todos provenientes de cruzamentos da variedade
referéncia (curaud) sdo considerados promissores, uma vez que se encontram
geneticamente mais proximos e deverao ser investigados com mais critério a fim

de poderem ser utilizados como fonte de fibra de qualidade na industria.

Diversidade baseada nas caracteristicas fenotipicas

Como mencionado anteriormente, os dados relacionados as caracteristicas
para qualidade de fibra dos gendtipos presentes no estudo foram obtidos dos
trabalhos desenvolvidos previamente por Sena Neto et al. (2013; 2015).

Em relacdo as variaveis quantitativas, pode-se observar no dendrograma a
formacado de dois grupos a partir da distancia euclidiana média (Figura 2. B). No
Gl encontram-se a H. catingae, espécie completamente distinta e que
provavelmente se isolou das demais devido aos valores de indices de
cristalinidade de celulose (48,7%), resisténcia a tracdo (212 MPa) e modulo
elastico (15 GPa) das fibras serem bem inferiores em comparagdo aos valores

dos demais gendtipos. O G2 foi formado por todos os hibridos, seus parentais e a
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N. variegata. Esse agrupamento justifica-se pelo fato de apresentarem valores
proximos para as quatro caracteristicas analisadas.

Foi possivel observar que os hibridos apresentam grande potencial para
possivel utilizacdo como reforco mecéanico, ja que, conforme as matrizes de
distancias genéticas, os mesmos apresentaram similaridade com o curaud, tanto
genética quanto em relacdo as propriedades requeridas pela indastria de

compositos para refor¢co mecanico.

Andélise de agrupamento conjunta

Para se obter uma andlise mais completa, aproveitando os dados tanto
moleculares, quanto fenotipicos, procedeu-se a andlise de agrupamento conjunta.
Essa andlise, realizada com os 13 genotipos, 217 bandas de marcadores ISSR e
quatro variaveis para qualidade de fibra, permitiu a formacdo de quatro grupos
(Figura 2. C) pelo método de agrupamento UPGMA a partir do algoritmo de
Gower, utilizando o critério do ponto de fusdo (MINGOTI, 2005) como ponto de
corte. Os valores da distancia genética variaram de 0,14 a 0,50, sendo que 0s
individuos mais dissimilares foram o hibrido FIB-CER e H. cantigae e os menos
dissimilares, os hibridos FIB-EST e FIB-POT, bem como FIB-POT e FIB-SAI. O
G1 foi formado apenas pelo H. catingae. No grupo G2 observou-se sete hibridos e
0s seus parentais, no G3 dois hibridos FIB-MIN e FIB-MAC, que apesar de serem
diferentes quanto a sua constituicdo genética, compartilham valores similares
para todas as caracteristicas quantitativas da fibra, e por fim, o G4, com a espécie
N. variegata.

A analise de agrupamento conjunta, em que diversos caracteres podem ser
dimensionados simultaneamente, tem oferecido contribuicbes efetivas na
identificagdo de gendtipos para serem utilizados em programas de melhoramento
genético (SOUZA et al., 2012). A utilizagdo conjunta de dados de natureza
qualitativa e quantitativa pode fornecer uma melhor indicagdo da potencialidade
da variabilidade existente.

Com relagdo aos coeficientes de correlagdo cofenético, foram obtidos
valores de 0,96, 0,87 e 0,96 para os dados avaliados pelo indice de Jaccard,
distancia euclidiana e pela distancia de Gower (1971), respectivamente. Na

concepcao de Sokal e Rohlf (1962), valores de correlagdo cofenética superiores a
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0,80 indicam bom ajuste entre as matrizes originais de distancia e as derivadas
das distancias graficas, o que corrobora a maior confiabilidade do agrupamento
do método UPGMA.

Esse trabalho esta em concordancia com os resultados apresentados por
Sena Neto et al. (2013; 2015), no qual os autores demonstram que ha diferencas
significativas nas propriedades térmicas e mecéanicas para a qualidade da fibra
nos diferentes gendtipos de abacaxizeiros estudados, oferecendo assim mais
opcOes para o uso das fibras como reforco mecanico para compaositos industriais.
Entre as trés técnicas de andlise de agrupamento utilizadas, duas apresentaram
concordancia para a menor distancia genética encontrada entre os hibridos FIB-
POT e FIB-BOY em relacdo a cultivar referéncia curaua. Esse fato pode ser
observado mediante as medidas obtidas via indice de Jaccard e distancia de
Gower (1971) e ja permitem identificar materiais promissores a serem melhor
explorados para a industria com base em suas proximidades genéticas com o

curaua, tido como referéncia.
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Figura 2. Dendrograma construido a partir de 13 gendétipos de abacaxizeiros. A)
Dendrograma a partir de 217 bandas provenientes de 17 marcadores ISSR
utilizando-se o indice de Jaccard. B) Dendrograma a partir de quatro variaveis
para qualidade de fibra por meio da distancia Euclidiana média. C) Dendrograma
a partir de dados moleculares e fenotipicos para qualidade de fibra por meio da
distancia de Gower (1971). Cruz das Almas, Bahia, 2015.
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Andlises via testes ndo paramétricos

Foram observadas 11 correlacbes significativas (variando de 0,63434" a
0,761697) para todas as variaveis de qualidade de fibra caracterizadas
previamente por Sena Neto et al. (2013; 2015) (Tabela 4).

Tabela 4. Correlacdo de Spearman e Kruskal Wallis usados para andlise de
ligacdo entre marcadores moleculares e variaveis para qualidade de fibras de

abacaxizeiros. Cruz das Almas, Bahia, 2015.

Marcador Variavel Spearman ° Pr>°

M124-ISSR 32 Temp. “onset” de degradacdo 0,76169** 6,96 0,0083
termoxidativa (TODTO)

M20-ISSR 31  Maddulo elastico (E) 0,73394** 6,46 0,0110

M173-ISSR 93 Madulo eléastico (E) 0,73354** 6,46 0,0110

M70-ISSR 40 Indice de cristalinidade de celulose (Ic) 0,67705* 5,50 0,0190
M71-ISSR 40 Indice de cristalinidade de celulose (Ic) 0,67705* 5,50 0,0110

M117-ISSR 32 Temp. “onset” de degradacédo 0,66907* 5,37 0,0205
termoxidativa (TODTO)

M197-ISSR 35 Resisténcia a tragdo (o) 0,66815* 5,36 0,0206

M57-ISSR79 Temp.  “onset” de  degradagdo 0,64889* 4,63 0,0314
termoxidativa (TODTO)

M130-ISSR 32 Maddulo elastico (E) 0,64097* 4,93 0,0264

M173-ISSR 93 Resisténcia a tragéo (o) 0,63439* 4,83 0,0280

M132-ISSR 32 Resisténcia a tragéo (o) 0,63434* 4,83 0,0280

No geral, as correlagbes entre as 217 bandas dos 17 marcadores ISSR e
as quatro variaveis fenotipicas para qualidade de fibra, variaram de 0 a 0,76**.
Para o indice de cristalinidade de celulose (Ic), houve correlagcdo com duas
bandas, M70 e M71, para um Unico marcador ISSR 40, ambas com valores de
0,67705*. Para a resisténcia a tracéo (6%, as bandas M197 do marcador ISSR 35,
M173 do marcador ISSR 93 e a banda MO0132 do marcador ISSR 32,
apresentaram correlagcdes variando de 0,66815* a 0,63434*. Em se tratando do
modulo elastico (E), trés bandas, M20 do ISSR 31, M173 do ISSR 93 e M130 do
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ISSR 32, apresentaram correlagdo, com valores variando de 0,73393**, 0,73354**
e 0,64097*, respectivamente.

A maior correlacdo entre banda e caracteristica para qualidade de fibra foi
para o marcador ISSR 32, banda M 124, para a variavel, temperatura “onset” de
degradacgédo termooxidativa (TODTO), com valor de correlacdo de 0,76169**.
Outras duas correlacfes altas foram obtidas para essa mesma varidvel com as
bandas M117 e M57 e seus respectivos marcadores ISSR 32 e ISSR 79.

Sena Neto et al. (2013; 2015) relata que a temperatura “onset” de
degradacgédo termooxidativa serve como referéncia para limitar a temperatura de
trabalho a qual as fibras serdo submetidas, portanto, uma caracteristica de
fundamental importancia e um dos principais fatores limitantes na utilizacado de
fibras lignocelulésicas como reforco em materiais compadsitos.

Testes ndo paramétricos sado encontrados na literatura, principalmente
quando se avalia um pequeno numero de genétipos, sem que haja normalidade
dos dados (SINGH et al., 2013).

Nesse trabalho, o fato de 13 genotipos de abacaxi ja terem sido bem
fenotipados para quatro variaveis relacionadas a qualidade da fibra e, uma vez
genotipados via marcadores ISSR, tentou-se, em carater investigativo, avaliar
uma possivel correlacdo entre bandas dos marcadores de DNA e as
caracteristicas para qualidade de fibra por meio de testes ndo paramétricos.
Como mencionado anteriormente, esses testes ndo requerem repeticées e néo
consideram distribuicdo normal dos dados e por isso foram escolhidos para
verificar a possibilidade, ou ndo, de associagdo entre banda e as caracteristicas
de interesse aqui avaliadas, uma vez que a principal limitacdo estaria na
fenotipagem para qualidade de fibra; etapa essa que é laboriosa e limitante no
caso do abacaxi e que ja havia sido conduzida (SENA NETO et al., 2013; 2015).

Embora se saiba que as caracteristicas para qualidade de fibra sédo, a
principio, de carater quantitativo e que seguem uma normalidade dentro de uma
populacao, a falta de uma populagcédo segregante, bem como o impedimento, no
caso do abacaxizeiro quanto a avaliacdo das caracteristicas termogravimétricas
de suas fibras, fez com que se investigasse a possibilidade do uso de testes néo
paramétricos para avaliar uma possivel correlagdo entre bandas de marcadores

ISSR e essas caracteristicas.
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O esperado, ao se utilizar os testes ndo paramétricos, seria ndo haver
correlagdes altas significativas entre a banda do marcador e a caracteristica.
Contrariando esta prerrogativa, esse resultado preliminar, demonstrou haver
correlacBes altas e significativas a 5 e 1 % de probabilidade, que poderdo ser
exploradas na selecao assistida promovida por um conjunto de marcas.

O uso de testes ndo paramétricos para esse fim, portanto, pode se tornar
uma alternativa viavel, uma vez que a caracterizacéo fenotipica para qualidade de
fibras em abacaxi € praticamente inviavel quando se trata de um grande numero
de acessos. Testes ndo paramétricos com o procedimento de correlacdo de
Spearman e Kruskal-Wallis foram utilizados para identificar possivel associacao
entre marcadores potencialmente ligados a fusariose no feijao Guandu (SINGH et
al., 2013).

No trabalho de Singh et al. (2013), 36 gendtipos elite de Cajanus cajan com
diferentes niveis de resisténcia a fusariose foram avaliados por 24 marcadores
SSRs e testes ndo paramétricos, dos quais seis marcas apresentaram-se
significativamente ligadas a resisténcia, com variabilidade fenotipica variando de
23,7 a 56,4%.

No trabalho aqui apresentado, as bandas altamente correlacionadas
deverdo posteriormente ser sequenciadas com o intuito de gerar marcadores
SCAR (Sequence Charactaerized Amplified Regions), que por sua vez, deverao
ser validados nos acessos do BAG Abacaxi. A principio, sabendo-se da
dificuldade da fenotipagem para caracteristicas de fibra para uso na industria,
esses marcadores poderdo ser primeiramente validados em materiais cuja origem
genética é conhecida, como acessos com um background genético que possua
algum desses hibridos em sua constituicdo genética e materiais contrastantes
aumentando assim a acuracia do uso desses marcadores SCAR na selecao
assistida.

A ideia é dar inicio a esse processo e no futuro, com o aprimoramento das
técnicas de fenotipagem, que atualmente é o mais limitante para a cultura,
extrapolar para estudos de mapeamento associativo.

Vale a pena ressaltar que para se ter uma boa validacédo e pensar em um
futuro com estudos de mapeamento associativo, € necessario que haja condi¢do

de executar a fenotipagem em um grande numero de individuos e que a mesma
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seja muito bem conduzida, pois essa é a etapa que mais limita o uso das técnicas
high-throughput.

A principio, onze bandas foram escolhidas, mas outras combinacdes
poderdo ser formadas, pois quanto maior o numero de bandas usadas em
conjunto, maior a probabilidade de sucesso.

O uso de fibras de abacaxi como alternativa ao uso de outras fibras
naturais como reforco mecanico em compdsitos biodegradaveis ja € uma
realidade (SENA NETO et al., 2015), principalmente por suas qualidades, dureza
e rigidez bem especificas e, sobretudo devido a alta aceitagdo e baixo custo
(MOHANTY et al., 2002).

Considerando a importancia deste cultivo no Pais, a area plantada, e a
possibilidade de se obter fibras em quantidade para escala industrial, os
resultados deste trabalho sdo promissores para consolidar a fibra do abacaxi
como reforco na formulagdo de compdsitos, com destaque para os hibridos
avaliados. Por outro lado, a possibilidade de se ter uma ferramenta capaz de
identificar outros abacaxis promissores, com fibras de qualidade que possam ser
usadas no melhoramento para esse fim, garante a sustentabilidade do uso de
fibras de abacaxi no setor industrial.

Esse € o primeiro passo para se aplicar diretamente a SAM em um futuro

préximo e com isso permitir um avanco nesse crescente setor produtivo.

CONCLUSAO

Os testes ndo paramétricos Spearman x Kruskall Wallis, permitiram
identificar associacdes significativas entre banda de marcadores ISSR e
caracteristica de qualidade de fibra que poderdo, mediante sequenciamento e
validagéo, incrementar o melhoramento da cultura de forma a garantir a

sustentabilidade desse crescente setor industrial.
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CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de um novo hibrido deve vir acompanhado de um
conjunto de avaliacGes para que seja possivel a confirmacdo das caracteristicas
selecionadas, assim como sua adocdo por produtores ou pelo segmento para o
qual foi desenvolvido.

Os hibridos que foram o foco deste trabalho, apesar de terem sido
desenvolvidos para uso ornamental, tinham o curaua como um dos parentais, o
gue motivou a realizacdo de uma avaliacdo para a qualidade de suas fibras. Essa
caracterizagdo foi realizada em um trabalho prévio e feita em parceria com a
Embrapa Instrumentacdo e a Universidade de S&o Carlos. Os hibridos com
qualidade de fibra compativel ou superior ao curaua foram selecionados para a
realizacdo deste trabalho.

A avaliagdo clonal € um passo importante para a confirmacdo das
caracteristicas selecionadas, assim como garante a propriedade intelectual dos
hibridos se assim se fizer necessario no futuro. Em funcéo disso foi realizada com
base nas diretrizes do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
e de fato foi possivel comprovar que trés dos quatro hibridos avaliados se
enquadram dentro dos parametros exigidos e consequentemente sao passiveis
de uma futura acao para protecao intelectual.

As avaliacbes bromatolégicas se constituiram em uma atividade
complementar, mas de relevancia, pela proposta, ndo apenas de se tornar mais
uma alternativa para a alimentacdo animal, mas também para oferecer ao
produtor, a possibilidade de se usar a planta completa. Os resultados

demonstraram que o bagaco gerado apds o desfibramento mecénico da folha
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pode, de fato, se constituir em uma alternativa interessante para complementar a
alimentacdo animal. Dessa forma, mesmo que o hibrido seja cultivado para seu
uso ornamental, o produtor comercializa a haste, utiliza as folhas para o uso de
suas fibras e o bagaco resultante deste desfiboramento para complemento
alimentar dos animais. Um complemento na renda que pode ser significativo ao
produtor.

Por outro lado, ndo existe adocdo de novos materiais se ndao houver a
possiblidade de ofertar muda em larga escala. Os resultados obtidos neste
trabalho mostraram a possibilidade de se utilizar técnicas de micropropagacao
para produzir mudas destes hibridos, mas deixou evidente também que esses
resultados podem melhorar muito a partir de mudangas neste protocolo. A
diferenca de resposta dos hibridos reforca mais esta demanda.

Finalmente, vale destacar a variabilidade genética que ainda existe para
ser explorada dentro do género Ananas, para o0 uso de fibras considerando o
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Mandioca e Fruticultura. No
entanto, devido a natureza das caracterizacfes necessarias, laboriosas e de
custo elevado, esse trabalho seria impossivel sem uma estratégia adicional. Por
isso decidiu-se neste estudo tentar gerar conhecimentos que pudessem subsidiar
uma selecdo assistida por marcadores moleculares. Assim, foi possivel
correlacionar marcas provenientes de marcadores ISSR com as caracteristicas de
qualidade de fibra. Esse estudo gerou informacfes importantes, que seréo
utilizadas em estudos posteriores para sequenciamento das bandas e validacao
em acessos do BAG Abacaxi visando o uso da sele¢céo assitida por marcadores
na identificacdo precoce de materiais promissores para a indastria.

A possibilidade do uso das informacdes obtidas neste trabalho trara
grandes beneficios, ndo somente para o Programa de Melhoramento Genético de
Abacaxizeiros da Embrapa Mandioca e Fruticultura, mas, sobretudo para o setor
industrial que faz uso de fibras lignocelulésicas como reforco em compositos
poliméricos, cujo mercado estd em ascensdo, que podera contar com materiais
vegetais detentores de fibra de qualidade, sendo uma alternativa viavel e

sustentavel além do uso do curaua.



