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RESUMO

O abacaxizeiro comerciaianas comosugr.comosu} pertencente a
familia Bromeliaceae, teve iniciada sua domestizagé norte da
América do Sul entre 6.000 e 10.000 anos atrasl1&92, quando os
europeus chegaram as Américas, o abacaxizeirdggaedisperso por
toda a América tropical e parte da subtropical. dxzilos seguintes ele
foi espalhado pelo mundo e se consolidou como wmécee frutifera de
importancia econdmica mundial. A producdo comerdisdta cultura
repousa sobre uma estreita base genética e tem mamegais fontes
de propagulos mudas reproduzidas vegetativamesteuais podem
disseminar pragas e doencas. Ferramentas biotgaaso
compreendem um expressivo arranjo de tecnologiagpqdem auxiliar
a caracterizacdo, o melhoramento e a multiplicaggimla e massiva de
gendtipos de abacaxizeiro. Neste sentido, um neaitihhecimento sobre
a diversidade genética existente na espécie pastgbiitar a expansao
da oferta de gendtipos para o plantio comercialmasmo tempo em
que possibilita uma maior eficiéncia no planejamenna execucdo de
programas de melhoramento genético e de conservad@o
germoplasma. Por sua vez, técnicas de microprofiagagssibilitam a
propagacao rapida e em larga escala de mudas ssdatpragas e
doencas a partir de gendétipos-elite, configurandta gualidade
fitossanitaria e genética. Entretanto, as mudagsopriopagadas de
abacaxizeiro normalmente apresentam um alto custodp comparado
ao custo das mudas produzidas via reproducao mgetanvencional.
Desta forma, a combinacdo de altas taxas regerssaissociadas ao
emprego do meio de cultura liquido em um protod®mrganogénese
convencional em imersdo permanente e ao protoc@o culturas
nodulares (CN) em sistemas de imerséo temporaderpae configurar
em avangos expressivos na micropropagacao do abeicaxdesde que
eles mantenham a fidelidade genética das plang@seeadas. Levando
em conta estes aspectos, a presente tese objetjvanalisar o nivel de
ploidia do abacaxizeiro ‘Gigante de Tarauaca’,edaie tradicional do
estado do Acre; b) aperfeicoar o protocolo baseadd®N associadas a
sistemas de imersdo temporaria na fase de credoindenbrotos; c)
estudar os niveis de metilacdo do DNA global (NMD&) os
incrementos de massa fresca (IMF) durante as fesenultiplicacéo de
CN e de diferenciagédo de CN para microbrotos, bemocavaliar por
meio das analises de AFLP, nivel de ploidia e deacteristicas
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morfologicas a fidelidade genética das mudas odsndeste sistema
regenerativo; e, d) analisar por meio de carattmss morfoldgicas a
fidelidade genética de plantas jovens e adultas damm
micropropagadas ao logo de sucessivas repicagansrganogénese
convencional em imersdo permanente e via CN askscesistemas de
imerséo temporéria. Os resultados obtidos mostraen &) a cultivar
‘Gigante de Tarauaca’ € tripléide (2n=3x=75); b3istema de imerséo
temporéaria em frascos duplos associado ao meioultera livre de
fitorreguladores na fase de crescimento de broliasatta eficiéncia
regenerativa e sincronismo no desenvolvimento de®igorosos; c)
0os NMDG apresentaram-se dindmicos nas duas fatadadas e
estavam associados ao IMF e a idade das cultuoassya vez, as
andlises baseadas em AFLP, nivel de ploidia e emcteaisticas
morfologicas indicaram que as plantas regeneradastivaram-se
homogéneas; e, d) plantas Alecomosusvar. comosugegeneradas via
organogénese convencional e via CN mostraram-sed&mas entre
si, enquanto plantas da vdracteatusregeneradas via organogénese
convencional apresentaram uma maior susceptibdidadcorréncia de
variagbes morfolégicas. Tomados em conjunto, osiltesos da
presente tese ampliam o conhecimento associadsca@anservagao e
melhoramento do abacaxizeiro.

Palavras-chave Ananas comosuys nivel de ploidia, eficiéncia
regenerativa, biorreator de imersdo temporéria,ilagéb do DNA
global, AFLP, caracteristicas morfoldgicas, orga@rese convencional,
culturas nodulares.
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ABSTRACT

The domestication of commercial Pineappkngnas comosusar.
comosu} belonging to the Bromeliaceae family, startetivieen 6000
and 10000 years ago in the Guiana’s Shield. In 1482n Europeans
arrived in America, Pineapple was spread in lonwd$anof the tropical
America and regions of the subtropical America.the following
centuries Pineapple was spread in the world ancceasolidated as one
of the world’s most economically important fruit egpes. The
commercial production of this species is based mamow genetic base
and the conventional vegetative propagation basesiiokers allows the
dissemination of pest and diseases. Biotechnolbgicds include an
expressive arrangement of technologies that canistasthe
characterization, the improvement, and the fast amdssive
micropropagation of selected pineapple genotypethis way, a better
knowledge about the genetic diversity in this spganay allow the
expansion of the genotypes used in commercial giant, at the same
time allowing a higher efficiency in the planningidaexecution of
genetic improvement and conservation programs. larn t
micropropagation techniques allow the fast and magsroduction of
pest- and disease-free stock plants from elite types, resulting in
plantlets with high genetic and phytosanitary dualHowever, the
micropropagated plantlets present higher costs wimenpared to the
vegetative stocks production costs. In this wag,dbmbination of high
regenerative rates associated with permanent inwners liquid
medium for conventional organogenesis or use opteary immersion
with bioreactors for nodule cluster cultures (NGEmpropagation may
result in significant advances for pineapple micopagation. However
genetic fidelity must be guaranteed for regenerptadts. Taking these
aspects into account, the present thesis aimeq ti:analyze the ploidy
level of pineapple ‘Gigante de Tarauacd’, a traddl landrace from
Acre state, North Brazil; b) to improve the protbem NC associated
with bioreactors of temporary immersion systemtha phase of shoots
elongation; c) to study the global DNA methylatierrels (GDML) and
the fresh mass increase ratio (FMIR) during NC iplidation and
differentiation to microshoots, as well as to easduthe genetic fidelity
through the analyzes of AFLP, ploidy level and nmmipgical
characteristics of regenerated plants; d) to aeatiie genetic fidelity
through morphological characteristics in young auilts plants that
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were micropropagated over successive subculturascenventional
organogenesis in permanent immersion and via N©caged with
temporary immersion systems. The results showetd #hahe cultivar
‘Gigante de Tarauacd’ is triploid (2n=3x=75); b)ethwin flask
temporary immersion system associated with cultueglium free of
plant growth regulation in the phase of shoots gdtion combine high
regenerative efficiency and synchronism in the tgraent of vigorous
shoots; ¢) the GDML in both phases were dynamiak associated to
the FMIR and to the cultures age, in turn, the ysiglof AFLP, ploidy
level and morphological features indicated homoggnén the
regenerated plants; and d) regenerated plant®\.o€omosusvar.
comosus via conventional organogenesis and via NC showed
homogeneity between them, while regenerated ptaEmscomosusar.
bracteatus via conventional organogenesis showed a higher
susceptibility to the occurrence of variant plafitaking together, the
results of this thesis expand the knowledge assatiwith the use,
conservation and genetic improvement of pineapple.

Keyword: Ananas comosusploidy level, regenerative efficiency,
temporary immersion bioreactor systems, global DNwthylation,
AFLP, morphological characteristics, conventionatgamogenesis,
nodule cluster cultures.
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CAPITULO |
INTRODUCAO

1.1. Breve historico e situacdo do problema

O abacaxizeiro comercialflanas comosugar. comosus € uma
bromélia domesticada a partir do ancestral silgeAtrcomosusvar.
ananassoiderno Escudo das Guianas entre 6.000 e 10.000 ares dmt
presente (Coppens d’Eeckenbrugge e Duval, 2009YsApa sua
domesticacdo ele foi disperso por grande partetelaas baixas da
América tropical e de parte da subtropical. Estaraente dispersao foi
faciltada pela propagacdo vegetativa de mudasstesses a
desidratacdo, bem como a possibilidade de produgobebida
fermentada com a fruta (Patifio, 2002). Em 4 de mbve de 1493 a
esquadra comandada por Cristévdo Colombo, em guade viajem as
Américas, teve o primeiro contato documentado cabaraxizeiro em
Guadalupe (Colén, 1947 citado por Patifio, 2002jude momento o
abacaxizeiro jA estava amplamente disperso pelo mowtinente e
apresentava grande diversidade genética com nuoserogltivares
(Coppens d’Eeckenbrugge e Duval, 2009).

O abacaxizeiro despertou grande interesse noseaugdfo logo
foi o contato com a sua fruta o que levou a umped&io da espécie
para coldnias ibéricas tropicais na Africa e naafainda nos séculos
XVI e XVII (Collins, 1949; Patifio, 2002). Provavedmie, nesta
primeira disperséo intercontinental estavam osiveu#s do grupo
Spanish (Rohrbaclet al, 2003). Até entdo, dificilmente chegavam
frutas de abacaxi em boas condicdes na Europa sta ceaneira,
horticulturistas europeus iniciaram, ainda no sge¥Il, o seu cultivo
em casas de vegetacao (London, 1894). Esta formaliile foi viavel
até que, j4 no século XIX, plantas inteiras de axiaeiros vindas das
Américas contendo as frutas comecaram a aparecernmevcados
europeus, o que fez despencar os precos dasgrotdiszidas na Europa
(London, 1894). Estes cultivos em solo europeu lt@sun nos
primeiros registros dos cultivares Smooth Cayenr@ueen, e foi a
partir da Europa que estes dois cultivares foraspetsos para regides
tropicais e subtropicais ao redor do planeta (LondB94; Collins,
1951; Rohrbacket al, 2003).

A partir da segunda metade do século XIX, o endoplhntas
inteiras das Américas foi substituido pelo abastento de abacaxis
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produzidos proximos dos dois grandes mercados nudetes da
época, sendo Acores o principal fornecedor da Eurap Florida,
Bahamas, Cuba e Porto Rico os principais forneesddos Estados
Unidos da América (EUA) (Rohrbagit al, 2003). No inicio do século
XX, melhorias na producao, no beneficiamento eransporte da fruta,
além de fatores politico-econémicos, levaram a mg@s nos principais
fornecedores para estes centros consumidores, estagdes para a
ascensdo do Hawaii (ja como um estado dos EUA) cprimzipal
fornecedor de abacaxi aos EUA, ainda antes da 8ag@uerra
Mundial (Rohrbachet al, 2003; Okihiro, 2009), e de Cote d'lvory a
Europa a partir da década de 60 (CBI Market Sur2608). Hoje em
dia, o mercado internacional de abacaxi € dominpdp quatro
companhias multinacionais que operam, principalment América
Central-Sul e no Sudeste Asiatico (TAPP, 2013).iMAssi0s anos de
2009, 2010 e 2011 os principais exportadores mimdia abacaxi
foram Costa Rica, Bélgica, Filipinas, Paises Baiguador e EUA,
enquanto os principais importadores continuam sdtfidd e Europa
(Unido Européia) (FAO, 2014).

A partir da década de 60 a FAO (Organizacdo dasé¢agnidas
para a Alimentacdo e a Agricultura — Sigla em isglé&/em
acompanhando a producdo mundial de abacaxi no mseddo que,
desde que este acompanhamento iniciou o Brasilreessfeve entre os
maiores produtores mundiais. Nos anos de 2010, 2012012, a
producdo mundial foi de 20.377.659,77, 21.934.58%323.333.886
toneladas, respectivamente. Nestes mesmos anosasil Broduziu,
respectivamente, 2.205.586, 2.365.458 e 2.478.4@8ladas, ficando
em torno de 10,7% da producdo mundial (FAO, 20Agesar disto, a
produtividade alcangcada aqui no Brasil, que entraamos de 2010 a
2012 apresentou uma média de 39.491,23 Kg/ha, aimtantra-se bem
abaixo daquelas apresentadas por paises como #aoGéte d’'lvory e
Benin, que tiveram médias para estes mesmos aridsld&s9, 64.043 e
63.384 Kg/ha, respectivamente (FAO, 2014). Istaper mesmo que a
produtividade da abacaxicultura brasileira tenhmentado cerca de
sete toneladas por hectare entre 2000 e 2012 (RADY), ela ainda
apresenta problemas no sistema produtivo que adengde alcancar
maiores produtividades (Reds al 2012).

Cerca de dois tercos da producdo mundial de abaéaxi
consumida como fruta fresca, cerca de 30% como ctzrg@menos de
5% como suco (Reinhardt e Rodrigues, 2009). Apragimmente 70%
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da producdo mundial de abacaxi € consumida pefwiprpais produtor
(Rohrbachet al, 2003). Neste sentido, o Brasil consome quaseaque
totalidade da producdo interna, que é comerciaitasicamente como
fruta fresca (Reinhardt e Rodriguez, 2009; FAO,40%endo que o
estado de Santa Catarina apresenta um conpemcapitade abacaxi
superior & média nacional, que é fornecido quaseexalusivamente
por outros estados brasileiros (CEASA, 2006).

O estado de Santa Catarina, mais precisamentea adéhSanta
Catarina, tem registros de plantios de abacaxiziEiommentados desde
1543, quando o grupo comandado por Alvarez Nufidefzade Vaca
relatou que naquela época havia nesta ilha muitasaxis cheirosos de
terra firme .. y hay muchas pifias olorosas de las de Tierran€i
(Oviedo y Valdéz, 1852). Plantios comerciais decakaeiro foram
comuns na costa catarinense até a década de 1@#@laga partir de la
houve um declinio na &rea plantada impulsionado goblemas
fitossanitarios (principalmente gomose e broca fosos) e pela
importacdo de abacaxis de outros estados brasil¢itoller, 1981;
Guerraet al, 1999).

No final da primeira década deste século o comégiibal do
abacaxi estava alcancando relevantes 2 bilhGesotiged anuais e
mantendo ainda muito espaco para crescimento (Reihd Rodriguez,
2009). Isto faz do abacaxizeiro uma das plantasfdras de maior
importancia econdmica mundial. Diante desta altaad&la atual e de
uma previsdo positiva em relacdo ao aumento da riddamdanto no
mercado interno quanto no externo, a expectatigaed o cultivo do
abacaxi seja uma atividade promissora para a paq@ermédia
agricultura brasileira. Neste sentido, o conhectmeda historia
ambiental e econémica da espécie e 0 acesso a medds qualidade
genética e fitossanitaria, sdo fatores importangesa levar a
planejamentos de curto e médio prazo para a alwadtaxa no estado e
no Pais.

A abacaxicultura mundial estid baseada em uma testrase
genética, sendo que cultivares do grupo Cayenma &ibrido (MD2)
entre este e outros gendtipos representam maiO¥eda producdo
mundial. Com excecdo do Brasil, que cultiva em madés 80%
variedades do grupo Pérola, os outros principaisepaprodutores
quando nao cultivam variedades do grupo Cayenti&yaoa, em geral,
variedades dos grupos Queen, Singapore Spanishspafi@a Roja
(Coppens D’Eeckenbruggs al, 1997; Rohrbaclket al, 2003; Matos e
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Reinhardt, 2009; Reinhardt e Rodrigues, 2009; TAR®.,3). Neste
sentido, ampliar o conhecimento a respeito da sidade genética
existente no abacaxizeiro comercial permite expamadioferta de
gendtipos para o plantio comercial, assim como fermma maior
eficiéncia no planejamento e na execucdo de pragarde
melhoramento genético e de conservacao de germuglas

De acordo com Coppens d’Eeckenbrugge e Leal (2083ipos
de mudas de propagacdo vegetativa sdo classificaolo® sendo:

Coroa

Pequenas
Coroas
axilares

N
l

Figura 1 — Tipos de mudas de pror;agagéo vegetativa do xdbeira (Figura
adaptada de Coppens d’Eeckenbrugge e Leal, 2003).

A taxa regenerativa natural do abacaxizeiro € bgixando se
leva em consideracdo as recomendacdes de densittadwantios
comerciais para a espécie, variando de cerca de0@B0a 86.000
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plantas/ha (Hepton, 2003). Além disso, mudas praqgbeasg
vegetativamente permitem a proliferacdo de pragéseacas (Teixeira
et al, 2001). Neste sentido, ferramentas biotecnoléglz@seadas na
micropropagacao se configuram como alternativas arproducao
clonal em larga escala de mudas com alta qualifitaksanitaria e
genética (Dal Vescet al, 2001). Entretanto, mudas micropropagadas
de abacaxizeiro ainda apresentam precos superamgsdas mudas
convencionais (Teixeirat al, 2001; Be e Debergh, 2006). Para superar
este gargalo, Guerrat al (1999) estabeleceram um protocolo de
micropropagacao via organogénese convencionalsens de imersao
permanente e meio de cultura liquido com alta &iiwia regenerativa
quando comparado a outros protocolos similaresher8ret al (2013)
desenvolveram um novo protocolo de micropropagagdm esta
espécie, o qual é baseado em culturas nodulare} #€ddciadas a
sistemas de imersdo tempordria e que apresentadealevaxa
regenerativa quando comparado a outros protocelosictopropagacao
do abacaxizeiro. Meio de cultura liquido permiteeducéo do custo do
meio de cultura por dispensar o uso de agentdicgetes; sistemas de
imersdo temporaria proporcionam uma nutricdo maiforme para as
culturas vegetais, frequentes trocas de ar e memhiaces de contato
das culturas com compostos nocivos para o desemeito vegetal,
altas taxas regenerativas permitem diluir o cugtgpibducdo em um
grande numero de mudas produzidas; CN sdo aglooggldbulares
meristematicos de coloracdo verde-clara com teXtiéreel (Dal Vesco

e Guerra, 2010; Scheret al 2013). Entretanto, além da eficiéncia
regenerativa, um protocolo de micropropagacédo gewduzir mudas
que mantém a fidelidade genética (Instrucdo NowmatMAPA
n°22/2012).

1.2. Objetivo Geral

Ampliar o conhecimento a respeito da diversidadeétiea
existente no abacaxizeirdA\rfanas comosugl.) Merril), bem como
avaliar a eficiéncia de diferentes protocolos deropiropagacdo massal
da espécie.

1.2.1. Objetivos especificos
- analisar o nivel de ploidia do abacaxizeiro canaér'Gigante de
Tarauaca’;
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- aumentar a eficiéncia regenerativa do protocasebdo em CN
associadas a sistemas de imersao temporéaria nddasescimento dos
brotos;

- avaliar os niveis de metilacdo do DNA global eirmgementos de
massa fresca das culturas vegetais durante asdagesltiplicacéo de
CN e de diferenciacdo de CN para microbrotos, bemocavaliar a
fidelidade genética das mudas produzidas por éstatravés de AFLP,
nivel de ploidia e caracteristicas morfoldgicas;

- avaliar a fidelidade genética através de caratimas morfoldgicas de
plantas regeneradas ao longo de sucessivas repécpgks protocolos
via organogénese convencional em imersdo permarent@& CN
associadas a sistemas de imersao temporaria.
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CAPITULO Il

GIGANTE DE TARAUA(;A: UM ABACAXIZEIRO TRIPLOIDE
ORIGINARIO DA AMAZONIA BRASILEIRA

Uma versdo deste estudo encontra-se publicada sakegainte
referéncia:

Scherer RF, Olkosky D, Souza FVD, Nodari RO, Guédia (2015)
Gigante de Tarauacd: A triploid pineapple from Biaz
Amazonia. Sci Hortic - Amsterdam 181: 1-3
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GIGANTE DE TARAUACA: UM ABACAXIZEIRO TRIPLOIDE
ORIGINARIO DA AMAZONIA BRASILEIRA

Resumo:Cultivares de abacaxizeiro sdo normalmente dipsoigerém,
alguns cultivares tripldides vem sendo encontrad@igante de
Tarauaca’ € um abacaxizeiro encontrado na Amazdrmisileira que
produz frutas de grande porte (muitas vezes maadas que 15 Kg),
principalmente na regido de Tarauaca, estado de.Atipotetizando
gue estas caracteristicas estao relacionadas gumelode ploidia, nés
investigamos 0 seu genoma por meio de contagenmon@ossomos e
por citdbmetro de fluxo, usando um gendétipo do eaitidipléide Pérola
como controle. A técnica de contagem de cromosséonosalizada por
meio da reacao de Feulgen, e o nivel de ploidie ergt dois cultivares
foi comparado por meio de histogramas oriundositdenetro de fluxo
depois que os nucleos foram isolados e tratadosl@deto de Propideo
e RNAse. O nimero de cromossomos somaticos e o mig ploidias
identificados nos histogramas pelo citbmetro dexdluevelaram a
natureza tripldide do ‘Gigante de Tarauacd’ (2nF®=e o padrao
dipléide do ‘Pérola’ usado como controle (2n=2x=%%ra o melhor de
nosso conhecimento esta é a primeira divulgacdo memrciona a
natureza triploide do ‘Gigante de Tarauaca'.

Palavras-chave Ananascomosus reacdo de Feulgen, contagem de
cromossomos, nivel de ploidia, citbmetro de fluxo.

Abstract: Pineapple cultivars are normally diploids, howeweme

triploids have been found. The ‘Gigante de Tarauasda native

pineapple that produces large fruits (as much akg)5n the region of
Tarauaca, Acre State, northern Brazil. Hypothegitivat this feature is
related with polyploidy, we investigated its genorbg means of
chromosomal counting and flow cytometry, usingtitaglitional diploid

cultivar Pérola as a control. The chromosomal dagnivas performed
by means of the Feulgen reaction, and the ploidgl$ewere compared
in histograms by flow cytometry after the nucleiredsolated and
treated with Propidium lodide and RNAse. The somatiromosome
numbers and ploidy levels identified in the histogs by flow

cytometry revealed the triploid nature of the ‘Giga de Tarauacd’
(2n=3x=75) and the diploid status of ‘Pérola’ usad a control

(2n=2x=50). To the best of our knowledge this s finst report of the
triploid nature of the ‘Gigante de Tarauacd'.
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Keywords: Ananas comosus-eulgen reaction, chromosomal counting,
ploidy level, flow cytometry.

2.1. Introducéao

O abacaxizeiro comercialAflanas comosusar. comosuy foi
provavelmente domesticado no Escudo das Guiandsyes como
ancestral silvestre A. comosus var. ananassoides (Coppens
d’Eeckenbrugge e Duval, 2009). O primeiro contatoopeu com o0
abacaxizeiro foi em 1493, em Guadalupe, e naque&mento esta
planta jA estava domesticada e dispersa por talasras baixas da
América tropical e parte da subtropical (PatiioD20 Reproducéo
assexual, adaptacdo a diferentes ambientes e eldédio inicio da
agricultura na regido amazénica no final do Ple&to séo fatores que
permitem sugerir qué. comosusvar. comosugeve sua domesticacao
iniciada entre 6.000 e 10.000 anos antes do pres@Dbppens
d’Eeckenbrugge e Duval, 2009). Este processo camduzma ampla
variabilidade genética em numerosos morfologicaeedtversos
cultivares (Coppens d’Eeckenbruggeal, 1997).

O abacaxizeiro e seu ancestral silvestre sdo dgdgitendo 50
cromossomos (Collins e Kerns, 1931), e seu genapiide alcanca
526 Mpb (Arumuganathan e Early, 1991). Entretargtantas de
abacaxizeiros triploides tém sido observadas (dgilpb1922; Collins,
1933; Canpinpin e Rotor, 1937; Dujardin, 1991, Gapp
d’Eeckenbrugget al, 2013).

O ‘Gigante de Tarauaca (também chamando de ‘Arroba
Tarauaca’) € nativo da regido de Tarauaca, estadédoade, Regido
Norte do Brasil. Este cultivar produz frutas cormeinsdes médias de
24,2 cm de comprimento por 18,2 cm de didmetrcse pgedio de cerca
de 4,4 Kg (Ritzinger, 1992), maior e mais pesad@ul® os cultivares
produzidos tradicionalmente e comercializados noccat® mundial da
fruta (Coppens d’Eeckenbruggé al, 1997). Além disso, ha relatos de
que este cultivar pode produzir frutas pesando o@igue 15 Kg nos
solos ricos da regido de Tarauaca (Pereira, 2006).

Hipotetizando que as caracteristicas do ‘Giganf€adlauaca’ sao
compativeis com um nivel de ploidia diferente dasdtivares de
abacaxizeiros tradicionais, nds investigamos ogegioma por meio de
contagem de cromossomos e por citbmetro de flusamadp um cultivar
dipléide tradicional, ‘Pérola’, como controle.
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2.2. Material e Métodos

O material vegetal utilizado foi proveniente dadlticares
Gigante de Tarauaca e Pérola (Figura 1). Um gemdtip ‘Gigante de
Tarauaca’ foi coletado em uma pequena producaoumicipio de Porto
Velho, no estado de Rondénia, Regido Norte do Besiutro exemplar
deste cultivar (BGA 137) foi coletado no Banco Atde Germoplasma
da Embrapa Mandioca e Fruticultura, no municipicCdéz das Almas,
estado da Bahia, Regido Nordeste do Brasil (Fig243, para a
realizacdo de um re-teste. O genétipo do ‘Pérata’ cbletado na
Fazenda Experimental da Ressacada — UFSC. Pontaizég de ambos
cultivares foram coletadas e expostas ao processoolbracdo dos
cromossomos (Dujardin, 1991), com as seguintesfivagbes: no pré-
tratamento, as amostras foram mantidas por 12h €@ ém uma
solucéo saturada de Paradiclorobenzeno; o reader8ehiff, preparado
de acordo com Kodousek (1969), foi usado para @yaromossomos
(reacdo de Feulgen); o uso da pectinase e daselidaeliminado; e as
laminas foram coradas com carmin acético (2%). Bseovacdes foram
realizadas com microscépio de luz Olymp@Xx-40 (Olympus, Tokyo,
Japan) e fotografadas usando o sistema de capguirm@agiem DP_71
(Olympus).

Cerca de 200 mg (massa fresca) de folhas forandgsoesom um
bisturi em uma placa de Petri contendo 0,4 mL dacéo tampéo
OTTO | (0,1 M &cido citrico; 0,5% Twen20; a 4 °C) para o
isolamento dos nucleos. As solucdes foram filtraetasuma malha de
nylon com poros de 40 um e incubadas por 60-180nmiaescuro e sob
temperatura ambiente. Em seguida, cada amostriétfada em uma
malha de nylon com poros de 30 um e a elas adid&n8,5 mL de
solugéo tampdo OTTO Il (0,4 M MN4PQO, temperatura ambiente)
contendo lodeto de Propidio e RNAse, ambos & 10y Foram
analisados ao menos 5.000 nucleos por amostra emitGmetro de
fluxo BD FACS-CANTO II (BD Biosciences, San JoseA)Ccom 4
repeticbes. Comparacdes dos niveis de ploidia estréois gendtipos
foram feitas de acordo com os picos visualizadeshigtogramas.

2.3. Resultados

As contagens de cromossomos e 0s niveis de pldefitificados
nos histogramas pelo citdmetro de fluxo revelaramatareza tripléide
do ‘Gigante de Tarauacd’ (2n=3x=75) (em ambos ostjmos, tanto no
proveniente de Rondbnia, quanto no proveniente aldalp e o padrédo
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diploide do ‘Pérola’ (2n=2x=50) usado como contr(fgguras 2B-F).
De acordo com nosso conhecimento, esta € a prirdeitdgacdo a
respeito da natureza tripléide do ‘Gigante de Tacdu

Figura 1. Frutas de abacaxizeiro. A) Cultivares Gigante deiiaca e Pérola,
respectivamente, barra = 10 cm; B) fruta do ‘Gigate Tarauaca’' na planta; C)
fruta do ‘Pérola’ na planta.

2.4. Discusséao

Abacaxizeiros tripléides apresentam normalment@adrmaiores
e mais pesadas do que os dipldides, assim comoegstéado para 0s
cultivares Cabezona (Collins, 1933), Monte Oscufoa&ara (Morton,
1987; Chanet al, 2003). Um gendtipo tripldide d&. comosusvar.
ananassoideschamado de Ananas dos indios, também produz gsand
frutos quando comparado aos outros genotipos dasdtdade botanica
(Lin et al, 1987; Dujardin, 1991; Coppens D’eekenbuggal, 2013).
De acordo com Ritzinger (1992), o ‘Gigante de Tacal também
apresenta estas caracteristicas, que agora podegorselacionadas
com a triploidia. Adicionalmente, ndés sugerimos quesistema de
producdo tradicional dos agricultores da regido #arauaca
(principalmente relacionado com o tempo do ciclewalévo de cerca de
2 anos) e as Otimas caracteristicas ambientaiopd@aenvolvimento da
espécie interajam com o genotipo triploide parapra naquela regido
as frutas enormes reportadas.
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Figura 2. ‘Gigante de Tarauacd’ um abacaxizeiro tripl6ide Phanta e fruto do
‘Gigante de Tarauacd’; B) cromossomos do abacawizéipldide ‘Pérola’
(2n=2x=50); C) cromossomos do abacaxizeiro trigldi@igante de Tarauacd’
(2n=3x=75); D) nivel de plodia analisado por citbrmele fluxo em amostras
misturadas dos abacaxizeiros ‘Pérola’ diploide egaBte de Tarauacd’
tripléide; E) nivel de plodia analisado por citdroetle fluxo em amostras de
‘Pérola’ diploide; e F) nivel de plodia analisador gitdmetro de fluxo em
amostras de ‘Gigante de Tarauacd’ triploide.
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Abacaxizeiros tripléides, tais como ‘Gigante dealimca’ (Matos
e Reinhardt, 2009) e ‘Cabezona’ (Coppens d’Eeckeygm et al,
1997), tem sido cultivados em plantacfes comercip®ém, em
propor¢cdes muito menores do que cultivares dipittradicionais
descritos por Coppens d’Eeckenbruggial. (1997). NOs sugerimos que
a natureza triploide do ‘Gigante de Tarauacd’ é gorsequéncia da
unido de um gameta hapldide (n) com um gameta edazido (2n),
como reportado por Collins (1933) e Heilborn (192#n outros
gendtipos de abacaxizeiros tripléides. A taxa dealas ndo reduzidos
(2n) em abacaxizeiros diploides esta entre 0 e 6{&%bppens
d’Eeckenbrugget al, 2013).

Além da rara combinacdo genética, nds sugerimosogtres
gargalos para a formacéo de abacaxizeiros trigégi®m a forma de
cultivo convencional através de lavouras clonasselecdo humana. O
abacaxizeiro apresenta auto-incompatibilidade gafftied (Brewbaker
e Gorrez, 1967) e sua reproducao é basicamentaudas de producao
vegetativa (Coppens d’Eeckenbrugge e Leal, 2008)éaoe plantas
originadas via semente sd@o raras em sistemas coomeais de cultivo
de abacaxizeiro. Embora seja de conhecimento quenslsistemas
tradicionais de cultivo de plantas propagadas e¢igatnente permitem
a incorporacdo de plantas via semente, como arsistke producgéo de
mandioca feito por amerindios amazoénicos (Mogegl, 2011). Desta
forma é possivel que 0 mesmo tenha ocorrido corhageaxizeiro na
regido de Tarauaca.
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CAPITULO 1lI

EFEITOS DO SISTEMA DE IMERSAO E DO ACIDO
GIBERELICO NO CRESCIMENTO DE MICROBROTOS E NA
ACLIMATIZACAO DE ABACAXIZEIRO

Uma versdo In Press deste trabalho encontra-se asaeguinte
referéncia:

Scherer RF, Holderbaum DF, Garcia AC, da Silva 3feinmacher
DA, Guerra MP In Pres3 Effects of immersion system and
gibberellic acid on the growth and acclimatizatioof
micropropagated pineapplérop Breed Appl Biot.
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EFEITOS DO SISTEMA DE IMERSAO E DO ACIDO
GIBERELICO NO CRESCIMENTO DE MICROBROTOS E NA
ACLIMATIZACAO DE ABACAXIZEIRO

Resumo: Protocolos de micropropagacédo baseados na ratagsgiva
de organogénese convencional possibilitam a preddgdmudas de
abacaxizeiro isentas de pragas e doencas. Porémaln@ente as mudas
micropropagadas apresentam altos custos quandcacadas as mudas
propagadas pela forma convencional. Recentemeingstibelecido um
protocolo de micropropagacdo de abacaxizeiro pdp rde culturas
nodulares (CN) associado ao emprego de biorreatdeesmersdo
temporaria, o qual revelou uma alta eficiéncia negativa. Objetivando
a otimizacdo deste protocolo na fase de crescimdatdrotos foi
estabelecido um experimento completamente casdalizaom trés
fatores: 1) sistema de imersdo (permanente emoBade cultivo ou
temporaria por frascos duplos); 2) suplementacéméam, ao meio de
cultura com Acido Giberélico (Ag; e 3) a classe de altura de brotos.
Foram avaliados os efeitos na taxa de regeneragfinefo de novos
brotos para cada 1 g de massa fresca (MF) de mitoshinoculada], na
MF por broto em cada classe de altura de brotosqanfresca total dos
brotos dividido pelo nimero de brotos pesados) sobeevivéncia dos
brotos. Interacdes significativas (p<0,05) foransesliadas na taxa de
regeneracdo, e efeitos simples (p<0,05) foram t&etes na MF por
broto. Todos os tratamentos resultaram em sobnesitvéde mudas
superior a 95% na aclimatizacdo. Combinando tod®sesultados
obtidos, constatou-se que a associacdo entre emsistle imersao
temporaria em frascos duplos e o meio de cultura A6; permitiu a
otimizacé@o do protocolo devido a alta taxa regeiverapresentada e a
formacado de brotos que se apresentaram vigorosas@climatizacao.
Esta combinagdo também demonstrou resposta positivam sistema
de imersdo temporaria usual em biofabricas qudzaitiimersao
temporéria por frascos duplos em garrafas plastigesPET, de 5 L.
Palavras-chave: Ananas comosus culturas nodulares, eficiéncia
regenerativa, biorreator de imerséo temporaria.

Abstract: Micropropagation based techniques enable the mass
production of pest- and disease-free stock plafkiewever, the
micropropagated plantlets present higher costs wimenpared to the
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vegetative stocks production costs. Recently, aropropagation
protocol was established based on nodule clustdiures (NC)
associated with bioreactors of temporary immerssystems which
showed high regenerative efficiency. Aiming at ppting pineapple
micropropagation, a complete randomized experimétht three factors
was established: 1) immersion system (twin flaskspiorary immersion
and permanent immersion); culture medium (suppléateor not with
GAy); and class of shoot height. The effects on regdion rate
(number of new shoots per 1g fresh mass (FM) ofcufaied
microshoots), FM per shoot, and shoot survival weraluated.
Significant interactions (p<0,05) were observethia regeneration rate,
and simple effects (p<0,05) were detected for FM gleoot. All
treatments resulted in a survival rate higher @&¥. Altogether, it was
found that twin flasks temporary immersion and M@ture medium
free of GA allowed the optimization of the protocol used,thg high
regeneration rate presented and by the vigorougl@is formed. This
treatment was tested with positive response inofabiliory system that
uses sterile plastic bottles (5 L).

Key words: Ananas comosusnodule cluster cultures, regenerative
efficiency, bioreactors of temporary immersion.

3.1. Introducéo

O abacaxizeiro comercialAflanas comosusar. comosuy foi
domesticado no norte da América do Sul a partegpetcie selvagem
comosusrar. ananassoidefCoppens d’Eeckenbrugge e Duval, 2009), e
atualmente é uma das principais frutas tropicaismescado global
(FAO, 2014). O uso de propagulos de baixa qualidiéokesanitaria nos
cultivos comerciais da espécie € ainda um dos ipdisc gargalos da
producdo, uma vez que a principal forma de prodeg@wencional de
mudas € via propagacdo vegetativa, que permitesgeminacdo de
pragas e doencas (Be e Debergh, 2006).

Protocolos de micropropagacéo, principalmente cgedios em
organogénese convencional, se configuram comonattea para a
producdo clonal em larga escala de mudas com altidgde
fitosanitaria e genética (Dal Vesad al, 2001). Porém, mudas de
abacaxizeiro produzidas por esta técnica aindeseptam altos custos
quando comparadas as mudas convencionais (Teétedla 2001; Be e
Debergh, 2006). Uma nova técnica de cultimovitro, baseada em
culturas nodulares (CN), vem demonstrando altaéefita regenerativa
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para espécies da familia Bromeliaceae (Guerra & &ado, 2010), entre
elas:Vrisea reitzii(Dal Vesco e Guerra, 2010BdIbergia zebrina(Dal
Vescoet al, 2011). Culturas Nodulares sdo aglomerados chobsl|
meristematicos de coloracdo verde-clara com teXtiéreel (Dal Vesco
e Guerra, 2010). Baseados nesta abordagem, Schierdr (2013)
estabeleceram um protocolo para a micropropagagaabecaxizeiro
baseado em CN, no qual sistemas de imersdo terngdidam
utilizados nas fases de multiplicagdo de CN e difeiacédo de CN para
microbrotos. Porém, pode ser notado que na faseredimento de
brotos estes autores testaram diferentes dose&glapknas em sistema
de imersdo permanente.

Sistemas de imersédo temporaria possibilitam umamtaka de
multiplicacdo, menor necessidade de méo de obtdizagdo de meio
de cultura liquido, podendo assim reduzir os cud®gproducio das
mudas (Feusest al, 2003; Rech Filhet al, 2005; Steinmacheat al,
2011). Escaloneet al (1999) desenvolveu o sistema de imersao
temporaria por frascos duplos para a micropropagegdabacaxizeiro,

e posteriormente outros estudos comprovaram #mdia deste sistema
para a micropropagacao de outras espécies (EteBwethouly, 2002;
Rech Filhoet al, 2005; Niemenalet al, 2008; Steinmacheet al,
2011). Além disso, segundo Feuserl (2003) este sistema de imerséo
temporaria resulta em uma menor taxa de variacAmadonal em
abacaxizeiro quando comparado a imersao permanente.

Giberelinas s8o um grande grupo de A&cidos -carbosili
diterpendides tetraciclicos que apresenta mais rda oentena de
representantes. S&o sintetizadas nos plastidiodomembranas e
citosol. Muitas delas apresentam funcéo de regréadde crescimento,
e trés delas sdo as mais abundantes em plantasosemeAG, AGs
AG,. Em plantas, elas atuam em diferentes processos)o c
germinacgéo, reproducdo, estimulo ao elongamentdacekntre outros
(Hedden e Thomas, 2012). Na micropropagacao dedhiasrutiliza-se
frequentemente o A4s para promover o elongamento celular e
consequentemente o elongamento de brotos (Escelaia 1999; Dal
Vesco e Guerra, 2010; Dal Veseb al, 2011; Schereet al, 2013).
Entretanto, poucas informacoes a respeito dosfdiéste componente
em plantas micropropagadas de abacaxizeiro ténrejmotadas.

Escalonaet al (1999) reportaram a existéncia de uma correlacéo
positiva entre o vigor na aclimatizagéo e o tamahindroto, de forma
similar Chenevareét al (1995) correlacionaram peso de brotos (matéria
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seca) com a quantidade de energia acumulada e aasisééncia do
caule. Desta forma, brotos grandes e pesados pdid@nuir as perdas

na aclimatizagdo de mudas produzidas vitro, que segundo
Steinmacheet al (2007) é a fase mais critica, uma vez que acumula
todos os custos de producdo até entdo envolvidos.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar difarentes
classes de altura de brotos o efeito do sistemdndesido e da
suplementacdo, ou ndo, ao meio de cultura com A& taxa de
regeneracgao e na matéria fresca por broto; bem ewal@r o efeito dos
tratamentos na aclimatizacdo e no desenvolvimardial.

3.2. Material e Métodos
3.2.1. Fase in vitro

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fisidgdogdo
Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDGV)/UFSC. lt@as
nodulares do cultivar Pérola induzidas em organesgrtonvencional
sob o protocolo de Guerrat al (1999) foram coletadas na terceira
repicagem e transferidas para a fase de multiglcage CN do
protocolo estabelecido por Scheetral (2013). Apds quatro semanas,
as CN formadas nesta fase foram inoculadas emtap@4TA® para a
formagcdo de microbrotos. Finalmente, apds mais rguaemanas,
microbrotos desenvolvidos em aparatos RiTiAram utilizados como
explantes no presente estudo (Figura 1A).

Utilizou-se meio de cultura basal (MSB) com a folagéo salina
MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com/l3degysacarose e
vitaminas de Morel (Morel e Wetmore, 1951). O pldustado para
5,56 antes da autoclavagem a 1,1 atm e 121°C pomi0D O
delineamento experimental utilizado foi o de bloamsnpletamente
casualizados, com trés fatores: 1) sistema de #mfipermanente em
frascos de cultivo (69 x 121,7 mm / 350 mL) (SIR)temporaria por
frascos duplos em erlenmeyers de 2 L (SIT-FD)ls#)lementacdo ao
meio de culturgMSB ou MSB + 10 uM de Ag; e 3) classe de alturas
de brotos(2-3 cm, 3-4 cm, 4-5 cm, 5-6 cm, 6-7 cm, e maiares 7
cm). O experimento contou com quatro repeticOasjsgue a unidade
experimental do SIT-FD consistiu em uma dupla dscios contendo 5
g de microbrotos como in6culo, e a unidade experiahedo SIP
consistiu em 5 frascos, cada um contendo 0,5 gidelpnotos como
in6culo. Utilizou-se a razdo de 30 mL de meio détuca para a
inoculagcéo de cada 0,5 g de massa fresca de notosbmas unidades
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experimentais. Para a inoculacdo, os clusters deobmbtos foram
seccionados, formando agrupamentos de aproximaderfeh cm de
diametro (Figura 1B e 1C, respectivamente).

Figura 1 — Desenvolvimentoni vitro e ex vitrode brotos de abacaxizeiro. A)
Microbrotos desenvolvidos em sistema de imersdopoednia RITA; B)
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microbrotos antes do seccionamento para a redugfanthnho; C) microbrotos
apos o seccionamento para a reducdo do tamanhbyrdis formados em
sistemas de imersao temporaria e de imersédo penteaiee F) brotos apds 60
dias da aclimatizagdo; G, H e 1) sistema de biatalppara producao massal de
mudas usando garrafas plasticas esterilizadasP&JIo(5L).

No sistema de imersdo tempordria as culturas pe&resm em
contato com o meio de cultura por 3 min a cadaMplds 8 semanas de
desenvolvimento, avaliou-se a taxa de regeneragdmefo de novos
brotos para cada 1 g de MF de microbrotos inoclladgaMF por broto
em cada classe de altura de brotos (massa fretgladims brotos
dividido pelo nimero de brotos pesados). Os dawtas analisados por
ANOVA. A distribuicdo normal dos residuos e a hosuasticidade
foram checadas por analises exploratérias grafiQasPlots, graficos
de disperséo e graficos dos residuos). Os dadtexdale regeneracéo
mostraram adequacdo aos pressupostos do modelar. link
transformacao Box-Cox (Box e Cox, 1964) foi utilzagpara normalizar
a distribuicao dos residuos nos dados da varid¥epM broto, e neste
caso as médias estimadas foram reportadas apé®-@raasformacéo.
Quando encontrados efeitos significativos as méftiemm separadas
pelo método SNK, considerando 95% de confiabilidade

3.2.2. Fase de aclimatizacao

Brotos foram aclimatizados em mistura (1:1) de aade arroz
carbonizada e substrato comercial Tropsftdtorestal (Vida Verde,
Mogi-Mirim, SP, Brasil) em bandejas de 128 célulbsilizaram-se
brotos maiores que 2 cm, previamente submetidos teatdmentos
durante a fase de crescimento de brotos: meio MBBireersédo
temporéria (n = 96 brotos); meio MSB com 10 uM d&Am imersao
temporéarigdn= 160 brotos); meio MSB em imersdo permanentel{f6é=
brotos); meio MSB com 10 puM de A@m imersédo permaner(te= 64
brotos). A sobrevivéncia das plantulas foi avaliageds 60 dias da
transferéncia para estufa de aclimatizacédo (FiglEaF), utilizando o
teste de? em tabela de contingéncia YXZ.

3.2.3. Teste em biorreatores de imersdo tempondaia producdo em
larga escala

O melhor meio de cultura observado no sistema dersEo
temporéaria em frascos duplos utilizando erlenmelge2L foi testado
em biorreatores de imersao tempordria utilizandoafss plasticas, tipo
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PET, usual em biofabricas. Reaproveitaram-se garrdé agua e de
suco de laranja de 5L que foram lavadas com aglelezgente neutro,
esterilizadas utilizando solugdo de hipocloritosddio 1% durante 1h e
entdo lavadas com agua destilada esterilizadaacddatcamara de fluxo
laminar. Os outros componentes do biorreator foesterilizados em
autoclave a 1,1 atm e 121°C por 20 min. Foram il@os cinco
gramas de microbrotos seccionados e utilizou-sed& meio de cultura
por conjunto de biorreator. Ap6és 8 semanas de debémento os
brotos foram aclimatizados.

3.3. Resultados e Discusséo
3.3.1. Fase in vitro
3.3.1.1. Fase in vitro: Taxa de regeneragao

Para a variavel nimero de brotos, todas as intesagdiplas
foram significativas (p<0,05) (sistema de imers&dasse de alturas de
brotos; sistema de imers&o x meio de cultura; rdeicultura x classe
de alturas de brotos) e ndo houve interacéo {(i»@,05).

A taxa de regeneracao obtida nos dois sistematefmndente da
classe de altura de brotos (Figura 2). Nas clags@senor tamanho (2 a
3 cm e 3 a4 cm) os tratamentos em imersao perieapeyporcionaram
0S maiores numeros de brotos. Na classe interneedé@a 5 cm) ndo
houve diferenca significativa entre os sistemas.efanto nas classes de
maior tamanho (5 a 6 cm, 6 a 7 cm, e maiores gqom)7as maiores
taxas de regeneracdo foram encontradas no SIT-F&ult@dos
similares indicando a superioridade de sistemaisngesdo temporaria
na producdo de brotos e plantulas de maior tamaghando
comparados a sistemas de imersdo permanente fdvaemvados em
pupunha (Steinmacheat al, 2011), eucalipto (Oliveirat al, 2011),
morango (Hanhinevat al, 2005), cedro-cheiroso (Pefa-Rodrigeéz
al., 2010), capim-lim&o (Qialat al, 2006), cana-de-agucar (Lorergto
al., 1998) e seringueira (Etiene¢ al, 1997). Observa-se também que
0s tratamentos em imersdo temporaria proporcionasam maior
estabilidade na taxa de regeneracdo para as désrelasses de alturas
de brotos. Enquanto que em SIT-FD cinco das cladseslturas de
brotos ndo apresentaram diferencas significativaantendo-se no
mesmo nivel da maior taxa de regeneracdo; em SiRehama
concentracdo da producdo de brotos nas classesuer tamanho e
uma menor producdo de brotos grandes. Estes mssiltéoram
semelhantes aos observados mupunha (Steinmacheat al, 2011) e
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em cedro-cheiroso (Pefia-Rodriguéz al, 2010). De acordo com
Chenevardet al (1995), Escalonat al (1999) e Steinmachest al
(2011) brotos maiores permitem uma melhor respustaclimatizacao.
Portanto, sugere-se que SIT-FD seja mais indicada @ producdo em
larga escala de brotos de abacaxizeiro.

Taxa de regeneracéo de brotos

2-3cm

>7cm

3-4cm 4-5cm 5-6cm 6-7cm
Classe de tamanho de brotos

Figura 2 — Efeitos do sistema de imersdo na taxa de regglerde brotos de
abacaxizeiro (média *+ desvio padrédo) em diferecigsses de altura de brotos.
Médias seguidas de letras diferentes, mailsculas es sistemas de imersao e
mindsculas dentro de cada sistema de imersao,ifgiendes de acordo com o
teste de separacdo de médias SNK a 95% de coitfatgl SIP: Sistema de
imersao permanente; SIT-FD: Sistema de imersdo dearip por frascos
duplos.

Sugere-se que o SIT proporcione melhores e maiogéneas
respostas devido ao menor tempo de contato do eeetwltura com as
culturas, a uma distribuicdo uniforme de nutriemtésrenovacao do ar.
Tais fatores permitem um melhor desenvolvimentoadétsiras porque,
em geral, facilitam a respiracdo celular das cafuregetais e levam a
um menor acimulo de compostos nocivos, como sugpaddSchereet
al. (2013) e Steinmachet al (2011). Além disso, o SIT proporciona
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uma melhor nutricdo celular quando comparado asrsime
permanentes, uma vez que em SIT o meio de cultqtedd, sem
gradientes de nutrientes, entra em contato com uma#&r area
superficial das culturas. Sugere-se também questensa de imerséo
temporaria possibilite uma maior densidade de brote,
consequentemente, maior crescimento vertical dero

A taxa de regeneracdo também foi dependente dagéte entre
composi¢do do meio de cultura e a classe de a&iaotos (Figura 3).

50 4
45
40 -+
35 4
30 4 ]
Ba

25 1

20 A

ﬂw u

2-3cm 3-4cm 4-5cm 5-6cm 6-7cm >7cm

Classe de tamanho de brotos

Taxa de regeneracgéo de brotos

MSB + AG; D MsSB
Figura 3 — Efeitos do meio de cultura (MSB ou MSB + 10 u&AlG;) na taxa
de regeneracao de brotos de abacaxizeiro (médkavialpadrao) em diferentes
classes de altura de brotos. Médias seguidas des ldiferentes, mailsculas
entre os meios de cultura e mindsculas dentro da o@io de cultura, séo
diferentes de acordo com o teste de separacdo dasn&NK a 95% de
confiabilidade.

Nas classes de menor tamanho (2 a 3 cm e 3 a 4osm)
tratamentos sem a suplementacédo de ABporcionaram 0S maiores
numeros de brotos. Nao foram encontradas difereramslasses de 4 a
5cm,5a6cm, e 6a7cm. Porfim, na classe a@ermaltura (brotos
maiores que 7 cm), os tratamentos com a suplenéentde AG
apresentaram a maior taxa de regeneracdo. Tra@snamplementados
com AG também se mantiveram com um numero mais estavel de
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brotos nas diferentes classes de altura, resul@amdom crescimento de
brotos mais sincrénico. Em outros trabalhos baseamsn CN com
bromeliaceas a regeneracdo de brotos e o sincroniastes foram
estimulados pela adicdo de Ao meio de culturgDal Vesco e Guerra,
2010; Dal Vescat al, 2011; Schereet al, 2013), e 0 mesmo também
foi reportado para outras culturas em outras n@gsnerativas (Dronne
et al, 1999; Pefia-Ramirex al, 2010).

A interacdo entre o sistema de imersdo e o meicultera
(Tabela 1) mostrou que no SIP a maior taxa regéwarimi observada
no MSB sem A@ enquanto que no SIT-FD ndo foi encontrado
diferenca quanto a presenca ou ndo deg. AGnteressante notar que em
SIP a variagdo no numero de brotos produzidos i@gsdréo) foi
muito maior do que em SIT-FD, atestando a produgdis homogénea
em SIT. Quanto a suplementacdo, ou ndo, dead@1SB,observou-se
que no MSB suplementado com AG SIT-FD apresentou a maior taxa
de regeneracdo, enquanto que quando se observdBoskm AG o
SIP apresentou a maior taxa de regeneracdo. Dewnfdizar,
entretanto, que de acordo com o desvio padrdo é-BlThostrou em
geral uma mais sincronica e estavel producéo desro

Tabela 1- Efeitos do meio de cultura (MSB ou MSB + 10 uMAIG;) na taxa
de regeneracdo (média + desvio padrao) de brotebatmaxizeiro em diferentes
sistemas de imersdo (temporaria (SIT-FD) ou permen&IP)).

Sistema de imersao

Meio de cultura

SIP SIT-FD
MSB + AG; (10 pM) 8,5+8,6B b 11,0+32Aa
MSB 13,1+16,A a 95+6,1Ab

Médias seguidas de letras diferentes, mailsculasohma e mindsculas na
linha, sdo diferentes de acordo com o teste daagimmde médias SNK a 95%
de confiabilidade.

3.3.1.2. Fase in vitro: massa fresca por broto

Com relacdo a MF por broto, observaram-se difesenca
significativas nos trés fatores simples (p<0,059s menhuma interacéo
entre eles foi detectada. Brotos desenvolvidos & dpresentaram
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maior peso do que aqueles desenvolvidos em SITERLYH g contra
0,112 g). Além disso, brotos cultivados em MSB &@3 foram mais
pesados que aqueles cultivados em MSB com (@378 g contra 0,111

g). Assim, o MSB sem Aggerou brotos mais pesados, enquanto que 0
MSB com AG gerou brotos maiores, porém mais finos, com edsren
maiores e folhas mais finas e elongadas. Mesmmasgsi observado
um aumento crescente na MF por broto na medidauensejaumentava

a classe de altura dos brotos (tabela 2).

Tabela 2- Efeitos da classe de altura de brotos de almaexi(cm) na massa
fresca por broto.

Classe de altura de Massa fresco por broto
brotos (cm) (g/broto)

>7 0,338%A

6-7 0,2208B

5-6 0,194@

4-5 0,136%C

3-4 0,087D

2-3 0,054&

Médias seguidas por letras diferentes séo difesafdeacordo com o teste de
separacao de médias SNK a 95% de confiabilidade.

Observa-se também que brotos desenvolvidos em SIP
apresentaram-se mais compactos do que os des@wosokin SIT-FD,
porém, numa escala mais sutil que a diferenca hdgif@ relacionada
com a suplementacdo ou ndo comzAHgura 4).

3.3.2. Fase de Aclimatizacdo

A varidvel sobrevivéncia de brotos n&o apresentideremhca
significativa (p>0,05) e todos os tratamentos namatn sobrevivéncia
superior a 95%. Resultados similares foram repostadm outros
trabalhos com o abacaxizeiro (Gueaiaal, 1999; Sripaoraya&t al,
2003; Aminet al, 2005; Scherest al, 2013). Brotos desenvolvidos em
SIT-FD e MSB sem Ag apresentaram o0 maior vigor apds a
aclimatizacao (dados ndo mostrados), mostrand@ieciarentre o vigor



50

das plantas aclimatizadas e o peso de brotos eadéasrescimento de
brotosin vitro.

3.3.3. Teste em biorreatores de imersédo tempondaia producdo em
larga escala
O melhor tratamento, SIT-FD com o uso de MSB sem, A%

testado com sucesso em um sistema de biofabricasguem sistema de
imersdo temporaria em frascos duplos usando garRET de 5 L
(Figuras 1G-l). Atualmente, biofadbricas no Brasimt usado este
modelo de SIT para, principalmente, a producédo @&mal escala de
cana-de-acucar. Nossas observagfes indicam qusistsima também
pode ser aplicado eficientemente para a produc&sahde mudas de
abacaxizeiro.

Figura 4 — Brotos de abacaxizeiro (3 a 4 cm) micropropagan sistema de
imersao temporaria (SIT-FD) e de imersdo permanésife), com ou sem a
suplementacéo de A@o meio de cultura (MSB). Barras = 4 cm. A) Brotos
desenvolvidos em SIP com a suplementacdo dg &kGMSB; B) brotos
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desenvolvidos em SIT-FD com a suplementacdo dg a®GMSB; C) brotos
desenvolvidos em SIP sem a suplementacdo dg adGMSB; D) brotos
desenvolvidos em SIT-FD sem a suplementacdo dead®ISB.

3.4. Conclusodes

Os resultados do presente trabalho mostraram goenhinacéo
do SIT-FD e do MSB sem A{Gresultaram numa alta eficiéncia
regenerativa, na producéo sincrénica e homogénbeottes vigorosos e
na alta taxa de sobrevivéncia de brotos na aclaghb.
Adicionalmente, o SIT-FD necessita de menos méokia-e o MSB
sem AG representa um menor custo para 0 meio de culiunaos,
estes fatores contribuem para (i) reducéo no aesforoducéo da muda
micropropagada de abacaxizeiro, e (i) na exprassnelhora nos
protocolos de micropropagacéo de abacaxizeiro @t#oepublicados.
Por fim, considera-se que estas caracteristicapsinissoras para a
producdo em larga escala de mudas de abacaxireibiéibricas.
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CAPITULO IV

NIVEIS DE METILACAO DO DNA GLOBAL EM CULTURAS
NODULARES E FIDELIDADE GENETICA DE PLANTAS
REGENERADAS DE ABACAXIZEIRO

Uma versdo deste estudo encontra-se publicada sakegainte
referéncia:

Scherer RF, Fraga HPF, Klabunde GF, da Silva DAerauMP (online
first) Global DNA methylation levels during the dgepment of
nodule cluster cultures and assessment of gendgiity of in vitro-
regenerated pineapple plant&n@nas comosusar. comosus J
Plant Growth Regul
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NIVEIS DE METILACAO DO DNA GLOBAL EM CULTURAS
NODULARES E FIDELIDADE GENETICA DE PLANTAS
REGENERADAS DE ABACAXIZEIRO

Resumo: O abacaxizeiro comerciabflanas comosugar. Comosu} é
uma frutifera de grande importancia econdmica nainBiecentemente
um protocolo de micropropagacéo baseado em culbadglares (CN)
e que apresenta altas taxas regenerativas foietetatn. Objetivando
expandir o entendimento a respeito da regulacdexgeessao génica
neste protocolo, os niveis de metilacdo do DNA @ldhlMDG) e os
incrementos de massa fresca (IMF) durante as éesenultiplicacéo de
CN e de diferenciacdo de CN para microbrotos foazaliados depois
de 0, 9, 18, 27 e 36 dias em cultivo. Adicionalregnplantas
regeneradas foram aleatoriamente coletadas e @asliguanto a
fidelidade genética por meio da técnica de Ammlifi’|agment Length
Polymorphism (AFLP), do nivel de ploidia analisguw citometria de
fluxo, assim como por observacdes fenotipicas datasr Os NMDG
apresentaram-se dindmicos nas duas fases estudadastavam
associados ao IMF e a idade das culturas, por ema as analises
baseadas em AFLP, nivel de ploidia e em caradtadsimorfoldgicas
indicaram que as plantas regeneradas mantiverdrmoraegéneas. De
acordo com nosso conhecimento, esta é a primewalgdcdo que
associa NMDG de culturas vitro com analises de fidelidade genética,
acessadas por AFLP, nivel de plodia e caractexsstimorfoldgicas.
Palavras-chave: Ananas comosusHPLC, AFLP, nivel de ploidia,
citbmetro de fluxo, fendtipo.

Abstract: Commercial pineapple AQanas comosus/ar. comosu}p
presents a significant impact on the global frudrket. Recently, a
micropropagation protocol was established basednadule cluster
cultures (NC) which showed high regenerative efficy. Aiming to
expand the understanding of gene regulation in pinegocol, global
DNA methylation levels (GDML) and fresh mass inaeaatio (FMIR)
during NC multiplication and differentiation to mishoots were
evaluated at 0, 9, 18, 27 and 36 days in cultureaddition, genetic
fidelity of randomly chosen regenerated plants amalyzed by means
of Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLPpW cytometric
analysis of ploidy level, as well as observationpb&notypic features.
The GDML in both phases were dynamics and assactat€éMIR and
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the cultures age, in turn, the analysis of AFLPigy level and
morphological features indicated homogeneity inrdgenerated plants.
To the best of our knowledge this is the first m@ssociating GDML
of in vitro cultures with analyses of genetic fidelity assddsg AFLP,
ploidy level and phenotype of regenerated plantlets

Keywords: Ananas comosusHPLC, AFLP, ploidy level, flow
cytometry, phenotype.

4.1. Introducéo

O abacaxizeiro comercial\flanas comosugar. Comosus € uma
planta da familia Bromeliaceae que tem como ced&oorigem de
domesticagcdo a regido do Escudo das Guianas (Ceppen
D’eeckenbrugge e Duval, 2009). Técnicas de cullertecidos vegetais
baseadas na organogénese tém sido empregadas pacpagacao
massal de mudas clonais, isentas de pragas e do@agarraet al,
1999; Teixeiraet al, 2001). Estas mudas apresentam-se com alta
gualidade fitossanitaria, porém, apresentam altastos quando
comparadas as mudas convencionais (Be e Deberghg).20
Recentemente foi desenvolvido um novo protocolm@eopropagacao
para esta espécie, o qual € baseado em culturagarexi (CN)
associadas a sistemas de imersdo temporaria epgegeata elevada
taxa regenerativa (Scherest al, 2013). Culturas nodulares séao
aglomerados globulares meristematicos friaveis dleracdo verde-
clara, os quais em condicbes adequadas desenvaheabrotos, que
sdo brotos menores que 0,5 cm (Dal Vesco e Gugdid); Schereet
al., 2013).

Afirma-se que plantas micropropagadas por meio atasr
regenerativasn vitro que apresentam fases intermediarias de calos
apresentam maior susceptibilidade a ocorréncieadag@o somaclonal
(Phillips et al, 1994; Rani e Raina, 2000). Em decorréncia dsténgia
de caracteristicas similares entre calos e CN,rf@oder presumido que
h& uma maior possibilidade de ocorréncia destaag@s nesta rota
regenerativain vitro. Culturas nodulares apresentam altas taxas
regenerativas e sdo constituidas por setores smaésitos, formados
em grande parte por células indiferenciadas (Datve Guerra, 2010;
Dal Vescoet al, 2011; Scherest al, 2013).

Variacdo somaclonal refere-se as variagbes fenatipi de
origens genéticas e/ou epigenéticas, que ocorrem piamtas
micropropagadas quando comparadas com a plante if&tulder e de



58

Klerk, 2011; Wang e Wang, 2012). Na producdo madsgllantas em
biofbricas estas variacdes nao sao esperadasjempeer toleradas
apenas em porcentagens abaixo de 5% (Instrucdo dlleamdo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimen{MAPA)
n°22/2012). Assim, variagdes epigenéticas sdog@@afenotipicas nao
esperadas e estdo relacionadas aos fatores deg@gujénica, sem
causar mudancas permanentes na sequéncia do DS, EgiacOes
sao herdaveis e podem permanecer mesmo com aaetios estimulos
gue a induziram, porém, podem também ser revessfi@iepleret al,
2000; Lauria e Rossi, 2011). Por sua vez, variagfmséticas sdo
variacdes fenotipicas ndo esperadas e relacionadasitacbes que
modificam a sequéncia de DNA (Kaepletr al, 2000; Smulder e de
Klerk, 2011). Entretanto, estes fendbmenos ndo agaiadamente,
sendo que uma variagdo genética ou epigenéticaqesmcadear uma
série de modificagcbes posteriores, podendo sexgd@s genéticas e/ou
epigenéticas (Kaepleet al, 2000; Smulders e de Klerk, 2011;
Neelakandan e Wang, 2012).

Desta forma, variacdes epigenéticas relacionadas c@adrao
de metilacdo do DNA podem desencadear variacdegigas tais como
alteracBes cromossdmicas, insercdes, delecbes,ngasglaa ploidia e
outros (Kaepleet al, 2000; Gueet al, 2007; Wang e Wang, 2012). O
padrao de metilacdo de um gene esta relacionadoacpresenca ou
auséncia de uma, ou mais, citosina com uma ligdeaam grupo metil
ao carbono numero 5, e interfere na traducdo de @€nnegan, 2010).
Modificacbes do padrdo de metilagdo do DNA glofdal geradas em
consequéncia de sinais ambientais e promovem uméagéio dindmica
nas células (Zhet al, 2007; Finnegan, 2010).

Diversos estudos abordaram a fidelidade genéticgldetas
micropropagadas por meio de variacdes genéticasmatmente
acessadas por meio de marcadores moleculares basead DNA,
pelos niveis de ploidia e pelos fenétipos dos iiddios. Dentre os
marcadores moleculares utilizados para esta abamjadestacam-se
Amplified Fragment Length Polymorphis(AFLP), Simple Sequence
Repeat(SSR),Inter-Simple Sequence Rep@&SR),Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) e Restriction Fragment Length
Polymorphisn(RFLP) (Bairuet al, 2011; Wang e Wang, 2012). Dentre
estes, a técnica de AFLP tem se mostrado eficfarte a discriminacao
de variantes somaclonais de abacaxizeiro (Reral 2009) e de outras
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espécies, tais confereesia hybrida(Gaoet al, 2010),Bambusa nutans
(Mehtaet al, 2011) eMiscanthusspp. (Rambaudt al., 2013).

Plantas polipléides ou aneupléides exibem caraticas
morfolégicas especificas quando relacionadas cos) alanta(s)
parental(is) (Birchler, 2009). Neste sentido, difeyras morfolégicas em
abacaxizeiros tripléides e tetraploides foram olm#as quando
comparados as respectivas plantas parentais dipldidollins, 1933;
Kerns e Collins, 1947). Estudos sobre a fidelidgeleética relacionada
ao nivel de ploidia vém sendo realizados, prinoieaite, por meio da
técnica de citometria de fluxo (Ochatt, 2008). Erglo se consideram
aspectos morfolégicos de plantas micropropagadestatura e o habito
de crescimento das plantas, e a morfologia e aguitagao foliar séo as
caracteristicas normalmente avaliadas quanto aéwia de variagcdes
fenotipicas (Menéndez-Yuffet al, 2010; Bairwet al, 2011).

Com o objetivo de ampliar a compreensao da regulgéhica
relacionada a dindmica da metilacdo do DNA glolmlprmotocolo de
micropropagacao d&. comosussar.comosusdaseado em CN, avaliou-
se a din&mica dos niveis de metilacdo do DNA glebad incrementos
de massa fresca ao longo da multiplicagdo das G&ldiferenciacdo de
CN para microbrotos. Além disso, a fidelidade geaéte plantas
regeneradas provenientes do protocolo baseado enfolChlvaliada
através de AFLP, nivel de ploidia analisado poorcétria de fluxo,
assim como por observaces morfoldgicas.

4.2. Material e Métodos
4.2.1. Micropropagacdo via CN associadas a sisterdasimerséo
temporaria

Este estudo foi realizado utilizando um genétippldide do
cultivar Pérola. Em todos os experimentos de miomggacdo se
utilizou o meio de cultura basico (MSB) constituigelos sais MS
(Murashige e Skoog, 1962), vitaminas de Morel (Ma@eWNetmore,
1951) e 30 g.I de sacarose. O pH do meio de cultura foi ajuspzda
5,5 antes da autoclavagem realizada através deirk@ m21°C e 1,1
Kgf.cm®. Os sistemas de imersdo temporaria tiveram redin& min
de contato com o meio de cultura a cada 3 h. Am®sias culturas
desenvolvidas nos estagios de multiplicacdo de EMufa 1A),
diferenciacdo de CN para microbrotos (Figura 1Bjrescimento de
brotos foram coletadas, cada qual seguindo as wietpds especificas,
como segue abaixo.
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4.2.1.1. Multiplicagéo de culturas nodulares

Culturas nodulares induzidas em organogénese coioveh sob
0 protocolo de Guerrat al (1999) (Figura 1C) foram coletadas na
terceira repicagem. Em seguida 5g de matéria fi@dEx de CN foram
inoculadas em frascos de cultivo (69 x 121,7 mm0 BIL) sob sistema
de imersdo temporaria por frascos duplos (SIT-FBigura 1D)
contendo 50 mL de MSB suplementado com 2 pM deoéadid
naftalenoacético (ANA) e 2 uM de 6-benzilaminopari(BAP). O
delineamento experimental foi completamente cazaddi, com quatro
repeticdes, e a unidade experimental consistiu mncanjunto de SIT-
FD. Amostras de culturas vegetais foram coletadasiaco tempos de
cultivo em SIT-FD, constituindo os tratamentos:irfb¢ulacdo de CN
em SIT-FD), 9, 18, 27 e 36 dias, sendo armazenauasd0°C até a
analise de metilacdo global.

4.2.1.2. Diferenciacdo de CN para microbrotos

Cerca de 3,3 g de MF de CN cultivadas em SIT-FD em
erlenmeyer (2 L) (Figura 1E) foram inoculadas erarafps RITA
(SIT-RITA®) (Figura 1F) contendo 200 ml de MSB suplementazta ¢
2 UM de ANA e 2 uM de BAP. O delineamento experitakefoi em
blocos completamente casualizados, com quatroi¢épst e a unidade
experimental consistiu em um biorreator RITAAmostras de culturas
vegetais foram coletadas em cinco tempos de cudimoSIT-RITA’,
constituindo os tratamentos: 0 (inoculacdo de CNSERRITA), 9, 18,
27 e 36 dias, sendo armazenadas em -80°C até iseatidl metilagéo
global.

4.2.1.3. Crescimento de brotos
Microbrotos (5 g de MF) obtidos em SIT-RITAforam

inoculados em erlenmeyers (2 L) sob SIT-FD conteB86 mL de
MSB. Apds 60 dias na fase de crescimento de br@@dyrotos com
altura superior a 2 cm foram aclimatizados em hjasdde isopor em
uma mistura (1:1) de casca de arroz carbonizaddgrato comercial
Tropstrato HT hortalicas (Vida Verde, Mogi-MirimPSBrasil). Apés 4
meses, a fidelidade genética das mudas foi acepsadaeio de AFLP
e pelo nivel de ploidia analisado por citometriafldgo. Observacdes
fenotipicas como o hébito de crescimento, altesagte formato das
folhas, presenca de espinhos e variegacdo forarhétamealizadas.



61

Modificacdes transientes, que ndo se enquadrarmeifigcdes adotadas
a respeito das duas formas de variagdo (genétcaepigenética), nao
foram consideradas como sendo variacdes somaclonais

Figura 1- Micropropagacgédo do abacaxizeiro por meio do matobaseado em
culturas nodulares e sistema de imersdo tempor@id). A) Culturas

nodulares; B) microbrotos; C) formacdo de culturaslulares a partir de
culturas organogenéticas; D) cultivo de culturaslutares em sistema de
imersédo temporaria por frascos duplos (SIT-FD) deafnascos de cultivo de
vidro (69 x 121,7 mm / 350 mL); E) culturas nodekrem SIT-FD usando
frascos erlenmeyers (capacidade de 2 L); F) miotobrem imersdo temporéria
usando aparatos RITAcapacidade de 1 L); G e H) plantas aclimatizadas.

4.2.2. Protocolos de avaliacdo
4.2.2.1. Analise da metilacédo global

A extracdo do DNA das culturas vegetais foi redizhaseando-
se na metodologia do CTAB (Doyle e Doyle, 1990).pBxcedimentos
de digestap purificacdo e as analises phigh performance liquid
chromatography(HPLC) foram baseados na metodologia descrita por
Fragaet al (2012). As amostras contendo nucleosideos, mtub-
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metil-2-deoxicitidina (5mdC) e deoxicitidina (dC), foraiftrhdas em
poros de 0,22 um e injetadas em HPLC. Foi utilizadm coluna
Hyperclone 5um C18 (250 x 4,6 mm) (PhenomefieSorrance, CA,
USA), pré-coluna (4.0 x 3,0 mm) (Phenométex detector UV a 280
nm. Dois eluentes foram utilizados: A (0,5% v/v de metaeem tamp&o
KH,PQ, 10 mM, pH ajustado para 3,7 com &cido fosforic® €.0%
viv de metanol em K§PO, 10 mM, pH ajustado para 3,7 com acido
fosforico). A corrida teve 100% do eluente A na®ifi iniciais, seguido
de um gradiente linear de 17 min para troca donétu& pelo eluente B,
e nos 5 min finais da corrida utilizou-se 100% doeete B. A
separacdo dos nucleosideos foi realizada em uro flex1 mL.miff,
sendo injetados 20 pL de cada amostra por vezp@igées tanto no
estudo da fase de multiplicacdo de CN quanto dadasdiferenciacao
de CN para microbrotos). Desoxirribonucleotidecsfdimdos, dNTPs
(Fermenta8, Vilnius, Lithuania), foram digeridos por 2h coosfatase
alcalina (10 U.mL%) e Tris-HCI (0,5 M pH 8,3) a 37 °C para formar os
padrBes de nucleosideos (dA, dT, dC, 5mdC e d@&O0(BaM). As
concentracfes de cada nucleosideo nas amostrasdetarminadas por
comparacfes com padrbes externos de acordo comaceaale pico
formado. A quantificacdo de 5mdC (%) foi calculatinacordo com a
concentracdo de 5mdC dividido pela concentracadbnu#C somada a
concentracdo de dC e no final multiplicado por 108.dados obtidos
foram analisados pelo software RStfdéendo submetidos a ANOVA e
posterior teste de separacdo de médias por SNK, (2.

4.2.2.2 Analise de massa fresca

Os procedimentos de cultivo nas fases de multighicade CN e
de diferenciagdo de CN para microbrotos utilizadeste experimento
foram os mesmos descritos anteriormente. O deliesmexperimental
foi completamente casualizado e com quatro reptic® unidade
experimental consistiu em um conjunto de SIT-FD fage de
multiplicacdo de CN e em um biorreator RITA na fdsediferenciacdo
de CN para microbrotos. Os incrementos da masseafr@MF) foram
calculados usando a formula: (massa fresca finaghssa fresca inicial) /
massa fresca inicial. As amostras foram coletadpsid de 9, 18, 27 e
36 dias em cultivo, tempos que foram definidos camassa fresca
final. A massa fresca inicial foi medida trés diades de cada massa
fresca final. Os dados obtidos foram analisados peftware RStudfd
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sendo submetidos a ANOVA e posterior teste de aefarde médias
por SNK (p< 0,05).

4.2.2.3. Andlise de fidelidade genética por AFLP

A extracdo do DNA de folhas das plantas aclimatigatbi
realizada baseando-se na metodologia do CTAB (Doyeyle, 1990),
em seguida 20 amostras, com trés repeticfes técioimda, foram
genotipadas. As reacdes de AFLP foram baseadasratocplo de
Stefenonret al. (2007). As enzimas de restricdo utilizadas foEro RI
e Mse | e em seguida os fragmentos foram ligados aoptadares
correspondentes. Realizou-se uma pré-amplificagio @iciadores
complementares aos adaptadores com um nucleotiitgoral seletivo
na extremidade 3'Hco RI + A; Mse | + C). E em seguida a
amplificacdo seletiva foi realizada por meio de d@nbinacdes de
iniciadores:EcoRI + AAT combinado conMsel + CTG, CTC, CAG,
CAA, CTT ou CAT. Condi¢cbes da reacdo em cadeia aanprase
(PCR — na sigla em inglés) na pré-amplificacdonford4 °C por 2 min,
seguido de 26 ciclos de: 94 °C por 1 min, 56 °Clporin e 72 °C por 1
min, seguido de uma extensao final de 72 °C poins Smilarmente,
condicbes da PCR na amplificacdo foram: 94 °C pmir seguido de
12 ciclos de: 94 °C por 30 s, temperatura de arexigonpor 30 s,
iniciando com 65 °C e resfriando 0,7 °C depois ddacsubsequente
ciclo, e 72 °C por 1 min, entdo se seguiu maisi@dsde 94 °C por 30
s, 56 °C por 30 s e 72 °C por 1 min, e finalizaosdm uma extenséo
final de 72 °C por 5 min. Todas as reacgOes foraatizaglas com o
termociclador Verifi 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

O iniciadorEco Rl + AAT foi marcado na extremidade 5 com o
corante fluorescente 6-carboxi-2°, 4,4, 5, 7 &kdclorofluoresceina
(HEX); e os produtos da PCR (1 pL) foram combinactos o padrao
interno de tamanho ET-ROX-400 (GE Healthcare, & i@halfont, UK).
Em seguida, os produtos das PCRs foram eletrafaretinte separados
sobre uma plataforma de genotipagem capilar MegdBA@MO (GE
Healthcare). Uma matriz binaria foi construida p&io da visualizacédo
dos picos consistentes e reproduziveis nos eletigrfemas, entre 60 e
400 pares de bases, para a andlise do grau de éoeidgde entre os
individuos, usando o software Fragment Profiler .v8r (GE
Healthcare).
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4.2.2.4. Andlise da fidelidade genética pela citoiaele fluxo

Cerca de 200 mg (MF) de folhas das plantas aclnaddis foram
fragmentadas com auxilio de bisturi para o isoldmel® nlcleos em
0,4 mL de tampdo de extracdo nuclear Otto | (0,HeViacido citrico;
0,5% de Twe€etR0; a 4 °C). Em seguida a solucao foi filtrada eatha
de nylon (40 um). ApGs uma incubacédo entre 60 ardiQDna auséncia
de luz e em temperatura ambiente, as amostras fot@das em malha
de nylon (30 um) sendo adicionados 2 mL de sol@fo Il (0,4 mM
de NaHPO,12H,0; temperatura ambiente) contendo 4 pg'rde 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI).

Vinte plantas regeneradas e um controle (genotipbide da
planta mae) foram analisadas através de um citdrdetfluxo (Partet
PAIl -Partec GmbH, Minster, Germany) equipado cased em estado
solido azul (488 nm). Foram analisados pelo ménd80 nucleos de
cada amostra, que tiveram duas replicatas cada.valagdo da
fidelidade genética ocorreu pela comparacao estmons das amostras
geradas por fluorescéncia no eixo x do histogragieo (dos canais),
tendo fixo no equipamento o “pair gain”.

4.3. Resultados e discusséo
4.3.1. Niveis de metilacdo do DNA global

Diferencas significativas nos NMDG foram observadase os
tratamentos testados durante as fases de multigicale CN e de
diferenciacdo de CN para microbrotos. Para os IMferahcas
significativas foram observadas apenas durantseada multiplicacao
de CN (Tabela 1).

Observou-se um declinio inicial dos niveis de raefib global
nas culturas em multiplicacdo de CN em SIT-FD eatirgoculacéo e o
18° dia em cultivo, seguido de um aumento entr@%elo 27° dia, e
entdo um declinio significativo foi observado no° 3@ia. Estes
resultados sugerem que os NMDG nas culturas enmphiedtcdo de CN
em SIT-FD podem estar associados com a densidadeodes
meristemas apicais de brotos formados, que, por \®m esti
relacionada com os IMF e a idade dos subcultivosstéN sentido,
sugere-se que o0 maior valor no NMDG no dia 0 padesstar
relacionado com o comportamento metabdlico dasirastno momento
da selecdo para inoculagdo. Assim, a densidadeodss rmeristemas
apicais de brotos até o 18° dia foi menor quandopenada ao valor
observado no dia 0, mesmo com os altos IMF obsesvantre os dias 9
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e 18 em cultivo. Entretanto, entre os dias 18 eu®7,aumento nos
NMDG foi observado, sendo que no 27° dia um alteimento de
massa fresca foi mantido. Neste sentido, sugergise a maior
densidade de novos meristemas apicais de brotesultgplicacdo de
CN em SIT-FD se deu por volta do 27° dia de cuftivma vez que a
diminuicdo nos NMDG observada no 36° dia foi caleote com a
gueda significativa nos IMF e, consequentementey eoqueda na
formacado de novos meristemas apicais de brotos.

Tabela 1. Niveis de metilagdo do DNA global (NMDG, %) e iecrentos de
massa fresca (IMF) em culturasvitro de A. comosusvar. comosusas fases
de multiplicacdo de culturas nodulares (CN) e dereliciacdo de CN para
microbrotos em diferentes sistemas de imerséo.
Tempo NMDG (%) IMF em NMDG (%) IMF em
de em multiplicacéo em diferenciacéo
cultivo multiplicacdo de CN em diferenciacdo de CN para
(dias) de CNem SIT-FD de CN para microbrotos

SIT-FD microbrotos em SIT-
em SIT- RITA®
RITA®
34,36A 34,60A
30,42C 0,098A 31,42B 0,186A
18 28,36E 0,095A 32,52B 0,186A
27 31,658 0,077A 34,41A 0,111A
36 29,33D 0,029B 35,38A 0,079A
Média 30,82 0,074 33,66 0,140
CV(%) 6,9 46,32 4,84 39,23

Médias seguidas por letras diferentes na colunadgérmentes de acordo com
teste de separacdo de médias SNK a 95% de coitfatsl SIT-FD: sistema de
imersdo temporaria por frascos duplos; SIT-RiTAsistema de imersédo
temporaria em biorreatores RITA

Na diferenciacdo de CN para microbrotos em SIT-RiTAm
alto NMDG foi observado no dia 0, seguido por mesariveis entre 0s
dias 9 e 18 e entdo um aumento significativo ocome 27° dia,
permanecendo alto até o 36° dia. De forma simitzs @esultados
obtidos na multiplicagdo de CN em SIT-FD, os mesoralores nos
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NMDG entre o 9° e 0 18° dia foram acompanhadoslas valores de
IMF. Assim como na fase anterior, sugere-se quelassidades de
novos meristemas apicais de brotos nestes doisogefopam menores
gue a observada inicialmente na inoculacdo (diaD8)aumentos nos
NMDG nos dia 27 e 36 também estiveram associadosatios IMF. E
possivel que a maior densidade de novos meristapiagis de brotos
na diferenciacdo de CN para microbrotos em SIT-RITénha sido
aproximadamente ao 36° dia, periodo associado aor MNMDG e
ainda alto IMF, porém indicando inicio do declidi&ste Gltimo.

De maneira geral, as médias dos NMDG e dos IMFnfora
maiores na fase de diferenciacdo de CN para mmimbem SIT-RITA
guando comparadas a fase de multiplicacdo de CISI&arD. Porém,
ambas as fases apresentaram altas porcentagerss mégi niveis de
metilacdo, variando de cerca de 28% a cerca de 35%.

Modificacbes em sinais ambientais e de desenvohione
normalmente desencadeiam modificagbes no padraametdacao
(Furner e Matzke, 2011), consequéncia de hipométilade alguns
genes e hipermetilacdo de outros (Dyacheatkal, 2006; Choi e Sano,
2007). De acordo com Zluvow al (2001), encontra-se um alto nivel
de metilacdo do DNA na zona central do meristenigabfe brotos, o
que reforca a sugestédo de que a densidade de mevissemas apicais
de brotos pode estar correlacionada com altos NMDG.

4.3.2. AFLP, niveis de ploidia e analises fenotipic

Apesar das culturasn vitro no SIT-FD e no SIT-RITA
apresentarem um comportamento bastante dinAmicoNMIBG, as
avaliagcbes por meio das andlises de AFLP, citomealg fluxo e
caracteristicas morfolégicas das plantas regeneraddicaram a
manutencdo da homogeneidade entre elas.

Um total de 1.620 picos contaveis, ou seja, 8lnfexgos de
AFLP distintos com tamanhos entre 70 e 379 parebades foram
acessados nas seis combinacdes estudadas patar@adas 20 plantas
analisadas e por meio deles foi observado a horeatgaie entre os
individuos (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Nimero de fragmentos totais e porcentagem de fafps
monomorficos em 20 plantas regeneraidagitro de A. comosusvar. Comosus
nas seis combinac¢des de enzima/iniciador estudadas.
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Combinacao NUmero de Porcentagem de
enzima/iniciador fragmentos fragmentos
monomorficos
Eco RI + AAT / Msel 16 100
+ CAT
EcoRI + AAT / Msel 14 100
+ CAA
Eco RI + AAT / Msel 11 100
+CTT
Eco RI + AAT / Msel 13 100
+ CAG
Eco RI + AAT / Msel 13 100
+CTG
Eco RI + AAT / Msel 14 100
+ CTC
Total 81 100

Da mesma forma, a presenca do mesmo nivel de pleidie as
20 plantas analisadas e a planta controle foi @ghdarnos histogramas
obtidos pelo citbmetro de fluxo. Cada histogramatmoa somente um
padrédo de pico (GO/G1) e sempre localizado no mgsmto do eixo X
tendo o “pair gain” fixo (Figura 2). Ressalta-seequ CV% dos picos
permaneceu entre 2,8 e 3,3, ndo ultrapassando ite lide 5%
recomendado por Dolezel e Bartos (2005) para pstelé técnica. Nao
foram observadas alterag@es fenotipicas nas cdstices morfoldgicas
associadas ao habito de crescimento, formato dhasfopresenca de
espinhos e pigmentacéo foliar tipicos para o geadtiguras 1G-H).

A combinagdo de técnicas empregadas no preseftalhioa
indica que plantas de abacaxizeiro regeneraudastro por meio do
protocolo estabelecido por Scheret al (2013) apresentaram-se
homogénias. Neste sentido, Dujardin (1991) ja haeportado a
manutencdo do nivel de ploidia em plantas micragyadas de
abacaxizeiro, observada através de contagem deossomos. No
mesmo sentido, Péret al (2009) sugeriram que variantes somaclonais
em abacaxizeiro, oriundos de diferentes técnicamideopropagacao,
sao raros. Estes trabalhos reforcam os resultaglggatente estudo e
permitem a sugestdo de que plantas micropropagiabacaxizeiro
apresentam-se estaveis geneticamente. Sugestfiaresinguanto a
estabilidade genética de plantas micropropagadesnfdeitas para
Prunussp (Vujovicet al 2012) eVacciniunsp (Gajdosovat al, 2007),
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enquanto que Torres-Mor& al (2010) demonstraram a existéncia de
alta instabilidade genética ehgave tequilana

Tabela 3. Tamanho de fragmentos amplificados (AFLP) (pb) pdentas
regeneradas de abacaxizeiro nas seis combinacde&nziena/iniciador
estudadas.

Combinacao Tamanho dos fragmentos de AFLP (pb)
enzimal/iniciador

EcoRI + AAT / 70 82 87 88 90 92 98 108
Msel + CAA 120 122 138 196 200 236

EcoRI + AAT / 106 110 124 132 134 140 146 150
Msel + CAT 158 168 180 192 230 332 338 347

EcoRIl + AAT / 71 83 95 98 121 139 154 158
Msel+ CTT 169 193 295

EcoRI + AAT / 86 88 103 105 113 115 144 152
Msel+ CAG 193 198 343 367 378

EcoRI + AAT / 92 95 106 151 156 158 259 266
Msel+ CTG 289 309 351 386 395

EcoRI + AAT / 81 85 96 100 108 111 132 134
Msel+ CTC 167 236 241 263 268 289

Um importante fator que pode ter contribuido passéncia de
variantes nas plantas regeneradas de abacaxiesi® estudo foi 0 uso
de baixas concentracbes de fitorreguladores. Aléon cilie o0s
fitorreguladores utilizados, ANA e BAP, sédo recates em protocolos
de micropropagacéo na espécie (Guetral, 1999; Pereet al, 2009).
De acordo com Bairet al (2011), fitorreguladores, especialmente em
altas concentra¢cdes, podem induzir a ocorréncia vddacoes
somaclonais. Adicionalmente, em um dado protocole d
micropropagac¢do, culturas off-types geralmente sgmt@am maior
desempenho a apenas um determinado ambiewtieo (Wang e Wang,
2012). Assumindo que no presente protocolo a fasaultiplicacdo de
CN é a mais susceptivel a inducdo de off-typesreaepca de dois
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subsequentes ambientasvitro (diferenciacdo de CN para microbrotos
em SIT-RITA, e crescimento de brotos em SIT-FD)deu ter
contribuido para a manutencao da homogeneidade entndividuos.
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Figura 2 - Exemplo de histogramas com os mesmos padriepiabes,
representando a homogeneidade da ploidia entréaagp deA. comosusvar.
comosusegeneradais vitro via culturas nodulares e a planta controle.

Uma revisdo sobre fidelidade genética em diversg®aies
(Bairu et al, 2011) mostrou que ndo ha uma clara relacdo eotizs
morfogenéticasn vitro, diretas ou indiretag 0 aumento da frequéncia
de variantes somaclonais. Neste sentido, &a (2010) reportaram a
manutencdo da fidelidade genética Eieesia hybridaa partir de
embriogénese somatica direta e indireta e de diesefontes de
explantes. Benicat al (2004) observaram eRoeniculum vulgarejue
plantas regeneradas por meio das rotas de orgagsmyérembriogénese
somatica, utilizando diferentes fitorreguladores,antiveram a
estabilidade genética. Koskgt al (2002) reportaram a fidelidade
genética de plantas dblusa spp. regeneradas por embriogénese
somatica, enquanto que Bawtial (2006) mostraram a ocorréncia de
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altas frequéncias de variacdo somaclonal paranesgmo género de
plantas quando regeneradas por meio de um protocao
organogénese. Curraist al (2013) relataram altas frequéncias de
variacdo somaclonal em culturas celularesCgphomandra betaceae
cultivadas por varios ciclos de multiplicacdo eumanto da variacdo ao
longo do tempo. Enquanto que Rodriguez-Lopeiz al (2010)
reportaram a diminuicdo na taxa de variantes samaid de
Theobroma cacaao longo dos tempos de cultivo por meio da rota de
embriogénese somatica.

A divergéncia relatada entre diversos trabalhosluimdo os
resultados do presente estudo, quanto o que levalaatas
micropropagadas a apresentarem variagbes somaglopnai nao,
reforcam a sugestdo de Getoal (2010) de que variagBes somaclonais
nao estdo necessariamente relacionadas a roteeratijesn empregada,
seja ela direta ou indireta. Desta maneira, podsiggerido que o que
leva a plantas micropropagadas a apresentarem, &ou variacado
somaclonal esta mais associado ao genétipo deaflantre e dentro de
espécies) (Torres-Moraat al, 2010; Bairuet al, 2011), o tipo de
explante utilizado na inoculacéim vitro (Gao et al, 2010) e as
condicbes do ambiente vitro. Neste caso, 0 ambientevitro poderia
estar relacionado com os tipos e concentracdesitaieefuladores
(Bairu et al, 2006), consisténcia e sistema de imersao do mheio
cultura (Feuseet al, 2003), nimero de subcultivos e idade da cuitura
vitro (Bairu et al, 2006; Curraiset al, 2013) e, finalmente, a rota
regenerativa empregada (Philligisal,, 1994).

4.4. Conclusdes

Em resumo, o presente trabalho demonstrou uma wiaamos
NMDG durante a multiplicacdo de CN e durante areifeiacdo de CN
para microbrotos em culturas vitro de abacaxizeiro. Esta dinamica
pode estar relacionada a densidade de novos megistepicais de
brotos, ao incremento de massa fresca e a idadmdke subcultivo.
Ressaltam-se também as altas porcentagens nos NWB¢Bvadas nas
duas fases. Embora estas caracteristicas relae®nads NMDG
tenham sido observadas, avaliagbes baseadas em, Afld#ls de
ploidia analisados por citometria de fluxo e amdlisnorfolégicas
indicaram a homogeneidade das plantas regener@das.base nestes
resultados, sugere-se que ha indicios de que oocotot de
micropropagacao de abacaxizeiro baseado em CNiadas@ sistemas
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de imersdo temporaria pode ser utilizado para dugém em larga
escala de plantas de abacaxizeiro. Com base em noskecimento,
esta é a primeira divulgacao cientifica que assmxidMDG de culturas
in vitro com analises de fidelidade genética acessadasnpmr de
AFLP, nivel de ploidia e caracteristicas morfolégicdas plantas
regeneradas. Estudos futuros relacionados as emali® genes
especificos, assim como, a avaliacdo da fidelidpmiedtica das plantas
regeneradas apols varios subcultivos na fase depheal¢do de CN,
podem gerar informacgdes relevantes e complemerdasaesultados do
presente estudo.
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FIDELIDADE GENETICA EM PLANTAS DE ABACAXIZEIRO
CULTIVADAS = POR DIFERENTES PROTOCOLOS DE
REGENERACAO

Resumo: A producdo massiva de mudas micropropagadas em
laboratdrios biofabricas vem aumentando expres&aéenno mundo e
no Brasil, especialmente para espécies propagad@sativamente, tais
como o abacaxizeiro. Entretanto, de acordo comstaugao normativa
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecitoe (MAPA)
n°22/2012, a porcentagem de plantas apresentamidga@somaclonal
por lote comercializado em biofabricas deve semdemaximo 5%.
Assim, no presente trabalho, objetivou-se avalifidelidade genética
por meio da andlise de caracteristicas morfologidas plantas
regeneradas via organogénese convencional em impesénanente e
via culturas nodulares (CN) associadas a sistemasintersao
temporéaria. No protocolo via organogénese conveatiestudaram-se
dois genotipos do abacaxizeiro comercial ‘Pérofa’ ¢omosusvar.
comosus e outro deA. comosusvar. bracteatus No protocolo via CN
estudaram-se dois gendtipos de abacaxizeiro caaheron dipléide
(‘Pérola’) e outro tripldide (‘Gigante de Taraugcd&oram avaliadas
plantas regeneradas derivadas de 15 subcultivos sofmtocolo via
organogénese convencional e de 7 subcultivos gobtocolo via CN.
Plantas jovens foram avaliadas a partir de caiatiters morfoldgicas
como o hébito de crescimento, alteragcdes no fornuate folhas,
presenca de espinhos e variegacdo, e em plantéssadwvaliou-se
também a morfologia floral e de frutos. Durante Bssubcultivos sob o
protocolo de organogénese convencional apenas uamdapde A.
comosus var. comosus apresentou variagdo morfolégica (0,23%),
engquanto que nas plantas Alecomosusvar. bracteatusobservaram-se
seis plantas (1,26%) distribuidas em cinco sub@dgfi sendo que o
primeiro subcultivo deste gendtipo apresentou rdeis% de plantas
com variacdes morfoldgicas. Estes resultados someoe, no protocolo
via organogénese convecional, os genotipos Adecomosus var.
bracteatus apresentem uma maior susceptibilidade a variacdo
somaclonal quando comparado aos gendétipos do abeicexcomercial.
Neste sentido, plantas do abacaxizeiro comercietapiopagadas via
CN néo apresentaram variagdes morfolégicas visiieéml resumo,
plantas deA. comosusvar. comosusregeneradas via organogénese
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convencional e via CN mostraram-se estaveis e stiveeam dentro do
limite de variantes somaclonais tolerados pelo MAPA

Palavras-chave Organogénese convencional, culturas nodulares,
sistema de imersao, caracteristicas morfologicas.

Abstract: The massive plantlets production in biofactories haen
increasing expressively in Brazil and in the workkpecially for
vegetatively propagated species, such as pinedpplgever, according
with the normative instruction of Ministry of Agutiure, Livestock and
Food Supply (MAPA) n°22/2012, the percentage of adonal
variation in the micropropagated plants must be aximum of 5%.
Thus, in the present study it was evaluated thetgefidelity through
morphological characteristics of regenerated plamés conventional
organogenesis and via nodule cluster cultures (NChe protocol via
conventional organogenesis it were studied two types of ‘Pérola’
(Ananas comosusvar. comosuy and one ofAnanascomosusvar.
bracteatus.In the protocol via NC, it were studied two genatypof
commercial pineappled( comosusar.comosus one diploid (‘Pérola’)
and another triploid (‘Gigante de Tarauacd’). Ire tprotocol via
conventional organogenesis it were evaluated plafitsn 15
subcultures, and in the protocol via NC it wereleaged plants from 7
subcultures. The evaluated morphological charatiesi in young
plants were: plant growth habit, changes in th@eslud leaves, presence
of thorns, and leaf pigmentation; and in adult (dathe morphology of
inflorescence and of infructescence were also at@dli In the protocol
via conventional organogenesis just a planA.afomosussar. comosus
(0,23%) showed variation of morphological charasties, while plants
of A. comosusvar. bracteatus showed variation of morphological
characteristics in six plants of five subculturé26%), being that the
first subculture of this genotype presented momnth% of variant
plants. These results suggest that, in microprdjgagsaia conventional
organogenesis, the genotypesAfcomosusvar. bracteatusis more
susceptible to somaclonal variation when compaoettie¢ genotypes of
commercial pineapple. In the same way, commerdizgpple plants
regenerated via NC associated with temporary imoress/stems didn’t
exhibited variations in the morphological charastars. In conclusion,
A. comosus var. comosus plants regenerated via conventional
organogenesis and via NC remained within the samatlvariation
limit tolerated by the MAPA.
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Keywords: conventional organogenesis, nodule cluster cagtur
immersion systems, morphological characteristics.

5.1. Introducéao

A Instrucdo Normativa do Ministério da Agricultuf@ecuaria e
Abastecimento (MAPA) n° 22/2012 tem como objetistabelecer as
Normas para a Producdo e a Comercializacdo de Medbs Outras
Estruturas de Propagacdo obtidas por meio de @uiterTecidos de
Plantas” no Brasil. Recomenda-se a micropropagaghoercial de
plantas propagadas vegetativamente, tais como aglafititiferas e
plantas produtoras de tubérculos e raizes tubefdsate sentido, paises
em desenvolvimento apresentam diversos exemplasmictos sécio-
ambientais positivos que estao relacionados a pé&mdem larga escala
de plantas micropropagadas por biofabricas (Soretiab, 2009).

O abacaxizeiroAnanas comosuf..) Merril) atualmente é uma
das principais fruteiras tropicais no mercado dildp&0O, 2014). No
final da primeira década deste século o comércibayl do abacaxi
atingiu 2 bilhdes de ddlares anuais, apresentatado potencial para
um maior crescimento (Reinhardt e Rodriguez, 2009).

Um dos gargalos da cadeia produtiva do abacaxieeicontra-se
associado ao uso de propagulos de baixa qualidtadsahitaria (Be e
Debergh, 2006). Desta forma, o abacaxizeiro seaguno grupo das
frutiferas propagadas vegetativamente nas quamdugdo de mudas
via micropropagacdo € recomendada (Sonréhoal 2009). Neste
sentido, encontram-se descritos e disponiveis stigerprotocolos
baseados na rota regenerativa de organogénesencimad paraA.
comosusContudo, mudas produzidas por esta técnica a@ptEsentam
altos custos quando comparadas as mudas obtidagprppagacéo
convencional (Teixeiraet al, 2001; Be e Debergh, 2006). Assim,
Guerraet al (1999) estabeleceram um protocolo de micropragiama
via organogénese convencional em meio de cultquidld e sistema de
imersédo permanente com alta eficiéncia regenergtisado comparado
a outros protocolos similares. Mais recentementbef®@ret al (2013)
desenvolveram um novo protocolo de micropropagagara esta
espécie baseado em culturas nodulares (CN) asaecédistemas de
imersdo temporaria e que apresenta elevada taeaergiva quando
comparado a outros protocolos de micropropagacaabadaaxizeiro.
Culturas Nodulares sao aglomerados globulares tmerdgicos de
coloracao verde-clara com textura friavel (Dal \GeedGuerra, 2010).
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Além da eficiéncia regenerativa um protocolo de
micropropagacdo deve produzir mudas que mantémdaealidfade
genética da planta matriz, tendo se estabelecidoaabrdo com a
Instrucdo Normativa do MAPA n°® 22/2012, um limitéximo de 5% de
variagbes somaclonais em cada lote de mudas catiwadp.

VariacBes somaclonais referem-se as variacdesiferas, de
origens genéticas e/ou epigenéticas, que ocorrem piamtas
micropropagadas quando comparadas com a plante if&rulder e de
Klerk, 2011; Wang e Wang, 2012). Acreditaegee 0 que leva a plantas
micropropagadas a apresentarem, ou nao, variaghackmal esta
associado ao genotipo da planta (Torres-Metaal, 2010; Bairwet al,
2011), o tipo de explante utilizado na inoculagéwitro (Gaoet al,
2010) e as condicBes do ambiemtevitro. Neste caso, 0 ambienite
vitro esta relacionado com os tipos e concentracdesodeduladores
(Bairu et al, 2006), consisténcia e sistema de imersao do mheio
cultura (Feuseet al, 2003), numero de subcultivos e idade da cultura
vitro (Bairu et al, 2006; Curraiset al, 2013) e, finalmente, a rota
regenerativa empregada (Philligisal,, 1994).

Caracteristicas morfolégicas sao altamente reladas com os
fatores ambientais, mesmo assim, de acordo conu Baial (2011),
uma das formas mais efetivas de avaliar a fidefidpehética em plantas
totalmente estabelecidas, seja em casa de vegetagio campo, é por
meio de caracteristicas morfolégicas. Em plantasrjs, normalmente
0s aspectos morfologicos observados nas plantasaséstatura e o
hébito de crescimento das plantas, e a morfologigpigmentacao foliar
(Menéndez-Yuffaet al, 2010; Bairuet al, 2011). Enquanto que em
plantas adultas, além destas caracteristicas, valnseze também as
caracteristicas dos érgaos reprodutivos (Collikeras, 1938).

Assim, o presente estudo objetivou avaliar a filzele genética,
por meio da analise de caracteristicas morfologbaglantas jovens e
adultas de abacaxizeiros propagadas sob um proteieobrganogénese
convencional (Guerrat al (1999)) e sob o protocolo via CN associadas
a sistemas de imersao temporaria (Schatrat, 2013).

5.2. Material e Métodos

Plantas foram micropropagadas e aclimatizadas moragrio
de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vedgf@DGV)/UFSC.
O plantio definitivo (em campo) foi realizado naz€ada Experimental
da Ressacada/UFSC. Tanto o LFDGV quanto a Fazexplerithental
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da Ressacada localizam-se em Floriandpolis (27°495" S, 48° 327
587 O).

Em todos os experimentos de micropropagacéo ssoutib meio
de cultura béasico (MSB) constituido pelos sais M8réshige e Skoog,
1963), vitaminas de Morel (Morel e Wetmore, 19518 g.L* de
sacarose. O pH do meio de cultura foi ajustado pebaantes da
autoclavagem por 20 min a 121°C e 1,1 KgfciNo protocolo via
organogénese convencional estudaram-se dois ges@égf. comosus
var. comosus(cultivar Pérola) e um genétipo d& comosusvar.
bracteatus No protocolo via CN associadas a sistemas des#@oer
temporéaria estudaram-se dois genoétiposAdeomosusvar. cComosus
um cultivar diploide (Pérola) e outro tripléide fante de Tarauaca).

5.2.1. Micropropagacao via organogénese conventiona

Os trés gendtiporam micropropagados seguindo o protocolo
de Guerraet al (1999) (Figura 1). Cada gendtipo teve uma Uniaatg
matriz, tendo gemas axilares como explantes (Figum-C). Elas
foram inoculadas sobre pontes de papel filtro ebodude ensaio
contendo 10 mL de meio MSB liquido suplementado @mM de
acido 1-naftalenoacético (ANA) e 4 uM de 6-benzifepurina (BAP)
(Figura 1D). Apoés as brotacBes das gemas, culemasnultiplicacdo
foram transferidas para frascos de vidro (69 x 22&m / 350 mL)
contendo 25 mL do mesmo meio usado na inoculagimahdo os
frascos de multiplicagéo (Figura 1E-F). A cada rhaeas as brotacfes
eram subcultivadas e brotos com altura superior &n? eram
transferidos para a fase de crescimento em fradeogidro (67,2 X
129,3 mm / 350mL) com 25 ml de MSB liquido (Figur&-H) e o
restante das culturas eram transferidas para ndvascos de
multiplicacéo. Brotos de cada um dos 15 subcultparsnaneciam cerca
de 4 semanas na fase de crescimento e entdo eliamt@ados em
bandejas de isopor (72 células) com mistura (1€l)xasca de arroz
carbonizada e substrato comercial Tropstrato HTtaHoas (Vida
Verde, Mogi-Mirim, SP, Brasil) (Figura 1I-J).

5.2.2. Micropropagagédo via CN associadas a sistemasimersao
temporaria

Os dois gendtipoforam micropropagados seguindo o protocolo
de Schereet al (2013), adicionando melhorias divulgadas em Scher
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et al. (in pres$ e Schereet al (online first). Cada genétipo teve uma
Unica planta matriz, tendo gemas axilares comaoaetgs.

e’
33,6 mm

— 3 e : J..A‘
Figura 1 — Protocolo de micropropagacdo de abacaxizeirookganogénese
convencional baseado em Guestal (1999). A) Plantas matrizes em vasos de
50 L; B) muda de planta matriz; C) excisdo do exfga(gema axilar); D)
brotacdo de gema axilar sobre ponte de papel filtozulada em tubo de
ensaio; E) frasco de multiplicagdo de brotos redéoculado; F) frasco de
multiplicagdo de brotos apds 4 semanas de deseémesito; G) frasco de
crescimento de brotos recém inoculado; H) frascardscimento de brotos
apos 4 semanas; I-J) brotos recém aclimatizaddsaentejas de isopor.

Culturas nodulares induzidas em organogénese coiovah sob o
protocolo de Guerrat al (1999) foram coletadas na terceira repicagem
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(Figura 2A). Em seguida, 5g de massa fresca (MF)Cte foram
inoculadas em frascos de cultivo (69 x 121,7 mbQ' BIL) em sistema
de imersao temporaria por frascos duplos (SIT-Fidendo 50 mL de
MSB suplementado com 2 uM ANA e 2 uM BAP, formarmddrascos
de multiplicacdo de CN (Figura 2B-C). A cada 4 semsaestes frascos
eram subcultivados, sendo que cerca de 5 g de MIEENeeram
utilizadas para formar novos frascos de multipBoage CN e cerca de
3,3 g de MF de CN eram inoculadas em aparatos Rtohtendo 200
mL de MSB suplementado com 2 pM de ANA e 2 uM dePBA
formando a fase de diferenciacdo de CN para miotobr(Figura 2D-
F). Ap0s 4 semanas nesta fase, cerca de 5 g debmitss eram
inoculados em garrafas PET de 5 L sob sistema deséim temporaria
por frascos duplos contendo 1 L de MSB liquidomfando a fase de
crescimento de brotos (Figura 2G-H). Desta formajacum dos 7
subcultivos estudados permaneciam cerca de 12 asmaa fase de
crescimento, e entdo plantas de cada subcultiva acddimatizadas em
bandejas de isopor (72 células) com mistura (lelcasca de arroz
carbonizada e substrato comercial Tropstrato HTtaloas (Vida
Verde) (Figura 2I-J).

5.2.3. Plantio na Fazenda Experimental da RessatH€eaC

Todas as mudas permaneciam nas bandejas em casgetigcao
até atingirem cerca de 15 cm de altura (regidodlo até a ponta da
maior folha) (Figura 3A), e entdo 30 plantas deacgdndétipo eram
plantadas na Fazenda Experimental da Ressacada/(Fii€a 3B-C).
A auséncia de controle de temperatura e de fotmberha casa de
vegetacdo e a época de transplante das mudas apesameses
considerados mais quentes, de setembro a abripfejue o tempo de
permanéncia das mudas nas bandejas tenha varidda deneses, tanto
para as plantas regeneradas via organogénese camarguanto para
as regeneradas via CN.

5.2.4. Avaliacdo da fidelidade genética através atservacdes de
caracteristicas morfolégicas

As diferentes épocas de plantio geraram plantagliégnentes
estadios fenoldgicos na época da avaliacdo. Plgotaens foram
avaliadas a partir de caracteristicas morfologicasio o habito de
crescimento, alteragBes no formato das folhasgepgasde espinhos e
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variegacao, e em plantas adultas avaliou-se tanabgmorfologia floral
e de frutos.

L

Figura 2. Protocolo de micropropagacéo de abacaxizeirewli@ras nodulares
(CN) associadas a sistemas de imersao temporajiaCufturas nodulares
induzidas em organogénese convencional sob o mlotate Guerraet al
(1999); B) frascos de multiplicagdo de CN em sistata imersao temporaria
por frascos duplos; C) culturas nodulares em feast multiplicacéo de CN;
D) diferenciacdo de CN em microbrotos em biorreBidrA; E-F) microbrotos
formados em biorreator RITA; G) crescimento de dsa@m sistema de imersao
temporaria por frascos duplos usando garrafas REF Id H) brotos formados
na fase de crescimento de brotos; I-J) brotos rex@dimatizados em bandejas
de isopor de 72 células.

5.2.5. Plantio em unidades de observacéo.

Os estudos descritos nos subitens anteriores gerags mudas
do que foram utilizadas para as avaliagbes na HazErperimental da
Ressacada/UFSC. Assim, o excedente de milhares uttasmfoi
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utilizado para a formacdo de unidades de observagdoestudos
aplicados a pequena agricultura familiar nos estafioRio Grande do
Sul, Rondbnia e Santa Catarina, em projetos dendelsemento nos
quais o LFDGV/UFSC estava inserido. Além destasasuekcedentes,
genotipos locais dos trés estados também foranadole apds selecao
massal e micropropagados por meio dos dois prategaldescritos. Da
mesma forma, as plantas regeneradas destes genfiipms foram
utilizadas para a formacao de unidades de observaca

Figura 3. Plantio de mudas e desenvolvimento de plantasFazenda
Experimental da Ressacada/UFSC. A) Mudas aclintdiza desenvolvidas em
bandejas de isopor de 72 células; B) area de ouliitvabacaxizeiro; C) mudas
regeneradam vitro recém plantadas; Y. comosuwar.comosuspresentando
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variagdo morfolégica na infrutescéncig) A. comosusvar. bracteatuscom
folhas variegadas; F-G) plantas jovens e adulgesneradas via CN associadas
a sistemas de imersdo temporaria, ‘Gigante de @deéaue Pérola,
respectivamente; H) inflorescéncia de comosusvar. comosus ) plantas
adultas de A. comosus var. comosus regeneradas via organogénese
convencional; J-K) inflorescéncia e fruta 8e comosusvar. bracteatus L)
colegdo de germoplasma de genétipos, Pérola, imadis; M-P) inflorescéncia

e infrutescéncia do abacaxi crioulo catarinense.

5.3. Resultados e discusséo

Nas plantas micropropagadas via organogénese coomah
enquanto um dos genoétipos de abacaxizeiro comeardmlapresentou
variagbes morfolégicas, o outro genoétipo apresentoa planta com
variagbes na coroa da infrutescéncia (3,33 % reufeultivo) (Figura
3D). J& o gendtipo dA. comosusvar. bracteatusapresentou plantas
com variegacao foliar (Figura 1E) em cinco subeofii Os subcultivos
30, 59, 13° e 15° apresentaram variacdes entr498 @as plantas e o 1°
subcultivo apresentou 6,67% de plantas varieg@adsela 1).

Para a variacdo observada em um dos genétiposataxdbeiro
comercial, tanto a taxa de variagdo no sétimo stibe(3,33%) quanto
a taxa média nos 15 subcultivos pelos quais o gendbi avaliado
(0,23%), estdo abaixo do limite imposto pelo MAPRorém, nos
estudos com o gendtipo d&. comosusvar. bracteatus se o 1°
subcultivo representasse um lote para comercidlizade uma
biofabrica ele estaria fora do padrdo exigido, w®a que apresentou
uma taxa de 6,67% de variantes. Entretanto, quaedibserva a taxa
média dos 15 subcultivos pelos quais o genétipd.deomosusvar.
bracteatusfoi analisado as variacbes sédo de 1,26% e tamimam f
abaixo do limite imposto pelo MAPA.

A variagao encontrada na infrutescéncia da plaat& domosus
var. comosusse enquadra na definicdo de variagces morfologieate
estudo e poderia inviabilizar a comercializacacuetayinfrutescéncia.

Tabela 1- Desenvolvimento de plantas dgnanas comosusar. COmosus
(Cultivar Pérola, genottipos MAR e JSG) e Aecomosusvar. bracteatus
(gendtipo BIT) regeneradas via organogénese coiaic em plantio
definitivo na Fazenda Experimental da RessacaddalUR®imero total de
plantas, época de plantio, nimero de plantas jouwhdtas e mutantes, assim
como a porcentagem de plantas mutantes estdo diodigaara cada genotipo
nos diferentes subcultivos realizados, represeatpéto numeral romano que
segue a indicacédo do gendtipo.



n? total n2de n2 de n2de

Genétipo / Transferéncia a de plantas plantas plantas (%)
Subcultivo campo plantas adultas jovens mutantes mutantes
MAR | dez 12 -jan 13 29 26 3 0 0
BITI dez 12 -jan 13 30 0 30 2 6.67
ISGI dez 12 -jan 13 21 21 0 0 0
MAR Il dez 12 -jan 13 30 29 1 0 0
BITII dez 12 -jan 13 30 2 28 0 0
ISG Il dez 12 -jan 13 29 26 3 0 0
MAR Il dez 12 -jan 13 19 12 7 0 0
BIT I dez 12 -jan 13 29 0 29 1 3.45
ISG 1l dez 12 -jan 13 29 24 5 0 0
MAR IV fevereiro - abril 13 29 25 4 0 0
BITIV fevereiro - abril 13 30 0 30 0 0
ISG IV fevereiro - abril 13 30 19 11 0 0
MARV fevereiro - abril 13 29 18 11 0 0
BITV fevereiro - abril 13 29 0 29 1 3.45
ISGV fevereiro - abril 13 30 14 16 0 0
MAR VI fevereiro - abril 13 30 25 5 0 0
BIT VI fevereiro - abril 13 30 0 30 0 0
JSG VI fevereiro - abril 13 28 10 18 0 0
MAR VII setembro -- 2013 29 17 12 0 0
BIT VI setembro -- 2013 30 0 30 0 0
ISG VI setembro -- 2013 30 28 2 1 3.33
MAR VI setembro -- 2013 28 24 5 0 0
BIT VIII setembro -- 2013 30 0 30 0 0
ISG Vil setembro -- 2013 30 27 3 0 0
MAR IX setembro -- 2013 30 9 21 0 0
BIT IX setembro -- 2013 30 0 30 0 0
JSG IX setembro -- 2013 30 3 27 0 0
MAR X setembro -- 2013 30 13 17 0 0
BITX setembro -- 2013 29 0 29 0 0
JSG X setembro -- 2013 29 4 25 0 0
MAR XI nov 2013-margo 2014 29 0 29 0 0
BIT XI nov 2013-margo 2014 30 0 30 0 0
JSG XI nov 2013-margo 2014 28 0 28 0 0
MAR XII nov 2013-margo 2014 28 0 28 0 0
BIT XII nov 2013-margo 2014 29 0 29 0 0
ISGXII nov 2013-margo 2014 30 0 30 0 0
MAR X1l nov 2013-margo 2014 29 0 29 0 0
BIT X1 nov 2013-margo 2014 30 0 30 1 3.33
JSG X1 nov 2013-margo 2014 29 0 29 0 0
MAR XIV nov 2013-margo 2014 28 0 28 0 0
BIT XIV abril -- 2014 30 0 30 0 0
JSG XIV abril -- 2014 29 0 29 0 0
MAR XV abril -- 2014 30 0 30 0 0
BIT XV abril -- 2014 30 0 30 1 3.33
JSG XV abril -- 2014 27 0 27 0 0
Total 1302 376 927 7
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Sendo assim, para este estudo, ela foi consideuata variacdo
somaclonal. Porém, ela pode ser resultado de uewtual quebra de
dominancia apical da coroa ocasionada por alguor fanbiental. A
hipotese de uma modificacdo ocasionada apenaswpéatar ambiental
é reforcada uma vez que este tipo de variacdo oiddekcrito por
Collins e Kerns (1938) no estudo em que estes esitdescreveram
mais de 30 mutacBes em abacaxizeiro.

Variegacdes ocorrem quando folhas ou 6rgdos vegetai
apresentam setores com coloragdes diferentes deac@d especifica.
Normalmente estes setores sdo brancos ou amareesioda
deficiéncias na producdo de clorofila e/ou caratie® (Rodermel,
2002). Collins e Kerns (1938) descreveram estagad em folhas de
abacaxizeiro com o nome détfteak Chlorophyl De acordo com
Souzaet al (2012) a variegacdo em abacaxizeiros € uma egistita
desejavel para ornamentacao. Mesmo assim, de acondl@ Instrugcéo
Normativa do MAPA n°22/2012, se em uma biofabrica lote de
plantas regeneradas oriundas de uma planta madidz variegada
apresentar mais de 5% de plantas variegadas, @lestéra apto para a
comercializacao.

Nas plantas micropropagadas sob o protocolo dessbc@mdas a
sistemas de imersdo temporaria nenhum individuesaptou variacbes
somaclonais (Tabela 2). Entretanto, estas plamta@snf transferidas a
Fazenda Experimental da Ressacada/UFSC a partsetdenbro de
2013, enquanto as plantas propagadas via orgarsm@&oavencional
foram plantadas a partir de dezembro de 2012. Adsénuma maior
frequéncia de plantas adultas do cultivar Pérolapggadas via
organogénese convencional, cerca de 43,7%, o Guétole em uma
avaliacdo mais completa da fidelidade genética pasa plantas
regeneradas por esta via. Porém, todas as plamiaslas do protocolo
via CN associadas a sistemas de imersdo tempapaeizatingiram a
fase adulta, cerca de 4,7%, apresentaram morfelogiamais (Figura
3F-G).

Tabela 2 Desenvolvimento de plantas d&nanas comosusar. COmosus

(cultivar diploide ‘Pérola’, gendtipo JSG; e cudtivtripléide ‘Gigante de

Tarauaca’, genoétipo Tarau) regeneradas via cultm@dulares em plantio

definitivo na Fazenda Experimental da RessacaddalUR®imero total de

plantas, época de plantio, nimero de plantas jo\mhdtas e mutantes, estao
indicados para cada genétipo nos diferentes subslt realizados,

representados pelo numeral ardbico que segueca@dai do gendtipo.
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ne de n2 de n2 de
Transferéncia a n2totalde plantas plantas plantas

Genotipo / Subcultivo campo plantas adultas  jovens mutantes
Tarau 0 setembro -- 2013 28 0 28 0
JSGO setembro -- 2013 25 0 25 0
Tarau 1 setembro -- 2013 29 2 27 0
JSG1 setembro -- 2013 23 7 16 0
Tarau 2 setembro -- 2013 30 7 23 0
JSG 3 setembro -- 2013 15 1 14 0
Tarau 3 setembro -- 2013 30 0 30 0
JSG 6 abril -- 2014 29 0 29 0
Tarau 6 abril -- 2014 30 0 30 0
ISG7 setembro -- 2014 28 0 28 0
Tarau 7 setembro -- 2014 30 0 30 0
JSG 8 setembro -- 2014 30 0 30 0
Tarau 8 setembro -- 2014 30 0 30 0
TOTAL 357 17 340 0

Fatores que retardam o crescimento vegetativo atumam
promocdao do florescimento do abacaxizeiro, porénplantas precisam
ter uma minima quantidade de energia armazenadagpero estimulo
seja recebido (Rohrbackt al, 2003). Ainda de acordo com estes
autores, o periodo de outono-inverno é o fator ggsémula o
florescimento em regides subtropicais, na qual @des de Santa
Catarina se localiza. Por isso, neste estado rewarge o0 plantio do
abacaxizeiro (mudas tipo filhote) nos meses deréinge e margo
(Koller, 1981; A. C. Garcia, comunicacao pessoal; R Osorio,
comunicagdo pessoal). Assim, a planta se acomodaam ambiente
até que o periodo de baixo crescimento vegetatiaguwe (outono -
inverno). Normalmente, no primeiro outono-invernglanta ainda é
muito pequena para receber o estimulo floral, ppdénfim do primeiro
inverno até o outono-inverno seguinte ha um corégidé crescimento
vegetativo, assim, a planta jA& apresenta uma enaidiciente para
receber o estimulo floral, emitindo a inflorescéncia primavera e
produzindo o fruto na primavera/verdo (Tabela 3).

O periodo de plantio das plantas micropropagadas peas vias
regenerativas se estendeu de setembro a abridndeem dezembro de
2012 e finalizando em setembro de 2014. Desta foafgamas plantas
de A. comosusvar. comosusapresentaram um crescimento vegetativo
suficiente para receber o estimulo floral j& nongito outono-inverno.
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Sugere-se que isto esteja relacionado com o pesdger de cada muda
no momento do transplante e aos aspectos ambiatitessos que
seguiram as primeiras semanas apds cada transglmmdas, como
por exemplo: médias diarias da temperatura, daiqdidlade e da
intensidade luminosa, assim como localizacao noteicas.

Tabela 3 — Calendario de operagdes para o cultivo do abamaitoral de
Santa Catarina. Tabela adaptada de Koller (1981).

Operacdes %5?;5552??;"?
1° ano
Plantio X
Adubacéo X X X
Induc@o natural ou artificial
Colheita e comercializacéo
2° ano
Plantio
Adubacéo X X
Inducéo natural ou artificial ao X| X| X
florescimento
Colheita e comercializa¢do X X| X

Enquanto a maioria das plantas da variedade Pérgtmeradas
via organogénese convencional floresceram naturdénads estimulos
ambientais no primeiro ou no segundo outono-invéfigora 3H-1), de
todas as plantas do gendtipoAlecomosusvar. bracteatusapenas duas
plantas (0,42%) apresentaram florescimento (figBdaK). Assim,
sugere-se que para o genotipcddeomosusvar. bracteatusha um forte
fator genético contribuindo para um ciclo mais loidg producéo.

Além de gerar alternativas de producéo aos pequmodsitores
e transferir tecnologia de producdo de mudas miopggadas a
biofabricas locais, os projetos de desenvolvime® quais os estudos
desta tese foram aplicados geraram e continuanraa ggormacoes
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importantes a respeito do desenvolvimento dos almigs nas

unidades de observagdo estabelecidas. Inclusiandrinformacdes
relacionadas a manutencdo da morfologia normal plastas e de
demais caracteristicas fenolégicas e de producénddsque, até o
momento, ndo houve nenhum relato de plantas mstameparte dos
produtores e dos técnicos envolvidos com 0s pmjetGomo

consequéncia da sele¢do massal de genotipos tandiem foi possivel
ampliar a colecdo de germoplasmas de abacaxizeieo ag UFSC

mantém na Fazenda Experimental da Ressacada/Uk§€a(BL). Esta

colecdo traz como destagues os acessos crioul@stddo de Santa
Catarina (Figura 3M-P), que foram coletados noidnio declinio da
producdo desta fruta na costa catarinense, queeocdesde o final da
década de 1970.

5.4. Conclusodes

Tanto as plantas regeneradas via organogénese ncioval
guanto as regeneradas via CN apresentaram baxas de variacdo
somaclonal, 0,23% e 1,26%, respectivamente. Popdamtas deA.
comosusvar. bracteatusregeneradas via organogénese convencional
apresentaram um dos subcultivos com variantes $onzs acima do
limite imposto pelo MAPA, o que néo foi observadss iplantas dé.
comosusvar. comosusregeneradas pelas duas vias estudadas. Estes
resultados podem indicar que o0s gendtipos Alecomosus var.
bracteatusapresentem uma maior suceptibilidade a variacdacional
guando comparado aos gendtipos do abacaxizeirorciaie

Combinando os resultados obtidos com os genétiposA.d
comosusvar. comosus nas duas vias estudadas neste capitulo com
outros estudos que mostraram a manutencdo dadfideligenética no
abacaxizeiro comercial, tais como Schearerl (online first) (capitulo
anterior), Pereet al (2009) e Dujardin (1991), reforca-se a suged&io
gque o abacaxizeiro possua estabilidade genética resposta a
protocolos de micropropagacdo. Ressalta-se quesegéestao baseia-se
em resultados observados com diferentes gendtiposdiéerentes
protocolos regenerativos. Assim, sugere-se que ostoqolos
apresentados neste capitulo possam ser utilizaatasgpproducédo em
larga escala de plantas de abacaxizeiro.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados da presente tese ampliam o conhdoimen
associado ao uso, conservacdo e melhoramento dev@dEro. Até
recentemente considerava-se que o0s solos ricosgiforde Tarauacéa
eram o principal fator para a formacdo das enolinfestescéncias do
‘Gigante de Tarauacd’. A partir de agora, quedidia deste cultivar
foi revelada, sugere-se que o sistema de produgilicibnal dos
agricultores da regiao de Tarauaca e as 6timastedsticas ambientais
para o desenvolvimento da espécie interajam comndtigpo tripldide
para produzir naguela regido as frutas enormestesjas. Desta forma,
pode haver um maior interesse no plantio comedesie gendtipo e do
uso dele em programas de melhoramento e/ou dergagde. Caso isto
aconteca a base genética na qual a abacaxicuttinarcial esta baseada
serd ampliada. Além disso, o conhecimento sobrapiitlia deste
gendtipo também é essencial para o planejamentxeeugio de
programas de melhoramento genético nos quais esiétigo esta
inserido.

Espera-se que o aperfeicoamento do protocolo bassadCN
associadas a sistemas de imersdo temporaria écagad da fidelidade
genética das mudas derivadas deste protocolo eratocplo via
organogénese convencional possam contribuir papiaano emprego
de mudas micropropagadas de abacaxizeiro, tantoa par
estabelecimento de unidades de observacdo de gEnétianto para o
estabelecimento de lavouras matrizes e/ou plantm®merciais. A
disponibilidade de um protocolo de alta eficiéneigenerativa também
€ excelente para programas de melhoramento gemétiecconservagéo
de germoplasma, ndo apenas pelo fato de possibditproducéo
massiva de mudas de determinados genétipos em o espaco de
tempo, mas também para o emprego do protocolo egrgmas de
inducdo de mutacBes, uma vez que a alta taxa negence a alta
densidade de meristemas nas culturas nodulards fdeoricamente, a
obtencdo de mutantes apos técnicas especificagdagdb de mutacdes.

Quanto as técnicas utilizadas nesta tese, levasgamlgumas
limitagbes quanto a relagédo custo beneficio do descAFLP para a
avaliacdo da fidelidade genética de plantas regdasr uma vez que
mesmo o AFLP possibilitando a observacédo de dezmna&sntenas de
“l6cus marcadores” em cada planta, a cobertura etmmga ainda é
baixa quando comparamos com o tamanho dos gendéas. disso,
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esta técnica é baseada em uma série de etapastegide uma série de
reagentes e equipamentos, o que leva a um alto. d@st outro lado,
ressalta-se a pertinéncia da avaliacao fenotigcplahtas regeneradas
via protocolos de micropropagacio em propriedagdsalas (unidades
de observacgéo). De uma maneira geral, este tipbalelagem permite a
avaliacdo de um maior nimero de plantas derivaglasiciropropagacao
quando comparada as avaliagcdes em centros de geEsgHstes, muitas
vezes, apresentam restricdes para 0 uso de ampaE@ntais e/ou para
a manutencdo das mesmas. Além disso, a unidadbsgevacao pode
ser utilizada para o produtor rural avaliar pesseate se determinado
genatipo e tipo de muda que esta sendo cultiva¢®) nmidade(s) de
observacao é propicio para a sua producgéo comercial



