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Criopreservacao de germoplasma de abacaxi
pela técnica de vitrificagao em gotas

Fernanda Vidigal Duarte Souza!
Everton Hilo de Souza?

Ergun Kaya3?

Patricia Aratjo Guerra*

Carlos Alberto da Silva Ledo®

Resumo — A criopreservacdo é uma técnica que permite a conservacgao
de germoplasma por longo prazo. Dentre os protocolos utilizados nos
procedimentos de criopreservagdo a vitrificagdo em gotas (droplet vitrification)
mostrou resultados eficientes na conservagdo de apices caulinares de
genotipos silvestres, cultivados e hibridos de abacaxizeiros. O objetivo deste
boletim de pesquisa é divulgar o uso do protocolo de vitrificagdo em gotas de
apices caulinares como metodologia para criopreservacéo de germoplasma
de abacaxi. A metodologia consiste na extragdo de apices caulinares em
tamanhos bem reduzidos, a partir de plantas mantidas in vitro, desidratacao
por um periodo de 48 horas em meio de pré-cultivo suplementado com alta
concentracao de sacarose, tratamento em solucao de vitrificacdo (plant
vitrification solution, PVS2) e finalmente, imersdo em nitrogénio liquido e
posterior regeneracdo. O método apresentado neste boletim possibilitou
a obtencgéo de indices de sobrevivéncia e regeneracdo em torno de 70%,
a depender do tempo de tratamento na solugdo de PVS2, e também do
gendtipo. Neste trabalho demonstramos a criopreservagdo de apices de
16 gendtipos de abacaxi pertencentes a quatro variedades boténicas, para
estabelecer uma forma de conservagao de longo prazo. Os resultados aqui
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obtidos ja estdo sendo ampliados para um numero maior de acessos do Banco
de Germoplasma de Ananas e constituira uma das duplicatas de seguranga
deste valioso recurso genético.

Termos de indexagado: Ananas comosus (L.) Mer., conservagao ex situ,
crioinjurias, nitrogénio liquido, PVS2.
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Cryopreservation of pineapple germplasm
by the droplet vitrification technique

Abstract — Cryopreservation is a technique that permits conservation of
germplasm for long periods. Among the protocols used for cryopreservation,
droplet vitrification has produced efficient results for preservation of shoot tips of
wild, cultivated and hybrid pineapple genotypes. The objective of this research
bulletin is to describe the use of the shoot tip droplet vitrification protocol for
cryopreservation of pineapple germplasm. The method consists of extraction
of small shoot tips from plants maintained in vitro, followed dehydration for 48
hours in pre-culture medium supplemented with a high sucrose concentration,
treatment with plant vitrification solution (PVS2), and finally immersion in liquid
nitrogens and subsequent regeneration. The method presented here allowed
obtaining survival and regeneration indices of about 70%, depending on the
treatment time in the PVS2 solution and the genotype. We demonstrate here
the cryopreservation of shoot tips of 16 pineapple genotypes belonging to four
botanical varieties, to establish an effective method of long-term conservation.
The protocol described is being extended to a larger number or accessions
of the Pineapple Active Germplasm Bank and will enable maintaining security
duplicates of this valuable genetic resource.

Indexation terms: Ananas comosus (L.) Mer., ex situ conservation, cryo-
injuries, liquid nitrogen, PVS2.
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Introducao

Estratégias conservacionistas aliadas as mudang¢as comportamentais vém
sendo promovidas em diferentes esferas, na tentativa de minorar o quadro
atual de degradagédo ambiental que vem provocando perdas significativas na
biodiversidade vegetal.

Dentro deste contexto, o germoplasma voltado para a alimentagéo e
a agricultura torna-se cada vez mais ameagado por uma erosao genética
que aumenta em velocidade alarmante. A conservagao e a disponibilizagao
desse germoplasma sdo consideradas estratégicas para o mundo, e
estdo asseguradas no Tratado Internacional de Recursos Genéticos para
a Alimentacdo e Agricultura, organizado pela FAO (2005) e que tem 146
paises signatarios, inclusive o Brasil. O tratado legisla sobre a forma como os
paises devem lidar com sua dependéncia, mas também com sua soberania
sobre o recurso genético de seu interesse e é considerado, atualmente,
como o instrumento legal e direcionador mais importante referente ao
tema. A soberania dos paises sobre os recurso genéticos existentes passa,
principalmente, por uma politica de conservagao adequada.

As formas de conservagao existentes podem ser in situ, onde o recurso
genético € mantido em sua condi¢do natural como reservas, parques florestais
etc e ex situ sob forma de colegcbes e bancos de germoplasma que podem
ser estabelecidas a partir de diferentes estratégias e metodologias (Scariot;
Sevilla, 2007; Walter et al., 2007; Souza et al., 2012; Souza et al., 2016).

A complexidade e as implicagdes politicas que envolvem a conservagao
in situ e, a total impossibilidade de serem conservadas desta forma, no caso
de algumas espécies, levou a busca constante por estratégias e métodos que
possibilitem a conservagao fora do ambiente natural, de forma segura e com
custos razoaveis.

O estabelecimento de Bancos de Germoplasma é, portanto, uma
necessidade premente e que vem sendo realizado nas ultimas décadas
praticamente em todos os paises. Os modelos para a conservagio
sdo muitos e dependem de uma série de fatores. Bancos de sementes
ortodoxas, cole¢des de campo, on farm, in vitro ou em criobancos possuem
caracteristicas e peculiaridades proprias que devem ser avaliadas ao se
decidir sobre a melhor forma de conservar o germoplasma de uma espécie
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(Liu et al., 2018; Souza et al., 2012; Ninot et al., 2018, Silva et al., 2016;
Popov et al., 2006).

O abacaxi [Ananas comosus (L.) Mer.], como uma das frutas tropicais
mais consumidas no mundo e largamente cultivada no Brasil e em varios
paises, tem seu centro de origem mais importante no Brasil, que abriga a
maior variabilidade genética do género (Souza et al., 2012). A antropizagéo
e 0 uso de poucas variedades para o cultivo tem causado grave erosao
genética no género, demandando ag¢des urgentes, voltadas a conservagao
deste germoplasma.

O Banco Ativo de Germoplasma de abacaxi (BAG Abacaxi) da Embrapa
Mandioca e Fruticultura resguarda uma variabilidade genética representativa
da espécie e é fruto de coletas realizadas nos ultimos 40 anos (Souza et al.,
2012). Entretanto, esse banco se encontra em condigbes de campo, sujeito
as intempéries, alem de varios acessos apresentarem problemas com o virus
da murcha do abacaxizeiro (PMWaV, Pineapple Mealybug Wilt-associated
Virus), o que vem demandando a¢des especificas também nesta diregao.

Atualmente o BAG abacaxi possui quase 700 acessos, distribuidos em
duas espécies e diferentes variedades botanicas: Ananas comosus (L.) Merr.,
Ananas comosus (L.) Merr. var. microstachys L.B.Sm., Ananas comosus (L.)
Merr. var. bracteatus (Lindl.) Coppens & F.Leal, Ananas comosus (L.) Merr.
var. erectifolius (L.B.Sm.) Coppens & F.Leal, Ananas comosus (L.) Merr.
var. parguazensis (Camargo & L.B.Sm.) Coppens & F.Leal, A. macrodontes
E.Morren e outras espécies afins (Souza et al., 2007; 2012).

A introdugéo de uma duplicata de seguranga in vitro foi iniciada em 2003
sob condigbes de crescimento minimo (Canto et al., 2004; Souza et al.,
2006). No entanto, ainda que essa estratégia solucione algumas limitacdes
da conservagao em campo, € extremamente laboriosa, principalmente pela
necessidade de subcultivos constantes e cujos intervalos s&o variaveis, além
da possibilidade de ocorréncia de variagao somaclonal (Silva et al., 2016).

Com a evolugédo da criopreservagao nas ultimas décadas, esta passa
a ser uma alternativa extremamente interessante, visto que mantém as
colegcdes conservadas por longos periodos em temperaturas ultrabaixas
(-196 °C), ou em sua fase de vapor, a -150 °C (Reed, 2008). Essa técnica
pode assegurar a conservacao de material biolégico por longos periodos de
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tempo, sem a necessidade de intervengdes periddicas, uma vez que, em
temperaturas ultrabaixas, o metabolismo celular fica tdo reduzido que a
deterioragao bioldgica é virtualmente paralisada (Reed, 2008; Panis, 2009).
A paralisagdo do metabolismo da planta, mantendo, entretanto, a integridade
celular, torna essa forma de conservagao atrativa e de baixo custo (Benson,
2008). Por outro lado, o custo elevado dessa técnica esta no estabelecimento
da estrutura basica de armazenamento, ou seja, os tanques criogénicos e o
sistema de fluxo de nitrogénio (Reed, 2008; Panis, 2009).

O uso sistemdtico desta estratégia de conservacdo ainda demanda
pesquisas e ajustes de fatores considerados limitantes. Um dos aspectos
mais problematicos é o elevado nivel de especificidade no comportamento
das espécies quando submetidas as condigdes de ultracongelamento, criando
um genadtipo-dependéncia no desenvolvimento de protocolos e por isso a
necessidade de estudos dirigidos para as espécies de interesse. Em abacaxi,
alguns trabalhos ja vém sendo realizados desde a década de 90 (Engelmann,
2000; Gonzalez-Arnao et al., 1998). Técnicas de criopreservagao tém sido
aplicadas nas ultimas décadas para muitas espécies, incluindo cultivares
comercias de abacaxi (Barraco et al., 2011; Capuana; Lonardo, 2013; Wang et
al., 2014; Kaya; Souza, 2017; Kaya et al., 2017; Souza et al., 2017; Gonzalez-
Arnao et al., 1998, 2000; Gamez-Pastrana et al., 2004; Martinez-Montero et
al., 2005, 2012; Oliveira et al., 2016; Souza et al., 2016).

O objetivo deste boletim de pesquisa é fornecer de forma detalhada uma
técnica eficiente de vitrificagdo em gotas (droplet vitrification) em gendétipos
silvestres, cultivados e hibridos de abacaxizeiros com a finalidade de se
estabelecer uma duplicata de seguranca de longo prazo para germoplasma
de abacaxi.

Material e Métodos

Material vegetal

Para a realizagao deste trabalho foram consideradas variedades silvestres,
comerciais € hibridos dos programas de melhoramento genético da Embrapa
Mandioca e Fruticultura e os gendtipos MD2, CO2, H155 e Hana89, que
s&o0 gendtipos do programa de melhoramento genético do Havai (Tabela 1).
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Um resumo da sequéncia metodologica utilizada para criopreservacéo de
germoplasma de abacaxi pelo método de vitrificagdo em gotas pode ser
observado na Figura 1.

Planta in vitro

Multiplicagdo cu |
conservagio N

Sequéncia
metodoldgica para
criopreservacao de

germoplasma de
abacaxi pelo método
de vitrificacdo em

_ Apice caulinar com
até 1 mm

Regeneragdo dos
dpices caulinares

Pré-cultivo dos
dpices caulinares

Procedimento
de lavagem

Procedimento
de vitrificagdo

Procedimento de
congelamento

30, 45, 60 min
em PV52

Figura 1. Sequéncia metodolégica para criopreservagao de germoplasma de abacaxi
pelo método de vitrificagdo em gotas.
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Tabela 1. Genétipo, procedéncia e status em 16 abacaxizeiros usados para a
criopreservagao.

Variedade botanica Procedéncia Sntuac,:a_o
do genétipo
BGA-17, BGA-20, Ananas comosus var. BAG-Embrapa Cultivares
BGA-35 e BGA-128 bracteatus P silvestres
BGA-471 e A. comosus var. Cultivares
BGA-472 microstachys ENEREmIEE) silvestres
BGA-224 e g Cultivares
BGA-739 A. comosus var. erectifolius BAG-Embrapa silvestres
‘Pérola’, ‘Ajuba’, . Cultivar comer-
. S A. comosus var. comosus Brasil . .
BRS Imperial cial no Brasil

Cultivar comer-
MD2 A. comosus var. comosus EUA cial dos EUA e
outros paises

Hibrido do
CO2, H155 A COMOSUS Var. COmosus TPGRD — programa de
e Hana89 ’ ’ ARS/USDA melhoramento
do Havai
ORN A. comosus var. bracte'atqs X EMBRAPA Cultivar
A. comosus var. erectifolius ornamental

Padronizagao do material de partida

Antes dos procedimentos criogénicos, para a obtengdo do material de
partida padronizado, plantas in vitro foram subcultivadas por 45 dias em
magentas contendo 50 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962, Sigma MS-519) suplementado com 30 g L' de sacarose, 0,02 mg L'
de BAP e 2,2 g L' de phytagel com pH ajustado para 5,8. As culturas foram
mantidas em uma temperatura de 27 £ 2 °C com um fotoperiodo de 16 h e
intensidade luminosa de 50 pymol' m2 s™).

Vitrificagao em gotas

Os apices caulinares foram excisados com tamanho aproximado de
0,5 mm em ambiente asséptico (cdmara de fluxo laminar) com o auxilio
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de um estereoscopico, deixando-se um Unico primoérdio foliar. Apds este
procedimento foram colocados em placa de Petri contendo meio de pré-
cultivo (MS suplementado com 0.3 M de sacarose e 10 g L' de agar) e
incubados em camara de crescimento na auséncia de luz, por 48 horas a
fim de favorecer a desidratacdo dos apices caulinares. Apds o periodo de
incubagao os apices caulinares foram depositados em Iaminas de aluminio
(2,5 cm x 0,5 cm) contendo 10 gotas de 4 uL da solugéo de vitrificagédo
PVS-2 [MS com 3,26 M (w/v) de glicerol, 2,42 M (w/v) de etileno glicol (w/v),
1,9 M (w/v) de DMSO e 0,4 M (w/v) de sacarose] em trés diferentes tempos
de exposi¢ao: 30 min, 45 min e 60 min. As laminas foram colocadas em
placas de Petri que, por sua vez, foram depositadas sobre gelo, garantindo
um temperatura préxima aos 0 °C.

Uma vez completado o tempo, com o auxilio de uma pinga, as |laminas
contendo os apices foram inseridas dentro dos criotubos estéreis, sendo
presos nas canulas e imersos rapidamente no nitrogénio liquido (NL),
onde permaneceram por 24 horas. Apds a retirada do NL os apices foram
imersos em solugao de lavagem (MS liquido suplementado com 1 M de
sacarose) por 20 min e cultivados posteriormente em placas de Petri
contendo meio de regeneragdo (MS com 0,2 mg L' de ANA e 0,5 mg L™
de BAP e 30 g L' de sacarose e 10 g L' de agar). As placas foram
incubadas em camara de crescimento, na auséncia de luz, nas primeiras
48 horas. Passado este periodo inicial as placas permaneceram em sala
de crescimento sob condi¢cbes de luz e com fotoperiodo de 16 horas a uma
temperatura de 25 °C.

Avaliagao da sobrevivéncia e regeneragao

O efeito dos diferentes tratamentos foi avaliado pela medigdo da
porcentagem de sobrevivéncia e recuperagcdo dos 4&pices caulinares
criopreservados. Sobrevivéncia corresponde a presenca de tecidos
vivos e a observacado de qualquer crescimento apés 7 dias. Recuperacao
correspondente a produgédo normal de brotos a partir de explantes tratados,
observado apés 8 semanas (Barraco et al., 2011).
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Analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dez
repeticdes por tratamento, sendo cada repetigdo composta por um apice
caulinar. Um controle absoluto foi realizado a partir do cultivo de 10 apices
caulinares em meio de pré-cultivo, assim como um controle relativo ao efeito
do PVS2 consistiu de 10 apices expostos ao PVS2 nos mesmos intervalos
de tempo do material criopreservado sem, no entanto, passar pelo nitrogénio
liquido. Foram realizadas trés repeticdes experimentais para cada ensaio.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia considerando o
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 16 x 3 (genétipos
x tempo de PVS2). Os dados de porcentagem foram transformados para
arc sen (Vx/100) visando o atendimento das pressuposicdes da analise de
variancia. A comparagéo das médias foi realizada pelo teste de Scott-Knott
(gendtipos) e Tukey (tempo de exposicado ao PVS2) a 1% de probabilidade.
Utilizou-se o programa computacional SAS System, versao 9.2 para a analise
dos dados (SAS Institute 2010).

Aclimatacao

Apods o resgate em meio de cultivo, as plantas obtidas nos diferentes
tratamentos foram transplantadas em vasos de polietileno contendo substrato
comercial e mantidas em casa de vegetagdo com sombreamento de 60%,
temperatura média diaria de 27 °C e 65,5% de umidade relativa média. Foram
avaliadas as taxas de sobrevivéncia nos primeiros 30 dias e a ocorréncia de
variagdes morfolégicas aos 120 dias apds a aclimatagao das plantas.

Resultados e Discussao

N&o foi registrada nenhuma morte de apice caulinar nos controles do
pré-cultivo em meio com sacarose. A interagao entre gendétipo e tempos de
exposicao ao PVS2 foi significativa tanto nos tratamentos controle (LN-)
quanto apdés o congelamento em nitrogénio liquido (LN+). Nos resultados
obtidos com os controles foi possivel constatar que o efeito da solugao
de vitrificagdo sobre a sobrevivéncia e recuperagédo dos apices variou de
acordo com essa interagdo. O menor valor registrado (40 %) foi com o BGA-
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20 aos 60 min de exposicdo a solugdo, enquanto que as maiores taxas
de sobrevivéncia (100%) foram obtidas com o BGA-128 aos 30 e 45 min,
ambos pertencentes a variedade A. comosus var. bracteatus, deixando
evidente a dependéncia em relagdo ao gendtipo e ndo as variedades
botanicas (Tabela 2). Na comparacédo das médias gerais foram identificadas
diferencgas significativas e, ao se considerar os gendtipos, os resultados
mostram que aos 60 min de PVS2, quase 40% dos gendtipos (BAG-20,
‘Imperial’, MD2, ‘Pérola’, BGA-739, BGA-224) apresentaram taxas de
sobrevivéncia mais baixas quando comparadas aos tempos de 30 min e
45 min, comprovando a menor tolerancia destes genoétipos a tempos mais
prolongados de exposigéo (Tabela 2).

O efeito do congelamento sobre os apices foi ainda mais evidente
para todos os gendtipos estudados, ja que os valores registrados apds a
imersao em nitrogénio liquido (LN+) foram menores em todos os tempos de
exposi¢cdo, quando comparados com os controles. Os resultados obtidos
apos a imersao em nitrogénio liquido variaram de 16,66% no gendtipo CO2
a 86,66% na cultivar Imperial e foram dependentes das variedades e do
tempo de exposicdo ao PVS2 (Tabela 2), a semelhanga do que ocorreu na
auséncia do congelamento. Os genétipos BGA-35, Imperial, BGA-224 e ORN
apresentaram valores acima dos 70% de sobrevivéncia no tempo de 45 min de
exposicao. Para a maioria dos gendétipos esse tempo de exposicéo apresentou
os resultados mais satisfatorios, como pode ser observado na média geral
comparando os trés tempos de exposi¢do, ainda que para outros gendtipos
nao houvesse diferenga estatistica entre os tempos de PVS2. Por outro lado, o
genotipo BGA-128, que no tratamento controle mostrou as mais altas taxas de
sobrevivéncia, apresentou resposta inversa apds o congelamento, deixando
evidente que pode tolerar tempos mais elevados de exposicao ao PVS2 para
garantir protegéo ao tecido e evitar as injurias que causam a morte dos apices.
O melhor resultado obtido por este gendtipo foi com 60 min de PVS2 com
aproximadamente 50% de sobrevivéncia dos apices.

De forma geral, as taxas de sobrevivéncia mais baixas foram obtidas com
30 min de exposigdo ao PVS2, seguido do tempo de 60 min. Para alguns
genotipos a exposi¢ao a 60 min de PVS2 gerou resultados satisfatorios, mas
que nao diferiram de forma significativa dos tempos de menor exposigéo.
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Nao foi identificado um padrdo de resposta diferenciado entre as
variedades botanicas, silvestres ou cultivadas, enfatizando a dependéncia em
relacdo ao gendtipo e a necessidade de ensaios especificos. Os resultados
das taxas de recuperagcdo dos apices praticamente ndo apresentaram
diferencgas, ja que os valores estdo acima de 80%, com uma Unica exceg¢ao
feita ao genodtipo CO2, que de todos os gendtipos estudados foi o que
mostrou os resultados mais baixos, tanto para a sobrevivéncia, quanto para
a recuperagao, incluindo o tratamento controle.

A aclimatizagdo de mudas criopreservadas de abacaxizeiro resultou em
100% de sobrevivéncia de plantas oriundas de todos os tempos de exposi¢cao
ao PVS2. Nao foram identificadas nenhuma das variagbes morfologicas mais
comuns em plantas de abacaxi oriundas de cultivo de tecidos, tais como
presencga de espinhos e variegacao foliar.

Tabela 2. Percentual de sobrevivéncia e regeneragdo de gendtipos de
abacaxizeiros (Ananas comosus) apos a criopreservacao pela técnica da
vitrificagdo em gotas.

Sobrevivéncia (%) Regeneragao (%)
PVS2 PVS2

Genotipos

(NL-)” (NL-)

A. comosus var.
microstachys 70,00 bA 56,66 cB 83,33 aA 100,00 aA 96,66 aA 100,00 aA
(BGA-471)

A. comosus var.
microstachys 66,66 bB 53,33 cC 80,00 aA 100,00 aA 90,00 aA 86,66 aA
(BGA-472)

A. comosus
var. bracteatus 100,00 aA 100,00 aA 93,33 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
(BGA-128)

A. comosus
var. bracteatus 46,66 cB 66,66 bA 60,00 bA 100,00 aA 83,33 aA 90,00 aA
(BGA-17)

Continua...



18 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 95

Tabela 2. Continuagéo.

Sobrevivéncia (%) Regeneracao (%)
PVS2 PVS2

Genotipos

(NL-)~ (NL-)

A. comosus

var. bracteatus 60,00 bA 60,00 bA 40,00 cB 96,66 aA 100,00 aA 100,00 aA
(BGA-20)

A. comosus

var. bracteatus 80,00 aA 93,33 aA 86,66 aA 83,33aA 93,33aA 93,33aA
(BGA-35)

A. comosus var.

.. 66,66 bB 86,66 aA 73,33 bA 100,00 aA 100,00 aA 96,66 aA
comosus (Ajuba)

A. comosus var.

43,33 cA 46,66 cA 50,00cA 63,33bA 83,33 aA 66,66 aA
comosus (CO2)

A. comosus var.

comosus (H155) 90,00 aA 80,00 aA - 100,00 aA 93,33 aA -
A. comosus

var. comosus 80,00 aA 60,00 bB - 100,00 aA 86,66 aA -
(HANA89)

A. comosus

var. comosus 80,00 aA 93,33 aA 73,33 bB 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
(Imperial)
A. comosus var.

83,33 aA 73,33bB 76,66 bB 93,33 aA 100,00 aA 90,00 aA
comosus (MD2)

A. comosus
var. comosus 80,00 aA 86,66 aA 66,66 bB 86,66 aA 90,00 aA 93,33 aA
(Pérola)

A. comosus
var. erectifolius 93,33 aA 66,66 bC 73,33 bB 93,33 aA 86,66 aA 100,00 aA
(BGA-739)

A. comosus
var. erectifolius 80,00 aA 80,00 aA 66,66 bB 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
(BGA-224)

A. comosus
var. erectifolius 66,66 bB 86,66 aA 80,00 aA 100,00 aA 96,66 aA 86,66 aA
(ORN)

Média 7417B 7437B 7166A 9479A 9375A  93,09A
CV (%) 24,26 13,21

Continua...
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Tabela 2. Continuagéo.

Sobrevivéncia (%) Regeneracao (%)
PVS2 PVS2

Genotipos

(NL2+)™ (NL2+)

A. comosus var.
microstachys 40,00 bA 33,33 cA 43,33 bA 100,00 aA 83,33 aA 96,66 aA
(BGA-471)

A. comosus var.
microstachys 40,00 bA 33,33 cA 43,33 bA 100,00 aA 90,00 aA 86,66 aA
(BGA-472)

A. comosus
var. bracteatus 23,33 cB 43,33 cAB 53,33 bA 93,33 aA 100,00 aA 80,00 aA
(BGA-128)

A. comosus
var. bracteatus 36,66 bB 56,66 bA 53,33 bA 100,00 aA 80,00 aA 86,66 aA
(BGA-17)

A. comosus
var. bracteatus 50,00 aA 63,33 bA 56,66 bA 100,00 aA 93,33 aA 100,00 aA
(BGA-20)

A. comosus
var. bracteatus 60,00 aA 76,66 aA 73,33aA 93,33aA 100,00 aA 90,00 aA
(BGA-35)

A. comosus var.

.. 43,33bB 63,33bA 56,67 bA 90,00 aA 86,66 aA 86,66 aA
comosus (Ajuba)

A. comosus var.

33,33cA 30,00cA 16,66 cA 30,33 bA 60,00 bA 100,00 aA
comosus (CO2)

A. comosus var.

comosus (H155) 60,00 aA 56,66 bA - 100,00 aA 90,00 aA -
A. comosus

var. comosus 40,00 bA 20,00 dB - 83,33 aA 100,00 aA -
(HANA89)

A. comosus

var. comosus 36,66 bB 86,66 aA 53,33 bB 100,00 aA 90,00 aA 90,00 aA
(Imperial)

Continua...
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Sobrevivéncia (%) Regeneracao (%)
PVS2 PVS2

Genotipos

(NL2+)™ (NL2+)

A. comosus var.

56,66 aA 60,00 bA 50,00 bA 86,66 aA 100,00 aA 93,33 aA
comosus (MD2)

A. comosus
var. comosus 33,33 cB 66,66 bA 26,66 cB 80,00 aA 93,33 aA 86,66 aA
(Pérola)

A. comosus
var. erectifolius 33,33 cB 63,33 bA 43,33 bAB 90,00 aA 93,33 aA 100,00 aA
(BGA-739)

A. comosus
var. erectifolius 36,66 bB 73,33 aA 33,33 cB 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
(BGA-224)

A. comosus
var. erectifolius 40,00 bB 76,66 aA 46,66 bB 100,00 aA 86,66 aA 83,33 aA
(ORN)

Média 4145B 5645A 4642B 90,44A  90,42A  9143A
CV (%) 18,78 14,36

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott e Tuket, respectivamente a 1% de probabilidade.

(*) Solugao de vitrificagdo; (**) Na auséncia de nitrogénio; (***) Em presenga de nitrogénio.

Os resultados apds o congelamento, que variaram de 44% a 86% entre
os diferentes gendtipos, podem ser considerados muito bons. Vale ainda
destacar, que a despeito dos bons resultados obtidos anteriormente com
outros métodos de criopreservagao de abacaxi, o protocolo aqui estabelecido
€ menos laborioso e os resultados obtidos alcangam uma gama representativa
de variedades botanicas do género Ananas, podendo ser indicado para o
estabelecimento de criobancos de germoplasma do género (Gonzalez Arnao
et al., 1998; Martinez-Montero et al., 2005; 2012).



Criopreservagao de germoplasma de abacaxi pela técnica de vitrificacdo em gotas 21

A condigao de pré-cultivo (0,3 M sacarose/ 48 horas) ja havia sido testada
em trabalhos anteriores mas, com variedades silvestres este € o primeiro
relato (Gonzalez Arnao et al., 1998; Martinez—Montero et al., 2005). Esta
condigao inicial é crucial para induzir a tolerancia dos tecidos ao processo
de desidratagao por vitrificagdo. O pré-cultivo com sacarose nado causou
danos celulares em nenhum tecido do apice caulinar quando comparados
com o controle, resultado este, também observado por Wang et al. (2014) em
apices caulinares de batata e Ding et al. (2008) para apices meristematicos
de citros. Em espécies tropicais € de extrema importancia o acumulo de
crioprotetores enddgenos, como o agucar, que aumentam a estabilidade
das membranas, auxiliam na desidratagéo intracelular atuando na pressao
osmatica e aumentam a tolerancia a vitrificagdo com PVS2 reduzindo injurias
que causam morte celular apés congelamento (Hoeskstra et al., 2001; Grapin
et al.,, 2007; Sakai et al., 2008). Essa relagéo ja foi relatada também por
Reinhoud (1996) com tabaco, assim como para espécies tropicais tais como
abacaxi e banana (Gamez-Pestrana et al., 2004; Martinez-Montero et al.,
2005; 2012; Panis et al., 2005).

O uso de controles (NL-) neste tipo de trabalho é importante para que se
tenha a nogéo do efeito da solugao de vitrificagdo sobre os tecidos antes do
congelamento. O tempo de exposi¢ao a solugéo é outro fator determinante para
a obtencdo de boas taxas de sobrevivéncia e recuperagéo e que deve estar
bem adequado (Sakai et al., 2008). A escolha dos trés tempos de exposigéo a
solucgéao de vitrificagao usados neste trabalho, assim como a solugéo de PVS2
foi com base em trabalhos anteriores e em ensaios preliminares realizados no
nosso laboratério, com resultados pouco eficientes para a solugao de PVS3
(dados nao apresentados). Gamez-Pestrana et al. (2004) ao utilizar PVS2 a
0 °C obtiveram resultados para as variedades MD2 e Puerto Rico, que
variaram entre 40% a 60% de recuperagdo em uma amplitude de tempo que
variou de 30 a 60 min de exposigao, indicando um caminho que poderia ser
seguido para outras variedades de abacaxi.

A interacdo significativa entre gendétipos e tempo de exposi¢cao ao
PVS2, tanto nos controles quanto apds o congelamento, deixou evidente
a elevada dependéncia genotipica e a necessidade de protocolos que
possam atender melhor essas diferencas, provavelmente relacionadas
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com a variagéo da tolerancia destes gendétipos a desidratagaol/vitrificagcao
como comentado acima.

Para a grande maioria dos gendétipos, apds o congelamento, o tempo de
exposicado de 45 minutos foi considerado o melhor, ainda que para o BGA-
128, um A. comosus. var. bracteatus tenha sido o tempo de 60 min. Para
este gendtipo, em particular, que apresentou os melhores resultados nos trés
tempos de exposi¢ao nos tratamentos controle, fica claro a possibilidade de
se ampliar mais o tempo de exposi¢cao ao PVS2 para melhorar a eficiéncia
nas taxas de sobrevivéncia.

Ainda assim, o resultado satisfatério em torno dos 45 min foi consolidado
para a maioria das variedades, o que deixa evidente a importancia das trés
repeticdes experimentais.

O avang¢o mais interessante deste trabalho foi que os bons resultados
obtidos se devem ao uso da técnica de vitrificagdo em gotas, que possui
um manejo muito mais simples que os protocolos anteriores para abacaxi.
A eliminagdo da etapa de desidratagcdo ou mesmo de desidratacao/
encapsulamento ou da osmoproteg¢ao diminui de forma significativa trabalho
e risco, ja que diminui também o manuseio com o tecido vegetal. Outro
aspecto do uso desta técnica que pode ajudar a explicar esses resultados
positivos para tantos gendtipos € o método de descongelamento, que por
ser ultrarrapido pode evitar a formagédo de cristais se comparado com o
banho-maria; este, além de mais lento, demanda muitos cuidados para
evitar contaminagdes por microrganismos dos explantes. Em paises
tropicais e em regides de elevada temperatura e umidade, esse aspecto
deve ser levado em consideragado de forma contundente, pois os niveis de
contaminagédo na fase de descongelamento usando banho-maria costumam
ser bem elevados.

Outras experiéncias exitosas ja foram reportadas a partir do método de
vitrificagdo em gotas, como para Musa, Rosa canina e Rosa rubiginosa, ainda
que a grande maioria inclua o procedimento de osmoprotecdo com glicerol
e sacarose, etapa que também nao foi utilizada neste trabalho (Panis et al.,
2005; Pawlowska et al., 2014).



Criopreservagéo de germoplasma de abacaxi pela técnica de vitrificagdo em gotas 23

Figura 2. Regeneracédo e desenvolvimento de apices caulinares oriundos de trata-
mento controle e criopreservados nos diferentes tempos de exposi¢cao ao PVS2. Pla-
ca controle com plantas oriundas do pré-cultivo (PC) e dos trés tempos de exposigéo
ao PVS2 do abacaxi ‘Imperial’ (a); plantas regeneradas dos trés tempos de imerséo
em PVS2 apos congelamento (NL) do abacaxi ‘Imperial’ aos 150 dias apds imerséo
em NL (b); Controles do A. comosus var. microstachys BGA-471 (c) e 45 dias apos
descongelamento (d); Controles do A. comosus var. bracteatus BGA-128 (e) e 45
dias apos imersao em NL (f); Plantas da cultivar ‘Imperial’ (g) e ‘Pérola’ (h) oriundas da
criopreservagdo em meio de multiplicagdo.
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A Figura 3 evidencia o fluxograma das atividades que sédo realizadas para
o estabelecimento das variedades botanicas no Banco Ativo de Germoplasma
in vitro e criogenia. A escolha dos acessos a serem introduzidos leva em
consideragao a condigdo em que o0 mesmo se encontra no campo. Com o
avanco da murcha do abacaxizeiro registrou-se a perda de varias plantas/
acessos nos ultimos anos, o que vem demandando a¢des emergenciais para
o resgate de acessos infectados. Outro critério utilizado é a baixa adaptacao
de alguns acessos as condi¢gdes de campo estabelecidas, resultando em
plantas debilitadas e com crescimento vegetativo comprometido.

A primeira etapa € a indexacgao da planta a ser introduzida para a detecg¢ao
do viru,s que se realiza mediante a técnica de RT-PCR, utilizando-se
oligonucleotideos especificos para os tipos de PMWaV (Santos et al., 2011).

Se a planta estiver sadia, sera micropropagada para a obtengdo do numero
de mudas suficientes para constituirem o BAG in vitro (10 plantas/ acesso) e o
criobanco (30 apices caulinares/ acesso), considerando os testes de regeneragao
e estabilidade genética a serem realizados em intervalos de cinco anos.

Se a planta estiver infectada, devera entrar na rota de limpeza a ser
realizada por cultivo de apice caulinar. Apds nova indexagao e confirmagao da
sanidade, entra na rota de multiplicagao para posterior entrada nas duplicatas
de seguranga (BAG in vitro e criobanco).

Fluxo de atividades para estabelecimento de cépias
de seguranga de germoplasma de abacaxi
Material coletado no campo (folhas e gemas axilares: 1 planta/acesso)
Procedimentos de
. I?Ia?tgs - indexagéo do #
iniectadas complexo viral

Pineapple Mealybug Wilt-associated virus
(PMWaV)

Plantas
sadias

Procedimentos de
limpeza (cultivo de
meristemas ou crioterapia)

BAG in vitro Criobanco
10 plantas/acesso 30 apices caulinares/acesso
Atividades de regeneracao e avaliagcao

Figura 3. Fluxograma de atividade para o estabelecimento do Banco Ativo de Germo-
plasma in vitro e do Criobanco de abacaxizeiros da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Procedimentos de
propagagao
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Consideracdes finais

Esse trabalho é um registro do uso da técnica de vitrificagdo em gotas
no processo de conservagao de variedades silvestres e cultivadas de
abacaxi por meio da criopreservacdo de apices caulinares. Os resultados
aqui apresentados comprovam o sucesso da vitrificagdo em gotas para o
estabelecimento de criobancos de germoplasma deste género. Além do
objetivo de criopreservagédo de germoplasma, pode ser usada também para a
conservagao de matrizes certificadas oriundas do programa de melhoramento
genético de abacaxizeiro.
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