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Apresentacao

O banco de abacaxi localizado na Embrapa Mandioca e Fruticultura esta en-
tre os mais antigos da Empresa, tendo sido estabelecido em 1975 a partir
de 39 acessos recebidos do Instituto Agronémico de Campinas. A amplia-
¢ao dessa colegdo comecou a partir de 1979, quando a Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia e a Embrapa Mandioca e Fruticultura iniciaram
varias expedi¢des de coleta em regides prioritarias do Brasil e atividades de
intercAmbio. Esse banco constituiu-se na maior colecdo de germoplasma de
abacaxi do mundo e atualmente conta com 764 acessos conservados, tanto
em condigdes de campo, quanto em telado, com uma duplicata de seguranga
in vitro.

Durante muitos anos o publico-alvo desse banco foi apenas o programa de
melhoramento genético voltado para a alimentacdo. Entretanto, nos ultimos
10 anos esse panorama mudou e, além dos programas de melhoramento, o
banco de abacaxi vem se consolidando pela busca de novas fun¢ées no ger-
moplasma conservado. Atributos ornamentais, fibras vegetais de qualidade,
moléculas bioativas para uso em farmacos, estdo entre as caracteristicas
identificadas na ultima década nesse Banco Ativo de Germoplasma, buscan-
do novos usos e agregando valor aos genes conservados.

Esse manual aborda, além dos aspectos da gestdo do banco de germoplas-
ma de abacaxi, sua histéria, as atividades que o norteiam e os resultados
obtidos até o presente momento, deixando evidente a importancia do aba-
caxizeiro no panorama da fruticultura do pais.

Alberto Duarte Vilarinhos
Chefe-geral da Embrapa Mandioca e Fruticultura
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Introducao

Historico, formacao e Estado da Arte

O abacaxi pertence a familia Bromeliaceae, subfamilia Bromelioideae. Com
aproximadamente 79 géneros e cerca de 3.692 espécies, esta & a maior fami-
lia de distribuicdo natural restrita ao Novo Mundo, com excec¢é&o da Pitcairnia
feliciana (Aug. Chev.) Harms & Mildbr, nativa da Guiné (Gouda et al., 2021).

A primeira colegao de germoplasma de abacaxi que se tem registro no Brasil
foi do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), que comegou a reunir as
primeiras variedades de abacaxi, em 1929, na Fazenda Santa Elisa, sob a
responsabilidade do pesquisador Felisberto C. Camargo. De 1939 a 1961,
esta colegdo foi bastante enriquecida, com a introdugéo de novos exempla-
res oriundos de varias regides do pais. A partir de 1967 esta colegcao passa
a ser mantida na Estagdo Experimental de Limeira, sendo substancialmente
ampliada, com a introducdo de acessos coletados em excursdes cientificas
realizadas a regido amazénica e a diversos paises das América do Sul e
Central. Essas expedigdes possibilitaram a formag¢ao de uma colegao de ger-
moplasma de abacaxi, constituida de 46 acessos de Ananas comosus var.
comosus, dois de Ananas sp., cinco de Ananas comosus var. ananassoides
e trés de Ananas comosus var. bracteatus.

Em 1972, outra colegdo comega a ser formada a partir dessa e de alguns aces-
sos cedidos pelo Jardim Botanico do Rio de Janeiro. A Embrapa Mandioca e
Fruticultura, ao receber 39 acessos do Instituto Agronémico de Campinas, da
inicio ao que viria a se constituir no maior Banco Ativo de Germoplasma de
Abacaxi do mundo.

A ampliagdo dessa colecdo comega a partir de 1979, quando a Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia e a Embrapa Mandioca e Fruticultura ini-
ciam varias expedigbes de coleta em regides prioritarias do Brasil e comegam
a introduzir variedades de outros paises, como Franga (Martinica), Bolivia,
Colémbia, Guiana Inglesa e Australia.

Assim, foram realizadas expedi¢cdes de coleta nas margens do Rio Parana
(no Brasil e no Paraguai, antes da formagao do lago de Itaipu) e nos Estados
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de Rondbnia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Para (antes da formacao
do lago de Tucurui).

Outras expedigdes, nos anos 1990 envolvendo uma cooperagao internacio-
nal com o Centre de Coopération Internacionale en Recherche Agronomique
pour le Développement (CIRAD), foram realizadas no Amapa, Para, Acre,
Mato Grosso, Amazonas/Rio Negro, Amazonas/Rio Solimbes, Rio Grande
do Sul, Santa Catarina, Parand, Sao Paulo, Minas Gerais, Goias e Guiana
Francesa e possibilitaram a coleta de 326 acessos de diferentes variedades
botanicas e procedéncias variadas.

Nessas expedigbes de coleta foi observada grande variabilidade genética,
encontrando-se os mais variados tipos de abacaxi, desde variedades locais
cultivadas pelos indios e pequenos agricultores, além de populacdes silves-
tres de abacaxi que ocorrem naturalmente em diversas regides. A abundan-
cia de variabilidade obtida nessas coletas foi notavel e permitiu a constatacao
de que os agricultores e indios da regido amazdnica tém tradigao de cultivar
mais de uma variedade em seus plantios.

Ariqueza de formas e cores encontrada em abacaxis na Amazdnia foi signifi-
cativa, tanto no que se refere a planta, quanto ao fruto em si. Algumas varieda-
des tinham nomes regionais interessantes, algumas vezes relacionados com
o tamanho do fruto. O ‘Maipuri’ ou ‘Cabeca de Anta’, encontrado no Amapa
e pertencente ao grupo Cayenne, chamou atenc¢ado pelo tamanho do fruto,
que pode alcangar 8 kg. O ‘Poti’, também do mesmo grupo tem fruto grande,
porém um pouco menor que o ‘Maipuri’. Ja o ‘Gigante de Tarauaca’ ou ‘Arroba
de Tarauaca’, cultivado tradicionalmente no municipio de Tarauaca, no Acre,
o fruto pode atingir 15 kg. O ‘Ananas Branco’ caracteriza-se por apresentar
folhas e fruto de cor verde-claro e polpa branca, contudo a planta se asse-
melha bastante com a cultivar Smooth Cayenne. Foi encontrado um acesso
do grupo Cayenne na Guiana Francesa, que produz cerca de 15 mudas tipo
filhote e um a dois rebentbes precoces e com tamanho adequado para plantio
ja na época da colheita.

Na expedigdo realizada as margens do Rio Solimdes, no Estado do
Amazonas, foram coletados materiais que apresentam caracteristicas
préximas aos das variedades comerciais. Algumas dessas variedades tém
sabor excelente e ndo necessitaram de nenhum trabalho de selecédo para
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serem consumidas. Outra variedade, de folhas lisas e chamada de ‘Tchad’
pelos indios Ticuna, ocorre com bastante frequéncia na regido. Suas folhas
tém coloragéo verde, poucas manchas de antocianina e produz frutos de
tamanho médio a grande, cilindricos, de polpa branca e de bom sabor.
Também foi observada uma variedade, que segundo os agricultores da
regiao, tem um sabor excelente, com alto teor de agucar e baixa acidez,
no estadio de desenvolvimento do fruto, considerado como imaturo. Vale
também mencionar, que em uma comunidade da tribo Ticuna, um agricultor
plantava 12 variedades de abacaxi. Nas imedia¢bes de Tefé no Estado do
Amazonas, ocorre uma variedade de folha roxa, fruto arroxeado e polpa
de cor alaranjada e de excelente sabor, denominada de ‘Roxo-de-Tefé’.
Todas essas cultivares mencionadas e selecionadas por indigenas s&o da
variedade botanica Ananas comosus var. comosus, onde se encontram a
grande maioria dos abacaxis comestiveis.

Constatou-se na coleta do Rio Negro que o ‘Curaud’ (Ananas comosus var.
erectifolius), usado no passado pelos indios da regido para confecg¢éo de cor-
das, redes e linhas para pesca, esta desaparecendo, pois com o advento do
nailon, a tradicdo da utilizagdo desta fibra esta sendo perdida. Os habitantes
das comunidades visitadas informaram que este abacaxi era muito utilizado
pelos seus pais e avés, mas que, naquele momento da coleta, ja ndo vinha
sendo mais plantado.

Para a realizagcao dessas coletas fez-se um levantamento de herbarios re-
gionais para a identificacdo das possiveis espécies a serem coletadas e pro-
vaveis areas de ocorréncia. Além dos dados catalogados nos herbarios e na
literatura existente, foram consideradas informagdes de pessoas e institui-
¢Oes das areas das expedigdes que tinham conhecimento da ocorréncia de
abacaxi na regidao. Os deslocamentos foram dirigidos visando buscar a maior
variabilidade genética possivel nos mais diversos ambientes.

As coletas foram realizadas utilizando-se os meios de transporte adequa-
dos para atingir os locais onde se encontra abacaxi cultivado e silvestre.
De maneira geral, os deslocamentos foram feitos de carro, barco, e quando
necessario aviao e helicoptero. Em algumas situagdes para se alcangar o
local indicado para as coletas foi necessario improvisar. As coletas reali-
zadas as margens dos rios Negro e Solimdes foram feitas de barco, ainda
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que algumas vezes foi necessario recorrer ao uso de lanchas pequenas e
mais velozes.

Nestas coletas foram prospectados acessos silvestres na vegetagao nativa
com grande variagado no tamanho do fruto em plantios tradicionais da regiao
em comunidades de agricultores.

Também foram realizadas expedigcbes de coleta nos estados do Nordeste
e se constatou que a variabilidade encontrada na regido foi restrita, ndo se
tendo encontrado nenhuma espécie nativa do género Ananas, mas apenas
variedades tradicionais cultivadas por populagdes locais.

Essas expedi¢cdes de coleta foram realizadas por varios pesquisadores da
Embrapa, o Dr. Francisco Ricardo Ferreira, o Dr. Renato dos Santos Cabral,
o Dr. Luciano de Bem Bianchetti, dentre outros. Esse esforgo de coleta e in-
trodugéo de germoplasma possibilitaram a ampliagao significativa da colegao
da Embrapa Mandioca e Fruticultura que atualmente se constitui de aproxi-
madamente 764 acessos e relne uma enorme riqgueza em formas e cores
dos mais diversos abacaxis.

Perda de acessos, novas abordagens
e a necessidade de novas coletas

Ao longo de pelo menos 20 anos, os acessos foram mantidos apenas em
condicbes de campo, com o registro de perdas por causas variadas, que
foram desde a ndo adaptacdo de alguns materiais por condigbes edafocli-
maticas até a incidéncia do virus da murcha do abacaxizeiro (Pineapple
Mealybug Wilt-associated Virus — PMWaV), que efetivamente causou graves
danos ao germoplasma.

Em vista disso, em 2003 deu-se inicio ao estabelecimento de uma duplica-
ta de segurancga in vitro, com 10 coépias por acesso e de uma duplicata do
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) em condigbes de telado, com uma ou
duas plantas em vaso/acesso. Em paralelo foi realizado um trabalho com a
finalidade de indexar as plantas do BAG para a presencga do virus da murcha
e, por meio do cultivo de apices caulinares in vitro, resgatar os acessos infec-
tados pelo virus.
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Assim para minimizar as perdas ocorridas, novas coletas foram realizadas
nos anos de 2016, 2017, 2018 e 2019 permitindo um enriquecimento do BAG
em aproximadamente 122 acessos. Essas coletas mais recentes ja levaram
em consideragdo uma abordagem nova, que considera o microbioma asso-
ciado as plantas de abacaxi em condi¢des naturais de ocorréncia.

Infraestrutura do BAG

BAG em campo

O Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi em campo esta instalado na
Embrapa Mandioca e Fruticultura em uma area localizada a 12°40’ de latitude
sul e 39°06’ longitude oeste, no municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil
(Figura 1A). O clima do municipio de Cruz das Almas, segundo classifica-
¢ao de Koppen, é uma transi¢do entre as zonas Am e Aw, com precipitagao
pluviométrica média anual de 1.143 mm, temperatura média de 24,28 °C e
umidade relativa de 60,47%. O solo da area experimental € um LATOSSOLO
amarelo distréfico tipico, A moderado, textura franco-argiloarenosa, cauliniti-
co, hipoférrico, fase transigao floresta tropical subperenifélia/subcaducifélia
com declive de 0 a 3% (Souza et al., 2012).

Os acessos estao dispostos sequencialmente em fileiras simples no espa-
camento de 1,0 m x 0,4 m em uma area total de 2.600 m? (Figura 1A). A
identificagdo dos acessos é feita por piquetes brancos de ripdes numera-
dos com tinta 6leo preta de forma sequencial. A manutengao e renovagao
dos acessos sdo realizadas frequentemente, a depender da frutificagéo e
idade das plantas com capinas que sao realizadas mensalmente. O siste-
ma de irrigagao é localizado por gotejamento e de forma complementar,
com periodicidade de duas vezes por semana, principalmente, nos meses
de setembro a margo. A adubacgao é feita em fungao da analise de solo e
realizada no periodo chuvoso. O manejo de pragas e doencas é feito sob
monitoramento e quando necessario é realizado o controle, principalmen-
te, para cochonilha. O rodizio da area do BAG abacaxi é realizado a cada
10 anos.
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Figura 1. Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi (BAG abacaxi) em campo (A);
BAG abacaxi em telado (B) e BAG abacaxi in vitro (C).

BAG em telado

O BAG abacaxi em telado esta mantido na mesma unidade da Empresa em
condi¢des de sombrite a 50% em uma area de 108 m? (Figura 1B). Os aces-
sos estdo plantados em vasos plasticos pretos de 7 litros com substrato co-
mercial (uma ou duas plantas por vaso/acesso) e dispostos em 14 bancadas
de cimento (2,1 m x 2,4 m), a 1,2 m do solo. O piso do telado esta revestido
com rafia preta (tela de solo em prolipropileno), para evitar plantas daninhas.
O sistema de irrigagao € localizado por microaspersao e realizado de forma
complementar com frequéncia diaria. A manutengéo e a renovagéo dos aces-
sos sao realizadas frequentemente, a depender da frutificagdo e idade das
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plantas. A adubagao é conduzida na renovagao do substrato, assim como a
limpeza dos vasos é feita a depender da necessidade, normalmente uma vez
por més. O manejo e controle de pragas sao realizados sob monitoramento
frequente e principalmente para formigas e cochonilhas.

BAG in vitro

A conservagdo de acessos do BAG abacaxi in vitro consiste na manutengéo
das plantas dos acessos em condi¢des de crescimento lento no Laboratério
de Cultura de Tecidos da Embrapa Mandioca e Fruticultura (LCT) (Figura 1C),
preservando sua identidade genética e capacidade de regeneragéo por meio
de subcultivos periddicos. Seis a 10 plantas sdo mantidas por acesso em sala
de conservagéo de 10,5 m? a uma temperatura de 20 °C + 1 °C, fotoperiodo
de 12 horas e densidade de fluxo de fétons de 20 pmol m? s™'. Os acessos
estao dispostos em tubos de ensaio (15 cm x 2,5 cm) com meio nutritivo
composto por metade da concentragdo de sais e vitaminas da formulagéo
MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementados com 3% (m/v) de sacarose e
2,4 g L' do agente gelificante Phytagel® como solidificante (Silva et al.,
2021). Os tubos estédo dispostos em grades de ferro (18 cm x 12 cm) sobre
prateleira de ferro e vidro (2,1 m x 0,6 m). Os subcultivos das plantas para
0 meio de conservagao fresco ocorrem em camara de fluxo laminar, em sala
climatizada no mesmo laboratério. Vale destacar que o LCT conta ainda com
sala de transferéncia de materiais, sala de reagentes em uso, sala de micros-
copia, sala de preparo de meios, sala de esterilizagao, sala de crescimento,
sala de conservacao com controle de temperatura a 18 °C e sala de convivio.
Aiintroducao no BAG in vitro se da a medida que hajam plantas disponiveis do
acesso a fim de ndo comprometer o numero necessario de plantas em campo.

Acervo

O acervo do BAG abacaxi se constitui atualmente de 764 acessos
conservados em campo, 680 conservados em telado e 300 conservados
in vitro (40%) mantendo uma grande variabilidade genética do género
(Figura 2). Destes, em campo e telado estdo conservados 476 acessos de
Ananas comosus var. comosus, 140 de A. comosus var. ananassoides, 39
de A. comosus var. bracteatus, 12 de A. comosus var. erectifolius, 16 de
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A. comosus var. parguazensis, 23 de A. macrodontes, 15 de Ananas sp.
e 43 de outras bromeliaceae. No BAG in vitro estdo dispostos: 177 de
Ananas comosus var. comosus, 29 de A. comosus var. ananassoides,
24 de A. comosus var. bracteatus, cinco de A. comosus var. erectifolius,
seis de A. comosus var. parguazensis, seis de Ananas sp. e quatro de
outras bromeliaceae. Esses acessos incluem ainda variedades tradicionais
coletadas no Brasil, cultivares comerciais e amostras de populagdes de
espécies silvestres. Todos os acessos estdo cadastrados no Portal Alelo
(https://www.embrapa.br/alelo) e duas cole¢des tematicas, sendo uma de
ornamentais e outra de fibras.

Apobs a aquisicao dos acessos, seja por doagao, intercAmbio ou coleta, cada
acesso recebe um cédigo precedido das iniciais BGA (Banco de Germoplasma
de Abacaxi) e um numero sequencial em relagdo ao ultimo acesso cadas-
trado. As plantas provenientes de expedigdes de coleta, onde se considera
também solo rizosférico, atendem a um procedimento operacional padrao
(POP) de separacao e identificagdo que estdo detalhados nos POPs: cole-
ta de germoplasma de abacaxizeiros em populagdes naturais ou areas de
cultivo tradicional com variedades locais (014.2.4.02.3.010) e recepgao de
amostras e plantio de abacaxizeiros apds coleta, doagcado ou intercambio de
germoplasma (014.2.4.02.3.011).

O Brasil € o principal centro de diversidade do género e esse germoplasma
constitui-se em um reservatorio de genes de inestimavel valor para o desenvol-
vimento de novas cultivares de abacaxi. A Embrapa Mandioca e Fruticultura,
em parceria com outras instituicdes de pesquisa e de extensao rural, vem de-
senvolvendo, desde 1979, um amplo programa de melhoramento genético e
de coleta de acessos em varias regides do Brasil. Até o momento foram reali-
zadas inumeras expedi¢cdes de coleta, abrangendo todos os estados do Brasil
e paises vizinhos como Venezuela, Guiana, Guiana Francesa entre outros. O
Brasil € um pais que ainda dispde de populagdes extensivas de germoplasma
silvestre em condi¢des naturais, principalmente na Amazonia e no Cerrado.

A Embrapa vem utilizando esses acessos no desenvolvimento de um
programa de pré-melhoramento, com o objetivo de incorporar seus genes
em linhagens/cultivares elites, que serdo usadas na ampliagdo da base
genética das populagdes do melhoramento do abacaxi, visando a obtencao
de cultivares de alta produtividade e outras caracteristicas agrondmicas de
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interesse. Outros programas de melhoramento genético estdo atrelados a
essa colecdo, a exemplo da geragado de cultivares para fins ornamentais,
para produgéao de fibras e enzimas e metabdlitos secundarios. Os programas
de melhoramento genético tém grande interesse no uso desse germoplasma
para ampliagao da base genética e ou uso de novos alelos tolerantes aos
estresses bidticos e abidticos no desenvolvimento das novas cultivares
comerciais de abacaxi.
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Figura 2. Variabilidade genética dos abacaxis conservados em condi¢gdes de campo
do Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi (BAG abacaxi), revelando a riqueza de
cores e formas existentes no germoplasma. Ananas comosus var. comosus (A-C), A.
comosus var. ananassoides (D-E), A. comosus var. bracteatus (F-H), A. comosus var.
erectifolius (1), Ananas comosus var. parguazensis (J) e Ananas macrodontes (K-L).
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Gestao do BAG

O BAG abacaxi € um dos bancos integrantes do projeto “Implementacao e
Monitoramento de Sistemas da Qualidade na Vertente Vegetal (Qualiveg) e
vem adotando na sua gestdo padrdoes de qualidade baseados em Normas
Internacionais, (ABNT ISO/IEC 17025, ABNT NBR ISO 17034:2017 e Verséo
Brasileira do Documento Diretrizes da OCDE de Boas Praticas para Centros
de Recursos Bioldgicos) que preconizam a inclusdo de procedimentos opera-
cionais padrao e controles de registros para todas as atividades que séo rea-
lizadas no ambito da conservagao, permitindo uma gestdo mais eficiente e a
rastreabilidade de seus processos. A gestao do BAG é realizada pelo curador,
que coordena todas as atividades, realiza intercambios, coletas e busca par-
cerias. A gestao esta subordinada ao sistema de curadoria da Embrapa e, em
nivel de Unidade, a pasta de Pesquisa e Desenvolvimento, conforme Figura 3.
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Enriguecimento de Germoplasma
Documentagdo do Germoplasma

7 alelo
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Atividades Técnicas

Pré-melhormento Genético Caracterizacdo de Germoplasma
Melhoramento Genético Duplicata de Seguranga
Novos Usos Manejo do Banco de Germoplasma

Montagem de Experimentos

Figura 3. Sistema de gestao do Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi
(BAG abacaxi) da Embrapa Mandioca e Fruticultura.
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As atividades de rotina sao: a) enriquecimento do acervo, realizado por meio
de coleta e intercdmbio com outras instituicdes de pesquisa do Brasil; b) inde-
xagao para identificacao de acessos infectados pelo virus PMWaV; ¢) limpeza
dos acessos infectados por meio do cultivo de apices caulinares e introdugao
no BAG in vitro e replantio no campo; d) a documentacao (registro) é rea-
lizada por meio do Portal Alelo — todos os dados de passaporte e manejo
dos acessos sao inseridos no Alelo, que é a plataforma de gerenciamento
dos dados de germoplasma da Embrapa; e) atividades de caracterizagdo im-
plicam diferentes abordagens, desde a morfolégica, molecular, fitoquimica,
dentre outras e estdo diretamente ligadas as linhas de pesquisa realizadas
no BAG, a seguir: melhoramento para novas variedades voltadas para mesa
e processamento; abacaxis ornamentais; bioativos voltados para a industria
de farmacos e/ou industria alimentar; fibras vegetais para reforco em matrizes
biodegradaveis; microbioma associado e implicagdes na promogéao de cres-
cimento e resisténcia as principais doengas da cultura; f) desenvolvimento de
produtos € uma consequéncia das atividades de caracterizagdo e, em alguns
casos do pré-melhoramento e do melhoramento. Na Figura 4 esta o fluxogra-
ma de funcionamento do BAG abacaxi.

ol DOMGES

i{f- ATIVIDADES

DUPLICATAS DE
SEGURANCA USOS EPRODUTOS

@V Banco participante do programa de qualidadeda Embrapa

QUALTVIE

Figura 4. Representagéo grafica das atividades de funcionamento do Banco Ativo de
Germoplasma de Abacaxi (BAG abacaxi) na Embrapa Mandioca e Fruticultura.
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Equipe

A equipe minima para nao comprometer o germoplasma deve ser de seis
colaboradores, com competéncias e habilidades especificas. Todos os mem-
bros da equipe tém conhecimento sobre a cultura e capacitacdo em gestao
da qualidade como requisito importante para a conservagédo do germoplasma
de abacaxi.

Na Figura 5 esta apresentada a matriz de competéncia do BAG abacaxi,
considerando os conhecimentos e as habilidades necessarias para operar
cada uma das fungdes estabelecidas, tanto para o BAG, quanto para as
duplicatas de seguranga. O sistema da qualidade perpassa todas as ativi-
dades realizadas.

Uma matriz mais detalhada, que indica procedimentos, instru¢des e ativida-
des para as quais os empregados e colaboradores do BAG estdo aptos e
foram designados, encontra-se disponivel no Setor de Gestdo de Pessoas
da Unidade e em pasta do Nucleo de Desenvolvimento Institucional sob o
registro de n® SGP0001.
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Sistema de Gestio da Qualidade

A Embrapa Mandioca e Fruticultura iniciou a implantagao de Sistemas de
Gestéo da Qualidade em 2004 quando entrou no Projeto Qualilab, do Senai/
Cetind da Bahia, com a participacdo de dois laboratdrios (Laboratério de
Nematologia e Microbiologia do Solo e Laboratério de Solos e Nutricao de
Plantas) visando a implantagdo da ABNT NBR ISO/IEC 17025 (Requisitos
Gerais para Competéncia de Laboratérios de Ensaio e Calibragdo). Desde
as primeiras iniciativas de implantacédo do Sistema de Gestao da Qualidade
até os dias atuais, muitas agdes foram desenvolvidas, as quais podemos
destacar: treinamentos/capacitagcbes em varias normas de Gestdo da
Qualidade, sensibilizagdes, implantacdo dos sensos da qualidade, refor-
ma e construcao de instalagdes, aquisicdo e calibragdo de equipamentos,
elaboragao de procedimentos operacionais padrao, formagao de auditores
internos e realizagao de auditorias internas.

A coordenagao do Sistema Embrapa de Qualidade na unidade Mandioca
e Fruticultura é de responsabilidade da Unidade de Gestado da Qualidade
(UGQ), cuja execugdo do processo cabe ao Nucleo de Desenvolvimento
Institucional (NDI). No periodo de 2016 a 2019, fase de implementacao
dos requisitos do Qualiveg, ocorreram capacitagbes na norma ABNT
NBR ISO/IEC 17025 para o NDI e SGL (Setor de Gestao de Laboratoérios)
e também foram realizadas auditorias internas, para a verificagdo da
conformidade do BAG abacaxi com relagdo aos requisitos implementa-
dos. As auditorias foram conduzidas conforme a norma ABNT NBR ISO
19011 (Diretrizes para auditoria de sistemas de gestdo da qualidade e/
ou ambiental).

A estrutura do sistema de gestao da qualidade da Embrapa Mandioca e
Fruticultura foi incorporada ao sistema de gestdo do BAG abacaxi. Os
procedimentos referentes as atividades gerenciais/administrativas defini-
dos pela UGQ foram adotados ou adaptados para atender as necessida-
des do BAG, como: controle de documentos, controle de registros, con-
trole de equipamentos, aquisi¢cao de servigos e suprimentos, treinamento
e supervisao de pessoal, sendo alguns desses processos detalhados
a seguir.
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Formacao de Recursos Humanos
e supervisao de colaboradores

As atividades de pesquisa em andamento no BAG abacaxi tém um forte
envolvimento com Universidades Estaduais e Federais com a orientagcao
de estudantes de iniciacao cientifica, mestrado e doutorado, que se tor-
nam durante esses trabalhos, colaboradores do BAG. Ja foram geradas
dissertacoes, teses e trabalhos de concluséo de curso (TCC) envolvendo
acessos do BAG, seja com a abordagem de conservagédo ou prospecgao
de novos produtos.

Além dessa atividade de formagdo de recursos humanos, o Laboratério de
Cultura de Tecidos tem como rotina o treinamento de todos os estudantes
que ingressam para realizar atividades no seu recinto. A existéncia de um
Plano Anual de Treinamentos garante a rotina e obrigatoriedade desse pro-
cedimento. Dentre os treinamentos contidos no Plano Anual de Treinamentos
podemos destacar o treinamento sobre boas praticas laboratoriais, operagao
de equipamentos criticos, uso de reagentes e descarte de residuos, uso de
atas e formularios de laboratério, requisitos coorporativos da Qualidade em
bancos de germoplasma e plano de salde e seguranga. Os treinamentos
sao oferecidos duas vezes ao ano e 0 mesmo treinamento é realizado em
turnos diferentes para poder contemplar todos os colaboradores que fre-
quentam o laboratorio.

A supervisdo desses colaboradores, sejam estagiarios ou bolsistas de pos-
-graduagéo, é feita mediante o controle presencial e das atas de laborato6-
rio, assim como a geracédo de dados brutos, periodicamente revisada. Essa
supervisao é realizada tanto pela analista responsavel do laboratério, como
pelos pesquisadores envolvidos nos trabalhos em andamento e pela prépria
curadoria do BAG.

Adicionalmente, edigbes anuais do curso de Micropropagagéo de Plantas
e do curso de Criopreservagdo de Plantas sao realizadas no mesmo
Laboratério. Ambos os cursos sédo importantes para a difusdo de duas téc-
nicas fundamentais para o manuseio do germoplasma: a produgédo de mu-
das sadias e estratégias eficientes de conservagao de germoplasma, caso
da criopreservacgéo.
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Registros

Considerando que s&do necessarios varios tipos de registros para as ativi-
dades relacionadas a conservagédo de bancos de germoplasma formularios
especificos sao utilizados e atendem, tanto as atividades de campo, como as
de laboratdrio. Dentre esses registros podem ser destacados os que sao obti-
dos desde os procedimentos de coleta (registro de dados de passaporte), os
que sao realizados nas atividades de acompanhamento do BAG em campo
e telado (registro de tratos culturais, adubacgdes, plantios, etc.) até os que se
referem as atividades realizadas no BAG in vitro (registro de preparo de so-
lugdes e meios de cultura, subcultivos de acessos, controles de temperatura,
uso e manutengdes de equipamentos criticos). Os formularios desses regis-
tros estdo controlados na lista mestra de documentos e registros da UGQ da
Unidade.

Além dos registros feitos em formularios préprios para cada atividade existem
os registros de atividades em atas de campo ou laboratério. Cada colabora-
dor é responsavel pelo preenchimento de suas atividades com os acessos do
banco em atas individuais. O preenchimento dessas atas segue orientagbes
abordadas no treinamento conforme Plano Anual (item 1.8). As atas sdo su-
pervisionadas pelos orientadores e preenchidas a caneta, além de conter
informagdes completas das atividades de rotina e pesquisa relacionadas ao
uso dos acessos do banco.

Parcerias Nacionais e Internacionais

As atividades, tanto de conservagao, quanto de pesquisa em andamento no
BAG abacaxi sao realizadas em parceria com varias Instituices de Ensino e
Pesquisa, tanto em nivel nacional, quanto em nivel internacional. Nas etapas
de validacao estdo sendo realizadas parcerias com a iniciativa privada, como
no caso dos abacaxis ornamentais ou dos produtos oriundos dos estudos
com a fibra do abacaxi. No ambito internacional, as colaboragbes se concen-
tram nas atividades de conservagao, principalmente na criopreservagéao do
germoplasma de abacaxi. Diversas instituicdes estdo envolvidas nas diferen-
tes agdes do BAG abacaxi, conforme Figura 6.
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Figura 6. Instituicdes nacionais e internacionais envolvidas nas diferentes a¢des do Banco
Ativo de Germoplasma de Abacaxi (BAG abacaxi) da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Cadastro no sistema SISGEN

Todas as atividades do BAG abacaxi se encontram devidamente registradas
no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN), de acordo com a Lei da Biodiversidade n°
12.123, em vigor desde 17 de novembro de 2015. As atividades de pesquisa
em andamento estdo contempladas nos seguintes cadastros:

a) Avaliagao de abacaxizeiro ornamental (A76D50C).

b) Caracterizagéo, prospecgéo e conservagdo de germoplasma do géne-
ro Ananas (ABE2250).

c) Estudos voltados para fitossanidade do género Ananas (AFOBB50).
d) Sistemas de produgéo e manejo fitotécnico para Ananas sp. (A88ABD5).

e) Conservagao, manejo e melhoramento genético para o género Ananas
(ASBEE64). Este cadastro se refere ao passivo gerado durante a me-
dida proviséria, em vigéncia de 2000 a 2015.
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Operacionalizacdo do BAG abacaxi

Obtencao dos acessos: coleta, intercambio
e doacao de germoplasma

Coleta de plantas (POP: 014.2.4.02.3.010)

Para a coleta de acessos de abacaxizeiro, o coletor deve estar munido de
documentacao pertinente as leis vigentes (Instrugdo Normativa ICMBio n°
03/2014) para espécies nativas. Uma das primeiras agdes para a coleta é a
definicdo, com precisdo, das areas que deverao ser exploradas. Uma fonte
para possiveis areas de ocorréncia do género Ananas sao os herbarios ou
dados de coletas anteriores.

Apods a definicdo da area e a identificacdo da populacdo a ser amostrada,
deve-se percorrer toda a area e com base no tamanho, observar, principal-
mente, a variabilidade fenotipica existente entre as plantas. E muito impor-
tante que seja feito o georreferenciamento da area de coleta com o uso do
GPS (latitude, longitude e altitude). Preencher os dados de passaporte na
caderneta de campo e todas as caracteristicas relacionadas a area (tipo de
vegetagdo, bioma, tamanho da populagéo, dados fenoldgicos das plantas,
entre outras caracteristicas). E importante fotografar toda a populagéo e o
ambiente ao entorno antes da coleta (identificar o numero das fotos na cader-
neta de campo).

A coleta do material de interesse deve considerar uma amostragem minima
de 11 plantas, com preferéncia para os rebentées. Outras formas também
podem ser coletadas e deve-se seguir essa ordem de prioridade dos tipos de
muda: rebentos, filhotes, planta adulta em forma de talo ou coroa. A amostra-
gem deve ser aleatéria ou em zigue-zague (evitando plantas muito proximas)
e de forma representativa dentro da populacédo. As amostras deverao receber
uma identificagdo em placas e uma de seguranga nas folhas com marcador
permanente conforme o nimero sequencial da caderneta de campo. Cada
planta (repeticdo) do mesmo acesso recebe também uma letra sequencial,
caso sejam oriundas da mesma populagado (Ex.. BGA-001a BGA-001b),
identificando assim, o gendtipo dentro do acesso, pois se tratando de uma
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populagao natural as plantas manterdao sua provavel variabilidade genética.
As amostras identificadas devem ser depositadas em caixas plasticas (tipo
verdura) ou caixa de papelao refor¢cada, de forma organizada, de modo a evi-
tar a perda das placas identificadoras. Deve-se evitar colocar as plantas em
ambientes totalmente fechados, as caixas devem ter furos para entrada de
ar. Plantas adultas ou rebentbes grandes devem ser reduzidos com o corte
de todas as folhas e raizes, deixando o talo com aproximadamente 15 cm a
20 cm de comprimento.

Deve ser realizado um monitoramento de pragas e doengas nas casas de
vegetacdo que receberem as novas coletas, para garantir a qualidade do
material genético.

Coleta de solo rizosférico

Um dos procedimentos de coleta para o Banco Ativo de Germoplasma de
Abacaxi é a coleta do solo rizosférico, que se entende como as amostras de
solo coletadas na camada de 0-20 cm no entorno de cada planta, conside-
rando como area limitrofe a zona de proje¢éo das folhas. Para a coleta do
solo do rizoplano, deve ser realizada uma amostragem composta de raizes
de cada uma das plantas coletadas, que passara posteriormente por um
processo de homogeneizagao, a fim de se obter um sedimento resultante
definido como solo do rizoplano, utilizado futuramente para isolamento de
microrganismos. As amostras de solo deverdo receber a mesma numera-
¢ao de coleta das plantas associadas, armazenadas em caixas de isopor
em sacos plasticos e enviadas a Embrapa Mandioca e Fruticultura. O codi-
go da amostra deve seguir o seguinte critério Ml (Microbioma): BGA (Banco
de Germoplasma de Abacaxi) e o nimero que se segue ao acesso no BAG
(Ex.: MI-BGA 002).

Para as avaliagbes necessarias, as amostras de solo rizosférico devem ser
divididas em subamostras de 300 g cada, destinadas as analises quimicas e
fisicas das propriedades do solo, isolamento de microbiota funcional e anali-
ses moleculares, em laboratérios especificos para cada finalidade. As amos-
tras destinadas as analises moleculares devem ser armazenadas adequada-
mente em baixa temperatura em ultracongelador (-80 °C), ou em congelador
(-18 °C) quando houver indisponibilidade do primeiro.
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Doacgdes e intercambio de germoplasma

O intercAmbio de germoplasma deve seguir as normas do SISGEN e da
Embrapa, que atendem a Lei da Biodiversidade n° 13.123, de 20 de maio
de 2015, no que tange a documentacdo necessdaria em caso de envio de
material. As doag¢des podem ser presenciais ou por envio de transportadora.
A entrada dos novos acessos no BAG deve seguir todos os cuidados ja abor-
dados no procedimento de coleta.

Recepcgao de amostras e plantio dos acessos

Apds coleta, pelo menos 10 plantas de cada acesso deverao ser encaminha-
das para a casa de vegetacgao ou telado e uma planta devera ser encaminha-
da para o laboratério de cultura de tecidos vegetais para a introdugédo no BAG
in vitro, como cépia de seguranga.

Recepgdo em casa de vegetacao

Arecepcéo deve ser realizada em casa de vegetagdo com luminosidade de 50%
ou em condigao de telado com malha de 70%. As amostras devem receber nova
identificagdo com numero sequencial, fornecido pelo curador, considerando os
acessos ja introduzidos no banco. Esse mesmo codigo do acesso sera mantido
para o campo e todas as duplicatas de seguranca: telado e in vitro. Cada planta
(repeticao) do mesmo acesso, em caso de coleta, recebera também uma letra
sequencial, caso sejam oriundas da mesma populagéo (Ex.: BGA-001a BGA-
001b). Essa identificagéo das repeti¢cdes dentro do mesmo acesso € importante,
pois se tratando de uma populagao natural, as plantas manterao sua variabilida-
de genética e 0 acesso nao sera necessariamente um clone.

As plantas que podem estar em forma de talos, rebentos, filhotes e/ou coroas
deverao ser plantadas em vasos plasticos de 15 a 30 cm de didmetro, a de-
pender do tamanho. Deve ser utilizado substrato comercial com propriedades
que garantam boa drenagem e aeragdo. Os vasos devem ser mantidos em
bancadas com irrigacao frequente, que pode ser realizada por um funcionario
designado com um cronograma de regas ou pode ser realizada por um siste-
ma automatico. O controle de pragas e doengas é imprescindivel nessa etapa
para garantir a qualidade do material genético que vai ao campo.
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O procedimento de indexagdo para o complexo viral PMWaV (POP:
014.2.4.02.3.002), pode ser realizado no momento do estabelecimento dos
acessos, se houver folhas novas nas plantas ou poderéa ser feito posterior-
mente quando emergirem as primeiras folhas. Se o0 acesso for diagnosticado
como livre de virus sera necessario garantir o isolamento das bancadas com
relagdo a ocorréncia de formigas e cochonilhas. Se ndo houver um telado an-
tiafideo, as bancadas podem ser protegidas por meio da aplicagdo de graxa
automotiva na base dos pés da mesa com uma frequéncia quinzenal.

Recepcao em laboratoério de cultura de tecidos: conservacgao
in vitro como duplicata de seguran¢a (POP: 014.2.4.02.3.004)

A introdugdo da duplicata de seguranga no Banco Ativo de Germoplasma in
vitro € um procedimento sequencial com trés etapas principais, sendo elas:
estabelecimento de gemas in vitro e desenvolvimento de plantas; indexagao
das plantas e limpeza clonal, quando necessaria; transferéncia de seis plan-
tas sadias para sala de conservagao, em condigdes de crescimento minimo,
para compor a duplicata do acesso no BAG in vitro. A Figura 7 resume a se-
quéncia de etapas que sao realizadas, tanto para a introdugao, quanto para a
limpeza clonal em caso de acessos contaminados.

INDEXACAO ‘
R-pcR I

Plantas sadias

inicio do processo

BAG EM CAMPO

BAGIN VITRO

Rota de limpeza viral por cultivo de apices caulinares

Figura 7. Rotina de atividades para a indexagéo, estabelecimento e limpeza clonal
de acessos infectados do Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi (BAG abacaxi).
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Estabelecimento de gemas in vitro e desenvolvimento de plantas
(POP: 014.2.4.02.3.004)

Para o estabelecimento de gemas deve-se retirar uma planta de um acesso
do solo, no BAG do campo ou telado. Cortar cerca de 80% do comprimento
das folhas (Figura 8A). Remover as raizes visiveis e lavar a planta abundan-
temente em agua corrente.

No laboratério deve-se excisar as folhas cuidadosamente, para expor o talo
com as gemas, realizar cortes com bisturi para extrair as gemas do talo
(Figura 8B), mantendo-as sobre uma fina lamina de agua deionizada em fras-
cos previamente esterilizados. Transferir os frascos com gemas para camara
de fluxo laminar para o procedimento de desinfestagdo. Para desinfestacao
das gemas, trata-las com solucéo de alcool 70% (v/v) por 5 minutos, hipoclo-
rito de sodio na concentragado aproximada de 1,25% (m/v) por 30 minutos,
seguido por trés lavagens com agua deionizada estéril.

Apéds desinfestacao remover, com auxilio de pinga e bisturi estéreis, o te-
cido circundante ndo organogénico, limpando cada gema individualmente
(Figura 8C). Transferir a gema para meio de estabelecimento (MS sem re-
guladores vegetais) em tubo de ensaio na mesma orientagdo em que ela se
encontra na planta in vivo (Figura 8D). Fechar o tubo com filme plastico e
incubar em camara de crescimento a 26 + 1 °C, fotoperiodo de 16h e den-
sidade de fluxo de fétons de 22 pymol m2 s, durante 45 dias (Souza et al.,
2013). O controle de qualidade da etapa de estabelecimento de gemas se
realiza por meio do registro da porcentagem de gemas contaminadas. O va-
lor da porcentagem € um indicador do sucesso da etapa de desinfestagao,
sendo valores inferiores a 10% considerados adequados.

As gemas intumescidas, 45 dias apds o estabelecimento, devem ser trans-
feridas para meio de multiplicagdo (MS suplementado com 0,025 mg L2 de
acido nafatalenoacético e 0,5 mg L2 de benzilaminopurina) em camara de flu-
xo laminar, subcultivadas periodicamente em intervalos de 45 dias e incuba-
das em camara de crescimento a 26 + 1 °C, fotoperiodo de 16h e densidade
de fluxo de fétons de 22 pmol m? s (Figura 8E). Nos subcultivos as plantas
desenvolvidas devem ser transportadas para a camara de fluxo laminar, onde
sera realizada a remocao das porgdes oxidadas dos explantes em condigbes
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assépticas. Plantas formadas devem ser seccionadas longitudinalmente e
transferidas para meio de multiplicagéo fresco (Figura 8F).

Apds a primeira transferéncia, sucessivos subcultivos devem ser realizados
para atingir o numero minimo de 50 plantas, das quais 10 sdo separadas
para limpeza clonal, em caso de acesso infectados , assim como, em caso de
acessos sadios, sdo separadas 10 plantas para sua introdugéo no Banco de
Germoplasma in vitro (Figura 8G). As demais plantas sdo mantidas para uso
em ensaios experimentais.

Figura 8. Sequéncia para o estabelecimento de plantas para compor o Banco Ativo
de Germoplasma de Abacaxi in vitro. Planta retirada do solo com redugéo das folhas
(A); Extragdo as gemas do talo (B); Redugéo e limpeza de cada gema individualmente
(C); Estabelecimento das gemas em tubo de ensaio com meio de estabelecimento
(D); Reducéo das folhas e limpeza das plantas para um meio de multiplicagao fresco
apo6s 45 dias de estabelecidos (E); Plantas seccionadas longitudinalmente e transfe-
ridas para meio de multiplicagéo fresco (F) e Banco Ativo de Germoplasma in vitro
conservado em tubos de ensaios (G).
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Indexacgao das plantas e limpeza clonal

Indexacao das plantas (POP 014.2.4.02.3.002)

A infecgdo causada pelo virus associado a murcha do abacaxi (Pineapple
Mealybug Wilt-associated Virus — PMWaV), transmitido pela cochonilha
Dysmicoccus brevipes e Dysmicoccus neobrevipes, constitui-se em um dos
maiores problemas para a cultura do abacaxizeiro e tem se mostrado igual-
mente importante para o Banco Ativo de Germoplasma. A planta infectada
geralmente tem menor porte, apresenta folhas avermelhadas com pontas
secas, poucas raizes, perda de turgescéncia dos tecidos foliares e partes
suculentas do abacaxizeiro (Guerra et al., 2020). A planta definha progressi-
vamente, muitas vezes, até a morte. Dessa forma, a indexagao das plantas
€ um dos passos fundamentais para a identificagdo do virus e a necessida-
de de limpeza clonal, em caso de acesso infectado. A indexagao envolve o
diagndstico em relagdo aos trés tipos virais associados a murcha, a saber,
PMWaV-1, PMWaV-2 e PMWaV-3.

Aindexacao consiste em extrair o RNAtotal de tecido foliar de abacaxizeiro por
meio do método proposto por Gambino et al. (2008), sintetizar CDNA a partir
do mRNA em reacado mediada peta enzima M-MLV Reverse Transcriptase e
utilizar o CDNA sintetizado como molde para reacédo de PCR utilizando pri-
mers especificos para cada cepa viral.

Extragcao de RNA

Todos os utensilios e solugbes utilizadas na extragdo de RNA devem ser
previamente esterilizados por autoclavagem, para inativagdo de RNAses. A
agua deionizada deve ser previamente tratada por 24h com dietilpirocarbona-
to (DEPC) na concentragao 0,1% e esterilizada por autoclavagem. A extragéao
de RNA por meio de método descrito por Gambino et al. (2008) consiste nas
seguintes etapas:

a) Macerar aproximadamente 1 mL de tecido foliar utilizando cadinho e
pistilo, na presenga de nitrogénio liquido.

b) Adicionar 800 uL da solugdo tampdo de extracdo, preaquecida em
banho-maria a 65 °C. Agitar os tubos em vortex logo em seguida.
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¢) Tampao de extragdo: CTAB 2,0%, NaCl 2.0 mol L™, Tris-HCI 100 mmol L'
pH 8.0, EDTA 25 mmol L', PVP-40 2,5% e 3-mercaptoetanol 2,0%.

d) Incubar os microtubos de 2 mL em banho-maria a 65 °C por 20 minu-
tos. Agitar o conteudo por inversao a cada 5 minutos.

e) Adicionar 800 uL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) nos 2 mL e
homogeneizar vigorosamente.

f) Centrifugar a 11.000 x g por 10 minutos a 4 °C.

g) Coletar o sobrenadante e transferir para novos microtubos de 2 mL.
h) Repetir as etapas 4 e 5.

i) Coletar o sobrenadante e transferir para novos microtubos de 1,5 mL.
j) Adicionar o mesmo volume do coletado de LiCl 3 mol L.

k) Incubar a mistura no gelo por 30 minutos.

[) Centrifugar a 21.000 x g por 20 minutos a 4 °C. Enquanto ocorre a cen-
trifugagéo, incubar o tampéo SSTE em banho-maria a 65 °C.

m) Tampao SSTE: Tris-HCI 10 mmol L' pH 8.0, EDTA 1,0 mmol L, SDS
1,0% e NaCl 1,0 mol L.

n) Descartar o sobrenadante.

o) Ressuspender o precipitado em 500 uL de SSTE e aguardar 15 minu-
tos a temperatura ambiente.

p) Adicionar500 yLde cloroférmio-alcoolisoamilico (24:1) e homogeneizar.
g) Centrifugar a 11.000 x g por 10 minutos a 4 °C.
r) Coletar o sobrenadante e transferir para novos tubos de 1,5 mL.

s) Precipitar o RNA com 70% do volume total de isopropanol gelado e
centrifugar imediatamente a 21.000 x g por 15 minutos a 4 °C.

t) Lavar o precipitado com etanol 70% estéril, centrifugar a 10.000 x g por
10 minutos e descartar o sobrenadante.

u) Deixar secar na estufa (37 °C) por 15 minutos e ressuspender em no
maximo 50 pl de agua deionizada estéril DEPC.
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Eletroforese de RNA

Para controle de qualidade do RNA extraido por meio da metodologia expos-
ta no item anterior é necessario realizar eletroforese em gel de agarose 1%,
em cuba especifica, utilizando tamp&o TAE, a 80V por 60 minutos. A reve-
lacdo do gel é realizada em transiluminador. A boa qualidade do RNA sera
evidenciada pela presenca, em cada faixa, de duas bandas bem definidas,
correspondentes a rRNA 28S e rRNA 18S (Figura 9).

-——
28S
e
' 185
. 18D

L T

Figura 9. Padrdo de comparagdo do produto de extragdo de RNA de acessos do
banco de germoplama de abacaxi em gel de agarose 1%, presenga, em cada faixa, de
duas bandas bem definidas, correspondentes a rRNA 28S e rRNA 188S.

Sintese de cDNA

a) Pipetar para o microtubo de PCR de 50 pL de reagéo:
* 1,0 yL de dNTPs 10 mmol L.
* 1,0 yL de primer Randémico (Random Hexamer 66p).
* 1,0 yL de primer PMWaV-1 R 10 L.
* 1,0 yL de primer PMWaV-2 R 10 uL.
* 1,0 yL de primer PMWaV-3 R 10 uL.

Foto: Helder Lima Carvalho
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* 4,0 yL de RNA molde.
* 1,0 yL de agua deionizada estéril.

b) Incubar a mistura a 70 °C por 10 minutos no termociclador, seguido de

4 °C por 2 minutos. Pausar a reacao a 4 °C e adicionar:
* 2,0 yL de Tampao M-MLV 10x.

* 0,5 yuL de RNAse Out ®.

* 6,5 pL de agua deionizada estéril.

* 1,0 uL de enzima M-MLV Reverse Transcriptase.

+ VOLUME TOTAL DA REACAO0: 20,0 L.

c) Para sintese do cDNA. Incubar a mistura final a 37 °C por 50 minutos

no termociclador, seguidos por 10 minutos a 80 °C para inativagdo da
enzima. Apos esse periodo, programar o termociclador para ficar a 4 °C
por tempo indeterminado.

Reacgéo de PCR com a cDNA sintetizado

a) Pipetar para novo microtubo de 50 pL de reagéo:

b

~

» 3,0 yuL da mistura contendo cDNA recém-sintetizado.
* 1,0 yL de primer F 10 nmol.

* 1,0 yL de primer R 1 0 nmol.

* 1,0 yL de dNTPs 2.5 mmol L.

* 2,5 uL de Tampao 10 x da enzima Taq Polimerase.

* 1,5 uL de MgCI2 50 mmol L.

* 14,8 pL de agua deionizada estéril.

* 0,2 uL de Taq Polimerase 5U/uL.

+ VOLUME TOTAL DA REACAO: 25,0 L.

Para cada amostra, trés tubos de reacdo devem ser preparados. Cada
um deles deve conter a mistura de reagentes descrita no item 1, porém
o primeiro deve ser preparado com primers especificos para PMWaV-1.
O segundo com primers especificos para PMWaV-2 e o terceiro com
primers especificos para PMWaV-3. Os trés tubos de cada amostra
podem ser acondicionados para reagdo no mesmo programa do termo-
ciclador mostrado no item 3.
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c) Realizar o PCR.

d) Armazenar os tubos em freezer comum ou adicionar 2,0 pyL de Loading
Buffer® Invitrogen, aplicar todo o contetdo da reagdo em gel de aga-
rose 1,5% para revelagéo.

Eletroforese dos produtos de RT-PCR

Para revelagao do resultado do RT-PCR, é realizada eletroforese em gel de
agarose 1,5%, em tampéo TBE, a 80V por pelo menos 2 horas e 30 minutos.
Deve haver pelo menos um controle positivo e pelo menos um controle ne-
gativo para cada cepa viral pesquisada, antes das amostras. A revelagéo é
realizada em transiluminador.

O controle de qualidade da indexagéo se realiza por meio da introdugéo de
controles positivos e negativos obtidos a partir de plantas certificadas. Esses
controles estao disponiveis nos géis de eletroforese preparados, sendo vistos
nas fotografias de revelagdo. Conforme o resultado da indexagcdo ha duas
atitudes possiveis a tomar. Plantas contaminadas com virus devem ser en-
caminhadas para o procedimento de limpeza clonal. Plantas sadias devem
ser transferidas para meio de conservagao, obtendo-se assim, a duplicata de
seguranga do BAG in vitro.

Limpeza clonal

Utilizar plantas in vitro que tenham 45 dias desde o ultimo subcultivo para
proceder a retirada do apice caulinar em camara de fluxo laminar, juntamen-
te com microscépio estereoscopico, papel branco estéril, papel milimetrado
estéril, tubos de ensaio contendo meio de regeneracao e ferramentas de tra-
balho (pinga, bisturi, azulejo, etc.). Realizar remogdes sucessivas das folhas
com auxilio de microscoépio estereoscopico, até que o tamanho do explante
atinja 0,5 mm a 1 mm. Para se certificar do tamanho do explante, utilizar pa-
pel milimetrado estéril.

Transferir pelo menos 10 apices para tubos de ensaio (um apice por tubo)
contendo meio de regeneracdo com a base levemente mergulhada no meio
nutritivo e o apice voltado para cima. Apos 120 a 180 dias, coletar folhas de
cada planta proveniente do cultivo de apices caulinares para reindexagéo. A
partir do resultado da reindexagéo, proceder da seguinte maneira. Plantas
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contaminadas devem passar novamente pelo procedimento de limpeza clonal,
descrito acima. Plantas sadias devem ser transferidas para meio de conser-
vagao, obtendo-se assim a duplicata de seguranga do BAG in vitro (Figura 7).

Transferéncia de plantas sadias para compor a
duplicata de seguranc¢a in vitro (BAG in vitro)

Plantas sadias, com certificacdo de auséncia de contaminagao viral, séo
transferidas para meio de conservagdo (MS sem reguladores de cresci-
mento), em tubos de ensaio individuais. Cada tubo de ensaio é identificado
com etiqueta autoadesiva contendo informagdes sobre o nimero do aces-
so, data e responsavel pelo estabelecimento. Seis plantas por acesso sao
introduzidas no BAG in vitro na sala de conservacédo, cujas condi¢des de
incubagao sao 20 £ 1 °C, fotoperiodo de 12h e densidade de fluxo de fétons
de 20 ymol m? s nas estantes reservadas para o BAG in vitro.

O controle de qualidade da conservagéo das duplicatas de seguranga se ve-
rifica por meio do registro das datas de subcultivo, que sédo evidéncia do
crescimento lento das plantas que compdem cada acesso e sua viabilidade.
O controle fitossanitario do acesso é realizado na etapa de estabelecimento
in vitro do material, quando é realizado o teste de indexagéo para detecgao
do virus PMWaV. Se a planta estiver positiva (infectada) apds sua introdugao
in vitro entra na rota de limpeza viral, como especificado no item 2.3.

Manutencao das plantas do BAG in vitro (POP: 014.2.4.02.3.005)

A manutengéo e a conservagao de acessos do Banco Ativo de Germoplasma
de Abacaxi in vitro consistem em manter as plantas dos acessos em condi-
¢Oes de crescimento lento, preservando sua identidade genética e capacida-
de de regeneracgéo por meio de subcultivos periddicos (Figura 10). As plantas
devem ser mantidas em camara de conservacado a 20 £ 1 °C, fotoperiodo de
12h e densidade de fluxo de fétons de 20 pmol m2 s™'. E importante que o re-
gistro da temperatura da cAmara de conservagéao seja realizado diariamente.
Ajustes nas condigdes ambientais s6 devem ser realizados por profissionais
habilitados, quando houver desvios provocados por defeitos nos equipamen-
tos ou para reposigédo imediata de ldmpadas ao fim de sua vida util. Todos os
ajustes realizados devem ser devidamente registrados, indicando o motivo e
a responsabilidade.
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Figura 10. Procedimentos de manutenc¢éo das plantas do Banco Ativo de Germoplas-
ma de Abacaxi in vitro. Preparo do meio de cultura (A); Distribuigdo do meio de cultura
em tubos de ensaio (B); Remogéo da planta conservada de dentro do tubo de ensaio
(C); Corte das raizes e remogao das folhas senescentes e corte de 80% das folhas
verdes (D); Introdugdo da planta reduzida em novo meio de cultura (E); Comparagéo
de uma planta subcultivada e uma conservada por 24 meses (F).

O acompanhamento da conservacéo se da por meio de visita semanal a ca-
mara de conservagao, oportunidade na qual deve ser observado o crescimen-
to das plantas e removidos tubos que estejam contaminados. No momento em
que se constata a necessidade de subcultivo de uma planta, cujas folhas ver-
des tenham atingido o topo do tubo e que ja tenham mais de 2/3 de folhas se-
nescentes, deve-se realizar as seguintes etapas em camara de fluxo laminar:

a) Com auxilio de pingas e bisturis estéreis, extrair a planta conservada
de dentro do tubo de ensaio. Em seguida, cortar as raizes, remover
as folhas senescentes e podar cerca de 80% da extensao das folhas.
Dessa maneira, obtém-se um explante com medidas aproximadas de
2 cm, sendo Y4 de sua extensdo formado por parte do talo.

b) Com auxilio de pingas e bisturis estéreis, introduzir o explante em um
tubo de ensaio individual com meio de conservagao fresco.

c¢) ldentificar o tubo com as seguintes informagdes, niumero do acesso,
data e o nome do operador.

Um trabalho realizado nesse BAG com plantas conservadas por 10 anos,
mostrou que plantas de abacaxi nessas condigdes podem suportar um inter-
valo de 24 meses sem necessidade de subcultivar, mantendo sua viabilidade
e sua estabilidade genética (Silva et al., 2016).
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O controle de qualidade da conservagao das duplicatas de seguranca se veri-
fica por meio do registro das datas de subcultivo, que séo evidéncia do cresci-
mento lento das plantas que compdem cada acesso, € do acompanhamento
visual periddico do crescimento e da ndo contaminagdo do meio de cultura.
Os resultados dos intervalos entre os subcultivos séo registrados na ata de
procedimentos do Laboratério de Cultura de Tecidos.

Aclimatizagao das plantas de abacaxi do BAG in vitro
para retorno ao campo (POP:014.2.4.02.3.009)

A aclimatizagao de plantas de abacaxi, provenientes do BAG in vitro, consiste
na retirada das plantas do ambiente in vitro e sua transferéncia e adaptagao
em ambiente externo, preservando sua capacidade de crescimento e desen-
volvimento. O procedimento de transferéncia das plantas do meio de cultura
para substrato em bandejas para o cultivo deve ocorrer em estufa, casa de ve-
getacao, telado ou outro local protegido que permita a correta irrigagéo e con-
trole de condi¢gdes ambientais durante o periodo de aclimatizagao (Figura 11).

Fotos: Everton Hilo de Souza

Figura 11. Procedimentos de aclimatizacdo das plantas do Banco Ativo de Germo-
plasma de Abacaxi in vitro. Plantas in vitro na etapa de enraizamento e alongamento
(A-B); Reducéao das raizes (C); Lavagem das plantas e raizes para remo¢édo do meio
de cultura (D); Cultivo das plantas em bandejas com substrato comercial (E); Plantas
aclimatizadas apds 30 dias (F).
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Preparo das bandejas de cultivo

As bandejas de cultivo devem ser preenchidas com substrato comercial que
tenham como base casca de pinus, vermiculita de granulometria fina e humus,
em cada uma das células, e identificadas com o numero do acesso. Usando
uma mangueira com aspersor, irrigar a superficie da bandeja, deixando o
substrato bastante umido. Nesta etapa, é necessario ter atengao para que o
conteudo das células n&o seja revolvido pela forga do jato de agua. Utilizando
um objeto cilindrico de pequeno didametro (como uma barra de metal, lapis ou
caneta), criar orificios suficientes para uma planta em cada célula da bandeja
de cultivo, com a profundidade desejada (1 cm a 2 cm).

Retirada e cultivo das plantas

Plantas de abacaxi de acessos mantidos em meio de enraizamento in vitro
em sala de crescimento por pelo menos 30 dias (Figura 11A-B) devem ser
transportadas, em bandejas, ainda dentro dos frascos fechados, até a casa
de vegetacdo onde se encontram as bandejas de cultivo.

Entao, realizar as seguintes etapas:

a) Extrair a planta de dentro do frasco e remover o excesso de meio de
cultura com agua abundante, para evitar contaminagdes (Figura 11B).

b) Cortar as raizes que excederem 1 cm de comprimento (Figura 11C).

c) Lavar as raizes com agua corrente em uma segunda bandeja (Figura
11D).

d) Inserir a planta no sulco aberto, durante a etapa de preparo das bande-
jas, sustentando-a (Figura 11E). Nesta etapa, € necessario evitar que
qualquer fragmento de substrato caia na roseta foliar ja que isso causa
a morte da planta.

@ PR

e) Repetir as etapas “a” a “c” até finalizar todas as células da bandeja.

f) Irrigar brevemente as plantas por aspersao.



Fotos: Fernanda Vidigal Duarte Souza
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Irrigacdo e acompanhamento da aclimatizagao

Apos o cultivo em substrato, as plantas devem ser irrigadas no minimo duas
vezes ao dia, por aspersdo. E importante manter o substrato sempre bem
hidratado com o cuidado de ndo enxarcar. Plantas eventualmente mortas ou
contaminadas por fungos ou bactérias devem ser rapidamente removidas da
bandeja, para impedir que outras plantas sejam afetadas.

Duplicata de seguran¢a dos acessos em
condigoes de telado (POP: 014.2.4.02.3.009)

A manutencgao de uma planta de cada acesso de abacaxizeiros em condigdes
de telado como duplicata de seguranga do BAG é fundamental. As plantas
devem ser colocadas sobre bancadas de cimento dentro do telado, utilizando
substrato com boa aeragdo em vasos plasticos devidamente numerados, de
0,15 a 0,30 m de didmetro, dispostos em ordem numérica (Figura 12A). Os
acessos devem ser identificados com o cédigo de identificagao aplicado sob
pressao em placas de aluminio, para que nao haja risco de perda ou troca de
identificacao (Figura 12B). O cédigo de identificagdo deve ser igual ao que
consta no BAG em campo.

Figura 12. Copia de seguranga do BAG abacaxi em condigdes de telado (A); Detalhe
das placas de aluminio utilizadas para identificagdo dos acessos (B).
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Os registros referentes as copias de seguranga dos acessos devem ser rea-
lizados na ata de procedimentos do BAG em telado, sendo que devem ser
registradas informag¢des como: datas de florescimento; ocorréncia de pragas,
doencgas ou alguma anormalidade observada; datas de transplantio e renova-
¢ao do acesso. Além disso, as informagdes sobre remessa, incluséo, perda
e descarte de acessos devem ser registradas na ata de controle de acesso.

Procedimento para o cultivo das plantas

Devem ser usadas mudas do tipo filhote ou filhote rebentdao que sejam oriun-
das de plantas sadias de cada acesso mantido no BAG em campo. Apds a
retirada da muda, as plantas, com identificagcdo inicialmente realizada nas
folhas com caneta de tinta permanente, sdo encaminhadas para o telado.

As plantas a serem inseridas no BAG em telado (copia de seguranga) de-
vem ser oriundas de plantas livres do virus da murcha do abacaxizeiro.
Considerando essa condi¢do da planta, sera necessario garantir o isolamen-
to das bancadas com relagdo a ocorréncia de formigas. Se nao houver um te-
lado antiafideo, as bancadas podem ser protegidas por meio da aplicagao de
graxa automotiva na base dos pés da mesa com uma frequéncia quinzenal.

Para o plantio, o substrato deve ocupar 3/4 do vaso e a muda ser depositada
no seu centro. O operador deve segurar a muda com uma das maos e com-
pletar o volume do substrato até preencher totalmente o vaso. Fazer uma
pressado na base da muda para garantir que ndo se movera no substrato.

Como os vasos devem ser identificados, reproduzir a mesma identificacao
gue consta na folha da muda em placa de aluminio utilizando presséo. Os va-
sos devem ser furados na parte superior onde as placas deverao ser presas
com arame galvanizado e estarem visiveis para identificagdo (Figura 12B).

Os vasos devem ser mantidos em bancadas com irrigacao programada, que
pode ser realizada por um funcionario designado com um cronograma de
regas ou pela programacgao de um sistema automatico. Nos primeiros 45 dias
apos o plantio, a rega deve ser diaria. Para plantas ja estabelecidas a rega
deve ser realizada de trés a quatro vezes por semana.
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Procedimentos fitotécnicos
para a manutengao das plantas

Os procedimentos fitotécnicos para a manutencdo das plantas sdo basi-
camente a adubagdo no momento do plantio ou da renovagao, usando-se
um adubo de liberagéo lenta, como um fertilizante com 15% de nitrogénio,
9% de fésforo e 12% de potassio, assim como as adubagdes foliares a
cada dois meses. O monitoramento para identificacdo de pragas e doencas
€ realizado inicialmente por meio de inspec¢éo visual, semanalmente. Em
caso da identificagdo de qualquer patégeno deverdo ser tomadas as me-
didas recomendadas pelo fitopatologista e/ou entomologista especializado
na cultura.

O florescimento dos acessos deve ocorrer de forma natural. Apés o flores-
cimento, maturagéo dos frutos e inicio de perfilhamento, quando as mudas
estiverem em tamanho adequado para plantio (tipo filhote ou filhote rebentéo)
deve-se proceder o replantio do acesso, realizando-se a troca do substrato e
0 uso do adubo de liberagéo lenta, para garantir um crescimento adequado
da nova planta.

O controle de qualidade das plantas conservadas é realizado considerando a
sobrevivéncia de todos os acessos introduzidos de forma sadia (auséncia de
enfermidades) e sua posterior introdugdo no Banco Ativo de Germoplasma
em campo e em suas duplicatas de segurancga: telado e in vitro.

Plantio, conservag¢ao e manutengao das
plantas do BAG em campo e em telado

O plantio e manutengao dos acessos de abacaxizeiros sao realizados me-
diante manejo fitotécnico que engloba diversas atividades de rotina para
uma conservacao eficiente dos acessos, que vao desde coleta, renovagao
do BAG, limpeza da area (capinas), cobertura morta, adubagoes, irrigagao,
monitoramento e controle de pragas e doengas, além de atividades de inde-
xagao para monitoramento da murcha do abacaxizeiro e multiplicagdo dos
acessos para atividades de caracterizagao (Figura 13).
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Figura 13. Plantio, manutengéo e manejo fitotécnico dos acessos de abacaxizeiros
conservados no Banco Ativo de Germoplasma de Abacaxi (BAG abacaxi) da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Coleta e retirada de mudas (filhotes, filhotes rebentdo ou
rebentdo) (A); Plantio de mudas apds coveamento e preparo do solo (B); Capina e
limpeza da area (C); Distribuicdo da cobertura morta (D); Identificacdo dos acessos
(E); Irrigacéo por gotejamento (F); Controle de pragas e doencgas por pulverizagao
(G); Aplicacao de adubo foliar (H); Caracterizagdo e monitoramento dos acessos
conservados (I).

Apods a coleta, doagdo ou intercAmbio de um novo acesso de abacaxi, as
plantas recebem uma identificagdo com um cédigo sequencial, fornecido pelo
curador, considerando os acessos ja introduzidos. Esse mesmo cédigo do
acesso € mantido para o campo e todas as duplicatas de seguranga: em te-
lado e in vitro. Os procedimentos de indexagao e limpeza e, posteriormente,
a introdugéo do acesso in vitro e em telado, devem ocorrer conforme orienta-
¢ao dos itens 2.2 a 2.7 desse documento.

Fotos: Everton Hilo de Souza
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O plantio dos acessos em campo é realizado em covas abertas manualmente
com auxilio do enxadao a profundidade de 0,20 m. O espagamento utilizado
€ em fileiras simples de 1 m x 0,4 m. As adubacgdes de plantio e cobertura de-
vem ser baseadas na analise quimica do solo. Para o BAG em telado, a adu-
bacao é conduzida na renovacgao do substrato, para todas as plantas, além
se ser realizada via foliar, mensalmente. O manejo das plantas invasoras é
realizado manualmente, para manter os acessos livres de concorréncia com
as plantas invasoras, com maior atencdo para os seis primeiros meses apos
o plantio ou a renovagédo. As plantas invasoras préximas as plantas devem
ser arrancadas manualmente, para nao ferir as raizes dos abacaxizeiros.

O manejo de pragas e doengas é realizado por meio de monitoramento quin-
zenal, por técnico treinado, utilizando-se métodos de controle preconizados.
O manejo da irrigacdo é realizado de forma complementar e visa manter a
umidade no solo suficiente para o crescimento, frutificagdo e multiplicagao
dos acessos em campo, sendo que no periodo seco do ano (meses de se-
tembro a margo) a frequéncia é de duas vezes por semana. Para o BAG em
telado a irrigagdo € por microaspersao, realizada de forma complementar
com frequéncia diaria. Os acessos em campo sdo renovados sempre que
as mudas atingem o tamanho de 0,40 m a 0,50 m, para a manutengéo do
individuo dentro do acesso. A manutengéo e a renovagao dos acessos sao
realizadas apos a frutificagdo e emissdo de mudas pela planta. O rodizio
da area do BAG abacaxi em campo é realizado a cada 10 anos, visando,
principalmente o pousio e recuperagao do solo. Para o BAG em telado a ma-
nutencao e renovagao sao realizadas somente se ocorrer perda de vigor no
acesso, pode-se trocar o vaso ou o substrato, se verificada a necessidade,
com posterior registro em ata de campo.

Caracterizacao dos acessos de abacaxi

A caracterizacao é uma atividade essencial no manejo de colegdes de germo-
plasma, pois consiste em obter dados para descrever, identificar e diferenciar
acessos dentro de espécies, classes ou categorias, por meio de descritores
adequados (Querol, 1988; Vicente et al., 2005). A atividade de caracterizagao
deve considerar, principalmente, caracteres botanicos de alta herdabilidade,
facilmente visiveis ou mensuraveis e que se expressam consistentemente
em todos os ambientes (Valls, 2007).
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A caracterizagao e a avaliagdo bem conduzidas apresentam como vantagens
a identificacao de acessos duplicados, reduzindo o desperdicio de tempo e
recursos financeiros. Permite também estabelecer cole¢bes nucleares (core
collections), que, por definicdo, abrangem, com o minimo de redundancia,
a diversidade genética reunida em uma espécie cultivada e nas espécies
silvestres a ela relacionadas, além de permitir a identificagdo dos modos de
reprodugao predominantes nos acessos, bem como da ocorréncia ou ndo de
variabilidade intrinseca entre acessos (Valls, 2007).

Uma série de descritores tem sido elaborados objetivando caracterizar e
identificar acessos de abacaxizeiros, a exemplo dos descritores ja elabora-
dos (Giacometti, 1988; IBPGR, 1991; Santos, 1998). No caso de abacaxizei-
ros para fins ornamentais os descritores foram elaborados por Barros et al.
(2005), Souza et al. (2012) e utilizados para o registro e protecédo de cultiva-
res, no Sistema Nacional de Protegéo de Cultivares (SNPC), do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Os estudos de caracterizagao
e avaliagdo de germoplasma permitem o conhecimento da variabilidade ge-
nética existente entre os acessos, formando uma importante base de dados
que podem subsidiar o melhoramento genético com diversas finalidades, seja
para melhorar a producdo e a qualidade das frutas, na identificagdo de atri-
butos funcionais, biomoléculas, produgao de fibras, microrganismos associa-
dos, ou mesmo para sua utilizagdo como plantas ornamentais.

Para a caracterizagao dos acessos sao utilizados os descritores quantitativos e
qualitativos apresentados nas Tabelas 1 e 2. Os ensaios sao realizados por dois
ciclos reprodutivos e conduzidos em condi¢cdes que asseguram o desenvolvi-
mento normal das plantas. S&o utilizadas trés repeti¢cbes (plantas) por acesso.
Vale destacar que a caracterizagdo morfolodgica deve ser realizada no inicio do
florescimento, quando ocorrer o fechamento da ultima flor e no fruto maduro.

Tabela 1. Descritores quantitativos utilizados na caracterizagdo de germoplasma de
abacaxi da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Ne Descritor Medida

01 Altura da planta: medida do solo até a ponta da folha mais alta na Metro
posigcao natural da planta, sem elevar as folhas.

02 Numero de folhas. Numero

03 Diametro da copa: medida de uma ponta a outra da copa. Metro

continua...
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Tabela 1. Continuagéo.
Ne Descritor Medida

04  Comprimento da folha mais longa: medida a partir da insergdono  Metro
talo até a ponta da folha, no momento da iniciagao floral.

05 Largura maxima da folha: medida de uma margem a outra da Metro
folha na regido mais larga.

06  Comprimento da inflorescéncia: no seu maior tamanho com todas  Metro
as flores ainda fechadas.

07 Diametro da inflorescéncia: no seu maior tamanho com todas as Metro
flores ainda fechadas.

08 Comprimento do sincarpo: medido apoés o fechamento da dltima flor.  Metro

09 Diametro do sincarpo: medido na regido mediana do sincarpo Metro
apos o fechamento da ultima flor.

10 Comprimento da coroa: apds o fechamento da ultima flor. Metro

11 Comprimento do pedunculo: apés o fechamento da ultima flor. Metro

12 Diametro do pedunculo: medido na altura média, apos o fecha- Metro

mento da ultima flor.

13 Comprimento da pétala: realizado na antese floral. Metro
14 Comprimento do estame: realizado na antese floral. Metro
15 Comprimento do estilete: realizado na antese floral. Metro

16 Comprimento do frutilho: medido da base até a parte superior do Metro
frutilho com o fruto no ponto de maturacdo para consumo.

17 Largura do eixo: medido na regido mediana com o fruto aberto Metro
transversalmente no ponto de maturagéo para consumo.
18 Comprimento das bracteas: medido apds o fechamento da Metro
ultima flor.
19 Largura do eixo: medido na regido mediana com o fruto aberto Metro

transversalmente no ponto de maturagao para consumo.
20 Numero de rebentdes: contabilizado apds colheita do fruto. Numero
21 Numero de filhotes rebentao: contabilizado apds colheita do fruto. Numero

22 Numero de filhotes: contabilizado apds colheita do fruto. Numero

Fonte: Adaptado de IBPGR (1991) e Souza et al. (2012).
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Tabela 2. Descritores qualitativos utilizados na caracterizagdo de germoplasma de
abacaxi da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

No

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

Descritor

Habito da planta: observagdo tomada com re-
lacdo ao seu angulo de insercéo e pendéncia
das folhas.

Variegagao das folhas: observado na folha
mais longa, listras ou pontuagdes de cores di-
ferentes nas folhas.

Cor das folhas: observado na parte mediana
da folha mais longa.

Presenga de antocianina nas folhas: observa-
do na parte mediana da folha mais longa.

Densidade de tricomas: observada na parte
mediana da folha mais longa.

Piping: observado na parte mediana da folha
mais longa. Caracteriza-se pela presenca de
epiderme inferior dobrada sobre a margem da
folha ao longo da superficie superior, apresen-
tando uma faixa estreita prateada.

Estolédo: ramificagao na base do caule ou raizes.

Espinescéncia: presenga de espinhos nas folhas.

Posigdo dos espinhos na margem da folha: ob-
servado na parte mediana da folha mais longa.

Cor dos espinhos: observada na folha mais longa.

Nota

(1) Aberto;

(2) Ereto;

(3) Decumbente;
(4) Caulescente.

(1) Sem variegacgao;

(2) Variegadas com
margens verdes;

(3) Variegadas com
margens brancas;

(4) Variegadas com
margens vermelhas.

(1) Verde-claro;
(2) Verde-escuro;
(3) Antocianina.

(1) Pouco;
(2) Média;
(3) Muita.

(1) Ausente;

(2) Muito esparsa;
(3) Média;

(4) Densa.

(1) Ausente;
(2) Presente.

(1) Ausente;
(2) Presente.

(1) Ausente;
(2) Presente.

(2) Somente no apice;
(3) Na base e no apice;

)
)
)
)
(1) Somente na base;
)
)
(4) Ao longo da margem.

(1) Igual da lamina foliar;
(2) Diferente da lamina
foliar.
continua...
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Tabela 2. Continuagéo.
N° Descritor Nota

(1) Verde-claro;

(2) Verde-escuro;

(3) Rosado-claro;
Cor da bractea do pedunculo: bractea mais (4) Rosado-escuro;
proxima a inflorescéncia. (5) Vermelho-claro;

(6) Vermelho-escuro;

(7) Roxo-claro;

(8) Roxo-escuro.

(1) Branco creme;
(2) Verde-claro;

(3) Verde-escuro;
(4) Amarelo;

(5) Alaranjado;

(6) Rosado-claro;
(7) Rosado-escuro;
(8) Vermelho-claro;
(9) Vermelho-escuro;
(10) Roxo-claro;

(11) Roxo-escuro;
(12) Marrom a preto;
(13) Vinho.

Coloragdo do sincarpo imaturo: apés o fecha-

12 mento da ultima flor.

(1) Branco creme;
(2) Verde-claro;

(3) Verde-escuro;
(4) Amarelo;

(5) Alaranjado;

(6) Rosado-claro;
(7) Rosado-escuro;
(8) Vermelho-claro;
(9) Vermelho-escuro;
(10) Roxo-claro;

(11) Roxo-escuro;
(12) Marrom a preto;
(13) Vinho.

Coloragao do sincarpo aos 30 dias: apds o fe-

15 chamento da ultima flor.

(1) Trapezoidal com base
larga;
Forma do sincarpo: apés o fechamento da ul-  (2) Cilindrica;
tima flor. (3) Ovoide;
(4) Conica;
(6) Globosa.

14

continua...
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Tabela 2. Continuagao.

No

15

16

17

18

19

20

21

Descritor

Forma do pedunculo: apds o fechamento da
ultima flor.

Bractea na base da coroa: apdés o fechamento
da ultima flor.

Cor da bractea na base da coroa: apés o fe-
chamento da ultima flor.

Intensidade da coloragéo do apice: apos o fe-
chamento da ultima flor.

Apice do frutilho: avaliado no ponto de
maturag&o para consumo.

Cor da polpa: avaliada no ponto de maturagao
para consumo.

Uniformidade da cor da polpa: avaliada com o
fruto no ponto de maturagéo para consumo.

Nota

(1) Ereto;
(2) Pouco sinuoso;
(3) Muito sinuoso.

(1) Ausente;
(2) Presente.

(1) Branco creme;
(2) Verde-claro;

(3) Verde-escuro;

(4) Amarelo;

(5) Alaranjado;

(6) Rosado-claro;
(7) Rosado-escuro;
(8) Vermelho-claro;
(9) Vermelho-escuro;
(10) Roxo-claro;

(11) Roxo-escuro;
(12) Marrom a preto;
(13) Vinho.

(1) Baixa;
(2) Média;
(3) Alta.

(1) Cavado;

(2) Plano;

(3) Proeminente;

(4) Muito proeminente.

(1) Branca;
(2) Amarela;
(3) Esbranquigada;
(4) Amarela-clara;
(5) Amarela média;
(6) Laranja amarelada;
(7) Laranja;
(8) Avermelhada;
(9) Outra.
)

(1) Uniforme ou
ligeiramente;

(2) Irregular;

(3) Moderadamente
irregular;

(4) Fortemente irregular.

52

continua...
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Tabela 2. Continuagéo.

No

22

23

24

25

26

27

28

Descritor

Densidade da polpa do fruto

Firmeza da polpa: realizada com o auxilio de
um penetrémetro, no meio do fruto no ponto de
maturagdo para consumo sem casca.

Quantidade de fibra: observada em frutos no
ponto de maturagédo para consumo. O fruto é
descascado, cortado ao meio longitudinalmen-
te e mastigado.

Aroma da polpa: avaliado com o fruto no ponto
de maturagdo para consumo.

Suculéncia da polpa: considerado o contetudo
de suco obtivo por prensagem, em relagéo ao
peso total do fruto no ponto de maturagéo para
consumo.

Acidez da polpa: calculada a acidez titulavel de
uma amostra de suco obtida do ter¢o médio do
fruto no ponto de maturagéo para consumo.

Dogura da polpa: indicada em °Brix, calculada
com o auxilio de um refratdmetro, corresponde
ao conteudo de solidos soluveis de uma amos-
tra de suco obtida do tergo médio do fruto no
ponto de maturagéo para consumo.

Fonte: Adaptado de IBPGR (1991) e Souza et al. (2012).

Saude e seguranca
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Nota

(1) Baixa;
(2) Média;
(3) Alta.

(1) Macia;
(2) Média;
(3) Alta.

(1) Baixa;
(2) Média;
(3) Alta.

(1) Fraco;
(2) Médio;
(3) Forte.

(1) Baixa;
(2) Média;
(3) Alta.

(1) Baixa;
(2) Média;
(3) Alta.

(1) Baixa;
(2) Média;
(3) Alta.

A saude e seguranga para funcionarios que trabalham com o banco, e tam-
bém das dependéncias onde o banco esta localizado, sao itens exigidos para
a conformidade do BAG de abacaxi com as normas de qualidade do Qualiveg.

O programa de controle médico e salde ocupacional pode ser encontrado em
um documento basico, técnico, normativo e protocolar (Programa de Controle
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Médico de Saude Ocupacional — PCMSO) aplicavel a todas as Unidades
da Embrapa e fundamentado em um conjunto de normas regulamentado-
ras aprovadas pela Portaria 3.214, de 8 de junho de 1978, do Ministério do
Trabalho.

No PCMSO da Embrapa Mandioca e Fruticultura estéo incluidos protocolos
de saude de algumas especialidades, que permitem a avaliacdo do risco de
adoecimento dos empregados em relagdo a doengas crénicas degenerativas
de incidéncia na populagdo em geral. Esse documento se encontra disponi-
vel no Setor de Gestéo de Pessoas (SGP) da Unidade.

Controle de acesso as dependéncias do BAG

O controle do acesso as dependéncias da Embrapa Mandioca e Fruticultura
se realiza por meio de regras, recomendacdes e praticas ja estabelecidos.
Esse controle se justifica pela necessidade de minimizar ameagas a segu-
ranga das pessoas, a seguranga do trabalho, a seguranca da informacéo, e
de proteger a empresa contra riscos ao patriménio e a sua sustentabilidade,
minimizando exposigao da empresa a problemas de ordem trabalhista e pos-
sibilitando o cumprimento das normas de qualidade exigidas pelo Qualiveg.
Existem praticas na Unidade aplicaveis aos empregados, colaboradores e
visitantes, que padroniza os procedimentos para entrada, saida e circulagao
de pessoas e veiculos nas areas da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Em relagdo as dependéncias onde ha acessos do BAG de abacaxi ha outros
controles conforme detalhado a seguir.

BAG em campo (matriz)

A seguranga em relagéo as plantas do BAG que estdo em campo se da pela
restricdo da entrada na Embrapa Mandioca e Fruticultura, cujo controle é rea-
lizado por empresa de seguranga contratada pela Unidade e pela proibi¢ao
de pessoas fora do quadro de funcionarios de circular sem convite e sem
identificacdo por meio de crachas. A instalagao de cerca no perimetro do BAG
de abacaxi foi descartada por dificultar sobremaneira os tratos culturais para
a manutengao das plantas.
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BAG em telado

O telado onde se encontram as plantas do BAG é uma estrutura fechada
com acesso por uma porta. A porta € mantida trancada e o acesso (entrada e
saida) é restrito e controlado utilizando-se um caderno de registro de acesso.

BAG in vitro

Os acessos do BAG mantidos in vitro localizam-se no Laboratério de Cultura
de Tecidos, o qual tem um controle digital com biometria na porta de entrada
e um caderno para registro de visitantes e pessoas que nado fazem parte
da equipe que executa as atividades no laboratério. Dentro do laboratério,
o BAG in vitro encontra-se em uma sala mantida trancada, sendo o acesso
restrito a pessoas cadastradas e autorizadas, tais como: curador, analista e
assistente responsaveis e, eventualmente, estagiario que desenvolva ativida-
des a partir do BAG.
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