Métodos de micropropagacao de abacaxizeiro

Adriano Bortolotti da Silva®™, Moacir Pasqual®, Jodo Batista Teixeira® e Aparecida Gomes de Araujo®

(MWUniversidade José do Rosario Vellano, Instituto de Ciéncias Agrarias, Rod. MG 179, Km 0, CEP 37130-000 Alfenas, MG.
E-mail: bortolot@bol.com.br @Universidade Federal de Lavras, Caixa Postal 37, CEP 37200-000 Lavras, MG. E-mail: mpasqual@ufla.br,
agaraujo2003@hotmail.com ®Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Caixa Postal 02372, CEP 70770-900 Brasilia, DF.

E-mail: batista@cenargen.embrapa.br

Resumo — O objetivo deste trabalho foi comparar diferentes métodos de micropropagacao in vitro de abacaxizeiro
em larga escala. Os tratamentos utilizados foram micropropagagio convencional em meio sélido (5¢ 6 g L' de
dgar) e em meio liquido, e micropropagagdo em biorreator de imersao tempordria — imersao no meio de cultura a
cada 2, 4 e 8 horas, por 3 min — e continua, com aeracio a cada 2, 4 e 8 horas, por 3 min. Utilizou-se meio MS
suplementado com 1 mg L' de BAP, 0,25 mg L' de ANA, pH ajustado para 5,8. As culturas foram mantidas em
sala de crescimento com 25+1°C, sob luz branca fria (40 umol m? s'), com 16 horas de fotoperiodo. O delineamento
foi inteiramente casualizado, com nove tratamentos e quatro repeticdes. Depois de 45 dias de cultivo, foram
avaliados nimero de brotos, brotagdes superiores a 1 cm, comprimento de brotos, massa de matéria fresca e
massa de matéria seca de brotos. Sistemas de imersdo tempordria, com as plantulas imersas a cada 2 horas por
3 min, proporcionaram maior nimero, altura e massa de matéria seca de brotos de abacaxizeiro. O sistema de
imersao tempordria € o método mais eficiente na micropropagacao de abacaxizeiro em larga escala.

Termos para indexagdo: Ananas comosus, propagagao vegetal, imersio temporaria.

Micropropagation methods of pineapple

Abstract — The objective of this work was to compare different methods of pineapple in vitro mass
micropropagation. The treatments were conventional micropropagation in solid medium (5 and 6 g L' agar) and
in liquid medium, micropropagation in bioreactor of temporary immersion (immersion in culture medium each 2,
4 and 8 hours, for 3 minutes) and continuous immersion (with aeration each 2, 4 and 8 hours, for 3 minutes). MS
medium supplement with 1 mg L' BAP, 0.25 mg L' NAA, and pH adjusted to 5.8 was utilized. Cultures were
incubated at 25+1°C under cool white fluorescent tubes (40 pymol m? s') with a 16-hours photoperiod. The
experiment design was completely randomized, comprising nine treatments and four replicates. After 45 days,
number of shootings, shootings higher than 1 cm, length of shootings, fresh matter of shootings and dry matter
of shootings were evaluated. Temporary immersion system in each 2 hours for 3 minutes provided higher
number, height and dry matter of pineapple shootings. Temporary immersion system is the most efficient method

in pineapple mass micropropagation.

Index terms: Ananas comosus, vegetal propagation, temporary immersion.

Introducao

A producio de mudas de abacaxizeiro em larga escala
livres de patégenos tem sido um dos principais fatores
limitantes ao desenvolvimento eficiente da cultura.
Os métodos utilizados na propagacdo convencional de
abacaxizeiro apresentam baixo rendimento de mudas e
podem disseminar a fusariose (Fusarium subglutinans
f. sp. ananas), doenca responsavel por perdas de
produtividade no campo. As técnicas de cultura de tecidos
tém apresentado vantagens em relacdo ao método
convencional, como, por exemplo, a produciao de mudas
livres de fitopatégenos (Reinhardt & Cunha, 1999).

A micropropagagido comercial de abacaxizeiro
envolve o cultivo seqiiencial em meio liquido de explantes
(micropropagacdo convencional) advindos de cultura de
meristemas e gemas axilares (Danquita & Benega,
1997). Entretanto, o emprego comercial desta técnica é
reduzido em virtude dos altos custos de producdo,
principalmente com mao-de-obra e perdas durante o
processo de aclimatizacao (Kitto, 1997).

O cultivo de explantes em meio liquido possibilita a
automacio do processo de micropropagacio e,
conseqiientemente, a reducdo dos custos relativos a
mao-de-obra. Vérias pesquisas utilizando sistemas de
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automacdo, principalmente o uso de biorreatores, para
a micropropagacao em meio liquido, tém sido relatadas
(Escalona et al., 1999; Ziv, 1999; Paek et al., 2001).
O emprego de biorreatores em cultivo liquido permite a
micropropagacdo em larga escala, a prevencdo de
distdrbios fisiolégicos dos brotos e a hiperidricidade.
Ainda existe a possibilidade de computadores serem
usados no controle de sistemas de biorreatores,
apresentando, dessa forma, vantagens sobre a
micropropagagdo convencional em termos de automacao
e reducdo de trabalho.

Os sistemas de cultivo em biorreatores podem ser
divididos em continuos ou tempordrios. No sistema
continuo, os explantes ficam sempre em contato com o
meio de cultura, enquanto no sistema temporario, o
material vegetal entra em contato com o meio de cultura
de tempos em tempos, de acordo com programacdo
predefinida (Alvard et al., 1993; George, 1996). Segundo
Lemos (2001), a imersdo tempordria em bananeira
apresentou maior eficiéncia na producdo de biomassa,
maior nimero de brotos vidveis a aclimatizacio e maior
crescimento dos explantes quando comparado com o
sistema tradicional.

A propagacdo em larga escala por meio de
biorreatores tem sido relatada com sucesso em varias
espécies, como bananeira (Alvard et al., 1993),
cana-de-actcar (Lorenzo et al., 1998), orquidea (Paek
et al., 2001) e abacaxizeiro (Escalona et al., 1999),
apresentando taxa de multiplicacdo superior quando
comparada com a micropropagagao convencional.

O objetivo deste trabalho foi comparar diferentes
métodos de micropropagacgdo in vitro de abacaxizeiro
em larga escala.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais, do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG, durante o ano de 2005.

Os explantes de abacaxizeiro (Ananas comosus (L.)
Merr. cultivar Imperial) utilizados no experimento foram
obtidos a partir do estabelecimento in vitro de gemas
axilares em meio liquido MS (Murashige & Skoog, 1962)
suplementado com 1 mg L' de BAP, 0,25 mg L' de
ANA, 30 g L' de sacarose e pH ajustado para 5,8.
Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento, por
60 dias, com irradiancia de 40 pmol m2 s-! fornecida por
luz branca fria, com 16 horas de fotoperiodo a 25+1°C.

Na comparacio dos diferentes métodos de cultivo,
os tratamentos utilizados foram micropropagacio
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convencional em meio sélido (5 ¢ 6 g L' de d4gar) e em
meio liquido, e micropropagacao em biorreator de imersao
tempordria (imersdo a cada 2, 4 e 8 horas), e continua
(com aeragdo a cada 2, 4 e 8 horas), num total de nove
tratamentos, com quatro repeti¢des.

Na micropropagagdo convencional, em meio sélido e
liquido foram colocados trés explantes, em frascos de
250 mL, com 30 mL de meio de cultura. No cultivo em
meio sélido, utilizaram-se duas concentragdes de dgar
(5e6 gL1). O pH do meio de cultura foi ajustado para
5,8 antes da autoclavagem a 121°C e 1 kg cm!, por
20 min.

No cultivo em biorreator, foram colocados
dez explantes em 300 mL de meio de cultura, em frascos
de 1 L. No sistema de imersao temporéria, os explantes
foram imersos no meio de cultura a cada 2, 4 e 8 horas,
por 3 min. No sistema de imersao continua, a aera¢do
foi realizada em diferentes tempos: a cada 2, 4 e 8 horas,
por 3 min.

Foi utilizado meio MS suplementado com 1 mg L-! de
BAP, 0,25 mg L' de ANA, pH ajustado para 5,8.
As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
25+1°C, sob luz branca fria (40 umol m2 s'!), com
16 horas de fotoperiodo.

O sistema de biorreator de imersdo tempordria é
constituido por dois frascos conectados por tubos de
silicone; um dos frascos contém o meio de cultura e no
outro ocorre o cultivo dos explantes, modelo similar ao
sistema de frascos gémeos-BIT, utilizado por Escalona
et al. (1999), que foi desenvolvido por Teixeira (2002).
Nesse sistema, o ar fornecido por um compressor €
esterilizado por uma membrana de 0,22 pm, entra no
frasco que contém o meio de cultura e faz com que o
liquido chegue ao outro frasco que contém os explantes.
Apés um tempo de imersdo, ocorre reversdo do
processo: o meio nutritivo retorna para seu frasco.
A freqiiéncia e o tempo de imersdo sao controlados por
“timers” eletronicos e valvulas solendides (Escalona
etal., 1999). O tempo de imersdo pode variar e o ar
promove a renovagdo da atmosfera do frasco.

No sistema de biorreator de imersdo continua, foi
realizada adaptag@o no sistema desenvolvido por Teixeira
(2002): os tubos de silicone que unem os dois frascos
gémeos foram desconectados. Cada um dos recipientes
apresenta dois orificios e, assim, um foi usado para
entrada de ar, esterilizado por uma membrana de
0,22 pm e o outro foi usado para saida de excesso de
pressdo. A entrada de ar no frasco promove a renovagao
da atmosfera.

Apo6s 45 dias de cultivo, os seguintes parametros
foram avaliados: nimero de brotos, brotacdes superiores
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a1l cm, comprimento de brotos, massa de matéria fresca
e massa de matéria seca de brotos. A massa de matéria
seca foi medida apds a secagem em estufa por cinco
dias a 50°C.

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com nove tratamentos e quatro
repeticoes. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott &
Knott, a 5% de probabilidade. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o SISVAR 4.3 (Ferreira, 1999).

Resultados e Discussao

O nimero de brotos foi afetado pelos métodos de
cultivo. A imersao tempordria a cada 2, 4 e 8 horas e a
imersao continua a cada duas horas apresentaram os
melhores resultados com cerca de 19 brotagdes por
explante, enquanto o cultivo em meio sélido com
6 g L' apresentou o pior desempenho (Tabela 1).
Os sistemas de cultivo em biorreator podem promover
brotacdes em larga escala, o que possibilita a automacgao
do processo de micropropagacdo e a reducdo do trabalho
(Paek et al., 2001). Lorenzo et al. (1998) observaram
em sistema de imersao tempordria taxa de multiplicacao
de 23,9 brotos em 30 dias, seis vezes superior ao
protocolo convencional para cana-de-acticar. Escalona
et al. (1999) observaram que a imersido temporaria
estimulou a multiplicagdo e a massa de matéria seca
dos brotos de abacaxizeiro. Mais de 5.000 brotacdes
foram obtidas em um tnico frasco, taxa de multiplicacao
de 300 a 400% em relacdo ao convencional.

Neste trabalho, o sistema de automagao proporcionou
taxas de multiplicacdo de 136 até 316% superiores,
quando comparadas aos sistemas de micropropagacao
convencional. Entretanto, o uso da imersao continua, que

proporcionou niimero razodvel de brotos, pode dobrar a
capacidade do biorreator — por usar somente um frasco
de cultivo — quando comparado aos sistemas de imersao
tempordria, no qual utilizam-se dois frascos para o cultivo.

Os sistemas de imersao tempordria, com programacgao
acada?2 e 4 horas, apresentaram os melhores resultados
quanto as varidveis nimero de brotos maiores que 1 cm
e comprimento de brotos, com 17 brotos e 2,5 cm,
respectivamente (Tabela 1). A producdo de brotos
maiores pode proporcionar maior sobrevivéncia das
mudas durante o processo de aclimatizacido de
abacaxizeiro (Escalona et al., 1999).

Os métodos de micropropagacdo convencional
apresentaram baixo crescimento de brotos (Tabela 1),
provavelmente devido a pouca possibilidade de trocas
gasosas nestes sistemas (Etienne & Berthouly, 2002).

Os explantes cultivados em meio liquido em condi¢des
de imersdo continua, com aeracio a cada 4 e 8 horas,
apresentaram as maiores massas de matéria frescas de
brotos (Tabela 1). O contato continuo dos explantes com
meio de cultura pode ter promovido maior absorcao de
dgua nesse sistema. Esta exposi¢do continuada ao meio
liquido pode causar distdrbios fisiolgicos, como a
hiperidricidade. O cultivo em sistemas temporarios pode
prevenir estas desordens pelo contato intermitente do
meio de cultura com o material vegetal (Ziv, 1999).

Para massa de matéria seca de brotos, a melhor
resposta foi verificada no sistema de imersdo tempordria
a cada duas horas, com incremento de 100 a 250 mg,
quando comparado aos sistemas de micropropagacao
convencional. O sistema de imersdo tempordria
proporciona brotacdes mais pesadas para
cana-de-acucar, Amelanchier x grandiflora Rehd.
'Princess Diana' e abacaxizeiro (Lorenzo et al., 1998;

Tabela 1. Ntiimero de brotos, niimero de brotos maiores que 1 cm, comprimento de brotos, matéria fresca e matéria seca de
brotos de abacaxizeiro em diferentes métodos de cultivo in vitro(V.

Tratamento Nuamero Numero de brotos Comprimento Matéria fresca Matéria seca
de brotos >1 cm de brotos (cm) de brotos (g) de brotos (g)
Meio liquido 14,83b 10,00b 1,36d 431b 0,249¢
Agar(5gL) 13,83b 3,49¢ 1,10d 1,51c 0,140d
Agar (6 gL 5,91d 1,50c 1,15d 1,20c 0,100e
Imersdo continua (2 horas) 16,79a 11,22b 1,83¢ 4,73b 0,255¢
Imersdo continua (4 horas) 11,33¢ 11,33b 2,17b 6,42a 0,255¢
Imersdo continua (8 horas) 12,13¢ 11,70b 2,28b 581a 0,240c¢
Imersdo temporaria (2 horas) 18,87a 15,60a 2,55a 4,87b 0,354a
Imersdo temporaria (4 horas) 18,42a 17,00a 2,52a 4,73b 0,315b
Imersdo temporaria (8 horas) 17,55a 13,30b 1,68¢ 3,84b 0,240c

(DMédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade.
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Escalona et al., 1999). Os sistemas de imersio,
provavelmente, sdo mais apropriados ao crescimento de
explantes em cultivo liquido em biorreatores (Paek et al.,
2001; Etienne & Bertholy, 2002).

A freqiiéncia de aeracdes e imersdes tempordrias
afetou diretamente o crescimento do cultivo em
biorreator. Os efeitos dessa freqiiéncia pareceram ser
mais limitantes na multiplicagao in vitro de abacaxizeiro
em biorreator de imersdo continua, com tendéncia de
queda dos nimeros de brotos com a reducdo da
freqiiéncia de aeracdes de 12 vezes por dia, para 6 e
3 vezes. A imersdo continua promoveu maior massa de
matéria fresca de brotacdes, principalmente em menores
freqiiéncias da renovacdo do ar nos recipientes de
cultivo. Os sistemas de imersao temporaria acionados a
cada 2 horas promoveram brotacdes com maior massa
de matéria seca, 47% superiores aos demais cultivos
em biorretor (Tabela 1).

Em sistemas de imersdo temporaria, o tempo de
imersdo e a sua freqiiéncia s@o muito importantes,
determinando a absor¢do de nutrientes e controlando
a hiperidricidade das plantulas (Etienne & Berthouly,
2002). Na cultura de helicOnia, intervalos menores
entre as imersdes promoveram o desenvolvimento e
a propagacdo dos explantes em biorreator de imersao
tempordria (Rodrigues et al., 2006). A variacdo do
tempo de imersdo e sua freqiiéncia devem ser
determinadas de acordo com as exigéncias de cada
cultivo.

A produgdo de mudas em biorreator de imersao
tempordria pode reduzir os custos de producdo das
plantas micropropagadas de abacaxizeiro, permitindo
maior acesso aos fruticultores. A reducdo dos custos
pode ser na redug¢do do nimero de frascos, redu¢do na
manipulagdo do material, reducdo dos trabalhos de
repicagem e aumento nas taxas de multiplicacao (Chu,
1995). Escalona et al. (1999), em trabalho com
micropropagac¢do de abacaxizeiro em sistemas de
imersdo tempordria, obtiveram 20% de redu¢do nos
custos de produgio.

Conclusao

O sistema de imersdo tempordria € o método mais
eficiente para a propagacdo em larga escala de
abacaxizeiro.
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