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B Melhoramento Genético

Micropropagacao de bananeira Pacovan
em biorretor de imersao temporaria

Daniele Simdes Araujo’
Cibelle Azamora dos Santos?
Eduardo José Dias da Silva’

Ricardo Lopes?®
Pamela Keiko Harada*

Resumo — O uso de biorreatores de imersao temporaria (BIT)
podem ser mais eficientes em comparagdo a micropropagagéao
em meio semissolido (MSS). O objetivo deste estudo foi avaliar
o potencial de BIT na multiplicagcao in vitro de banana 'Pacovan’.
Gemas de banana 'Pacovan' foram utilizadas para micropropaga-
¢do em MSS e BIT, utilizando o meio de cultura MS + 30 g L' de
sacarose + 2,5 mg L' de benzilaminopurina (BAP), sem e com
suplementagéo de 0,25 mg L' de acido indolacético (AlA). As cul-
turas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura
de 25 °C +2 °C e fotoperiodo de 16 horas. Realizaram-se quatro
subcultivos a cada 30 dias e ao final comparou-se o numero de

'Bolsista de Iniciagao Cientifica, Pibic/CNPg/Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus, AM.
?Bolsista de Iniciagao Cientifica, Pibic/Fapeam/Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus, AM.
3Engenheiro-agrénomo, doutor em Agronomia (Genética e Melhoramento de Plantas), pesqui-
sador da Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus, AM.

“Engenheira de alimentos, mestra em Processos Biotecnoldgicos, analista da Embrapa Ama-
zo6nia Ocidental, Manaus, AM.



70

Anais da XVI Jornada de Iniciagéo Cientifica da Embrapa Amazénia Ocidental

brotos obtidos. No MSS foi obtida maior producao de brotos, in-
dicando a necessidade de otimizagédo do BIT para que este seja
mais eficiente. A adigao de AIA nao teve efeito no nimero de bro-
tagdes independentemente dos ambientes de cultivo.

Termos de indexagao: Musa sp., platano, propagagéo in vitro.

Micropropagation of banana Pacovan using temporary
immersion bioreactors

Abstract — The use of bioreactors of temporary immersion (BTI)
may be more effcient than micropropagation in semissolid medium
(SSM). The aim of this study was to evaluate the potential of BTI
to micropopagation of 'Pacovan' banana. Gems 'Pacovan' banana
were used to micropropagation in SSM and BIT, using MS culture
medium with 30 g L' sucrose, 2.5 mg L' benzylaminopurine (BAP),
with and without supplementation of 0.25 mg L' indolacetic acid
(AlA). The cultures were kept in a growth room with temperature of
25 °C £ 2 °C and photoperiod of 16 hours. Four subcultives were
conduced and, in the end, evaluated the total number of shoots
obtained. In SSM a larger number of shoots was produced than BTI,
this result indicates the need of improved in the BTI system so that it
is more efficient. IAA addition had no effect in the number of shoots
produced, regardless of the system cultive.

Index terms: Musa sp., plantain, in vitro propagation.

Introducao

Biorreatores séo equipamentos para cultivo sob imersao tem-
poraria ou permanente de células, gemas, embrides ou qualquer tipo
de propagulo que possa ser utilizado na micropropagacao de plan-
tas (Teixeira, 2002). A adaptagdo dessa tecnologia para as fabricas
de producado massal de plantas (biofabricas) ocorreu por motivo de
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problemas enfrentados na producdo de mudas in vitro pelo proces-
so tradicional em meio semissolido, no qual se utilizam frascos de
vidro pequenos e selados. Dentre as vantagens relacionadas ao uso
de biorreatores citam-se diminuigdo dos custos, aumento da qualida-
de das plantas produzidas, diminuicdo de méao de obra e aparelhos.
Além disso necessita-se de espaco reduzido para os cultivos, ha au-
mento significativo da taxa de multiplicacdo, menor estresse gasoso
€ mecanico, maior uniformidade das plantas produzidas e facilida-
de na aclimatizagao dos materiais cultivados. Como desvantagem
tem-se a ocorréncia de contaminacéo, que leva a perda de grande
numero de plantas e ao alto custo inicial de instalagéo do biorreator
(Barrueto Cid, 2014; Gerald; Lee, 2014).

Dentre os diversos modelos de biorreatores desenvolvidos
para o cultivo vegetal destacam-se os de imersao temporaria, que
sdo equipamentos fundamentados no principio de que as plantas se
desenvolvem melhor e mais rapidamente quando cultivadas em in-
tervalos regulares de imersdo em meio liquido seguido de drenagem
(Debergh, 1982). Muito embora existam protocolos de micropropa-
gacgao para varias culturas via sistema convencional (meio semis-
so6lido), tal como a bananeira, a automacgao desse processo com a
adocéo de biorreatores requer ajustes dos meios nutritivos no regime
de imersao, nas dosagens especificas de oxigénio, nitrogénio e de
gas carbbnico, entre outros. De acordo com Lemos (1996), a compo-
sicdo do meio de cultura, o contato do meio com os tecidos e a sua
oxigenagao parecem influir fortemente na capacidade micropropaga-
tiva dos explantes.

De acordo com os resultados relatados na literatura, referentes
ao uso de biorreatores para micropropagacgao da bananeira, justifica-
-se o0 desenvolvimento de protocolo especifico para a multiplicagao
da bananeira Pacovan, amplamente produzida e consumida no Ama-
zonas.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Te-
cidos de Plantas da Embrapa Amazoénia Ocidental, Manaus, Ama-
zonas, em esquema fatorial simples, com dois ambientes de cultivo
(biorreator e meio semissolido) e duas composi¢des de meio (com e
sem acido indolacético) no delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeticdes, sendo cada unidade experimental represen-
tada por um frasco com oito explantes.

Como explantes foram utilizadas gemas laterais e apicais re-
tiradas de mudas de banana 'Pacovan’' do tipo chifrinho. O material
coletado no campo foi levado ao laboratério para limpeza inicial, eli-
minando-se camadas externas até reduzir os explantes para dimen-
sdes aproximadas de 3 cm a 4 cm de pseudocaule e 3 cm a 4 cm
de rizoma. Os explantes foram limpos em agua com detergente co-
mercial, lavados em agua corrente e levados em recipiente contendo
agua estéril para a camara de fluxo laminar, previamente esterilizada.
A desinfestagao foi feita com alcool 70% + Tween 20 por 2 minutos,
seguida de tratamento com solugao de hipoclorito de sédio comercial
a 50% por 10 minutos, depois lavagem em agua destilada estéril. Em
seguida foi realizada a redugdo dos explantes retirando-se as bai-
nhas de folhas até a obtencdo de gemas com 1,5 cm a 2,0 cm, que
permaneceram imersos em solugédo antioxidante até o momento de
serem inoculados no meio de cultura.

O estabelecimento dos explantes (subcultivo 0) foi feito em
meio de cultura basal composto por sais e vitaminas do meio MS
(Murashige; Skoog, 1962), suplementado com 30 g L' de sacarose
e geleificado com 0,6% de agar e pH ajustado a 5,8, previamente
autoclavados a 121 °C por 15 minutos e 1,2 atm de pressao. Nos 10
primeiros dias, os explantes foram mantidos em ambiente escuro em
sala de crescimento com temperatura de 25 °C + 2 °C, sendo ao final
contabilizados e eliminados aqueles contaminados e/ou oxidados.
Apos 20 dias, as culturas foram transferidas para ambiente com lumi-



Melhoramento Genético

nosidade de 30-40 umol m? s*' obtida com lampadas LED e fotoperi-
odo de 16 horas. O subcultivo 0 foi conduzido por 30 dias, quando foi
iniciada a fase de multiplicagao nos diferentes tratamentos.

Para multiplicagdo os explantes foram transferidos para dois
ambientes de cultivo: (1) frascos de biorreatores de imersao tempo-
raria contendo meio liquido e (2) frascos com meio de cultura se-
missolido. Em ambos os ambientes de cultivo foi utilizado o meio
MS suplementado com 30 g L' de sacarose e 4,5 mg L de benzi-
laminopurina (BAP), sem e com a suplementacado de 0,25 mg L' de
acido indolacético (AlA). No meio semissolido foi utilizado o agente
geleificante agar (0,6%).

No sistema de biorreatores foi utilizado frasco de vidro com
volume de 2,5 L e 200 mL a 400 mL de meio MS liquido de acordo
com a fase de cultivo. O aumento no volume do meio foi necessario,
pois, com a multiplicacdo dos explantes, o volume inicial se tornou
insuficiente para nutricdo adequada dos brotos gerados. No cultivo
em meio semissolido, no primeiro e segundo subcultivos foram utili-
zados frascos de vidro com volume de 1,3 L e 200 mL de meio MS,
no terceiro e quarto subcultivos foram utilizados frascos de vidro com
volume de 0,2 L e 40 mL de meio de cultura.

O tempo de imersao dos explantes no biorreator foi de 10 mi-
nutos com intervalos de 4 horas. Foram realizados quatro subcultivos
com duragao de 30 dias nos dois primeiros subcultivos e de 15 dias
nos dois subsequentes. O tempo de subcultivo foi reduzido devido a
oxidacao dos explantes; e o aumento no consumo do meio, devido
ao aumento do numero de brotacdes. No momento da transferéncia
do material para os subcultivos, as brotagdes emitidas foram indivi-
dualizadas.

Apobs os subcultivos da fase de multiplicagao, as brotagdes de
ambos os sistemas (MSS e BIT) foram transferidas para meio de en-
raizamento semissoélido em frascos. Nessa fase foi utilizado o meio
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MS com metade da concentracao de sais/nutrientes do meio comple-
to. Na transferéncia do meio de multiplicacado para o de enraizamento
foi contabilizado o numero total de brotos obtidos a partir de cada
unidade experimental. Os dados foram submetidos a analise de vari-
ancia e teste de médias (Tukey, p<0,05).

Resultados

Os resultados da analise de variancia indicaram efeito signifi-
cativo para ambiente de cultivo, ou seja, que existe diferenga entre
os tratamentos biorreator de imersao temporaria (BIT) e meio semis-
soélido (MSS), contudo nao foram significativos os efeitos da adicao
do AlA no meio de cultivo, bem como da interacédo entre ambiente de
cultivo e AlA (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da Anova para numero de brotos de bananeira Pacovan obtido a
partir da micropropagacéo em dois ambientes de cultivo (meio semissdlido e meio
liqguido em biorreator) utilizando meio de cultura MS com benzilaminopurina, sem e
com a adig¢do de acido indolacético (AlA).

Fonte de variacao GL QM F Probabilidade
Ambiente de cultivo (AC) 1 421673 5,9696 0,04036 *
AlA (A) 1 2545 0,0360 0,85419 ns
ACxM 1 19373 0,2743 0,61468 ns
Residuo 8 70637 CV=70,87%

* e ns, respectivamente, significativo e ndo significativo pelo teste F (P<0,05).

O numero de brotacbes de bananeira Pacovan obtido por uni-
dade experimental em MSS (533,4) foi estatisticamente superior ao
obtido no BIT (153,2), ja as médias referentes aos tratamentos com
(357,6) e sem (392,3) AIA nao diferiram estatisticamente entre si (Ta-
bela 2).
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Tabela 2. Comparagédo do nimero médio de brotagdes de bananeira Pacovan obtido
a partir do cultivo em meio liquido em biorreator e em meio semissalido.

Ambiente de cultivo Composicao do meio de cultivo
Biorreator 53,2b MS+BAP 392,3 a
Semissdlido 533,4 a MS+BAP+AIA 357,6 a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05).

Discussao

O numero médio de brotagdes obtido no cultivo em MSS foi su-
perior ao BIT, diferente dos resultados da literatura, que indicam que
a taxa de multiplicacao de brotos de bananeira em BIT é superior a
obtida em MSS (Lemos et al., 2001; Debiasi, 2014). Esse resultado,
divergente da literatura, pode ser devido a necessidade de ajustes
no sistema de cultivo no biorreator, por exemplo: tempo de imersao,
intervalo entre tempo de imersé&o, tempo de subcultivo e volume de
meio. Diferente do sistema de cultivo em biorreator, a metodologia
para micropropagacao in vitro da bananeira Pacovan utilizando meio
semissolido foi anteriormente otimizada no laboratério (Faganha et
al., 2017, 2018).

Na primeira tentativa de cultivo no biorreator, todas as unida-
des experimentais foram perdidas por contaminacgéo, por isso foi pre-
ciso reinoculacao dos explantes para realizagdo do experimento. A
contaminagao decorreu do excesso de manipulagao dos frascos do
sistema do biorreator, isso devido a vazamentos de ar, o que exigiu
a troca de tampas e conexdes, aumentando assim o risco de conta-
minacgdo. Destaca-se que o sistema utilizado n&o € comercial, e sim
construido no laboratério, e necessita de aperfeicoamento. Durante o
experimento foram realizadas melhorias no sistema de vedacao das
conexdes, reduzindo vazamentos e evitando maior manipulagéo para
reparos, o que refletiu na redugao da contaminagdo das unidades
amostrais. A perda final de unidades amostrais foi de 37,5% no siste-
ma de biorreator e de 12,5% no cultivo em meio semissalido.
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Recomenda-se que os proximos experimentos sejam realiza-
dos com variagao no tempo de imerséo dos explantes e no tempo de
intervalo entre os periodos de imersdo, bem como ajuste no volume
de meio de cultura utilizado nos frascos.

Conclusao

O meio semissodlido foi superior na indugéo de brotagbes em
relacédo ao biorreator. Variaveis do cultivo em biorreator, como tempo
de imersado, volume do meio e tempo de subcultivo, precisam ser
ajustadas para obter maior taxa de multiplicacéo.

O regulador de crescimento AIA nao teve efeito no numero de
brotacbes obtido, independentemente do ambiente de cultivo.
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