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RESUMO

A flora amazénica possui uma grande variedade de espécies com potencial uso presente ou
futuro. Dentre diversas espécies, 0 Ananas lucidus Mill. (curaud), familia das Bromeliéaceas, é
uma planta fibrosa amazonica. Os indigenas utilizavam as folhas do curaua como fonte de fibras
para a confeccdo de cordas, redes e cestos. Entretanto, o desmatamento da floresta, resulta na
erosao genética de variantes genéticas do curaud, sendo necessario adotar estratégias de
conservacdo desse material genético. O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um
protocolo de conservagdo in vitro para o curaud, visando o crescimento lento. Os explantes de
curaud foram inoculados em meio MS em duas salas distintas. Sala 1: temperatura de 18 £ 1°C,
trés diferentes irradiancias de luz LED branca: 35, 45 e 75 umol.m™.s%. Sala 2: temperatura de
25 + 1°C, irradiancia de luz fluorescente branca fria: 25 pmol.m2.s™. Na temperatura de 18 +
1°C, a sobrevivéncia foi acima de 70% durante os 480 dias avaliados. Na temperatura de 25 *
1°C, a irradiancia de 25 pmol.m™.s! obteve porcentagem de sobrevivéncia de 100% até o 6° més
(180 dias). Na avaliagdo da altura, na primeira avaliagdo, as irradiancias de 35, 45 ¢ 75 umol.m”
251 a18 + 1°C, a altura média das plantulas foi de 1,38; 1,40 e 1,75 cm, respectivamente. N&o
houve diferenga estatistica significativa entre as diferentes irradidncias. Nas avaliacfes
seguintes, a altura média aumenta, mas a indiferenca estatistica permanece. Na irradiancia de 25
umol.m2.s?, a 25+ 1°C, a altura média das plantulas foi de 3,76 cm, média acima das irradiancias
da sala a 18 £ 1°C. Em relacdo ao nimero de brotacGes, em todas as avaliaces, as irradiancias
de 35, 45 ¢ 75 umol.m™.s™ ndo apresentaram diferenca estatistica significativa. Conclui-se que
diferentes irradiancias ndo alteram o crescimento, mas uma menor temperatura induziu o
crescimento lento no curaud, sendo uma estratégia eficaz para aumentar os intervalos de
subcultivo.

Palavras-chave: fibras naturais, micropropagacao, recursos genéticos vegetais, germoplasma.

ABSTRACT

The Amazonian flora has a wide variety of species with potential present or future use. Among
several species, the Ananas lucidus Mill. (curaud), family of Bromeliaceae, is an Amazonian
fibrous plant. The natives used curaud leaves as a source of fiber to make ropes, hammocks and
baskets. However, deforestation of the forest results in the genetic erosion of genetic variants of
the curaud, making it necessary to adopt conservation strategies for this genetic material. The
objective of the present work was to develop an conservation in vitro protocol for curaua, aiming
at slow growth. The curaua explants were inoculated in MS medium in two different rooms.
Room 1: temperature 18 £+ 1°C, three different white LED light irradiances: 35, 45 and 75
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umol.m2.s™. Room 2: temperature 25 + 1°C, cold white fluorescent light irradiance: 25 pmol.m"
25, At a temperature of 18 + 1°C, survival was above 70% during the 480 days evaluated. At a
temperature of 25 + 1°C, irradiance of 25 umol.m?.s™! obtained a survival percentage of 100%
up to the 6th month (180 days). In the evaluation of the height, in the first evaluation, the
irradiances of 35, 45 and 75 pmol.m2.s?, at 18 + 1°C, the average height of the seedlings was
1.38; 1.40 and 1.75 cm, respectively. There was no statistically significant difference between
the different irradiances. In the following evaluations, the average height increases, but the
statistical indifference remains. In the irradiance of 25 umol.m'z.s'l, at 25 + 1°C, the average
height of the seedlings was 3.76 cm, average above the irradiances of the room at 18 + 1°C.
Regarding the number of shoots, in all evaluations, the irradiances of 35, 45 and 75 umol.m?2.s®
did not show statistically significant difference. It is concluded that different irradiances do not
alter growth, but a lower temperature induced slow growth in curaua, being an effective strategy
to increase subculture intervals.

Keywords: natural fibers, micropropagation, plant genetic resources, germplasm.

1 INTRODUCAO

As plantas amazonicas possuem diferentes propriedades (RAMOS; SOUZA, 2021). O
Ananas lucidus Mill., conhecido como curaué (Figura 1), possui uma folhagem que é fonte de
fibras. O curaua pertence a familia das Bromeliaceas, € uma planta fibrosa amazonica
(LAMEIRA et al., 2020). Desde o periodo Pré-colombiano, os indios da Amazonia utilizavam
suas folhas como fonte de fibras para a confeccdo de cordas, redes e cestos (GONCAL VES et
al., 2018). As fibras do curaua possuem resisténcia mecanica superior se comparadas ao sisal,
juta e linho (BEHRENS, 1999). Além disso, fibras naturais quando comparadas a fibras
sintéticas, sdo oriundas de fontes renovaveis e sdo biodegradaveis (SATYANARAYANA,
GUIMARAES; WYPYCH, 2007), além de ser uma fonte de renda para as familias produtoras.
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Figura 1: Plantas de curaua pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Amaz6nia Oriental,
Belém-Par4, Brasil.

Fonte: Osmar Alves Lameira (2023).

O desmatamento da floresta amazénica, em regides de ocorréncia natural do curaua,
resulta na erosdo genética de suas variantes geneticas. Assim, adotar estratégias de conservagao
do curaud e suas variantes geneticas é essencial para a manutencéo da variabilidade genética
dessa espécie que tem valor econdmico atual e potencial (ALVES; AZEVEDO, 2018). A
micropropagacdo € uma estratégia importante para a conservacdo de germoplasma in vitro,
envolvendo metodologias de crescimento lento e subcultivos em maiores intervalos de tempo
(MANSUR; PACHECO; VIEIRA, 2009). A intensidade de luz (ALMEIDA; MUNDSTOCK,
2001) e a temperatura (SANCHEZ-CHIANG; JIMENEZ, 2010) s&o fatores determinantes no
sucesso da conservacdo in vitro de espécies vegetais. A combinacdo desses fatores (luz e
temperatura) podem aumentar o sucesso da conservacdo in vitro, através da reducdo do
metabolismo das plantas, sem perda da viabilidade (SILVA et al., 2016).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se a temperatura e a luminosidade
(irradiancia), podem ser usados como estratégias de conservacao in vitro (crescimento lento) para

0 curaua, visando a diminuicdo de subcultivos.

2 METODOLOGIA
2.1 AREA DE ESTUDO
O estudo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e Recursos Genéticos (LBRG),

da Embrapa Amazonia Oriental, localizada em Belém, Par4. Os explantes (gemas) utilizados
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neste estudo foram obtidos de plantas micropropagadas em meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), pertencentes ao LBRG.

2.2 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CULTURA

Os explantes de curaua, medindo aproximadamente 2 cm, foram inoculados em frascos
de vidro com capacidade para 250 mL, contendo 30 mL de meio de cultura MS. Os meios foram
suplementados com sacarose (30,0 g.L), benzilaminopurina (BAP) (3,0 mg.L?), o pH foi
ajustado a 5,7 £ 0,1 e em seguida gelificados com Phytagel™ (3,0 g.L}). Os frascos contendo os
meios de cultura foram autoclavados a 120°C por 15 minutos.

Na sala de conservagao, temperatura de 18 + 1°C, os frascos foram mantidos sob as fontes
de luz: 1ampada LED branca. Irradiancia de 35 umol.m™2.s (9 W), irradiancia de 45 pmol.m™2.s°
1 (12 W) e irradiancia de 75 pmol.m2.s (15 W), durante um fotoperiodo de 12 horas/dia.

Esse experimento foi comparado com as condi¢des do controle (testemunha), usado no
laboratdrio para a produgdo de mudas: temperatura de 25 £ 1°C, os frascos foram mantidos sob
a fonte de luz: lampada tubular fluorescente branca fria Empalux®. No tratamento de irradiancia
de 25 pmol.m.s%, durante um fotoperiodo de 14 horas/dia.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), com 4 repeti¢Ges por

irradiancia, sendo cada repeticdo composta por 3 explantes.

2.3 INDICADORES NA CONSERVACAO IN VITRO

Foram avaliados durante 480 dias (16 meses), mensalmente, indicadores quantitativos e
qualitativos como contaminacdo (fungo ou bactéria), altura da planta, niUmero de brotacdes,
sobrevivéncia. A altura da planta ocorreu por medi¢do direta aproximada com régua graduada,

ocorrendo sem que houvesse a remocdo da plantula de dentro do frasco.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

A diferenca da altura das plantulas foi calculada com a utilizagdo do software BioEstat
5.0 (AYRES et al., 2007). Para verificar a normalidade dos dados, foi usado o teste Kolmogorov-
Smirnov, o nivel de significancia foi determinado pelo teste paramétrico ANOVA (Tukey). O

valor do nivel de significancia foi de 5%.
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3 RESULTADOS
Na sala de conservacao, temperatura de 18 + 1°C, as irradiancias de 35, 45 ¢ 75 umol.m’

25! obtiveram porcentagem de sobrevivéncia acima de 70% nos 470 dias de avaliacio. Na sala
de multiplicagéo, temperatura de 25 + 1°C, o a irradiancia de 25 umol.m.s* obteve porcentagem
de sobrevivéncia de 100% até o 6° més (180 dias).

Na avalia¢do da altura, na primeira avaliacao, as irradiancias de 35, 45 ¢ 75 umol.m'Z.S'l,
alocados na sala de conservacédo a 18 + 1°C, a altura média das plantulas foi de 1,38; 1,40 e 1,75
cm, respectivamente. N&o houve diferenca estatistica significativa entre as diferentes
irradiancias.

Nas avaliacBes seguintes, a altura média das irradidncias aumenta, mas a indiferenca
estatistica permanece entre as irradiancias de 35, 45 ¢ 75 pmol.m™2.s (Figura 2). O limite de 9
cm, altura do frasco, é atingido no 14° més (450 dias) de conservagdo in vitro. Na sala de
multiplicacéo, temperatura de 25 * 1°C, a irradiancia de 25 umol.m™.s™ obteve alturas médias
acima das irradiancias de 35, 45 e 75 pmol.m™.s* em todas as avaliages. A altura maxima de 9
cm foi atingida no 5° més (150 dias) (Figura 2).
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Figura 2: Altura média das plantulas de Ananas lucidus. Irradiancia de 25 pmol.m2.s™ em 25 + 1°C. Irradiancia de
35 pmol.m™2.s? em 18 + 1°C. Irradidncia de 45 pmol.m?2.s* em 18 + 1°C. Irradiancia de 75 pmol.m2.s* em 18
1°C. Conservacdo in vitro apés 480 dias de avaliacdo, avaliadas mensalmente.
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Fonte: Autor (2023).
*Limite de altura de 9 cm.

Na avaliacdo do numero de brotacdes, em todas as avalia¢Oes, as irradiancias de 35, 45 e
75 umol.m2.s ndo apresentaram diferenca estatistica significativa.

A indiferenca estatistica entre as irradiancias de 35, 45 e 75 pmol.m™.s (Figuras 3B, 3C,
3D), alocados na sala de conservacdo a 18 + 1°C, sugere que a luz, através de diferentes
irradiancias, ndo alterou de forma significativa o crescimento das plantulas in vitro. Enquanto
que a temperatura foi determinante na diminuicdo do crescimento apical das plantulas de curaua.

A analise estatistica somente foi realizada entre as irradiancias, alocadas na sala de
conservagdo a 18 + 1°C, porque a irradiancia de 25 umol.m?.s?, temperatura de 25 + 1°C, foi
alocada em sala com temperatura e irradiancia diferentes das analisadas nas irradiancias de 35,

45 e 75 pmol.m2.s, Assim, a comparacio estatistica seria questionavel.
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Figura 3: Ananas lucidus in vitro. A) Irradiancia de 25 pmol.m2.s™ em 25 + 1°C. B) Irradiancia de 35 pmol.m2.s*
em 18 + 1°C. C) Irradiancia de 45 pmol.m2.s? em 18 + 1°C. D) Irradiancia de 75 pmol.m2.s em 18 + 1°C.
Conservagao in vitro ap6s 180 dias.

Fonte: Autor (2023).

4 DISCUSSAO

A conservacao in vitro através do crescimento lento é uma abordagem que diminui o
crescimento das plantulas. Como resultado, ocorre o prolongamento entre as subculturas, que
resulta na reducdo de custos, pois ocorre economia de espago, mao de obra e reagentes. Além
disso, ocorre a diminuicdo de contaminacdes no manuseio e risco de instabilidade genética
(BENELLI et al., 2022).

A conservagcdo in vitro pode ser aplicada a periodo curto ou médio. Existem espécies que,
naturalmente, crescem lentamente in vitro. Essas espécies sdo conservadas em periodo médio. A
jabuticabeira € conservada in vitro por aproximadamente 2 anos, sem necessidade de subcultivo.
Entretanto, na maioria das espécies, o crescimento lento é obtido, com a manipulacéo de fatores
como a reducdo da temperatura, uso de reguladores de crescimento, reducdo de nutrientes no
meio de cultura, diminui¢do ou elimina¢do completa da luz, entre outros fatores (COSTA,
SPEHAR; SERENO, 2012).

Silva e colaboradores (2016) conservaram in vitro diferentes acessos de Ananas comosus
(abacaxi) através do crescimento lento, utilizando reducdo na disponibilidade de nutrientes e
temperatura de 21 + 1°C. Ap6s 10 anos, 0s acessos de abacaxi ainda tinham potencial
propagativo. E possivel que o sucesso na conservagio sob crescimento lento do abacaxi assim
como 0 curaug, se deve ao fato de que essas duas espécies sdo fibrosas. Logo, possuem maior
resisténcia mecanica se comparada com outras espécies como as herbaceas.
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No cultivo vegetal in vitro, o intervalo entre os subcultivos depende da taxa de

crescimento de uma cultura: a 25°C, geralmente, a subcultivo é necessario a cada 4-6 semanas
(GEORGE; HALL; KLERK, 2008). Na conservagdo in vitro do curaua, em 480 dias (120
semanas), ndo foi necessario a realizacdo do subcultivo. Logo, a diminuicdo do crescimento in
vitro, sugere que a temperatura é um fator eficaz na diminuicdo do metabolismo do curaua. A
reducdo da temperatura é o metodo mais abordado na conservacao in vitro de plantas (COSTA,;
SPEHAR; SERENO, 2012).

Desenvolver estratégias de conservagdo in vitro eficientes permitem combater a erosdo
genética de espécies, visto que o melhoramento genético de plantas é baseado na obtencédo de
novos gendtipos que apresentam maior produtividade ou tolerancia a condicGes ecoldgicas
adversas (SOUZA et al., 2009). A conservacdo in vitro é técnica vantajosa em relagdo a
conservacgao de plantas em BAGS, pois ocupa menos espago, requer menos recursos e oferece

maior seguranca contra doencas, pragas e variacdes somaclonais (ARBELOA et al., 2017)

5 CONCLUSOES
. Para a conservagéo in vitro, visando o crescimento lento, o fator temperatura é
eficiente na diminuicdo do crescimento das plantulas de curaua.
. Para a conservagéo in vitro, visando o crescimento lento, o fator irradiancia néo
demonstrou alterar de forma significativa o metabolismo das plantulas de curaud.
o Na conservagdo in vitro do curaua, o prolongamento entre os subcultivos foi de

pelo menos 480 dias (120 semanas).
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