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Resumo

O plantio de abacaxi ‘Turiagu’ realizado no Maranhdo é basicamente familiar e
conduzido no sistema itinerante de corte e queima, ainda que passando por inovagdes no
processo produtivo. Um problema que diminui a producéo da cv. ‘Turiagu’ ¢ dificulta a
conquista de novos mercados € a falta de producdo de mudas padronizadas e de
qualidade. Embora a micropropagacéo seja eficiente, uma alta taxa de mortalidade tem
sido observada durante o processo de aclimatizacdo devido a alteracGes fisioldgicas
causadas pelo ambiente in vitro. A utilizacdo de tampas permedveis a gases e
biorreatores é uma alternativa que pode promover a modificacdo das trocas gasosas no
ambiente de cultivo e proporcionar maior rusticidade as plantas. Com isso, 0 objetivo
geral do trabalho foi estabelecer a micropropagacdo para o abacaxizeiro “Turiagu’ bem
como avaliar a taxa de multiplicacdo e o potencial fotoautotr6fico sob alteracdo nas
concentracOes da sacarose no meio em diferentes sistemas de cultivo. Para o capitulo 11
0 objetivo do trabalho foi estabelecer um protocolo de micropropagacdo para o
abacaxizeiro ‘Turiacu” bem como avaliar a taxa de multiplicacdo sob diferentes
sistemas de cultivo. A fase de estabelecimento in vitro do experimento foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 4x2, com quatro
meios de cultura (MS + 2.5 uM de BAP; MS + 2 uM de ANA + 4 uM de BAP; MS + 2
UM de ANA + 8 uM BAP; e MS + 2 uM de ANA + 12 uM de BAP) e dois tipos de
explantes (gema lateral e apice caulinar), com 12 repeti¢6es por tratamento. Para a fase
de multiplicacdo o experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), esquema fatorial 3x4, com trés sistemas de cultivo SIP-FV, SIP-
FCM e BIT-PF, quatro concentragcdes de BAP (4, 8, 12 e 16 uM), totalizando 12
tratamentos. O explante de &pice caulinar de abacaxizeiro cv. Turiacu inoculado em
meio MS + 2 uM ANA + 8 UM BAP apresenta melhores respostas ao estabelecimento
in vitro. Os resultados demostram que o abacaxizeiro cv. Turiagu utilizando o biorreator
de imersdo temporaria Plantform (BIT-PF) com adicdo do meio de cultura MS + 2 uM
ANA + 12 uM BAP apresenta melhores respostas quanto as taxas de multiplicacéo,
com grande potencial para a producdo de plantas em larga escala. Para o capitulo I1:
objetivou-se avaliar diferentes concentracbes de sacarose em diferentes sistemas de
cultivo no alongamento e enraizamento in vitro de abacaxizeiro cv. Turiagu visando o
aperfeicoamento de sistemas de micropropaga¢do fotoautotrofica. O experimento foi

conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), esquema fatorial 4x4, com
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quatro sistemas de cultivo: frascos de vidro com imersdo permanente em meio liquido
associado a tampas de polipropileno sem orificios cobertos por membranas permeaveis
a gases (SIP-FV); frascos de vidro com imersdo permanente em meio liquido associado
a tampas de polipropileno com dois orificios de 10 mm cada, cobertos por membranas
permedveis a gases (SIP-FCM); biorreatores de imersdo temporéria de frasco simples
tipo Plantform® (BIT-PF); e biorreatores de imersdo temporaria de frascos duplos tipo
Ralm® (BIT-RALM), associados a quatro concentracdes de sacarose (0, 5, 15e 30g L-
1), totalizando 16 tratamentos. Os resultados demonstraram que abacaxizeiro cv.
Turiagu possui potencial fotoautotrofico, visto o desenvolvimento das plantas na
auséncia de sacarose e com a utilizacdo dos sistemas que possibilitam as trocas gasosas.
Os tratamentos BIT-RALM e BIT-PF possibilitaram maior rusticidade para as plantas.
Além disso, a diminuicdo da sacarose do meio de cultivo aumentou a eficiéncia

fotoquimica das plantas.

Palavras chave: Ananas comosus L. Merr, fotoautotrofia, biorreatores de imersdo
temporaria, membranas porosas a gases, eficiéncia fotoquimica.
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Abstract

The planting of pineapple 'Turiagu' carried out in Maranh&o, is basically familiar, and
conducted in the itinerant system of cutting and burning still going through innovations
in the production process. A problem that decreases cv production. 'Turiacu' and hinders
the conquest of new markets is the production of standardized and quality seedlings.
Although micropropagation is efficient, a high mortality rate has been observed during
the acclimatization process due to physiological changes caused by the in vitro
environment. The use of gas-permeable caps and bioreactors is an alternative that can
promote the modification of gas exchange in the growing environment and provide
greater rusticity to seedlings. Therefore, the general objective of the work was to
establish the micropropagation for the pineapple ‘Turiagu’ as well as to evaluate the
multiplication rate and photoautotrophic potential under alteration in the concentrations
of sucrose of the medium in different cultivation systems. For chapter Il. The objective
of this work was to establish a micropropagation protocol for the pineapple "Turiagu" as
well as to evaluate the multiplication rate under different cultivation systems. The in
vitro establishment phase of the experiment was conducted in a completely randomized
design (IHD), in a 4 x 2 factorial scheme, being four culture media (DM + 2.5 uM BAP;
MS + 2 uM de ANA + 4 uM de BAP; MS + 2 uM de ANA + 8 uM BAP; and MS + 2
uM Of ANA + 12 uM BAP) and two types of explants (lateral yolk and stem apex),
with 12 replicates per treatment. For the multiplication phase, the experiment was
conducted in a completely randomized design (IHD), a 3x4 factorial scheme, with three
sip-FV, SIP-FM and SIT-PF cultivation systems, four BAP concentrations (4, 8, 12 and
16 uM), totaling 12 treatments. The apex explant kaolin of pineapple cv. Turiagu
inoculated in MS medium + 2 uM ANA + 8 uM BAP presents better responses to in
vitro establishment. The results show that Turiagcu pineapple using plantform temporary
immersion bioreactor (BIT-PF) with the addition of ms + 2 uM ANA + 12 uM BAP
culture medium presents better responses regarding multiplication rates, with great
potential for large-scale plant production. For chapter I11: the objective was to evaluate
different concentrations of sucrose in different cultivation systems in the in vitro
elongation and rooting of Turiagu pineapple in order to improve photoautotrophic
micropropagation systems. The experiment was conducted in a completely randomized
design (IHD), 4x4 factorial scheme, with four cultivation systems: glass vials with

permanent immersion in liquid medium associated with polypropylene caps without
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holes covered by porous membranes to gases (SIP-FV); glass vials with permanent
immersion in liquid medium associated with polypropylene caps with two holes of 10
mm each, covered by porous membranes with gases (SIP-FM); Plantform simple bottle
temporary immersion bioreactors® (SIT-PF); and temporary immersion bioreactors of
ralm® double vials (SIT-RALM), associated with four sucrose concentrations (0, 5, 15
and 30 g L-1), totaling 16 treatments. The results showed that pineapple cv. Turiacu has
photoautotrophic potential, given the development of plants in the absence of sucrose
and with the use of systems that enable gas exchange. The treatments BIT-RALM and
BIT-PF were what allowed the greatest rusticity for the pineapple plants. In addition,
the decrease in sucrose in the culture medium increased the photochemical efficiency of

the plants.

Keywords: Ananas comosus L. Merr., photoautotrophy, temporary immersion
bioreactors, gas-porous membranes, photochemical efficiency.
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Capitulo 1

Referencial tedrico e introducao geral
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1. Introducéo geral

O abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merrill; familia Bromeliaceae) é uma
espécie frutifera nativa de regibes tropicais da América, especialmente da América do
Sul, na qual possui elevada importéncia comercial e posicdo de destague no mundo
devido ao consumo dos frutos de alto valor nutricional, seja in natura ou processado
(KESSEL-DOMINI et al. 2022). No Brasil, a cultura do abacaxi ¢ de grande
importancia econdmica, sendo a terceira fruta tropical em termos de area de produgdo,
com ampla distribui¢ao no territorio nacional (COCK e LEAL, 2012). Na safra 2020, o
Brasil teve uma area plantada de 65.049 hectares, uma producdo de 1.637.126 milhdes

de toneladas, e rendimento médio de 25.269 kg/ha (IBGE, 2020).

O estado do Maranhdo € o 4° lugar no ranking de producdo de abacaxi na regido
nordeste e o 15° no ranking nacional (IBGE, 2020). O municipio de Sd&o Domingos do
Maranhdo tem uma representatividade de 74 % da area plantada com 52 % da producao,
sendo considerado o maior produtor do Estado, seguido pelos municipios de Graca

Aranha, Lago dos Rodrigues, Santa Inés, Colinas e Turiacu.

No Maranhdo, mais precisamente na Microrregido do Gurupi, no municipio de
Turiagu, ¢ cultivado o abacaxi ‘Turiagu’. No mercado consumidor regional, os frutos
desta cultivar sdo muito apreciados, devido ao elevado teor de agUcares, peso medio e
polpa amarelada, contudo, o cultivo deste abacaxi ainda usa técnicas rusticas e
tradicionais (ARAUJO et al., 2012). De modo geral, a rusticidade na producéo ainda é

uma questao atual.

A propagacdo comercial do abacaxizeiro ocorre de forma vegetativa, e 0 método
tradicional de propagacdo € realizada por meio de mudas formadas a partir de brotacGes
laterais da planta, denominadas filhote, filhote-rebentdo ou rebentfo, o que contribui
para a disseminacdo de doencas e pragas (COUTO et al., 2014). O uso deste tipo de
muda depende muito de material vegetal, mao-de-obra e tempo, podendo aumentar os
custos de producdo, aléem de gerar material propagativo pouco uniforme em tamanho e
vigor (SANTOS et al., 2011).

Com base nesses problemas, a cultura de tecidos é uma técnica de grande
importancia para o abacaxizeiro, pois proporciona a producdo de milhares de mudas a

partir de uma Unica gema, em pequeno intervalo de tempo e espaco fisico, e totalmente
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livres de pragas e doengas (SILVA et al., 2012). Contudo, a aplicacdo da técnica de
micropropagacdo convencional ainda € limitada quanto as condi¢cdes ambientais
estabelecidas in vitro para as plantas. Estas plantas sdo cultivadas em frascos
hermeticamente fechados, com auséncia de trocas gasosas, alta umidade do ar, baixa
luminosidade e com a utilizacdo de carboidratos em altas concentragcfes no meio de
cultura (ARIGITA etal., 2002; ROGALSKI et al., 2003).

Embora esta técnica seja eficiente, uma alta taxa de mortalidade tem sido
observada durante o processo de aclimatizacdo devido as alteracdes fisiologicas
causadas pelo ambiente in vitro, como mudancas no funcionamento dos estbmatos e
raizes, cuticulas ndo desenvolvidas e ineficiéncia fotossintética (XIAO et al., 2011;
KUMAR e RAO, 2012; SINGH et al., 2012). Estas alteracdes podem comprometer o

funcionamento da maquinaria fotossintética no ambiente in vitro.

Para a reducdo destes problemas, uma possibilidade é o uso da propagacéo in
vitro de plantas sob condicGes fotoautotroficas e em certas situacbes com o
enriqguecimento de CO:2 (KUBOTA, 2001; KOZAI, 2010; XIAO et al., 2011).
Geralmente, em sistemas fotoautotréfico, a propagacdo in vitro de plantas resulta em
melhoria do crescimento, redugdo das perdas por contaminages, maior vigor das
plantas, maior sobrevivéncia durante a aclimatizacdo e reducdo dos custos de producéo.
A utilizacdo de biorreatores de imersdo temporaria (BIT) também surge como uma
alternativa para promover a modificagdo das trocas gasosas no ambiente de cultivo, bem

como associar esta utilizagdo dos BIT’s com o cultivo fotoautotrofico (YANG e YEH
2008; ARAGON et al. 2010).

Em particular, os BIT’s oferecem vantagens para a producdo de plantas em
escala comercial devido a possibilidade de automacdo do sistema com base no meio
liquido (LE et al., 2021). Além disso, o microambiente é facilmente controlado e as
plantas podem absorver quantidades adequadas de agua, nutrientes e fitohormonios
provenientes do meio de cultura, bem como a radiacdo fotossisteticamente ativa (RFA)
adequada da sala de cultivo (PAEK et al., 2005). Por isso, algumas alteragcdes no cultivo
fotoautotréfico e fotomixotréfico, como a reducéo da concentracdo de sacarose do meio
de cultura, aliado a ventilagcdo dos frascos de cultivo e a elevacdo da qualidade e da
intensidade da RFA podem estimular o metabolismo fotossintético das plantas nestas

condicoes, e assim produzir plantas mais rusticas e com melhor adaptacdo as condic6es
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ex vitro (XIAO e KOZAI et al., 2004; FUENTES et al., 2007; DAMIANI; SCHUCH,
2008).

Nesse sentido, o presente estudo teve como um dos objetivos o estabelecimento
in vitro do abacaxizeiro “Turiagu”, bem como avaliar a taxa de multiplicacdo e o

potencial fotoautotréfico sob alteragdo nas concentracdes da sacarose do meio em
diferentes sistemas de cultivo.

2. Referencial tedrico

2.1 A cultura do abacaxi

O abacaxizeiro Ananas comosus (L.) Merril € uma monocotiled6nea, herbacea e
perene, da familia Bromeliaceae, em que todas as cultivares de interesse alimentar
pertencem a variedade botanica Ananas comosus var. comosus (COPPENS
d’EECKENBRUGGE; LEAL, 2003). Esta familia apresenta 78 géneros e 3659
espécies, e é considerada uma das familias mais proeminentes com distribui¢do natural
na América do Sul (GOUDA et al., 2018). O género Ananas € 0 mais importante da
familia e inclui o abacaxi, como uma das frutas tropicais mais apreciadas e consumidas
no mundo, tanto in natura quanto na forma de produtos industrializados (LEAL et al.,
2009; CASSAGO et al., 2022).

O Brasil ¢ um dos maiores centros de diversidade genética de abacaxizeiro do
mundo, contemplando, além de Ananas comosus, diversas espécies de Ananas e alguns
géneros proximos, como Pseudananas e Bromelia. Em vérias regifes brasileiras, estas
espécies sdo todas de ocorréncia endémica, 0 que mostra ampla variabilidade genética,
notadamente da regido Amazonica (FERREIRA et al., 2010). Atualmente o centro de
diversidade do género Ananas se restringe a areas localizadas entre as latidudes 10° N e
10° S e 55° W e 75° W de longitude (ARAUJO et al., 2012).

As condicbes brasileiras apresentam vantagens para producdo de abacaxi,
quando comparado aos paises concorrentes, devido as condi¢des climaticas favoraveis,
boas condicbes do solo, aléem da ampla disponibilidade de areas (MORGADO,
AQUINO e TERRA, 2004). No Maranhdo, a producédo de abacaxi é destacada por duas
regides produtoras, uma delas localiza-se no noroeste do Estado, no municipio de

Turiagu e a outra regido mais central, em Sdo Domingos do Maranh&o. segundo dados
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do IBGE (2020), o Estado € considerado o quarto maior produtor do Nordeste e 0 14°
do Brasil. Porém, a grande maioria dessa producdo deve-se ao municipio de Sao
Domingos do Maranh&o, considerada hoje, o maior produtor do estado e responsavel
por inserir o Maranhdo no mapa dos grandes produtores nacionais da cultura (IBGE,
2020).

O abacaxizeiro apresenta folhas com espinhos nos bordos e o numero de filhotes
por planta varia de 10 a 12. Algumas diferengas observadas no abacaxizeiro ‘Turiagu’
em relacdo ao Pérola sdo: os olhos (cicatriz pistilar dos frutilhos) sdo mais
proeminentes, o que pode facilitar o descascamento e maior rendimento de polpa;
presenca de micro-brotac6es na forma de mudinhas na base da coroa; e coloragéo verde
violacea e até escarlate das folhas terminais quando a planta se encontra no estadio de
florescimento; coloragdo da polpa amarelo intenso (ARAUJO et al., 2004).

A cultivar ‘Turiagu” ¢ um dos orgulhos maranhenses, muito apreciado e
valorado no mercado consumidor local. Trata-se de uma sele¢do nativa da Amazonia
Maranhense que apresenta importancia socioeconémica e para a fruticultura no estado
do Maranhédo (REIS et al., 2019). As caracteristicas fisico-quimicas do fruto de abacaxi
‘Turiagu’ apresentam elevado teor de solidos solaveis totais (média de 16, 1 °Brix),
baixa acidez (média de 0,38 %) e elevada relacdo do teor de solidos solUveis
totais/acidez (42,3) (ARAUJO et al., 2012). Sabe-se que condicdes climaticas, estadios
de maturacdo, diferengas varietais, nutricdo mineral das plantas, entre outros fatores,
exercem influéncia acentuada na composicdo quimica do abacaxi (BENGOZI et al.,
2007).

O sistema de produgdo do abacaxizeiro ‘Turiagu’ tem passado por modificagoes,
através da adocdo de tecnologias como utilizacdo de espacamentos que proporcionem
maior densidade de plantas por hectare (ARAUJO et al., 2010), padronizacdo da
colheita via inducdo de florescimento (AGUIAR JUNIOR et al., 2012), estadio de
maturacdo adequados a comercializacdo (SILVA, et al., 2012), estas tecnologias vém
garantindo a manutencdo e renovacao de areas produtivas, tendo em vista que a maioria
dos produtores fazem uso sistema tradicional, com plantio rustico e completamente

manual.



23
2.2 Propagacéo in vitro do abacaxizeiro

A formacdo de plantas a partir de gemas apicais de mudas de abacaxi, cultivadas
in vitro, foi demonstrada inicialmente por Sita et al. (1974), Mathews e Rangan (1979) e
Zepada e Sagawa (1981). A producdo de mudas micropropagadas de abacaxizeiro é
uma alternativa que vem sendo oferecida nos dltimos anos a partir de diferentes
protocolos ja estabelecidos (GUERRA et al., 1999; TEIXEIRA et al., 2001; SOUZA et
al., 2009). Além disso, a micropropagagdo torna-se uma técnica mais vantajosa aos
métodos tradicionais de propagacdo, incluindo producdo de clones verdadeiros,
multiplicacdo adicional de materiais livres de doencas e resgate de plantas
(KRISANTINI, 2018). Até o momento, ndo ha referéncias sobre a micropropagacao do
abacaxizeiro ‘Turiagu’, porém, para os cultivares mais comuns Varios trabalhos sdo
encontrados, o que auxiliou na pesquisa desta cultivar.

As principais etapas do processo de micropropagacao de plantas sdo: selecdo das
plantas matrizes; resgate, isolamento e o estabelecimento dos explantes in vitro;
multiplicacdo de brotos; alongamento e enraizamento dos brotos e aclimatizacdo das
mudas micropropagadas (CORREIA et al., 2011).

Os hormonios vegetais sdo substancias enddgenas essencialmente produzidos
nos tecidos vegetais, podendo ou ndo atuarem no tecido onde foram produzidos.
Quando estes hormdnios ndo atuam in loco, sdo transportados até o tecido onde
desempenhardo o seu papel fundamental. Entretanto, quando se trabalha com
substancias exogenas e sintéticas que desempenham papel analogo ao dos hormdnios
nos tecidos vegetais, estas substancias séo denominadas de reguladores de crescimento
(CANHOTO, 2010). Estes reguladores de crescimento quando adicionados ao meio de
cultivo induzem respostas fisiologicas aos explantes, promovendo entdo 0 seu
crescimento in vitro. Dentre os reguladores de crescimento mais usuais na cultura de
tecido pode-se citar as auxinas e citocininas, e em alguns casos faz-se uso de giberelinas
e acido abscisico (FURTADO, 2009).

Para iniciar o cultivo in vitro e para o posterior crescimento e desenvolvimento
das plantas, s@o utilizados reguladores vegetais, principalmente citocininas e auxinas.
As citocininas promovem o desenvolvimento das brotagbes por aumento da divisdo
celular (SCHMULLING, 2002). A combinagio de auxinas e citocininas tem sido
reconhecida ha muito tempo como potenciais moléculas sinalizadoras que controlam o

crescimento e o desenvolvimento das plantas (FAISAL et al., 2018). Altos niveis de
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citocininas juntamente com baixos niveis de auxinas afetam sinergicamente a divisdo
celular e a regeneragdo de plantas in vitro (FATIMA et al., 2011). A aplicacio de
citocininas no meio de cultura quebra a dominancia apical e promove a formagdo de
brotos (CHENG et al., 2013). As auxinas sdo promotoras a diversos processos
fisiologicos nas plantas, inclusive ao controle do crescimento de brotacGes laterais,
raizes e dominancia apical (LIU et al., 2022).

O meio de cultura mais utilizado para a micropropagacdo do abacaxi é o MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com reguladores vegetais. Cabral et al.
(1984) obtiveram para o cultivar Smooth Cayenne, formacdo de gemas multiplas e
enraizamento em meio MS liquido com variagGes de BAP (6-Benzilaminopurina), NAA
(&cido naftalenoacético) e IAA (acido indol-3-acético). Os mesmos resultados foram
relatados por Piza (2000).

Segundo Almeida et al. (2002), € possivel produzir 161.080 plantas de abacaxi
apos oito meses, partindo de apenas uma planta com oito mudas e dez gemas axilares
cada. Esta quantidade ¢ suficiente para o cultivo de 2,3 ha em plantio adensado (70.000
plantas/ha) (SANTANA et al., 2001). Utilizando o método convencional de propagacéao
de abacaxizeiro, levaria sete anos e seis meses para obter 32.700 plantas a partir de uma
planta inicial, o que seria suficiente para, aproximadamente, 0,5 ha (MATOS et al.,
1988). Esta comparacdo demonstra a vantagem da micropropagacao do abacaxizeiro em
relacdo a propagacdo convencional.

Segundo Borges et al. (2009), a micropropagacdo permite a obtencdo de
milhares de mudas a partir de uma unica planta matriz selecionada, além da
possibilidade de producdo o ano todo, uma vez que esta técnica independe de mudancas
sazonais. Contudo, a aplicagdo da técnica de micropropagacdo convencional ainda é
limitada quanto as condi¢cdes ambientais estabelecidas in vitro para as plantas. Estas
plantas sdo cultivadas em ambiente fechado, com auséncia de trocas gasosas, alta
umidade do ar, baixa luminosidade e com a utilizacio de aclUcares em altas
concentragdes no meio de cultura como fonte de carbono e energia (ARIGITA et al.,
2002; ROGALSKI et al., 2003).

2.3 Tipos de cultivo in vitro: mixotrofico, fotomixotrofico e fotoautotrofico

A micropropagacdo é um método utilizado para desenvolver e propagar células
vegetais, tecidos ou Orgdos sob condicGes assepticas (KRISANTINI, 2018). Em se
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tratando de producdo de mudas, a qualidade destas mudas é determinada por suas
caracteristicas genéticas, fisioldgicas e morfologicas (SILVEIRA, 2015). Desta forma,
os sistemas de cultivo que estdo sob a presenca de luz, sdo divididos em: mixotrofico,
fotomixotrofico e fotoautotréfico. Nas condicdes de um sistema mixotrofico, as mudas
sdo mantidas em meio de cultura com reguladores de crescimento e agUcares, em salas
de crescimento dentro de frascos vedados, mantidos sob baixa luminosidade, com
temperatura e umidade controladas. A denominacéo do sistema mixotréfico vem do fato
dos explantes estarem nas condicOes de trocas gasosas limitadas e os carboidratos
exdgenos sao a Unica fonte de energia para o vegetal (KOZAI et al., 2005). A vedacdo
dos frascos é uma justificativa para evitar a contaminacdo dentro dos frascos de cultivo,
e assim diminuir as perdas dos explantes. Porém, a vedacdo do frasco causa acumulo de
gas etileno e o0 aumento da umidade relativa dentro dos frascos (XIAO et al., 2011). Isto
resulta em alteracbes morfologicas e funcionamento irregular da maquinaria

fotossintética, além da hiperhidricidade e crescimento reduzido dos explantes (KOZAI e
KUBOTA, 2001).

Para as condicdes do sistema fotomixotrofico as plantas sdo mantidas nas
mesmas condicOes de cultivo do sistema mixotréfico, exceto pela presenga das trocas
gasosas dentro dos frascos de cultivo. Nesse sistema ocorre ventilacdo dentro dos
frascos de cultivo, o que normaliza a transpiracdo do vegetal e faz com que os estdbmatos
se tornem funcionais (SILVEIRA, 2015). Esta ventilacdo pode ser feita de varias
maneiras como, por exemplo, utilizacdo de tampas com membranas permeaveis a gases,
além do uso de biorreatores de imersdo temporaria (SALDANHA et al., 2012; PEREZ
et al., 2013). Nas condicbes fotomixotroficas, as plantas utilizam tanto o CO2
provenientes da ventilacdo do sistema, quanto a sacarose disponivel no meio como fonte
de energia (KOZAlI et al., 2005).

No cultivo fotoautotrofico, a sacarose é totalmente retirada do meio de cultura,
ne ainda utiliza das trocas gasosas, pois 0 crescimento dos explantes é obtido por meio
da capacidade fotossintética e da absorgdo dos nutrientes inorganicos presentes no meio
de cultura pelo proprio explante (BARBOSA, 2016). Isso ocorre pois com a ventilacdo
dos frascos os estdbmatos se tornam funcionais, fato este que reduz consideraveis perdas
durante a adaptacdo das mudas ao ambiente ex vitro na aclimatizacdo (KOZAI et al.,

2005). Esta forma de cultivo pode ser chamada também de cultivo fotossintético in
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vitro, cultivo inorgénico ou cultivo isento de aglcar (KOZAI, 1991; KOZAI, et al.,
2005).

2.4 Trocas gasosas nos diferentes sistemas de cultivo

2.4.1 Sistema convencional

A micropropagacdao convencional requer a vedacdo do frasco para evitar a
contaminacdo do explantes, ou seja, a entrada de agentes contaminantes nos frascos de
cultivo. Na cultura de tecidos séo utilizadas tampas rigidas de polipropileno, filmes de
Policloreto de Vinila (PVC), tampas metalicas, dentre outros (BARBOSA, 2016). Esta
vedacdo do frasco limita as trocas gasosas com o ambiente, que causam problemas em
algumas espécies durante o cultivo in vitro e durante a aclimatizacdo (NGUYEN e
KOZAI, 2005; ALVAREZ et al., 2012).

A micropropagacdo convencional fornece baixas concentracdes de CO2. Além
disso, as plantas nesse sistema apresentam um mau funcionamento estomatico, cuticulas
pouco desenvolvidas, folhas com baixos niveis de clorofila e hiperhidricidade das
plantulas (POSPISILOVA et al., 1999). As plantulas in vitro precisam de um periodo de
aclimatacdo para ajustar suas anormalidades anatémicas e melhorar seu desempenho
fisiologico para garantir a sobrevivéncia em condi¢Oes ex vitro. Ainda, a aclimatacgao
pode levar varias semanas, dependendo da espécie (KRISANTINI, 2018). As plantulas
tém que se adaptar rapidamente a partir de um cultivo mixotréfico ou fotomixotréfico
em um crescimento autotrofico, e desenvolver um melhor controle da transpiracéo
através dos estdmatos e cuticulas (DA SILVA et al., 2017).

Algumas alteragGes no sistema de cultivo podem ser realizadas, como o uso de
membranas permeaveis a gases (SALDANHA et al., 2012), proporcionando aumento
das trocas gasosas dos frascos de cultivo, elevacdo da qualidade e da intensidade de luz,
e reducdo de carboidrato no frasco de cultivo, e assim, melhorar a eficiéncia
fotoquimica e a assimilacdo fotossintética do carbono, o que se pode produzir plantas
mais rusticas metabolicamente (XIAO; KOZAI, 2004; FUENTES et al., 2007;
DAMIANI; SCHUCH, 2008). Com a elevacéo das trocas gasosas, as plantas podem ser
fisiologicamente mais desenvolvidas, proporcionando maior resisténcia durante o
processo de aclimatizacéo ex vitro (KOZAI, 2010; XIAO et al., 2011; BATISTA et al.,
2017).
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As membranas porosas podem favorecer o crescimento dos explantes in vitro e
controlar as concentracdes de etileno diminuindo a abscisdo foliar das plantas in vitro.
Além das vantagens das membranas na fase in vitro, favorecem também o aumento da
taxa de sobrevivéncia e 0 crescimento e desenvolvimento durante a etapa de
aclimatizacdo (ZOBAYED etal., 2000; SHIM et al., 2003; PINHEIRO et al., 2013).

2.4.2 Biorreatores de imersao temporaria

Dentre os sistemas de cultivo que vém sendo desenvolvidos para melhoria do
processo de producdo de mudas in vitro, focando a reducdo dos custos, destacam-se 0s
sistemas de biorreatores (LORENZO et al., 1998). Os biorreatores de imersdo
temporaria foram projetados para a propagacdo em massa de tecidos, embribes ou
Orgdos expostos ao meio liquido por um determinado tempo e frequéncia. Existem
varios modelos de biorreatores, que foram descritos por varios autores (ETIENNE e
BERTHOULY, 2002; GEORGIEV et al., 2014; WELANDER et al., 2014; GATTI et
al.,, 2017). No geral, o sucesso da micropropagacdo em biorreatores de imersdo
temporéaria € em grande parte determinado pela frequéncia de imersdo a que 0s
explantes sdo submetidos e o0 volume de meio liquido inicial em relagcdo ao nimero de
explantes inoculados (WATT, 2012).

A pressurizacdo do ar no sistema de imersdo temporéria contribui para a
melhorar as trocas gasosas das plantas dentro do sistema, além de favorecer a menor
ocorréncia de disturbios fisioldgicos nas plantas. Alguns biorreatores tém a opgdo
adicional de enriquecer o “headspace” com CO2 durante o periodo de exposicao ao gas
(GEORGIEV et al., 2014). Niveis 6timos de CO2 podem ter efeitos positivos na
multiplicacdo do tecido vegetal, atividade fotossintética e morfologia de Orgéos
(ARAGON et al, 2010; YANG et al, 2010). Além disso, sistemas de imersdo
temporéria ndo utilizam dispositivos de agitacdo mecanicos, assim o deslocamento dos
propagulos cultivados, se houver, é feito apenas pelo poder das forcas hidrodinamicas
durante os periodos de imersdo. Sob estas condicGes, os tecidos da planta cultivada

sofrem menos estresse que preserva a integridade da cultura e melhora adicionalmente a
morfologia e fisiologia das plantas (GEORGIEV et al., 2014).

Uma das principais vantagens de utilizar biorreatores no cultivo in vitro de

plantas em relacdo ao sistema convencional se deve principalmente ao uso do meio
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nutritivo liquido visto que proporciona incremento em produtividade e eficiéncia do
processo de micropropagacdo (ETIENNE et al., 2006; PENCHEL et al., 2007) Além
disso, a imersdo temporaria tornou-se uma técnica muito Gtil para alcancar a propagacao
em massa, reduzir custos e aumentar as taxas de multiplicacdo durante o cultivo in vitro
de plantas (RAMOS-CASTELLA et al., 2014 ; FROMETA et al., 2017 ; VIVES et al.,
2017), favorecendo, além disso, o processo de aclimatacdo, pois favorecerem a
fotoautotrofia (ARAGON et al., 2014 ).

Atualmente o mercado dispde de diferentes tipos de biorreatores de imersao
temporaria, dentre eles destaca-se os biorreatores de imersdo temporaria de frasco
simples PLANTFORM® e os biorreatores de imersio temporaria de frasco duplo
RALM®. O biorreator Plantform® foi desenvolvido recentemente por Welander et al.
(2014) os autores destacam que a principal vantagem deste biorreator ¢ que ele possui
um fundo interno relativamente maior para o crescimento das plantas e um tamanho
adequado para manuseio. Além disso, tais biorreatores poderiam ser colocados um
sobre o outro para economizar espago de cultivo, o que ¢ mais atrativo para producao
em larga escala. Feito de policarbonato transparente com dimensdes de 180 x 160 150
mm. Nesse biorreator, as plantas e o meio de cultura permanecem no mesmo recipiente.
Entretendo, a construgdo e colocacao da cesta foi projetada de forma que as plantas so6
fiquem imersas no meio liquido quando a pressdo do ar ¢ aplicada ao biorreator. Além
disso, o biorreator possui trés orificios de abertura para fornecimento de meio, aeragao e

ventilagdo (WELANDER et al., 2014).

Os biorreatores de frasco duplo sdo compostos por dois recipientes, com volume
variavel, um para o crescimento das plantas e outro para o meio de cultura (GEORGIEV
et al., 2014). A tampa de cada recipiente contém duas entradas, onde uma delas permite
a passagem de uma mangueira que conecta os interiores dos dois recipientes € a outra
entrada conecta cada recipiente a um compressor de ar estéril (LIU et al., 2010) A
pressao de ar vinda de um compressor empurra o0 meio de um recipiente para o outro
embebendo completamente as plantas (SCHERER et al., 2013). Apdés um periodo

programado, o fluxo de ar entdo ¢ revertido retirando o meio do recipiente contendo as
plantas (GEORGIEV et al., 2014)
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3. Hipdteses
H1: Os diferentes explantes influenciam no estabelecimento in vitro e maior
crescimento das plantas de abacaxizeiro;

H2: A multiplicacdo in vitro do abacaxizeiro cv. Turiagu em biorreatores terd
sucesso em relacdo ao sistema convencional;

H3: Os sistemas que permitem as trocas gasosas proporcionam o melhor
funcionamento do aparato fotossintético das mudas e reduz o estresse destas quando

aclimatizadas.

4. Objetivos

4.1 Objetivo geral

Estabelecer a micropropagacdo para 0 abacaxizeiro cv. Turiagu bem como
avaliar a taxa de multiplicacdo e o potencial fotoautotréfico sob alteracdo nas

concentracdes da sacarose do meio e em diferentes sistemas de cultivo.

4.2 Objetivos especificos

Estabelecer o melhor tipo de explante para uma micropropagagdo mais eficiente
do abacaxizeiro Turiagu.

Avaliar os aspectos ecofisiologicos in vitro do abacaxizeiro, em diferentes
sistemas de cultivo, com a alteracdo na concentracdo de sacarose no meio de cultura.

Produzir mudas com maior desempenho fotossintético e com maior rusticidade,
favorecendo o processo de adaptacdo a condicédo ex vitro.
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Capitulo 11

Estabelecimento e multiplicacdo in vitro de abacaxizeiro ‘Turiacu’ em diferentes
sistemas de cultivo
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Resumo

A cultura do abacaxi da cultivar “Turiagu’ é importante para o setor fruticola,
pois apresenta atributos bastante apreciados pelo mercado consumidor. Suas técnicas de
propagacdo sao limitadas, mas a cultura de tecidos pode ser uma ferramenta
biotecnoldgica eficiente para superar tais desafios e alcancar a eficiéncia na producgéo de
mudas de qualidade fitossanitaria, totalmente livre de pragas e doencas. Diante do
exposto, objetivo do trabalho foi estabelecer um protocolo de micropropagacao para o
abacaxi “Turiagu” bem como avaliar a taxa de multiplicacdo sob diferentes sistemas de
cultivo. Para a fase de estabelecimento in vitro o experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 4 x 2, sendo quatro
meios de cultura (MS + 2.5 uM de BAP; MS + 2 uM de ANA + 4 uM de BAP; MS + 2
UM de ANA + 8 uM BAP; e MS + 2 uM de ANA + 12 uM de BAP) e dois tipos de
explantes (gema lateral e &pice caulinar), com 12 repeticdes por tratamento. Para a fase
de multiplicacdo o experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), esquema fatorial 3x4, sendo trés sistemas de cultivo SIP-FV, SIP-
FCMe BIT-PF, quatro concentragdes de BAP (4, 8, 12 e 16 uM), totalizando 12
tratamentos. O explante de apice caulinar de abacaxi cv. Turiagu inoculado em meio
MS + 2 uM ANA + 8 uM BAP apresenta melhores respostas ao estabelecimento in
vitro. Os resultados demostram que o abacaxi Turiagu utilizando o biorreator de imerséo
temporéria Plantform (BIT-PF) com adicdo do meio de cultura MS + 2 uM ANA + 12
UM BAP apresenta melhores respostas quanto as taxas de multiplicacdo, com grande

potencial para a producgéo de plantas em larga escala.

Palavras-chave: Ananas comosus L. Merr., propagacéo in vitro, biorreatores de
imersdo temporaria
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Abstract

The pineapple crop of Turiagu cultivar is important for the fruit sector, because it
presents attributes highly appreciated by the consumer market. Its propagation
techniques are limited; however, tissue culture can be an efficient biotechnological tool
to overcome such challenges, and achieve efficiency in the production of plant quality
seedlings totally free of pests and diseases. In view of the above, the objective of this
study was to establish a micropropagation protocol for the pineapple "Turiacu™ as well
as to evaluate the multiplication rate under different cultivation systems. For the in vitro
establishment phase, the experiment was conducted in a completely randomized design
(IHD), in a 4 x 2 factorial scheme, being four culture media (DM + 2.5 uM BAP; MS +
2 UM de ANA +4 uM de BAP; MS + 2 uM de ANA + 8 uM BAP; and MS + 2 uM Of
ANA + 12 uM BAP) and two types of explants (lateral yolk and stem apex), with 12
replicates per treatment. For the multiplication phase, the experiment was conducted in
a completely randomized design (IHD), a 3x4 factorial scheme, with three sip-FV, SIP-
FM and BIT-PF cultivation systems, four BAP concentrations (4, 8, 12 and 16 uM),
totaling 12 treatments. The apex explant kaolin of pineapple cv. Turiagu inoculated in
MS medium + 2 uM ANA + 8 uM BAP presents better responses to in vitro
establishment. The results show that Turiagu pineapple using plantform temporary
immersion bioreactor (BIT - PF) with the addition of ms + 2 uM ANA + 12 uM BAP
culture medium presents better responses regarding multiplication rates, with great

potential for large-scale plant production.

Keywords: Ananas comosus L. Merr., in vitro cultivation, bioreactors.
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1. Introducéo

O abacaxizeiro Turiagu € uma cultivar nativa da Amazbnia Maranhense, e
encontra-se em processo de domesticacdo (REIS et al.,, 2019). Suas caracteristicas
quimicas e morfoldgicas demonstram tratar-se de uma cultivar com atributos muito
apreciados pelo mercado consumidor, como: frutos grandes, polpa amarelada, maior
teor de aglicares e menor percentual de acidez (ARAUJO et al., 2012; REIS et al.,
2019), o qual Ihe confere vantagens quando comparadas as cultivares de abacaxizeiro
tradicionalmente comercializadas.

A propagacdo desta cultivar € realizada exclusivamente por meio de técnicas
tradicionais em campo, ou seja, utilizando mudas formadas a partir de brotac6es laterais
da planta. Contudo este sistema, amplamente estudado, tem demonstrado que contribui
para a disseminacdo de pragas e doencas (COUTO et al., 2014). Ainda, esta técnica
depende muito do material vegetal, mdo-de-obra e tempo, 0 que pode aumentar 0s
custos de producéo, aléem de gerar material propagativo desuniforme tanto em tamanho
quanto em vigor (SANTOS etal., 2011).

Para superar os gargalos das tecnicas tradicionais, a micropropagacdo se
apresenta como uma realidade na propagacao in vitro de materiais genéticos de Ananas
comosus L. Merr., pois proporciona a producdo de mudas em larga escala a partir de um
Unico explante, em um curto espaco de tempo, e totalmente livres de pragas e doencgas
(SILVA et al., 2012). Contudo, o estabelecimento in vitro corresponde a uma das etapas
cruciais para o inicio da micropropagacgdo, iniciando-se com a selecdo dos explantes
mais adequados para posterior multiplicacdo em condicGes in vitro. Ainda, o tipo de
explante deve ser selecionado de acordo com sua capacidade de adaptacdo as condicdes
in vitro, sendo recomendados explantes com maior proporcdo de tecidos
meristematicos, devido a maior possibilidade de expressar a totipoténcia (KIELSE et al.,
2009).

A etapa de multiplicacdo in vitro visa produzir o maior nimero possivel de
plantas em um menor espaco de tempo, e para isso, torna-se necessario o ajuste do
protocolo para cada espécie/cultivar (SCHUCH e ERIG, 2005). Dentre os fatores mais
importantes que influenciam a taxa de multiplicacdo, destacam-se o tipo de sistema de
cultivo e o meio de cultura, carboidratos e, com destaque para a concentracdo de
citocinina adicionadaao meio (SILVEIRA etal.,2001; SILVA et al., 2007).
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A micropropagacdo dita convencional é o cultivo in vitro de plantas em frascos
vedados, com auséncia de trocas gasosas, alta umidade do ar, baixa luminosidade e com
a utilizacdo de acuUcares em altas concentracbes no meio de cultura, como fonte de
carbono e energia (ARIGITA et al.,, 2002; ROGALSKI et al., 2003). Contudo, as
plantas micropropagadas no sistema convencional podem apresentar distarbios
anatbmicos e metabdlicos, sendo estes disturbios capazes de impossibilitar uma
adequada assimilacdo fotossintética (XIAO e KOZAI, 2004; FUENTES et al., 2007).
Uma alternativa para melhoria no sistema de producéo de mudas oriundas do cultivo in
vitro convencional, é a utilizacdo de frascos com membranas permeaveis a gases, pois 0
efeito das trocas gasosas interfere nos processos morfogénicos, e promove um melhor
desenvolvimento dos componentes da maquinaria fotossintética das plantas durante a
propagacéo in vitro (KOZAI, 2010; SALDANHA et al., 2012).

A utilizacdo de biorreatores, com base no conceito de imersdo temporaria € uma
inovagdo efetiva adotada amplamente nas técnicas da cultura de tecidos de plantas
(NASRI et al., 2019), e dentre as vantagens destaca-se 0 fato de que o tecido vegetal
pode absorver nutrientes diretamente do meio através de fluxos periddicos de ar estéril,
que permitem o contato dos explantes com o meio liquido, enquanto renova a atmosfera
do frasco de cultivo (PAEK etal., 2005; NASRI et al., 2019).

O uso de biorreatores pode ser uma excelente alternativa para aperfeicoar e
melhorar o processo de propagacdo do abacaxizeiro ‘Turiagu’; beneficiar o aumento da
producdo de mudas, com maior velocidade de multiplicacdo, reducdo de méo-de-obra, e
assim reduzir os custos elevados da producdo de mudas micropropagadas
(TAKAYAMA e AKITA, 2005; PENCHEL et al., 2007). De fato, para muitas espécies,
as taxas de multiplicacdo sdo melhoradas consideravelmente usando esses biorreatores,
inclusive em outras cultivares de abacaxizeiro (SILVA et al., 2007; SCHERER et al.,
2013; WILKEN et al., 2014; RAMIREZ-MOSQUEDA et al., 2016; GODOY et al.,
2017).

Apesar do potencial mercadoldgico e relevante importancia econémica, ainda
ndo héa relatos sobre o estabelecimento in vitro da cultivar de abacaxi Turiagu. Nesse
sentido o presente estudo tem como objetivo estabelecer um protocolo de
micropropagacdo para 0 abacaxizeiro cv. Turiagu bem como avaliar a taxa de

multiplicacdo sob diferentes sistemas de cultivo.
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2. Material e métodos

2.1 Experimento | — Estabelecimento in vitro de abacaxizeiro ‘Turiagu’

2.1.10btengéo do material vegetal

Foram utilizados como fonte de explantes, mudas de abacaxizeiro (Ananas
comosus L. Merr. cv. Turiacu) do tipo filhote, coletadas em area de producdo comercial
localizado no municipio Turiacu, Maranhdo, Brasil (01°38'58,6"S e 45°29'25,9"W)
(Figura 1). O experimento foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos da
Universidade Estadual do Maranhdo (LCT - UEMA), S&o Luis — MA.
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Figura 1. Mapa de localiza¢do do municipio de Turiagu, na microrregido Gurupi,
Maranhdo, Brasil; Mapa do Brasil (A); Mapa do Maranhao (B); Microrregido do Gurupi
(C); Plantio comercial e coleta de mudas de abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merr.) cv.

Turiagu (D); mudas tipo filhote (E).

2.1.2 Desinfestagéo e estabelecimento in vitro

O processo de desinfestacdo do material vegetal do tipo filhote (Figura 2A) foi
dividido em trés etapas:

1) As mudas tiveram a reducdo de 2/3 das folhas por corte transversal (Figura
2B), sendo submersas em solucéo de hipoclorito de sédio comercial (Qboa®) diluido a

0,1 % de cloro ativo por 24 horas (Figura 2C);
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2) Apds este periodo, foram removidas as folhas remanescentes para expor a
haste do material (Figura 2D), sendo novamente submersas durante 20 minutos em
solucdo contendo 0,8 g L't de Cercobin® (Figura 2E), com posterior lavagem em agua
corrente por 60 minutos para a retirada dos residuos do produto (Figura 2F);

3) Em camara de fluxo laminar, as hastes permaneceram por cinco minutos em
alcool etilico 70%, com seguida imersdo por 15 minutos em solucdo de hipoclorito de
sédio comercial (Qboa®) a 2 % de cloro ativo, sendo adicionado uma gota de Tween
20® (Isofar®) a cada 100 mL de solugdo, com seguida lavagem em agua destilada

autoclavada, por trés vezes de cinco minutos cada.

Figura 2. Desinfestacdo de explantes (apice caulinar e gema lateral) provenientes de
mudas do tipo filhote de abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merr. cv. Turiagu): muda
tipo filhote (A); reducdo de 2/3 das folhas por corte transversal (B); mudas mantidas em
hipoclorito 0,1% de cloro ativo por 24 horas (C); haste desfolhadas (D); mudas
desfolhadas mantidas em fungicida Cercobin® por 15 minutos (E); haste (mudas

desfolhadas) antes dos cortes realizados em fluxo laminar (F); gema lateral (G); apice
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caulinar (H); explante inoculado em tubo de ensaio(l). Barras: A, B, D: 2cm; C, E, F: 10
cm; G, H,1:0,5¢cm.

Dois tipos de explantes provenientes das hastes de abacaxi (gemas laterais e
apice caulinar) (Figuras 2G, 2H) foram retirados com auxilio de bisturi e inoculados em
tubo de ensaio de vidro (25 x 150 mm) (Figura 21) contendo 10 mL de meio MS (
MURASHIGE e SKOOG 1962) (PhytoTech®), suplementado com 30 g L-! de sacarose
(Dindmica®), 100 mg L de mio-inositol (Sigma-Aldrich®), com diferentes
concentragbes de 6- benzilaminopurina (BAP 4; 8; 12 e 16 uM) (Sigma-Aldrich®)
(Sigma®, St. Louis, MO, EUA) e é&cido naftalenoacético (ANA 2 pM) (Sigma-
Aldrich®), solidificado com 2 g L1 de Phytagel™ (Sigma-Aldrich®). O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem (120 °C, 1 Kgf cm-2, 15 min).

Apdbs a inoculacdo, os explantes permaneceram em sala de crescimento com
temperatura de 25 = 2 °C, no escuro por sete dias, com seguida transferéncia para luz
com fotoperiodo de 16 horas, irradiancia luminosa de 42 pmol m=2 s1 proveniente de
duas lampadas LEDs (Diodos Emissores de Luz) de cor branca (Tubular T8 Led, 10 w,
Brilia, Brasil).

2.1.3 Delineamento experimental e variaveis analisadas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
em esquema fatorial 4 x 2, com quatro meios de cultura (MS + 2,5 uM de BAP; MS + 2
UM de ANA + 4 uM de BAP; MS + 2 uM de ANA + 8 uM BAP; e MS + 2 uM de
ANA + 12 uM de BAP) e dois tipos de explantes (gema lateral e apice caulinar), com
12 repeticdes por tratamento, sendo a unidade experimental composta por um tubo de
ensaio contendo um explante.

Aos 50 dias apos a inoculacdo dos explantes em meio de cultura foram avaliadas
as porcentagens (%) de contaminacdo por bactéria, de contaminacdo por fungo, de
oxidacdo, de sobrevivéncia, de explantes estabelecidos, assim como o nimero de brotos

e massa fresca de brotos (g).
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2.1.4 Andlise estatistica

Os dados coletados foram analisados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-
Wilk, seguida da andlise de variancia com dois fatores (ANOVA TWO-WAY), com
comparacdo de médias pelo teste de Tukey HSD com p<0,05. A variavel numero de

brotos foi transformada para Y:m visando atender as pressuposicdes de
normalidade dos dados. Para a variavel porcentagem de explantes estabelecidos aplicou-
se regressdo. Para isso, foi utilizado o programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2011).

2.2 Experimento Il — Multiplicagdo do abacaxi cv. Turiagu em biorreator e frascos
de cultivo

2.2.1 Material vegetal e condiges de cultivo

Foram utilizadas brotacGes previamente estabelecidas in vitro de Ananas
comosus L. Merr. cv. Turiagu, e para atender a quantidade de plantas para este
experimento, realizou-se trés subcultivos sucessivos em meio MS (Sigma®,
suplementado com 100 mg L-! de mio-inositol (Sigma®, St. Louis, MO, USA), 2 uM de
ANA (Sigma®), 4 uM de BAP (Sigma®) e 30 g L de sacarose (Isofar® Ltda, Duque de
Caxias - RJ), com pH ajustado para 5,7 + 0,1, e autoclavado (120 °C, 1 Kgf cm2, 15
min).

Ainda em camara de fluxo laminar, brotacdes, com aproximadamente 2 cm de
comprimento de parte aérea, e com a excisao do sistema radicular, foram inoculados em
diferentes sistemas de cultivo, onde foi utilizado o mesmo meio MS supracitado sendo
fixado a concentragdo de 2 pM de ANA e diferentes concentracdes de BAP (4, 8, 12 ¢
16 uM).

Os sistemas de cultivo avaliados foram: 1) frascos de vidro com imerséo
permanente em 50 mL de meio liquido associado a tampas de polipropileno rigidas e
vedadas (SIP-FV); 2) frascos de vidro com imersdo permanente em 50 mL de meio
liquido associado a tampas de polipropileno com dois orificios de 10 mm cada, cobertos
por membranas permeaveis a gases (SIP-FCM) (Tsm, Tcm, respectivamente; Figura
3A) e biorreatores de imersdo temporaria de frasco simples tipo Plantform® com

imersdo permanente em 500 mL de meio liquido (BIT-PF) (Figura 3B).
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Figura 3. Sistemas de imersdo permanente: Tsm - tampas de polipropileno rigidas sem
membranas permeaveis a gases, Tcm — tampa de polipropileno com dois orificios de 10
mm cada, cobertos com membranas permeaveis a gases (SIP-FV e SIP-FCM,
respectivamente) (A) e biorreatores de imersdo temporaria tipo frascos simples
Plantform® (BIT-PF) na multiplicacdo in vitro de brotos de Ananas comosus L. Merr.
cv. Turiagu (B). Barras: A:1cm; B: 3cm

Nos sistemas de imersdo permanente (SIP-FV e SIP-FCM), os frascos de cultivo
foram vedados com tampas de prolipropileno, no qual as do sistema SIP-FCM, foram
feitos dois orificios, de 10 mm de diametro cada, cobertos por membranas permeaveis a
gases compostas por duas camadas de fita microporosa Missner® e um PTFE
(politetrafluoroetileno) Poly® de 0,05 + 0,01 mm de espessura (Figura 3A, seguindo
metodologia proposta por Saldanha et al. (2012).

Os diferentes sistemas de cultivo foram mantidos na sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16h e 8h de escuro, irradiancia de 42 pmol m-
s'1 proveniente de lampadas tubulares de diodos emissores de luz (LEDs) de cor branca
(T8 Led, 20 w, Elgin, Brasil). Nos biorreatores de imersdo temporaria (BIT- PF), o
tempo de imersdo dos explantes em meio de cultivo foi regulado por temporizador
programavel a cada 3 h, e os brotos permaneceram em contato com o meio de cultura

durante 5 min.
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2.2.2 Delineamento experimental e variaveis analisadas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
esquema fatorial 3x4, com trés sistemas de cultivo SIP-FV, SIP-FCM e BIT-PF, quatro
concentracdes de BAP (4, 8, 12 e 16 uM), totalizando 12 tratamentos, com quatro
repeticdes e a unidade experimental composta por cinco brotos. Aos 50 dias de cultivo,
foram avaliados o comprimento da planta (cm), o nimero de brotos, o nimero de
folhas, a massa fresca da parte aérea, a massa seca da parte aérea (g) e 0 comprimento
deraiz (cm).

2.2.3 Analise estatistica

Os dados coletados foram analisados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-
Wilk e as diferengas significativas foram determinadas por andlise de variancia com
dois fatores (ANOVA TWO-WAY), e as médias comparadas pelo teste de Tukey HSD
(P < 0,05), utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3. Resultados

3.1 Experimento | — Estabelecimento in vitro de abacaxizeiro ‘Turiacu’

A partir da analise de variancia, foi possivel observar que as variaveis
porcentagem de contaminacdo por fungo, porcentagem de contaminagdo por bactéria,
porcentagem de oxidacdo, porcentagem de sobrevivéncia, massa fresca de brotos e
namero de brotos apresentaram diferencas significativas (p<0,05).

Para as variaveis porcentagem de contaminagdo por fungo e porcentagem de
contaminagdo por bactéria, ndo houve interacéo entre os fatores meios de cultura e tipos
de explante, ocorrendo significancia apenas para o fator tipo de explante. A gema lateral
foi o explante que apresentou maior percentual de contaminagdo por fungo, com
18,75% (Figura 4A, 4C), e o apice caulinar, maior percentual de contaminacdo por
bactéria com 18,75% (Figura 4B, 4D).
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Figura 4. Porcentagem de contaminagdo por fungo (A), Porcentagem de contaminagio
por bactéria (B), gema lateral contaminada com fungo (C) e dpice caulinar contaminado
com bactéria (D) de Ananas comosus cv. Turiagu aos 50 dias do estabelecimento in
vitro. Legendas: Fg — Fungo; Bc — Bactéria; Gl — Gema lateral; Ap — Apice caulinar.
Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey, a 5% de significancia. Barras: C-D 0,5 cm.

Para a porcentagem de oxidacdo e porcentagem de sobrevivéncia, houve
diferencas significativas apenas para o fator tipo de explante (p<0,05). A gema lateral
foi 0 explante que apresentou maior percentual de oxidacdo com 41,66% quando
comparado ao apice caulinar, com apenas 12,5% (Figura 5A). Para a varidvel da
porcentagem de sobrevivéncia, o apice caulinar apresentou maior media, quando
comparado & gema lateral (com 64,58% e 31,25%, respectivamente) (Figura 5B).
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Para a varidvel de massa fresca de brotos, houve diferenca significativa para os
tipos de explante, no qual o apice caulinar apresentou maior acimulo de biomassa,
sendo superior a gema lateral, com 0,66 g e 0,10 g, respectivamente (Figura 5C).
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Figura 5. Porcentagem de oxidagdo (%) (A), porcentagem de sobrevivéncia (%) (B),
massa fresca de brotos (C) e nimero de brotos (D) de Ananas comosus cv. Turiagu aos
50 dias do estabelecimento in vitro. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.
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Em relacdo ao numero de brotos, houve diferenca significativa apenas para
meios de cultura, no qual 0 meio MS + 2 uM ANA + 4 uM BAP e MS + 2 uM ANA +
8 UM BAP apresentaram as maiores médias, com 0,86 e 0,73 respectivamente, sendo
superiores quando comparado a MS + 2.5 uM BAP e MS + 2 uM ANA + 12 uM BAP
com 0,33 e 0,16, respectivamente (Figura 5D).

As curvas de regressdo referente ao percentual de explantes estabelecidos em
funcdo dos dias apds a inoculacdo (DAI), ajustaram-se ao modelo quadratico e
apresentaram diferencas significativas para o fator tipo de explante (p<0,05) (Figura
6A). Em relacdo aos dias ap0s a inoculacéo, observou-se 0 comportamento crescente da
curva, quando se comparou o0s dois tipos de explantes, no qual ambos tiveram o
crescimento ascendente, e obtiveram o seu estabelecimento méximo até os 35 DAI.
Apds este periodo ocorre a estabilizagdo na curva.

O épice caulinar apresentou o0 maior percentual de estabelecimento de explantes
durante as épocas de avaliacdo, quando comparado a gema lateral (64,58% e 31,25,
respectivamente). O maior crescimento dos explantes foi observado para o apice
caulinar, que desde a primeira avaliagdo, aos 14 DAI, foi mais responsivo do que a
gema lateral, onde foram observadas mudancas de crescimento apenas aos 50 DAI,

mediante observacao visual.
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Figura 6. Explantes estabelecidos (%) de apice caulinar e gema lateral de Ananas
comosus L. Merr. cv. Turiagu durante o estabelecimento in vitro no periodo dos 14 aos
50 DAI (A) e visualizagdo de explantes tipicos obtidos de apice caulinar (B, C, D, E, F)
e gema lateral (G, H, I, J, K) no mesmo periodo. Barras: B-K: 1 cm.
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3.2 Experimento Il — Multiplicacdo do abacaxi cv. Turiacu em biorreator e frascos
de cultivo

A partir da andlise de variancia observou-se que as variaveis comprimento de
planta, nimero de folhas, massa fresca da parte aérea, massa seca da parte aérea,
numero de brotos e massa seca de raiz apresentaram diferencas significativas (p<0,05).

Para a variavel de comprimento de planta houve diferenca significativa para a
interacdo entre os fatores de concentracdes de BAP e dos sistemas de cultivo (Figura
9A). Para o sistema de cultivo SIP- FV a concentragcdo de 4 uM de BAP (8,74 cm)
diferiu apenas das concentracdes de 8 uM (6,19 cm) e 12 uM de BAP (6,32 cm), no
entanto a concentracdo de 4 UM de BAP néo apresentou diferenca significativa para 0s
diferentes sistemas de cultivo. O sistema de cultivo SIP-FCM apresentou 0 maior
comprimento de planta na concentracdo de 4 uM de BAP (10,75 cm). Ja o sistema de
cultivo BIT-PF obteve os maiores valores de comprimento de plantas nas concentracfes
de 4 uM de BAP (9,77 cm) e 8 uM de BAP (9,52 cm), e com 0 aumento das
concentragdes de 12 uM (2,0 cm) e 16 uM BAP (1,75 cm) houve reducdo significativa
do comprimento.

Para a variavel nimero de folhas ndo houve diferenca significativa entre as
concentracdes de BAP nos sistemas de cultivo SIP-FV e SIP-FCM, mas apresenta clara
diferenca no de BIT-PF (Figura 9B). J4 o desdobramento das concentracfes de BAP
dentro dos sistemas de cultivo apresentou diferencas significativas, no qual o sistema
SIP—FV foi superior em todas as concentragdes de BAP, exceto a concentracdo de 4 uM
de BAP (12,65 cm) no sistema de BIT-PF. As variaveis massa fresca da parte aérea e
massa seca da parte aérea, nao apresentaram diferencas significativas quanto as
diferentes concentracdes de BAP nos sistemas de cultivo SIP-FV e SIP-FCM (Figura
9C e 9D). A concentragcdo de 12 uM de BAP obteve os maiores incrementos de
biomassa tanto para massa fresca da parte aérea quanto para a massa seca da parte aérea
no sistema de cultivo BIT-PF (12,29 e 5,43 g) respectivamente. Para 0s sistemas de
cultivo SIP-FV e SIP-FCM a variavel nimero de brotos ndo apresentou diferenga
significativa quanto as concentragdes de BAP, diferindo apenas no sistema de cultivo
BIT — PF, onde a concentracdo de 12 uM de BAP (88,0) obteve o maior nimero de
brotos (Figura 9E).
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Figura 7. Plantas de Ananas comosus cv. Turiagu aos 50 dias de cultivo in vitro,
submetidas aos diferentes sistemas de cultivo (SIP — FV, SIP — FCM ¢ BIT — PF) e
concentragdes de BAP (4, 8, 12 ¢ 16 UM de BAP). Barras: A-L: 1cm

A varidvel massa seca de raiz apresentou as maiores médias no sistema de
cultivo BIT-PF nas concentragdes de 4 e 8 uM de BAP (0,36 e 0,32 g, respectivamente)
(Figura 8E). Ja para as concentracdes de 12 e 16 uM de BAP ndo houve formacdo de

radicular.
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Figura 8. Crescimento das plantas de Ananas comosus cv. Turiagu aos 50 dias de
cultivo in vitro, submetidas aos diferentes sistemas de cultivo e concentracdes de BAP.
Padrdo de crescimento das plantas nos sistemas SIP — FV (4, 8, 12 ¢ 16 uM de BAP),
SIP-FCM (4,8, 12 ¢ 16 uM de BAP)e BIT-PF (4 ¢ 8 UM de BAP): Pa — Parte aérea,
Rz — Raiz (A); Padrdo de crescimento das plantas no sistema BIT — PF (12 ¢ 16 uM de
BAP): Mb — Multibrotagdes (B). Barras: A-B: 1cm.

As plantas mantidas nos sistemas de cultivo SIP — FV e SIP — FCM, apresentaram o
padrdo de crescimento com maior comprimento da parte aérea e formacao de raiz em
todas as concentracdes de BAP (Figura 7 A-H). Para as plantas mantidas no sistema de
cultivo BIT - PF o aumento das concentracfes de BAP (12 e 16 pM) reduz o

comprimento das plantas, no entanto, aumenta o nimero de brotacfes (Figura 7 K—L).
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Figura 9. Comprimento de planta (cm) (A), nimero de folhas (B), Massa fresca da

parte aérea (g) (C), massa seca da parte aérea (g) (D), numero de brotos (E), massa seca

de raiz (g) (F), de plantas de Ananas comosus cv. Turiagu, aos 50 dias de cultivo in

vitro, submetidas a diferentes tipos de sistemas de cultivo e concentragcdes de BAP.

Médias seguidas pelas mesmas letras mindscula ndo diferem estatisticamente entre si
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pelo teste de Tukey, a 5% de dentro de cada sistema de cultivo. Médias da concentragéo
de BAP nos diferentes sistemas de cultivo sistemas de cultivo, seguidas pelas mesmas

letras mindsculas n&o diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

4. Discussao

4.1 Experimento | — Estabelecimento in vitro de abacaxizeiro ‘Turiacu’

Este foi o primeiro estudo para o desenvolvimento de um protocolo de
estabelecimento e multiplicacdo in vitro para A. comosus cv. Turiagu, material genético
unico e de extremo apreco pelos maranhenses. Além disso, essa cultivar destaca-se no
mercado consumidor por proporcionar frutos grandes e com maior teor de acUcares
(15.7 °Brix) (REIS et al., 2019). O trabalho foi conduzido para determinar o potencial
de resposta durante o estabelecimento in vitro de explantes da gema lateral e do apice
caulinar de A. comosus cv. Turiagu.

Muitos autores relatam a regeneracdo in vitro para varias especies da familia
Bromeliaceae, incluindo os efeitos dos reguladores de crescimento no meio de cultura, e
tipos de explante (GUERRA et al., 1999; PARDO et al., 2008; SCHERER et al., 2013;
SANTOS et al, 2015), sendo o explante fundamental para o sucesso da
micropropagacao de qualquer espécie vegetal.

Para garantir 0 sucesso da micropropagacao, outro aspecto importante é prevenir
a contaminacdo fungica e bacteriana (SURAYA et al, 2021). O protocolo de
descontaminacgdo estabelecido no presente trabalho, demonstrou ser eficiente para o
controle da contaminagdo total, com 78% de explantes ndo contaminados (dados nédo
apresentados). O maior percentual da contaminacdo por fungo na gema lateral, indicou
que o hipoclorito de sédio (NaOCI) ndo foi suficiente para penetrar as camadas mais
internas do explante. O aumento das colénias fungicas na gema lateral do abacaxizeiro
(Figura 4C), pode ser explicada pela quantidade de detritos que permanecem alojados
nas axilas das folhas, tornado assim esse ambiente ideal para a proliferacdo de fungos.
No apice caulinar, houve maior contaminacao por bactéria, e este fato ocorre por conta
que do meristema apical estar mais protegido de contaminantes externos, evidenciando
que provavelmente, a contaminacdo foi causada por bactérias endofiticas (Figura 4D).

A contaminacdo pode ter diversas origens, desde a coleta dos explantes até a
manipulacdo laboratorial (THOMAS et al.,, 2011; THOMAS e ASWATH, 2014).
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Adicionalmente, cabe salientar que a arquitetura da planta também pode influenciar
diretamente a presenca destes contaminantes, pois a estrutura e distribuicdo da
folhagem, topografia da superficie foliar, presenga de nutrientes na superficie das folhas
e o microclima estabelecido, podem influenciar na presenca destes patdgenos
(SAIKKONEN 2007; MUKHTAR et al., 2010; MEJIA et al., 2014). Ainda, a
comunidade microbiana pode ser classificada de acordo com a regido que se encontra na
planta matriz: epifitica - quando habitam a superficies de folhas ou hastes, ou
endofiticas - quando colonizam interior dos tecidos vegetais (IKEDA et al., 2010; PINI
et al., 2012). Dessa forma, diferentes tipos de explantes podem exigir tratamentos
contrastantes de descontaminacéo, no qual deve ser alcancado equilibrio entre duracéo
da exposicdo do explante e a concentracdo do agente esterilizante (POOBATHY et al.,
2019).

Além da contaminacdo, outro ponto limitante da micropropagacéo € a oxidacao,
que pode dificultar o estabelecimento das espécies no cultivo in vitro, e alguns fatores
como genotipo e tipo de explante, que podem influenciar negativamente o
desenvolvimento do material vegetal (BASSAN et al., 2006). A causa da oxidacdo do
tecido vegetal é dada pelo acimulo de compostos fenolicos no tecido dos explantes, e
nos meios de cultura (JONES e SAXENA, 2013). Embora os compostos fenolicos
estejam geralmente presentes em tecidos vegetais saudaveis, e possam se acumular em
tipos de células especializadas (BECKMAN, 2000), eles s&o frequentemente produzidos
em maior abundancia e liberados como uma resposta de defesa, especialmente apds
ferimentos nos tecidos ou exposicdo a estresses bidticos ou abidticos (BECKMAN,
2000; JONES e SAXENA, 2013).

Diferentes tipos de explantes podem ser utilizados para inducdo e
estabelecimento in vitro de uma espécie, no entanto, apices caulinares e gemas axilares
sdo os mais utilizados (NORMAH et al.,2019). Neste trabalho observou-se maior vigor
e sobrevivéncia dos explantes provenientes do apice caulinar (Figura 5B). De fato, os
apices caulinares tendem a ser mais responsivos, pois possuem tecidos mais
organizados consistindo de células meristematicas com intensa capacidade de divisao
celular (ENGELMANN, 2014), e o uso de um tipo de explante mais responsivo tem
forte influéncia nas etapas subsequentes ao estabelecimento in vitro (ARAUJO e
CARVALHO, 2005).

O maior incremento de massa fresca de brotos ocorreu para o explante do apice
caulinar, independente do meio de cultura utilizado (Figura 5C); e esse ganho de
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biomassa muitas vezes é decisivo ao aumento da taxa de sobrevivéncia dos explantes
(VALE et al., 2019). O incremento de biomassa e formacao de brotos € um processo
recorrente do cultivo in vitro, e pode ser atribuido a fatores como espécie, tipo de
explante, sistema de cultivo ou atividade fisiologica diferenciada das células
meristematicas (DARWESH 2015, GARCIA-RAMIREZ et al. 2015).

O numero de brotos apresentou influéncia direta do meio de cultura (Figura 5D),
iIsso pode estar relacionado a presenca da citocininas BAP e a sua alta atividade
relacionada com parte aérea dos explantes (BAKHTIAR et al.,, 2016). Todavia, ao
elevar a concentracdo deste regulador de crescimento, ha também aumento do estresse
no tecido vegetal. Fatores de estresse exdgenos ativam genes relacionados a sintese de
oxidases/desidrogenases das citocininas, que se ligam a sitios especificos desta
molécula. Tal promoverd a sua degradacdo, alterando o balanco hormonal enddgeno de
citocininas (MACKOVA et al., 2013; KOPECNY et al., 2016).

A reducdo do numero de brotos observada em concentra¢Ges acima de 12 uM de
BAP pode estar relacionada a resposta dos explantes ao aumento do estresse (Figura
5D). Para os valores de BAP acima dessa concentragdo, possivelmente ha ativacdo dos
genes responsaveis pela sintese de enzimas citocininas oxidases/desidrogenases (ROSA
et al., 2018). Desta forma, estas enzimas catalisam o BAP adicionado ao meio de
cultura, o que reduz a sua atividade e em resposta, os explantes emitem menos brotos
(ROSA et al., 2018).

Quanto a curva de estabelecimento dos explantes, o apice caulinar apresentou o
maior percentual de estabelecimento de explantes durante os dias apds a inoculacéo
(DAI) quando comparado a gema lateral (Figura 6A). Silva (2010) também observou
que os explantes de apices caulinares se mostraram mais eficientes na inducdo da
organogénese in vitro, quando comparado as gemas laterais. A principal vantagem
desses tipos de explantes é que, por envolver Orgdos meristematicos primordiais,
apresentam maior estabilidade genética e rapido crescimento das plantas
micropropagadas (FARIA etal., 2007; FLORES et al., 2011).

Assim, no seu conjunto, os dados do Experimento | permitem concluir que o
explante de apice caulinar do abacaxizeiro cv. Turiagu inoculado em meio MS + 2 uM

ANA + 8 uM BAP apresenta melhores respostas ao seu estabelecimento in vitro.
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4.2 Experimento Il — Multiplicagdo do abacaxi cv. Turiagu em biorreator e frascos
de cultivo

O Abacaxizeiro Turiagu apresentou diferentes respostas quanto ao seu
desenvolvimento e multiplicacdo in vitro, decorrentes das alteracfes das concentracfes
de BAP e dos diferentes sistemas de cultivo. A composicdo e a concentragdo de
reguladores de crescimento no meio de cultura sdo fatores determinantes para o
crescimento e para o padrdo de desenvolvimento das plantas nos diferentes sistemas de
cultivo (GALVANESE et al., 2007; CHU et al., 2010). De modo geral, as citocininas
promovem a expansdo e a divisdo celular favorecendo uma maior taxa multiplicacdo
nos explantes e incrementando a biomassa das plantas in vitro (AHMADIAN et al.,
2017; ARRUDA et al., 2019). O maior incremento de massa fresca e massa seca da
parte aérea ocorreu para o tratamento BIT-PF na concentracdo de 12 uM de BAP
(Figura 9C e 9D), esse aumento da biomassa pode estar relacionado a aeracdo forcada
dentro do frasco de cultivo que proporcionou aos explantes um ambiente com elevadas
trocas gasosas, resultando em melhor crescimento e acimulo de biomassa (PEREIRA -
LIMA etal., 2012).

A eficacia dos biorreatores para propagacdo em larga escala e producdo de
biomassa foram relatados para vérias espécies (SCHERER et al., 2013; JESIONEK et
al., 2017; KUNAKHONNURUK et al., 2019). Além disso, 0s biorreatores de imersdo
temporéria, tém sido usados para aumentar a eficiéncia de propagacdo em massa, 0 que
é dificil de alcangar usando métodos convencionais de propagacao in vitro (MOREIRA
et al., 2013).

Quanto ao numero de brotos o sistema de cultivo BIT — PF, mostrou-se superior
aos SIP-FCM e SIP-FV. Esses resultados demonstram que a concentragdo de 12 uM de
BAP foi apropriada para a producdo em larga escala de abacaxieiro Turiacu (Figura 9E).
No entanto, a altura das plantas de abacaxi cultivadas no sistema de cultivo BIT-PF na
concentracdo de 12 uM de BAP foram menores em comparacao aos sistemas de cultivo
SIP-FCM e SIP-FSM. Este resultado, pode ser devido a regeneracdo excessiva de novos
brotos que inibiu a expansdo dos brotos individuais por explante. De acordo com
Kunakhonnuruk et al. (2019), o aumento do numero de brotos por explante diminuiu o
comprimento dos brotos de Drosera communis cultivada em biorreatores de imersdo
temporéria. Georgiev et al. (2014) sugerem que 0 aumento na taxa de multiplicacdo por
explante se deve a fatores como a renovacdo do ar no interior dos frascos de culturae o

contato superficial do meio liqguido com os explantes.



61

Quanto a massa seca de raiz 0 BIT-PF apresentou o maior acimulo de biomassa
nas concentracdes de 4 e 8 UM de BAP, contrastando com a auséncia de raizes nas
concentragdes de 12 e 16 pM BAP. Estes resultados sugerem que o balango hormonal
em funcéo do sistema de imersdo temporaria resultou na condicdo ideal para aumentar o
namero de brotacGes, visto que na etapa de multiplicacdo a presenca de raiz torna-se
menos relevante. De fato, na etapa de multiplicacdo o balanco hormonal é crucial na
determinacdo das respostas morfogénicas bem como as condicGes de cultivo e o tipo de
explante (LUIS, 2008). As interacbes entre auxinas e citocininas durante todo o
desenvolvimento da planta sdo complexas, controlando a formacdo das raizes e
dominancia apical (LANDI e MEZZETTI, 2005). O balango entre estes dois tipos de
reguladores controla muitos aspectos da diferenciacdo celular e organogénese das
plantas in vitro (PASQUAL, 2001). Além disso, as respostas morfogénicas in vitro
estdo diretamente relacionadas a fonte de explante, composi¢cdo mineral do meio de
cultura, balanco hormonal e sistemas de cultivo (PERES, 2002).

No seu conjunto, os dados obtidos no Experimento Il apontam para um elevado
potencial do sistema de cultivo BIT-PF para propagacdo em larga escala, em
comparacao aos sistemas de cultivo SIP- FV e FCM. Adicionalmente, 12 uM de BAP é
a ideal para multiplicacdo de brotagdes no sistema de cultivo BIT-PF. Considerando
este fato, é altamente recomendavel definir a concentracdo ideal de citocinina para obter

0 maior crescimento e diferenciacio dos tecidos vegetais (RUZIC e VUIOVIC, 2008).

5. Conclusoes

O explante de apice caulinar de abacaxi cv. Turiacu inoculado em meio MS + 2
MM ANA + 8 uM BAP apresenta melhores respostas ao estabelecimento in vitro.

Os resultados demostram que o abacaxi Turiacu utilizando o biorreator de
imersdo temporéria Plantform (BIT - PF) com adicdo do meio de cultura MS + 2 uM
ANA + 12 uM BAP apresenta melhores respostas quanto as taxas de multiplicacdo,
com grande potencial para a produgéo de plantas em larga escala.

O abacaxi cv. Turiagu apresenta grande potencial para ser propagado por
técnicas da micropropagacdo, e o protocolo original proposto neste estudo demonstrou
ser eficiente na desinfestacdo e estabelecimento in vitro de explantes, podendo servir de

base para futuros estudos da biotecnologia da cultivar.
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Capitulo 111

Avaliagdo da eficiéncia fotossintética e potencial fotoautotrofico do abacaxizeiro

Turiacu em diferentes sistemas de cultivo in vitro
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Resumo

O abacaxi Turiagu € importante para o setor fruticola, pois apresenta atributos bastante
apreciados pelo mercado consumidor. A producdo de mudas de qualidade dessa cultivar
é necessaria, sendo possivel obter tal cultivar pelo uso de técnicas de micropropagacao e
com potencial autotréfico. Baseado nisso, objetivo do trabalho foi avaliar diferentes
concentracbes de sacarose em diferentes sistemas de cultivo no alongamento e
enraizamento in vitro de abacaxi cv Turiagu visando ao aperfeicoamento de sistemas de
micropropagacdo fotoautotréfica. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), esquema fatorial 4x4, com quatro sistemas de cultivo:
frascos de vidro com imersdo permanente em meio liquido associado a tampas de
polipropileno sem orificios cobertos por membranas permeaveis a gases (SIP-FV);
frascos de vidro com imersdo permanente em meio liquido associado a tampas de
polipropileno com dois orificios de 10 mm cada, cobertos por membranas permeaveis a
gases (SIP-FM); biorreatores de imersdo temporaria de frasco simples tipo Plantform®
(SIT-PF); e biorreatores de imersdo temporaria de frascos duplos tipo Ralm® (SIT-
RALM), associados a quatro concentracOes de sacarose (0, 5, 15 e 30 g L"1), totalizando
16 tratamentos. Os resultados demonstraram que abacaxizeiro cv. Turiagu possui
potencial fotoautotréfico, visto o desenvolvimento das plantas na auséncia de sacarose e
com a utilizacdo dos sistemas que possibilitam as trocas gasosas. Os tratamentos BIT-
RALM e BIT-PF foram os que possibilitaram a maior rusticidade para as plantas de
abacaxi. Além disso, a diminuicdo da sacarose do meio de cultivo aumentou a eficiéncia

fotoquimica das plantas.

Palavras-chave: Ananas comosus L. Merr., Sistemas de cultivo, Fotoautotrofia.



71

Abstract

Turiagu pineapple is important for the fruit sector, as it has attributes highly appreciated
by the consumer market. In addition, the production of quality seedlings of this cultivar
is necessary, being possible to obtain this cultivar by the use of micropropagation
techniques and with autotrophic potential. Based on this, the objective of this work was
to evaluate different concentrations of sucrose in different cultivation systems in the in
vitro stretching and rooting of turiagu cv pineapple aiming at the improvement of
photoautotrophic micropropagation systems. The experiment was conducted in a
completely randomized design (IHD), 4x4 factorial scheme, with four cultivation
systems: glass vials with permanent immersion in liquid medium associated with
polypropylene caps without holes covered by porous membranes to gases (SIP-FV);
glass vials with permanent immersion in liquid medium associated with polypropylene
caps with two holes of 10 mm each, covered by porous membranes with gases (SIP-
FM); Plantform simple bottle temporary immersion bioreactors® (SIT-PF); and
temporary immersion bioreactors of ralm® double vials (SIT-RALM), associated with
four sucrose concentrations (0, 5, 15 and 30 g L-1), totaling 16 treatments. The results
showed that pineapple cv. Turiagu has photoautotrophic potential, given the
development of plants in the absence of sucrose and with the use of systems that enable
gas exchange. The treatments BIT-RALM and BIT-PF were what allowed the greatest
rusticity for the pineapple plants. In addition, the decrease in sucrose in the culture

medium increased the photochemical efficiency of the plants.

Keywords: Ananas comosus L. Merr., cultivation systems, Photoautotrophy.
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1. Introducéo

Para uma decisiva viabilizacdo do sistema de producdo de frutas, manter o
elevado padrdo de qualidade morfofisiologica e fitossanitaria das plantas é de extrema
importancia (HAWERROTH et al., 2010), sobretudo em culturas em expansdo e com
grande apreco no mercado consumidor, como € o caso da cultura do abacaxi cv. Turiagu
(REIS et al., 2019). Esta pode ser propagada in vitro, proporcionando a obtengéo de
muitos mudas isentas de pragas e doencas, num curto intervalo de tempo. No entanto, o
emprego da micropropagacdo convencional pode comprometer a qualidade fisiologica
das plantas produzidas no ambiente in vitro e diminuir a sobrevivéncia durante o
periodo de aclimatizagdo (XIAO; KOZAI, 2004).

Diante desse cenario, algumas alteracbes no sistema de cultivo podem ser
implementadas. Como exemplo, o sistema fotomixotrofico, o qual proporciona o
aumento das trocas gasosas dos frascos de cultivo, elevagdo da qualidade e da
intensidade da radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA), e reducdo da sacarose do meio
de cultura. Assim, neste sistema, a eficiéncia fotoquimica e a assimilagdo fotossintética
do carbono do material vegetal sdo elevadas, o que se pode produzir plantas mais
rasticas metabolicamente (XIAO; KOZAI, 2004; FUENTES et al., 2007; DAMIANI;
SCHUCH, 2008). Com a elevacdo das trocas gasosas, as plantas podem ter maior
capacidade fotossintética, o que, durante o processo de aclimatizagdo, ir proporcionar
as plantas terem maior tolerancia aos fatores ambientais supra e infra 6timos (KOZAI,
2010; XIAO etal., 2011; BATISTA et al., 2017).

Entre as préticas utilizadas para promover o crescimento fotoautotréfico das
plantas e conferir maior rusticidade do material vegetal cultivado in vitro, destaca-se a
eliminagéo total ou a reducdo na concentracéo da sacarose do meio de cultura (KOZAI e
KUBOTA, 2001). De fato, a sacarose é o acUcar mais utilizado na micropropagacéo, e,
em teores elevados, pode inibir a sintese de clorofila em algumas espécies cultivadas
(RODRIGUES et al., 2006). A utilizacdo de diferentes sistemas de cultivo, como o uso
de biorreatores de imersdo temporaria (BIT), pode ser efetiva na micropropagacao
fotoautotrdfica, visto que, segundo KOZAI e KUBOTA (2001), o aumento da
concentragdo de CO:2 e a diminuigdo da concentracdo de etileno e da umidade relativa

dentro dos frascos de cultivo, em associacdo a elevacdo na intensidade da RFA, podem
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aumentar a atividade fotossintética das plantas in vitro e otimizar o crescimento do

material vegetal neste ambiente.

No sistema de cultivo in vitro convencional, uma alternativa para melhoria do
crescimento vegetal, é a utilizacdo de frascos com membranas permeaveis a gases, pois
as trocas gasosas interferem nos processos morfogénicos, e promove a maior atividade
do aparato fotossintético das plantas durante a propagacdo in vitro (KOZAI, 2010;
SALDANHA et al., 2012). O uso de biorreatores pode ser uma excelente alternativa
para aperfeicoar e melhorar o processo de propagacéo do abacaxizeiro cv. Turiagu. O uso
do BIT pode aumentar a producdo de plantas, com maior taxa de multiplicacdo/crescimento,
reducdo de mao-de-obra, e assim reduzir os custos elevados da producdo de mudas por

cultura de tecidos (TAKAYAMA e AKITA, 2005; PENCHEL et al., 2007). Além disso, o
uso do BIT favorece a autotrofia do material vegetal (ARAGON etal., 2014).

Nesse sentido, objetivou-se avaliar diferentes concentragbes de sacarose em
diferentes sistemas de cultivo no alongamento e enraizamento in vitro do abacaxizeiro

cv. Turiagu visando o aperfeicoamento de sistemas de micropropagacao fotoautotrofica.

2. Material e Métodos

2.1 Material vegetal e condicdes de cultivo

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Universidade Estadual do Maranhdo (LCT/UEMA), localizado em S&o Luis, MA
(Latitude: 2° 31' 51" Sul, Longitude: 44° 18' 24" Oeste). Foram utilizadas brotac6es
previamente estabelecidas in vitro de Ananas comosus L. Merr. cv. Turiagu e
subcultivadas sucessivamente por trés vezes em meio de cultura MS (Sigma®, St. Louis,
MO, USA), suplementado com 100 mg L-1 de mio-inositol (Sigma®, St. Louis, MO,
USA), 2 uM 4cido naftalenoacético (ANA) (Sigma®, St. Louis, MO, USA), 4 uM de
benzilaminopurina (BAP) (Sigma®, St. Louis, MO, USA) e 30 g L-! de sacarose (Isofar®
Ltda, Duque de Caxias - RJ).

Em cémara de fluxo laminar, as brotagdes, com aproximadamente trés
centimetros de comprimento de parte aérea, tiveram o sistema radicular seccionado e
em seguida foram transferidas para os diferentes sistemas de cultivo, sendo padronizado

0 meio de cultura MS (Sigma®, St. Louis, MO, USA), suplementado com 100 mg L-1 de
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mio-inositol (Sigma®, St. Louis, MO, USA), 2,7 uM de 4cido naftalenoacético (ANA)
(Sigma®, St. Louis, MO, USA), e diferentes concentracoes de sacarose (0, 5, 15e 30 g
L-1), com pH ajustado para 5,7 + 0,1, e autoclavado (121 °C, 1,5 atm, 15 min.).

Os sistemas de cultivo avaliados foram: 1) frascos de vidro com imerséo
permanente das brotacbes em meio liquido, associado a tampas de polipropileno
vedadas (SIP-FV) (Tsm, Figura 1A); 2) frascos de vidro com imersdo permanente das
brotagcbes em meio liquido, associado a tampas de polipropileno com dois orificios de
10 mm cada, cobertos por membranas permeaveis a gases (SIP-FCM) (Tcm, Figura
1A); 3) biorreatores de imersdo temporaria das brotacdes em frasco simples tipo
Plantform® (BIT-PF) (Figura 1B), e 4) biorreatores de imersdo temporaria das brotacoes
em frascos duplos tipo Ralm® (BIT-RALM) (Figura 1C).

Figura 10. Diferentes sistemas de cultivo utilizados no alongamento e enraizamento in
vitro de brotacdes de Ananas comosus L. Merr. cv. Turiagu. 1) Sistemas de imersao
permanente (SIP-FV e SIP-FCM), Tsm - tampas de polipropileno vedada sem orificios
cobertos por membranas permeaveis a gases, Tcm — tampa de polipropileno com dois
orificios de 10 mm cada, cobertos com membranas permeéveis a gases (A); biorreatores
de imersdo temporaria de frasco simples - Plantform® (BIT-PF) (B) e biorreatores de
imersdo temporaria de frascos duplos - Ralm® (BIT-RALM) (C). Barras: a: 1cm; b-c:

3cm.

Para a quantidade de brotacdes adotada em cada sistema de cultivo, adotou-se
um valor de brotos por quantidade de volume de meio de cultura. Assim, em ambos 0s
sistemas de imersdo permanente (SIP-FV e SIP-FCM) foram inoculados dois explantes
em frascos com capacidade de 350 ml e 50 ml de meio de cultura. Para o sistema de
imersdo temporaria de frasco simples - Plantform® (BIT-PF), foram inoculados oito

explantes em 200 ml de meio de cultura. No sistema de imersdo temporéria de frascos
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duplo Ralm® (BIT-RALM), foram utilizados 10 explantes em 250 mL de meio de
cultura.

Nos sistemas de imersdo permanente (SIP-FV e SIP-FCM), os frascos de cultivo
foram vedados com tampas de prolipropileno. Nas tampas de polipropileno do sistema
SIP-FCM, foram feitos dois orificios, de 10 mm de didmetro cada, cobertos por
membranas permeaveis a gases. Estas membranas eram compostas por duas camadas de
fita microporosa Missner® e um PTFE (politetrafluoroetileno) Poly® de 0,05 + 0,01mm
de espessura (Figura 1A), seguindo a metodologia proposta por Saldanha et al. (2012).

Os diferentes sistemas de cultivo foram mantidos na sala de crescimento com

temperatura ajustada para 25 * 2°C, fotoperiodo de 16h com a intensidade da RFA de
85 umol m? st proveniente de lampadas tubulares de diodos emissores de luz (LEDs)

de cor branca (T8 Led, 20 w, Elgin, Brasil) e 8h no escuro. Em ambos os biorreatores de
imersdo temporaria (BIT- PF e BIT-RALM), o tempo de imersdo das brotagbes em
meio de cultivo foi regulado por temporizador programado para um intervalo de trés

horas, mantendo os brotos em contato com o meio de cultura por 5 min.

2.2 Medicéo das trocas gasosas de planta inteira em sistemas de cultivo in vitro

Para a realizacdo da medicdo das trocas gasosas nos diferentes sistemas de
cultivo, foram realizados alguns ajustes e adaptacfes no sistema convencional de
medicdo de trocas gasosas, para que fosse possivel a avaliacdo de planta inteira, nas
condicdes in vitro. Para isso, o sistema de medicdo de trocas gasosas foi composto por:
uma bomba de ar (Hailea® 10 L/min), mangueiras flexiveis de silicone (3 mm g
interno), uma caixa pré-misturadora de policarbonato hermeticamente fechada (18 x 16
x 15 ¢m), dois fluxdmetros (Protec®) (0 a 15 L/min), um cilindro desumidificador (47,1
cmd), um sensor de temperatura (Incoterm®) e um analisador de gas infravermelho
(IRGA, Infrared Gas Analyzer, LI1-6400 XT, Licor Ltda, USA) (Figura 2).
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Figura 11. Esquema da avaliagdo das trocas gasosas de planta inteira em sistemas de
cultivo in vitro. (A) Bomba de ar; (B) Caixa pré-misturadora; (C) Console (LI-COR
6400 XT); (D) Cabeca do IRGA; (E, H) Fluxdmetro; (F) Sistema de cultivo a ser
avaliado (Biorreator com brotos); (G) Sensor de temperatura; (1) Cilindro com
dessecante; (J) fonte de luz proveniente de diodos emissores de luz (LEDs - 85 pmol m

2g1,

Esse sistema inicia-se com o acionamento da bomba (Figura 2A) com duas
saidas de ar, localizada em ambiente externo ao laboratério, onde o ar (com CO2
ambiente) pressurizado circula através de mangueiras flexiveis de silicone. O ar da
bomba segue dois destinos: na primeira saida, circula o ar de referéncia (LI-COR
referéncia), no qual o fluxo de ar é direcionado para a caixa pré-misturadora (Figura 2B)
para homogeneizar e estabilizar as concentragdes do CO2 de referéncia. Ao sair da caixa
pré-misturadora, o ar circula até o analisador de gases por infravermelho para medicéao
da concentracdo de CO2, obtendo-se as medidas do ar de referéncia (LI-COR® head)
(Figura 2D).

Na segunda saida, o fluxo de ar é direcionado para a caixa pré-misturadora
(Figura 2B) para homogeneizar e estabilizar as concentracdes do CO2 de amostra (LI-
COR® amostra), onde o ar é bombeado e segue para o primeiro fluxdmetro (Figura 2E),
ajustado a uma taxa de fluxo constante de 4 L min-t. Em seguida, o fluxo de ar segue até
a entrada nos sistemas de cultivo (Figura 2F), percorrendo uniformemente toda a parte
aerea das plantas. Nesse momento, o sensor de temperatura (Figura 2G) faz a medicéo
da temperatura do ar que circulou sobre as plantas. Ao sair do sistema de cultivo para

ser analisado, o0 ar segue para o segundo fluxémetro (Figura 2H), no qual é ajustado a
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uma taxa de fluxo constante de 1 L min-!, posteriormente, este ar de amostra é levado
até um cilindro contendo dessecante (Drierite®) (Figura 21) para a retirada do vapor
d’agua, e segue para o analisador de gases por infravermelho IRGA (L1-6400 XT, Licor
Ltda, USA). Para tanto, foi adotado um fluxo de 1 L min-! para a entrada segura ao
analisador de gas, que ndo pode passar de 2 L min-! para evitar danos internos ao
equipamento. Assim, as concentragdes de CO2 de amostra puderam ser mensuradas (LI-
COR head) (Figura 2D), e as diferengas entre as medidas do ar de amostra e do ar de
referéncia sdo utilizadas para o célculo das trocas gasosas.

Em todos os sistemas de cultivo, a avaliacdo das trocas gasosas ocorreu aos 50
dias de cultivo in vitro em todos os sistemas de cultivo (Figuras 2 e 3) ainda em
condicOes de sala de crescimento, com a finalidade de manter a avaliacdo nas condigdes
de temperatura, umidade e RFA em que as plantas cresceram. Para permitir a avaliagéo
nos sistemas de imersdo permanente (SIP-FSM e SIP-FCM), foram utilizadas tampas de
polipropileno com dois orificios de 8 mm de didmetro cada, no qual foram rosqueados
dois parafusos de polipropileno vazados, acoplados com anéis de vedacéo de silicone na

parte interna e externa datampa (Figura 3A).



Figura 12. Esquema da adaptacdo das tampas de polipropileno dos frascos para permitir
a avaliacdo das trocas gasosas do abacaxi cv. Turiagu in vitro. Tampa adaptada com
parafusos vazados de polipropileno para entrada e saida de ar (A); Frasco de cultivo
com plantula de abacaxi e tampa adaptada (B); Avaliagdo das trocas gasosas no frasco
de cultivo (SIP-FV e SIP-FCM) (C); Avaliacdo das trocas gasosas no sistema de
imersdo temporéria de frasco simples - Plantform® (BIT-PF) (D); Avaliacdo das trocas
gasosas no sistema de imersdo temporaria de frasco duplo Ralm® (SIT-RALM) (E);
Abreviaturas: Pv - parafuso vazado de polipropileno; Avs —Anel de vedacdo de
silicone; Pc - Porca de polipropileno; Eaa — Entrada do ar de amostra; Saa — Saida do ar

de amostra Barras: A-C: 1cm; D-E: 2cm.

Para realizar a medicdo das trocas gasosas nos sistemas de cultivo (SIP-FV e
SIP-FCM) a tampa adaptada (Figura 3 A) foi trocada em fluxo laminar para posterior
avaliacdo. A entrada de ar (ar de referéncia) ocorre por uma mangueira flexivel de
silicone e entram no frasco de cultivo por meio dos parafusos vazados de polipropileno
mantidos na tampa dos frascos (Figura 3B), de modo que o fluxo de ar percorra
uniformemente por toda a parte aérea das plantas ainda in vitro, no qual
subsequentemente o ar de saida (ar de amostra) é levado ascendentemente até outra

mangueira localizada na outra extremidade da tampa (Figura 3C), e assim o ar ser
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analisado no IRGA. Para os biorreatores de imersdo temporéria (BIT-PF e BIT -
RALM), as avaliacbes ocorreram normalmente nas proprias conexdes de entrada e saida
dear que pressurizam o sistema (Figura 3D e 3E) respectivamente.

Para validar esta metodologia de medicdo das trocas gasosas de planta inteira in
vitro, o ar de referéncia e de amostra foram registrados em diferentes tempos 2,5; 5; 7,5;
10; 12,5; 15; 17,5; e 20 minutos, com o intuito de monitorar e visualizar o0 momento de
estabilizagcdo da leitura. Assim, o tempo de leitura, tanto do ar de referéncia quanto do ar
de andlise, foide 20 minutos em cada repeticdo, (sistema de cultivo).

O ajuste das equacdes se deu a partir de modificagdes nas equacdes fornecidas
pelo proprio manual do equipamento (LI-6400/L1-6400XT Versdo 6), conforme
descrito a seguir:

a) Taxa liquida de assimilacdo de CO2 (A):
A= ACOZXFX10_3X273
60 x 22,415 x (Tc + 273)x AF

Em que:

ACO: = Diferenca entre a concentragdo de CO2 (umol mol-1) do ar de referéncia e a
concentragdo do ar de amostra;

F = Taxa de fluxo de ar que passa pelo frasco de cultivo (L min-1);

Tc = Temperatura da cdmara durante a medicao (°C);

22,415 = Constante do volume molar (L mol) dos gases na CNTP;

AF = Area foliar das plantas dentro dos sistemas de cultivo em m2 (ou grama de matéria
seca das folhas ou da parte aérea das plantulas dentro do sistema de cultivo). Os
calculos foram feitos com base na 4rea foliar e os dados foram expressos em pmol m=2 s

1

2.3 Delineamento experimental e variaveis analisadas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
em esquema fatorial 4x4, com quatro sistemas de cultivo: frascos de vidro com imersao
permanente das brotacbes em meio liquido associado a tampas de polipropileno vedadas
(SIP-FV); frascos de vidro com imersdo permanente das brotacfes em meio liquido
associado a tampas de polipropileno com dois orificios de 10 mm cada, cobertos por
membranas permeaveis a gases (SIP-FCM); biorreatores de imersdo temporaria das
brotacdes de frasco simples tipo Plantform® (BIT-PF); e biorreatores de imersdo

temporéaria das brotaces de frascos duplos tipo Ralm® (BIT-RALM), associados a
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quatro concentracdes de sacarose (0, 5, 15 e 30 g L™1), totalizando 16 tratamentos, com
quatro repeticdes cada.

Aos 50 dias de cultivo in vitro, foram avaliados o comprimento da parte aérea
(CPA, cm), numero de folhas (NF), comprimento da maior raiz (CMR, cm), area foliar
(AF, cm?), massa fresca e seca da parte aérea e radicular (MFPA, MSPA, MFR, MSR,
g), rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm), 0 indice fotossintético (Pl),
densidade de centros de reacdo ativos do fotossistema Il (RC/ABS), assimilagdo
fotossintética de CO2 (A, umol m2 s1), indice SPAD, pigmentos fotossintéticos
(clorofila a, b, total, carotenoides, clorofila a/b, clorofila (a+b)/carotenoides (ug mm2) e

indice estomatico (IE, %).

2.4 Area foliar e variaveis de massa fresca e seca

Aos 50 dias de cultivo in vitro (final do experimento), foram realizadas as
variaveis area foliar (AF, cm?), no qual foi determinada utilizando o software Image J®.
Para realizacdo das analises das massas fresca da parte aérea (MFPA, g) e radicular
(MFR, g), as plantas foram cortadas na altura do colo e logo em seguida, pesadas em
balanca analitica de precisdo, sendo entdo acondicionadas em sacos de papel,
identificadas e levadas a estufa de circulagdo forcada de ar a 70 °C por 48 horas.
Posteriormente, este material foi pesado para obtencdo dos valores das massas secas da
parte aérea (MSPA) e radicular (MSR) (COUTO etal., 2014).

2.5 Volume radicular

Aos 50 dias de cultivo in vitro (final do experimento), foi avaliado o volume de
raiz (cm3), realizada por meio da medicdo do deslocamento da coluna de agua em
proveta graduada, ou seja, colocando-se as raizes, apés lavagem, em proveta contendo
um volume conhecido de agua (10 mL). Pela diferenca, obteve-se a resposta direta do
volume de raizes, pela equivaléncia de unidades (1 mL = 1 cm?), segundo metodologia

descrita por Basso (1999).
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2.6 Eficiéncia fotoquimica e indice SPAD

Foram avaliados o rendimento quéntico maximo do fotossistema 11 (Fv/Fm),
indice fotossintético (IF) e a densidade de centros de reacdo ativos do fotossistema I
(RC/ABS). Estas variaveis foram determinadas na folha mais desenvolvida
fisiologicamente e a de maior area. Para tanto, foi utilizado o fluorimetro ndo-modulado
modelo Pocket PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech, Inglaterra). Antes das
avaliagOes da emissdo da fluorescéncia da clorofila a, foi posicionada uma pinga nas
folhas para a adaptacdo ao escuro por 30 minutos. Esta adaptacdo foi realizada para que
os centros de reacOes estivessem completamente abertos com uma perda minima de
calor. Procedido a adapta¢do, um pulso de luz saturante de 3500 pmol m2 st foi
aplicado por meio de trés diodos emissores de luz de comprimento de onda de 650 nm
(GONCALVES, et al., 2010).

No mesmo periodo, e na mesma folha utilizada na avaliagdo da emissdo da
fluorescéncia , foi analisado o indice SPAD, que mede a intensidade de cor verde das
folhas, foi avaliado por meio do medidor portatil de clorofila, modelo SPAD-502 (Soil
Plant Analysis and Development, Minolta, Japao). Para isso, na folha, foram realizadas
trés leituras proximo a base, ao meio e ao apice. Para esta variavel, foi adotada a quinta

folha contada a partir do apice para a base das plantas.

2.7 Pigmentos fotossintéticos

Aos 50 dias do cultivo in vitro (final do experimento), 0s teores de pigmentos
fotossintéticos foram determinados por meio do método espectrofotométrico de
extracdo usando o solvente extrator organico dimetilsulféxido (DMSO), adaptado de
Santos et al., (2008). Para isso, foram retirados cinco discos de 5 mm de didmetro. Estes
discos foram retirados na quinta folha contada a partir do apice, e foram acondicionados
em tubos de ensaio, contendo 5mL da solucdo de DMSO. Apo6s, os discos foram
mantidos no escuro por 48 h, em temperatura ambiente (= 25 °C). As leituras foram
realizadas em  espectrofotometro (BEL  Engineering, UV-M51 UV/Vis
Spectrophotometer, Italia), usando as absorvancias 480, 645 e 665 nm, e 0s 0s teores de
clorofila e carotenoides totais calculados de acordo com as equacdes de Wellburn
(1994):

Clorofila a (ug mL™1) = 12,19A665 — 3,45A645
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Clorofila b (ug mL1) = 21,99A645 — 5,32A665
Carotenoides Totais (ug mLt) = (1000A4s0 — 2,14 Clorofila a — 70,16 Clorofila
b)/220

A partir das equagdes supracitadas, foi possivel obter os valores da concentragdo
de clorofila a, clorofila b, carotenoides, clorofila total, razdo clorofila a/b, clorofila

total/carotenoides.

2.8 indice estomatico

Para avaliar o indice estomatico foi usado adesivo instantaneo (SuperBonder®),
as laminas foram montadas utilizando-se a impressao epidérmica abaxial da quinta folha
a partir do &pice. O material foi analisado em microscépio Leica DME e fotografado
com auxilio do aplicativo LAS EZ (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). As
imagens foram processadas pelo software Image J® e o indice foi calculado de acordo
com Cutter (1978):

indice Estomatico (%) = C2 * 100/ (C1 + C2)

Em que: C1 = células epidérmicas e C2 = estbmatos

2.9 Aclimatacéao

Ao final dos 50 dias de cultivo in vitro, cinco plantas de cada tratamento foram
conduzidas e cultivadas em casa de vegetacado, localizada na Universidade Estadual do
Maranhao (UEMA), Sao Luis, MA (Latitude: 2° 31' 51" Sul, Longitude: 44° 18' 24"
Oeste). Para isso, as plantas, provenientes dos diferentes tratamentos do experimento
supracitado, foram retiradas dos frascos de cultivo e lavadas em agua corrente para
remover os residuos de meio de cultura aderido as raizes. As plantas foram transferidas
para copos descartaveis de poliestireno, com capacidade total de 200 mL. Estes
recipientes foram preenchidos com substrato comercial Pindstrup®, composto por 75%
de turfa loira e 25% de turfa negra, com uma textura fina/média. Em condicdes de casa
de vegetacgdo, as plantas foram mantidas sob irrigagdo por sistema de microaspersao,
acionado durante de 2 min a cada 3 h, das 6:00 as 18:00 horas. Apo6s 30 dias de cultivo,

foi avaliada a porcentagem de sobrevivéncia (%) das plantas.
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2.10 Anélises estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade de
Shapiro-Wilk e as diferencas significativas foram determinadas por andlise de variancia
com dois fatores (ANOVA TWO-WAY). Para as médias de dados quantitativos
aplicou-se regressdo, e para dados qualitativas, as medias foram comparadas pelo teste
de Tukey HSD (p<0,05), utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2011).

3. Resultados

A partir da analise de variancia, foi possivel observar que as variaveis
comprimento de planta (cm), nimero de folhas, area foliar (cm?), volume de raiz (cmd),
comprimento de raiz (cm), massa fresca da parte aérea (MFPA, g), massa seca da parte
aérea (MSPA, g), massa fresca de raiz (MFR, g), massa seca de raiz (MSR, Q)
assimilagdo fotossintética de COq, clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotenoide,
clorofila total/carotenoide, rendimento quéntico maximo do FSII (Fv/Fm), densidade de
centros de reacdo ativos do fotossistema Il (RC/ABS), indice fotossintético (PI), indice
SPAD, indice estoméatico e sobrevivéncia (%), tiveram diferengas significativas
(p<0,05).

3.1 Parametros de crescimento

As plantas mantidas no sistema de cultivo (SIP-FV) em condigdes de meio de
cultura sem adigdo de carboidrato (0 g L' de sacarose) ndo sobreviveram (Figura 4A),
contrariamente ao observado nas restantes concentragdes de sacarose em SIP-FV, e nos
restantes sistemas de cultivo (em todas os valores os de sacarose), em que as plantas

mantiveram o seu crescimento (Figura 4B a P).
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SISTEMAS DE CULTIVO

SIP-FV SIP-FCM BIT-PF BIT-RALM
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CONCENTRACOES DE SACAROSE (g L")

Figura 13. Crescimento das plantas de Ananas comosus cv. Turiagu aos 50 dias de
cultivo in vitro, submetidas a diferentes concentracdes de sacarose (0, 5, 15 e 30 g L)
nos varios sistemas de cultivo (SIP-FV, SIP-FCM, BIT-PF e BIT-RALM). Barras =

1cm.
Para interacdo entre os fatores concentracdo de sacarose e sistemas de cultivo, as

varidveis comprimento de planta e numero de folhas tiveram diferenga significativa
(p<0,05). Em ambas as variaveis, a maioria dos sistemas ajustaram-se ao modelo
quadratico de regressao, exceto variavel nimero de folhas, associado aos tratamentos com
BIT-RALM (Figura 5). Com relacdo a variavel comprimento de planta, os tratamentos
BIT-RALM (R? = 97,41%), BIT-PF (R? = 96,12%) e SIP-FV (R? = 85,19%), tiveram
um incremento no valor desta variavel até a quantidade de 15 g L1 de sacarose, com
posterior decréscimo na concentracdo de 30 g L-! de sacarose. Para a variavel nimero

de folhas e na concentracdo de 15 g L de sacarose, os tratamentos BIT — PF (R2 =
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86,27%), SIP — FV (R? = 88,70%) e SIP — FCM (R? = 96,42%) tiveram 0 maior nlimero
de folhas.

Ainda para as mesmas variaveis o desdobramento dos sistemas de cultivo dentro
das concentracOes de sacarose, apresentaram diferencas significativas para a maioria das
concentracOes de sacarose, exceto na concentracdo de 30 g L™ de sacarose para variavel
numero de folhas (Figura 5A e 5B).

Com relacdo a variavel comprimento de planta, o tratamento BIT-RALM (8,08
cm) na concentracdo de 0 g L-! de sacarose, quando comparado aos tratamentos SIP-FCM
e SIP-FV (5,05 e 0 cm, respectivamente), teve o maior comprimento de planta. Para a

concentragdo de 5 g L de sacarose, quando comparadas ao tratamento SIP-FV (5,48

cm), o maior comprimento de planta foi observado nos tratamentos BIT-RALM (9,42
cm), BIT-PF (8,28 cm) e SIP-FCM (8,62 cm).

Para a concentracdo de 15 g L-! de sacarose os tratamentos BIT-RALM (9,75
cm) e SIP-FCM (9,81 cm), em relagdo aos demais sistemas de cultivo, tiveram as
maiores medias de altura de plantas. Para a concentracdo de 30 g L de sacarose o
tratamento BIT-RALM (7,50 cm) teve maior comprimento de planta, apenas quando
comparado ao SIP-FV (5,22 cm). Quanto a variavel nimero de folhas o tratamento BIT-
RALM (13,25) apresentou maior comprimento de plantas para a concentracdo de 0 g L-!
de sacarose. Para a concentracdo de 5 g L™ de sacarose, a maior média de nimero de
folhas foi para o tratamento BIT-RALM (12,5), que diferiu apenas do tratamento SIP-
FCM (8,75). Para a concentracdo de 15 g L1 de sacarose a maior média de nimero de
folhas foi para o tratamento BIT-PF (13,25), que diferiu apenas do tratamento SIP-FCM
(10) (Figura 5A e 5B).

A érea foliar também foi afetada pelas concentragdes de sacarose, em todos os
sistemas de cultivo, onde os maiores valores obtidos ocorreram na concentragdo de 30 g
L1 de sacarose (Figura 5C). Ainda para a mesma variavel o desdobramento dos
sistemas de cultivo dentro das concentracfes de sacarose, apresentaram diferencas
significativas para todas as concentracbes de sacarose. O tratamento BIT-RALM
apresentou as maiores medias de area foliar nas concentracdes de 0, 5 e 30 g L™! de
sacarose com (36,54, 49,90 e 46,83 cm?), respectivamente.

As variaveis volume de raiz e comprimento de raiz foram influenciadas pelo
fator concentracdo de sacarose (Figura 5D e 5E). Em ambas as variaveis a maioria dos
sistemas ajustaram-se ao modelo quadratico de regressdo, exceto o tratamento SIP-FV

para a variavel comprimento de raiz que se ajustou ao modelo de regressdo linear (R? =
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87,88). Tanto a varidvel volume de raiz quanto a varidvel comprimento de raiz
apresentaram 0 aumento crescente em funcdo do aumento da concentragdo de sacarose
em todos os sistemas de cultivo (Figura 6A - 6P).

Ainda para as variaveis volume de raiz e comprimento de raiz o desdobramento
dos sistemas de cultivo dentro das concentragdes de sacarose, apresentaram diferencas
significativas para a maioria das concentracfes de sacarose (Figura 5D e 5E). Para a
variavel volume de raiz o tratamento BIT-RALM apresentou a maior média para a
concentragdo de 0 e 5 g LI de sacarose (0,5 e 0,65cm3, respectivamente), diferindo
apenas aos tratamentos SIP-FCM e SIP-FV (com auséncia de raiz). Quanto ao

comprimento de raiz, houve diferenca significativa apenas para as concentragdes de 5,
15 e 30 g L™ de sacarose.

Para a concentragdo de 0 g L-! de sacarose o tratamento BIT-RALM mostrou-se
superior aos demais sistemas de cultivo, apresentando plantas com maior comprimento
de raiz (0,95 cm). Para a concentracdo de 15 g L' de sacarose os tratamentos BIT-
RALM (2,98 cm), BIT-PF (2,89 cm) e SIP-FCM (2,75 cm) n&o diferiram entre si, e as
plantas apresentaram maior comprimento de raiz quando comparado ao tratamento SIP-
FV (1,18 cm). Quando se avaliou dentro da concentracdo de 30 g L de sacarose 0s
tratamentos BIT-RALM (4,15 cm) e BIT-PF (3,98 cm) foram superiores apenas quando
comparado ao SIP-FV (1,93 cm) (Figura 5D e 5E).
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Figura 14. Comprimento de planta (cm) (A), numero de folhas (B), area foliar (C)
volume de raiz (cm?) (D), comprimento de raiz (cm) (E), de plantas de Ananas comosus
cv. Turiagu, aos 50 dias de cultivo in vitro, submetidas a diferentes sistemas de cultivo e
concentracdes de sacarose. Médias seguidas pelas mesmas letras minascula ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey HSD, a 5% de probabilidade dentro de cada
concentragéo de sacarose.
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SISTEMAS DE CULTIVO

SIP-FV SIP-FCM BIT-PF BIT-RALM

S DE SACAROSE (g L")

-~

CONCENTRACOE

Figura 15. Plantas de Ananas comosus cv. Turiagu aos 50 dias de cultivo in vitro,
submetidas a diferentes concentracfes de sacarose (0, 5, 15 e 30 g L1) nos varios
sistemas de cultivo (SIP-FV, SIP-FCM, BIT-PF e BIT-RALM). Barras = 1cm.
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Para a variavel massa fresca da parte aérea (MFPA) houve diferenca
significativa para interacdo entre os fatores concentracdo de sacarose e sistemas de
cultivo (Figura 7A). O tratamento BIT-RALM (R? = 96,42%) ajustou-se ao modelo de
regressdo linear, enquanto os tratamentos SIP-FCM (R? = 99,87%) e SIP-FV (R? =
96,85%) ajustaram-se ao modelo de regressdo quadratica (Figura 7A). Para 0s
tratamentos BIT- RALM e SIP-FV houve o incremento crescente de massa fresca da

parte aérea em fungdo do aumento das concentracbes de sacarose (Figura 6).

Para o desdobramento dos sistemas de cultivo dentro das concentragdes de
sacarose, houve diferencas significativas apenas para a concentracdes de 0 e 30 g L1
Para a concentracdo de 0 g L-! os tratamentos BIT- RALM (1,38 g), BIT-PF (1,08 g) e
SIP-FCM (0,88 @) apresentaram maior incremento de biomassa fresca. J& na
concentracdo de 30 g L™! o tratamento SIP-FV (2,86 g) apresentou maior acimulo de
MFPA em relacdo aos demais sistemas de cultivo (Figura 9A)

A variavel massa seca da parte aérea (MSPA) apresentou efeito significativo em
funcdo das concentragdes de sacarose (Figura 7B). O tratamento SIP-FV (R? = 98,53)
ajustou-se ao modelo de regressdo linear, enquanto os tratamentos BIT- RALM (R2 =
83,35), BIT-PF (R2 = 98,61) e SIP-FCM (R? = 99,99) ajustaram-se ao modelo de
regressao quadratica (Figura 9B). Para os tratamentos BIT- RALM, BIT-PF e SIP-FCM
a curva de regressao teve o comportamento crescente da massa seca parte aérea até a
concentracdo de 15 g L1, no entanto, ao aumentar a concentracéo de sacarose para 30 g
L1 os tratamentos BIT-PF e SIP-FCM apresentaram um pequeno decréscimo. O
tratamento SIP-FV apresentou um aumento crescente em funcdo do aumento da

concentragéo de sacarose (Figura 7B).

Para o desdobramento dos sistemas de cultivo dentro das concentracdes de
sacarose, houve diferencas significativas apenas para a concentragdes de 0, 5e30g L™
(Figura 7B). Para as concentracOes de 0 e 5 g L™! o tratamento BIT- RALM (0,11 e 0,17
g, respectivamente) apresentou as maiores médias de MSPA com diferengas
significativas apenas em comparacdo com o tratamento SIP-FV (0 e 0,09 g,
respectivamente). Para a concentracdo de 30 g L-! o tratamento SIP-FV (0,27 g)

apresentou maior acumulo de MSPA em comparacdo com 0s demais sistemas de
cultivo.
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As variaveis massa fresca de raiz (MFR) e massa seca de raiz (MSR)
apresentaram diferenca significativa para a interacdo entre os fatores concentracdo de
sacarose e sistemas de cultivo (Figura 7C e 7D). Para ambas as varidveis, € na maioria
dos tratamentos, o modelo de regressdo linear foi o de melhor ajuste, exceto para o
tratamento SIP-FV (R? = 86,62 %), para a variavel MFR, que se ajustou ao modelo de
regressao quadratica. Para as varidveis MFR e MSR todos os sistemas de cultivo
apresentaram acumulo da biomassa de raiz em funcdo do aumento da concentracdo de
sacarose (Figura 6A - 6P).

Para o desdobramento dos sistemas de cultivo dentro das concentracdes de
sacarose, as varidveis MFR e MSR apresentaram diferencas significativas para as
concentracdes de sacarose. Para a varidvel MFR houve diferenca significativa apenas
para a concentracdo de 5 g L, onde o tratamento BIT-PF (0,54 g) apresentou a maior
média de MFR, com diferenca significativa apenas em comparacdo ao tratamento SIP-
FV (auséncia de raiz). JA para a variavel MSR as concentracdes de 5 e 30 g L
apresentaram diferencas significativas entre os sistemas de cultivo. O tratamento BIT-
RALM (0,05 g) apresentou a maior média de MSR na concentracdo de 5 g L1,
apresentando diferencas significativas apenas em comparacdo ao tratamento SIP-FV
(auséncia de raiz). Na concentracdo de 30 g L' o tratamento SIP-FCM (0,12 g)
apresentou maiores medias de MSR, com diferenga significativa em comparagdo aos
tratamentos SIP-FSM (0,08) e BIT-PF (0,07 g) (Figura 7C e 7D).
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Figura 16. Massa fresca da parte aérea (MFPA, g) (A), massa seca da parte aérea
(MSPA, g) (B), massa fresca de raiz (MFR, g) (C), massa seca de raiz (MSR, g) (D), de
plantas de Ananas comosus cv. Turiagu, aos 50 dias de cultivo in vitro, submetidas a
diferentes sistemas de cultivo e concentracGes de sacarose. *Médias seguidas pelas
mesmas letras minudscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey HSD,

a 5% de probabilidade dentro de cada concentracdo de sacarose.
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3.2 Capacidade fotossintética

De modo geral, nas condi¢bes de cultivo in vitro do presente experimento, a
metodologia utilizada na avaliagdo da assimilagdo de CO2 de planta inteira se mostrou
adequada (Figura 8).

Nas avaliacOes efetuadas no BIT-PF e no BIT-RALM, verificou-se que a
assimilacdo de CO: reduziu com o tempo de avaliagdo (Figura 8). Para o tratamento

SIP-FV, em todos os tempos de avaliacdo nas concentracbes de 0, 5e 15 g L de
sacarose, a curva permaneceu estavel (Figura 8A). Contudo, tanto para o biorreator

BIT-PF como para o BIT-RALM, e para a concentragdo de 30 g L de sacarose,

1

houve uma respiracdo na luz (R.) de -20 pmol m?s?t ea estabilizacdo da leitura foi

observada somente ap06s 12,5 min (Figura 8C e 8D).

Para o tratamento SIP-FCM as curvas de assimilacdo fotossintética apresentaram
pequenas oscilagdes durante os tempos de avaliacdo nas concentracdes de 0, 5e 15 g Lt
de sacarose, todas as leituras permaneceram com valores positivos de assimilacdo
fotossintética (Figura 8B). Ja para a concentracdo de 30 g L™ de sacarose os valores

permaneceram negativos (Rr) em todos os pontos da curva.
Para o tratamento BIT-PF, e para as concentracfes de 0, 5 e 15 ¢ L de

sacarose, este apresentou uma curva de assimilacdo fotossintética decrescente até o
tempo de 7,5 min, permanecendo estdvel e com valores positivos de assimilacdo
fotossintética até os 20 minutos de avaliacdo (Figura 8C). J& para a concentracdao de 30
g L de sacarose a curva de avaliacdo foi crescente até 12,5 min e manteve-se estavel

até os 20 minutos de avaliacdo, permanecendo com (RL) em todos 0s pontos da curva.

Para as concentraces de 0, 5 e 15 g L™ de sacarose, o tratamento BIT-

RALM apresentou a curva de assimilagdo fotossintética decrescente até o tempo de
10 min, permanecendo estavel, e com a assimilacdo fotossintética até os 20 min de

avaliacdo (Figura 8D). J& para a concentracdo de 30 g L de sacarose, a curva de

avaliagdo foi crescente até 12,5 minutos e manteve-se estavel até os 20 minutos de
avaliacdo, evidenciando uma RL em todos 0s tempos.

Para a assimilagdo fotossintética de COz2, houve interacdo significativa entre
os fatores sistema de cultivo e as concentragdes de sacarose. O aumento da
concentracdo de sacarose proporcionou o decréscimo linear da assimilagdo

fotossintética para os tratamentos BIT-RALM (R2 = 90,63), BIT-PF (R2 =89,02) e



SIP-FCM (R? = 91,22) (Figura 8E). Para o tratamento SIP-FV (R? = 92,25), ajustou-

se a equacao quadratica, em que na concentracao de 0 g L de sacarose, houve morte

das plantas. Ainda para o desdobramento dos sistemas de cultivo dentro do fator
concentragdo de sacarose, observou-se diferengas significativas apenas para a

concentragéo de 0 g L? de sacarose, onde os tratamentos BIT-RALM (1,52 pmol m
s1), BIT-PF (2 pmol m? s1) e SIP-FCM (2,85 pmol m? s™) foram superiores a 0

tratamento SIP-FV (0 pmol m? s%).
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Figura 17. Curva de estabilizacdo da leitura de assimilacdo fotossintética de CO2 no
abacaxizeiro cv. Turiacu em funcdo de diferentes tempos de avaliacdo para os diferentes
tratamentos de sacarose, nos sistemas SIP-FV (A), SIP-FCM (B), BIT-PF (C) e BIT-
RALM (D). Assimilacdo fotossintética de CO2 de plantas Ananas comosus cv. Turiagu,
aos 50 dias de cultivo in vitro, submetidas a diferentes tipos de sistemas de cultivo e
concentracdes de sacarose (E). *Médias seguidas pelas mesmas letras minuscula nédo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey HSD, a 5% de probabilidade
dentro de cada concentragdo de sacarose.
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Os valores do conteudo de clorofila a, clorofila b, clorofila total, carotenoides, e
da relacdo clorofila total/carotenoides totais, tiveram diferenca significativa para a
interacdo entre fatores sistema de cultivo e as concentragdes de sacarose (p<0,05). Para
a varidvel clorofila a, o aumento das concentracbes de sacarose proporcionou o
decréscimo linear no tratamento BIT-RALM (R? = 88,58) (Figura 9A). Neste
tratamento, houve maior concentracédo de clorofila a na concentracdo de 0 g L™ (62,22
pg mL1). Para os tratamentos BIT-PF (R? = 76,54 e SIP-FSM (R? = 93,78) as equacdes
se adequaram o modelo quadratico de regressdo, em que a maior quantidade de clorofila
a foi observada na concentracdo de 15 g L-! de sacarose com 45,14 € 49,99 pug mL™1,
respectivamente.

Ainda para a variavel contetdo de clorofila a no desdobramento dos sistemas de
cultivo dentro das concentragdes de sacarose, observou-se diferencgas significativas
apenas para as concentracdes de 0, 5 e 30 g L de sacarose (Figura 9A), onde para a
concentracdo de 0 g L! de sacarose o tratamento BIT-RALM (62,22 ug mL?)
apresentou maior contetdo de clorofila a em relagdo aos outros sistemas de cultivo.
Para a quantidade de 5 g L-* de sacarose o tratamento BIT-RALM (61,10 ug mL1) foi
superior apenas aos tratamentos BIT-PF (46,73 pg mL1) e SIP-FV (27,60 pg mL™1).
Para a concentragdo de 30 g L-! de sacarose os tratamentos BIT-RALM (40,93 pg mL-
1), BIT-PF (38,70 ug mL"1) e SIT-FCM (46,66 ng mL™1), foram superiores ao tratamento
SIP-FV (24,51 pg mL™1).

O conteldo de clorofila b, nos tratamentos BIT-RALM (R? = 98,33) e SIP-FV
(R? = 99,22), apresentou ajuste da regressio no modelo quadratico, onde as
concentracdes de sacarose apresentaram efeito significativo na quantidade de clorofila b
dentro dos sistemas de cultivo (Figura 9B). No tratamento BIT-RALM a concentragao
de 0 g L! de sacarose apresentou maior quantidade de clorofila b (6,82 ug mLt) em
relagdo as demais concentragcOes de sacarose.

Ainda para o conteudo clorofila b, o desdobramento dos sistemas de cultivo
dentro das concentracGes de sacarose, apresentaram diferencas significativas apenas
para a concentracdes de 0 e 5 g L™ de sacarose, onde para a concentragdo de 0 g L™* de
sacarose 0 tratamento BIT-RALM (6,82 pug mL!) e SIP-FCM (5,75 pg mL1) (Figura
9B) apresentaram maior contetdo de clorofila b em relacdo aos demais sistemas de
cultivo. Para a quantidade de 5 g L de sacarose 0 BIT-RALM (6,17 pg mLt), BIT-PF
(5,03 pg mL1) e SIP-FCM (5,30 pg mL1) foram superiores ao tratamento SIP-FV (2,95
ng mLt).
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Quanto ao conteudo de carotenoides e clorofila totais, o tratamento BIT-RALM
ajustou-se ao modelo linear e os SIP-FV e BIT-PF ajustaram-se ao modelo quadratico,
onde as concentracdes de sacarose apresentaram efeito significativo na quantidade de
carotenoide e clorofila total dentro dos sistemas de cultivo (Figura 9C e 9D). No
tratamento BIT-RALM observou-se o comportamento decrescente, onde a concentragao
de 0 g L de sacarose apresentou maior quantidade de carotenoide (13,88 ug mL1) e
clorofila total (69,05 ug mLt). Para o tratamento SIP-FV concentracdo de 0 g L de
sacarose resultou na auséncia de carotenoide e clorofila total, apresentando o
comportamento crescente da curva até a quantidade de 15 g L de sacarose (10,17 e
49,69 ng mL-1, respectivamente) e logo apds a curva decresce na quantidade de 30 g L*
de sacarose (5,83 € 28,03 ug mL-L, respectivamente).

Para as variaveis contetdo de carotenoides e clorofilas totais, nos sistemas de
cultivo e dentro das concentracfes de sacarose, apresentaram diferencas significativas
apenas para a concentragdes de 0, 5 e 30 g L™ de sacarose, onde para a concentracédo de
0 g L' de sacarose no tratamento BIT-RALM apresentou maior conteldo de
carotenoide e clorofila total (13,88 e 69,05 ug mL"l, respectivamente) quando
comparado aos demais sistemas de cultivo (Figura 9 C e 9D). Para a quantidade de 5 g
L de sacarose o tratamento BIT-RALM (13,35 ¢ 67,27 pg mL™, respectivamente) e
SIP-FCM (11,35 e 57,21 ng mL-1, respectivamente) foram estatisticamente superiores
quanto ao maior conteddo de carotenoide e clorofila total em relagdo aos demais
sistemas de cultivo. Para conteudo de carotenoide e clorofila total na concentracdo de 30
g L de sacarose 0 BIT-RALM (9,23 e 45,70 ug mL™1, respectivamente), BIT-PF (8,93
e 4570 pg mLt, respectivamente) e SIP-FCM (10,61 e 51,85 pg mL7,
respectivamente), foram estatisticamente superiores a SIT-FV (5,83 e 28,03 pg mL1,
respectivamente).

Para a relacdo clorofila total/carotenoide, a analise de regressdo mostrou-se
significativa apenas para o tratamento SIP-FV (R?= 86,88) (Figura 9E) apresentando o
comportamento crescente da curva até a quantidade de 15 g L™ de sacarose (5,12 pg
mL-1) e logo ap6s a curva decresce na quantidade de 30 g L-! de sacarose (4,88 ug mL"
1). Ainda para a variavel clorofila total/carotenoide o desdobramento dos sistemas de
cultivo dentro das concentracGes de sacarose, apresentaram diferencas significativas
apenas para a concentracdes de 0 e 5 g L de sacarose, onde os tratamentos BIT-RALM
(5,07 e 5,13 pg mL"1, respectivamente), BIT-PF (4,99 e 5,15 pg mL-1, respectivamente)
e SIP-FCM (5,21 e 5,14 pg mL™1, respectivamente) foram superiores ao SIP-FV (0 e
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4,22 ng mL1, respectivamente) e apresentaram maior valores entre a relagdo do

conteddo clorofila total/carotenoide (Figura 9E).
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Figura 18. Contetdo de clorofila a (A), clorofila b (B), carotenoide (C), clorofila total

(D), clorofila total e carotenoides (E) de plantas de Ananas comosus cv. Turiagu, aos 50

dias de cultivo in vitro, submetidas a diferentes sistemas de cultivo e concentragdes de
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sacarose. Médias seguidas pelas mesmas letras minuscula ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey HSD, a 5% de probabilidade dentro de cada concentracédo

de sacarose.

O rendimento quantico maximo do FSIlI (Fv/Fm) apresentou diferencas
significativas para interacdo entre os fatores concentragdo de sacarose e sistemas de
cultivo (Figura 10A). Para o desdobramento das concentracdes de sacarose dentro de
cada sistema de cultivo houve diferenca nos tratamentos BIT-PF, SIP-FCM e SIP-FV.
Para os tratamentos BIT-PF e SIP-FCM as concentragdes de 0, 5 e 15 g L™! de sacarose,
foram superiores em comparacgdo concentracdo de 30 g L de sacarose (Figura 10A).
Para o SIP-FV as concentracdes de 5, 15 e 30 g L de sacarose foram superiores em
comparacdo a 0 g L™ de sacarose devido a morte das plantas. Para o desdobramento do
sistema de cultivo dentro de cada concentracdo de sacarose, as concentracbesdeOe5g
L1 de sacarose, apresentaram os maiores valores de Fv/Fm para os tratamentos BIT-
RALM (0,795 e 0,798, respectivamente) e SIP-FCM (0,805 e 0,705, respectivamente)
quando comparado aos demais sistemas de cultivo. Para a concentragédo de 15g L1 de
sacarose os tratamentos BIT-RALM (0,807), SIP-FCM (0,808) e SIP-FV (0,801) foram
estatisticamente iguais, sendo superiores apenas ao tratamento BIT-PF (0,776). Quanto
a concentracao de 30 g L-! de sacarose, os tratamentos BIT-RALM (0,8038) e SIP-FCM
(0,790) apresentaram maiores valores de Fv/Fm quando comparado aos outros dois

sistemas de cultivo (Figura 10A).

A densidade dos centros de reacdo ativos por unidade de absorcdo de fotons
(RC/ABS) (Figura 10B) apresentou diferenga significativa para interacdo entre 0s
fatores concentragcdo de sacarose e sistemas de cultivo. Os tratamentos BIT-RALM
(R?=88,28) e SIP — FV (R?=90,16) ajustaram-se ao modelo quadratico de regressao.
Para o tratamento BIT- RALM a curva de regressdo demostrou pouca variagdo em
funcdo das concentracbes de sacarose, apresentando seu ponto maximo da curva na
concentracdo de 5 g L' de sacarose (2,02). Para o tratamento SIP-FV a curva

apresentou comportamento crescente até a concentracdo de 15 g L™ de sacarose e logo
apds a curva estabiliza até a quantidade de 30 g L1 de sacarose (1,59) (Figura 10B).

Ainda para a densidade dos centros de reacéo ativos por unidade de absorcdo de

fotons (RC/ABS) (Figura 10B) o desdobramento dos sistemas de cultivo dentro das
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concentragbes de sacarose, apresentaram diferengas significativas apenas para a
concentracOes de 0 e 5 e 15 g L™ de sacarose. Para a concentragdo 0 g L-! de sacarose,
os tratamentos BIT-RALM (1,5668), SIP-FCM (1,5447) foram superiores apenas ao
tratamento SIP-FV (0). Na concentracdo de 5 g L™ de sacarose o tratamento BIT-
RALM (2,0217) foi significativamente superior aos demais sistemas de cultivo. para a
concentragdo de 15 g L1 de sacarose o tratamento BIT-RALM (1,9951) foi superior
apenas aos tratamentos BIT-PF (1,5553) e SIP-FV (1,3890).

Para o indice fotossintético (Pl), os tratamentos BIT-RALM e SIP-FV
ajustaram-se a0 modelo quadratico de regressdo (R2=98,96 e 94,06, respectivamente),
onde o tratamento BIT-RALM apresentou crescimento da curva até a concentracéo de
15 g Lt de sacarose (4,61), com posterior decréscimo na concentracdo de 30 g L™! de
sacarose (3,81). O tratamento SIP-FV também apresentou o crescimento ascendente até
concentragdo de 30 g L1 de sacarose (3,55) (Figura 10C).

Ainda para a variavel indice fotossintético (Pl) o desdobramento dos sistemas de
cultivo dentro das concentragbes de sacarose, apresentaram diferengas significativas
apenas para a concentracdes de 0 e 5 e 15 g L' de sacarose (Figura 10C). Para a
concentracdo 0 g L' de sacarose os tratamentos BIT-RALM (4,03), BIT-PF (3,11) e
SIP-FCM (3,42) apresentaram diferencas significativas quando comparado ao SIP-FV
(0). Na concentracdo de 5 g L-! de sacarose o BIT-RALM (4,61) foi significativamente
superior apenas aos SIP-FCM (3,04) e SIP-FV (1,97). Na concentracdo de 15 g L™ de
sacarose, o tratamento BIT-RALM (4,83) e SIP-FCM (4,02) foram superiores aos
tratamentos BIT-PF (2,92) e SIP-FV (2,78).

Com relagdo ao indice SPAD, houve diferenca significativa para interacdo entre
os fatores concentracdes de sacarose e sistemas de cultivo (Figura 6D). Os tratamentos
BIT-RALM (R? = 92,92), BIT-PF (R? = 99,83) e SIP-FV (R? = 76,10) ajustaram-se ao
modelo quadratico de regressdo, enquanto o tratamento SIP-FV (R? = 84,69) ajustou-se
ao modelo linear. Os tratamentos BIT-RALM e BIT-PF apresentaram o0 comportamento
decrescente da curva de regressdo até a concentracdo de 30 g L1 de sacarose. Para o
tratamento SIP-FV o indice SPAD, apresentou 0 comportamento crescente da curva até
a quantidade de 15 g L™ de sacarose com posterior decréscimo na concentracéo de 30 g
L1 de sacarose. Para o tratamento SIP-FV a variagcdo das concentragdes de sacarose

resultou no aumento linear do indice SPAD.
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Ainda para o indice SPAD o desdobramento dos sistemas de cultivo dentro das
concentracbes de sacarose, apresentaram diferencas significativas apenas para a
concentracOes de 0 e 30 g L™! de sacarose. Para a concentracdo de 0 g L-! de sacarose os
tratamentos BIT-RALM (63), BIT-PF (51,52) e SIP-FCM (52,77) apresentaram maiores
valores de indice SPAD. Para a concentracdo de 30 g L-* de sacarose o tratamento SIP-
FCM (65,27) mostrou-se superior aos demais sistemas de cultivo (Figura 10D).

O Indice estomatico apresentou diferenca significativa para interacdo entre os
fatores concentracdo de sacarose e sistemas de cultivo (Figura 10 E). Os tratamentos
BIT-PF (R? = 93,35) e SIP-FCM (R? = 75,24) ajustaram-se a modelo linear de regressao,
enquanto que o tratamento SIP-FV (R? = 75,24) ajustou-se a funcéo quadrética. Para os
tratamentos BIT-PF e SIP-FCM ocorreu a diminui¢do do indice estomatico em funcao
do aumento da concentracdo de sacarose. Para o tratamento SIP-FV observou-se o
comportamento crescente da curva até a quantidade de 15 g L' de sacarose e em
seguida diminuiu em fungdo do aumento da concentracdo de sacarose para 30 g L.

Ainda para o indice estomatico o desdobramento dos sistemas de cultivo dentro
das concentracGes de sacarose, apresentaram diferencas significativas apenas para a
concentracOes de 0 e 30 g L1 de sacarose. Para a concentracéo de 0 g L-! de sacarose 0s
tratamentos BIT-RALM (9,44%), BIT-PF (11,71%) e SIP-FCM (10,08 %)
apresentaram maiores valores de indice estomatico. Para a concentracdo de 30 g L™ de
sacarose os tratamentos BIT-RALM (7,36%), BIT-PF (6,80%) e SIP-FCM (7,24 %)
foram superiores ao tratamento SIP-FV (2,86 %) (Figura 10E).
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Figura 19. Rendimento quantico méaximo do FSII (Fv/Fm). (A), densidade de centros de
reacdo ativos do fotossistema Il (RC/ABS) (B), indice fotossintético (PI) (C), indice

SPAD (D) indice fotossintético % (E), de plantas de Ananas comosus cv. Turiagu, aos

50 dias de cultivo in vitro, submetidas a diferentes sistemas de cultivo e concentracfes

de sacarose. Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas ndo diferem
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estatisticamente entre si pelo teste de Tukey HSD, a 5% de probabilidade dentro de cada

COHCEI’]U&Q&O de sacarose.

3.3 Aclimatacéo

Para a porcentagem de sobrevivéncia das plantas nas condig¢des ex vitro, houve
diferenca significativa entre o sistema de cultivo e a concentragdo de sacarose. Os
tratamentos BIT-RALM e BIT-PF em todas as concentragdes de sacarose, apresentaram
100% de sobrevivéncia das plantas. O tratamento SIP-FV com 5 g L! de sacarose
diferiu significativamente dos demais tratamentos com apenas 40% de sobrevivéncia
das plantas, exceto quando comparado ao tratamento SIP-FCM nas concentragdes de 5 e

30 g L! de sacarose que apresentaram uma taxa de 80% de sobrevivéncia das plantas

(Figura 11).
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Figura 20. Porcentagem de sobrevivéncia das plantas de Ananas comosus cv. Turiagu,
aos 30 dias de cultivo ex vitro, provenientes de diferentes sistemas de cultivo in vitro e
concentracdes de sacarose. Meédias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nédo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey HSD, a 5% de probabilidade

dentro de cada concentragdo de sacarose.
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4. Discussao

Em relagdo as concentracbes de sacarose do meio e dos diferentes sistemas
cultivo in vitro, as plantas de Ananas comosus cv. Turiagu tiveram diferentes respostas.
Estas respostas foram relacionadas ao crescimento e a capacidade fotossintética. Os
resultados mostraram que esta cultivar possui potencial para cultivo fotoautotréfico,
visto que, na auséncia de sacarose, o0 crescimento das plantas somente foi possivel nos
tratamentos que permitiam a troca de gases entre o ambiente externo e o interior do

frasco de cultivo.

As variaveis de crescimento como comprimento de planta, nimero de folhas e a
area foliar sdo caracteristicas importantes das plantas na condicao in vitro. Nos sistemas
de biorreatores de imersdo temporaria (BIT- RALM e BIT-PF), quando comparados ao
sistema de imersdo permanente e frasco de cultivo com tampas vedadas (SIP-FV), foi
observado o aumento nos valores dessas variaveis. O uso de biorreatores de imersao
temporaria elevou o crescimento das plantas, devido aos fluxos periddicos de ar no interior
dos frascos, uma vez que este movimento de ar renova a atmosfera interna do sistema o que
pode resultar no aumento da producdo de biomassa (NASRI et al., 2019). Os resultados
obtidos estdo em linha com Saldanha et al. (2012), mostrando que as trocas gasosas nos
frascos de cultivo aumentam a assimilacdo fotossintética de CO2 ¢ a alocagdo de
fotoassimilados que ¢ direcionada para a parte aérea das plantas crescidas in vitro. Em
contrapartida no SIP-FV 0 g L1 de sacarose, devido a vedacéo dos frascos, as taxas de
transpiracdo e de fotossintese sdo baixas, 0 que ocasiona a reducdo acentuada do
crescimento das plantas. Além disso, em frascos vedados, a alta umidade relativa dentro
do frasco de cultivo reduz a transpiracdo e a auséncia de trocas gasosas impede a entrada
de CO; o0 que limita esse gas nos sitios de carboxilagdo da Rubisco (KOZAI, 1991, KOZAI
etal, 1997, KOZAI, 2010).

Para as variaveis comprimento da maior raiz e volume de raiz, quanto maior a
guantidade de sacarose adicionadaao meio de cultura, independentemente do sistema de
cultivo, maior comprimento e o volume das raizes, 0 que demonstra que a sacarose é
crucial para o processo de rizogénese. Em contrapartida, no tratamento BIT-RALM e na

concentracdo de 0 g L1 de sacarose (sistema fotoautotréfico), quando comparado aos

tratamentos SIP-FCM e SIP-FV, as plantas tiveram maior volume de raiz. Os niveis

crescentes de sacarose resultaram no aumento da biomassa in vitro do abacaxizeiro. Este



104

fato demonstra que, independentemente do sistema de cultivo, a disponibilidade de
sacarose no meio de cultura supriu as necessidades metabolicas das plantas. Assim,
verifica-se que 0 aumento da biomassa vegetal no cultivo in vitro esta relacionado tanto
a incorporacdo de sacarose no meio de cultura quanto na otimizacdo das trocas gasosas
(XIAO et al., 2011). De acordo com Wolf et al. (1998), em plantas de Solanum
tuberosum cultivadas in vitro, quando esta espécie foi cultivada em 20 g L de sacarose
no meio de cultura, a assimilacédo de carbono heterotrofico foi cerca de 50% do carbono

do tecido.

No presente estudo, e em todos os sistemas de cultivo, o aumento das
concentracdes de sacarose reduziu a assimilagdo fotossintética de CO2 das plantas de A.
comosus. Este fato sugere a presenca de retrocontrole (feed-back) negativo da
concentracdo de sacarose no meio de cultivo sobre a sua producdo através do
metabolismo de assimilacdo fotossintética (COUTO et al., 2014). Adicionalmente, a
maior disponibilidade de sacarose no meio de cultura pode ter promovido a inibicdo
e/ou producdo de enzimas-chave da fotossintese, contribuindo para a formagdo de um
aparato fotossintético disfuncional ou inibido por saturacdo (HAZARIKA, 2006;
MCCARTHY etal., 2016).

Na condigéo de imerséo permanente e frasco de cultivo com tampa vedada (SIP-
FV) e com 0 g L' de sacarose, a planta inicial ndo manteve o seu crescimento. Em
relacdo a mortalidade da planta (figura 6A), esta mortalidade pode ser explicada pelas
condicdes limitadas das trocas gasosas, o que dificulta a saida do etileno, concentrando-
0 nas células e induzindo a senescéncia foliar (AYUB et al., 2019). Além disso, o
sistema propagagdo convencional em que se tem auséncia de trocas gasosas, neste
ambiente a assimilacdo fica muito limitada pela concentracdo muito reduzida de CO2
em presenca da RFA. A auséncia da sacarose pode ser o fator principal que
impossibilitou o crescimento das plantas nessas condi¢cdes (DECCETI 2004; AYUB et
al., 2019).

Em contrapartida, nos sistemas que permitem as trocas gasosas como 0s BIT-
RALM, BIT-PF e SIP-FCM, as plantas com 0 g L de sacarose mantiveram o0 seu
crescimento e desenvolvimento in vitro, e isso demonstra que nestes recipientes as
plantas de abacaxi apresentam potencial fotoautotréfico. Nos biorreatores de imersdo
temporaria, os explantes ficam em contato com o meio de cultivo durante curtos

periodos, suficientes para as plantas absorverem a &gua, os nutrientes e os reguladores
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de crescimento vegetal (GEORGIEV et al., 2014). Além disso, a aera¢éo forcada dentro
do sistema proporciona aos explantes um ambiente com elevadas trocas gasosas,
resultando em melhores condi¢cdes de crescimento e desenvolvimento da parte aérea,
além de desenvolver o aparato fotossintético das plantas (PEREIRA - LIMA et al.,
2012).

Os maiores teores de pigmentos fotossintéticos do abacaxizeiro ocorreram nos
sistemas com a presenga das trocas gasosas, e a maior concentracdo de pigmentos
fotossintéticos foi verificado para o tratamento BIT-RALM. Isso sugere, que 0s
sistemas que possibilitam as trocas gasosas e favorecem uma adequada concentracéo de
CO2 no interior do sistema de cultivo, estimulam a fotoautotrofia das plantas e
consequentemente, resulta na maior concentracdo de pigmentos fotossintéticos (KOZAI
E KUBOTA 2001; MOHAMED e ALSADON, 2010). Além disso, menores
concentragdes de etileno no interior dos sistemas cultivo que permitem as trocas
gasosas, pode igualmente estar relacionado a maior biossintese de pigmentos nesses
sistemas (KOZAI, 2010). De fato, diversos autores associam a maior disponibilidade de
CO2 dentro do sistema de cultivo com o aumento dos teores de pigmentos
fotossintéticos, como observado em Pfaffia glomerata (SALDANHA et al., 2012;
2013), Lippia alba (Batistaet al., 2017) e Prunus cerasifera (NASRI, et al., 2019).

Na condigdo de imersdo permanente e frasco de cultivo tampa vedada (SIP-FV)
com 0 e 5 g L de sacarose, as plantas tiveram menores concentragdes de pigmentos
fotossintéticos, isso sugere que as plantas nesse sistema estdo sob intensa condicdes de
estresse, 0 que pode apresentar o crescimento comprometido por meio da redugéo tanto
da sacarose quanto das trocas gasosas. Em algumas situacOes de estresse, as clorofilas
totais sdo destruidas com maior intensidade que os carotenoides (HENDRY et al.,
1987). Assim, a razéo entre a concentracdo de clorofila total e a de carotenoides pode
ser usada como uma variavel sensivel na avaliagdo de danos nas folhas das plantas
(FREIRE, 2009). Os valores reduzidos de clorofila podem ser associados ao
funcionamento anormal do complexo antena, pois estes pigmentos fotossintéticos séo
responsaveis pela energia interceptada e capturada pelo complexo antena, bem como
pelos centros de reacdo, e assim a energia € direcionada para processo fotoquimico
(MAXWELL e JOHNSON, 2000; SCHREIBER et al., 2002).

O valor do indice SPAD avalia a intensidade da cor verde nas folhas, e é
relacionado com a concentracdo de clorofila total nas folhas (SILVA et al., 2011). Nos

sistemas que permitem as trocas gasosas, € quando comparado ao sistema de imersdo
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permanente e frasco de cultivo com tampas vedadas (SIP-FV), e 0 g L de sacarose,

estes tiveram maiores valores do indice SPAD. A otimizacdo da entrada de CO2 no

interior dos sistemas de cultivo estimula o aumento das taxas fotossintéticas e,
consequentemente, aumenta a intensidade de verde nas folhas (WALTER, 2019).

Para a avaliacdo do rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm),
existe uma faixa adequada de eficiéncia que varia de 0,75 a 0,85, na qual os valores
dentro desta faixa mostram que o aparato fotoquimico associado ao PSII esta com uma
atividade adequada. Essa variavel associada a emissdo da fluorescéncia da clorofila
pode ser usada como um indicador de estresse das plantas, estresse este que pode afetar
diretamente a atividade do fotossistema Il (DIAS e MARENCO, 2007). Outra forma de
avaliar a atividade dos FS | e Il, é por meio do indice fotossintético (PI), que fornece
uma informacdo quantitativa sobre o estado atual da atividade fotoquimica da planta
sobre condicdes de estresse (YANG et al., 1996; STRASSER et al. 2000). Aléem disso,
esse indice integra trés componentes independentes que lhe conferem maior precisdo
para avaliar danos no FS 11, que séo: a densidade dos centros de reacéo ativos (RCs), a
eficiéncia no transporte de elétrons apos Qa ter sido reduzida e a probabilidade de que
um féton absorvido seja capaz de reduzir Qa (STRASSER et al., 2000). Desta forma, a
variavel Pl é capaz de identificar precocemente danos no aparato fotossintetico das
plantas por ser uma variavel mais precisa que o componente Fv/Fm (RIPLEY et al.
2004).

A medicdo da fluorescéncia da clorofila a € uma ferramenta (til, ndo invasiva e
rapida para examinar a eficiéncia fotossintética das plantas, pois alteracbes na
fluorescéncia do FSII tém sido correlacionada com as mudangas na assimilacdo de CO2
(BAKER, 2008). A eficiéncia fotquimica potencial/méxima, avaliada em folhas
adapatadas a escuriddo (Fv/Fm) ou real, em folhas expostas & luz (Fv’/Fm’), do FSII pode
assim ser usada para caracterizar o funcionamento do aparelho fotossintético
(ROHACEK, 2002; BAKER, 2008).

Neste trabalho com abacaxizeiro Turiagu, as respostas foram semelhantes entre
as variaveis Fv/Fm, Pl e RC/ABS. Em todos os sistemas de cultivo as plantas nao
apresentaram danos ao FSII com valores de Fv/Fm e Pl superiores a 0,75 e 0,5,
respectivamente. Exceto, na condicdo de imersdo permanente e frasco de cultivo com
tampas vedadas (SIP-FV) com 0 g L de sacarose (sistema fotoautotréfico), onde as

plantas tiveram danos ao seu aparato fotossintético. De acordo com Couto et al. (2014)
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os valores acima de 0,75 de Fv/Fm € 0,5 de Pl demonstram alta eficiéncia na maquinaria
fotoquimica em plantas de A. comosus.

O aumento da concentracdo de sacarose diminuiu o indice estomético da folha, e
0s tratamentos em que se otimizou as trocas gasosas, e na auséncia de sacarose (sistema
fotoautotrofico), tiveram um maior indice estomético. Vahdati et al. (2017) relataram
que o aumento na concentracdo de CO2 no interior dos frascos de cultivo contribui para

a formacdo de estdmatos menores, com menor tamanho de poro, foram funcionais e

com um melhor controle da perdade agua.

A porcentagem de sobrevivéncia das plantas no ambiente ex vitro, mostrou que
que as condigdes otimizadas pelos sistemas de cultivo in vitro, que permitiram as trocas
gasosas, aumentaram as taxas de sobrevivéncia das plantas nas condigdes ambientais da
casa de vegetacdo. De acordo com Vahdatiet al. (2017) o aumento da concentragao CO2
no headspace do frasco de cultivo altera o funcionamento estomatico e melhorou a
aclimatagdo ex vitro de plantas de Juglans regia. Além disso, as plantas cultivadas em
sistemas que permitem trocas gasosas melhora a fungdo estomatica por meio do
aumento da concentragdo de K* nas células-guarda e do aumento do teor de ABA livre

nas folhas (MAJADA ectal., 1997; VAHDATI et al., 2017).

Em contrapartida, o tratamento SIP-FV na concentracdo de 5 g L' de sacarose
teve uma baixa taxa de sobrevivéncia (40%). No entanto, nas concentracfes de 15 e 30
g L1 de sacarose, todas a plantas sobreviveram. A resposta heterotréfica e a auséncia
das trocas gasosas durante o crescimento in vitro geralmente promovem uma menor
espessura de cuticula, reduzida funcionalidade estomatica e heterogeneidade no
tamanho do estdmato (ALINIAEIFARD et al., 2020), bem como a taxa de transpiracdo
no inicio da aclimatacdo de plantas in vitro é comumente muito alta (CHAARI-RKHIS
et al., 2011; HAZARIKA, 2006). Ainda, de acordo com ZHANG et al. (2009), estas
plantas cultivadas no sistema tradicional de cultivo podem ser fotossinteticamente
inativas, e com estdmatos pouco funcionais. O reduzido teor ABA foliar tem sido
sugerido como causa do insuficiente funcionamento estomatico, e alta perda de 4gua em
plantas (ARVE et al., 2013; FANOURAKIS et al., 2011). Isso se deve a capacidade
limitada da planta de produzir ABA, devido a baixa taxa de transpiracdo evaporativa (ou

seja, frascos vedados) (ALINIAEIFARD e VAN MEETEREN, 2014). No entanto, se as
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condicBes ambientais forem adequadas e a funcdo estomatica inicial for melhorada, a
sobrevivéncia e o crescimento durante o periodo de aclimatacdo podem ser melhoradas

(VAHDATI et al., 2017).

5. Conclusoes

Nosso estudo demonstrou que abacaxizeiro cv. Turiagu possui potencial
fotoautotréfico, devido ao adequado crescimento das plantas na auséncia de sacarose e
com a utilizacdo dos sistemas que possibilitam as trocas gasosas.

Os sistemas de cultivo em biorreatores de imerséo BIT-RALM e BIT-PF
possibilitaram a maior taxa de sobrevivéncia das plantas nas condicbes ex vitro,
evidenciando que a entrada ativa de CO2 no sistema possibilita maior rusticidade ainda

in vitro das plantas de abacaxi.
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Capitulo 1V

Consideracdes finais
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1. Consideragoes finais

O abacaxi cv. Turiagu apresenta grande potencial para ser propagado por
técnicas da micropropagacéo, e o protocolo inédito proposto neste estudo demonstrou-
se eficiente na desinfestacdo e estabelecimento in vitro bem como pode servir de base
para futuros estudos da biotecnologia da espécie. Além disso, foi relatado pela primeira
vez que a utilizacdo dos biorreatores de imersdo temporaria € uma alternativa para a
micropropagacao comercial do abacaxizeiro cv. Turiagu.

O explante de &pice caulinar de abacaxi cv. Turiagu inoculado em meio MS + 2
UM ANA + 8 uM BAP apresenta melhores respostas ao estabelecimento in vitro.

Os resultados demostram que o abacaxi Turiagu utilizando o biorreator de
imersdo temporéaria Plantform (BIT-PF) com adicdo do meio de cultura MS + 2 uM
ANA + 12 uM BAP apresenta melhores respostas quanto as taxas de multiplicacao,
com grande potencial para a producéo de plantas em larga escala.

Nosso estudo demonstrou que abacaxizeiro cv. Turiagu possui potencial
fotoautotrdfico, visto o bom desenvolvimento das plantas na auséncia de sacarose e com
a utilizacdo dos sistemas que possibilitam as trocas gasosas.

O BIT-RALM e BIT-PF possibilitaram o maior desenvolvimento e rusticidade
para as plantas de abacaxi nas condicfes ex vitro. Além disso, a diminuicdo da sacarose
do meio de cultivo aumentou a eficiéncia fotoquimica das plantas.

O sistema de avaliacdo das trocas gasosas portatil pode fornecer uma medida,
confidvel, imediata e ndo destrutiva da assimilacdo fotossintéticade CO2 das plantas nas

condicgdes in vitro.



