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PROPAGACAO DE MUDAS DE HELICONIA EM BIORREATOR
DE IMERSAO TEMPORARIA®

PAULO HERCILIO VIEGAS RODRIGUES @: FABIANO MOURA TEIXEIRA®):
ANA MARIA LINER PEREIRA LIMA®; GLAUCIA MARIA BOVI AMBROSANO®

RESUMO

Novas técnicas de micropropagacao tém sido estudadas visando a otimizagao da producao e reducéo
dos custos de producdo. Dentre elas, a técnica de micropropagacdo em biorreator de imersao temporaria
destaca-se pela utilizagdo do meio de cultivo liquido em um sistema automatizado. Neste experimento
avaliou-se, em trés repeticdes, um biorreator artesanal de imersdo temporaria, utilizando explantes de
Heliconia champneiana Griggs cv. Splash, submetidos a trés subcultivos com quinze minutos de imerséo
em intervalos de uma hora (T1), quatro horas (T4), seis horas (T6) e oito horas (T8), em que foram
avaliados o volume final de meio de cultivo, pH final, nUmero de brotacdes, massa da matéria fresca,
massa unitaria e a funcionalidade do sistema. Resultados das avaliagfes entre os tratamentos de imersao
temporaria demonstraram que o melhor desempenho ocorreu no tratamento T1, sendo inviavel o
tratamento T8 para esse tipo de cultura. Na comparagdo com o método convencional (C), os tratamentos
T1 e T4 foram superiores, demonstrando melhor eficiéncia da imersdo temporaria na producao de brotos.
O protoétipo do biorreator de imersao temporaria teve bom desempenho, sendo funcional, de facil manuseio
e podendo ser utilizado no estudo de outras culturas.

Palavras-chave: micropropagacao, meio liquido, floricultura.

ABSTRACT
PROPAGATION OF HELICONIA PLANTLETS IN TEMPORARILY IMMERSION BIOREACTOR

Novel micropropagation techniques have been studied aiming the optimization of production and
cost reduction. Among these micropropagation using temporarily immersion in a bioreactor is a technique
that uses liquid medium in an automatzed system. This research evaluated the efficacy of a handcraft
temporarily immersion system, using explants of Heliconia champneiana Griggs cv. Splash. These were
submitted to three subcultures with fifteen minutes of immersion in intervals of one hour (T1), four
hours (T4), six hours (T6) and eight hours (T8). Weight of the fresh mass, number of plantlets, individual
weight, final volume of culture media, pH final and the overall functionality were evaluated. In evaluations
between the treatments of temporarily immersion, the best performance occurred in treatment T1, being
impracticable the T8 treatment for this type culture. In comparison to a conventional method (C) the
treatments T1 and T4 had superior performance, demonstrating higher efficiency of the temporarily
immersion for the production of plantlets. The prototype of the bioreactor of temporary immersion had
good performance, presenting itself functional, of easy handling and able to be used in the study of
other cultures.

Key words: micropropagation, liquid medium, flower culture.
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1. INTRODUCAO

O cultivo de espécies tropicais, dentre elas as
heliconias, tem-se destacado nos Estados do Nordeste.
Os interessados sdo pequenos e médios agricultores,
atraidos pela beleza de suas inflorescéncias e pelo
elevado valor que atingem no mercado nacional e
internacional (Castro E GrRAzIANO, 1997). A oferta de
mudas para implantagdo de areas de cultivo no Brasil
é reduzida, o que encarece o custo de implantagdo
(LAmas, 2001). Por ser uma cultura relativamente nova
no Brasil, poucos centros de pesquisa tém se dedicado
ao seu estudo, principalmente no que diz respeito ao
cultivo in vitro.

O Estado do Rio Grande do Norte desenvolve
estudos com micropropagacao convencional e
aclimatizacdo de helicbnias (Dias E Robricues, 2001;
Ropbricues, 2005 e Robricues et al., 2005), visando
atender a crescente demanda por mudas sadias.
Apesar do emprego da cultura de tecidos nao ser
difundida e ainda estar em desenvolvimento para
algumas espécies de heliconias, o custo de producao
deve ser avaliado para viabilizar o comércio dessa muda.

Visando a reducdo de custos e ao aumento de
produtividade em uma bioféabrica, novas técnicas de
micropropagacdo, utilizando meio de cultivo liquido
e automacdo, foram estudadas e desenvolvidas. Em
um dos primeiros sistemas empregado na propagagdo
de Pinus por AITKeN-CHRIsTIE e JoNEs (1987), 0 meio de
cultivo liquido era adicionado sobre os explantes, em
meio gelificado, ficando em contato por 4 a 6 horas
para entdo ser retirado por um sistema de sucgdo a
vacuo. Um novo método de propagacdo in vitro,
idealizado e desenvolvido por TeissoN e ALVARD (1994),
gue propuseram o cultivo de plantas em um sistema
de imersdo temporaria, atualmente é empregado na
Franca e em Cuba, no cultivo in vitro de banana e cana-
de-acucar (ALvArD et al., 1993; Lorenzo et al., 1998).

No experimento com banana cv.Terra,
desenvolvido por Lemos et al., (2001), foi constatada
maior eficiéncia quando aplicados aos explantes
imersdes de 10 minutos a cada quatro horas,
empregando biorreator artesanal de compartimentos
paralelos e unidos por tubos de silicone.

O desenvolvimento de novos protétipos de
imersdo temporaria e o estudo de seu funcionamento
em diferentes culturas é fundamental para tentar
reduzir custos, aumentar a produtividade e manter a
gualidade genética do material vegetal submetido a
essa técnica.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
desempenho de um protétipo artesanal de imersao
temporaria, na producdo de mudas de helicdnia por
essa técnica.

2. MATERIAL E METODOS

O material empregado foi explantes de
Heliconia champneiana Griggs cv. Splash, que se
encontravam em meio de cultura gelificado. Parte
desse material foi utilizado na avaliacdo do
desempenho do protétipo do Biorreator de Imersao
Temporaria (BIT), desenvolvido no laboratério de
cultura de tecidos vegetais da BioCampo/UFRN. O
protétipo foi avaliado para imersdes de 15 minutos a
intervalos de uma hora (T1), quatro horas (T4), seis
horas (T6) e oito horas (T8), utilizando dez explantes
para cada tratamento.

Os explantes utilizados no BIT foram retirados
do meio gelificado e em condigdes assépticas, limpos,
com a ajuda de pinca e bisturi, dos residuos do meio
de cultivo, tecido oxidado e folhas. Em seguida foram
transferidos para a parte superior do BIT, sendo
colocado na sua parte inferior o meio de cultivo
liguido com metade da concentragdo de sais de MS
(MuraAsHIGE e Skoog, 1962), acrescido de vitamina de
Morel (MoreL e WETMORE, 1951), 20,0 g L™ de sacarose,
2,5 mg L' do regulador de crescimento 6-
benzilaminapurina (BAP) e pH ajustado para 5,8,
incubado a temperatura de 27 °C + 2 e fotoperiodo de
16 horas de luz.

O tratamento controle (C), também utilizando
dez explantes, manteve o0 processo de
micropropagacdo em meio de cultura gelificado,
utilizando sais de MS (MuURASHIGE E Skoog, 1962),
acrescido de vitamina de Morel (MoreL e WETMORE,
1951), 30,0 g L™ de sacarose, 7,0 g L de Agar, 4,0
mg L do regulador de crescimento BAP e pH
ajustado para 5,8, incubado a temperatura de 27 °C +
2 e fotoperiodo de 16 horas de luz. Os subcultivos no
controle ocorreram a cada trés semanas com volume
de meio de cultivo igual a 40 mL por vidro.O esquema
do prot6tipo de imersdo temporéaria pode ser
observado na figura 1. O presente prototipo foi criado
para ser simples na montagem e com componentes de
facil aquisicéo.

O processo que ocorre no prototipo pode ser
assim descrito: a fase estacionaria ou de emerséo é
guando o meio de cultivo estd no compartimento
inferior. Ao ser acionada a bomba, pelo temporizador,
o ar filtrado entra no compartimento inferior e, com o
aumento da pressao, transfere o meio liquido para o
compartimento superior pelo tubo de vidro fixado na
rolha. Esse deslocamento é possivel uma vez que o ar
do sistema escapa por um suspiro com filtro no
compartimento superior. Completada a transferéncia,
inicia-se a fase de imersao, que mantém o meio liquido
nesse compartimento pela agdo da pressao exercida
pela bomba. Durante essa fase, o ar que entra no
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sistema atravessa o meio de cultivo e provoca a
formacao de bolhas que vao contribuir na sua
oxigenagdo. Terminada a fase de imersdo, a bomba é
desativada e o meio liquido migra do compartimento
superior para o inferior pelo mesmo tubo de vidro. O
processo ocorre por gravidade e 0 ar escapa por uma
valvula acoplada ao sistema (Figura 2).

Os subcultivos foram realizados em intervalos
de duas semanas e em cada subcultivo no BIT, os
brotos formados foram separados, limpos do excesso
de tecido oxidado e transferidos para novo meio de
cultura MS liquido, nas mesmas condi¢des citadas
anteriormente. O volume de meio de cultivo
empregado em cada subcultivo foi de 200 mL por kit.
Para todos os tratamentos, inclusive o controle (C),
foram realizados trés subcultivos e trés repetiges.

+qF

5- Valvula de ar
6- Bomba de aquario
7- Temporizador

1- Frascos de tipo “Gatorade” - adaptados
2- Tubo de vidro

3- Rolha de borracha

4- Filtros de ar de 221 com tubo de silicone

Figura 1. Esquema do protétipo do Biorreator de Imersédo
Temporaria (BIT).

Atingido o numero de subcultivos desejado,
as plantulas foram retiradas dos frascos, quantificadas
e lavadas em agua corrente para serem pesadas. Além
da massa da matéria fresca, referente a massa total
dos explantes, e sua massa unitaria, os valores de pH
e 0s volumes finais do meio de cultivo foram
guantificados.

Na analise exploratéria dos dados foi
utilizado 0o PROC LAB do aplicativo SAS (Sas, 2001),
a seguir foi feita andlise de variancia e os graus de
liberdade desdobrados com regressédo polinomial (a
= 0,05). No tratamento controle (C) foi quantificado
apenas o nimero de brotagGes para comparagao com
os tratamentos do BIT pelo teste de Dunnett (a = 0,05)
(Gowmes, 1987).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo pardmetro avaliado de produg¢édo de
matéria fresca total, ocorreu maior rendimentoem T1
(imersdo a cada uma hora) com 91,87 g e valor similar
em T4 (imersdo a cada quatro horas) com 89,67 g. No
tratamento T6 (imersdo a cada seis horas), ocorreu
reducdo da matéria fresca de aproximadamente 50%
em relagdo ao obtido em T1 (Tabela 1; Figura 3A). Em
T8 (imersédo a cada oito horas) houve morte do
material e ndo foi possivel obter a massa da matéria
fresca. A maior freqiéncia de imersdes resultou em
maior absorcdo de nutrientes pelos explantes e
consequentemente maior producdo de matéria fresca,
como foi constatado em T1.

Na avaliagdo do numero de brotacdes obtidas
ao final dos subcultivos foi constatado maior nimero
em T1 (imersdo a cada uma hora) com 126,67 brotos.
Valor similar foi observado em T4 (imersdo a cada
guatro horas) com 112,33 brotos. No intervalo T6
(imersédo a cada seis horas) ocorreu dréstica reducédo
do numero de brotagdes, com a producdo de
aproximadamente 25% do que foi obtido em T1
(Tabela 1, Figura 3B). O menor intervalo entre as
imersdes favoreceu a geragdo e o desenvolvimento das
brotacdes. A acdo da citocinina 6-benzilaminopurina
(BAP) foi favorecida no tratamento com intervalos
menores entre as imersdes, 0 que ndo ocorreu em T6
com baixa producao de brotos.

Na comparagdo dos tratamentos de imersédo
temporéaria com o controle (C), para numero de
brotacdes, ocorreu diferenca significativa a favor de
Tl e T4 em relacdo ao emprego do método
convencional utilizando meio de cultivo gelificado
(Tabela 1).
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Figura 2. Protétipo do Biorreator de Imersdo Temporaria (BIT), mostrando explantes de H.champneiana nas fase de

imersdo (A) e emerséo (B).

A maior area de contato dos explantes com o
meio de cultivo liquido e conseqiientemente maior
absorcdo dos nutrientes, que ocorreu no BIT, permitiu
a maior producdo de brota¢6es quando comparado ao
controle (C) que utiliza meio de cultivo gelificado. Ao
contrario do que ocorre no BIT, o emprego do meio
gelificado limita a absorcdo dos nutrientes a uma
pequena porg¢ao do explante que fica em contato com
0 meio de cultivo, o que ocasionou produ¢do menor
de brotos quando comparado aos tratamentos Tl e T4
do BIT. Resultados semelhantes foram observados em
culturas como abacaxi, cana-de-aglucar e banana
empregando a imersao temporaria em diferentes tipos
de biorreatores (ALvarp et al., 1993; Lorenzo et al.,
1998; Lemos et al., 2001), demonstrando a
superioridade desse sistema em relacdo ao método
convencional de micropropagacdo empregando meio
de cultivo gelificado. Ocorreu uma diferenca
significativa a favor do controle (C) quando
comparado ao tratamento T6. O baixo numero de
brotacbes em T6, que pode ser associada a reduzida
absorcdo do BAP devido ao maior intervalo entre as
imersdes, favoreceu o controle (C) na comparacao do
numero de brotacdes.

A massa unitaria dos brotos foi quantificada,
observando-se para T1 (imersdo a cada uma hora)
0,72 g, valor semelhante para T4 (imersdo a cada

quatro horas) com 0,79 g. Ja em T6 (imersédo a cada
seis horas), a massa unitéria foi quase o dobro da
obtida em T1, 1,33 g (Tabela 1, Figura 3C).
Possivelmente, em T6, o maior intervalo entre as
imersdes favoreceu o desenvolvimento dos explantes,
ndo sendo suficiente para a atuacao do regulador BAP
na formacao de brotagdes.

O volume do meio de cultura ao final dos
subcultivos foi inversamente proporcional ao intervalo
de imersédo (Tabela 1; Figura 3D). O meio de cultura
reduziu de 200 mL para 108,56 mL em T1 (imerséo a
cada uma hora) e 185,08 mL para T8 (imersao a cada
oito horas). O menor intervalo entre as imersdes
favoreceu a geragdo e o desenvolvimento das
brotacdes, o que explica o maior consumo de meio de
cultivoem T1.

No parametro avaliado de pH final observou-
se reducdo de pH em todos os tratamentos. A reducao
foi inversamente proporcional ao intervalo de imersao
(Tabela 1; Figura 3E), sendo o menor valor de pH (4,3)
observado no tratamento com intervalo de uma hora
(T1). O pH variouentre 58e 43em T1,e50em T8,
ficando com 4,7 nos tratamentos T4 e T6 (Tabela 1).
A reducdo do pH é atribuida a diferentes causas que
envolvem a atividade metabdlica, em decorréncia do
crescimento e desenvolvimento dos explantes em
contato com o meio.
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Figura 3. Efeito dos intervalos de imersdo (h) na massa fresca total (A), nUmero de brotos (B), peso médio unitario
(C), volume final (D) e pH final (E) no fim de trés subcultivos.
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Tabela 1. Valores médios de massa fresca total

intervalos de imerséo

pH Final
Média Desvio-padréo

NuUmero de Brotos Peso Unitario (g) Volume Final (ml)
Média Média

Massa Fresca (g)

Média

Tratamentos

Desvio-padrao

Média Desvio-padréo

Desvio-padrao

Desvio-padréo

0,000

4,30
4,66
4,73
5,03

0,010 108,56 1,734
0,309

0,72
0,79
1,33

0,846 126,66 3,055

0,836

91,87
89,67

T1

0,577

141,27

0,023

3,785

112,33

T4

0,577

0,977

156,13

0,040

1,154

32,33"

0,350

43,22

T6

0,577

0,893

185,08

T8

6,110

69,33

T1 = tratamento relativo a imersdes de 15 minutos a cada uma hora. T4 = tratamento relativo a imersdes de 15 minutos a cada quatro horas.
T6 = tratamento relativo a imersdes de 15 minutos a cada seis horas. T8 = tratamento relativo a imersdes de 15 minutos a cada oito horas.

tratamento controle pelo método convencional.
* = Diferenca significativa comparada ao controle (C) (Teste de Dunnett). P< 0,005.

C=

P.H.V. Rodrigues et al.

As reacOes de troca iGnica entre os explantes
e 0 meio nutritivo, durante o periodo de cultivo,
constituem um dos motivos para reducdo do pH
(WiLLians et al., 1990; Diniz et al., 1996). O balango de
NO; e NH," no meio de cultura e a absorgao
diferenciada destes ions pelas plantas, participam na
variag¢do do pH no meio. Quando as plantas absorvem
jons NH,", ions H* sdo liberados, contribuindo para
areducao do pH do meio (Skirvin et al., 1986).

Desse modo, pode-se concluir que a variacdo
na acidez final do meio de cultivo liquido ¢é
consequéncia dos diferentes periodos de imersédo. A
maior interacdo dos explantes com o meio liquido em
T1 (imersdo a cada uma hora), favoreceu maior
atividade metabolica e redugdo do pH no meio de
cultura em decorréncia de uma absorcdo preferencial
de cations em relagdo a de &nions.

O material submetido a T8 apresentou forte
oxidagdo, e ndo sobreviveu as oito horas de intervalo
a cada imersdo. O volume final ficou préximo ao
inicial, sendo a diferenc¢a o resultado da evaporacédo
ocasionada pelo escape do ar pelo filtro superior, uma
vez que ndo houve matéria fresca no sistema. Esse tipo
de efeito ndo ocorreu nos estudos de Lemos et al.
(2001). Nessa comparacdo dos tratamentos de
imersdes fixas de dez minutos a cada quatro horas e
imersdes a cada doze horas, obteve-se no segundo
tratamento até 70% de mudas viaveis para
aclimatizacdo, mesmo sendo o primeiro tratamento
superior na comparagao. Possivelmente, o uso no
experimento de Lemos et al. (2001), do biorreator de
compartimentos paralelos e unidos por tubos de
silicone, que possui maior capacidade de volume de
meio de cultivo (1,0 L), tenha favorecido o tratamento
com intervalos de imersédo de doze horas.

A cultura em estudo também pode ter
influenciado o resultado, uma vez que, apesar de
serem da mesma ordem Zingiberales, ndo houve
dificuldades com bananeiras no desenvolvimento in
vitro, o que ndo ocorreu com as helicdnias, cultura que
tem altos indices de oxidagao (Dias E Robricuts, 2001;
Robricues, 2005).

4. CONCLUSOES

1. Na cultura da helicénia, intervalos entre as
imersdes de uma (T1) e quatro (T4) horas favorecem
o desenvolvimento e a propagacéo dos explantes em
biorreator de imersdo temporaria.

2. O protétipo do biorreator de imerséao
temporaria (BIT), desenvolvido pela BioCampo/
UFRN, teve desempenho superior ao controle (C),
podendo ser empregado no estudo de outras culturas.
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