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Biotecno'logia
Desinfestacao e introducéo in vitro de Ananas erectifolius (L. B. Sm.)
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Resumo

A espécie Ananas erectfolius (L. B. Sm.), pertencente a familia bromelidcea e ao género Ananas, é uma
planta fibrosa, monocotiledénea de sistema radicular fasciculado. Essa espécie de origem amazonica é de
extrema importancia econémica, cuja principal utilizacdo no agronegdcio é a producdo de fibras naturais que
sdo empregadas nos setores automobilisticos, manufaturados (cordas, sacos, capacetes), papelaria (papéis,
agendas, blocos, etc), indUstria téxtil (sucedanelo do linho), construgéo civil (caixas d’agua, tanques, telhas e
divisorias) e demais usos agro comerciais. O objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologias eficientes
para desinfestacdo de gemas desta espécie para introdugdo in vitro. O experimento constou dos processos de
desinfestacdo, introducdo in vitro e estabelecimento dos explantes em meio de cultivo MS acrescido de
hormonios de crescimento (BAP e ANA) + diferentes dosagens de gentamicina (0,0; 160,0; 320 e 480 mg/
L-1) e (BAP e ANA) + diferentes dosagens de ampicilina (0,0; 300; 600 e 1.200 mg L™). Os melhores
resultados quanto a descontaminacgdo, apds 60 dias de introducdo in vitro, foi 52,5 e 57,5%, nos meios de
cultivo MS + 2,0 L* BAP + 0,25 mg L' ANA com as concentragdes de 320 e 480 mg L™ de gentamicina,
cuja porcentagem de descontaminacdo foi de 57,5 e 52,5%, respectivamente.
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Disinfestation and in vitro introduction of Ananas erectifolius (L. B. Sm.). The species Ananas
erectfolius (L. B. Sm.), belonging to the bromeliaceae family and the genus Ananas, is a fibrous,
monocotyledonous plant with a fasciculate root system. This type of Amazonian origin is of extreme
economic importance, whose main use in agribusiness is the production of natural fibers that are used in the
automobile, manufactured (rope, bags, helmets), stationery (paper, agendas, blocks, textile (linen substitute),
civil construction (water tanks, tanks, tiles and partitions) and other agro commercial uses. The objective of
this work was to develop efficient methodologies for the disinfestation of gemstones of this species for in
vitro introduction. The experiment consisted of disinfestation, in vitro introduction and establishment of
explants in MS culture medium plus growth hormones (BAP and ANA) + different dosages of gentamicin
(0.0, 160.0, 320 and 480 mg / L 1) and (BAP and ANA) + different dosages of ampicillin (0.0, 300, 600 and
1200 mg / L1). The best results regarding decontamination, after 60 days of in vitro introduction, were 52.5
and 57.5%, in the culture media MS + 2.0mg / L BAP + 0.25mg / L** ANA with the concentrations of 320
and 480 mg / L of gentamicin, whose decontamination percentage was 57.5 and 52.5%, respectively.

Keywords: disinfestation, buds, gentamicin, ampicillin and growth regulator.
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1. Introducéo

A espécie Ananas erectifolius (L. B. Sm.)
pertence a Familia Bromeliacea e ao Geénero
Ananas e ocorrem nos Estados do Para, Acre,
Mato Grosso, Goids, Amapa e Amazonas
(CORDEIRO et al, 2008). Ha dois tipos distintos
de curaud: um de folhas verde-claro, chamado
de curaud branco e outro de folhas roxo
avermelhadas, conhecido como curaua roxo
(LEDO, 1967). Apresentam folhas eretas,
coriaceas, medindo cerca de 5 cm de largura, 5
mm de espessura e aproximadamente 1,5 m de
comprimento. E uma planta  fibrosa,
monocotiledbnea, terrestre, herbacea, de sistema
radicular ~ fasciculado, superficial, pouco
exigente nutricionalmente e que se adapta a
diferentes tipos de solo e as mudangas
climéaticas. No entanto, Correia et al. (2009)
avaliando o crescimento de plantulas
micropagadas de Ananas erectifolius cultivadas
em diferentes substratos e em condigdes de casa
de vegetacdo, na presenca e auséncia de
adubacdo, verificaram que as plantas obtiveram
maior numero de folhas e matéria seca da parte
aérea quando cultivadas em  substratos
enriquecidos com fertilizantes, sugerindo que a
espécie pode apresentar respostas positivas a
adicdo de nutrientes como o fosforo (P).

O curaud é uma bromeliacea de origem
amazonica cuja principal utilizagdo no
agronegocio é a producdo de fibras naturais que
sdo empregadas nos setores automobilisticos,
manufaturados  (cordas, sacos, capacetes),
papelaria (papéis, agendas, blocos, etc), indUstria
téxtil (sucedaneo do linho), construcdo civil
(caixas d’agua, tanques, telhas e divisorias) e
demais usos agrocomerciais, estdo sendo
confeccionados por materiais de origem natural
sendo que a fibra do curaua é uma das matérias
primas empregadas. As principais caracteristicas
da fibra de curaua que possibilitam estes usos
maltiplos sdo a resisténcia a tensdo, peso
reduzido e a maciez (ARAUJO, 2003).

No Brasil e no exterior, a fibra de curaua é
submetida a frequentes pesquisas, que vém
apresentando resultados significativos, o que
torna essa espécie a mais promissora entre as
espécies produzidas na Amazénia brasileira. O
emprego de fibras naturais para a produgédo de
compositos poliméricos contribui para evitar
problemas de poluicdo ambiental, ja que sua
utilizagdo muitas vezes substitui materiais
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sintéticos baseados no petroleo (Silva &. B.
Tambourgi, 2011).

No entanto, para que isso ocorra Sao
necessarias mudas para a implantacdo do cultivo
e consequentemente a producdo de fibras.
Porém, o sistema de propagacdo de mudas
convencional é lento e possui baixo rendimento,
pois uma planta adulta é capaz de produzir no
maximo 40 mudas por ano (LAMEIRA et al,
2000) e para a producdo de um (1,0) ha sdo
necessarias 25.000 mudas, logo pelo método
convencional torna-se inviavel o atendimento. A
producdo de mudas via cultura de tecidos
consiste na regeneragdo de plantas completas
(caule, folhas e raizes) a partir de gemas axilares
de plantas matrizes selecionadas no campo, em
plantios comerciais. A micropropaga¢do ¢ uma
alternativa vidvel para a producdo de mudas
dessa espécie e pode ser um valioso instrumento
na producdo clonal de mudas de curaud ao
permitir a obtencdo de plantas em escala
comercial, com elevada qualidade genética e
fitossanitaria, além da producdo de mudas
isentas de pragas e doencas, em curto periodo de
tempo. Esse trabalho teve como objetivo
desenvolver metodologia para desinfestagdo e
estabelecimento in vitro de gemas de curaua e
consequentemente proporcionar o atendimento
quanto a producdo de mudas.

2. Metodologia

O material utilizado como fonte de
explantes foi coletado de plantas provenientes da
area externa do Centro de Biotecnologia da
Amazdnia - CBA. As plantas coletadas foram
levadas para a recep¢do do laboratério para a
primeira fase da assepsia, iniciando com a
remogdo das folhas e caules. Em seguida foram
lavadas em &gua corrente e detergente neutro
para remocdo da sujeira superficial. Apds a
lavagem, foram removidas as gemas do caule e
colocadas em um Becker de 500 mL contendo
uma solugdo (5mL/2,5L) do fungicida Impact®
por 17,45h sob agitacdo e logo apds a retirada do
agitador magnético, as gemas foram lavadas por
trés vezes em agua destilada. Em seguida, o
material foi colocado em Becker (100 mL de
dgua destilada + 2mL de Tween) por 20
minutos, sob agitacéo.

A segunda fase de assepsia ocorreu em
camara de fluxo laminar e os procedimentos
foram: lavagens sucessivas (3 vezes) em agua
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destilada autoclavada por 1 minuto, em alcool
70% por 5 minutos e lavadas (3 vezes) em agua
destilada autoclavada, por 1 minuto. Em
seguida, foram colocados em solucdo de
hipoclorito de sédio 50% por 15 minutos
posteriormente lavados em &gua destilada
autoclavada por 1 minuto e imersos por 1
minuto no antibidtico gentamicina. Apds o
processo de desinfestacdo foram inoculados 40
explantes (gemas) por tratamento em frascos de
250mL contendo 40mL de meio de cultivo MS
suplementado com 20 mg/L? de 6-
benzilaminopurina (BAP) + 0,25 mg/L' de
acido naftaleno acético (ANA) e diferentes
concentracbes de  antibidtico: Ti- 0,0
(Gentamicina); T2- 160 mg (Gentamicina); Ts-
320 mg/L* (Gentamicina); Ts 480 mg/L*
(Gentamicina); Ts= 300 mg/L™* (Ampicilina); Te-
600 mg/L? (Ampicilina); T--= 1.200 mg/L*
(Ampicilina). Em seguida as culturas foram
armazenadas em camara incubadora para BOD
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) e avaliadas
a cada 5 dias, por 30 dias. No final desse periodo
os frascos foram retirados da BOD e mantidos a
25 + 2°C sob fotoperiodo de 16 h de luz e
intensidade luminosa de 50 pmol.m?2.s 1. Apds
60 dias de cultivo, os explantes foram avaliados
quanto a descontaminacao e sobrevivéncia dos
explantes.

3.Resultados

Os melhores resultados obtidos quanto a
descontaminacdo dos explantes de Ananas
erectifolius (L. B. Smith), apds 60 dias de
introducdo in vitro foram com os tratamentos em
meio de cultivo MS + 2,0 mg/L* de BAP + 0,25
mg/L* de ANA com as concentragdes de 480
mg/Lt e 320 mg/L! de gentamicina, cuja
porcentagem de descontaminacdo foi de 57,5 e
52,5%, respectivamente (Tabela 1).

Quanto & descontaminacdo, no meio de
cultura sem a adi¢do de antibiéticos (T1), 0s
niveis percentuais foram de 8,7%. O
experimento T,  apresentou 5%  de
descontaminacgéo e os tratamentos Tz e T4, cOm
adi¢des de dosagens mais elevadas, ou seja, 320
e 480 mg/L* de gentamicina, a descontaminacéo
foi acima de 50%. Todos os resultados quanto a
descontaminacdo  apresentaram  diferengas
significativas entre si.

E, quanto a descontaminacdo, utilizando-se
0s mesmos reguladores de crescimento (MS +
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2,0 mg/L* BAP + 0,25 mg/L* ANA) com
diferentes dosagens de ampicilina (Tabela 1), os
resultados dos tratamentos Ts Te e T7, variaram
de 10,0 a 25,0%. Estes resultados demonstram
gue o processo de desinfestacdo utilizado e as
referidas dosagens do antibi6tico Ao ser
utilizada a dosagem maior da ampicilina
observa-se um alto percentual de processo de
oxidacdo, quando comparados com as demais
dosagens utilizadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Taxa de desinfestacdo de explantes de
Ananas erectifolius, ap6s 60 dias de introducdo in
vitro.

Porc.
Oxidagéo
(%)

Porc.
Desc...

Meio de Cultivo %)

Trat.

MS + 2,0mg/L* BAP
+ 0,25 mg/Lt ANA +
0,00mg/L™!
Gentamicina

T1 8,7 0

MS + 20 mg/L?
BAP + 0,25 mg/L?
ANA + 160mg/L*
Gentamicina

T2 5,09 0

MS + 20 mg/L?
BAP + 0,25 mg/L*
ANA + 320mg/L*
Gentamicina

T3 52,5 0

MS + 2,0 mg/L?
BAP + 0,25 mg/L*
ANA + 480mg/L*!
Gentamicina

57,22 0

MS + 20
BAP + 0,25
ANA + 300
Ampicilina

mg/L?
mg/L*
mg/L*

Ts 10,0° 0

MS + 20
BAP + 0,25
ANA + 600
Ampicilina

mg/L*
mg/L*
mg/L*

Te 15,0¢ 10,0

MS + 2,0 mg/L?
BAP + 0,25 mg/L*
ANA + 1200mg/L*
Ampicilina

T7 25,0° 15,0

No entanto, Palu et al (2011) trabalhando
com a descontaminagdo para propagagdo in
vitro da figueira, verificou que a contaminagdo
enddgena dos explantes por bactérias foi um dos
problemas diagnosticados. Ao realizar testes
com diferentes antibidticos  (clorafenicol,
ampicilina sddica, acido nalidicico, cefaloxina
sodica, tetraciclina e norfloxacina), observou
que o antibiético ampicilina sodica proporcionou
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mais de 90% de descontaminacgéo, contrariando
0s resultados encontrados no experimento com o
curaua.

Araujo (2012), trabalhando com segmentos
caulinares de Myrciaria dubia (Kunth) Mc
Vaugh, observou que a eficiéncia dos
antibidticos utilizados foi dependente da
concentracdo utilizada, sendo que os melhores
resultados, 100% de controle da contaminacéo,
foram obtidos com a adicdo do antibidtico
cloranfenicol ao meio de cultura e & medida que
foi adicionando o cloranfenicol ao meio de
cultura a contaminacdo reduziu até a dose de
200 mg/L?, a partir dai todas as doses
resultaram no controle total da contaminacéo.
Porém, & medida que aumentou a concentracéo
de antibiotico foi observado o maior percentual
de explantes oxidados. Para esse parametro, 0s
resultados estdo de acordo com o apresentado no
processo de descontaminagdo do curaud quando
utilizado as dosagens mais elevadas de
ampicilina. Outro antibidtico utilizado neste
experimento foi a ampicilina com eficiéncia no
controle da ocorréncia de contaminacdo
bacteriana, em todas as doses testadas, sendo
que na concentracéo de 600 mg/L™ o controle da
contaminacao foi total.

No entanto, considerando-se que no
tratamento em que foi utilizado 100 mg/ L de
ampicilina  foi observada 98% de
descontaminacdo e elevada sobrevivéncia dos
explantes (50%). Araudjo et al (2012), também
trabalhando com a desinfestagdo de segmentos
caulinares de Myrciaria dubia (Kunth) Mc
Vaugh, testou diferentes concentragbes de
hipoclorito de sédio e os tempos de imerséo,
obteve interacdo  significativa entre as
concentracdes de hipoclorito de sodio e os
tempos de imersdo para a variavel porcentagem
de explantes contaminados. A  maior
porcentagem de desinfestacdo (100%) foi obtida
guando os explantes foram imersos em solucdo
de hipoclorito de sddio a 2,0 % de cloro ativo,
por 20 minutos. Porém, foi observado que
guanto maior o tempo de exposicdo dos
explantes na solucdo desinfetante, maior foi a
porcentagem de oxidacdo.

No entanto, Pereira et al (2003), testaram
diferentes  antibidticos no controle da
contaminacdo in vitro de gemas axilares de
batata (Solanum tuberosum), observaram que
entre os doze antibidticos testados, 0os melhores
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resultados foram proporcionados elo uso da
ampicilina e  cloranfenicol.  Resultados
semelhantes aos obtidos no experimento
trabalhado por ARAUJO (2012), no qual
ampicilina e o cloranfenicol mostraram ser mais
efetivos no controle da contaminacgdo bacteriana
in vitro, porém, a ampicilina foi o Unico
antibidtico que ndo afetou a sobrevivéncia e o
desenvolvimento dos explantes, ou seja, ndo
apresentou problema com oxidacdo contrariando
os resultados ocorridos com o experimento do
curaua.

No experimento com o curaud ha
discordéncia de resultados quando comparados
com a micropropagacdo de outras espécies,
quanto a utilizacdo da ampicilina no processo de
descontaminacdo relacionado a oxidagdo, o que
ndo ocorreu com a gentamicina. Porém,
PEREIRA et al (2014), trabalhando com a
micropropagacdo de bananeira 'Thap maeo’,
utilizando ampicilina sédica e cloranfenicol, nas
concentracdes de 15 e 20 mg L de ampicilina
sodica e cloranfenicol, observaram aumento na
percentagem de oxidacdo atingindo as taxas de
52 e 64% respectivamente, porém sem ocasionar
a morte dos explantes. Esse resultado vem
corroborar com os resultados encontrados nos
estudos de micropropagacdo com as gemas de
curaud. A ocorréncia do aumento do processo de
oxidacdo pode estar ligada ao principio ativo
desses antibidticos. No entanto, chama-se
atencdo quanto a necessidade de mais estudos
relacionados a utilizacdo de diferentes tipos de
antibidticos e desinfetantes, com diferentes
dosagens e diversos tempos de imersdo
respectivamente na microprogacdo de Ananas
erectifolius.

4.Concluséo

Com base nos resultados obtidos chega-se a
concluséo que se faz necessario mais estudos e
pesquisas quanto & desinfestacdo dos explantes
de Ananas erectifolius inclusive sobre a
identificacdo dos microrganismos endofiticos,
possibilitando a utilizagdo de antibidticos
especificos, com diferentes concentracGes para a
descontaminacdo dos explantes relacionados a
esses microrganismos e, selecionar 0s
antibioticos e desinfetantes com diferentes
dosagens e diversos tempos de imersdo para a
desinfestagdo dos explantes e uso no meio de
cultivo para micropropagacdo dessa espécie.
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