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RESUMO: Dentre os novos sistemas de cultivo de plantas, os biorreatores apresentam destaque como um método
de adequada aplicabilidade, o que pode proporcionar melhores condi¢des para a multiplicacdo de mudas em larga
escala e com custo reduzido. O objetivo do presente estudo foi avaliar o nimero de explantes estabelecidos (isentos
de contaminag@o bacteriana ou fingica), a multiplicagdo ¢ o alongamento de brotos de Bambusa vulgaris Schrad ex
Wendl. em diferentes sistemas de cultivo. Explantes oriundos da fase de estabelecimentoin vitroforam transferidos
para trés sistemas de cultivo, sendo eles compostos por biorreator de imersdo temporaria (BIT), cultivo in vitro em
meio liquido(MEL) e cultivo in vitro em meio de cultura padrio (PADRAO), onde também foram testadas duas
concentragdes de sacarose (0 e 30 g.L'"). Aos 14 dias, foi avaliada a taxa de explantes estabelecidos. Dos explantes
considerados vivos e que ndo apresentaram contaminagao foram avaliados o nimero e o comprimento médio dos
brotos. O maior nimero de explantes estabelecidos foi observado no método de cultivo tipo BIT na auséncia de
sacarose, ¢ MEL quando suplementado 30 g.L! de sacarose. O BIT ¢ MEL se destacaram apresentando maior nimero
médio de brotos por explante. O meio de cultura PADRAO resultou em menor niimero de explantes estabelecidos
¢ 0 menor niumero de brotos por explante.
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In vitro bamboo cultivation in different spread systems

ABSTRACT: Among the new systems for cultivating plants, the bioreactors stood out as a method with suitable
applicability, which may provide better conditions for the multiplication of seedlings in large scale and with a
reduced cost. The aim of this study was to evaluate the number of established explants (free of bacterial or fungal
contamination), as well as the multiplication and elongation of Bambusa vulgaris Schrad ex Wendl. sprouts in
different cultivation systems. Explants derived from the in vitro establishment phase were transferred to three
cultivation systems, which were composed by temporary immersion bioreactor (BIT), liquid-based in vitro cultivation
(MEL) and in vitro cultivation in standard culture medium (STANDARD), where two sucrose concentrations
were also tested (0 and 30 g.L!). At 14 days, the rate of established explants was evaluated. From the explants
considered alive and without signs of contamination, we evaluated the number and average length of sprouts. The
greater number of established explants was observed in the BIT cultivation method in the absence of sucrose, and
MEL when added 30 g.L! of sucrose. The BIT and MEL stood out showing greater average number of sprouts per
explant. The STANDARD culture medium resulted in lower number of established explants, besides the lowest
number of sprouts per explant.
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1. INTRODUCAO

As espécies de bambus possuem potencial para uso
econdmico, ecoldgico e social devido as suas caracteristicas
morfologicas e silviculturais. Podem ser utilizadas para a
recuperacdo de areas degradadas, sequestro de carbono,
construcao civil, fabricagdo de moveis, producao de biodiesel,
papel e celulose, artesanato, produtos farmacéuticos e também
na industria alimenticia (DELGADO, 2011; SAFE, 2004).

Entretanto, frente a dificuldade de produgdo de mudas em
larga escala, o potencial produtivo de diversas espécies de

bambusndo tem sido devidamente explorado. Além disso, os
métodos de propagacgdo tradicional mostram-se, por muitas
vezes, ineficazes para aplicagdo em escala comercial (GIELIS
etal., 2001). Algumas das alternativas de propagac¢éo ainda ndo
testadas ou pouco exploradas referem-se ao cultivo de espécies
de bambus in vitro. Esse procedimento pode ser eficientemente
usado para a obtengdo de mudas de espécies economicamente
importantes que apresentam dificuldades de propagacao.
Dentre os novos sistemas de micropropagagdo desenvolvidos,
os biorreatores tem se destacado como um método de producao
em larga escala e de adequada aplicag@o,podendoproporcionar
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melhores condigdes assépticas para as culturas e com
menor custo de producdo (TEIXEIRA, 2002). Além disso, a
utilizacdo desse tipo de sistema proporciona maior oxigenagao
e nutri¢do das culturas através do meio liquido, reducdo da
hiper-hidricidade e, consequente melhoria da qualidade dos
propagulos (MURCH et al., 2004). O objetivo do estudo foi
avaliar o cultivo de Bambusa vulgaris Schrad ex Wendl. em
diferentes sistemas depropagacao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizac¢io e origem do material

O experimento foi instalado e conduzido no Laboratorio de
Cultura de Tecidos Vegetais e Viveiro Florestal da Faculdade
de Engenharia Florestal (FENF), Universidade Federal de Mato
Grosso (UFMT). Os explantes utilizados no experimento foram
provenientes de matrizes de Bambusa vulgaris Schrad ex Wendl.
que foram propagadas pelo processo de alporquia no Laboratério
de Cultura de Tecidos Vegetais, Centro de Biotecnologia
Agricola— CEBTEC/ESALQ/USP e transportadas para o viveiro
da Faculdade de Engenharia Florestal da UFMT.

2.2. Assepsia e estabelecimento in vitro

Segmentos nodais da por¢do mediana da brotagdo com 10
a 15 mm de comprimento e contendo gemas dormentes sem
as folhas (KOMATSU et al., 2011) foram coletados da matriz.
As gemas das extremidades (apical e basal) foram descartadas.

Inicialmente, o material foi lavado com esponjac agua
destilada e autoclavada contendo Tween 20 (0,05%, v/v). A
regido dos nods foi totalmente raspada e o material foi imerso
durante 24 horas em uma soluc¢do de 1 mg L' de P.A. Benomyl.
Ap0s 24 horas, dentro da cdmara de fluxo laminar, os explantes
foram lavados com agua destilada e autoclavada e imersos em
solugdo hidroalcodlica a 70% (agua:alcool, v/v) contendo Tween
20 (0,05%, v/v) por 1 minuto. Em seguida, foram submetidos a
solugdo de 2,0-2,5% (v/v) de cloro ativo (NaOCIl) acrescida de
Tween 20 (0,05%, v/v) durante 20 minutos. Ao final da assepsia,
foram enxaguados com agua destilada e autoclavada por trés
vezes e inoculados verticalmente em tubos de ensaio (2x10
cm) contendo 10 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962). Apés 21 dias, foram considerados estabelecidos
os explantes que ndo apresentaram contaminagdo fungica e/ou
bacteriana.

2.3. Multiplicacio e alongamento de brotos

Os explantes estabelecidos foram transferidos para o sistema
de biorreator de imersao temporaria (BIT), tubos de ensaio com
meio de cultura liquido (MEL) e meio de cultura padrao, semi-
solido (testemunha) (Figura 1).

Omeio de culturautilizado foio MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962) suplementado com 0,50 mg.L"! de benzilaminopurina
(BAP) ¢ 0,10 mg.L! de acido naftalenoacético (ANA). A
sacarose (Nuclear®/ C ,H, O, / 342,30 g) foiadicionada em
duas concentragdes diferentes (0 e 30 g.L'!). Ao meio de cultura
PADRAO também foi adicionado 7 gL' de 4gar (Riolab®). Apés
o ajuste do valor do pH para 5,8, o meio de cultura foi autoclavado
a temperatura de 121°C (= 1,0 kgf.cm?) durante 20 minutos. Os
explantes foram cultivados em sala de incubagdo com temperatura
de 25°C (+2°C), fotoperiodo de 16 horas sob 32 pmol.m™2.s! de
luminosidade fornecida por lampadas fluorescentes brancas-frias.
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Figura 1. Detalhe dos diferentes sistemas de cultivo in vitro
de Bambusa vulgaris. (a): Biorreator de imersdo temporaria
(BIT); (b): Meio liquido (MEL); (c): Meio de cultura semi-
solido (PADRAO)

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em
arranjo fatorial (2%3) sendo avaliados trés métodos de cultivo
(BIT, MEL e PADRAO - testemunha) e duas concentracdes de
sacarose (0 e 30 g.L"). O BIT foi conduzido com duas repetigdes
de cinco explantes para o tratamento com 0 g.L"'de sacarose
e trés repeticdes de 7 explantes para 30 g.L"'de Sacarose. Os
demais tratamentos foram conduzidos com 20 explantes.

Apos 14 dias, foram avaliados o numero de explantes
estabelecidos (vivos, isentos de contaminagdo fingica e/ou
bacteriana), a contaminagdo (por fungos e/ou bactérias) e
explantes mortos. Os explantes considerados estabelecidos
foram avaliados segundo o niumero de brotos por explante (NB)
e comprimento médio dos brotos por explante (CMB).

Para andlise estatistica, foi calculada e comparada a
porcentagem de explantes estabelecidos, contaminados e mortos.
O numero e o comprimento médio de brotos por explante foi
avaliado através de analise de variancia (ANOVA, P<0,05), onde
os tratamentos foram comparados segundo o teste de Tukey
(P<0,05). As condicionantes da ANOVA (homocedasticidade e
normalidade dos residuos) foram verificadas através dos testes
de Levene (P<0,05) e Shapiro-Wilk (P<0,05). O software
utilizado na analise dos dados foi o R 3.1.2.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os trés sistemas de cultivo, a auséncia de sacarose
proporcionou menor contaminagdo, contudo, maior mortalidade
dos explantes (Figuras 2 e 3). Isso pode ser explicado pela
auséncia de uma fonte de energia exdgena que favorega a
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Figura 2. Taxa de contaminagdo, mortalidade e estabelecimento
in vitro dos explantes de Bambusa vulgaris frente a auséncia
de sacarose no meio de cultura em diferentes sistemas de
propagagdo. BIT — biorreator de imersdo temporaria, MEL —
meio de cultura liquido, PADRAO — meio de cultura semi-sélido



Cultivo in vitro de bambu em diferentes sistemas de propagacao

Sacarose (30 g.L")

contaminagio

100,0 1
& :
é 75.0 m Contaminados
. § . u Mortos
50,0

‘g 7 Vivos sem

jon

o}

=
-

25,0 .
0,0 : . .
BIT MEL Padrio
Tratamento

Figura 3. Taxa de contaminag¢do, mortalidade e estabelecimento
in vitro dos explantes de Bambusa vulgaris frente a adicao de
30 g L! de sacarose no meio de cultura em diferentes sistemas
de propagagdo. BIT —biorreator de imersao temporaria, MEL —
meio de cultura liquido, PADRAO — meio de cultura semi-sélido

biossintese dos componentes estruturais e funcionais, tanto do
explante quanto do agente contaminador (CALDAS et al., 1998;
NASCIMENTO, 2010).

Considerando os trés tipos de sistema de cultivo (Figura 1), a
taxa de explantes vivos isentos de contaminagao (estabelecidos)
variou segundo as diferentes concentragdes de sacarose. Quando
ndo houve adig@o dessa fonte de energia, o BIT apresentou o
melhor resultado, com 100% de explantes estabelecidos. Ja no
tratamento com adi¢do de sacarose, o MEL se destacou (55%
de explantes estabelecidos).

O menor niimero de explantes estabelecidos ocorreu para as
duas concentragdes de sacarose (0 ¢ 30 g.L') em meio de cultura
semi-so6lido PADRAO (Figuras 2 e 3). Esse fato esta relacionado
as elevadas taxas de contaminac¢des e de mortalidade, o que
resultou em um reduzido numero de explantes estabelecidos
(apenas 10% e 20%, respectivamente para 0 g.L' de sacarose
e 30 g.L! de sacarose). Segundo Lemos (2001), explantes
cultivados em meio de cultura tradicional (semi-solido) tem
a area de contato com o meio de cultura limitada a sua base,
reduzindo a absor¢do de nutrientes. O autor afirma que isso
ndo ocorre no meio liquido, onde os nutrientes disponiveis sdo
mais disponiveis para a absor¢ao pelo explante. Em relagdo a
contaminagio, o meio de cultura PADRAO apresentou a maior
taxa (20%) quando nenhuma concentragdo de sacarose foi
adicionada (Figura 2).

O BIT apresentou 57% de contaminagdo quando a sacarose
fez parte do meio de cultura (Figura 3). Os explantes que néo
morreram e ndo apresentaram contaminacgao foram avaliados
segundo o nimero e comprimento médio dos brotos, onde
apenas o fator método utilizado para o cultivo (ou seja, BIT,
MEL e PADRAO) apresentou diferenca significativa de acordo
com a analise de variancia (Tabela 1). O nimero médio de
brotos avaliados no método MEL (1,04 brotos por explante)
apresentou comportamento intermediario, ndo diferindo
significativamente em rela¢do aos demais métodos (Tabela 2).
O BIT (1,49 brotos por explante) diferiu significativamente do
PADRAO (0,50 brotos por explante). Lemos (2001) e Correia
(2011) também observaram resultados significativos quanto ao
sistema de cultivo, onde o biorreator apresentou 0 maior nimero
de brotos por explante, quando comparado ao meio de cultura
padrdo, no cultivo de clones de Musa spp. e clones de hibridos
de Eucalyptus globulus. Os sistemas de cultivo avaliados e as
diferentes concentracdes de sacarose adicionadas ao meio de

cultivo ndo foram significativas em relagdo ao comprimento
médio dos brotos de Bambusa vulgaris (Tabela 3).

Considerando o efeito simples dos trés sistemas avaliados,
o BIT e MELse destacaram, o que denota a influéncia positiva
do meio de cultura liquido para o desenvolvimento in vitro dos
explantes da espécie. O sistema de cultivo do tipo biorreator
de imersdo temporaria (BIT) proporcionou maior contato dos
tecidos dos explantes com o meio de cultura, promovendo
a absorcdo de nutrientes (macro e micronutrientes) por
meio das folhas ecolmo, além da constante renovagdo do ar
durante o periodo de transferéncia da solugdo nutritiva (o qual
ocorreu a cada 3 horas, com tempo de imersdo de 1 minuto)
e climinacdodos possiveis gases prejudiciais produzidos
pelo metabolismo (LEMOS, 2001). Em termos gerais, os
explantes acondicionados em meio de cultura liquido (BIT
ou MEL) apresentaram maior velocidade de crescimento e
desenvolvimento. Contudo, essessistemas de cultivo ainda
necessitamde aprimoramento para garantir a produgdo de mudas
de Bambusa vulgaris em larga escala.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia (ANOVA) para o
numero de broto por explante (NB) e comprimento médio de
broto por explante (CMB) de Bambusa vulgaris em relagdo
aos diferentes sistemas de cultivo e concentragdes de sacarose
Quadrado médio

L e
(explante™) (cm explante™)
Sistema (Sis) 2 0,00015882" 0,00000556™
Sacarose (Sac) 1 0,00012078™ 0,00004400™
Sis x Sac 2 0,00003413™ 0,00006902™
Residuo 32 0,00003727 0,00005299
Média - 1,01 0,58
CVexp (%) ; 0,60 0,71

" valor ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro pelo
teste F. * valor significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro
pelo teste F. () dados transformado por EXP[(n+0,5)/100] onde n =
dado amostrado. GL = graus de liberdade, Cchp.(%) = coeficiente de
variagdo experimental.

Tabela 2. Valores médios do numero de broto por explante
de Bambusa vulgaris em relagdo ao sistema de cultivo e
concentragdo de sacarose

Sistema Sacarose (g L) .
de cultivo 0 30 Média
BIT 1,40 + 0,40 1,57 +£0,30 1,49 A
MEL 0.89+0.11 1,18+ 0,18 1,04 AB
PADRAO 0,00 + 0,00 1,00 £ 0,00 0,50 B

Média 0,76 1.25 1,01

Médias seguidas por mesma letra ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. BIT — biorreator de
imersio temporaria, MEL —meio de cultura liquido, PADRAO — meio
de cultura semi-sélido. Dados apresentados como: média + erro padrao.

Tabela 3. Valores médios do comprimento médio de broto (cm)
por explante de Bambusa vulgaris em relagdo ao sistema de
cultivo e concentra¢do de sacarose

Sistema Sacarose (g L") .
de cultivo 0 30 Média
BIT 0,63 +0,18 0,54 + 0,14 0,59
MEL 0,52+0,15 0,67+ 0,27 0,60
PADRAO 0,00 + 0,00 1,10 + 0,65 0,55
Média 0,38 0,77 0,58

BIT - biorreator de imersao temporaria, MEL — meio de cultura liquido,
PADRAO — meio de cultura semi-sélido. Dados apresentados como:
média + erro padrao.
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4. CONCLUSAO

O BIT combinado com a concentragdo de 0 g.L"! de sacarose
e MEL com a adigdo de 30 g.L"! de sacarose resultaram em maior
taxa de explantes estabelecidos. O BITe MEL se destacaram
apresentando maior nimero médio de brotos por explante.
O meio de cultura PADRAO apresentou menor numero de
explantes estabelecidos e menor niimero de brotos por explante.
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