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INTRODUCAO

A baunilha ¢ uma planta do género Vanilla, pertencente a familia Orchidaceae. O género
composto por mais de 120 espécies, algumas extintas e outras em situagdo de perigo por causa da
destruicdo de seus habitats naturais e manejo inadequado, especialmente nas regides tropicais das
Américas (DIVAKARAN; BABU; PETER, 2006; IUCN, 2022; POWO, 2023). O fruto da baunilha ¢
de grande importancia econdmica, visto que produz a vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido),
composto organico muito utilizado na gastronomia, industrias farmacéuticas, alimenticia, de
cosmeéticos e tabacaria, com o objetivo de intensificar aromas e sabores (HOMMA et al., 2006; LEE-
ESPINOSA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013; FERRARA, 2019; BRAMEL; FREY, 2021).

Apesar do Brasil apresentar condigdes favoraveis para o cultivo da baunilha, a produgdo ¢
baixa e dispendiosa com as técnicas de propagacdo convencionais. Normalmente, a baunilha ¢
propagada por meio de estaquia, mas esse método € oneroso e pode gerar prejuizo a planta matriz,
além de ser lento e, geralmente, ndo suprir a demanda comercial (GANTAIT; KUNDU, 2017). A
micropropagagdo pode gerar uma produgdo em larga escala de mudas, utilizando uma pequena
quantidade de material, a partir de tecidos e o6rgdos de plantas matrizes, mantendo a identidade
genética do material propagado (MENEZES et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2017). Algumas
estratégias sdo estudadas e utilizadas com objetivo de potencializar os resultados da micropropagagao,
como o cultivo em biorreatores com sistema de imersio temporaria (RAMOS-CASTELLA et al.,
2014; RAMIREZ-MOSQUEDA; IGLESIAS-ANDREU, 2016).

Nesse contexto, esse trabalho teve como objetivo desenvolver protocolo para produgdo em

larga escala de baunilha (Vanilla phaeantha) pela utilizagdo de biorreatores de imersdo temporaria.
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MATERIAIS E METODOS

Foram testados trés modelos diferentes de biorreatores de imersdo temporaria, RITA® (1 L),
RALM® (5 L) e BIT® (5 L) (Figura 1), sobre a multiplicag@o in vitro de brotagdes do acesso LBB de
Vanilla phaeantha Rchb.f.
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FIGURA 1. Modelos de biorreatores de imersio temporéria utilizados no experimento. A - RITA®. B - BIT®. C - RALM®. Escalas: A -2
cm.BeC-3cm.

Foram utilizados explantes de por¢des caulinares (nodais) de cerca 1,0 cm de altura, com uma
gema axilar. O meio utilizado foi o basico de MS, com 30 g L™ de sacarose e 2 mg L' de 6-
Benzilaminopurina (BAP). Para o modelo RITA®, foram utilizados 180 mL de meio liquido para 6
explantes. Ja para os modelos RALM® e BIT®, foram utilizados 750 mL de meio liquido para 25
explantes, para cada modelo. Assim, foi mantida a proporcionalidade nutricional de 30 mL de meio de
cultura para cada explante.

Além dos modelos de biorreatores de imersdo temporaria, explantes foram cultivados em
frascos contendo meio semissolido de mesma formulacdo, acrescido de agente gelificante — Phytagel
(2,3 g L. Para o frasco, foram utilizados 90 mL de meio semissolido para 3 explantes. A
desproporcionalidade se deu porque cada repeticdo ¢ representada por um explante e o tamanho de
cada recipiente € variavel. Para corrigi-la, as condi¢gdes de cultivo foram todas padronizadas, sendo 30
mL de meio de cultura por explante, temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade
luminosa de 100 umol m? s”'. Apdés 90 dias de cultivo, avaliou-se o nimero de novas brotagdes
formadas por explante. As brotagdes formadas foram separadas e inoculadas em meio basico de MS,
complementado com 30 g L™ de sacarose € 2,3 g L de Phytagel, para regeneragdo. A andlise da
regeneracdo foi realizada apds 30 dias de cultivo, sendo avaliadas a taxa de sobrevivéncia das
brotagdes, altura dos brotos e presencga de raizes. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Tukey com 5% de probabilidade, utilizando o programa

estatistico Sisvar.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A formagdo de mais de um broto por explante era esperada, considerando a presenga de BAP
no meio. Para a variavel formagao de brotos novos por explante, o modelo RALM® foi o que gerou
melhores resultados (8,2 + 0,3) (Figura 2), seguido pelos modelos RITA® e o sistema tradicional, sem
diferengas significativas entre si (4,9 = 0,2 e 4,3 £ 0,6, respectivamente). Ainda quanto a formacdo de
brotos, o modelo BIT® ndo proporcionou resultado satisfatéorio (1,2 + 0,1), gerando brotos
aclorofilados e com aparéncia hiperhidrica (Tabela 1).

Os resultados obtidos destoam daqueles relatados por Ramirez-Mosqueda e Iglesias-Andreu
(2016). Segundo esses autores, 0 modelo BIT® superou o RITA® na produgao de brotos de Vanilla
planifolia. O modelo BIT® também se mostrou eficiente na producdo de biomassa ¢ alongamento de
brotos de espécies de plantas medicinais, conforme relatado por De Carlo et al. (2021). Por outro lado,
estdo em concorddncia com os resultados apresentados por Ramos-Castella et al. (2014), os quais
reportaram a maior eficiéncia do modelo RITA® na multiplicagdo de baunilha (Vanilla planifolia).
Ressalta-se a auséncia de literatura sobre o desempenho do biorreator do modelo RALM®. O nao
desenvolvimento de brotos no sistema BIT® pode ser explicado por diversas falhas que o sistema
apresenta como, por exemplo, o borbulhamento do meio e o refluxo do meio do recipiente de
armazenamento para o recipiente de cultura fazendo com que os explantes fiquem em contato parcial
com o meio liquido por mais tempo que o programado. Sreedhar et al. (2009) e Ramirez-Mosqueda e
Iglesias-Andreu (2016) relatam que a imersdo parcial dos explantes em meio liquido pode causar a

hiperidricidade em brotos de Vanilla planifolia.

FIGURA 2. Avaliagdo da multiplicagdo clonal de baunilha (Vanilla phaeantha Rchb.f.), com auxilio do biorreator de sistema de imersido
temporaria do modelo RALM®. Escala: 1 cm.

TABELA 1. Média do nimero de brotos por explante de Vanilla phaeantha Rchb.f. cultivados em
diferentes sistemas de imersdo temporaria (RITA®, RALM® e BIT®) e em frascos tradicionais

(semissoélido).
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Tratamento N° de Broto / Explante
Tradicional (controle) 43+0,6b
RITA® 49+02b
RALM® 82+03a
BIT® 1,2+0,1¢

Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significancia. = Erro padrao.

Na fase de alongamento e enraizamento das brotacdes (regeneragdo) (Figura 3), o sistema
RALM® também proporcionou melhores resultados (1,0 £ 0,0 e 50,0 £ 10,0, respectivamente),
seguido do sistema tradicional controle em frasco (0,6 £ 0,1) que se mostrou melhor que o sistema
RITA® (0,3 + 0,1), como pode ser observado na Tabela 2. J4 o sistema BIT® foi ineficaz, sob as

condi¢des de estudo, para o alongamento e enraizamento de brota¢des de Vanilla phaeantha.

TABELA 2. Médias de altura e enraizamento de brotos de Vanilla phaeantha Rchb. f. cultivados em
diferentes biorreatores de imersdo temporaria (RITA®, RALM® e BIT®) e em frascos tradicionais

(semisso6lido), durante a fase de regeneracgao.

Tratamento Altura (cm) Enraizamento (%)
Tradicional (controle) 0,6+0,1b 60,0+ 10,0 a
RITA® 0,3+0,1¢c 10,0+ 10,0 b
RALM® 1,0£0,0a 50,0+ 10,0 a
BIT® 0,0+0,0d 0,0+ 0,0b

Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significancia. + Erro padréo.

CONCLUSOES

Dentre os modelos de biorreatores testados, 0 RALM® destacou-se, proporcionando
alta taxa de multiplicacdo de brotos, 100% de alongamento e formagao de plantas vidveis para
o cultivo ex vitro, sendo, dessa forma, uma alternativa para a producao em escala massal de

Vanilla phaeantha.
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