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RESUMO

A micropropagacdo de &pices caulinares constitui-se em importante ferramenta para
obtengdo de mudas de banana com alto padrdo de qualidade, bem como para clonagem
em massa de gendtipos-elites. O presente trabalho teve o objetivo de avaliar o uso do
carvdo ativado no meio de culturapara o estabelecimento in vitrode banana prata, nanica
e da terra. O trabalho foidesenvolvido no laboratério de Biotecnologia do UNIVAG
Centro Universitario de Véarzea Grande- MT, nos periodos de novembro de 2018 a
janeiro de 2019. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3x2, sendo trés variedades (prata, nanica e terra) e auséncia e presenca de carvao
ativado no meio de cultura, totalizando seis tratamentos com cinco repeti¢es. Foram
avaliadas a oxidacéo dos explantes (%) e a contaminagdo (%) por fungos e/ou bacteérias.
De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que todos os explantes sofreram
oxidag&o independente da presenca ou ndo do carvdo ativado no meio de cultura. N&do
houve estabelecimento in vitroe contaminagdes para nenhuma das variedades testadas.
Palavras-chave: meristema, oxidacdo,clonagem.

ABSTRACT

The micropropagation of shoot apices is an important tool for obtaining banana seedlings with a
high quality standard, as well as for mass cloning of genotypes-elites. The present work had the
objective of evaluating the use of activated carbon in the culture medium the in vitro
establishment of banana silver, nanica and earth. The work was carried out in the Biotechnology
laboratory of the UNIVAG Centro Universitario de Varzea Grande- MT, from November of
2018 to January of 2019. The design was completely randomized in factorial scheme 3x2, being
three varieties (prata, nanica and terra) and absence and presence of activated carbon in the
culture medium,total six treatments with five replicates. Oxidation of the explants (%) and
contamination (%) by fungi and / or bacteria were evaluated. According to the results obtained,
it can be observed that all the explants underwent oxidation independent of the presence or not
of the activated carbon in the culture medium. There was no in vitro establishment and
contamination for any of the tested varieties.
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INTRODUCAO

A bananeira (Musa spp.) é uma das frutas mais consumidas no mundo, sendo
explorada na maioria dos paises tropicais (DANTAS, 1999). De acordo com Borges e
Souza (2004) a cultura da banana tem grande importancia econdmica para o Brasil. E
cultivada por grandes, médios e pequenos produtores, sendo 60% da producdo
proveniente da agricultura familiar.

Em abril de 2018 sua producéo brasileira chegou a 6.989.671 toneladas. Numa
uma &rea colhida de 478.030 hectares. Mato grosso teve uma participa¢éo na producéo
de 280.290 toneladas numa area colhida de 22.995 hectares (IBGE, 2018).

A cultivar Prata And pertence ao grupo AAB, apresenta pseudocaule muito
vigoroso de cor verde-clara, brilhante, com poucas manchas escuras proximas a roseta
foliar. O porte é médio a alto, cacho conico, rabo sujo (rdquis com brécteas
persistentes), coracdo grande e frutos pequenos, com quinas, dpices em forma de
gargalo e sabor agridoce (azedo-doce). A banana Nanica é uma cultivar do grupo AAA,
subgrupo Cavendish, com grande capacidade produtiva. Pseudocaule verde com
manchas escuras, porte médio, cacho ligeiramente conico, frutos delgados, longos,
encurvados, usados para exportagdo, com apices arredondados, pedicelos curtos e a
polpa madura tem sabor muito doce(AMORIM, 2016). As cultivares do tipo Terra
apresentam porte alto, médio e baixo, o0 seu pseudocaule apresenta 4 a 5 m de altura,
com 30 cm a 40 cm de didmetro na base, de cor verde com manchas roxas devido a
presenca de antocianina. (DONATO, 2016).

Em todo o Brasil encontram-se condicbes edéaficas favordveis ao cultivo de
bananeira.Contudo nem sempre séo utilizados os solos mais adequados, o que reflete em
baixa produtividade e m4 qualidade dos frutos (BORGES e SOUZA, 2004).0s maiores
problemas do cultivo da bananeira no Brasil sdo a falta de variedades comerciais
produtivas, com porte adequado e resisténcia as principais pragas e doengas, além da
inadequada conducgdo do sistema solo-agua-planta (SILVA et al., 2006). A ocorréncia

de doencas, porém, tem contribuido para a baixa produtividade dos bananais no Para,
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destacando-se a sigatoka-negra, sigatoka-amarela, mal-do-Panamd e moko
(POLTRONIERI et al.,2009).

Uma das ferramentas da biotecnologia é, sem dlvida, a micropropagacdo, ja que, a
partir da cultura de tecidos in vitro, é possivel a obtencdo de plantas geneticamente
idénticas as do exemplar original, em um nimero elevado e num breve espago de
tempo. As técnicas de cultura in vitro apresentam um papel importante para a
conservacdo do germoplasma e a fixacdo de ganhos genéticos (CARVALHO et al.,
2014).

Conforme Alvarés e Caldas (2001) a micropropagacdo no Brasil, vem sendo
utilizado de maneira crescente nos ultimos anos. Amicropropagacdo de apices
caulinares constitui-se em importante ferramenta para obtencdo de mudas de banana
com alto padrdo de qualidade, bem como para clonagem em massa de genotipos-elites
(VALE e SOUZA, 2010). No entanto, para Camolesi et al. (2007), a técnica de cultivo
in vitro de bananeira enfrenta o problema de oxidacdo dos &pices caulinares na fase de
estabelecimento.

O escurecimento de explantes tem sido relatado como uma dificuldade no
estabelecimento de culturas in vitro em algumas espécies lenhosas, como consequéncia
de oxidagdes, provavelmente em decorréncia da liberacéo de compostos fendlicos pelos
tecidos, altas concentragfes de reguladores de crescimento no meio de cultura e pela
oxidacao de polifendis e quininas fen6licos(LEDO et al.,2002).

Existem relatos na literatura que a adi¢do de carvao ativado e o acido ascorbico,
considerados substancias antioxidantes, podem ser empregados para o cultivo de
explantes com alto teor de polifendis, como exemplo os 6vulos de bananeira, cuja
oxidag&o produz o escurecimento e eventual morte dos tecidos (SAMPAIO et al., 2012).

Conforme Leitzke et al. (2009), dotado de uma alta capacidade de adsorgéo, tem
a propriedade de modificar a composigdo dos meios de cultura, adsorvendo substancias
promotoras de enraizamento e também substancias tdxicas, fendis e/ou quinonas,
produzidas durante a autoclavagem ou liberadas de explantes, cujos tecidos sofreram
injurias.
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Sendo assim, pode-se salientar que o carvdo ativado, além de atuar como
potencial antioxidante promove a adsor¢do de hormonios (auxinas e citocininas),
exsudatos das plantas e metabdlicos toxicos. Além disso, esse aditivo pode exercer
importante funcdo no controle da liberagdo dos metabdlicos, propiciando um ambiente
onde os explantes ndo ficam expostos a luz, quando recém-inoculados (FAGUNDES et
al., 2017).

Para Komalavalli e Rao (2000), o carvdo ativado evita o acimulo de inibidores
fendlicos, contudo, o seu uso pode adsorver outras substancias do meio nutritivo, como
os reguladores de crescimento, bem como pode ser toxico a alguns tecidos. A adi¢do de
100 mg L *de carvéo ativado no meio evitou a oxidacdo fendlica e aumentou a producéo
de brotos sadios e normais em Gymnema sylvestre, vulgarmente conhecido como
Gurmar. Acima dessa concentracdo os brotos ficaram vitrificados.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o uso do carvao ativado

no meio de cultura para o estabelecimento in vitro de banana prata, nanica e da terra.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de Biotecnologia do Centro
Universitario do UNIVAG localizado em Varzea Grande-MT, no periodo de novembro
de 2018a janeiro de 2019. Os explantes foram obtidos de plantas matrizes clonais dos
grupos: prata, nanica e terra, trazidas da propriedade da Familia Bianchi, localizada em
SINOP-MT.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial
3x2, sendo trés variedades (prata, nanica e terra) e auséncia e presenca de carvao
ativado no meio de cultura. Totalizando seis tratamentos com cinco repeticGes, cada
repeticdo foi representada porum explante.

Em cada frasco foram adicionados 20 ml de meio de cultura MS, formulado por
Murashige e Sko0g(1962),suplementadocom30g/L™* de sacarose ;
8,0mg/Ldesolidificanteagar;3g/L 'decarvdoativadoeopHfoiajustadoa5,8+0,2. Apds 0

preparo, os frascos foram levados para a esterilizagdo em autoclave, em temperatura de
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120°C e 1 kgf cm-2 de pressdo, por 40 minutos. Em seguida foram retirados da
autoclave, armazenados em estante na sala de repicagem para resfriar em temperatura
ambiente e solidificar o meio de cultura.

Com a obtencdo dos rizomas e o preparo dos meios de cultura, os explantes
foram lavados e retirados os restos de solos e raizes, para entdo serem cortados com
facas esterilizadas por alcool 95% até chegarem a um tamanho de 8 a 10 cm retirando a
parte do cortex e bainhasfoliares.Foi utilizado hipoclorito de sddio (2%) para a assepsia
de todos os &pices caulinares numa imersdo por cinco minutos e enxaguada por trés
vezes e, em seguida, colocada dentro da camara de fluxo laminar por vinte
minutos.Apds a desinfestacdo dos explantes, os mesmo foram seccionados com bisturi
esterilizados com &lcool 95% e flambados para que atingisse um tamanho reduzido.

Foram entdo inoculados nos frascos contendo meio de cultura previamente
preparados em camara de fluxo laminar previamente homogeneizada com &lcool 70% e
as pingas utilizadas para colocar os explantes em contato com o meio de cultura dentro
dos frascos foram esterilizadas em autoclave.Para cada frasco inoculado, as pingas
passaram por flambagem com alcool 95% que foram utilizados frios para evitar injdrias
ao tecido vegetal.

Os frascos foram entdo identificados de acordo com os tratamentos, vedados
com pléstico filme para evitar possiveis contaminacBes e levados para a sala de
crescimento, onde foram dispostos aleatoriamente em uma prateleira de metal.Durante
sete dias ficaram cobertos por um saco plastico preto para protecdo dos
meristemas.Logo apos esse periodo, o plastico foi removido da prateleira. Esta sala de
crescimento possui temperatura média de 25 +2°C e fotoperiodo de 16 horas, sendo a
intensidade luminosa de 25 mol m™ s™ (medida em luximetro) fornecida por lampadas
do tipo fluorescente branca fria.

Os explantes foram avaliados semanalmente a partir do dia da inoculagéo e
durante 60 dias. Foram avaliadas a oxidacdo (%) dosexplantese a contaminacéo (%) por
microrganismos (fungos e/ou bactérias).A avaliagdo foi feita visualmente, na qual foi

verificada a oxidacdo do tecido vegetal representada pela coloragdo escura; assim como
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as contaminagdes por microrganismos que poderiam se desenvolver nos explantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que todos os explantes
sofreram oxidagdo independente da presenca ou ndo do carvdo ativado no meio de
cultura, ndo houve sobrevivéncia e estabelecimento dos explantes, além disso, ndo
ocorreu a contaminagdo por microrganismos.

Por outro lado ndo houve contaminagdes por fungos ou bactéria, devido a
assepsia ter sido eficiente com o uso do Hipoclorito de sodio (2%), como observado no
trabalho de Pereira et al. (2011) em que verificaram que o tratamento com cloro ativo,
com maior eficiéncia foi utilizando-se 2% de cloro ativo, verificando 0% de
contaminagdo e para o controle de fungos, concluindo em seu estudo que reducdes
significativas de contaminaces podem ser observadas no tratamento com 2% de cloro
ativo, obtendo-se 0% de contaminagéo.

Mesmo com a utilizagdo de um antioxidante como o carvdo ativado, ndo foi
possivel ocorrer 0 estabelecimento dos explantes de banana, devido a concentragdo de
hipoclorito de sodio (2%) ter sido agressivo ao tecido vegetal, levando a perda de 100%
de todo o material in vitro. Acredita-se que além da concentragdo de hipoclorito de
sodio (2%), o manuseio na incisdo do explante pode fazer com que acelere o processo
de oxidagdo. Para Sousa et al. (2000), o manuseio do explante no meio de cultura
influencia também na proliferacdo do material. Os &pices caulinares ndo devem sofrer
ferimentos na fase de preparo, para evitar possiveis problemas causados pela oxidacéo
de polifendis.

Ao realizar um corte em alguma parte da planta ocorrerd a ruptura das
membranas de algumas das células do tecido vegetal, ocasionando a liberacdo de
enzimas e dos compostos fendlicos, que irdo reagir ao entrar em contato com o ar
atmosférico. Como consequéncia, essa enzima combinara o oxigénio com 0s compostos
fendlicos formando outros tipos de compostos, como a quinona, que reage entre si para

formar um pigmento negro - a melanina vegetal, ocasionando um escurecimento
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enzimético, porém, isso ocorrera somente quando o tecido vegetal for danificado. Nesse
contexto o processo de oxidagdo se faz importante para determinar a qualidade das
frutas e hortalicas (PERONE et al.,2008).

Para Pereira et al. (2011), com relacéo & oxidacdo na variedade Grande Naine,
verificou-se que o tratamento com 2% de cloro ativo apresentou a maior frequéncia,
com 90%, verificando assim que esta concentragdo permitiu acelerar o processo de
oxidacéao, porém sem provocar a perda dos explantes.

Porém com relacdo & oxidacdo na variedade Thap Maeo, Pereira (2012),
verificou que a concentragdo de 2% de cloro ativo numa imersdo por dez minutos
proporcionou 92% de controle para bactérias, 88% para fungos, também verificou-se
64% de oxidagdo nos explantes, porém sem causar a morte dos mesmos. O autor
afirmou ainda que essa oxidagdo ocorre naturalmente em bananas, sendo causadas pela
liberacdo de compostos fendlicos.

A sobrevivéncia e estabelecimento dos explantes, nas duas primeiras semanas
foram observados em alguns tecidos dos explantes a coloracéo verde, o que indicava a
sobrevivéncia dos mesmos. Nas semanas seguintes 0s mesmos explantes que indicavam
sinal de sobrevivéncia foram escurecendo (sinal de oxidacdo) o que levou a ndo se
estabelecerem in vitro.Resultado semelhante ao trabalho citado a seguir.

O que se observou a sobrevivéncia e ao estabelecimento é que os tecidos dos
explantes continuaram vivos (o que foi indicado pela coloracdo verde do explante), no
entanto, eles ndo emitiram folhas ou brotos, isto €, ndo se estabeleceram in vitro. Isto
pode ser justificado pelo grau de desenvolvimento da gema do explante. O que poderia
estar ocorrendo, é que alguns explantes, principalmente aqueles isolados da base e da
regido mediana da brotacdo, estariam com as gemas mais desenvolvidas e com o lenho
mais lignificado do que as do é&pice, influenciando a oxidagdo, sobrevivéncia e
estabelecimento (ERIC, 2003).

Segundo Sousa et al. (2000), a oxidacdo é causada pela reacdo das
polifenoloxidases sobre compostos fendlicos e, no caso da bananeira, pode levar os

2

apices caulinares a morte, nas fases iniciais de desenvolvimento ou prejudicar o
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desempenho da fase de multiplicacéo.

De acordo com Pereira et al. (2015), foi verificado uma taxa de 100% de
explantes oxidados quando se utilizou a concentragéo de 2% de cloro ativo.O que vai de
acordo com os resultados obtidos neste presente trabalho.

Mesmo ndo havendo nenhum estabelecimento ou brotagéo neste trabalho, para
Costa et al. (2005), a adicdo de carvdo ativado ao meio de cultura MS reduz
significativamente a taxa de multiplicacdo e o nivel de oxidagdo de brotacBes de
bananeira, cultivar Grande Naine. O que acrescenta a importancia do uso do carvédo

ativado no meio de cultura para bananeiras.

CONCLUSAO

N&o houve estabelecimento in vitro para nenhuma das variedades testadas.
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