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RESUMO: Objetivou-se avaliar o efeito de antioxidantes na micropropagacao de bananeira (Musa sp. cv. Pioneira,
grupo AAAB). A desinfestacao dos apices caulinares foi realizada em solugdes a base de alcool e hipoclorito de
célcio. O estabelecimento e a multiplicagao (seis subcultivos) foram realizados em MS com 4,0 mg L' BAP. Os
tratamentos foram: 1) Estabelecimento dos apices caulinares sob fotoperiodo de 16 h e 27,91 mMmoles.m?2.s™; 2)
Estabelecimento no escuro; 3) Imersao dos apices caulinares em 1,0 g L' &cido ascérbico por 30 minutos; 4) Adicao
de 10 mg L &cido ascdrbico no meio de cultura de estabelecimento; 5) Adicao de 10 mg L acido ascorbico nos
meios de cultura até o sexto subcultivo; 6) Adicao de 50 mL L' caseina hidrolizada até o sexto subcultivo. Os quatro
ultimos tratamentos foram conduzidos sob fotoperiodo de 16 h e 27,91 mMmoles.m2.s'. O nivel de oxidagao foi mais
intenso no subcultivo 1, seguido pela fase de estabelecimento, sendo praticamente inexistente nos subcultivos 2 a 6.
Na maioria dos tratamentos nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos com relagao ao
numero médio de plantulas obtidas por explante inicial em cada subcultivo. Desta forma, os tratamentos nao sao
recomendados para a micropropagac¢ao em escala comercial.
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UTILIZATION OF ANTIOXIDANT SUBSTANCES
FOR MICROPROPAGATION OF THE BANANA CV. PIONEIRA

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the effect of antioxidant substances on banana micropropagation
(Musa sp. cv. Pioneira, group AAAB). Shoot-tips were disinfected in alcohol and calcium hypochlorite solutions. The
explant establishment and multiplication (six subcultures) were carried out in MS medium with BAP, 4.0 mg L. The
treatments were: 1) Shoot-tips establishment under a 16 h photoperiod and 27,91 mmoles.m®.s"; 2) Shoot-tips
establishment under dark conditions; 3) Shoot-tips immersion in ascorbic acid solution, 1.0 g L™ for 30 minutes; 4)
Addition of ascorbic acid, 10 mg L' in the establishment medium; 5) Addition of ascorbic acid, 10 mg L' in the media
until the sixth subculture; 6) Addition of hydrolyzed casein, 50 ml L' in the media, until the sixth subculture. The four
last treatments were carried out under a 16 h photoperiod and 27,91 mMmoles.m2.s'. The oxidation level was higher
during the 1stsubculture, followed by the establishment phase. There was little oxidation from the 2™ to the 6" subculture.
There were no statistical differences amongst the treatments, for the number of plantlets obtained per shoot-tip
explantin each subculture. Therefore, the antioxidant treatments are not recommended for commercial micropropagation.

Key words: ascorbic acid, hydrolyzed casein, plantlets production, Musa sp., tissue culture.

INTRODU(}[\O qualquer época do ano, em pequeno espaco fisico, com
uniformidade e praticamente isencao de patdgenos

>
a O Brasil é um dos maiores produtores de banana (Oliveira & Silva, 1997).

da  do mundo, tendo uma produgdo aproximada de 5,6 Na literatura existem inimeros trabalhos sobre
, milhdes de toneladas em uma &rea cultivada de 528 mil  micropropagagao de bananeira (Cronauer & Krikorian,

hectares (FAO, 2000). Atualmente, existe uma grande 1984; Wong, 1986; Vuylsteke et al., 1988; Oliveira & Silva,
demanda por mudas micropropagadas devido sua alta 1997), sendo esta metodologia utilizada comercialmente
qualidade genética e fitossanitaria. As mudas de na Costa Rica, Cuba, Franga, Israel, Venezuela e no

bananeira micropropagadas apresentam as vantagens Brasil.
de serem produzidas em grande quantidade, em A oxidagao de compostos fendlicos liberados pelas
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células durante a micropropagagao consiste num dos
principais problemas da cultura de tecidos in vitro. Em
bananeira trata-se de um fator limitante para a taxa de
multiplicagao das plantulas (Banerjee & De Langhe, 1985;

Jarret et al., 1985; Vuylsteke & De Langhe, 1985; Acuna, -

1995). Diversos autores relataram o emprego de
substancias antioxidantes como eficientes na redugao
do nivel de oxidagdo em propagacgao de bananeira
(Banerjee & De Langhe, 1985; Jarret et al., 1985; Novak
etal., 1986; Grattapaglia & Machado, 1990; Acuna, 1995).
No entanto, ainda nao foi quantificado o efeito do emprego
dessas substancias.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de
substancias antioxidantes na micropropagacgao de
bananeira, buscando uma metodologia economicamente
vidvel para ser utilizada na produgéo comercial.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado foi a cultivar Pioneira
(Musasp., grupo AAAB), sendo coletadas 72 mudas com
didmetro médio da base do pseudocaule de 10 cm. A
limpeza do material foi realizada por meio de uma série
de cortes, removendo-se parte do rizoma e pseudocaule
até o tamanho aproximado de 5,0 cm de altura por 1,5
cm de diametro. A desinfestagao foi realizada imergindo
grupos de cinco explantes em alcool 70% por 5 minutos,
seguindo-se a imersao em solugao de hipoclorito de calcio
6%, contendo algumas gotas de Tween 20, por 10
minutos, sob agitacdo. Em seguida, foram realizadas trés
lavagens com agua destilada esterilizada em camara de
fluxo laminar e reduzidos os explantes, com auxilio de
pinca e bisturi, até o tamanho final aproximado de 0,6
cm de altura por 0,4 cm de diametro.

O estabelecimento do material foi feito em meio
nutritivo MS basico (Murashige & Skoog, 1962)
suplementado com 4,0 mg L' de benzilaminopurina
(BAP), 30 g L' de sacarose e 1,8 g L' de ‘Phytagel’, em
pH 5,7. A multiplicacao dos explantes (subcultivos um a
seis) foi efetuada no mesmo meio de cultura. Os
explantes foram dispostos em frascos plasticos
autoclavaveis de dimensdes de 82 mm x 80 mm x 80
mm, contendo 60 mL de meio de cultura, utilizando-se
quatro explantes por frasco.

O processo de multiplicagéo foi realizado por meio
de subcultivos das gemas axilares, sendo efetuada a
subdivisdo longitudinal dos explantes sempre que
possivel. Os subcultivos foram realizados a cada 30 dias.
A multiplicacao in vitro ocorreu sob condi¢des de
temperatura de 24 * 4°C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 27,91 mmoles.m2.s™.

Os tratamentos foram: 1) Estabelecimento dos
apices caulinares sob as mesmas condi¢des de
luminosidade da fase de multiplicagao (luz); 2)
Estabelecimento dos apices caulinares no escuro
(escuro); 3) Imersao dos apices caulinares em solugao
1,0 g L' de acido ascérbico esterilizada a frio, por 30
minutos, apds a desinfestagao (acido ascorbico I); 4)
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Adigao de 10 mg L' de acido ascorbico no meio de cultivo
de estabelecimento (acido ascérbico 1l); 5) Adicao de 10
mg L de acido ascérbico nos meios de cultivo até o
sexto subcultivo (acido ascorbico lil); 6) Adicao de 50 mL
L' de caseina hidrolizada nos meios de cultivo até o sexto
subcultivo (caseina hidrolizada). Os quatro ultimos
tratamentos foram conduzidos sob fotoperiodo de 16
horas e 27,91 mmoles.m?2.s"'. Utilizou-se um
delineamento inteiramente casualizado. Na fase de
estabelecimento foram utilizadas 12 repeticdes por
tratamento e na fase de multiplicagao todas as plantulas
obtidas nos subcultivos anteriores, sendo que cada
explante consistiu em uma repeticao.

Em cada subcultivo foram avaliados o nivel de
oxidagdo e o numero de plantulas maiores que 2 cm,
obtidas por explante inicial. O nivel de oxidacao foi
avaliado visualmente, sendo classificado como:
praticamente sem oxidacgao (0); pouco oxidado (1);
medianamente oxidado (2); e muito oxidado (3). As
médias do numero de plantulas foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relagéo aos resultados, observou-se que o
nivel de oxidacao dos compostos fendlicos liberados na
superficie cortada dos explantes quando da repicagem
foi maior durante o primeiro subcultivo, nao havendo, no
entanto, diferencgas visuais entre os tratamentos (Tabela
1). A oxidagcdo também ocorreu na fase de
estabelecimento, embora com menor intensidade. Nessa
fase, observou-se que a intensidade de oxidagao foi menor
no tratamento com imersao dos apices caulinares por 30
minutos em solugédo 1,0 g L' de acido ascorbico. Nos
subcultivos dois a seis nao foram observadas diferengas
entre os tratamentos, cujas plantulas multiplicaram-se
rapidamente. Nesse periodo, os explantes apresentaram-
se ligeiramente oxidados somente na primeira semana
de cultivo, adquirindo, em seguida, a coloragédo verde
intenso, a medida que foram se desenvolvendo. Banerjee
& De Langhe (1985) ja haviam relatado que a intensidade
de oxidacdo em tecidos de bananeira diminui
consideravelmente apos algumas subculturas.

Neste trabalho, verificou-se também que o nivel de
oxidagao pode, por vezes, funcionar como indicador de
contaminacao bacteriana, quando esta ndo se apresenta
visivel. Explantes considerados muito oxidados num
subcultivo mostraram-se contaminados no seguinte,
indicando que devem ser imediatamente eliminados.
Desta forma, as interacdes entre bactérias endégenas
fitopatogénicas e os explantes também consistem em
uma causa de oxidacao (Oliveira et al., 2000). Segundo
Vuylsteke et al. (1988), o descarte de explantes de
bananeira muito oxidados durante a fase de multiplicacéo
é também recomendado para evitar o surgimento de
variantes somaclonais.

Os tratamentos de cultivo dos apices caulinares
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Tabela 1 - Nivel de oxidacdo de compostos fendlicos, ao final de cada subcultivo, durante a
micropropagacgao de bananeira (Musa sp., cv. Pioneira).

Tratamentos Nivel médio de oxidagao em diferentes fases'

Estabele- 12 Sub- 22 Sub- 392 Sub- 4° Sub- 52 Sub- 62 Sub-

cimento cultivo cultivo cultivo cultivo cultivo cultivo
Luz 1 2 0 0 0 0 0
Escuro 1 2 0 0 0 0 0
Ac. ascorbico | 0 2 0 0 0 0 0
Ac. ascérbico I 1 2 0 0 0 0 0
Ac. ascorbico Il 1 2 0 0 0 0 0
Caseina 1 2 0 0 0 0 0
hidrolizada

"o praticamente sem oxidagao; 1: um pouco oxidado; 2: medianamente oxidado; 3: muito oxidado.

sob condigdes de escuro (Grattapaglia & Machado, 1990),
imerséo dos apices caulinares em solugédo 1,0 gL' de
acido ascoérbico por 30 minutos (Acuia, 1995), adicao
de 10 mg L' de acido ascérbico no meio de cultura na
fase de estabelecimento (Banerjee & De Langhe, 1985),
adicdo de 10 mg L' de acido ascorbico em todos os
subcultivos (Vuylsteke & De Langhe, 1985) e adi¢ao de
50 ml L' de caseina hidrolizada em todos os subcultivos
(Jarret et al., 1985) mostraram efeitos significativos no
numero de plantulas obtidas por explante inicial da cv.
Pioneira nos subcultivos dois, trés, cinco e seis (Tabela
2). '

Porém, como essas pequenas diferencas nao
ocorreram paralelamente ao nivel médio de oxidagao
(Tabela 1), podem ser atribuidas ao efeito da matriz na
micropropagacao. Oliveira & Silva (1997) relataram que
podem ser obtidas variacdes de até 700% na taxa de
multiplicagao, apos seis subcultivos, em fungao apenas
da matriz. No presente trabalho, este efeito foi amenizado
pelo uso de 12 repeti¢des por tratamento.

Embora o tratamento correspondente a adigao de
10 mg L' de acido ascorbico nos meios de cultivo até o

sexto subcultivo tenha apresentado, em média, um melhor
desempenho (Tabela 2), este nao foi constante e

~ significativamente superior ao tratamento testemunha (luz)

em todos os seis subcultivos. O efeito do uso de
substancias antioxidantes foi minimizado pelo uso de
praticas adequadas durante o cultivo in vitro, como
tratamento eficiente de desinfestacéo; destreza manual
durante as repicagens, realizando-se a limpeza e
subdivisdo dos explantes por meio de cortes continuos
sem superficies enrugadas e com rapidez para evitar a
desidratacao dos explantes; transferéncias freqlientes
dos explantes, diminuindo o efeito téxico dos produtos
da oxidagao; meio de cultura balanceado nutricional e
hormonalmente; e temperatura, umidade relativado ar e
luminosidade adequadas durante o desenvolvimento dos
explantes.

CONCLUSAO
Nas condi¢coes em que este trabalho foi conduzido

pode-se concluir que os tratamentos com substancias
antioxidantes a base de acido ascérbico e caseina

Tabela 2 - Efeito de substancias antioxidantes ao final de cada subcultivo na taxa de multiplicacéo in vitro

de bananeira (Musa sp., cv. Pioneira).

Tratamentos Numero médio de plantulas/explante inicial em diferentes fases’
Estabele- 12 Sub- 22 Sub- 32 Sub- 42 Sub- 5° Sub- 62 Sub-
cimento cultivo cultivo cultivo cultivo cultivo cultivo
Luz 1 1 3,88 b 5,54 abc 6,35 a 14,78 ab 24,82 ab
Escuro 1 1 3,45b 2,22 ¢C 5,31 a 11,67 b 27,41 ab
Ac. ascérbico | 1 1 3,89b 2,75 bc 722a 23,72a 2896 a
~ Ac. ascérbico I 1 1 3,89b 5,52 a 9,06a 2510a -32,65a
Ac. ascorbico Il 1 1 5,23 a 6,30 a 8,83a  21,00ab 28,62a
Caseina 1 1 4,04 b 5,09 ab 6,06 a 14,56 ab 13,32 b
- hidrolizada
CV (%) - - 9,15 21,82 18,90 23,31 24,30

tra, Cruz das Almas-BA, v. 13, n. 1, p. 5-8, jan./jun., 2001.

] Mdias originais, embora para a andlise estatistica tenham sido transformadas para Vx+0,5; médias seguidas pela mesma letra na
na nao diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
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hidrolizada e o estabelecimento dos explantes in vitro
sob condi¢des de escuro ndo devem ser recomendados
para a micropropagacao de bananeira cv. Pioneira como
redutores do nivel de oxidagao.
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