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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar as mudas micropropagadas de bananeira da variedade
Nanicdo ao final da fase de alongamento e enraizamento, levando em conta a atuacéo do hormdnio vegetal
acido indolacético - AlA. A pesquisa foi realizada no laboratério de Cultura de Tecidos do Instituto Federal
de Minas Gerais, campus Sao Jodo Evangelista. Foi preparado o meio de cultura seguindo o protocolo
proposto por Murashige e Skoog (1962). Em seguida, procedeu-se a coleta de material propagativo para
inoculacéo. Utilizou-se como fonte de explantes, plantas matrizes em area de produgéo do préprio campus.
No laboratério, apés a desinfestagdo do material, realizou-se a inoculacdo dos explantes em meio de cultura
em condicdes assépticas. Os tubos foram vedados com filme PVC e levados a sala escura por 07 dias.
Apés este periodo de adaptacé@o dos explantes, os mesmos foram submetidos ao fotoperiodo de 16 horas.
A temperatura adotada em todo o experimento foi de 25 + 2 °C. apés 21 dias de estabelecimento, foram
selecionados os 4&pices caulinares que se apresentaram intumescidos e com coloracdo verde para
conducdo da fase de multiplicacdo. Esta etapa foi conduzida em frascos de vidro vedados com tampa
plastica. Foram feitos dois subcultivos com intervalos de 30 dias com o0 objetivo de se obter grande
guantidade de gemas axilares com qualidade e homogeneidade para posterior alongamento e
enraizamento. Esta terceira etapa foi conduzida em tubos de ensaio nas dimensbes 15 cm x 2,5 cm
contendo 15 ml de meio MS bésico acrescido do horménio vegetal acido Indolacético — AIA. Apéds
individualizacdo dos brotos e eliminagdo dos tecidos oxidados quando presentes, foi colocado 1 explante
por tubo de ensaio que apés serem vedados com filme PVC, foram levados para sala escura por 7 dias e
posteriormente submetidos ao fotoperiodo de 16 horas. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente ao acaso, com 5 tratamentos (T1 — 0,0 mg.L"l; T2-0,01 mg.L'l; T3 -0,025 mg.L'l e T4 - 0,05
mg.L" e T5 0,1 mg.L™) e 4 repeticdes. A avaliacdo deu-se apés 45 dias do inicio da referida fase, onde a
maioria das plantas apresentavam entre 4 e 6 cm de comprimento de parte aérea. Foi avaliado o
comprimento do pseudocaule, nimero de folhas, didmetro do pseudocaule, nimero de raizes e
comprimento do limbo foliar. A Andlise estatistica foi realizada com auxilio do software SISVAR. Os dados
foram submetidos a analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os resultados apresentados pelos 4 primeiros tratamentos indicam que a auxina presente no

meio pode ndo ter sido disponibilizada aos explantes durante esta fase do experimento e que 0s niveis
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enddgenos de AIA podem ter sido suficientes para o desenvolvimento das plantas. Os resultados
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apresentados no tratamento 5 (0,1 mg.L-1) demonstraram uma influéncia negativa do AlA, pois obteve-se
as menores médias, indicando uma possivel toxidez. A utilizacdo de AIA ndo demostrou efeitos positivos

para alongamento e enraizamento de plantas de bananeira da variedade Nanicéo.

INTRODUCAO:

A bananeira (Musa spp.) esta entre as culturas de maior importancia econdmica para os paises
tropicais e subtropicais. Da familia das muséaceas € cultivada em todos os estados brasileiros, desde a faixa
litoranea até os planaltos do interior (Borges et al., 2006). A cultura da bananeira esta entre as espécies
frutiferas de maior importancia para o Brasil. Contudo, apesar do aumento da area cultivada nos ultimos
anos, a producao de banana vem sendo reduzida em razdo da pouca tecnificacdo dos plantios e do uso de
variedades suscetiveis as principais doencas da cultura, notadamente a sigatoka-negra, sigatoka-amarela e
mal-do-panamé (OLIVEIRA et al.,, 2008a). A renovacdo dos plantios e a ampliagdo da area sé&o
dependentes da disponibilidade de grandes quantidades de mudas com elevada qualidade fitossanitaria que
tem influéncia na fitossanidade e produtividade do bananal.

Dentre os principais tipos de mudas utilizadas para formacéo de novos pomares, destacam-se as do
tipo chifrdo, chifre e chifrinho (ALVES et al.,, 2004; Borges et al., 2006). Contudo, esse processo
convencional de producdo de mudas apresenta baixa taxa de multiplicacdo, mudas desuniformes que
dificultam o manejo do pomar, além de se constituir em um mecanismo de disseminacdo de pragas e
doencas importantes para a cultura, tais como mal-do-panama, moko, podriddo- -mole, broca, nematoides e
virus (ROELS et al., 2005).

A micropropagacao, € uma técnica que permite a producdo massal de plantas a partir de uma
minima quantidade de material inicial, € de particular importancia para espécies onde o método de
propagacao convencional é pouco eficiente. “A micropropagacdo de bananeira envolve o cultivo, em
condicdes assépticas, de explantes de apices caulinares. A partir de uma Unica gema, podem ser obtidas
centenas de mudas com fidelidade do gendtipo, em poucas geragdes” (CARVALHO, et al, 2012, p.02).
Portanto, levando-se em consideragéo as limitacdes dos métodos de propagacgdo convencional de mudas
de bananeira, a micropropagacao é fundamental para obtencdo massal de clones de gendtipos superiores.
Diversos fatores devem ser controlados para que se obtenha éxito no processo de micropropaga¢éo, como
0 material propagativo a ser utilizado, 0 genétipo da planta, os meios de cultivo, as condicbes ambientais,
variagfes somaclonais, os reguladores de crescimento utilizados e os métodos de assepsia (ANDRADE,
2002).

Existem alguns fatores que limitam, em parte, o processo de micropropagacdo de algumas
cultivares de bananeira e que interferem principalmente na taxa de multiplicacdo, entre os quais, tem-se a
alta taxa de oxidacdo dos explantes, a qual é caracterizada pelo escurecimento das partes excisadas dos
explantes e do meio de cultivo, influenciando na absorc@o dos constituintes do meio pelo explante em
virtude da obstrucéo do tecido oxidado. Tal oxidacao é resultante da liberacdo de compostos fendlicos in

vitro, que ao sofrerem a agdo das enzimas polifenases, produzem substancias toxicas que inibindo o
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crescimento dos explantes e ocasionando a morte dos mesmos (SATO, et al., 2001). A oxidacdo fendlica
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pode ser minimizada pela reducdo de danos mecanicos e quimicos nos explantes, pela modificacdo de
ambientes, e ou pelo uso de antioxidantes (BASSAN et al., 2006). Recomenda-se a adicdo dessas
substancias ao meio de cultivo ou durante o pré-tratamento, para diminuicdo da oxidacdo (CAMOLESI et al.,
2007). Segundo VAN WINKLE et al. (2003) dentre os antioxidantes usados, destaca-se o carvdo ativado,
um componente que tem sido frequentemente adicionado aos meios de cultura de tecidos vegetais com
sucesso. O carvao ativado, usado como substancia antioxidante, apresenta cargas residuais, as quais séo
capazes de adsorver substancias fenélicas ou seus produtos da oxidacdo, as quinonas.

Indispensaveis ao cultivo in vitro, os reguladores de crescimento tém contribuido para o
desenvolvimento da cultura de tecidos de plantas. De acordo com HINOJOSA (2000), denomina-se
regulador vegetal uma substancia quimica sintética que compartilha com os horménios vegetais a maioria
de suas caracteristicas. A principal auxina das plantas é o acido indolacético — AIA, que mesmo em
concentracdes muito baixas possui atividade satisfatoria para o desenvolvimento dos vegetais. Ainda que
algumas espécies sejam capazes de formar raizes adventicias apenas com os niveis enddgenos de auxina,
na maioria das vezes, a adicdo de auxina exdgena é necessaria para estimular a rizogénese (Grattapaglia &
Caldas, 1990). As auxinas sdo os Unicos reguladores de crescimento que aumentam a formacdo de
primérdios radiculares (Taiz & Zeiger, 1991).

Apesar da técnica de multiplicacéo in vitro de bananeira ser bastante difundida no Brasil, percebe-se

gue héa deficiéncia de trabalhos que visem a otimizacdo do processo de producdo de algumas cultivares
importantes. Desta maneira, tem-se como objetivo estabelecimento de um protocolo eficiente para a
producdo de mudas da variedade Nanicao.
Pertencente ao subgrupo Cavendish, a variedade Nanicao é também conhecida como ‘banana-d’agua’ ou
‘caturra’, apresentando frutos delgados, longos, encurvados, de cor amarelo-esverdeada ao amadurecer,
com polpa muito doce (BORGES, et al, 2006). A escolha dessa variedade deu-se pela sua importancia para
a regido de Sao Jodo Evangelista.

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a oxidagcdo dos explantes sob efeito de diferentes
concentracdes de carvdo ativado no meio de cultura para o estabelecimento in vitro e caracterizar as

plantas obtidas a partir da micropropagacédo levando em conta a atua¢do de horménios vegetais.

METODOLOGIA

Separou-se os tubos de ensaio nas dimensdes 15 cm x 2,5 cm que foram enxaguados com agua
destilada e deionizada e secos em estufa.

Foi preparado o meio de cultura seguindo o protocolo proposto por Murashige e Skoog (1962). Para
0S micronutrientes, macronutrientes, FEEDTA e vitaminas, utilizou-se as solucdes estoque 10 vezes
concentradas na concentracdo de mg.L-! preparadas previamente. Foram acrescidos os fitorreguladores
acido naftalenoacético - ANA e 6-benzilaminopurina — BAP conforme protocolo padrdo do proprio
laboratério. Os demais componentes do meio (Mio-inositol, polivinilpirrolidona — PVP, Sacarose e Agar
bacterioldgico) foram pesados e acrescidos no momento do preparo. Apés o preparo, o pH foi ajustado para

5,8 utilizando &cido cloridrico (HCI) e em seguida, foi adicionado o carvao ativado em quatro diferentes
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concentracdes de acordo com os tratamentos propostos no projeto. O meio foi solidificado com agar
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bacterioldgico e distribuido nos tubos de ensaio, adicionando-se 10 ml em cada um. O material foi
acondicionado em sacos de material plastico transparente e autoclavado por 20 minutos em autoclave
vertical a 121 °C, juntamente com o kit para manipulacdo dos explantes (placa de vidro, bisturi, pincas,
placa de petri e papel toalha) e a 4gua destilada e deionizada usada no processo de desinfestagdo dos
mesmos.

Procedeu-se entéo, a coleta de material propagativo e inoculagdo dos explantes em meio de cultura.
Utilizou-se como fonte de explantes, matrizes da variedade “Nanicdo”, em area de produgdo do préprio
campus. Selecionou-se plantas matrizes que apresentavam bom vigor vegetativo com boa nutricdo e
sanidade aparentes e sem injlrias mecanicas. Coletou-se dessas matrizes, as mudas do tipo “chifrinho”
(muda com 20 a 30 cm de altura, 2 a 3 meses de idade). Foi feita uma pré-limpeza nas mudas, retirando-se
as raizes e 0 excesso de terra em seguida lavando-as em agua corrente. O material foi levado ao
laboratério imediatamente apés a pré-limpeza.

No laboratério, as bainhas mais externas das mudas foram retiradas e o material foi imerso em agua
+ hipoclorito de sédio (10ml/L) por 20 minutos antes da retirada dos explantes. Para retirada dos apices
caulinares, o material foi reduzido a cerca de 2 cm de diametro e 4 cm de comprimento (1 cm de rizoma e 3
cm de pseudocaule). Foi realizado tratamento com fungicida Cercobin — 1 g.L-1 por 20 minutos.

Na camara de fluxo laminar foi feita a desinfestacdo dos explantes utilizando primeiramente uma
solugéo de alcool 70% por 2 minutos enxaguando-se 3 vezes em agua destilada, deionizada e esterilizada.
Apéds este processo, utilizou-se o hipoclorito de sddio 2,5% na proporcdo de 1 parte do produto comercial
para 03 partes de 4gua acrescidos de 20 gotas do espalhante adesivo Tween® 20 por 30 minutos, lavando
6 vezes com 4gua destilada, deionizada e esterilizada. Apés a desinfestacdo, os 4pices caulinares foram
novamente reduzidos, deixando-os com cerca de 1 cm de comprimento. Apés isolamento, os explantes
foram inoculados em meio de cultura. Os tubos foram vedados com filme PVC e levados para a sala escura
por 07 dias. ApOs este periodo de adaptacéo dos explantes, os mesmos foram submetidos ao fotoperiodo
de 16 horas. A temperatura adotada em todo o experimento foi de 25 + 2 °C.

A fase de multiplicacdo foi conduzida em frascos de vidro vedados com tampa plastica com
capacidade para 220 ml contendo 30 ml de meio MS bésico acrescido da citocinina sintética BAP a 2,5 mg.
L-1. Foram selecionados da fase de estabelecimento, os apices caulinares que se apresentaram bem
desenvolvidos, com coloracdo verde. Os mesmos foram seccionados longitudinalmente em duas partes
eliminando-se os tecidos escurecidos permitindo o contato de toda a base do rizoma com o meio de cultura.
Foram inoculados 2 explantes por frasco no primeiro subcultivo e 3 explantes por frasco no segundo
subcultivo. As condi¢bes da sala de crescimento adotadas foram as mesmas da fase de estabelecimento,
excluindo-se a adaptagdo em sala escura. Foram feitos dois subcultivos com intervalos de 30 dias com o
objetivo de se obter grande quantidade de gemas axilares com qualidade e homogeneidade para posterior
alongamento e enraizamento. Nao foi adotado nenhum delineamento experimental nesta fase.

A fase de alongamento e enraizamento foi conduzida em tubos de ensaio nas dimensfes 15 cm x
2,5 cm contendo 15 ml de meio MS bésico acrescido do hormbnio vegetal acido Indolacético — AlA. Apés
individualizacdo dos brotos e eliminagdo dos tecidos oxidados quando presentes, foi colocado 1 explante

por tubo de ensaio que apods serem vedados com filme PVC, foram levados para sala escura por um
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periodo de 7 dlas e postenormente submetidos ao fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 +2 C°. Foi

SEMINARIO

avaliada nesta fase, alongamento e o enraizamento de mudas micropropagadas de bananeira cv. Nanicdo
sob influéncia de diferentes concentracdes de acido indolacético - AIA. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente ao acaso, com 5 tratamentos (T1 — 0,0 mg.L-1; T2 — 0,01 mg.L-1; T3 — 0,025 mg.L-
1eT4-0,05mg.L-1 e T5 0,1 mg.L-1) e 4 repeticBes composta por 4 tubos de ensaio. A avaliagdo deu-se
apos 45 dias, onde a maioria das plantas apresentavam entre 4 e 6 cm de comprimento de parte aérea. Foi
avaliado o comprimento do pseudocaule, nimero de folhas, diametro do pseudocaule, nimero de raizes e
comprimento do limbo foliar. A Andlise estatistica foi realizada com auxilio do software SISVAR. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na fase de alongamento e enraizamento foi avaliada a influéncia de diferentes concentra¢des do
horménio vegetal acido Indolacético — AIA sobre o desenvolvimento das gemas axilares. Foi verificada a
diferenca significativa em um dos tratamentos, para todos os atributos avaliados. Quando utilizado o AlA na
concentracdo 0,1 mg.L-1 (T5), houve o maior desenvolvimento da parte aérea de algumas plantas, porém a
formacao de calos em alguns dos explantes, prejudicou o desenvolvimento da parte aérea e de raizes. Isso
fez com que este tratamento obtivesse as menores médias. Quando a concentracdo de auxina no meio é
excessiva, ocorre formacéo de calo na base do explante, comprometendo a rizogénese e 0 crescimento da
parte aérea (RADMANN, et al, 2002).

Para os atributos tamanho da planta, nimero de folhas e comprimento do limbo foliar, embora nédo
havendo diferenca significativa, verificou-se o melhor resultado quando utilizada a concentra¢éo 0,025
mg.L-1. Para o didmetro do pseudocaule, as plantas se desenvolveram melhor quando na auséncia do
horménio vegetal. Quanto ao nimero de raizes, o melhor resultado obtido foi com a utilizagio de 0,01 mg.L-
1 de AIA, também sem diferir estatisticamente das concentra¢des 0,0 mg.L-1; 0,025 mg.L-1 e T4 — 0,05
mg.L-1.

Com excecéo do tratamento 5 (0,1 mg.L-1), os tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si.
De acordo com CARVALHO, et al (2012), algumas cultivares de bananeira sdo capazes de se desenvolver
adequadamente em meio MS, sem adi¢do de auxina ao meio, como a cultivar Williams. O AIA é uma auxina
natural rapidamente oxidada ndo se acumulando em grandes quantidades nas células, sendo facilmente
inativada e portanto menos eficiente que as auxinas sintéticas, as quais se acumulam e sdo capazes de
permanecer por um periodo mais prolongado nos tecidos quando aplicadas exogenamente
(BIDWELL,1979). O resultado indica que a auxina presente no meio pode néo ter sido disponibilizada aos
explantes durante esta fase do experimento.

Diante dos resultados obtidos, a utilizacdo de AIA n&o demostrou efeitos positivos para

alongamento e enraizamento de plantas de bananeira da variedade Nanic&o.

CONCLUSOES
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O AIA néo influenciou positivamente o desenvolvimento de plantas na fase de alongamento e
enraizamento independentemente da concentracao utilizada.

Os resultados apresentados no tratamento 5 (0,1 mg.L-1) demonstraram uma influéncia negativa do
AlA, pois obteve-se as menores médias.

Novos trabalhos devem ser realizados no sentido de investigar uma concentracdo do hormdonio

vegetal que seja favoravel ao desenvolvimento da cultura da bananeira in vitro.
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