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Resumo: O cultivo de plantas in vitro é uma tecnologia que vem ganhando espago em vérias
areas do saber, desde a produgio de farmacos, o melhoramento genético até a micropropagacao
de espécies de dificil multiplicagdo convencional. O meio de cultura ¢ um elemento essencial
para o alcance dos objetivos do cultivo in vitro e para a micropropagagdo de espécies vegetais,
e dentre os componentes do meio de cultura, as fontes de carbono adicionadas ao meio de
cultura sdo determinantes para o desenvolvimento dos explantes. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o cultivo in vitro da banana (Musa spp), da cultivar Banana mag¢d em diferentes
concentragdes de sacarose, como fonte de carbono para seu desenvolvimento. Os cultivos
foram realizados tendo como explantes rizomas de bananeira, do tipo chifrinho, cultivados em
frascos contendo 40 mL de meio de cultura Murashige e Skoog (MS), complementado por
reguladores vegetais a 4 mL L' de Benzilaminopurina (BAP) e 175 pL L' de Acido indol-3-
acético (AIA) em diferentes concentragdes de sacarose (0, 10, 20 e 30 g L"), com o pH 5.8. O
desenho experimental usado foi o delineamento completamente casualizado, com quatro
tratamentos e oito repetigoes. Todos os dados coletados foram analisados e na comparagéo de
médias foi usado o teste de Duncan a 5% de significancia. O meio de cultura com 30 g L' de
sacarose causou o maior numero de brotagdes, folhas e altura de plantas, todavia foi o meio
mais propenso a contaminacdo. Portanto, ha necessidade de se incorporar ao meio de cultura
bactericidas e fungicidas para um controle efetivo de contaminantes. Observou-se perda de
vigor de crescimento nas plantas de todos os tratamentos 30 dias ap6s o inicio do cultivo in
vitro, o que deve estar relacionada a oxida¢ao dos explantes ou a auséncia de renovagido do

meio de cultura.

INTRODUCAO

As bananeiras pertencem a classe Liliopsida, ordem
Scitaminales, familia Musaceae, na qual se encontram as
subfamilias Heliconioideae, Strelitzioideae e Musoideae.
Esta ultima é caracterizada por seus sistemas foliares
serem dispostos em espirais e possuirem flores
funcionalmente unissexuais. A subfamilia Musoideae é
composta por dois géneros, Ensete e Musa, sendo este
altimo constituido por quatro sessdes: Australimusa,
Callimusa, Rhodochlamys e Eumusa (CARVALHO, JESUS e
SANTOS, 2012).

Segundo Fioravanco (2003), a banana é uma das frutas
mais importantes do mundo, tanto no que se refere a
producdo quanto a comercializagdo. Em muitos paises,
além de participar diretamente na dieta da populagéo,
esta fruta representa fonte de renda para muitas familias
de agricultores, gerando postos de trabalho no campo e
na cidade e contribuindo para o desenvolvimento das
regides envolvidas em sua producdo (PEREIRA et al.,
2020; MEHBUB et al., 2022).

As préticas de propagacdo desta cultura podem ser por
sementes oriundas da sua inflorescéncia, ou
vegetativamente por meio de mudas tipo chifrdo, chifre,
chifrinho, fracionamento de rizoma ou in vitro (PEREIRA et
al., 2020; MEHBUB et al., 2022). Entretanto, a propagacao
da bananeira através de brotacdo espontanea de rizoma,

além de apresentar baixa taxa de multiplicagdo e ser mais
lenta, favorece a disseminacdo de doengas e pragas para
novas areas (CARVALHO, JESUS e SANTOS, 2012; PEREIRA
et al., 2020). Diante disso, a adocdo do cultivo in vitro,
ainda que apresente algum perigo de reinfeccdo no
campo, permite produzir material livre de patogenos,
estabelecer cultivos com plantas saudaveis e aumentar
de maneira consideravel a producdo de plantas em curto
tempo (PEREIRA et al., 2020).

A sacarose deve ser utilizada como fonte de varios
nutrientes, entre eles, aclcar, vitaminas e fons metalicos
inorganicos necessarios para inducdo de calos e para a
formacao de brotos (RIBEIRO et al., 2012; MEHBUB et al.,
2022). Diante do exposto, o artigo tem como objetivo
principal o estudo de diferentes concentracdes de
sacarose no meio de cultura para cultivo de bananeira.

METoDOS

O experimento foi realizado no Laboratdério de
Biotecnologia do Instituto Superior Politécnico de
Manica, Mocambique, e teve a dura¢do de 8 meses. O
experimento foi realizado em etapas: coleta e preparo
dos explantes, preparo de solugdes e meio de cultura;
desinfeccdo dos explantes; inoculacdo; e crescimento
(Figura 1).
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FIGURA 1. Etapas realizadas no processo de cultivo in vitro: explantes do tipo chifrinho coletados no bananal caseiro (A), explantes seccionados e lavados
(B), desinfecdo dos explantes (C), redugdo dos explantes para introdugéo no frasco de crescimento (D), explantes reduzidos em 3,5 cm de comprimento e
2 cm de base (E), organizagdo dos frascos com explantes para crescimento em bancada equipada com ldmpadas florescentes frias de 18 W (F), explante
com broto perdendo o vigor aos 32 dias apds a introdugdo in vitro (G) e brotagBes de explantes aos 25 dias apds o subcultivo (H).

COLETA E PREPARO DE EXPLANTES

Foi feita coleta de rizomas do tipo chifrinho de Banana
maca no bairro Tambara 2, em um bananal familiar. Os
explantes foram retirados com auxilio de uma enxada,
tomando o cuidado de nado os ferir, pois qualquer lesao
pode causar contaminag¢do ou oxidagdo dos tecidos, bem
como lesBes ao meristema, que é a parte de interesse
nesta coleta (CARVALHO, JESUS e SANTOS, 2012). Antes
da entrada ao laboratdrio para assepsia, fez-se uma
primeira limpeza que consistiu em remover todo excesso
de terra, raizes, e outros detritos da parte superficial do
rizoma, bem como toda a parte escura superficial,
conforme prediz o protocolo de limpeza do explante
descrito por Justine e colaboradores (2022).

DESINFECCAO DOS EXPLANTES

A limpeza e desinfeccdo foi feita em cinco periodos
nomeadamente: | - retirada de todo excesso de terra e
lavagem dos explantes com agua e detergente liquido,
fora do laboratério; Il - lavagem com sab3o liquido dentro
do laboratério; Il - desinfeccdo dos explantes com
hipoclorito 2,5% por 30 min, outra desinfeccdo com

hipoclorito 1% por 15 min; IV - desinfeccdo com alcool
etilico a 70% dentro da cabine de seguranca bioldgica por
20 min; V - triplice lavagem dos explantes com agua Milli-
Q® autoclavada, dentro da cabine de seguranca bioldgica.

PREPARO DE SOLUGOES E MEIOS DE CULTURA

Previamente, todos  materiais utilizados  nos
experimentos foram preparados assepticamente. Apés a
desinfeccdo, iniciou-se a preparagdo do complexo
vitaminico, seguida da preparacdo de reguladores
vegetais Benzilaminopurina (BAP) e Acido indol-3-acético
(AIA), por fim preparou-se o meio de cultura Murashige e
Skoog (MS). Os explantes foram inoculados em meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), contendo 4 mL L *de BAP +
175 pL L de AIA, solidificado com 2,5 g L de Phytagel®,
acrescido de 0,1 g L' de 4cido ascérbico e com diferentes
concentragoes de sacarose (0, 10,20 e 30 g L), com o pH
ajustado para 5.8. Os meios de cultura foram distribuidos
em frascos contendo 40 mL por frasco. Os frascos foram
autoclavados a 121°C por 15 minutos a 1 atmosfera e
solidificados, fechados e guardados no escuro por trés
dias antes do uso.
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INOCULAGCAO E CRESCIMENTO DOS EXPLANTES

O processo de inoculagdo comecou com a reducdo dos
explantes (rizoma tipo chifrinho) dentro da cabine de
seguranca bioldgica, com auxilio de uma pinga para
segurar o explante e um bisturi para efetuar cortes. Para
garantir a assepsia do processo, a pinca e o bisturi eram
flambados com alcool etilico a 70%. A flambagem era
feita apds o manuseio de um explante para ndo passar
possiveis contaminantes de um explante ao outro.
Terminada a reducdo dos explantes, com auxilio de uma
pinca, foi feita a inoculagdo de um (1) explante por frasco,
aos frascos contendo 40 mL de meio de cultura e depois
os frascos foram tampados com papel aderente. Apos a
inoculacdo em meio de cultura, os frascos foram
colocados na sala de crescimento, com lampadas
florescentes frias de 18 W, temperatura de 24 & 2°C, com
um fotoperiodo de 16 horas de luz.

COLETA E ANALISE DE DADOS

Os dados foram coletados 15 e 30 dias apds a introdugdo
in vitro dos explantes. A medi¢ado da altura das plantas foi
feita através de uma régua de 30 cm dentro da cabine de
fluxo laminar. O nimero de folhas e brotos foi obtido a
partir da contagem por meio de observacgdes diretas. O
desenho experimental usado foi completamente
casualizados com quatro tratamentos e oito repeticoes.
Todos os dados coletados foram analisados
estatisticamente usando o pacote estatistico GENSTAT
versdo 14. Para a comparagao de medias foi usado o teste
de Duncan a 5% de significancia.

REsuLTADOS

A brotagdo dos explantes iniciou 8 dias apds o
estabelecimento, com 100% dos explantes reagidos
positivamente, porém, verificou-se contaminacdes por
fungos em 25% do total dos explantes sendo dois frascos
de tratamento com 30 g L' de sacarose e um do
tratamento 20 g L* de sacarose, enquanto que os
tratamentos com 0 e 10 g L' de sacarose nao
apresentaram contaminagdes (Figura 2).

Passados 30 dias apds a introdugdo dos explantes in vitro,
foi feito o subcultivo. Tanto na introducdo in vitro como
no subcultivo, verificou-se que o maior nimero de
contaminagdes e maior concentra¢ao dos contaminantes
foram no tratamento com 30 g L-1 de sacarose, seguidos
do tratamento 20 g L-1 de sacarose (Figura 2).

Na comparac¢do das médias dos tratamentos, observou-
se que 30 g L-1 de sacarose causou o melhor desempenho
em relacdo aos demais tratamentos em todas variaveis
analisadas de crescimento, tais como nimero de brotos,
altura e nimero de folhas (Figura 3). Apenas para as
brota¢des (Figura 3A), o meio com 30 g L-1 de sacarose
nao diferiu estatisticamente do tratamento com 20 g L-1
de sacarose.

Em todos os tratamentos observou-se uma perda de vigor
de crescimento em cerca de 100% dos explantes 30 dias
apds o estabelecimento (marcado por escurecimento do
rizoma, do caule brotado e murcha das folhas),
resultando em morte apds 32 dias. Os explantes nos

BIOENS@®IOS | E-ISSN: 2965-839X | Campinas, SP | vol.3 | €024002 | 2024

-

tratamentos com 20 e 30 g L-1 de sacarose resistiram a
perda de vigor até aos 32 dias, enquanto que os explantes
com 0 e 10 g L-1 perderam o vigor de crescimento mais
rapidamente, mostrando os primeiros sinais ja aos 28
dias.
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FIGURA 2. Niveis de contaminagdo flngica nas diferentes concentragdes
de sacarose 30 dias apds a introdugdo in vitro e no subcultivo.

Discussio

Estas observacoes sugerem que maiores concentracoes
de sacarose como fonte de carbono proporcionaram
maior crescimento de fungos. Segundo Ferreira (2006), o
crescimento micélial de Aspergillus flavus é maior em
concentragdes de sacarose variando entre 12 e 36% se
comparadas as menores concentragdes. Quinsen e
colaboradores (2004), Da Cruz Cabral e colaboradores
(2013) afirmam que o0s micro-organismos, como
qualquer organismo vivo, necessitam de fontes de
energia para o seu desenvolvimento, e alguns micro-
organismos como fungos e bactérias utilizam compostos
simples como acglcares e aminoacidos para
proporcionarem o seu rapido desenvolvimento (NYCHAS
e PANAGOU 2011; MEHBUB et al., 2022). Pereira e
colaboradores (2020) avaliaram diferentes
concentrac¢des (10 e 20 g L) de sacarose no cultivo in vitro
de banana (Musa spp.) e notaram que a propor¢do de
contaminac®es flngicas foi maior no tratamento com 20
g L' de sacarose, evidenciando que esse carboidrato
influencia o desenvolvimento dos micro-organismos
contaminantes. Outros autores trabalhando com a
cultura do fumo observaram que é necessaria a adicdo de
antibidticos e fungicidas ao meio de cultura para obter
um  controle  efetivo  dos  micro-organismos
contaminantes, pois a utilizagdo apenas de alcool a 70%
e hipoclorito de sddio ndo sao suficientes (NAUE et al.,
2007).

O tratamento com 30 g L* de sacarose mostrou-se melhor
para o cultivo in vitro de Musa spp., € os resultados deste
estudo foram similares aos obtidos por Pereira e
colaboradores (2020), que reportaram que baixas
concentragGes de sacarose ndo foram satisfatorias para o
desenvolvimento dos explantes. No caso da violeta
africana, o tratamento 20 g L de sacarose proporcionou
mais brotacOes por explante apds 80 dias de cultivo, em
relagdo ao tratamento com 10 g L* de sacarose (AGRA et
al., 2009). O tratamento com 30 g L! de sacarose também
se mostrou satisfatério para orquideas (DIGNART et al.,
2009), resultado que corrobora o apresentado neste
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FIGURA 3. Nimero de brotagdes (A), altura (B) e nimero de folhas (C) de bananeiras em cultivo in vitro com concentra¢Bes variadas de sacarose no meio de
cultura. Letras distintas indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos. Cada barra representa o valor médio de 8 repeti¢des * desvio padrdo.

estudo. Torres e colaboradores (2006) constataram que as
plantulas de tomateiro apresentaram maior crescimento
e desenvolvimento do sistema radicular em
concentragdes acima de 15 g L de sacarose, enquanto
que na auséncia de sacarose houve menor crescimento e
praticamente raizes ndo foram formadas. Resultados
semelhantes foram relatados em plantas de
morangueiro, medicinais, menta, batata e Vvideira
(RIQUELME et al., 1991; NICOLOSO et al, 2003).
Adicionalmente, Santos e colaboradores (2012) relataram
que explantes submetidos ao enraizamento in vitro em
meio contendo 30 g L-1 de sacarose produziram raizes
finas com caracteristicas desejaveis ao serem submetidas
a aclimatacgdo exvitro. A auséncia de fontes de carbono no
meio de estabelecimento in vitro dificulta o
desenvolvimento dos explantes, necessitando estes de
uma fonte de energia exdgena para o seu crescimento e
desenvolvimento. Em condi¢des in vitro a planta
apresenta-se heterotréfica e na auséncia de uma fonte de
energia suplementar a partir de carboidratos, o
crescimento e o desenvolvimento dos érgdos da plantula
ficam comprometidos (DAVIS, HAISSIG e SANKHLA, 1991;
MEHBUB et al., 2022).

A morte das mudas de bananeira dentro dos frascos de
crescimento ap6s passados 28 dias da introduc&o in vitro
pode ter sido causada pela escassez de nutrientes no
meio, e também pela oxidacdo dos explantes. Assim, o
subcultivo é essencial para o sucesso da propagacdo in
vitro de explantes de bananeira, sendo recomendado até
quatro semanas de cultivo em cada subcultivo. De modo
a manter a estabilidade genética, sugerem-se cinco
subcultivos como  margem segura para a
micropropagacao de bananeira (SIQUEIRA et al., 2013;
ENOKI e TAKAHARA, 2014; MEHBUB et al., 2022). Utino e
colaboradores (2001) relataram que o longo periodo de
subcultivo (28 dias) ocasiona menor crescimento devido
a reducdo da concentracdo dos sais do meio MS. De fato,
o tempo de subcultivo é importante para a
micropropagacdo de bananeira, e Dignart e
colaboradores (2009) observaram perda de vigor e
consequente morte em mudas que ficaram mais de 30
dias no meio de cultivo. O declinio do vigor esta associado

com a producdo de substancias fendlicas ou a outros
fatores como virescéncia ou maturidade dos explantes. O
controle da oxidagdo no cultivo in vitro de Musa spp.
implica diretamente no vigor do explante (DIGNART et al.,
2009). Alternativamente, Mehbub e colaboradores (2022)
relataram que, durante a micropropagacao, as culturas in
vitro podem com o tempo acumular mutagGes somaticas
ou variacdes genéticas devido a instabilidade genética
associada a esse método, o que pode levar a diferencas
na expressao génica e, consequentemente, a perda de
vigor. Enoki e Takahara (2014), estudando a taxa de
sobrevivéncia e diferencas varietais nas caracteristicas
culturais de plantas ornamentais, constataram que apds
30 dias da introducdo in vitro, os explantes perderam o
vigor de crescimento devido ao estresse oxidativo e ao
envelhecimento dos explantes, resultados que
corroboram com o presente estudo.

CoNcCLUSAO

0 estabelecimento in vitro de rizomas da banana é um
processo que demanda extrema atencdo quanto ao
controle de contaminac¢Bes, devendo-se garantir a
assepsia de todo o processo desde o preparo dos
explantes até o seu estabelecimento e crescimento das
plantulas. A sacarose é um elemento importante para o
cultivo in vitro da bananeira, servindo como uma fonte de
energia exégena. Para Musa spp., a concentragdo de 30 g
L* de sacarose é a que proporcionou maior crescimento
do explante, sendo a concentracdo indicada para o
cultivo in vitro de bananeira. Todavia, maiores
concentragdbes  de  sacarose  condicionam o
desenvolvimento rapido dos fungos no meio de cultivo,
sendo necessario maior atencdo na assepsia dos meios
de cultura. A perda de vigor vegetativo ndo esteve
relacionada com a variagdo da concentragdo de sacarose,
pois foi observado em todos os tratamentos. Esta perda
pode estar mais relacionada a oxidacdo dos explantes
assim como ao meio de cultura que nao foi renovado.
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