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CRESCIMENTO E OXIDACAO DE EXPLANTES DE BANANEIRA-PRATA (Musa
AAB) IN VITRO. 1. CONCENTRACOES DE SAIS DE FERRO, COBRE E ZINCO '

SERGIO UTINO?, IRAIDES FERNANDES CARNEIRO?, LAZARO JOSE CHAVES?

RESUMO - Este experimento teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes concentracdes de ferro, cobre e zinco do meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) no controle da oxidagdo de explantes iniciais de bananeira-Prata (Musa AAB). Foram utilizadas
trés concentragdes (100, 50 e 0 uM) de FeEDTA, duas concentragdes (0,1 € 0uM) de (CuSO,).5H,0 e duas concentragdes (30 e OuM)
de (ZnSO 4).’7HZO, num delineamento inteiramente casualizado, arranjado em um fatorial completo 3 x 2 x 2, utilizando-se de 15
repeticdes. Apices caulinares foram inoculados em meio MS modificado e, decorridos 28 dias apds a inoculagdo, avaliaram-se a
massa de matéria fresca, altura e grau de oxidag@o. Observou-se que esses micronutrientes sdo essenciais para o crescimento dos
explantes e que a concentragdo de ferro influencia na oxidacdo de explantes, sendo que maiores graus de escurecimento foram
observados nas concentragdes mais elevadas. A redugdo ou retirada destes elementos do meio MS, isoladamente ou em combinagdes,
nao foi suficiente para eliminar a oxidacdo dos explantes.

Termos para indexacio: cultura de tecidos, Musa AAB, oxidagdo fendlica, ferro, cobre, zinco.

EXPLANTS GROWTH AND OXIDATION OF BANANA CV. PRATA (Musa AAB) IN VITRO.
I. IRON, COPPER, AND ZINC SALT CONCENTRATIONS.

ABSTRACT - This research work was carried to verify the effects of salt concentrations with iron, copper and zinc of the MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) medium on explants oxidation control for banana plants, cv. Prata (Musa AAB). Three salt
concentrations (100, 50, 0 uM) of FEEDTA and two concentrations (100, 0 uM) of (CuSO,). SH20 and two concentration (30 € 0 LM)
of (ZnSO,). TH20 were utilized. Completely randomized in a 3x2x2 factorial scheme with fifteen repetitions were utilized. Shoot tip
apices were inoculated in MS medium. Explants fresh matter weight, height and oxidation grade were evaluated 28 days after inoculation.
It was observed that iron, copper and zinc are essential to explants growth. Iron concentration reduction caused decrease in oxidation
grade, the reduction or elimination of iron, copper and zinc in MS medium, isolated or in combination forms was not sufficient to
eliminate the oxidation grade.

Index terms: tissue culture, Musa AAB, phenolic oxidation, iron, copper and zinc.

INTRODUCAO além de ser um fator de reducdo da taxa de multiplicagdo

(Carneiro, 1997).

Dentre as frutas tropicais, a banana ¢ considerada uma
das mais consumida no mundo, ocupando o segundo lugar em
area cultivada, no Brasil (IBGE, 1998). Em Goias, a bananeira
foi a atividade principal dentro da fruticultura, em 1996, sendo
que a banana-Prata ocupa o terceiro lugar na preferéncia do
consumidor (CEASA, 1996).

A bananeira ¢ propagada vegetativamente, sendo a
qualidade da muda de primordial importancia para o sucesso da
cultura. Com o objetivo de elevar a taxa de multiplicac@o e
reduzir a disseminag¢do de pragas e doencas, o uso da
micropropagacdo vem sendo estimulado no Brasil, a exemplo
de outros paises, grandes produtores e/ou exportadores
(Vuylsteke & Ortiz,1996; Souza et al., 1998).

Um problema freqiientemente encontrado no cultivo in
vitro é o escurecimento dos tecidos lesados do explante causado
pela oxidagdo de compostos polifenolicos (George &
Sherrington, 1984) o que prejudica o crescimento dos explantes,

Os micronutrientes Fe, Cu e Zn influenciam na oxidagao
de explanes, sendo Fe e Cu constituinte de enzimas as quais sdo
liberadas quando os tecidos sdo lesados (Pasqual et al., 1997).
O cobre faz parte das enzimas denominadas polifenoloxidase,
fenolase e tirosinase (Pasqual et al., 1997) enquanto o ferro é
constituinte de peroxidase (Amorim, 1985). Também
desempenha papel redox, a catalase e a lacase, com ferro e cobre,
respectivamente (Mengel & Kirkby, 1987). A deficiéncia de
zinco pode causar o aumento da atividade da polifenoloxidase e
da peroxidase (Malavolta et al., 1974).

Apos o ferimento dos tecida e conseqiiente oxidagao dos
polifendis ha a formacdo de quinona, substancia fitotdxica
inibidora do crescimento celular (Amorim, 1985). As quinonas
sdo substincias altamente ativas e, posteriormente a sua
produgdo, polimerizam e/ou oxidam proteinas para formar
compostos melanicos (George & Sherrington, 1984). Havendo
areducdo da produgdo destas enzimas oxidativas, tem-se como
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consequencia uma menor rapidez na oxidagdo fenolica dos
tecidos lesados (Pasqual ef al., 1997). E uma das formas de
reducdo da produgdo destas enzimas seria uma menor absor¢ado
dos micronutrientes Fe e Cu e maior absor¢do de Zn presentes
no meio de cultura.

Este trabalho teve por objetivo estudar os efeitos de
concentragdes de cobre, ferro e zinco sobre o crescimento ¢ a
oxidacdo de explantes iniciais de bananeira-Prata.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratdrio de Cultura de
Tecidos da Escola de Agronomia da Universidade Federal de
Goias. Utilizaram-se como explantes os apices caulinares de
mudas obtidas através das brotagdes laterais de rizomas de
bananeira-Prata, colocadas em canteiro de areia para propagagao
rapida ex situ. Blocos contendo o meristema apical, com as
dimensdes de30 mm x 15 mm x 15 mm, receberam o tratamento
para descontaminagio, pela imersdo numa solugdo de 35 ml L™
de NaOCl acrescido de 30 gotas de Tween-20 L', durante 20
minutos. Em condigdes assépticas, os explantes foram lavados
por trés vezes com agua destilada, deionizada e autoclavada,
apos o que, procedeu-se a reducdo do explante para 10 mm x 5
mm x 5 mm, deixando o meristema recoberto por primérdios
foliares e porgdo subjacente do rizoma.

Na preparacdo do meio de cultura, utilizou-se o meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), retirando-se completamente ou
parte do ferro, do cobre e do zinco, conforme a Tabela 1. Ao
meio, foram acrescentados sacarose (30 g L"), mio-inositol (100
mg L") e BAP (1,0 mg L"). O meio teve o pH ajustado para 5,8
e foi solidificado com o gelan Phytagel™ (2 g L") para, em
seguida, ser autoclavado a uma temperatura de 120°C, pressao
de 1,05 kgf cm=, durante 20 minutos. Foram distribuidos 10 ml
do meio para cada tubo de ensaio, os quais foram vedados com
Vitafilm (Good Year, 17 micras). Apds a inoculagéo, os tubos
de ensaio permaneceram, por uma semana, em cimara escura e,
depois, foram levados para a sala de crescimento sob temperatura
de 284+2°C com intensidade luminosa aproximada de 35
UEinstein, por um periodo de 16 horas diarias.

O delineamento experimental usado foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial completo 3x2x2
(concentragdes de Fe x concentra¢des de Cu x concentragdes de
Zn). Cada tratamento constituiu-se de 15 repeti¢des, sendo que
cada tubo de ensaio contendo um explante foi considerado uma
repeticdo. A avaliagdo foi feita aos 28 dias apos a inoculagéo.
As caracteristicas dos explantes avaliadas foram as seguintes:
grau de oxidagdo, massa da matéria fresca (g) e altura (cm). A
avaliagdo da oxidacdo foi efetuada subjetivamente, de forma
visual, observando-se o grau de escurecimento ¢ usando uma
escala de classificacdo segundo a qual: 0 = sem oxidagdo, 1 =
muito baixa oxidagdo, 2 = baixa oxidagdo, 3 = oxidagdo
intermediaria e 4 = oxidag¢do intensa.

Ap0s a transformacao para (x+0,5)" dos dados relativos
ao grau de oxidagao, estes e os demais foram submetidos a analise
de variancia. Quando constatada significancia estatistica,
procedeu-se a analise de regressdo ou a comparagao de médias
pelo teste de Tukey a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de varidncia mostrou que as concentragdes
utilizadas de Fe influenciaram significativamente sobre o
crescimento do explante em altura, em massa da matéria fresca
e sobre o grau de oxidagdo. A variag¢do na concentragdo de Cu
também apresentou diferenga significativa em relagdo ao
crescimento dos explantes, ao passo que o Zn ndo afetou nenhuma
das caracteristicas avaliadas. Diniz et al (1999) confirma a
necessidade desses micronutrientes para os explantes de banana-
prata and nos primeiros 20 dias, através da absorgdo dos mesmos
do meio de cultura. As intera¢des Fe x Cu, Fe x Zne Cu x Zn
foram altamente significativas para o grau de oxidacdo, ao passo
que ndo influenciaram o crescimento em altura. A massa da
matéria fresca foi influenciada significativamente apenas pela
interacdo Cu x Zn.

Pela Figura 1, verifica-se que existe um efeito linear
crescente para massa da matéria fresca @ medida que aumenta a
concentragdo de Fe no meio de cultura. O ferro, considerado
elemento essencial nas transformagdes energéticas, ocorre em
proteinas do grupo heme e ndo-heme e esta diretamente implicado
no metabolismo de acidos nucléicos e atua como ativador
enzimatico (Dechen et al., 1991). O ferro, de forma isolada,
exerceu efeito linear sobre o grau de oxidacdo dos explantes
sendo que, para a concentragdo de 5,58 mg L', os explantes
receberam, em média, nota 3,14. Em contrapartida, quando o
meio de cultura ndo continha ferro, os explantes apresentaram-
se pouco oxidados, recebendo, em média, nota 2,14.

Verifica-se, pela Tabela 2, que o crescimento dos
explantes foi menor na auséncia de Cu, enquanto o grau de
oxidagdo ndo foi influenciado pela presenca deste nutriente. A
retirada do Cu do meio MS, portanto, ndo deve ser recomendada,
visto que o crescimento em massa e em altura dos explantes é
reduzido, sem, no entanto, reduzir o escurecimento do mesmo.
A redugdo do crescimento em massa dos explantes, em cultivo
in vitro de bananeira, pode ser prejudicial, pois levaria um maior
tempo para possibilitar a divisdo do explante, com o objetivo de
quebra da dominancia apical (Carneiro, 1997).

Na auséncia do Zn e presenga de Cu, houve um aumento
significativo da massa de matéria fresca; entretanto, quando o
Zn foi mantido no meio de cultura, os explantes apresentaram-
se com o crescimento em massa semelhantes, tanto na presenga
como na auséncia de Cu. Ao analisar os efeitos significativos do
Cu dentro das concentragdes do Zn (Tabela 3), verifica-se que a
auséncia do Zn e do Cu determinou uma oxidagdo
significativamente maior do que quando o Cu estava presente,
ao passo que, na presenga do Zn, a oxidagdo foi maior com a
retirada do Cu. Na presenca do Cu, o Zn ndo causou efeito
significativo na oxidagdo. Relacionando a massa da matéria fresca
e o grau de oxidagdo dos explantes para os diferentes tratamentos
de Cu e Zn, constata-se que maior massa da matéria fresca foi
alcancada quando o grau de oxidacdo foi menor, indicando, neste
caso, que o crescimento sofreu influéncia negativa da oxidagéo,
pela liberacdo de compostos meldnicos toxicos ao explante que
inibem a atividade das enzimas (Araujo, 1995, e Pasqual et al.,
1997).

Na interagdo Fe x Cu para grau de oxidagao dos explantes,
quando se compara dentre os niveis de Fe, constata-se que, na
auséncia de Fe, a presenga de Cu ndo exerceu nenhum efeito
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TABELA 1. Varia¢do da concentragio de sais contendo Fe, Cu e Zn utilizadas em relagdo ao meio de cultura e quantidade total do
nutriente. Goiania-GO, 1999.

- ~ - Concentragdo ]
Variagdo da concentracdo utilizada Total do nutriente

utilizada no meio M S

em relagdo ao meio de cultura mg L UM (mg L™
Fe.EDTA (1/1) 27,80 100 5,58 de Fe
(1/2) 13,90 50 2,79 de Fe
(0/0) 0 0 0,00 de Fe
(CuS04).5H,0 (1/1) 0,025 0,1 0,006 de Cu
(0/0) 0 0 0,000 de Cu
(ZnS04).7H,0 (1/1) 8,60 30 1,96 de Zn
(0/0) 0 0 0,00 de Zn

TABELA 2 - Massa da matéria fresca, altura e grau de oxidagdo dos explantes de bananeira-Prata (Musa AAB) na presenga ¢
auséncia de cobre no meio de cultura. Goiania-GO, 1999.

Massa da matéria Altura do
Cobre . .
O Fresca explante Grau de oxidacgédo
(mg L7)
(g) (cm)
0,000 3,1702 B 3,0585 B 2,5846 A
0,006 3,4558 A 3,7228 A 2,5614 A

Meédias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem estatisticamente a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

TABELA 3 - Médias referentes a massa da matéria fresca (g) ¢ grau de oxidagdo por explante de bananeira-Prata (Musa AAB) na
auséncia e presenga de cobre e zinco. Goiania-GO, 1999.

Zinco (mg L")

Cobre . - N
0 M assa da M atéria Fresca Grau de Oxidagdo
(mg L)
0,00 1,96 0,00 1,96
0,00 2,964 Bb 3,396 Aa 2,7647 Aa 2,3871 Bb
0,006 3,652 Aa 3,279 Aa 2,4444 Ba 2,6666 Aa

Médias seguidas de mesma letra, maitiscula (coluna) e mintiscula (linha), ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 4 - Médias referentes a grau de oxidagao de explantes de bananeira-Prata (Musa AAB em relagdo a diferentes concentragdes
de ferro e cobre, e ferro e zinco. Goiania-GO, 1999.

Grau de Oxidagao

Ferro ) ] )
1 Cobre (mg L ) Zinco (mgL )
(mgL )
0,00 0,006 0,00 1,96
0,00 2,0000 a 2,2727 a 2,5454 a 1,7143 b
2,79 2,7727 a 2,2857 b 2,4762 a 2,5909 a
5,58 2,9545b 3,4286 a 2,8889 b 3,3889 a

Meédias seguidas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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FIGURA 1 - Média da massa da matéria fresca de explantes de
bananeira-Prata (Musa AAB) cultivadas in vitro
em diferentes concentragdes de Fe do meio de
cultura. Goiania-GO, 1999.
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FIGURA 3 - Grau de oxidac¢do" de explantes de bananeira-Prata
(Musa AAB) na presencga de zinco (1,96 mg L)
e em diferentes concentragdes de ferro. Goiania-
GO, 1999.
! Dados transformados por (x + 0,5)'

significativo sobre o grau de oxidagdo dos explantes. Quando se
utilizou a concentragdo de 5,58 mg L' de Fe, a oxidacdo foi
maior na auséncia de Cu (Tabela 4). Observou-se que existe uma
tendéncia de aumento no grau de oxida¢do quando se aumenta a
concentragdo do ferro, tanto na presenga como na auséncia de
cobre. A analise de regressdo para o efeito de diferentes
concentragdes de ferro, quando o cobre ndo foi adicionado ao
meio de cultura sobre o grau de oxidagdo dos explantes, mostra
um efeito linear crescente a medida que se eleva a concentragdo
de ferro no meio de cultura (Figura 2). Segundo Vagera &
Havrinek (1982), quando se adiciona Fe.EDTA ao meio de
cultura, este tem relagdo direta com o escurecimento; entretanto,
ndo foi verificada esta relagdo com a adigdo de FeSO, ou EDTA
, de forma isolada. A maior absor¢do de Fe pelo explante pode
induzir a maior produgdo das enzimas peroxidase ¢ catalase, as
quais apresentam o ferro no grupo prostético (Araujo, 1995, e
Pasqual et al., 1997). Estas aumentam a sua atividade na presenga
de oxigénio apods sua liberagdo para o meio de cultura pelos
tecidos lesados, o que provoca o aumento do escurecimento dos
explantes (Amorim, 1985).

Os efeitos da interagdo ferro x zinco sobre o grau de
oxidagdo dos explantes e a comparagdo de médias sdo mostradas
na Tabela 4. Para a concentragdo de 1,96 mg L' de Zn, verificou-
se que houve uma resposta linear em fungdo das diferentes
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FIGURA 2 - Grau de oxidagao" de explantes de bananeira-Prata
(Musa AAB) em diferentes concentragdes de
Fe, na auséncia de Cu. Goiania-GO, 1999.
Y Dados transformados por (x + 0,5)"

concentragdes de ferro, ou seja, o grau de escurecimento dos
explantes cresce a medida que se aumenta a sua concentragao
(Figura 3). Vagera & Havridnek (1982) verificaram que a
intensidade do escurecimento aumentou proporcionalmente com
a concentragdo de FEEDTA no meio. Verifica-se que o Fe
influenciou positivamente sobre o grau de escurecimento dos
explantes, tanto na auséncia como na presenga de Zn,
apresentando valores de 2,89 e 3,39, respectivamente, quando a
dose de Fe foi maior. Pelos resultados apresentados na Tabela 4,
verifica-se que, mesmo reduzindo o Zn e o Fe do meio de cultura,
os explantes ainda se apresentaram escurecidos, ou seja, outros
estudos devem ser realizados para obtencdo de resultados mais
eXpressivos.

CONCLUSOES

1- O ferro, o cobre e 0 zinco ndo devem ser retirados do meio de
cultura M, pois sdo essenciais para o crescimento dos explantes.
2 - A concentragdo de ferro influencia a oxidacdo de explantes,
sendo que maiores oxidagdes foram observadas em solu¢des mais
concentradas.

3 - A redugdo ou retirada do Cu, Fe ¢ Zn do meio MS, de forma
isolada ou em combinagdes, ndo foi suficiente para eliminar a
oxidagdo de explantes.
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