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EFEITO DA INTERACAO ENTRE CARVAO ATIVADO E N-BENZILAMINOPURINA NA
PROPAGACAO IN VITRO DE BANANEIRA, CV. GRAND NAINE (AAA)!

FREDERICO HENRIQUE DA SILVA COSTA? JONNY EVERSON SCHERWINSKI PEREIRA?,
MARIA APARECIDA ALVES PEREIRA*, JANIFFE PERES DE OLIVEIRA*

RESUMO - O carvéo ativado possui a propriedade de adsorver os compostos fendlicos liberados pela oxidac&o dos tecidos lesionados durante
o cultivo in vitro. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da interagéo entre o carvéo ativado e diferentes concentracGes de N°-
benzilaminopurina(BAP) namultiplicag8o in vitro dabananeira, cv. Grande Naine (AAA). O meio de culturautilizado foi 0 M S, solidificado com
5g.Ltdeéagar. O cultivo foi mantido em salade crescimento a 25+2°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 30 umol.m2s?. Foram
avaliadas a presenca e a auséncia de carvéo ativado (0 e 3 g.L ™) e quatro concentracBes de BAP (0; 2; 4 e 6 mg.L™) no meio de cultura. O
delineamento foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes, em um sistemafatorial 2x4. Os explantesforam avaliadosacada 30 dias, por um
periodo de quatro subcultivos. Apés cada subcultivo, o comprimento de brotacdes, a taxa de multiplicagdo, o vigor, o nivel de oxidac&o das
brotaces emitidas e 0 nimero de raizes formadas foram avaliados. | ndependentemente das concentraces de BAP, o carvéo ativado influenciou
significativamente em todas as varidvei s analisadas. De maneirageral, a adi¢do de carvao ativado af etou negativamente a taxa de multiplicacéo,
emboratenhamelhorado o vigor e 0 nimero de raizes e diminuido aoxidagdo dos explantes. Na ausénciade carvao ativado, o BAP proporcionou
as maiores taxas de multiplicaco das brotacGes.

Termos deindexacdo: Musa sp., micropropagacdo, compostos fendlicos, oxidagdo, citocinina.

INTERACTION EFFECT BETWEEN ACTIVATED CHARCOAL AND N®-BENZYLAMINOPURINE IN THE IN
VITRO PROPAGATION OF BANANA, CULTIVAR GRAND NAINE (AAA)

ABSTRACT - Active charcoa has the capacity to fix phenolic compounds released by the oxidation of manipulated tissues during in vitro
cultivation. The present work objective wasto eval uate theinteraction effects between active charcoal, combined to different BAP concentrations
inthein vitro banana propagation, cv. Grand Nain (AAA). The culture medium used wasthe M S, solidified with 5 g.L* agar. Cultures were kept
inagrowth room at 25 + 2°C with a photoperiod of 16 h at 30 umol.m?s?. It was eval uated the presence and the absence of active charcoal (0 and
3 g.L?) and different concentrations of BAP (0, 2, 4 and 6 mg.L™?) in the culture medium of four subcultures at four-week intervals. The
experimental design was completely randomized in a 2x4 factorial scheme, and five replicas. After each subculture shoot height, multiplication
rate, vigor, oxidation level and number of roots per shoot were evaluated. Independently of BAP concentrations, active charcoal had influenced
significantly ontheresults. In general, the addition of active charcoa affected negatively the multiplication rate, whileit improved thevigor, root
number and decreased the oxidation level of the shoots. In the absence of activated charcoal, BAP provided larger multiplication rates of shoots.

Index terms. Musa sp., micropropagation, phenolic compounds, oxidation, citokinin.

INTRODUCAO

O cultivo de brotos meristeméticos de bananeira em
laboratério tem apresentado crescimento nos Ultimos 30 anos, sendo
gue esta técnica vem sendo adotada em diversos paises como
aternativaapropagagdo convenciona de material vegetal de gendtipos
superiores (Guibbik & Pekmezci, 2004). 1sso se deve ao fato de esta
técnicaapresentar diversas vantagens ao método comumente utilizado
para obtencdo de mudas, tais como alta taxa de multiplicacéo,
uniformidade fisiol 6gicados materiais, disponibilidade de propagul os
livres de doengas durante o ano inteiro, répida difusdo de novas
variedades, uniformidade de brotos, entre outras (Arias, 1992).
Contudo, ha ainda alguns fatores que limitam em parte o processo de
micropropagacdo de algumas cultivares de bananeirae queinterferem
principal mente na taxa de multiplicac8o, entre os quais, aaltataxade
oxidacdo dos explantes (Oliveiraet a., 2001), aqual é caracterizada
pelo escurecimento das partes excisadas dos explantes e do meio de
cultivo, influenciando na absor¢@o dos constituintes do meio pelo
explante em virtude da obstrucdo do tecido oxidado. Tal oxidagdo é
resultante da liberagdo de compostos fendlicos in vitro, precursores
da sintese de lignina pelo tecido injuriado (Van Winkle et a., 2003).
Esse acimulo de polifendis e produtos de oxidagdo, como melanina,
suberina, lignina, cutina e calose em torno da superficie excisada,
modifica a composicdo do meio de cultivo e, conseqlientemente, a

absorcdo de metabolitos (Andrade et al., 2000). Os compostos
fendlicos sofrem oxidagdo pelas enzimas polifenases, produzindo
substancias toxicas que normalmente inibem o crescimento dos
explantes, ocasionando, ndo raramente, até amorte dos mesmos (Sato
eta., 2001). Aliado aestefato, existe anecessidade de se otimizarem
0s niveis exdgenos de citocinina nos meios de cultivo para cada
gendtipo devido haver influéncia quanto ao nivel etipo do regulador
de crescimento em questéo.

Nesse sentido, vérias pesquisas ja foram desenvolvidas em
bananeira com o intuito de verificar a agdo dos niveis exdgenos de
citocinina, em especial a N8-benzilaminopurina (BAP) (Santana &
Alloufa, 2000; Oliveiraet al., 2001; Giibbik & Pekmezci, 2004), assim
como o potencial antioxidante de algumas substancias (Silva et al.,
2001; Alloufaet al., 2002) e, destaforma, minimizar osefeitos negativos
da oxidagao fendlica durante o cultivo in vitro de Musa sp. Dentre os
antioxidantes usados, destaca-se o carvdo ativado, um componente
gue tem sido freglientemente adicionado aos meios de cultura de
tecidos vegetais com sucesso (Van Winkle et al., 2003), mas de cujos
efeitos ainda ndo se possui bom entendimento. Entretanto, existem
consideracbes de que o carvdo ativado promove a adsor¢do de
hormdni os (auxinas, citocininas), produtos do metabolismo de plantas
(exudatos) e metabdlicos toxicos, como os compostos fendlicos (Ebert
et al., 1993; Pan & Van Standen, 1998), além de vitaminas, Fe-EDTA,
fons Zn e Cu, e outros componentes do meio de cultura (Johannson
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TABELA 1 - Influénciado carvéo ativado no meio de culturasobre as varidveis comprimento de brotagdes, taxa de multiplicagéo, oxidacao, vigor
endmero deraizesformadas em bananeira, cv. Grand Naine. Rio Branco-AC, 2004.

Meio de cultura Comprimento (cm) Taxa de multiplicagao Oxidagao Vigor N°. raizes
Com carvao 4,8a 2,3b 21a 2,4a 6,1a
Sem carvao 2,7b 3,5a 2,4b 1,5b 4,3b

C.V. (%) 13,4 8,4 7,2 11,1 9,9

Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item avaliado diferem entre si, a5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey.

etal., 1990; VanWinkleet al., 2003).

Desta forma, os objetivos deste estudo foram avaliar os
efeitos dainteracdo entre o carvao ativado e diferentes concentragdes
deN8-benzilaminopurina (BAP) namultiplicacgo in vitro dabananeira,
cv. Grand Naine (AAA).

MATERIAL E METODOS

Otrabahofoi conduzido no Laboratdrio de Culturade Tecidos
da Embrapa Acre. O material vegetal utilizado foi a cultivar Grand
Naine. Como fonte de explantes, utilizou-se de mudas do tipo chifre
ou chifrinho, obtidas do matrizeiro da EmbrapaAcre.

ApbGsacoleta, foi realizadaalimpezamecanicadosexplantes,
removendo-se parte do rizoma e do pseudocaule até o tamanho
aproximado de 5 cmd. Em seguida, os propagulos foram lavados em
aguacorrente elevados paracamarade fluxo laminar, onde serealizou
a primeira desinfestaco pela imersdo em dcool (70%), por cinco
minutos, seguida de 20 minutos em hipoclorito de sodio (50% da
solucdo comercial). Apds este periodo, os apices foram lavados por
trés vezes em &guadestilada e esterilizada e novamente reduzidos até
tamanho méximo de 1cm?®. O estabelecimento em meio de culturafoi
realizado em frascosdevidro tipo “ baby food” (5,0 cm x 7,0 cm) com
30mL demeioMS (Murashige& Skoog, 1962), solidificadocom5g.L*
de &gar.

O cultivo estabelecido foi mantido por um periodo de 45
dias, em sala de crescimento, na auséncia de luz. Apés este periodo,
as brotacBes desenvolvidas foram transferidas para meios de
proliferacdo, em frascos de 250 mL de capacidade e 40 mL de meio.
Nesta etapa, foram retiradas as partes fenolizadas dos explantes,
iniciando-se assim o processo de multiplicacdo em meio de culturade
MS. Os tratamentos foram dispostos em um esquema fatorial 2x4,
congtituido da presenca e auséncia de carvao ativado (0 e 3 g.L?)
associado a diferentes concentracdes de N®-BAP (0; 2; 4 e 6 mg.L ™),
num total de 8 tratamentos. O delineamento foi inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes e quatro explantes por parcela.

Durante amultiplicacdo, osmateriaisforam mantidosem sala
de crescimento sob temperaturade 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas
eintensidade luminosa de 30 umol. m?s™,
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As avaliages quanto a atura, taxa de multiplicacdo, vigor
das brotacdes emitidas, grau de oxidacdo dos explantes e nimero de
raizes formadas foram realizadas a cada 30 dias de cultivo, por um
periodo de quatro subcultivos. As variaveis vigor (desenvolvimento
gera) e nivel de oxidacdo foram analisadas comparativamente entre
as brotacBes regeneradas, ao final de cada subcultivo, por meio de
uma escala de notas atribuidas arbitrariamente, que variou de 1 a 3,
significando: 1) pouco, 2) medianamente ou 3) brotagdes muito
vigorosas (desenvolvidas)/oxidadas. Em cada subcultivo, os
explantes eram limpos, retirando-se as partes fenolizadas.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e de
regressao, fazendo-se a comparacdo das médias pelo Teste de Tukey,
a5 % de probabilidade. Dados referentes ataxade multiplicagcdo (x) e
nimero de raizes foram transformados segundo (x+1)°°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Independentemente das diferentes concentracdes de NS-BAP
utilizadas, foi observado influéncia significativa da adicéo do carvéo
ativado ao meio de cultura, em todasasvariaveisavaliadas. Brotagdes
cultivadas na presenca de carvao ativado apresentaram maior altura,
vigor e nimero de raizes formadas quando comparadas aquelas
cultivadas em meio de cultura, na auséncia deste antioxidante. Por
outro lado, apresencaem meio de cultura provocou areducdo dataxa
de multiplicacdo e nivel de oxidacdo dos explantes (Tabela 1),
independentemente das concentracdes de N8-BAP testadas.

Jaquando se avaliaainteracdo carvao ativado x Né-BAP por
meio da andlise de regressdo, verifica-se que, para comprimento de
brotos, houve efeito negativo dos niveis de N®-BAP em meio
desprovido de carvéo ativado, o que foi caracterizado pela acentuada
reducdo do comprimento & medida que se elevou a concentracéo
desta citocinina (Figura 1a). Este fato pode ser atribuido aos efeitos
do Né-BAP em quebrar adominanciaapical e favorecer a emissdo de
novos brotos (Mok, 1994, citado por Mok et al., 2000). De acordo com
Grattapaglia& Machado (1990), o alongamento pode ser inibido pelo
efeito acumulativo do regulador de crescimento presente no meio, no
caso a Né-benzilaminopurina (BAP). Estudos realizados por Diniz et
al. (2003) demonstraram que a adicdo de BAP no meio de cultura
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FIGURA 1 - Efeito de concentractes de N®-BAP e presenca e auséncia de carvao ativado no meio de cultura sobre o comprimento de brotagdes
etaxade multiplicagdo em bananeira, cv. Grand Naine. Rio Branco-AC, 2004.
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FIGURA 2 - Efeito de concentragGes de N®-BAP e presenca e ausénciade carvao ativado no meio de culturasobre o nivel de oxidagdo (a) e vigor
(b) em brotagdes de bananeira, cv. Grand Naine. Rio Branco-AC, 2004.

também causou reducéo no comprimento de brotacdes de macela. Em
bananeira, Souza & Goncalves (1996) verificaram que, em meio de
cultura sem a presenca de N®-BAP, a cv. Caipira apresentou forte
dominéncia apical, contrério aos tratamentos com doses crescentes
desta citocinina. Webb et a. (1978), citados por Pan & Van Standen
(1998), relatam que o crescimento de brotos de Pinus strobus foi
promovido pelo carvao ativado. Contudo, asuplementacéo destemeio
de cultura com concentracdes de N8-BAP inibiu a inducéo de novos
brotos e a rizogénese.

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas
significativas para comprimento de brotacdes quando estas foram
cultivadas em presenca do carvdo ativado, independentemente das
concentracdes de Né-BAP testadas (Figura 1a). Tais resultados se
devem, muito provavelmente, ao fato de o carvéo ativado adsorver
reguladores de crescimento e, desta forma, reduzir ou mesmo
neutralizar sua atividade. Este fato também foi observado por
Buchheim et al. (1989), citados por Pullman et al. (2005), em que a
combinacdo de carvao ativado inibiu os efeitos do &cido abscisico
(ABA), com subseqgiiente perda de sua atividade bioldgica. Estes
autores afirmam que o uso de carvao ativado em meio de cultura é
mais recomendado quando se busca 0 enraizamento in vitro,
aongamento de brotos, ou cultura de antera.

Para taxa de multiplicacdo, a adicdo de carvao ativado ao
meio promoveu menor nimero de brotos por explanteinicial, em média
2,3 brotos, independentemente dos niveis de N®-BAP testados,
evidenciando o efeito de adsorcdo do Né-BAP pelo carvéo ativado,
uma vez que, ha auséncia deste antioxidante, 0 aumento da
concentracao de N®-BAP favoreceu a taxa de multiplicacdo, até
aproximadamente 4 mg.L, a partir da qual a adicdo de N®-BAP ao
meio hdo mais promoveu acréscimos significativos paraestavariavel
(Figura 1b). Segundo Pullman et al. (2005), para que se obtenham os
beneficiosdo carvao ativado e dos regul adores adicionados aos mei s,
€ necessario que se eleve o nivel do fitorregulador de interesse.
Trabalhando com as cultivares de bananeira Pelipita e Prata Ken,
Quisen (2002) verificou pequenas diferencas na capacidade
proliferativa entre niveis de N5-BAP testados, levando a conclusao
de que tais resultados podem estar associados a interacdo gendtipo e
citocinina. Dai a necessidade de se otimizar a cada gendtipo o nivel
exdgeno ou mesmo o tipo de citocinina a ser adicionado ao meio.

Para a variavel oxidacdo, constatou-se efeito benéfico do
carvao ativado, havendo leve reducéo do nivel de oxidacdo a medida
gue se elevou a concentracdo de N®-BAP no meio. Por outro lado, em
meio desprovido de carvéo ativado, o nivel de oxidacéo foi superior,
ndo diferindo significativamente, porém, quanto as concentracdes de
N8-BAP (Figura2a). Quanto ao vigor das brotagdes, verificou-se um
comportamento quadrético descendente entre a auséncia de carvéo e
a elevacdo da concentracdo de N®-BAP no meio. Assim, brotacdes
cultivadas em meio livre deste antioxidante apresentaram decréscimo
no vigor a medida que se elevaram os niveis desta citocinina, fato

confirmado pelo maior vigor obtido na concentracéo de O mg.L*de
NS-BAP. Ja em meio de cultura com carvéo ativado, ndo foram
verificadas diferencas significativas para esta variavel,
independentemente das concentracfes de N8-BAP utilizadas. Porém
as brotagdes foram mais vigorosas em comparacao a adicdo exdgena
de N®-BAP em meio sem carvao (Figura 2b), levando a inferir que
houve maior absorcdo de nutrientes pelas brotagdes sob ainfluéncia
deste antioxidante, ja que brotacdes cultivadas nestas condictes de
mel 0 apresentaram reduzi daoxidacdo e maior formacao deraizes (Figura
3) do que aquel as cultivadas em meio de culturadesprovido de carvao
ativado.

Paraacaracteristicanimero deraizesformadas, verificou-se
gue brotacBes cultivadas em meio desprovido de carvéo ativado
apresentaram decréscimo no nimero deraizesamedidaque seelevou
a concentracdo de N5-BAP, enquanto na concentracdo de O mg.Lta
médiafoi de 6 raizes por explante, e naconcentracdo de 6 mg.L tesse
nimero foi préximo a2,3 (Figura3). Essefato confirmaateoriadeque
as citocininasinibem ou atrasam aformacdo de raizes (Ben-Jaacov et
al., 1991). Resultados similares foram obtidos por Diniz et al. (2003),
gue observaram reducdo no nimero de explantes de macelacom raizes,
em meio com elevadas concentracBes de N°-BAP.

Entretanto, a suplementacdo do meio com carvéo ativado
favoreceu o enraizamento das brotacfes, independentemente das
concentragdes de N®-BA Ptestadas (Figura3). Grattapaglia& Machado
(1998) reportam que o carvao simulaa condicao de escuro naqua as
raizes normamente se desenvolvem melhor, além de possuir efeito
diluidor, retendo parte de todos os elementos que compdem o meio,
absorvendo compostos fendlicosinibidores do enraizamento. Cronauer
& Krikorian (1984), comparando o efeito da adicdo de ANA, AlA e
AIB a0 meio de cultura em presenca de 0,025 % de carvéo ativado,
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FIGURA 3 - Efeito de concentragbes de N®-BAP e presencaeauséncia
de carvéo ativado no meio de cultura sobre o nimero de
raizes formadas em bananeira, cv. Grand Naine. Rio
Branco-AC, 2004.
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ndo observaram diferencas destes sobre 0 enraizamento in vitro de
Musa. Glbbik & Pekmezci (2004) também concluiram ser desnecess&ria
a adicdo de fitorreguladores (ANA e AIB) no meio MS para o
enraizamento de Musa spp., sugerindo que apenas a adicdo de carvéo
ativado é eficiente no enrai zamento. Villegas (1990), citado por Calvete
et al. (2002), verificou que autilizagéo do carvo ativado causou efeito
benéfico na estimulagéo da rizogénese in vitro de morangueiro em
relacdo ao tratamento a testemunha (auséncia de carvéo ativado).
Santanaet al. (2005), avaliando ainfluénciado AIB e do carvéo ativado
em brotacGes de Annona glabra, verificaram efeitos positivos da
adicdo do carv&o sobre o niUmero de raizes, niUmero de raizes
secundarias, comprimento damaior raiz, percentagem de enraizamento
epeso seco dasraizes, aém deum efeito altamente significativo sobre
0 crescimento e o desenvolvimento da parte aérea das microplantas.

CONCLUSDES

1. A adico de carvéo ativado ao meio de cultura M S reduz
significativamente a taxa de multiplicagdo e o nivel de oxidagdo de
brotacBes de bananeira, cultivar Grande Naine.

2. BrotagBes mais altas, vigorosas e com maior nimero de
raizes sdo obtidas em meio MS acrescido de carvéo ativado.

3. Concentragdes de até 6 mg.L* de N.-BAP em meio de
cultura com carvéo ativado ndo exercem nenhuma influéncia sobre
comprimento, taxade multiplicacdo, oxidacdo, vigor e nimero deraizes
em bananeira, cv. Grande Naine.
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