COMUNICACAO

EFEITO DE ALGUNS ANTIOXIDANTES NO CULTIVO “in vitro” DE
SEGMENTOS NODAIS DE CARA-DA-COSTA (Dioscorea cayenensis
Lam.).

RESUMO - A oxidagdo de compostos fendlicos € um
dos principais problemas do cultivo de tecidos vegetais.
No presente trabalho foram testados quatro tipos de
substancias antioxidantes no cultivo “in vitro” de
segmentos nodais de card-da-costa (D. cayenensis
Lam.), objetivando estudar seus efeitos no controle
de oxidacdo dos explantes € meio de cultura. Utili-
zou-se 0 meio MS com pequenas modificagdes, suple-
mentado com dcido ascorbico, cisteina ou polivinilpir-
rolidone (PVP) nas concentragdes de 50, 100 e 150
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mg/l, ou ainda carvao ativo nas concentragdes de 1 g/l e
2 g/l, além do meio controle basal sem antioxidantes.
Com a andlise dos resultados, 0 maior nimero médio
de brotacdes foi obtido no tratamento com 100 mg/l de
PVP, enquanto o acido ascérbico na concentragio de
150 mg/l mostrou-se mais eficaz no controle do escu-
recimento do meio nutritivo. Os tratamentos com cis-
teina, 4cido ascdrbico e carvdo ativo, respectivamente,
tiveram ordem decrescente em relagdo ao nimero mé-
dio de brotagdes.

TERMOS PARA INDEXACAO: Cara-da-costa, Dioscorea cayenensis, cultura de tecidos, antioxidantes.

EFFECT OF SOME ANTIOXIDANTS ON “in vitro” CULTIVATION OF
NODAL SEGMENTS OF YAM (Dioscorea cayenensis Lam.).

ABSTRACT - One of the main problems in plant
tissue culture is the oxidation of phenol compounds. In
this work, four types of antioxidant compounds were
tested on the “in vitro” cultivation of “cara-da-costa”
vam (D. cayenensis Lam.) nodal segments with the
objective to study their effects on the control of explant
and culture medium oxidation. MS medium with few
modifications, supplemented with and without (control)

ascorbic acid, cystein or polivinilpirrolidone (PVP) (50,
100 and 150 mg/1), and activated charcoal (1 g/l and 2
g/l), was used. According to our observation, while
higher shoot average number was obtained using 100
mg/l PVP, the use of 150 mg/l ascorbic acid was more
efficient in the control of medium darkening. The
treatments with cystein, ascorbic acid and activated
charcoal showed decreased shoot average number.

INDEX TERMS: Yam, Dioscorea cayenensis, tissue culture, antioxidants.

A oxidagdo de compostos fenolicos durante o
cultivo “in vitro” de tecidos vegetais tem sido um dos
principais problemas observados durante a propagagio
de diversas espécies de interesse econdmico, como
por exemplo a cana-de-agicar e as dioscoredceas
(Ammirato, 1984; Lee, 1986). Apos o corte do teci-

do, as células lesadas liberam substincias que cau-
sam o escurecimento do explante e do meio de cultu-
ra. Esse escurecimento € efeito da oxidagdo de com-
postos fendlicos, os quais podem ser toxicos devido
principalmente a trocas de ligagdes quimicas a nivel
protéico. Nas espécies lenhosas esse problema ainda
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€ mais s€rio, porque os tecidos sdo ricos em compostos
fendlicos, os quais sdo precursores da sintese de lignina
(Durzan, 1987; Welander, 1988).

Algumas substincias antioxidantes sdo empre-
gadas como alternativa para minimizar o efeito da oxi-
dagdo. A utilizagdo dessas substancias pode ser feita
apds a esterilizagao superficial na forma de uma 1ltima
lavagem mais demorada, ou fazendo o trabalho de iso-
lamento de explantes dentro de uma placa de Petri
contendo alguma solugdo antioxidante. Essa tltima
medida pode até mesmo ser efetiva s6 com a agua, pois
evita-se o0 contato das superficies cortadas do explante
com o oxigénio do ar (Bonga, 1985).

Substancias antioxidantes também podem ser
adicionadas ao meio. Gupta (1986), comparando o aci-
do citrico, acido ascoérbico (vitamina-C) e carvio ativo,
verificou que o 4cido ascorbico no meio de cultura pre-
veniu a oxidagdo fenolica em meristemas isolados de
bananeira. Grewal, Ahuja e Atal (1980) utilizaram &ci-
do ascérbico no meio de cultura de isolamento de me-
ristemas de Eucalyptus citriodora Hook. diminuindo a
produgdo de exudado na concentracdo de 50 mg/l e
evitando totalmente o exudado a 100 mg/l. Greemers-
Molenaar e Van Oort (1990), estudando a influéncia de
alguns antioxidantes no crescimento de microcalos a
partir de protoplastos de Lolium perene L., demonstra-
ram que a vitamina-C servia como um importante anti-
oxidante. Esses autores notaram que a adigdo de 1 a 10
mM (equivalentemente 176,1 a 1.761 mg/l) de vitami-
na-C aumentava a produgdo de protoplastos de 2 a 5
vezes. Walkey (1972) incorporou polivinilpirrolidone
(PVP) ao meio de cultivo de macieira e verificou ser
esta substancia essencial para um bom desenvolvimento
inicial do explante, embora pudesse ser eliminada apos
4 a 8 semanas.

O presente trabalho procurou estudar o efeito do
acido ascorbico, da cisteina, do polivinilpirrolidone e
do carvdo ativo em relagdo ao controle da oxidagio du-
rante o cultivo “in vitro” de segmentos nodais do cara-
da-costa (D. cayenensis).

Os experimentos foram realizados a partir de ti-
beras-semente de D. cayenensis da variedade da Costa
provenientes da Estagdo Experimental de Itapirema do
IPA (Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecua-
ria). As tuberas foram tratadas com uma solu¢io a
0,5% do fungicida Benomyl (nome comercial: Benlate),
e colocadas em local sombreado e seco até quebra da
dorméncia. A brotagdo das tuberas ocorreu apds um pe-
riodo de 3 meses, efetuando-se, em seguida, o plantio
do material em vasos de barro com capacidade para 10
litros de substrato. O substrato utilizado consistiu de

40% de areia fina, 25% de vermiculita, 25% de humus
€ 10% de cinza de casca de arroz.

O controle fitossanitario foi realizado semanal-
mente com aplicagdes do inseticida-acaricida sistémico
Nuvacron [fosfato de cis(2-metil-carbamoil-1-metil-
vinil) dimetila] a 0,01%, e do fungicida-acaricida Di-
thane (etilenobisditiocarbamato de manganés e ion zin-
co) a 0,05%, associados ao espalhante adesivo Extravon
(alquil-fenolpoliglicoleter) a 0,01%. A condugdo do ex-
perimento foi feita em telado com malha anti-pulgao.

A coleta dos explantes foi feita a partir de plan-
tas com idade de 4 meses apds a brotagdo das tuberas-
semente. Segmentos nodais foram selecionados e secci-
onados, com o auxilio de uma ldmina de bisturi, sendo
imediatamente mergulhados em recipientes contendo
agua destilada.

A seguir, sob condigdes assépticas em camara de
fluxo laminar, foi feita a desinfestagdo dos explantes em
alcool a 70% (v/v), por 1 minuto, ¢ em hipoclorito de
sodio entre 1% e 2% durante 20 minutos. O hipoclorito
de sddio foi obtido a partir das formulagdes comerciais
de agua sanitaria, utilizando-se uma solugdo a 40%
(v/v) para chegar-se a concentragdo desejada. Posteri-
ormente, os explantes foram lavados 3 vezes em agua
deionizada e autoclavada para, em seguida, efetuar-se a
inoculagdo nos meios de cultura.

A incubagdo do material foi feita em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz, lumi-
nosidade aproximada de 2.000 lux e temperatura de 25
+ 20.C.

Na preparagao dos meios de cultura, utilizou-se
a formulagdo de Murashige e Skoog (1962), com 20 g/l
de sacarose, sendo a concentragdo de vitamina Bl (tia-
mina) aumentada de 0,1 mg/l para 0,5 mg/l. Tais alte-
ragdes foram baseadas nos trabalhos de Mascarenhas et
al. (1976) e Viana e Mantell (1989). Para multiplicagdo
foram adicionados 2,0 mg/l de cinetina ao meio, con-
forme Melo (1994).

Foram testados o acido ascorbico, a cisteina e o
PVP nas concentragdes de 50, 100 e 150 mg/l, e o car-
vido ativo nas concentragdes de 1,0 e 2,0 g/l, na tentati-
va de diminuir a oxidagdo dos compostos fenoélicos libe-
rados pelas partes danificadas dos explantes. Realizou-
se também um tratamento controle sem adi¢do de anti-
oxidantes. O delineamento experimental foi inteira-
mente casualizado consistindo de 12 tratamentos com
10 repetigdes.

A avaliacdo da oxidagdo produzida pelos ex-
plantes na cultura de segmentos nodais foi feita 30 dias
apos a inoculagdo. A analise da oxidagao foi realizada
de mancira visual, observando-se o grau de escureci-
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mento do meio e escolhendo-se, dentre os antioxidantes
utilizados, o que produziu melhor resposta. Além disso,
observou-se 0 numero médio de brotagdes surgidas em
cada concentragdo de antioxidante utilizada, a fim de veri-
ficar a eficiéncia dos mesmos na multiplicagdo do material.

A distribuigdo dos meios foi feita em tubos de
ensaio medindo 3 cm de didmetro por 12 cm de altura.
As aliquotas de meio distribuidas foram de 10 ml. O fe-
chamento foi feito com papel aluminio e a esterilizagao
em autoclave a temperatura de 121° C e pressdo de 1
Kg/cm2, por 20 minutos.

A Tabela 1 traz os resultados obtidos em relagio
aos antioxidantes cisteina, acido ascorbico e PVP. No
caso do carvio ativo nao foi possivel fazer uma avalia-
¢do do grau de escurecimento do meio, devido a este
composto, por si, dar uma tonalidade escura ao ser adi-
cionado no meio nutritivo. Entretanto, pode-se observar
que os explantes estavam pouco oxidados e sem necrose
evidente.

Observa-se que o maior nimero médio de brota-
¢Oes ocorreu no tratamento contendo 100 mg/l de PVP,
e 0 menor, no tratamento contendo 2 g/l de carvdo ati-
vo. De maneira geral, o tratamento contendo PVP foi

superior aos outros quanto ao numero de brotagdes, se-
guido dos tratamentos com cisteina, acido ascdrbico e
carvao ativo, respectivamente.

Por outro lado, quanto ao grau de escurecimento
do meio , verificou-se uma melhor resposta no trata-
mento contendo 150 mg/l de 4cido ascorbico (oxidagdo
restrita). Oxidagdo intensa foi observada em todos os
niveis de cisteina empregados € no nivel 50 mg/l de
PVP. Os demais tratamentos apresentaram uma oxida-
¢do intermedidria relativa ao grau de escurecimento do
meio. O numero médio de brotagdes obtidas nos meios
contendo os antioxidantes testados, variou entre 1,5, no
caso do carvio ativo (2 g/l) até 3,3 para o PVP (100 mg/l).

No tratamento controle, sem antioxidantes, for-
maram-se 1,8 brotagdes em média por explante, apre-
sentando intensa oxidagio tanto do meio como dos ex-
plantes. Verificou-se haver uma maior eficiéncia no
controle do escurecimento do meio pelo acido ascorbico
na concentragdo de 150 mg/l. Entretanto, foi observado,
neste caso, um menor nimero médio de brotagdes pro-
duzidas quando comparado com os tratamentos conten-
do os antioxidantes cisteina e PVP. Este ultimo, por sua
vez, apesar de ter mantido o meio mais escuro, apre-
sentou uma melhor resposta na produgdo de brotagdes. O

Tabela 1 - Grau de escurecimento do meio € nimero médio de brotagdes produzidas 30 dias ap6s inoculagdo, em
fungio dos tratamentos com os antioxidantes acido ascdrbico, cisteina, polivinilpirrolidone e carvao ativo, em mg/l,
durante o cultivo “in vitro” de segmentos nodais de cara-da-costa (D. cayenensis).

Antioxidante Concentracgiio Grau de Esiurecimento Numero Médio de Brotagdes
Ac. Ascorbico 50 ++ 2,1 bede
100 ++ 2,0 bcde
150 + 2,1 bcde
Cisteina 50 e 2,5 abcde
100 e 2,6 abcd
150 b 2,5 abcde
PVP 50 +++ 3,0 abc
100 ++ 33 a
150 ++ 3,1 ab
Carvio Ativo 1.000 - 1,8 de
2.000 - 1,5 e
Controle 0 b 1,8 de

(*) +++ = oxidacio intensa, ++ = oxidagdo intermedidria, + = pouca oxidacio, - = niio observado.

obs.: médias seguidas da mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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PVP utilizado como antioxidante em cultura de tecidos,
apesar de eficiente, nem sempre evita 0 escurecimento
do meio de cultura pela presenga de compostos fendli-
cos (George e Sherrington, 1984). Vale salientar que a
presenca de agentes redutores no meio de cultura abai-
xa o potencial de redox da solugdo, prevenindo assim o
escurecimento do explante e evitando a oxidagdo de
polifendis. No caso do card-da-costa, a utilizagdo de carvdo
ativo resultou em uma queda no niimero de brotagdes ob-
servadas (1,5 - 1,8 brotagdes por explante). Este agente
parece adsorver as substdncias presentes no meio de
cultura, diminuindo os efeitos multiplicativos (Caldas,
Haridasan e Ferreira, 1990).

Nas condi¢ées em que foi realizado o experi-
mento, conclui-se que o PVP na concentragdo de 100
mg/1, por controlar a oxidagdo, promove um maior nu-
mero de brotagdes na cultura de segmentos nodais de
cara-da-costa. O acido ascorbico na concentragdo de
150 mg/l e o carvdo ativo, apesar de efetivos no con-
trole da oxidagdo dos explantes, ocasionam um efeito
secundario no desenvolvimento da cultura, resultando
em um baixo nimero médio de brotos formados.
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