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RESUMO

A banana (Musa spp. AAA; Musaceae) é uma das frutas mais consumidas no mundo. A propagacéo
convencional € lenta e limitada quanto a disponibilizagcdo de novos cultivares resistentes as principais
doencas. A micropropagacéo é uma alternativa para a producdo de mudas de bananeiras com quantidade e
gualidade fitossanitéria e vegetativa, mas o custo, a contaminacdo por fungos e bactérias e a oxidacao dos
explantes sdo fatores que podem comprometer esta técnica microbiotecnologica. Porém, ndo ha ainda
protocolos bem estabelecidos para todos os cultivares envolvendo as melhores condicdes de cultivo durante
a fase in vitro e estudos investigativos sdo importantes para otimizagdo de todo o processo. Assim, o
objetivo deste trabalho seré estabelecer um protocolo de micropropagacéo clonal de Musa sp. cv Prata Ana
a partir de inflorescéncias sob diferentes sistemas de luz e meios de cultivo contendo diferentes antifingicos
e antioxidantes. Para tanto, ensaios experimentais com material propagativo floral de banana Musa sp. cv
Prata Ana (genétipo AAB) foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos do Instituto Federal de
Minas Gerais de outubro de 2020 a maio de 2021. Os explantes foram expostos a diferentes antifingicos e
agar de diferentes fabricantes, além da qualidade de luz (branca, verde, vermelha e azul) e do efeito
individual ou combinado dos antioxidantes acido ascérbico (20 mg/L) e polivinilpirrolidona (PVP) (4 g/L). O
delineamento experimental é o inteiramente casualizado, com trés repeticdes nos diferentes tratamentos.
Cada repeticdo € constituida por um frasco contendo 1 explante floral, em um total de 4 frascos por
tratamento. Como resultado, o fungicida Cerconil® na concentracdo de 1,0 g/L e o agar comercial Dinamica®
na concentracéo de 7,0 g/L acrescentados ao meio de cultivo MS forneceram o melhor resultado de
geleificacdo. Entretanto, nesta concentracdo, o antifingico ndo foi capaz de reduz os niveis de
contaminagdo dos meios de cultivo tanto na fase de estabelecimento quanto na fase de multiplicacdo, com
perdas consideraveis. Os tratamentos contendo PVP sozinho ou combinado com o acido ascérbico
apresentaram os melhores resultados de antioxidagéo. A falta de critério de sele¢cao do material propagativo
obtido de inflorescéncias cortadas e expostas ao ambiente em tempos diferentes pode ter comprometido a
viabilidade in vitro dos explantes.

Palavras-Chave: Micropropagac¢éo; banana; antioxidagéo; cultura de tecidos

INTRODUCAO:

A banana é a fruta mais consumida do mundo. Em paises menos desenvolvidos pode representar até 75%
da renda familiar mensal dos pequenos agricultores (FAO, 2020). Esta presente em todas as unidades da
Federacéo, sendo Sdo Paulo, Bahia, Minas Gerais e Santa Catarina importantes estados produtores (IBGE,
2020). O Brasil ocupa a quarta posi¢do na producdo mundial de banana, atras da india, China e Indonésia
(FAOSTAT, 2020; SHAHBANDEH, 2020).

A micropropagacdo € uma alternativa capaz de fornecer elevado nimero de mudas com alto padrao
fitossanitario, qualidade e homogeneidade (SEREJO et al., 2009; GUPTA et al., 2020) com resultados de
campo superiores quando comparados a plantas adultas obtidas por mudas convencionais (SALOMAO et
al., 2016). No entanto, o estabelecimento de uma metodologia eficiente e atualizada sobre o uso de
inflorescéncias masculinas na micropropagacdo de bananeiras de diferentes cultivares ainda vem sendo
investigado (KANNAHI, BUVANESWARI, 2018; BHAYA et al., 2019; LAKSHMI et al., 2019; ALl et al., 2020).
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Diferentes orgaos da planta de bananeira podem ser utilizados como fonte de explante para
micropropagac¢do sendo o rizoma e a inflorescéncia os mais comuns (SEREJO et al., 2009; CARVALHO et
al.,, 2012). Independente da fonte para obtencédo de explante, cuidados com a contaminacgdo por fungos e
bactérias e a oxidacdo dos meios nos cultivos e subcultivos sdo essenciais para os procedimentos bem

sucedidos de obtencdo de mudas micropropagadas saudaveis (SEREJO et al., 2009; PEREIRA et al., 2020)
refletindo na fase de plantio e producéo no campo, incluindo o cultivar prata-ana (SALOMAO et al., 2016).

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho sera estabelecer um protocolo de micropropagacao de Musa sp.
cv Prata Ana (genodtipo AAB) a partir de inflorescéncias da planta avaliando os efeitos de diferentes
fungicidas acrescentados no meio de cultivo e o melhor tratamento de exposicao a diferentes qualidades de
luz (branca, verde, vermelha e azul) e aos antioxidantes acido ascorbico e polivinilpirrolidona (PVP),
sozinhos ou combinados.

METODOLOGIA:
Local do experimento

Os ensaios experimentais foram conduzidos entre agosto de 2020 e maio de 2021 no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais, do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Minas Gerais,
campus Sdo Jodo Evangelista (IFMG-SJE).

Pré-fase de ensaios experimentais

No inicio dos trabalhos experimentais pilotos (agosto e setembro 2020), duas fontes de explantes das
variedades Prata Ana foram inicialmente testadas: rizoma e inflorescéncia (‘'umbigo’). Apds a limpeza
superficial e retirada de folhas e residuos de solo, rizomas e inflorescéncia foram submetidos a desinfec¢éo
em hipoclorito de sédio (2,5% cloro ativo) por 20 min e em fungicida Cerconil (2 g/L) por 20 min. Ap6s 0s
procedimentos, em ensaios-piloto, parte do material vegetal foi mantida por 1 semana em estufa de
secagem (3,5%) e outra parte foi mantida em geladeira.

Para obtencéo dos explantes, rizomas e inflorescéncias foram seccionados reduzindo-se o material vegetal
meristeméatico para cerca de 6 cm de comprimento. Em camera de fluxo laminar horizontal (Ideoxima® ORG
H 1270), o procedimento de desinfestacdo superficial utilizou solu¢cdo de &lcool 70%, imergindo-se o
material por 30 segundos e enxaguando 3 vezes com &agua destilada, deionizada e autoclavada. Ainda,
posteriormente, o material foi imerso em solugdo de hipoclorito de sédio comercial (2,5%) acrescido de do
espalhante adesivo Tween® (4 gotas/100 ml). Em seguida, cinco enxagues com agua destilada, deionizada
e autoclavada finalizaram a etapa de desinfec¢cdo (SEREJO et al., 2009).

A inoculacdo dos explantes foi realizada em tubos de ensaio (200 mL) contendo meio de cultura MS
(MURASHIGE, SKOOG, 1962). Para isso, com auxilio de pinca e bisturi, inflorescéncias e rizomas
previamente desinfestados foram reduzidos a cerca de 1 cm de comprimento para inoculacdo em meio de
cultura (SEREJO et al., 2009). O estabelecimento dos explantes nesta fase piloto foi conduzido em camera
de cultivo por 15 dias, sob fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 + 2 °C. Foram considerados como
estabelecidos o0s explantes vivos que, aparentemente, ndo apresentaram oxidacdo excessiva e
contaminacgdo bacteriana ou flngica. Foi nesta pré-fase que se definiu pela escolha do material floral para
0s ensaios experimentais. Todos os procedimentos foram realizados em cémera de fluxo laminar
previamente esterilizada com alcool 70% e radiacao ultravioleta por 30 min.

Ainda na pré-fase dos ensaios experimentais pilotos, a formulacdo do meio de cultivo foi modificada de
acordo com os tratamentos testes. Para isso, escolheu-se trés marcas comerciais de agar (Alphatec®,
Dinamica®, Micromed®) na concentracdo de 7,0 e 10,0 g/L, e dois fungicidas (Cerconil® e Cercobin®), nas
doses de 0,5; 1,0 e 2,0 g/L. Todos os tratamentos continham o fitohorménio 6-benzilaminopurina (BAP) na
dose Unica de 2,5 mg/L. Em funcdo do comprometimento da geleificacdo do &gar dos diferentes fabricantes
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combinados com os diferentes fungicidas nas concentracdes testadas, os resultados obtidos nesta fase

experimental direcionaram os ensaios seguintes definindo-se o 4gar comercial Dindmica® na concentragao
7,0 g/L e o fungicida Cercobin® na concentracéo de 1,0 g/L.

Origem e selecdo do material propagativo

O material propagativo experimental (“umbigo”) foi coletado em pomar comercial do Sitio Nature, localizado
no municipio de Cantagalo — MG, no Vale do Rio Doce (18°31'09” S e 42°39'44” W). Localizado a
aproximadamente 680 m de altitude, o clima da regido é o tropical Aw — clima quente com chuva de verdo
(MARTINS et al., 2018) o indice pluviométrico médio anual é de 1.143 mm e a temperatura média anual é
de 22,2 °C (climate-data.org). A propriedade conta com area de 22,57 ha cultivada com a variedade Prata
And e 4,81 ha com a variedade Nanica, ambas irrigadas por microaspersao e todas obtidas por técnica de
micropropagacao para implantacdo do pomar. Em funcdo da dindmica comercial do plantio e dos tratos
culturais conduzidos na propriedade, a data de coleta definitiva do material botanico (“‘umbigos”) foi
estabelecida pelo proprietario para acontecer em 22 de fevereiro de 2021.

ApOs a coleta, todo o material passou por uma limpeza inicial com retirada de bracteas para reducéo do
explante do material vegetal meristematico para cerca de 6 cm de comprimento. Em camera de fluxo
laminar (Ideoxima®), o procedimento de desinfestacéo superficial utilizou solugdo de alcool 70%, imergindo-
se 0 material por 30 segundos e enxaguando 3 vezes com agua destilada, deionizada e autoclavada. Ainda,
posteriormente, o material foi imerso em solu¢do de hipoclorito de sédio comercial (2,5%) acrescido de do
espalhante adesivo Tween® (4 gotas/100 ml). Em seguida, cinco enxagues com 4gua destilada, deionizada
e autoclavada finalizaram a etapa de desinfec¢do (SEREJO et al., 2009). Todos os procedimentos foram
realizados em camera de fluxo laminar previamente esterilizada com alcool 70% e radiacéo ultravioleta por
30 min.

Meio de Cultivo

O meio de cultura basico (MURASHIGE, SKOOG, 1962) foi formulado a partir de agua destilada e
deionizada, acrescido de sacarose (30 g/L), com pH ajustado para 5.8 + 0,1 (MS Tecnopon mPA-210®).
Todos os materiais, instrumentais e vidraria foram esterilizados em autoclave vertical (Phoenix®) por 20 min
(121°Ce 1,0 kgf/cmz). Como definido na fase de pré-ensaios (item 3.2), o agar comercial utilizado foi o da
marca Dinamica® na concentracdo 7,0 g/L e o fungicida acrescido na formulacdo do meio de cultivo foi o da
marca Cercobin® na concentrac&o de 1,0 g/L.

Ensaios de Antioxidag&o

Foram conduzidos ensaios experimentais investigando o efeito antioxidante de Polivinilpirrolidona (PVP,
Dinamica® na concentracdo de 4 g/L, acido ascérbico (Dinamica® a 20 mg/L e um terceiro tratamento
contendo ambos nas mesmas concentracdes.

Arranjo experimental

O experimento final foi conduzido em delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 3 tratamentos
e 3 repeticbes. Cada repeticdo é constituida por um frasco contendo 1 explante floral, em um total de 4
frascos por tratamento.

Fase de Estabelecimento

A fase de estabelecimento iniciou-se em 23/2/2021 e durou 30 dias. Com auxilio de pinga e bisturi,
inflorescéncias previamente desinfestadas e reduzidas a cerca de 1 cm de comprimento foram inoculadas
em tubos de ensaio padrdo contendo 10 mL meio de cultura MS acrescidos com fungicida Cercobin® (1,0
g/L) e com o fitohorménio BAP (2,5 mg/L). ApOs os procedimentos, os tubos tiveram sua extremidade
vedada com filme plastico adesivado. O efeito antioxidante de PVP (4 g/L), acido ascorbico (20 mg/L) e da
combinagdo entre eles (PVP 4 g/L + acido ascérbico 20 mg/L) também foi verificado. Todos os
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procedimentos foram realizados em camera de fluxo laminar previamente esterilizada com &lcool 70% e
radiacado ultravioleta por 30 min.

Todos os tratamentos foram mantidos inicialmente em sala escura por sete dias. Apos este tempo, 0s
explantes foram transferidos para a sala de cultivo sob fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 + 2 °C e
mantidos por 21 dias em diferentes condi¢Bes de qualidade de luz: escuro, ambiente natural, luz branca, luz
verde, vermelha e azul (Foxlux® Led Bulbo 7W). Foram considerados como estabelecidos os explantes
Vivos que, aparentemente, ndo apresentaram senescéncia, contaminacao bacteriana ou fungica. A oxidacao
foi avaliada em ausente, intermediaria ou elevada.

3.8 Fase de multiplicacao

Com base nos critérios de senescéncia, contaminacdo e oxidagdo, os explantes considerados viaveis na
fase de estabelecimento (item 3.7.) foram reinoculados em tubos de ensaio com meio de cultura MS (10 mL)
contendo agora o fitormdnio BAP na concentracdo de 4,5 mg/L, além do fungicida Cercobin® (1,0 g/L) e dos
antioxidantes PVP (4 g/L), acido ascoérbico (20 mg/L). Ap6s os procedimentos, os tubos tiveram sua
extremidade vedada com filme plastico adesivado. Esta fase de multiplicacdo perdurou por 60 dias e foram
considerados como estabelecidos o0s explantes vivos que, aparentemente, ndo apresentaram necrose,
oxidacao excessiva e nem contaminagéo bacteriana ou fungica. Todos os procedimentos foram realizados
em camera de fluxo laminar previamente esterilizada com alcool 70% e radiagéo ultravioleta por 30 min.

RESULTADOS E DISCUSSOES:
Pré-fase experimental

Nos ensaios da pré-fase, duas fontes de explantes da cultivar Prata And foram testadas: rizoma e
inflorescéncia (‘'umbigo’). A avaliagcdo do experimento piloto e os resultados iniciais obtidos em novembro e
dezembro de 2020 permitiram definir a inflorescéncia como a fonte experimental de explantes. Pelos niveis
de contaminacdo e oxidacdo observados em camara de cultivo, pela praticidade e disponibilidade de
aquisicao do material experimental vegetal em campo, decidiu-se pela utilizacdo das inflorescéncias.

Ensaios da formulacdo do meio de cultivo

Os resultados preliminares indicaram ser o fungicida Cerconil® na concentragdo de 1,0 g/L e o &gar
comercial Dinamica® na concentracdo de 7,0 g/L a melhor combinacdo experimental. As outras marcas
comerciais do &agar nas concentracfes testadas combinados com diferentes dosagens do fungicida
Cercobin® apresentaram comprometimento na geleificacdo do meio em diferentes graus, o que poderia
interferir no estabelecimento dos explantes.

Fase de estabelecimento

A fase de estabelecimento compreendeu 30 dias de cultivo, em que os explantes foram mantidos
inicialmente no escuro (7 dias) e depois 21 dias sob diferentes condi¢cdes de qualidade de luz: escuro,
ambiente natural, luz branca, luz verde, vermelha e azul. Os resultados estéo apresentados na Tabela 1.

Os tratamentos contendo acido ascoérbico exibiram maiores niveis de oxidagdo quando comparados ao PVP
ou ao tratamento combinatério (PVP + Acido Ascorbico). A oxida¢do no microcultivo de bananeiras é um
processo proporcionado por compostos fendlicos dos tecidos vegetais da espécie e podem comprometer a
disponibilidade de nutrientes e a sobrevivéncia dos explantes (PASQUAL et al., 1997; CARVALHO et al.,
2012). De modo geral, as maiores perdas por senescéncia dos explantes ocorreram no tratamento
envolvendo ambos os antioxidantes adicionados no meio de cultivo. Em praticamente todas as repeti¢cdes,
pelo menos 1 explante apresentava contaminagdo visivel por fungos, sendo que os maiores niveis de
contaminacgdo foram no tratamento envolvendo ambos os antioxidantes. Nesta fase do estabelecimento, o
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acréscimo de fungicida Cerconil® na concentragcdo de 1,0 g/L ndo apresentou vantagem experimental, e o
ndmero de explantes estabelecidos que ndo apresentavam contaminacdo disponiveis para a fase de
multiplicacdo ofereceu algumas restricdes. Os dados aqui obtidos foram discrepantes aos encontrados por
Pereira et al. (2020), que encontraram em seus ensaios 0os melhores resultados para microcultivo de
bananeira quando os explantes foram desinfectados a 2% de cloro ativo. Oxidac8es e contaminacdes séo

fatores importantes no insucesso da micropropagacdo de muitas culturas incluindo banana (SEREJO et al.,
2009; RONDON et al. 2019; PEREIRA et al., 2020)

Os tratamentos 1 e 3 exibiram os melhores resultados antioxidantes, o que pode ser devido ao PVP
(polivinilpirrolidona) em sua formulacdo com poder antioxidante mais efetivo que o apresentado pelo acido
ascorbico sozinho (tratamento 2). O PVP é um antioxidante que promove a adsorcdo das substancias que
provocam a oxidacao (fendis) por meio de ligagGes de hidrogénio (PASQUAL et al., 1997).

Fase de multiplicacéo

A fase de multiplicacdo compreendeu 60 dias de cultivo, em que 0s explantes considerados viaveis e
estabelecidos foram mantidos sob diferentes condi¢des de qualidade de luz: ambiente natural, luz branca,
luz verde, vermelha e azul. Os explantes mantidos no escuro por 1 més foram transferidos para a camara
de crescimento com luz branca. Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 1. Nimero de explantes viaveis estabelecidos na fase de estabelecimento (30 dias) sob cultivo em meio MS formulado com fungicida Cerconil® (2,0g/L) e

agar (7,0 g/L) em trés tratamentos (T1, T2, T3) com trés repeticdes (R1, R2, R3), sob diferentes sistemas de luz (escuro, ambiente, luz branca, vermelha, verde e
azul) e concentracdes dos oxidantes PVP (4g/L) e acido ascdrbico (20 mg/L) isolados ou combinados nas mesmas concentracdes.

Escuro Ambiente Branca Vermelha Verde Azul
T R EE OoX EE OX EE OoX EE OoX EE OoX EE OoX
R1 1 + 2 - 2 + 1 + 1 + 0 +
Tl R2 2 ++ 0 ++ 1 ++ 4 ++ 2 ++ 2
R3 1 - 0 + 2 + 3 3 + 0
R1 4 ++ 3 ++ 4 ++ 3 3 +++ 2 ++
T2 R2 3 +++ 3 ++ 1 ++ 2 3 +++ 3 +++
R3 3 +++ 3 +++ 4 +++ 4 ++ 3 +++ 4 +++
R1 0 ++ 0 ++ 1 ++ 0 + 0 ++ 2 ++
T3 R2 0 - 0 + 0 + 0 + 0 + 2 +
R3 1 + 0 ++ 0 - 0 + 0 + 0 ++

Legenda: T1: PVP (4g/L); T2: acido ascérbico (20 mg/L); T3: PVP (4g/L) + acido ascérbico (20 mg/L); EE: Explantes estabelecidos; OX: Oxida¢do do meio, ausente (-); baixa (+); moderada (++); elevada
(+++).

Tabela 2. Numero de explantes viaveis na fase de multiplicacdo (60 dias) sob cultivo em meio MS formulado com fungicida Cerconil® (1,0 g/L) e &gar (7,0 g/L) em
trés tratamentos (T1, T2, T3) com trés repeticbes (R1, R2, R3), sob diferentes sistemas de luz (escuro, ambiente, luz branca, vermelha, verde e azul) e diferentes
concentracdes dos oxidantes PVP (4g/L), acido ascérbico (20 mg/L), isolados ou combinados (PVP 4g/L + acido ascorbico 20 mg/L).

Escuro-branca Ambiente Branca Vermelha Verde Azul
T R EE OX EE OX EE OX EE OX EE OX EE OX
R1 0 - 0 ++ 0 - 0 ++ 1 ++ 0 -
T1 R2 0 + - - 0 +++ 0 +++ 0 ++ 0 ++
R3 0 - - - 0 + 0 - 0 - - -
R1 0 + 0 +++ 0 ++ 0 +++ 0 +++ 0 ++
T2 R2 0 + 0 +++ 0 - 0 - 0 +++ 2 +++
R3 1 +++ 0 +++ 0 +++ 0 +++ 0 +++ 2 +++
R1 - - - - 0 - - - - - 0 -
T3 | R2 - - - - - - - - - - 0 -
R3 0 ++ - - - - - - - - - -

Legenda: T1: PVP (4g/L); T2: &cido ascérbico (20 mg/L); T3: PVP (4g/L) + &cido ascoérbico (20 mg/L); EE: Explantes estabelecidos; OX: Oxida¢&o do meio, ausente (-); baixa (+); moderada (++); elevada
(+++).
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A perda elevada de explantes na fase de estabelecimento limitou uma anélise mais ampla do experimento
na fase de multiplicacdo. Praticamente todos os tratamentos apresentaram contaminac¢des por fungos ou
bactérias. Os explantes mantidos sob luz branca e aqueles expostos ao ambiente natural exibiram menor
taxas de contaminagéo aparente. Dos explantes viaveis, o nivel de oxidacdo manteve-se entre 0 moderado
e o elevado.

N&o foi utilizado carvdo ativado na fase de estabelecimento nem na fase de multiplicacdo. O carvao ativado
€ empregado nos microcultivos de diversas culturas com o objetivo de redugdo dos niveis de oxidagdo e
sua utilizacdo combinada com os antioxidantes poderia ter contribuido para resultados mais promissores.
No entanto, Rondon et al. (2019) nao encontraram diferencas significativas nos ensaios de
micropropagacao de explantes obtidos de rizomas de banana terra, nanica e prata, mas verificaram
beneficios no controle da contaminacdo ao empregarem hipoclorito de sodio a 2%. Pereira et al. (2015)
encontraram niveis consideraveis de contaminagao e oxidagdo em microcultivos de banana cultivar "Thap
maeo”. Por outro lado, como diferentes cultivares de banana respondem fisiologicamente de maneira
diferente in vitro aos fitorménios (DARVARI et al.,, 2010), ensaios investigativos da melhor faixa
concentracdo de BAP e para microcultivo da prata-and também poderdo fornecer resultados mais
promissores.

Ensaios envolvendo a investigacdo do efeito da autoclavagem nos tratamentos podem fornecer boa
discussdo. Neste contexto, avaliar o efeito dos antioxidantes e antifingicos acrescentados em meios de
cultura antes e apds a autoclavagem pode contribuir para melhor compreenséo dos resultados aqui obtidos.

LimitacBes experimentais na conduc¢édo deste trabalho foram verificadas na obtencéo das inflorescéncias. A
coleta ficou dependente da rotina e dos tratos culturais conduzidos na propriedade rural. Com isso, pela
guantidade de inflorescéncias disponiveis, foi coletada a maior quantidade encontrada no solo do bananal
comercial. Desse modo, os explantes utilizados nos ensaios experimentais in vitro, portanto, provinham de
material botanico de diferentes idades e tempo de corte varidvel. Portanto, a falta de um critério de
padronizacéo do tempo de corte das inflorescéncias coletadas pode ter interferido na viabilidade do material
propagativo.

CONCLUSOES:

O fungicida Cerconil® na concentracao de 1,0 g/L e o 4gar comercial Dinamica® na concentracao de 7,0 g/L
acrescentados ao meio de cultivo MS forneceram o melhor resultado de geleificacdo. Entretanto, nesta
concentracdo, o antifingico néo foi capaz de reduz os niveis de contaminacdo dos meios de cultivo. Os
tratamentos contendo PVP sozinho ou combinado com o é&cido ascérbico apresentaram os melhores
resultados de antioxidacdo. O material propagativo obtido de inflorescéncias cortadas e expostas ao

ambiente em tempos diferentes pode ter comprometido a viabilidade in vitro dos explantes.
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