MICROPROPAGAGAO DA BANANEIRA:
CARACTERISTICAS FITOTECNICAS,
FISIOLOGICAS E ANATOMICAS

FREDERICO HENRIQUE DA SILVA COSTA

2007



FREDERICO HENRIQUE DA SILVA COSTA

I\/IICROPRORAGACAO DA BANANEIRA: CARAC}TERI’STICAS
FITOTECNICAS, FISIOLOGICAS E ANATOMICAS

Dissertacdo apresentada & Universidade Federal de
Lavras como parte das exigéncias do Programa de
Pés-graduacdo em  Agronomia, area de
concentracdo Fitotecnia, para a obtencdo do titulo
de “Mestre”.

Orientador
Prof. Dr. Moacir Pasqual

LAVRAS
MINAS GERAIS - BRASIL
2007



Ficha Catalogréafica Preparada pela Divisao de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Costa, Frederico Henrigque da Silva
Micropropagacdo da bananeira: caracteristicas fitotécnicas, fisioldgicas e

anatémicas. / Frederico Henrique da Silva Costa. -- Lavras : UFLA, 2007.
113 p. :il.

Orientador: Moacir Pasqual.

Dissertacdo (Mestrado) — UFLA.
Bibliografia.

1. Musa spp. 2. Cultura de tecidos vegetais. 3. Aclimatizacdo. 4. Anatomia.
5. Fisiologia I. Universidade Federal de Lavras. Il. Titulo.

CDD-634.772




FREDERICO HENRIQUE DA SILVA COSTA

MICROPROPAGACAO DA BANANEIRA: CARA(;TERI'STICAS
FITOTECNICAS, FISIOLOGICAS E ANATOMICAS

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras como parte das exigéncias do Curso de
Mestrado em Agronomia, area de concentracdo
Fitotecnia, para a obtencédo do titulo de “Mestre”.

APROVADA em 23 de fevereiro de 2007

Prof. Dr. Evaristo Mauro de Castro DBI/UFLA

Pesquisador Dr. Leonardo Ferreira Dutra EMBRAPA FLORESTAS

Prof. Dr Moacir Pasqual
UFLA
(Orientador)

LAVRAS
MINAS GERAIS - BRASIL



A Deus, eterno pai e companheiro de todos os momentos da vida.
A minha avo, Maria da Conceicdo (Dona Concebida) e minha mée, Maria LUcia.
Ao meu sobrinho, Pedro Davi e minhas irmds, Francianne e Francicléia.

Ao amigo e grande pesquisador Jonny Everson Scherwinski Pereira.

DEDICO

‘Os VENCEDORES néo fazem
coisas diferentes; fazem de modo diferente!
Dessa maneira, a maioria das pessoas fracassa
ndo por falta de capacidade ou de inteligéncia,
mas por falta de desejo, direcdo, dedicacgéo,
disciplina e acima de tudo Atitude. (Shiv Khera)



BIOGRAFIA

FREDERICO HENRIQUE DA SILVA COSTA, filho de Francisco Lino
Lima da Costa (falecido) e Maria Lucia da Silva Costa, nasceu em 6 de setembro
de 1982, no municipio de Tucurui, estado do Para. Nos primeiros anos de vida,
mudou-se para o estado do Acre, onde iniciou seus estudos, desde a
alfabetizacdo até a graduacdo em Engenheiro Agronomo, pela Universidade
Federal do Acre, em janeiro de 2005.

No decorrer de sua formacdo académica, sempre esteve envolvido em
atividades de ensino, pesquisa e extensdo, dedicando tempo integral a construcao
de melhores conhecimentos e a prestar contribuicbes a sociedade. Suas
atividades se iniciaram no Programa de Educacdo Tutorial (PET) sendo,
posteriormente, agraciado com bolsa de iniciacdo cientifica, pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), durante 36
meses, divididos em atividades na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
e na Universidade Federal do Acre. Também desenvolveu atividades no Centro
de Pesquisa e Extensdo em Sistemas Agroflorestais do Acre (PESACRE).

Suas primeiras atividades na area de Cultura de Tecidos Vegetais se
realizaram em abril de 2004, sob a orientagdo do pesquisador Dr. Jonny Everson
Scherwinski Pereira, trabalhando com frutiferas e palméceas. Em margo de
2005, iniciou o Mestrado em Agronomia (area de concentracdo Fitotecnia) na
Universidade Federal de Lavras, sendo aprovado no Doutorado pela mesma
Instituicdo em dezembro de 2006 e tendo defendido a dissertacdo em 23
fevereiro de 2007.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por sua fidelidade e lealdade, sempre presentes na minha
vida, mostrando solucGes e dando-me atitude e coragem nos momentos dificeis e
alegres, nos quais obtive aprendizados de grande valia para 0 meu crescimento

profissional e pessoal.

Ao professor, orientador e amigo Moacir Pasqual, pessoa de simplicidade e
alegria admiraveis e, principalmente, pela oportunidade, confianga,
ensinamentos e presteza, incondicionais, demonstrados e repassados, meus

sinceros agradecimentos.

A Jonny Everson Scherwinski Pereira, orientador e amigo em todos o0s
momentos, por me proporcionar o desenvolvimento e o aprimoramento dos
primeiros e valiosos conhecimentos das ciéncias, pelo apoio cientifico e
profissional e, acima de tudo, pelas varias oportunidades e por sempre acreditar

e confiar em minhas potencialidades.

A minha av0, Maria da Concei¢do (Dona Concebida), por todas as grandes e
pequenas oportunidades, pelo carinho, dedicacdo e confianca repassados durante

toda a minha vida, meu eterno amor e gratidao.

A minha mée, Maria Llcia, minhas irmds e meu sobrinho, pessoas que
representam uma das maiores razdes por estar buscando melhores condicgdes de
vida, por sempre acreditarem em minha capacidade de tornar sonhos realidade.

Amo vocés.



Ao professor Evaristo Mauro de Castro, cuja simpatia, competéncia e forca de
vontade em contribuir para a melhor compreensdo e melhoria dos avancos

cientificos ndo foram medidos.

Ao amigo Herminio Souza Rocha, pelas valiosas contribuicdes a realizacdo

deste trabalho.

Aos meus tio e padrinhos Maronilson, Neto e Lilia, pela ajuda proporcionada e

momentos de carinho repassados, minha eterna gratiddo e carinho.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq),

pela concessao de bolsas de estudos durante toda a minha vida académica.

A Embrapa Acre, instituicdo de valor e potencial inestimaveis, na qual dei inicio

e sempre estarei buscando atividades de pesquisa.

A Universidade Federal do Acre e Universidade Federal de Lavras, instituigdes
nas quais obtive aprendizados jamais esquecidos e que sdo parte integrante da

minha vida.

Ao tio Marcondes Lima da Costa, pesquisador eminente, cujo sucesso constante
no progresso das ciéncias me encorajou a prosseguir no ensino, pesquisa e

extensdo. O senhor é meu exemplo de cientista.

A Manuel Alves Ribeiro Neto e Ribamar Torres da Silva, pessoas que também
contribuiram para a formagdo académica, dedicando tempo valioso as pesquisas

sobre 0s solos acreanos.



A Ester Alice Ferreira, cuja simpatia, carinho, prestatividade, companheirismo e
compreensdo tornaram um mero cotidiano pacato em momentos Unicos,

descontraidos e bastantes felizes, os quais serdo sempre lembrados. Amo vocé.

A amiga Aparecida Gomes de Araujo (Cida), cujo carater proprio, forte
personalidade, competéncia, presteza, ensinamentos, oportunidades e vivéncia

serdo sempre lembrados.

As amigas Luzia e Adriene, pessoas cuja simplicidade e forca de vontade em
crescer profissionalmente as tornaram integrantes do grupo da banana do

DAG/UFLA. Vocés seguirdo em minha meméria.

A “familia’ do Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da UFLA, na pessoa
de Vantuil, Claret e Antdnio Carlos, profissionais extremamente capazes,

dedicados e prestativos, meu muito obrigado.

Ao amigo Evaldo do Laboratério de Cultura de Tecidos, cujos esfor¢os foram
preponderantes para a realizacdo desta pesquisa. Aos momentos de risos e

distracdo (aquela ‘loirinha’ bem acompanhada do torresmo de seu Natalino).
Aos professores Paulo César de Lima, mais conhecido por Paulo Bola, e a
Daniel Ferreira Furtado, pela prestatividade e atencdo na area de andlise
estatistica.

A Leonardo Ferreira Dutra, pela colaboracdo na melhoria dos trabalhos.

Aos companheiros, profissionais e amigos Filipe (batata), Dalhilia, Claudinéia,

Lilian e Zacharias, pessoas importantes que conheci e que sempre me apoiaram.



Aos colegas Josimar, Washigton, Foguinho, Pedro, Igor, Tadario e Zé Marcio,

pela convivéncia durante o mestrado e pelos momentos de distracéo.

Aos amigos Daniel Rufino (cabega) e Luis Eduardo, pelo total apoio, presteza,

convivio e amizade.

Aos amigos Zé Luis Sandes (Zezinho), Lucrécio e Fabio (Cebola), pessoas que

tornaram dias de convivio mais agradaveis e divertidos.
Aos meus amigos Carlos Gibran e Janderson Nascimento que, embora néo
estivessem fisicamente proximos, sempre se fizeram presentes com suas

palavras de conforto e seguranca, durante os momentos dificeis e alegres.

MUITO OBRIGADO!



SUMARIO

Pagina
RESUMO ...ttt et es i
ABSTRACT ..ottt i
ARTIGO 1: Relacdo entre o tempo de enraizamento in vitro e o
crescimento de plantas de bananeira na aclimatizagéo..............c.ccccce.ee.. 01
RESUMO. ...ttt sr e e e e 02
ADSTFACT. ... e b 03
I oo Vo T J PSSR 04
2 Material € MAELOAOS. ......cvcireiree e e 06
3 ReSUItAd0S € AISCUSSED. ... ...cuereerireeieiirie sttt 09
4 CONCIUSDES. ...ttt ettt et be e 21
5 AQratdeCimMENTOS. .....ccuviiiieieie s sie ettt sre st renrenneas 22
6 Referéncias BibliOgrafiCas...........coviririiiiiiiiee e 23

ARTIGO 2: Micropropagacéo de cultivares de bananeira, em funcéo de

alteracdes no ambiente de CUltIVO.........cccovreiineiie e 27
RESUMO. ...t r e b e sr e e 28
ADSEFACT. ...t ettt nae e 29
I oo Vo T J SRS 30
2 Material € MELOTOS. ......cvoiiiiiie e 33
3 ReSUITAd0S € AISCUSSED. ... ccveeeeirieieiirie sttt 37
4 CONCIUSOES. ...ttt ettt sttt be bbb e s s eneens 51
5 AQradeCiMENTO......cveuiitiiiiiteiee et 52
6 Referéncias bibliografiCas........cocoovrreiireiciee e 53

ARTIGO 3: Caracteristicas fisioldgicas e anatdmicas de plantas
micropropagadas de bananeira, influenciadas por alteracBes no
ambiente de CUILIVO ... 57

=TS0 o T 58



PN o1y 1 - (o3 AT 59

I 1 £ o [ o7 o S 60
2 Material € MELOUOS. ......coveeieeeee et e 62
3 ReSUITAd0S € AISCUSSED. ... eveeeeeieeieierie sttt 68
O] ol [F L1013 81
5 AQratdeCimMENTO......cveieieie e nes 82
6 Referéncias BibliografiCas..........ccovvviiiiiiiiiiiiiicesesc e 83

ARTIGO 4: Alteragdes anatdmicas em plantas de bananeira cv. Japira

(AAAB) cultivadas in vitro e durante a aclimatizagdo ............cccccocveevenen. 89
RESUMIO. ...ttt 90
ADSIFACT. ... e 91
I oo Vo T J S SSPSSS 92
2 Material € MAELOAOS. ......cvoiieireee et 94
3 ReSUITAd0S € AISCUSSED. ... .. cveeeeeeeieierie ettt 98
4 CONCIUSDES. ...ttt et 108
5 AQradeCiMENTO......cveuiitiieiiiteiee ettt 109

6 Referéncias bibHOGrafiCas. ..o 110



RESUMO

COSTA, Frederico Henrique da Silva. Micropropagacdo da bananeira:
caracteristicas fitotécnicas, fisiologicas e anatdmicas. Lavras: UFLA, 2007.
113 p. (Dissertacdo-Mestrado em Fitotecnia).”

O cultivo de apices caulinares e meristemas utilizando técnicas in vitro constitui
a base da propagacdo clonal massal de bananas e platanos. Este trabalho
objetivou estudar o desenvolvimento fitotécnico e o comportamento fisiol6gico
e anatdbmico em bananeiras micropropagadas. Quatro experimentos foram
realizados, os quais avaliaram: 1) a influéncia do tempo de enraizamento in
vitro; 2) o ambiente de cultivo, concentracdes de sacarose e cultivares; 3)
diferencas fisioldgicas e anatdmicas em diferentes condicdes de cultivo in vitro e
4) alteragBes na anatomia foliar e existéncia de conexdo vascular de raizes em
diferentes etapas da micropropagacao. O material vegetal consistiu de brotacdes
axilares, provenientes do cultivo in vitro de apices caulinares de cultivares de
bananeira. Como meio de cultura basico, utilizou-se o MS, acrescido do
regulador de crescimento BAP (5 mg.L™), para a fase de multiplicacdo e 1 mg.L"
! de ANA ou AIB para o enraizamento. Verificou-se que a fase de inducio de
raizes nas brotacGes de bananeira in vitro ocorreu até os 14 dias de cultivo, apos
0 qual observa-se apenas alongamento. Entre as cultivares, a ‘Caipira’
apresentou desenvolvimento vegetativo in vitro e ex vitro (altura de plantas,
nimero e comprimento de raizes e massa seca) superior ao das cultivares
Preciosa e Japira, com excecdo do didmetro de pseudocaule. Apés 21 dias de
cultivo em meio de enraizamento, a sobrevivéncia das plantas foi de 100%. A
rizogénese in vitro sob ambiente de luz natural e o acréscimo de 30 g.L™ de
sacarose, proporcionam resultados satisfatérios para as cultivares Caipira e
Pacovan, com 100% de sobrevivéncia, contribuindo para a redugédo nos custos e
nas perdas na aclimatizacdo. Incremento na ocorréncia do processo foto-
oxidativo do pigmento de clorofila a, espessura dos parénquimas clorofilianos,
densidade estomética da face abaxial da epiderme, contedo relativo de agua e
sobrevivéncia de plantas micropropagadas de bananeira, ‘Caipira’, sdo obtidos
sob enraizamento in vitro, em ambiente de luz natural. A aclimatizacdo de
plantas micropropagadas de bananeira cultivar Japira, sob as condi¢des deste
trabalho, foi obtida a partir de 63 dias, em casa de vegetacdo. Conexdo vascular
entre as raizes e a parte aérea ocorrem em ambas as plantas in vitro e
aclimatizadas.

“Orientador: Dr. Moacir Pasqual - UFLA. Co-orientador: Jonny Everson
Scherwisnki Pereira (EMBRAPA/ACRE)



ABSTRACT

COSTA, Frederico Henrique da Silva. Micropropagation of banana:
agronomical, physiological and anatomical traits. Lavras: UFLA, 2007. 113p.
(Dissertation — Master Program in Crop Science). Federal University of Lavras,
Lavras, MG.*

The cultivation of shoot tips and meristems through in vitro technical constitutes
the basis of clonal propagation of bananas and plantain. This work aimed to
study the agronomical development, physiologic and anatomical behavior of
banana plants micropropagated. Four experiments were carried out which
evaluated: 1) the influence of the time of rooting; 2) the atmosphere of
cultivation, concentrations of sucrose and cultivars; 3) physiological and
anatomical differences under different conditions of in vitro cultivation and 4)
anatomical alterations of the leaves and existence of vascular connection of roots
in different stages of the micropropagation process. The propagative material
used was axillarys shoots of bananas from in vitro multiplication process. The
basic culture medium used was the MS whitin BA at 5 mg.L™ for the
multiplication phase and NAA or IBA at 1 mg.L™ for rooting. It was verified
that the root induction occurred after 14 days of shoots cultivation and the roots
grown just in length after this period. Among cultivars, 'Caipira’ was the one that
presented best results of growing (plant height, number and length of roots and
dry mass) when compared with Preciosa and Japira cultivars, except for
diameter of the pseudostem. After 21 days in rooting medium, the plant survival
reached 100%. The in vitro rhizogenesis in conditions of natural light and with
30 g.L* of sucrose, provides satisfactory results for Caipira and Pacovan
cultivars, with 100% of plant survival, contributing to the reduction in the costs
and in the losses in acclimatization. Increase in the occurrence of photooxidative
process of the a chlorophyll pigment, thickness of the chlorophyllian
parenchyma, stomatal density on abaxial surface of the epidermis, relative water
content and survival of micropropagated plants of Caipira cultivar, is obtained
when the rooting in vitro is take under conditions of natural light. The
acclimatization of micropropagated banana plants, cultivar Japira, it was
obtained from 63 days at greenhouse. Vascular connection between roots and
aerial parts is observed in both in vitro and acclimatized plants.

Adviser: Moacir Pasqual (DAG/UFLA); Co-adviser: Jonny Everson
Scherwinski Pereira (EMBRAPA/ACRE)



ARTIGO 1

RELACAO ENTRE O TEMPO DE ENRAIZAMENTO IN VITRO E O
CRESCIMENTO DE PLANTAS DE BANANEIRA NA
ACLIMATIZACAO

(Preparado de acordo com as normas da Revista Brasileira de Fruticultura)

Frederico Henrique da Silva Costa, Moacir Pasqual, Jonny Everson

Scherwinski Pereira, Filipe Almendagna Rodrigues, Luzia Yuriko Miyata



RESUMO

RELACAO ENTRE O TEMPO DE ENRAIZAMENTO IN VITRO E O
CRESCIMENTO  DE PLANTAS DE BANANEIRA NA
ACLIMATIZACAO

O trabalho objetivou avaliar a influéncia do tempo de permanéncia em meio de
enraizamento sobre o crescimento in vitro e ex vitro de plantas de bananeira.
Como explantes, foram utilizadas brotacGes axilares de bananeira provenientes
do estabelecimento e multiplicagdo in vitro de apices caulinares das cultivares
Caipira (AAA), Preciosa (AAAB) e Japira (AAAB). Para 0 enraizamento,
empregou-se 0 meio MS reduzido a 50% da concentracdo de sais, adicionado de
30 g.L* de sacarose, 1 mg.L™" de AIB e 6 g.L™" de 4gar. Os tratamentos foram
dispostos em esquema fatorial 3x4, com trés cultivares (Caipira, Preciosa e
Japira) e quatro periodos de enraizamento in vitro (7, 14, 21 e 28 dias), hum total
de 12 tratamentos. Ao final de cada periodo a altura da parte aérea, nimero e
comprimento de raizes foram avaliados e as plantas submetidas ao processo de
aclimatizacdo por 90 dias. Ap0s este periodo as plantas foram avaliadas quanto a
sobrevivéncia, nimero e comprimento de raizes, diametro do pseudocaule e
massa seca de raizes, parte aérea e total. De modo geral, observou-se que a fase
de inducéo de raizes nas brotacdes de bananeira in vitro ocorreu até os 14 dias
de cultivo em meio de enraizamento, havendo apenas crescimento em tamanho
das raizes ap0s este periodo. Entre as cultivares, verificou-se que, com exce¢do
do diametro de pseudocaule, a cultivar Caipira apresentou crescimento
vegetativo in vitro e durante a aclimatizacdo (altura de plantas, nimero e
comprimento de raizes e massa seca da parte aérea, raizes e total) superior as
cultivares Preciosa e Japira. Apdés 21 dias de permanéncia em meio de
enraizamento, a taxa de sobrevivéncia das plantas observada em casa de
vegetacéo alcangou 100%, independentemente da cultivar testada.

Termos para indexacdo: Musa spp., micropropagacdo, estabelecimento ex
vitro, sistema radicular, genotipo.



ABSTRACT

RELATIONSHIP BETWEEN THE IN VITRO ROOTING TIME AND
THE GROWTH OF BANANA PLANTS IN THE ACLIMATIZATION

The work aimed to evaluate the influence of the rooting time on the in vitro and
ex vitro growth of banana plants. For in vitro rooting, it were used as explants,
axillary shoots of bananas Caipira (AAA), Preciosa (AAAB) and Japira (AAAB)
cultivars, from in vitro multiplication. Rooting medium used was the MS 1/2,
added of sucrose (30 g.L™?), IBA (1 mg.L™) and solidified with agar (6 g.L™).
The treatments were disposed in a factorial 3x4, with three cultivars (Caipira,
Preciosa and Japira) and four periods of rooting (7, 14, 21 and 28 days), in a
total of 12 treatments. At the end of each period the height of aerial part and the
number and length of roots was evaluated, being the plants submitted to the
acclimatization process for 90 days. After this period, the plant survival, number
and length of roots, diameter of plants and the dry mass weight of aerial part and
roots were evaluated. In general, it was observed that the in vitro induction of
roots occurred until 14 days of cultivation, with the roots just growing in length
after this period. Among the cultivars, it was verified that, except for diameter of
the plants, Caipira cultivar presented higher in vitro and ex vitro vegetative
growth (height of plants, number and length of roots and aerial and roots dry
mass) than Preciosa and Japira cultivars. After 21 days in the culture medium the
plant survival at greenhouse reached 100%, independently of the cultivar.

Index terms: Musa spp.; micropropagation; ex vitro establishment; root system;
genotype.



1 INTRODUCAO

A bananicultura é uma atividade de importancia econdmica e social em
todo o0 mundo, sendo o Brasil 0 segundo maior produtor mundial, com producéo
de cerca de 6,4 milhGes de toneladas e area plantada de 508,5 mil hectares
(Borges et al., 2006; Silva et al., 2006). No entanto, como em qualquer espécie
cultivada em grandes areas, a bananeira é afetada por diversos problemas
fitossanitarios. A sigatoka-negra, causada pelo fungo Mycospharella fijiensis
Morelet, é considerada a mais grave doenca (Silva et al., 2003) e que tem
ocasionado reducdo significativa na producdo das cultivares Prata, Prata-Ana,
Nanicdo e Grande Naine, atualmente as mais difundidas e cultivadas. Sendo
assim, novos gendtipos de bananeira vém sendo introduzidos e produzidos pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, resultando na recomendacdo de
cultivares com resisténcia as principais sigatokas e ao mal-do-panam4, entre as
quais estdo a ‘Caipira’ (AAA), ‘Preciosa’ (AAAB) e ‘Japira’ (AAAB).

Nesse contexto, a micropropagacdo de apices caulinares e meristemas
constitui uma importante ferramenta para a rapida propagacdo clonal massal e
validacdo de genoétipos de bananeira recentemente langados pelos programas de
melhoramento genético (Glibbik & Pekmezci, 2004; Rocha, 2005). De modo
geral, o processo de micropropagacdo da bananeira tem inicio a partir de uma
rigorosa selecdo de plantas matrizes elites, seguido das fases de estabelecimento,
multiplicacdo e enraizamento/alongamento in vitro, sendo as plantas obtidas
submetidas a aclimatizacdo em casa de vegetacdo ou telado.

Dentre as fases que compdem o0 processo in vitro, o0
enraizamento/alongamento é considerado fundamental para a maioria das
espécies. Isso porque a obtencdo de um sistema radicular funcional e uniforme

em plantas micropropagadas € um requisito bésico para que se alcancem



elevadas taxas de sobrevivéncia na fase de aclimatizagdo. Contudo, alguns
autores suportam a hipotese de que a reducdo do periodo de enraizamento in
vitro, ou mesmo sua eliminagdo, ndo prejudique a sobrevivéncia e o posterior
desenvolvimento de determinadas espécies de plantas durante a aclimatizacédo
(George, 1996; Grattapaglia & Machado, 1998; Preece & Sutter, 1991),
contribuindo significativamente para a reducdo dos custos de producdo e do
tempo para a comercializacao.

Assim, uma possivel alternativa seria submeter as partes aéreas a uma
fase de inducdo de raizes in vitro, seguida de uma etapa de alongamento em
substrato (ex vitro). Isso porque raizes mais curtas, normalmente, estdo em fase
de ativo crescimento, sendo mais adequadas ao transplante, por facilitar o
manuseio, 0 pegamento e o posterior desenvolvimento ex vitro das plantas
(Grattapaglia & Machado, 1998; Woodhead & Bird, 1998). Portanto, é logo
apo6s os primeiros sinais de emergéncia dos primérdios radiculares in vitro que
as plantas devem ser transplantadas. Além disso, alguns pesquisadores tém
sugerido que o aumento do tempo de permanéncia das plantas em meio de
cultura pode proporcionar um rapido envelhecimento das raizes, tornando-as
menos funcionais (Pereira & Fortes, 2001).

Acrescente-se, ainda, que, do ponto de vista econémico, submeter as
plantas ao enraizamento ex vitro pode representar uma consideravel reducdo dos
custos de méo-de-obra e infra-estrutura, pois uma etapa da micropropagacao é
eliminada. Além do mais, pode também conferir qualidades adicionais ao
sistema radicular formado, refletindo no bom desenvolvimento da parte aérea,
assim como um maior nimero de raizes laterais (Cuzzuol et al., 1996; Debergh
& Read, 1991).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar a influéncia do tempo de
permanéncia em meio de enraizamento sobre o crescimento in vitro e ex vitro de

plantas de bananeira.



2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e Anexos
do Departamento de Agricultura, da Universidade Federal de Lavras, no
municipio de Lavras, regido Sul do estado de Minas Gerais, a 918 m de altitude,
latitude 21°14°S e longitude 45°00’GRW. Segundo a classificacdo climatica de
Kdppen (1948), o clima regional é do tipo Cwa, com caracteristicas Cwb,
apresentando duas estacGes definidas: seca, com temperaturas mais baixas de
abril a setembro, e chuvosa, com temperaturas mais elevadas, de outubro a
marco. O experimento foi realizado entre 0s meses de maio e setembro de 2006.

O material vegetal utilizado foi constituido de brotacGes axilares (com
aproximadamente 2 cm e desprovidas de raizes), provenientes do
estabelecimento e multiplicacdo in vitro de apices caulinares das cultivares de
bananeira ‘Caipira’ (AAA), ‘Preciosa’ (AAAB) e ‘Japira’ (AAAB), as quais
foram obtidas do banco ativo de germoplasma (BAG) da Embrapa Acre, em Rio
Branco. O meio béasico utilizado para a obtengdo dos explantes foi o MS
(Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 5 mg.L™ de BAP, sendo 0s
subcultivos realizados a cada 35 dias, até obtencdo de numero suficiente de
explantes para inicio do experimento.

Para o enraizamento in vitro, foi utilizado o meio de MS reduzido a 50%
da concentracdo de sais, adicionado de 30 g.L™ de sacarose e 1 mg.L™ de é4cido
indolbutirico (AIB). Ambos os meios utilizados para a obtencdo e o
enraizamento dos explantes foram solidificados com 6 g.L™ de 4gar (Merse®) e
tiveram o pH ajustado para 5,8%0,1, antes da adicdo do agente geleificante,
sendo em seguida autoclavados, por 20 minutos, a 120°C e 1 atm. Os
tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 3x4, constituido de diferentes

periodos de enraizamento in vitro (7, 14, 21 e 28 dias) e trés cultivares de



bananeira (Caipira, Preciosa e Japira), num total de 12 tratamentos. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes e quatro explantes por parcela. O cultivo foi feito em frascos de 250
mL contendo 40 mL de meio, selados com parafilme transparente.

Uma vez estabelecido, o cultivo foi mantido em sala de crescimento, sob
temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 42 W.m?,
fornecida por meio de lampadas fluorescentes tubulares do tipo luz do dia
especial (OSRAM 20W). Ao final de cada periodo de cultivo in vitro, foram
avaliados a altura da parte aérea e 0 nimero e comprimento de raizes.

Ao final das avaliagBes referentes a cada tempo de enraizamento in
vitro, as plantas tiveram suas raizes lavadas em A&gua corrente, sendo
imediatamente transferidas para tubetes de 0,3 L preenchidos com substrato
composto pela mistura de terra de subsolo (abaixo de 40 cm):Plantmax
Hortalicas HT®:casca de arroz carbonizada (1:1:1 v/v), acrescido de 50 g.L™" de
himus e 20 g.L™ de super simples. Apds o transplante, as plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo por 90 dias, coberta com filme de polietileno
transparente (150 microns) e apresentando sombreamento de 70%
(Sombrence®), sendo a irrigacéo das mudas realizada por sistema de nebulizacéo
intermitente. A parcela experimental foi constituida por trés plantas (uma por
tubete), com cinco repeti¢bes por tratamento, num total de 15 plantas por
tratamento, em delineamento inteiramente casualizado.

Decorridos 90 dias da transferéncia para casa de vegetacdo, foram
avaliados o0s seguintes parametros de crescimento: altura da parte aérea,
didmetro do pseudocaule (a 1,0 cm acima do coleto), nimero e comprimento de
raizes, além da massa seca de raizes (MS’R), parte aérea (MS’PA) e total
(MS’T) das plantas. A determinacdo da massa seca foi feita ap6s secagem em

estufa, a 60°C, por 48horas, até peso constante.



Os dados foram submetidos a andlise de variadncia, utilizando o
programa estatistico SANEST (Zonta & Machado, 1984), sendo as médias
comparadas pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Na analise estatistica,
dados obtidos por contagem (x) foram transformados segundo (x+0,5)°°. Para a
sobrevivéncia das plantas, os dados foram obtidos por simples observacéo visual
e nao foram analisados estatisticamente, sendo determinados pela razdo entre o
numero de plantas desenvolvidas e o nimero total de plantas transferidas para as

condicOes ex vitro.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Enraizamento in vitro

Interacdo entre os fatores estudados (tempo de enraizamento e
cultivares) foi observada apenas quanto a altura da parte aérea. J& em relagéo ao
nimero e aocomprimento de raizes, verificou-se efeito isolado dos fatores
(Tabela 1).

Entre as cultivares, a ‘Caipira’ apresentou os maiores valores para 0S
parametros avaliados, sendo significativamente superior as demais. Em relacédo
ao tempo de enraizamento, a maior permanéncia das plantas em meio de cultivo
promoveu incremento para todas as caracteristicas avaliadas, embora nao
tenham sido observadas diferencas significativas quanto ao numero de raizes
entre 0s 14, 21 e 28 dias, assim como também entre 7 e 14 dias para a altura da
parte aérea (Tabela 1). Assim, pode-se inferir que, apos a fase de indugdo dos
primordios radiculares, ndo h& mais emissdo de raizes, mas sim o
desenvolvimento/alongamento destas. Este fato concorda com Grattapaglia &
Machado (1990) e Woodhead & Bird (1998), segundo 0s quais 0 processo de
enraizamento in vitro constitui-se de trés fases: inducdo, iniciacdo e
alongamento, sendo a duragéo de cada fase compreendida entre 1 a 3 semanas, a
depender da espécie e das condicdes de cultivo.

De modo semelhante, Molla et al. (2004) evidenciaram maior nimero
médio de raizes por explante, com aumento do periodo de cultivo em meio de
enraizamento in vitro, independente das concentragdes de AIB estudadas.
Adicionalmente, os autores evidenciaram também pouco incremento no nimero
de raizes entre 0 20° e 25° dias de cultivo, tendo a maior média sido verificada
aos 35 dias de cultivo in vitro em meio suplementado com 0,5 mg.L'1 de AIB,

com 8,28 raizes. Trabalhando com Musa sapientum cv. BARI-I, Rahman et al.



(2004) também constataram incremento no numero de raizes com o tempo de
cultivo in vitro, embora a média obtida nesta espécie tenha sido relativamente

baixa (2,83 raizes aos 30 dias de cultivo).

TABELA 1. Influéncia do tempo de enraizamento in vitro sobre o nimero e
comprimento de raizes e altura da parte aérea de plantas de
diferentes cultivares de bananeira durante a fase de enraizamento
in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Ter_npo _ Cultl\{ares _ Média
(Dias) Caipira Preciosa Japira
NUmero de raizes
7 2,7 1,6 1,5 1,9b
14 6,3 4,3 4,2 4,9a
21 6,4 4.3 4,2 5,0a
28 6,8 48 43 5,3a
Média 5,5A 3,7B 3,5B
C.V (%) 9,0
Comprimento de raizes (cm)
7 0,0 0,0 0,0 0,0d
14 3,5 1,9 19 2,4c
21 4,2 35 4,5 4,1b
28 6,3 6,0 5,6 6,0a
Média 3,5A 2,8B 3,0AB
C.V. (%) 25,2
Altura da parte aérea (cm)
7 3,1cA 3,1bA 2,7bA 3,0c
14 3,5cA 3,1bB 2,9bAB 3,2c
21 4,7bA 3,2bB 4,0aA 4,0b
28 5,7aA 4,9aA 4,1aB 4,9a
Média 4,2A 3,6B 3,4B
C.V. (%) 11,3

Médias seguidas por letras distintas, minUsculas na vertical e maidsculas na horizontal, diferem
entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Para altura da parte aérea, nenhuma diferenca significativa entre as
cultivares estudadas foi evidenciada aos 7 dias, indicando que os explantes
utilizados neste estudo foram homogéneos, com média de 3 cm. Analisando-se a

interacdo, constata-se que as diferentes cultivares tiveram repostas diferenciadas
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para cada tempo de enraizamento testado, embora a permanéncia das brotagdes
por um maior periodo (28 dias) tenha promovido as maiores alturas. Esta
especificidade de cada cultivar e as diferentes respostas obtidas neste trabalho
podem ser atribuidas ao nivel de oxidacdo observado na base dos explantes
ainda nos primeiros dias ap6s a inoculacdo, o qual foi mais expressivo nas
cultivares Preciosa e Japira, grupo genémico AAAB, bem como também a
constituicdo gendmica de cada genotipo.

A oxidacdo verificada durante algumas das etapas do cultivo in vitro
pode influenciar sobremaneira na absorcdo dos constituintes do meio pelo
explante e, conseqiientemente, no crescimento destes, em virtude da obstrugdo
do tecido oxidado, resultante da liberacdo de compostos fendlicos in vitro,
precursores da sintese de lignina pelo tecido injuriado (Oliveira et al., 2001; Van
Winkle et al., 2003). Nesse mesmo sentido, trabalho conduzido por Costa et al.
(2006), com a bananeira ‘Grande Naine’ (AAA), durante a fase de multiplicacéo
in vitro, demonstrou que a adicdo de 3 g.L™ de carvo ativado durante esta fase
promove reducdo significativa do nivel de oxidagdo, assim como também a
obtengdo de brotacdes mais altas, vigorosas e com maior nimero de raizes.

De acordo com Hirimburegama & Gamage (1997), cultivares portadoras
do genoma B (Musa balbisiana) mostram maior escurecimento (oxidagdo) dos
tecidos excisados ou cortados do que cultivares que apresentam apenas genoma
A (Musa acuminata). Este escurecimento é mais intenso aos 2 dias de
inoculacdo, apds o qual ha reducdo dos niveis de oxidacdo. Além do mais, entre
0s grupos gendmicos avaliados, foi constatado acima de 75% de escurecimento
na superficie dos explantes para o grupo BB, 50%-65% no ABB, de 50%-25%
para 0 AAB e menos do que 25% para 0 AAA e AAAA.

Diferencas entre gen6tipos de bananeira foram observadas por Novak et
al. (1990) para a massa fresca dos brotos, o que foi atribuido ao nivel de ploidia

e a constituicdo gendmica dos hibridos estudados. J& Gilbbik & Pekmezci
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(2004), avaliando cultivares pertencentes ao subgrupo Cavendish, grupo AAA,
verificaram diferencas quanto ao comprimento de raizes e diametro do
pseudocaule, que variaram entre 8,74 e 10,15 cm e 4,49 e 6,14 mm, muito

embora as cultivares ndo tenham sido comparadas entre si.

Aclimatizacao

O processo de aclimatizagdo das plantas de bananeira micropropagadas,
etapa primordial para a sobrevivéncia do material micropropagado, apresentou,
ao final de 90 dias em casa de vegetacdo, elevada sobrevivéncia (acima de 80%),
em todas as cultivares estudadas. Perdas foram verificadas apenas em plantas
provenientes dos 7 e 14 dias de cultivo das cultivares Preciosa e Japira,
respectivamente. Sob essas condi¢des, observou-se pouco desenvolvimento da
parte aérea (muitas vezes apresentando apenas uma folha expandida) e rizoma
pouco definido, com fraca iniciacdo de primdrdios radiculares, sugerindo baixa

quantidade de reservas para sustentar seu desenvolvimento (Tabela 2).

TABELA 2. Percentual de mortalidade de plantas micropropagadas de
cultivares de bananeira sob o efeito do tempo de enraizamento
in vitro, apdés 90 dias de aclimatizacdo. UFLA, Lavras, MG,

2007.
Tempo Cultivares -
(Dias) Caipira Preciosa Japira Media
Percentual de mortalidade (sobrevivéncia ex vitro)*
7 0,0 (100%) 20,0 (80%) 13,0 (87%) 11,0 (89%)
14 0,0 (100%) 0,0 (100%) 7,0 (93%) 2,0 (98%)
21 0,0 (100%) 0,0 (100%) 0,0 (100%) 0,0 (100%)
28 0,0 (100%) 0,0 (100%) 0,0 (100%) 0,0 (100%)
Média 0,0 (100%) 5,0 (95%) 5,0 (95%)

"Valores obtidos pela relacéo entre o nimero de plantas desenvolvidas e o nimero total de
plantas transferidas.
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Estudando os efeitos de concentragdes de AIB na formacao de raizes e
na subseqiente transferéncia para condi¢fes ex vitro da bananeira cv. Bari,
Molla et al. (2004) observaram de 95% a 100% de sobrevivéncia das plantas
cultivadas por 15 e 20 dias em meio de cultura contendo entre 0,4 e 0,6 mg.L'1
de AIB e submetidas a pré-aclimatizacdo durante 7 dias a temperatura ambiente.
Por outro lado, foi observado que plantas cultivadas in vitro por 5 dias nao
sobreviveram ap0s o transplantio, independentemente da concentragdo de auxina
estudada, enquanto que, aos 10 dias, foi constatada entre 0% e 29,66% de
sobrevivéncia, a qual aumentou com a concentracdo de AIB utilizada.

Ja Bosa et al. (2003) verificaram 90% a 98% de sobrevivéncia ex vitro
em plantas de Gypsophila paniculata enraizadas in vitro por 5 a 30 dias,
respectivamente. Adicionalmente, foi observada resposta linear crescente,
mostrando a importancia da permanéncia das plantas in vitro sobre a
aclimatizacdo. A maior taxa de sobrevivéncia das plantas cultivadas por 30 dias
foi atribuida ao maior acimulo de reservas nos tecidos, conferindo maior
resisténcia as folhas.

Resultados positivos quanto ao menor periodo de permanéncia em meio
de enraizamento foram também evidenciados por Pereira & Fortes (2001), os
quais verificaram que o transplante das brota¢Ges de macieira mantidas por 12,
15, 21 e 30 dias possibilitou a obtengdo de uma taxa média de sobrevivéncia
acima de 90%. Efeito semelhante foi observado por Ribas (1991), com a cultivar
de macieira Gala, clone FZ, que verificou que periodos de 12, 15 e 20 dias de
enraizamento também ndo apresentaram diferencas significativas na taxa de
sobrevivéncia das plantas micropropagadas, variando entre 92% e 100%.

De acordo com Oliveira et al. (2001), brotos micropropagados de
bananeira com tamanho inferior a 1,5 ¢cm necessitam de maior periodo de
alongamento em meio de enraizamento in vitro e sdo propensos a elevadas

perdas durante a aclimatizacdo. Além disso, o tipo de sistema radicular formado
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ainda na fase de enraizamento in vitro tem sido considerado um dos fatores
determinantes do sucesso na sobrevivéncia das plantas ap6s o transplantio, visto
que, de acordo com Grattaplagia & Machado (1990), raizes mais curtas sdo mais
adequadas, por se apresentarem em fase de crescimento ativo, facilitando a
sobrevivéncia das plantas no momento da aclimatizacéo.

Acrescente-se também que, embora existam trabalhos que reportem ser
desejavel a diminuicdo ou, até mesmo, a eliminacdo da etapa de enraizamento in
vitro, devido ao aspecto econdmico ou mesmo a possiveis beneficios ao sistema
radicular (Debergh & Read, 1991; Pereira & Fortes, 2001), os resultados aqui
apresentados demonstram que, para as cultivares de banana estudadas, esta fase
é necessaria, principalmente se as brotacdes tiverem tamanho reduzido nesse
momento. Entretanto, pode-se otimizar o tempo de enraizamento in vitro sem,
contudo, incorrer em perdas significativas de plantas, o que poderia possibilitar
reducdo dos gastos com energia e mao-de-obra, uma vez que a maior
permanéncia das culturas na sala de crescimento incrementa os custos da muda
micropropagada (Bosa et al., 2003).

Em relacdo ao numero e ao comprimento de raizes, observou-se
interagdo significativa entre os fatores, enquanto que, para altura da parte aérea e
didmetro do pseudocaule, os fatores influenciaram de modo isolado (Tabela 3).

Na cultivar Caipira, verificou-se maior nimero de raizes em plantas
mantidas por 7 dias em meio de enraizamento, embora diferencgas significativas
s0 tenham sido verificadas em relagdo as plantas cultivadas por 28 dias. Para
comprimento de raizes, ndo foram observadas diferencas quanto ao tempo de
enraizamento. Maior nimero e comprimento de raizes na cultivar Preciosa
foram obtidos em plantas cultivadas por 21 e 28 dias. J& a cultivar Japira
apresentou maior nimero e comprimento de raizes aos 21 dias, embora ndo

tenha diferido daquelas enraizadas por 14 e 28 dias (Tabela 3).
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Experimentos realizados por Blomme & Ortiz (2000), avaliando 11
gendtipos de 6 grupos diferentes de Musa, sob dois métodos de propagacéo,
diferentes idades vegetativas e cultivados em viveiro e condi¢cdes de campo,
mostraram haver boa formacdo do sistema radicular, independentemente da
idade das plantas micropropagadas, fato associado ao vigor das plantas e a
grande superficie foliar. No entanto, foram verificadas, ainda, diferengas em
relacdo ao desenvolvimento do sistema radicular, tanto entre os grupos de Musa
quanto para os diferentes tipos de propagulos (rebentos e micropropagados)
testados, em que o sistema de micropropagacdo nem sempre favoreceu a melhor
formacéo de sistema radicular.

Efeito benéfico do enraizamento in vitro no crescimento de raizes
durante a aclimatizacdo de plantas micropropagadas foram observados também
por Carvalho et al. (1999) para a cultura do cafeeiro, embora este efeito ndo
tenha sido verificado para a parte aérea. Ja, Pereira & Fortes (2001) verificaram
gue, em macieira, quanto menor o tempo de permanéncia das brota¢cdes em meio
de enraizamento, menor é o tamanho do sistema radicular e da parte area destas
plantas em casa de vegetacdo, afetando, inclusive, o vigor das plantas. Além
disso, os autores relatam que, por possuirem alta razdo entre parte aérea e raiz,
estas plantas tendem a apresentar problemas de sobrevivéncia, em razdo da
elevada transpiracéo, principalmente se a aclimatizacdo for realizada nos meses
mais quentes do ano.

De acordo com os resultados acima e com afirmac6es de Gribaudo et al.
(1995), segundo os quais raizes formadas in vitro possuem substancial
contribuicdo para o crescimento de videira durante a aclimatizacdo, fica
evidenciado que, nem sempre, as raizes formadas in vitro sdo ndo-funcionais.

Ainda quanto ao enraizamento in vitro, Thomas & Ravindra (1997)
afirmam que a poda de raizes formadas in vitro proporciona maior facilidade no

manejo e mais uniformidade no estande de plantas aclimatizadas de videira, em
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comparacdo as plantas controle, além de elas apresentarem rapido crescimento e
melhor sistema radicular. Ja em experimento preliminar conduzido por estes
autores, plantas controle contendo poucas raizes foram menos vigorosas,
diferentemente daquelas com muitas raizes, que apresentaram mais vigor, apos 4
semanas do plantio.

Quanto a altura da parte aérea e ao didmetro do pseudocaule, constatou-
se incremento nos valores destas varidveis a medida que as plantas
permaneceram em meio de enraizamento. 1sso mostra a importancia de também
se obter plantas com parte aérea mais alongada, ja que aquelas cultivadas por 7 e
14 dias tiveram os piores resultados. Entre as cultivares, a ‘Caipira’ foi a que
apresentou a maior altura de plantas, diferindo das demais. Tais resultados se
devem, muito provavelmente, ao fato de essas plantas terem tido maior
desenvolvimento in vitro em todos os tempos de enraizamento, favorecendo,
assim, o consequiente desenvolvimento ex vitro (Tabela 3).

Em relagdo ao didametro do pseudocaule, verificou-se que as cultivares
Preciosa e Japira apresentam as maiores médias e foram significativamente
superiores a cultivar Caipira. Ja quando se avalia o fator tempo, observa-se um
incremento no didmetro, com a permanéncia das plantas in vitro até os 21 dias
(Tabela 3).
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TABELA 3. Influéncia do tempo de enraizamento sobre o nimero (NR) e
comprimento de raizes, altura da parte aérea e didmetro do
pseudocaule, em diferentes cultivares de bananeira, apds 90 dias de
aclimatizacdo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Ter_npo __ Cultl\{ares _ Média
(Dias) Caipira Preciosa Japira
Numero de raizes
7 8,0aA 5,9bcB 5,6bB 6,5ab
14 7,0abA 5,7cB 6,5abAB 6,3b
21 7,3abA 7,0abA 7,1aA 7,1a
28 6,4bA 7,2aA 6,5abA 6,7ab
Média 7,2A 6,4B 6,3B
C.V (%) 4,9
Comprimento de raizes (cm)
7 18,1aA 11,6cB 11,8bB 13,8b
14 18,7aA 13,5bcB 15,0aB 15,7b
21 18,4aA 15,3abB 16,2aAB 16,6a
28 16,9aA 16,3aA 16,1aA 16,4a
Média 18,0A 14,2B 14,8B
C.V. (%) 9,6
Altura da parte aérea (cm)
7 11,8 9,9 9,2 10,3b
14 11,8 9,3 10,9 10,7b
21 16,8 13,7 14,4 15,0a
28 16,2 14,4 14,3 15,0a
Média 14,1A 11,8B 12,2B
C.V. (%) 8,2
Didmetro do pseudocaule (cm)
7 0,56 0,64 0,62 0,61b
14 0,65 0,65 0,69 0,66b
21 0,70 0,80 0,85 0,78a
28 0,72 0,82 0,77 0,77a
Média 0,66B 0,73A 0,73A
C.V. (%) 7,2

Médias seguidas por letras distintas, mindsculas na vertical e maidsculas na horizontal, diferem
entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Quanto a massa seca das plantas, cada cultivar foi influenciada de
maneira distinta pelo tempo de permanéncia em meio de enraizamento in vitro.

Para a cv. Caipira, maiores MS’R e MS’T foram verificadas aos 21 e 28 dias de
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cultivo, embora o tempo de 21 dias ndo tenha diferido significativamente do
cultivo aos 7 dias, para a MS’R. Por outro lado, maior MS’PA foi observada para
brotacgdes cultivadas por 21 dias (Tabela 4).

Efeitos semelhantes foram observados para a cultivar Japira, que
apresentou maior MS’R quando as plantas foram submetidas a 21 e 28 dias de
cultivo in vitro, sendo significativamente superiores aos demais tempos de
permanéncia. Para a MS’PA e MS’T, a permanéncia das brotagdes por periodo
de 21 dias possibilitou os melhores resultados. J& para a cultivar Preciosa a
permanéncia das brotacBes por maior periodo (28 dias) promoveu os melhores
resultados para a MS. Contudo, acrescenta-se que, avaliando-se isoladamente as
médias dos fatores, observou-se que a cultivar Caipira foi superior as demais,
excecdo verificada apenas para MS’PA. Além disso, maior permanéncia em meio
de enraizamento teve efeito benéfico mais pronunciado sobre a MS (Tabela 4).

Avaliando-se a possibilidade de reducdo do tempo de cultivo in vitro de
plantas de bananeira por meio da inoculagdo com fungo micorrizico e diferentes
estddios de enraizamento, Lins et al. (2003) ndo observaram diferenca
significativa na producdo de parte aérea entre as plantas enraizadas ou
apresentando estadio intermediario de enraizamento. Adicionalmente, também
foi observado que o uso de plantas enraizadas resultou em mudas com maior
crescimento de radicelas no processo de aclimatizagdo. Dessa forma, os autores
concluiram que plantas em estagio intermediario de enraizamento podem trazer
mais beneficios ao seu posterior desenvolvimento ex vitro, economizando tempo

e espaco na formacdo das mudas in vitro.
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TABELA 4. Influéncia do periodo de enraizamento in vitro sobre a massa seca
de raizes (MS’R), parte aérea (MS’PA) e total (MS’T) de
diferentes cultivares de bananeira, apds 90 dias de aclimatizag&o.
UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tempo Cultivares

(Dias) Caipira Preciosa Japira Media
Massa seca de raizes (9)
7 0,49bA 0,18cB 0,19bB 0,29c
14 0,35cA 0,22cB 0,23bB 0,27c
21 0,54abA 0,35 bB 0,38aB 0,42b
28 0,65aA 0,56aA 0,42aB 0,54a
Meédia 0,51A 0,33B 0,30B
C.V (%) 19,9
Massa seca de parte aérea (g)
7 0,25cA 0,17bA 0,17cA 0,20c
14 0,30cA 0,23bA 0,25cA 0,26c
21 0,82aA 0,50aB 0,92aA 0,75a
28 0,55bA 0,56aA 0,53bA 0,55b
Meédia 0,48A 0,36B 0,47A
C.V. (%) 25,1
Massa seca total (g)
7 0,70bA 0,30cB 0,40cB 0,50b
14 0,60bA 0,44cB 0,50cAB 0,50b
21 1,4aA 0,85bB 1,30aA 1,2a
28 1,2aA 1,1aAB 0,94bB 1,1a
Média 0,97A 0,65B 0,77B
C.V. (%) 15,7

Médias seguidas por letras distintas, mindsculas na vertical e mailsculas na horizontal,
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Ja em estudo realizado com plantas micropropagadas de Gypsophila
paniculata, Bosa et al. (2003) verificaram, aos 30 dias de aclimatizac&o,
aumento no volume de raizes para as plantas que permaneceram entre 15 e 25
dias sob enraizamento in vitro, ndo sendo mais verificado incremento
significativo a partir de entdo. J& em relacdo ao acimulo da massa seca das
folhas, melhor resultado foi observado nas mudas cujas brotacGes permaneceram
entre 15 e 20 dias no meio de enraizamento, periodo acima do qual houve

reducdo na taxa de crescimento. Além disso, comportamento quadratico
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ascendente também foi observado para massa seca de raizes, em que maior
acumulo foi observado nas mudas cujas plantas permaneceram entre 15 e 20 dias
no enraizamento. Nesse mesmo sentido, Pereira & Fortes (2001) verificaram um
comportamento linear ascendente quanto a matéria seca de plantas de macieira
micropropagadas, tanto da parte aérea como das raizes, com o aumento do

tempo de permanéncia das brotacbes em meio de enraizamento.
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4 CONCLUSOES

1. Com excecdo do didmetro de pseudocaule, a cultivar Caipira apresenta
desenvolvimento vegetativo in vitro e ex vitro (altura de plantas, nimero e
comprimento de raizes e massa seca da parte aérea e radicular) superior ao das
cultivares Preciosa e Japira.

2. A fase de inducéo de raizes em brotagOes de bananeira in vitro ocorre até 0s
14 dias de cultivo em meio de enraizamento. Apés este periodo, ha apenas o
crescimento em tamanho das raizes.

3. O crescimento em altura das plantas é diretamente proporcional ao tempo de
permanéncia de brotacGes de bananeira em meio de enraizamento in vitro.

4. A sobrevivéncia de plantas de bananeira em casa de vegetacdo atinge 100%,

apos 21 dias de cultivo em meio de enraizamento.
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RESUMO

MICRQPROPAGAQAO DE CULTIVARES DE BANANEIRA, EM
FUNCAO DE ALTERACOES NO AMBIENTE DE CULTIVO

O uso de mudas micropropagadas de bananeira em plantacbes comerciais
encontra-se bastante difundido entre os produtores dedicados & producdo de
frutas de qualidade e ou voltados a mercados de exportacdo. Dessa forma,
estudos que possibilitem reducdo dos custos de producdo e a melhoria na
qualidade das mudas obtidas podem tornar ainda mais evidente o emprego deste
tipo de material propagativo. Objetivou-se avaliar a influéncia do ambiente de
cultivo e de concentracbes de sacarose sobre 0 enraizamento in vitro e
aclimatizacdo de cultivares de bananeira. Para o enraizamento in vitro, brotacdes
axilares provenientes da fase de multiplicagdo foram cultivadas em meio basico
de MS, adicionado de 1 mg.L* de ANA e 6 g.L" de 4gar (Merse®). Os
tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 2x2x2, com duas cultivares
(Caipira e Pacovan), duas concentraces de sacarose (15 e 30 g.L™) e dois
ambientes de cultivo (natural, em casa de vegetacdo e artificial, em sala de
crescimento). Ao final de 45 dias, altura da parte aérea, nUmero de raizes e de
folhas senescentes e massa seca das plantas foram avaliados. Na aclimatizacao,
plantas submetidas aos mesmos tratamentos mencionados foram transferidas
para tubetes de 0,3 L preenchidos pela mistura de terra de subsolo:Plantmax
HT®:casca de arroz carbonizada (1:1:1 v/v), acrescido de 50.g L™ de hiimus e 20
g.L™ de super simples, permanecendo sob condicBes de casa de vegetagdo por
75 dias. Decorrido este periodo, altura da parte aérea, nimero de folhas
expandidas e de raizes, comprimento de raizes, diametro do pseudocaule e
massa seca de raizes, parte aérea e total foram avaliados. Verificou-se que, com
excecdo da altura da parte aérea, 0 enraizamento in vitro das brotacdes axilares
sob ambiente de luz natural com 30 g.L ™ de sacarose proporciona as melhores
respostas para a cultivar Caipira e sua subsequente aclimatizacdo. Para a cultivar
Pacovan, o cultivo sob luz artificial com 30 g.L" de sacarose possibilita
melhores resultados, embora a luz natural possa ser satisfatoriamente utilizada.
A luz natural, durante a etapa de enraizamento in vitro, pode ser utilizada para a
producdo de mudas de bananeira, contribuindo, assim para a reducao nos custos
e nas perdas na aclimatizagdo, uma vez que possibilita a rustificacdo das plantas
obtidas, com 100% de sobrevivéncia.

Palavras-chave: Musa spp., luz natural, enraizamento in vitro, aclimatizagéo.
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ABSTRACT

MICROPROPAGATION OF BANANA CULTIVARS IN FUNCTION OF
ALTERATIONS IN THE ATMOSPHERE OF CULTIVATION

The use of micropropagated banana plants in commercial plantations must be a
normal practice among producers dedicated to the production of fruits with
quality destined to the exportation markets. In this way, the reduction of the
production costs and the employment of practices to improve the quality of the
plants can turn more evident the utilization of this type of propagative material.
This work intended to evaluate the influence of the atmosphere of cultivation
and sucrose concentrations on the in vitro rooting and acclimatization of
bananas. For the in vitro rooting, axillary shoots from multiplication phase were
cultivated in MS medium whitin 1 mg.L™ NAA and 6 g.L™ agar (Merse®). The
treatments were disposed in a 2x2x2 factorial scheme bein: two cultivars
(Caipira and Pacovan), two concentrations of sucrose (15 and 30 g.L™) and two
atmospheres of cultivation (natural, greenhouse and artificial, growth room).
After 45 days, height of the aerial part, number of roots and senescence leaves
and dry mass of the plants were evaluated. In the acclimatization, plants were
submitted to the same treatments mentioned above and transferred to plastic
tubes with capacity of 0,3 L filled with a mixture of subsoil earth: Plantmax
HT®: carbonized rice rusk (1:1:1 v/v), and with 50g.L™ humus and 20 g.L™
super simple fertilizer, at greenhouse conditions for 75 days. After this period it
was evaluated the height of the aerial part, number of expanded leaves and roots,
length of roots, diameter of the pseudostem and dry mass of the roots and aerial
parts of the plants. It was verified that, except for height of the aerial part, the
rooting of the axillary shoots under conditions of natural light and medium
whitin 30 g.L™ of sucrose provides the best results for Caipira cultivar and its
subsequent acclimatization. For Pacovan, the cultivation under conditions of
artificial light and medium with 30 g.L™* of sucrose provide the bests results,
although natural light also can be used satisfactorily. The utilization of natural
light during the stage of rooting of bananas in vitro are useful to production of
microplants, contributing to the reduction of costs and in the losses during the
acclimatization, once it facilitates the plant rusticity, with 100% of survival.

Keywords: Musa spp., natural light, in vitro rooting, acclimatization.
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1 INTRODUCAO

A banana tem destacada expressdo econdmica e social em todo o
mundo, sendo considerada importante fonte de alimento e uma das frutas de
maior consumo e producgdo entre as espécies frutiferas tropicais (Donato et al.,
2006). No Brasil, segundo maior produtor mundial, a bananeira é cultivada de
norte a sul do pais, sendo uma das mais importantes fruteiras, ocupando cerca de
485 mil hectares plantados (Borges et al., 2006; Weber et al., 2006). Entretanto,
a produtividade nacional é baixa, o que se deve, entre outros fatores, ao baixo
nivel tecnolédgico adotado para seu cultivo.

Um dos principais aspectos que limitam a expansdo da cultura da
bananeira é a utilizagio de mudas produzidas por meio de métodos
convencionais que, além de apresentarem baixa taxa de multiplicacdo, podem se
constituir num mecanismo de disseminacdo de doencas e pragas (Roels et al.,
2005), ocasionando perdas que podem alcancar 100% na produtividade, no caso
da sigatoka-negra (Silva et al., 2003).

Apesar de, teoricamente, cada folha de bananeira poder originar uma
gema vegetativa, este potencial ndo se traduz naturalmente em filhotes
(perfilhos/rebentos), em grande parte, pela influéncia da dominéncia apical da
planta mae e dos filhotes ja desenvolvidos. Assim, de modo geral, 0 nimero de
perfilhos da bananeira varia de 3 a 10 filhotes por matriz/ciclo (Vuylsteke & De
Langhe, 1985), dependendo da cultivar e das condi¢Ges de manejo da cultura.

Diante dessas limitacdes, a producdo de mudas por micropropagacdo
constitui uma importante ferramenta para a obtencdo massal de clones de
gendtipos elite (Kozai et al., 1997), facilitando a distribuicdo, a conservagéo e o

intercdmbio de germoplasma, além de proporcionar a répida propagacdo e
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validagdo de variedades recentemente lancadas pelos programas de
melhoramento genético da bananeira (Glibbiik & Pekmezci, 2004; Rocha, 2005).

Relatos das primeiras aplicacBes da micropropagacdo na multiplicacdo
de espécies do género Musa datam da década de 1960. Desde entdo, houve uma
intensificacdo nos trabalhos de pesquisa visando a utilizacdo de técnicas mais
eficientes, produtivas e menos onerosas. Dentre 0s avancos obtidos para a
diminuicdo dos custos de producdo, a substituicdo das lampadas fluorescentes,
comumente utilizadas nas salas de crescimento pela luz natural, associada ou
ndo a reducdo nos niveis exdgenos de sacarose, € um dos mais importantes
(Kodym & Zapata-Arias, 1999, 2001; Sendin, 2001; Rocha, 2005). Isso porque
0s gastos com iluminacdo artificial nas salas de cultivo somam,
aproximadamente, 65% do total de energia elétrica utilizada nos laboratérios de
cultura de tecidos de plantas (Standaert de Metsenaere, 1991).

Nesse sentido, efeitos benéficos da utilizacdo da luz solar, associada a
algumas modificagdes na composicdo nutricional e fisica dos meios de cultura,
foram observados para a micropropagagdo das cultivares de bananeira ‘Grande
Naine’ (AAA) e ‘Macd’ (AAB), com redugéo nos custos de produgdo das mudas
de até 90% (Kodym & Zapata-Arias, 1999, 2001; Sendin, 2001). Contudo, as
informagOes e o entendimento sobre os efeitos da luz natural sobre as plantas
cultivadas in vitro e, mais ainda, sobre sua subsequente aclimatizacdo, ainda sdo
incipientes. Dessa forma, a realizacdo de pesquisas que contribuam para uma
melhor compreensdo de seus efeitos sobre mudas micropropagadas se torna
necessario para melhores aceitacdo e aplicacdo desta fonte de luz, na obtencéo
massal de plantas de bananeira.

Além disso, modificagdes nas concentragGes exdgenas de carboidratos
nos meios de cultivo podem ser determinantes para que se alcancem elevadas

taxas de sobrevivéncia de plantas na aclimatizacio (Calvete, 1998; Leite et al.,
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2000), j& que influenciam vérios processos metabolicos nas culturas, com efeitos
diretos sobre o crescimento e a diferenciacdo dos tecidos (George, 1996).

Assim, objetivou-se avaliar a influéncia do ambiente de cultivo e de
concentracfes de sacarose sobre o0 enraizamento in vitro e a aclimatizacdo de

cultivares de bananeira.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Anexos do Departamento de Agricultura, da Universidade Federal de Lavras, no
municipio de Lavras, regido Sul do estado de Minas Gerais, a 918 m de altitude,
latitude 21°14°S e longitude 45°00’GRW. Segundo a classificacdo climatica de
Kdppen (1948), o clima regional é do tipo Cwa, com caracteristicas Cwb,
apresentando duas estaces definidas: seca, com temperaturas mais baixas de
abril a setembro, e chuvosa, com temperaturas mais elevadas, de outubro a
marco. Os experimentos foram conduzidos entre os meses de marco a julho de
2006.

Material vegetal

Foram utilizadas brotagdes axilares (com aproximadamente 2,0 a 3,0 cm
e 1 a 2 folhas expandidas) provenientes do estabelecimento e multiplicacdo in
vitro de apices caulinares de plantas matrizes das cultivares de bananeira Caipira
(AAA) e Pacovan (AAB). O meio bésico utilizado para a obtencéo dos explantes
foi 0 MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 5 mg.L™ de BAP (6-
benzilaminopurina). Os subcultivos, realizados a cada 35 dias, foram mantidos
em sala de crescimento, sob temperatura de 25 + 2°C, irradiancia de 42 W.m?2e

fotoperiodo de 16 horas.

Experimento 1. Fase de enraizamento in vitro

Para o enraizamento in vitro das brotacGes de bananeira, que teve
duracéo de 45 dias, empregaram-se 0s sais e vitaminas do meio MS (Murashige
& Skoog, 1962) acrescido de 1 mg.L™ de ANA (4cido naftalenoacético). Ambos

0s meios utilizados para a obtencdo dos explantes e na fase de enraizamento

33



foram solidificados com 6 g.L ™ de 4gar (Merse®) e tiveram o pH ajustado para
5,8+0,1 antes da adi¢do do agente geleificante, sendo, em seguida, autoclavados,
por 20 minutos a 120°C e 1 atm.

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 2x2x2, constituido
de duas concentrages de sacarose (15 e 30 g.L™), duas cultivares de bananeira
(Caipira e Pacovan) e dois ambientes de cultivo (sala de crescimento, ambiente
artificial e casa de vegetacdo, ambiente natural), totalizando oito tratamentos. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repetigdes e
quatro explantes por parcela. O cultivo foi feito em frascos de 250 mL contendo

40 mL de meio, selados com parafilme transparente.

Caracterizacdo do ambiente de cultivo

Ambiente artificial: sala de crescimento com iluminacdo artificial
fornecida por lampadas fluorescentes do tipo luz do dia especial (OSRAM 20
W), com irradiancia média de 42 W.m, fotoperiodo de 16 horas e temperatura
de 25 + 2°C.

Ambiente natural: casa de vegetacdo coberta por filme de polietileno
transparente com tratamento contra raios ultravioletas (150 microns) e
sombreamento de 70% (Sombrence®), apresentando 0s seguintes parametros
ambientais: temperaturas maximas, minimas e médias de 26°C/32°C, 16°C /16°C
e 20°C/23°C e niveis de irradiancia, maximos, minimos e médios, de 93,95 W.m"
%/199,69 W.m?, 11,13 W.m%/10,66 W.m e 49,38 W.m2/99,43W.m?, referentes
a dias nublados e claros tipicos do periodo de experimentacao.

Dados referentes a radiacao solar diurna, incidente na altura dos frascos
na sala de crescimento e casa de vegetacdo, foram obtidos por sensores de
radiacdo (LI-200SA, Li-cor, Lincoln, Nevasca, USA), acoplados a um sistema
de registro (L1 1400; Li-cor.Neb), a cada meia hora, durante 11 horas (das 7:00

as 18:00 horas). Para o ambiente de sala de crescimento, foi feita apenas uma
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medida da radiagdo, durante 6 horas, visto se tratar de ambiente controlado. Para
a coleta de dados referentes as temperaturas minimas, médias e maximas

semanais, empregou-se um termo-higrografo.

Experimento 2. Fase de aclimatizacéo

Para este ensaio, utilizaram-se plantas submetidas aos mesmos
tratamentos estudados na fase de enraizamento in vitro. Essas plantas foram
inicialmente removidas dos frascos de cultivo e, em seguida tiveram suas raizes
lavadas em agua corrente e imediatamente transferidas para tubetes de 0,3 L
preenchidos com substrato composto pela mistura de terra de subsolo (abaixo de
40 cm):Plantmax Hortalicas HT®:casca de arroz carbonizada (1:1:1 v/v),
acrescido de 50.g L™ de humus e 20 g.L™* de super simples.

Apds o transplante, as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo,
coberta por filme de polietileno transparente com tratamento contra raios
ultravioletas (150 microns), sombreamento de 70% (Sombrence®) e
apresentando sistema de nebulizacdo intermitente, permanecendo sob estas
condigdes por 60 dias. A parcela experimental foi constituida de trés plantas

(uma por tubete).

AvaliacGes

Para a fase de enraizamento in vitro, foram avaliados os seguintes
parametros de crescimento: altura da parte aérea, nimero de folhas senescentes e
de raizes e massa seca total. J& para a fase de aclimatizacdo, avaliaram-se ao
final de 60 dias, a altura da parte aérea (APA), o nimero de folhas expandidas
(NF’EXP) e de raizes (NR), o comprimento médio de raizes (CR), o didmetro do
pseudocaule (DP) (1,0 cm acima do coleto), a massa seca de raizes (MS’R), da

parte aérea (MS’PA) e total (MS’T) das plantas. A determinacdo da massa seca
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foi feita apds secagem das plantas em estufa, a 60°C, por 48horas, até peso

constante.

Delineamento experimental e andlises estatisticas

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x2x2, sendo duas concentracdes de sacarose (15 e 30 g.L™),
duas cultivares (Caipira e Pacovan) e dois ambientes de cultivo (natural e
artificial), tendo sido utilizadas cinco e sete repeti¢cbes por tratamento nos
experimento 1 e 2, respectivamente.

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos as anélises de
variancias individuais (correspondente a cada ambiente de cultivo), realizando-
se em seguida, o teste de homogeneidade de variéncia e a andlise conjunta dos
ambientes. Para isso, 0 programa estatistico Sisvar 4.3 (Ferreira, 2000) foi
utilizado, sendo as médias comparadas pelo Teste F, a 5% de probabilidade.
Dados referentes a sobrevivéncia das plantas foram obtidos por simples
observacdo visual e expressos pela razdo entre o nimero de plantas
desenvolvidas e o nimero total de plantas transferidas para as condigdes ex

vitro, ndo tendo sido analisados estatisticamente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Fase de enraizamento in vitro

Nenhuma interacdo significativa entre os trés fatores estudados
(ambiente x sacarose X cultivar) foi observada para a fase in vitro. Nesta
condicdo, efeito significativo ocorreu somente entre as interacdo A x Se C X S,
para as variaveis NF’SEN e NR (Tabelas 1 e 3) e para NF'SEN, APA, MS'T e
NR (Tabelas 1, 2 e 3), respectivamente. Influéncia do ambiente de cultivo sobre
as cultivares (A x C) foi ainda observada, neste caso para a APA, MS'T e NR
(Tabela 2 e 3).

O numero de folhas senescentes (NF’SEN) foi estatisticamente superior
em plantas enraizadas em ambiente natural, em ambas as concentracfes de
sacarose testadas. J& em relacdo as cultivares, diferencas significativas foram
verificadas apenas para ‘Caipira’, com maior senescéncia foliar na concentragdo
de 15 g.L™* (Tabela 1).

Essa maior senescéncia foliar em plantas enraizadas em ambiente natural
é benéfica para a qualidade das plantas, favorecendo, inclusive, seu posterior
desenvolvimento ex vitro. 1sso porque novas folhas emitidas em ambiente de luz
natural estdo mais sujeitas a influéncia de flutuacBes ambientais (temperatura,
irradiancia e umidade), as quais sdo mais parecidas as condi¢cdes do ambiente ex
vitro. Esse fato pode possibilitar rustificacdo das plantas e, conseqiientemente,
menor estresse N0 momento do transplantio para a casa de vegetacdo. Esses
resultados estdo de acordo com os obtidos por Jorge et al. (2000), que também
verificaram aumento no nimero de folhas senescentes em plantas de mandioca
micropropagadas com o incremento nos niveis de densidade de fluxo fétons

fotossintéticos, ou PPFDs, entre 29 e 369 mmol.s™.m™.
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Em geral, sugere-se que a fotossintese em folhas formadas in vitro, em
meio contendo sacarose, inicie um importante papel, por contribuir para a
emissdo e a expansdo foliar de novas folhas in vitro, bem como durante o
posterior desenvolvimento ex vitro (Yué et al., 1993). No entanto, apesar de as
folhas formadas in vitro mostrarem funcdo nutritiva transitéria, o subseqliente
crescimento ex vitro pode ser suportado somente pelas folhas desenvolvidas

apos o transplantio para as condic@es ex vitro (Grout & Millam, 1985).

TABELA 1. Nimero de folhas senescentes (NF’SEN), em diferentes cultivares
de bananeira sob a influéncia do ambiente de cultivo (Natural e
Artificial) e concentracdes de sacarose (15 e 30 g.L™), ap6s 45
dias de enraizamento in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Sacarose Ambiente - Cultivar -
(g.L™h Natural Artificial dia Caipira_ Pacovan Media
15 1,9 Aa 0,4 Ba 12a 1,2 Aa 1,2 Aa 12a
30 1,4 Ab 0,6 Ba 10a 0,7 Bb 1,3 Aa 10a
Meédias 1,7A 05B 09B 12A
CV (%) 20,57

Meédias seguidas por letras distintas, mindscula na vertical e maitscula na horizontal, dentro de
cada variavel, diferem entre si, pelo teste de F, a 5% de probabilidade.

Para a altura da parte aérea, maiores médias para a cultivar Caipira
foram obtidas em ambiente artificial com 15 ou 30 g.L™ de sacarose, enquanto
que, para a ‘Pacovan’, o cultivo em ambiente artificial e a concentracdo de 15
g.L™" promoveram resultados significativamente superiores (Tabela 2). A
ocorréncia de plantas de menor altura ja era esperada no tratamento sob luz
natural (casa de vegetagdo), uma vez que as brotacdes utilizadas neste trabalho
foram obtidas de ambiente com niveis de irradiancia inferiores aqueles
verificados durante o periodo de cultivo sob ambiente natural. Esse fato,
possivelmente, favoreceu a senescéncia de folhas e, conseqlientemente, 0 maior
estresse das plantas oriundas de condi¢fes de baixa luminosidade. Por outro

lado, brotagdes submetidas ao ambiente artificial ndo aparentaram apresentar
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estresse ambiental, como a senescéncia das folhas advindas da fase de
multiplicacdo, pois continuaram sob o mesmo nivel de irradiancia, favorecendo,

assim, seu crescimento.

TABELA 2. Altura da parte aérea e massa seca total, em diferentes cultivares
de bananeira sob a influéncia do ambiente de cultivo (Natural e
Artificial) e concentracdes de sacarose (15 e 30 g.L™), ap6s 45
dias de enraizamento in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2007.

- Ambiente - Sacarose -
Cultivar Natural Artificial Média 15 30 Média
Altura da parte aérea (cm)
Caipira 4,2 Ba 6,6 Aa 54a 53 Ab 55 Aa 54a
Pacovan 3,7Bb 6,8 Aa 53a 5,8 Aa 4,8 Bb 53a
Meédias 40B 6,7 A 55A 51B
CV (%) 9,48
Massa seca total (g)
Caipira 0,11 Aa 0,10 Ab 0,10 b 0,10 Aa 0,11 Ab 0,10b
Pacovan 0,12 Ba 0,15 Aa 0,13a 0,11 Ba 0,16 Aa 0,13 a
Meédias 0,11 A 0,13 A 0,11B 0,13A
CV (%) 21,13

Médias seguidas por letras distintas, minusculas na vertical e maitsculas na horizontal,
dentro de cada variavel, diferem entre si, pelo teste de F, a 5% de probabilidade.

Outra possivel razdo para 0 reduzido crescimento das plantas em
ambiente de luz natural pode ser atribuida as baixas temperaturas (16°C e 20°C)
observadas nesta condicdo de cultivo. De acordo com Robinson (2003), a
bananeira é uma espécie frutifera tropical, para a qual a temperatura étima para
emergéncia foliar é de cerca de 31°C e a temperatura global média para o 6timo
crescimento (assimilacdo) e o desenvolvimento (emergéncia foliar) é de,
aproximadamente, 27°C. Adicionalmente, a ocorréncia de temperatura de 24°C
pode promover decréscimo na taxa de emergéncia foliar de plantas in vitro,
reduzindo a eficiéncia fotossintética (Thinguyen & Kozai, 2001).

Resultados contréarios foram reportados por Rocha (2005), segundo o

qual nenhum efeito significativo do ambiente de cultivo (artificial ou natural) foi
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constatado quanto a altura da parte aérea (CPA). Este resultado é, possivelmente,
atribuido as condicGes ambientais em que o trabalho de Rocha (2005) foi
conduzido (Cruz das Almas-BA), pois, naquela localidade, as temperaturas
médias sdo mais elevadas do que em Lavras (MG) e, sendo a bananeira de clima
tropical, se desenvolve bem em temperaturas superiores as verificadas durante a
realizacdo deste trabalho (Robinson, 2003).

Quanto a massa seca total, nenhum efeito significativo do ambiente de
cultivo e sacarose foi notado para a cultivar Caipira, diferentemente da cultivar
Pacovan, para qual o ambiente artificial com 30 g.L™ proporcionou resultados
superiores (Tabela 2). Esta auséncia de diferencas observada para MS total na
‘Caipira’ demonstra que, embora as brotacdes crescidas em ambiente de luz
natural tenham apresentado plantas com menor altura da parte aérea,
possivelmente ocorreu menor acumulo de agua nos tecidos submetidos a esta
condicdo, ja que a massa seca representa o crescimento efetivo de quaisquer
Orgdos vegetais.

Efeitos semelhantes do ambiente de cultivo foram também verificados
por Rocha (2005), em que o meio de enraizamento, acrescido com 30 g.L™ de
sacarose, na condicdo de luz natural e artificial, possibilitou os maiores valores
para a variavel massa seca total (MS’T), com 0,46 g e artificial 0,31 g. Couceiro
et al. (2001), estudando os efeitos da sacarose no enraizamento in vitro da
bananeira cv. Macd (AAB), verificaram que plantas cultivadas em meio
contendo concentragdes mais baixas de sacarose (20 e 40 g.L™) apresentaram
maior conteldo de 4gua em seus tecidos e, portanto, apresentaram maior massa
fresca. J& Navarro et al. (1994), trabalhando a bananeira ‘Grande Naine’ (AAA),
observaram que, apds 30 dias de cultivo in vitro, o rendimento de massa seca
sob alta intensidade luminosa (240 pmol.m?2s™) foi 2,3 vezes superior ao

tratamento controle (30 pmol.m?.s™).
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Efeitos positivos da adicdo exdgena de sacarose e do aumento na
intensidade luminosa foram anteriormente reportados por Marchal et al. (1992),
com a banana ‘Grande Naine’ (AAA). Estes autores demonstraram que o
aumento da intensidade luminosa, de 45 para 340 pmol.m?.s™, com 40 g.L™* de
sacarose, promoveu ganho de massa fresca (1,89 e 3,87 g) e seca (0,12 e 0,24 g)
das plantas, além de causar redugdo quanto a altura da parte aérea (3,33 e 2,88
cm). Posteriormente, também com a cultivar Grande Naine, Folliot & Marchal
(1992), avaliando a influéncia do aumento nos niveis de sacarose (40, 70, 100 e
130 g.L ™) na fase de enraizamento, evidenciaram tendéncia de reducéo na massa
fresca com o incremento de sacarose, sendo este efeito mais pronunciado na
concentracdo de 130 g.L'l. No entanto, estes autores notaram, ainda, que a massa
seca da parte aérea e total das plantas teve incremento até 130 g.L™ e 100 g.L™,
respectivamente. J& em relacdo a massa seca de raizes, houve decréscimo apds
100 g.L™, além de ndo haver emisséo de raizes nos primeiros 15 dias de cultivo.

Estudando as respostas de plantas de morangueiro cultivadas em
distintas concentracfes de sacarose na fase de enraizamento in vitro, Calvete et
al. (2002) verificaram que, ao incorporarem 15 g.L™ de sacarose ao meio de
cultivo [potencial osmético = -0,112 MPa, segundo George (1996)], além de as
plantas apresentarem energia suficiente para sustentar seu crescimento na
aclimatizacdo, também tiveram maior acimulo de massa fresca aérea.
Entretanto, aquelas que cresceram em meio com 45 g.L™ [potencial osmético = -
0,300 MPa, segundo George (1996)] acumularam maior massa seca em Sseus
tecidos. J4 plantas desenvolvidas em meio com 60 g L™ de sacarose [potencial
osmético = -0,461 MPa, segundo George (1996)] apresentaram inibicdo do
desenvolvimento da parte aérea. Além disso, 0s autores constataram haver boa
relacdo de dependéncia entre contelido de &gua e concentracdo de sacarose no
meio, tendo sido observada diminuicdo na porcentagem de agua nos tecidos para

cada grama de sacarose adicionada ao meio de enraizamento, correspondendo a
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um decréscimo de 3,12 % de agua nos tecidos das raizes e de 1,84 % na parte
aerea.

Aspectos como qualidade espectral, intensidade e duracdo do periodo
luminoso podem influenciar diretamente a taxa e a duracdo da divisao celular, a
velocidade do crescimento celular, a acumulacdo de pigmentos e a diferenciagédo
dos plastidios, assim como o tamanho final das células das plantas in vitro
(Kozai et al., 1997; Souza et al., 1997). Nesse mesmo sentido, Sedin (2001)
afirma que o aumento da radiacdo luminosa, geralmente, incrementa a atividade
fotossintética, a producdo de hidratos de carbono e o teor de matéria seca.

Em geral, na medida em que se eleva a concentracdo de sacarose do
meio de cultivo, se pode inferir que ha maior concentracdo de carboidratos (ou
de reservas) no tecido foliar, promovendo as folhas maior capacidade de
permanecer mais tempo na planta.

Em relacdo ao numero de raizes, melhores respostas para a cultivar
Pacovan foram observadas quando as brotacGes foram cultivadas em meio
acrescido de 30 g.L" de sacarose em ambiente artificial. Por outro lado,
nenhum efeito significativo do ambiente de cultivo e concentracdo de sacarose
foi verificado para a ‘Caipira’ (Tabela 3).

O desenvolvimento de um sistema radicular mais forte e vigoroso foi
obtido em brotacGes de bananeira ‘Grande Naine’ submetidas a luz natural,
comparadas as observadas em cultivo sob sala de crescimento convencional
(Kodym & Zapata-Arias, 1999).
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TABELA 3. NUmero de raizes em diferentes cultivares de bananeira sob a

influéncia do ambiente de cultivo (Natural e Artificial) e

concentragbes de sacarose (15 e 30 g.L™?), apds 45 dias de

enraizamento in vitro. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Sacarose Ambiente -
(gL™h Natural Artificial Media
15 8,1 Aa 8,8 Ab 8,4b
30 8,3 Ba 12,5 Aa 10,4 a
Média 82B 10,6 A
. Ambiente .
Cultivar Natural Avrtificial Média
Caipira 10,2 Aa 11,2 Aa 10,7a
Pacovan 6,2 Bb 10,0 Ab 8,1b
Média 8,2B 106 A
. Sacarose (g.L7) o
Cultivar G ) Media
Caipira 10,2 Aa 11,2 Aa 10,7 a
Pacovan 6,6 Bb 9,5 Ab 8,1b
Média 84B 10,4 A
CV (%) 12,43

Médias seguidas por letras distintas, mindsculas na vertical e mailsculas na horizontal,
diferem entre si, pelo teste de F, a 5% de probabilidade.

Efeitos benéficos do cultivo in vitro em condi¢des de luz natural (estufa)

foram também reportados por Talavera et al. (2005), em plantas de Cocos

nucifera L. De acordo com estes autores, ao final da fase in vitro, plantas

crescendo em estufa ou sala de crescimento modificada (com luz natural)

tiveram maior taxa fotossintética do que aquelas cultivadas em sala de

crescimento convencional. Em termos de crescimento, as condi¢fes de estufa

foram ligeiramente superiores quanto ao acimulo de massa fresca e seca das

plantas, assim como para nimero de folhas.
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Aclimatizacao

Para a fase de aclimatizacao das plantas, observou-se interacdo, entre 0s
trés fatores estudados, para o NF’EXP, NR, APA e DP (Tabela 5). JA em
relacio ao CR e massa seca das plantas (MS’PA, MS’R e MS’T), houve
interacdo significativa somente entre Ax S, Ax C e C x S (Tabela 6).

Ao final de 30 dias, a sobrevivéncia das plantas em casa de vegetacao
foi de 100% quando estas se desenvolveram sob ambiente natural em
detrimento da condigdo artificial na fase de enraizamento in vitro, independente
da concentracédo de sacarose e cultivar estudados. Ja em plantas provenientes do
ambiente artificial, a sobrevivéncia variou de 72,0% a 100%, com maiores
perdas em plantas cultivadas em meio acrescido de 15 g.L™ de sacarose (Tabela
4).

TABELA 4. Percentual de sobrevivéncia de cultivares de bananeira sob a
influéncia do ambiente de cultivo (natural e artificial) e
concentragbes de sacarose (15 e 30 g.L™?), apés 30 dias de
aclimatizacdo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Caipira Pacovan

Ambiente G 0 Média 5 0 Média
Natural 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Artificial 72,0 93,7 82,9 83,3 100,0 91,7
Média 86,0 96,9 91,7 100,0

Dados obtidos pela razdo entre o nimero de plantas mortas e ou ndo desenvolvidas e 0 nimero
total de plantas transferidas para as condigbes ex vitro, ndo tendo sido analisados
estatisticamente.

Resultados semelhantes foram observados por Folliot & Marchal
(1992) que, avaliando a influéncia da sacarose (40, 70, 100 e 130 g.L™) na fase
de enraizamento, ndo tiveram dificuldades na aclimatizacdo de plantas
micropropagadas da cv. Grande Naine, em qualquer concentragdo avaliada,
sendo as maiores médias de sobrevivéncia obtidas com 40 g.L™ (85 %). Ainda

segundo os mesmos, plantas cultivadas na presenca de 130 g.L ™ de sacarose
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mostraram amarelecimento das folhas advindas do cultivo in vitro, além de
reducédo do crescimento, apds 1 més de aclimatizacao.

Efeitos negativos da remocao parcial ou total da sacarose exdgena do
meio de cultivo sobre o posterior desenvolvimento ex vitro de plantas de Cocos
nucifera L., Arachis retusa e Ginseng brasileiro cultivadas in vitro foram
observados por Fuentes et al. (2005), Pacheco et al. (2006) e Skrebsky et al.
(2004). De acordo com estes autores, a auséncia ou a suplementacdo do meio
nutritivo com baixas concentracdes de sacarose (entre 6 a 15 g.L™) ou, ainda
com alta concentragdo (75 g L™), promovem baixas percentagens de
sobrevivéncia.

Segundo Fuentes et al. (2005), a baixa sobrevivéncia e o lento
desenvolvimento de plantas de Cocos nucifera L. cultivadas sob a auséncia ou
baixo nivel de sacarose é resultado da deficiente formacdo de esqueletos de
carbono e de alocacdo de reservas das folhas formadas in vitro para o
crescimento ex vitro. J& Skrebsky et al. (2004) ndo observaram diferengas com
concentracdes de 30, 45 e 60g L™ de sacarose, obtendo 100% de sobrevivéncia
em plantas de Ginseng brasileiro. De modo semelhante, Pacheco et al. (2006)
também obtiveram alta taxa de sobrevivéncia em plantas de Arachis retusa
cultivadas em meio de MS contendo 1,5% e 3% de sacarose.

Em relagdo ao ambiente de cultivo, Rocha (2005) afirma que o cultivo in
vitro de plantas submetidas a gradual intensificacdo da luminosidade, associado
com a diminuicdo na concentracdo de sacarose nos meios de cultura, pode
promover efeitos positivos na fase de aclimatizacdo. Isso ocorre porque as
plantas sdo induzidas a um metabolismo mais préximo da condicdo autotréfica,
0 que contribui para a reducdo de perdas ap0s a transferéncia ex vitro, conforme
observado neste trabalho.

Resultados obtidos por Talavera et al. (2005) também estdo de acordo

com os efeitos verificados com o uso da luz natural nas cultivares de bananeira
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aqui estudadas. Segundo estes autores, apés 8 semanas da transferéncia para
condigdes ex vitro, plantas de Cocos nucifera cultivadas in vitro sob condicGes
de estufa tiveram alto percentual de sobrevivéncia.

Quanto ao NF’EXP, as melhores respostas para a cultivar Caipira foram
notadas em plantas provenientes de ambiente natural com 15 ou 30 g.L* de
sacarose. J& o ambiente artificial com 30 g.L™ promoveu os melhores resultados
para a ‘Pacovan’, embora, no geral, ndo tenham sido verificadas diferencas entre
as concentracdes de sacarose (Tabela 5).

Possivelmente, a exposicdo das plantas a condi¢des mais proximas ao
ambiente ex vitro, na fase antecedente a sua transferéncia para condigdes de casa
de vegetacdo, reduziu o estresse ocasionado logo nos primeiros dias apds sua
remocao dos frascos de cultivo, permitindo, dessa maneira, a rapida adaptacao e
emissdo de novas folhas (transicdo), mais adaptadas as condicGes adversas. De
acordo com Kodym & Zapata-Arias (1999), laboratérios de cultura de tecidos
freqlentemente incrementam a intensidade luminosa durante a fase de
enraizamento in vitro, no intuito de promover rustificacdo das plantas, ja que,
dessa forma, estas encontram condigdes menos estressantes no momento de sua
transferéncia. Em estudo realizado com a cultivar Grande Naine, Navarro et al.
(1994) verificaram que folhas expandidas emitidas durante a fase de
enraizamento in vitro, em intensidades luminosas de 30 e 240 umol.m'z.s'l,
murcharam e se tornaram parcialmente necroticas, durante os primeiros 10-15
dias de aclimatizacdo, ao mesmo tempo que novas folhas se desenvolveram.

Em relacdo ao NR, a cultivar Caipira ndo foi significativamente
influenciada pelos fatores estudados, diferentemente da ‘Pacovan’, em que
maior nimero de raizes foi obtido em plantas oriundas do ambiente artificial,
com 30 g.L™ de sacarose (Tabela 5). Efeitos negativos sobre o desenvolvimento
de raizes na fase de aclimatizacdo foram verificados por Fuentes et al. (2005),

em Cocos nucifera L. cultivada em meio desprovido ou contendo baixa
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concentragdo de sacarose. Nesse mesmo sentido, George (1996) afirma ser
fundamental a existéncia de uma fonte de energia e carboidrato para a formacéo
de raizes em plantas micropropagadas, seja o fornecimento feito por meio de
suplementacdo exdgena de uma ou vérias fontes de aclcar (em sistemas

heterotroficos ou mixotréficos) ou pela fotossintese (em condicdes autotréficas).

TABELA 5. Nimero de folhas expandidas (NF’EXP) e de raizes (NR), altura da
parte aérea (APA) e didmetro do pseudocaule (DP) de diferentes
cultivares de bananeira sob a influéncia do ambiente de cultivo
(Natural e Avrtificial) e concentragdes de sacarose (15 e 30 g.L™Y),
apos 75 dias de aclimatizagdo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

: Caipira - Pacovan .
Ambiente G 0 Média 15 0 Média
NUmero de folhas expandidas
Natural 4.4 Aa 4,8 Aa 46a 51 Aa 4,3Bb 4,6 a
Artificial 3,8 Ab 3,9 Ab 46a 5,1 Aa 5,4 Aa 4,6a
Média 46 A 46 A 4,6 A 46 A
CV (%) 7,18
NUmero de raizes
Natural 5,3 Aa 6,0 Aa 55b 5,8 Aa 5,0 Bb 55D
Artificial 5,5 Aa 6,1 Aa 6,0a 5,9 Aa 6,7 Aa 6,0a
Média 56 A 6,0 A 56 A 6,0 A
CV (%) 11,43
Altura da parte aérea (cm)
Natural 12,8 Ba 15,0 Aa 133 b 136 Aa 11,7Bb 13,3b
Artificial 12,5 Ba 14,9 Aa 141a 135Ba 155Aa 14,la
Média 13,1B 143 A 13,1B 143 A
CV (%) 8,07
Diametro do pseudocaule (cm)
Natural 0,65 Ba 0,74 Aa 0,68 a 0,73Aa 0,62Bb 0,68 a
Avrtificial 0,61 Bb 0,67 Ab 0,69 a 0,72Ba 0,76 Aa 0,69 a
Média 0,68 B 0,70 A 0,68 B 0,70 A
CV (%) 3,24

Médias seguidas por letras distintas, minascula na vertical e maidscula na horizontal, dentro de
cada variavel, diferem entre si, pelo teste de F, a 5% de probabilidade.

Para a APA e DP, na cultivar Caipira, nenhum efeito significativo do

ambiente foi observado quanto APA, em ambas as concentragdes de sacarose
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avaliadas, enquanto que resultados significativos para DP foram verificados em
plantas provenientes de luz natural. Ja a ‘Pacovan’ teve influencia significativa
do ambiente de cultivo na APA e DP, com melhores resultados em plantas
enraizadas em ambiente artificial com 30 g.L'l de sacarose, embora resultados
satisfatorios também tenham sido verificados na concentracdo de 15 g.L™?, em
ambos os ambientes de cultivo (Tabela 5).

Em relacdo ao CR, resultados significativamente superiores na cultivar
Caipira foram observados em plantas submetidas a ambiente natural e
cultivadas em 15 ou 30 g.L™ de sacarose. Para a cultivar Pacovan, as plantas
provenientes do meio contendo 15 g.L™ de sacarose tiveram resposta superior,
porém, nenhum efeito significativo do ambiente de cultivo foi observado
(Tabela 6).

Quanto a MS’PA, MS’R e MS’T, nenhuma diferenca significativa entre
os ambientes de cultivo foi verificada em plantas cultivadas com 15 g.L™ de
sacarose, porém, em meio acrescido de 30 g.L™, o ambiente de luz artificial
possibilitou resultados significativamente superiores. Ja em relacdo as
cultivares, ndo houve diferengas significativas entre os ambientes de cultivo
para a variavel massa seca na ‘Caipira’, diferentemente do fator sacarose, em
que resultados superiores foram obtidos com 30 g.L™ (P < 0,05). Por outro lado,
a cultivar Pacovan foi significativamente influenciada pelo ambiente de cultivo,
com melhores respostas para MS’PA, MS’R e MS’T, em plantas enraizadas sob
ambiente artificial. Para as concentracdes de sacarose, diferencas significativas

foram observadas apenas para MS’PA (Tabela 6).
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TABELA 6. Comprimento de raizes (CR), massa seca da parte aérea (MS’PA), de raizes (MS’R) e total (MS’T) em
cultivares de bananeira sob a influéncia do ambiente de cultivo (natural e artificial) e concentragdes de
sacarose (15 e 30 g.L ™), ap6s 75 dias de aclimatizagdo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

CR (cm) MS’PA (g) MS’R (9) MS’T (g)
Sacarose > - - -
(g_l_-l) Amblentg _ Média Amblentg _ Média Amblentg _ Meédia Amblentej _ Média
Natural Artificial Natural Artificial Natural Artificial Natural Artificial
15 177Aa 162Ba 169a 0,33Aa 0,36Ab 0,35a 0,27Aa 024Ab 026b 061Aa 060Ab 060b
30 15,5 Ab 15,9 Aa 157b 0,31 Ba 0,46 Aa 0,38a 0,27 Ba 0,33 Aa 0,30a 0,57 Ba 0,79 Aa 0,68 a
Xlrrel(:) 16,6 A 16,0B 0,32B 0,41 A 0,27 A 0,29 A 0,59B 0,69 A
. Ambiente - Ambiente - Ambiente - Ambiente -
Cultivar Natural Artificial Média Natural Artificial Média Natural Artificial Média Natural Artificial Média
Caipira 182Aa 164Ba 173a 035Aa 032Ab 033b 035Aa 032Aa 033a 0,70Aa 063Ab 0,67a
Pacovan 150Ab 156Ab 153b 0,29Bb 0,50 Aa 0,39a 0,20Bb 025Ab 0,23b 048Bb 0,75Aa 0,62a
Média 16,6 A 16,0 B 0,32 B 0,41 A 0,27 A 0,29 A 0,59 B 0,69 A
) Sacarose (g.L™) . Sacarose (g.L™) . Sacarose (g.L™) . Sacarose (g.L™) i
Cultivar 15 0 Média 5 ) Média. G ) Média G ) Meédia
Caipira 17,3 Aa 17,4 Aa 17,3a 0,27Bb 0,40 Aa 0,33b 0,27 Ba 0,39 Aa 0,33a 0,54Bb 0,79 Aa 0,67 a
Pacovan 16,6 Aa 14,0 Bb 153b 0,43 Aa 0,36 Ba 0,39a 0,24Aa 021Ab 0,23b 0,67Aa 057Ab 0,62 a
Meédia 16,9 A 15,7B 0,35A 0,38 A 0,26 B 0,30 A 0,60 B 0,68 A
CV (%) 6,64 20,47 2418

Médias seguidas por letras distintas, minGscula na vertical e maitscula na horizontal, dentro de cada variavel, diferem entre si, pelo teste de F, a 5%
de probabilidade.



Resultados semelhantes ao obtidos neste trabalho foram reportados por
Talavera et al. (2005), trabalhando com Cocos nucifera, em que plantas
cultivadas in vitro tanto em condi¢des de luz artificial quanto natural,
apresentaram, ao final de 8 semanas de aclimatizacdo, massa fresca e seca
semelhantes. Em se tratando da suplementacdo exdgena de sacarose, Couceiro et
al. (2001) verificaram haver um decréscimo da massa seca de plantas de
bananeira ‘Maca’ (AAB) com o aumento da concentracdo de sacarose no meio
de enraizamento in vitro, apds 60 dias de aclimatagdo. Assim, estes autores
concluiram ser a concentracdo de 20 g.L™ a que promove as melhores respostas
para as caracteristicas massa fresca e seca, o que foi atribuido ao fato de que a
adicdo de elevadas concentragdes de sacarose no meio de cultura promovam
menor teor de clorofila nas folhas, resultando em menor capacidade
fotossintética (Folliot & Marchal, 1992).
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4 CONCLUSOES

1. Com excecdo da altura da parte aérea, o cultivo in vitro das brotacdes sob
ambiente de luz natural e meio contendo 30 g.L™ de sacarose proporciona as
melhores respostas para a cultivar Caipira e sua subseqiente aclimatizacao.

2. Para a cultivar Pacovan, o cultivo sob luz artificial sob 30 g.L™" de sacarose
possibilita melhores resultados, embora a luz natural possa ser satisfatoriamente
utilizada.

3. O enraizamento in vitro em ambiente de luz natural promove maior
rustificacdo das plantas micropropagadas de bananeira das cultivares Caipira e
Pacovan, com 100% de sobrevivéncia ex vitro.

4. A luz natural, como alternativa as lampadas fluorescentes, pode ser utilizada
para a producdo de mudas de bananeira, contribuindo para a redugéo dos custos

e das perdas na aclimatizacéo.
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RESUMO

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS E ANATOMICAS DE PLANTAS
MICROPROPAGADAS DE BANANEIRA, INFLUENCIADAS POR
ALTERACOES NO AMBIENTE DE CULTIVO

A micropropagacgdo sob ambiente heterotrofico, atualmente o principal método
de propagacéo e de certificacdo genética e fitossanitaria de mudas de bananeira,
tem sido extensivamente reportada, por induzir a desordens anatbmicas e
fisiolégicas nas plantas cultivadas. Desse modo, a realizacdo de pesquisas que
melhor contribuam para a qualidade das plantas micropropagadas e permita
maior compreensdo dos fatores inerentes ao ambiente de cultivo in vitro é
necessaria. Objetivou-se estudar o comportamento fisiolégico, anatdmico e a
sobrevivéncia ex vitro de plantas micropropagadas de bananeira sob os efeitos de
alteracbes no ambiente de cultivo. Para o enraizamento in vitro, brotacdes
axilares, da cultivar Caipira, provenientes da fase de multiplicacdo, foram
cultivadas em meio MS, adicionado de 30 g.L'l de sacarose, 1 mg.L'l de ANA e
6 g.L" de 4gar (Merse®). Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial
2x2, com duas concentracdes de sacarose (15 e 30 g.L ") e dois ambientes de
cultivo (natural, em casa de vegetacdo e artificial, em sala de crescimento). Ao
final de 45 dias, as plantas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia ex vitro e
submetidas as analises quanto aos teores de clorofila a, b e total, contetdo
relativo de agua nos tecidos e estudos anatdmicos. Observou-se que o
enraizamento in vitro em ambiente de luz natural promove rustificacdo nas
plantas micropropagadas de bananeira, cv. Caipira, com 100% de sobrevivéncia
e que melhorias nas caracteristicas fisiologicas e anatdmicas avaliadas sdo
obtidas, embora maior degradacdo do pigmento de clorofila a e total seja obtida
nesta condicao.

Palavras-chave: Musa spp., carboidrato, luz natural, enraizamento in vitro,
clorofila, morfologia.
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ABSTRACT

PHYSIOLOGIC AND ANATOMICAL CHARACTERISTICS OF
BANANA MICROPROPAGATED PLANTS INFLUENCED BY
ALTERATIONS IN THE ATMOSPHERE OF CULTIVATION

The micropropagation under heterotrophic conditions, actually the main
methodology of banana plants certification, has been extensively reported for
inducing anatomical and physiologic disorders in these plants. In this way, the
accomplishment of researches that contributes to the quality of the
micropropagated plants, allow adequate understanding of inherent factors
involving in the atmosphere of cultivation in vitro is necessary. This work
objectified to study the physiologic and anatomical behavior and the survival of
banana plants micropropagated under effects of alterations in the atmosphere of
cultivation. For in vitro rooting, axillary shoots of Caipira cultivar from the
multiplication phase, were cultivated in MS medium, added with 30 g.L™
sucrose, 1 mg.L™ NAA and 6 g.L" agar (Merse®). The treatments were
disposed in a 2x2 factorial model, with two sucrose concentrations (15 and 30
g.L™) and two atmospheres of cultivation (natural, at greenhouse and artificial,
in growth room). After 45 days, it were evaluated the ex vitro plant survival
being the plants submitted to analyses of a, b and total chlorophyll, relative
water content in the tissues, besides anatomical studies. It was observed that the
in vitro rooting in atmosphere of natural light promotes rusticity of the
micropropagated banana plants of Caipira cultivar, with 100% of survival and
that improvements in the physiologic and anatomical characteristics are
obtained, although degradation of a and total chlorophyll pigment is observed in
this condition.

Keywords: Musa spp., carbohydrate, natural light, rooting in vitro, chlorophyll,
morphology.
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1 INTRODUCAO

A obtencdo clonal massal de plantas utilizando técnicas de cultura de
tecidos, também conhecida como micropropagacédo, € um método de propagacdo
vegetativa amplamente difundido e estudado, com aplicacbGes praticas e
comerciais comprovadas (Altman & Loberant, 1998 Erig & Schuch, 2005). Em
bananeira, 0 emprego desta ferramenta tem possibilitado a rapida difusdo e
validacdo de gendtipos recentemente lancados pelos programas de
melhoramento genético. Isso porque a maioria das cultivares de bananas e
platanos amplamente cultivadas se caracterizam por serem triplides e
parcialmente ou completamente estéreis (Crouch et al., 1998) e pelo fato de a
obtencdo de mudas por meio do desenvolvimento de gemas vegetativas em
condicBes de campo possibilitar, apenas, entre 3 a 10 perfilhos por matriz/ano
(Vuylsteke & De Langhe, 1985)

No entanto, apesar da importancia das técnicas in vitro na producgdo de
mudas com certificagdo genética e fitossanitaria, existem dificuldades e pouco
entendimento em se obter elevadas taxas de sobrevivéncia em algumas espécies
durante a fase de aclimatizacdo, o que tem sido intrinsecamente associado a
capacidade das plantas em superar as amplas variacdes ambientais apos a
transferéncia ex vitro. Entre os principais fatores comumente reportados como
responsaveis pelos elevados indices de mortalidade estdo a excessiva
transpiracdo dos 6rgaos aéreos (Gangopadhyay et al., 2002), principalmente as
folhas, em razdo da deficiente funcionalidade estomatica (Capellades et al.,
1990, Santamaria & Kerstiens, 1994) e a inadequada absorcdo de agua pelas
raizes (Romano & Martins-Lougdo, 2003).

Algumas estratégias ja foram estudadas e adotadas, entre as quais estdo

as reducdes nos niveis exdgenos de carboidratos e da umidade relativa no
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interior dos frascos (Mohammed & Vidaver, 1990), variagbes nos niveis de
irradiancia (Deccetti 2004; Navarro et al., 1994, Thinguyen & Kozai, 2001), uso
da luz natural (Kodym & Zapata-Arias, 1999, Rocha, 2005; Talavera et al.,
2005), enriquecimento com CO, (Navarro et al., 1994; Shim et al., 2003;
Thinguyen & Kozai, 2001) e aumento das trocas gasosas nos recipientes de
cultivo (Braga, 2006; Deccetti, 2004). Destes, a luz é considerada um dos mais
importantes, por influenciar decisivamente no desenvolvimento vegetal pela
fotoestimulacdo da biossintese de diversos compostos necessarios ao
crescimento vegetal (Larcher, 2000), além de poder induzir alteracfes, em sua
maioria benéficas, na anatomia foliar, contribuindo para a melhor adaptacédo das
plantas ao ambiente externo (Whatley & Whatley, 1982). De acordo com Smith
et al. (1997) e Lee et al. (2000), as alteracGes na estrutura foliar podem afetar as
plantas de trés maneiras:; i) pela densidade estomatica, forma e espessura do
mesofilo foliar, afetando também a resisténcia a trocas gasosas e a assimilacéo
fotossintética; ii) pelo conteudo e distribuicdo dos pigmentos, influenciando a
eficiéncia da captacdo da luz pelas folhas e, conseqiientemente, a fotossintese e
iii) a resisténcia foliar, reduzindo a susceptibilidade das plantas a danos bi6ticos
e ou abidticos.

Sendo assim, embora diversos trabalhos ja tenham sido conduzidos na
tentativa de elucidar os mecanismos que determinam a sobrevivéncia das plantas
cultivadas in vitro na aclimatizacdo, sdo relativamente poucas as espécies
estudadas, havendo, portanto, a necessidade de pesquisas a respeito desse
processo, assim como de alternativas que promovam melhor qualidade e reducéo
das perdas em plantas micropropagadas (Deccetti, 2004).

Dessa forma, este trabalho objetivou avaliar diferencgas fisiologicas e
anatémicas de plantas micropropagadas de bananeira em diferentes condigdes de

cultivo durante a fase de enraizamento in vitro.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratdrio de Cultura de Tecidos e
Anexos do Departamento de Agricultura, da Universidade Federal de Lavras, no
municipio de Lavras, regido Sul do estado de Minas Gerais, a 918 m de altitude,
latitude 21°14°S e longitude 45°00’GRW. Segundo a classificacdo climatica de
Kdppen (1948), o clima regional é do tipo Cwa com caracteristicas Cwb,
apresentando duas estaces definidas: seca, com temperaturas mais baixas de
abril a setembro, e chuvosa, com temperaturas mais elevadas, de outubro a
marco. Os experimentos foram conduzidos entre 0os meses de margo e julho de
2006.

Material vegetal

Consistiu de brotagdes axilares de bananeira, com 2 a 3 cm de alturae 1
a 2 folhas expandidas, provenientes do estabelecimento e multiplicagdo in vitro
de &pices caulinares de plantas matrizes da cultivar Caipira (AAA). Para a
obtenc¢do dos explantes, utilizou-se 0 meio basico de MS (Murashige & Skoog,
1962) acrescido de 5 mg.L* de BAP (6-benzilaminopurina), sendo os
subcultivos realizados a cada 35 dias e mantidos em sala de crescimento, sob

temperatura de 25 + 2°C, irradiancia de 42 W.m e fotoperiodo de 16 horas.

Enraizamento in vitro e descri¢do dos tratamentos

Na fase de enraizamento, 0 meio empregado teve a mesma constitui¢do
basica acima referida, sendo desprovido de BAP, porém, suplementado com 1
mg.L™" de ANA (4cido naftalenoacético). Ambos os meios utilizados para a
obtencéo e o enraizamento das brotacdes foram solidificados com 6.g.L™ de &gar

(Merse®) e tiveram o pH ajustado para 5,8+0,1, antes da adicdo do agente
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geleificante, sendo, em seguida, autoclavados por 20 minutos, a 120°C e 1 atm.
Para as culturas, utilizaram-se frascos de 250 mL contendo 40 mL de meio e
quatro brotacBes por parcela, sendo os recipientes selados com parafilme
transparente.

Os tratamentos foram constituidos de concentragdes de sacarose (15 e 30
g.L™) e dois ambientes de cultivo (casa de vegetacdo, ambiente natural e sala de

crescimento, ambiente artificial).

Caracterizagdo do ambiente de cultivo

Ambiente artificial: sala de crescimento com iluminagdo artificial,
fornecida por lampadas fluorescentes tubulares do tipo luz do dia especial
(Osram 20 W), com irradiancia média de 42 W.m, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25 + 2°C.

Ambiente natural: casa de vegetacdo coberta por filme de polietileno
transparente com tratamento contra raios ultravioletas (150 microns) e
sombreamento de 70% (Sombrence®), apresentando 0s seguintes parametros
ambientais: temperaturas maximas, minimas e médias de 26°C/32°C, 16°C /16°C
e 20°C/23°C e niveis de irradiancia, maximos, minimos e médios, de 93,95 W.m"
?/199,69 W.m™, 11,13 W.m%/10,66 W.m e 49,38 W.m%/99,43W.m™, referentes
a dias nublados e claros tipicos do periodo de experimentacao.

Dados referentes a radiacdo solar diurna, incidente na altura dos frascos
na sala de crescimento e casa de vegetacdo, foram obtidos por sensores de
radiacdo (LI-200SA, Li-cor, Lincoln, Nevasca, USA), acoplados a um sistema
de registro (L1 1400; Li-cor.Neb), a cada meia hora, durante 11 horas (das 7:00
as 18:00 horas). Para o ambiente de sala de crescimento, foi feita apenas uma
medida da radiacdo, durante 6 horas, visto se tratar de ambiente controlado. Para
a coleta de dados referentes as temperaturas minimas, médias e maximas

semanais, empregou-se um termo-higrografo.
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Fase de aclimatizacdo

Inicialmente, as plantas foram removidas dos frascos de cultivo e
tiveram suas raizes lavadas em agua corrente, sendo, em seguida, transferidas
para tubetes de 0,3 L, mantidas em casa de vegetacdo e sistema de nebulizacéo
intermitente. O substrato utilizado foi composto pela mistura de terra de
subsuperficie (abaixo de 40 cm):Plantmax Hortalicas HT®:casca de arroz
carbonizada (1:1:1 v/v), acrescido de 50.g L™ de himus e 20 g.L™" de super
simples. Decorridos 30 dias da transferéncia, a sobrevivéncia das plantas foi

avaliada.

Concentracéo de clorofila

Para a determinacdo dos teores de clorofila, foram tomadas, ao acaso,
cinco plantas por tratamento, sendo as amostras (cada uma de 50 mg) coletadas
da primeira folha completamente expandida (regido mediana do limbo foliar). A
quantificacdo dos teores de clorofilas a, b e total seguiu metodologia descrita por
Arnon (1949), ap6s a obtencdo dos dados de absorbancia, com base nas leituras
em espectrofotdmetro a 663 e 645 nm, respectivamente, para clorofilas a e b.
Para os calculos de mg de clorofila por grama de matéria fresca do tecido foliar
(mg.g™ de massa fresca), foram utilizadas as seguintes equacdes: Clorofila a =
(12,7 x A663 — 2,69 x A645) x V/1000W; Clorofila b = (22,9 x A645 — 4,68 x
A663) x V/1000W; Clorofila total = (20,2 x A645 + 8,02 x A663) x V/1000W
(Castro et al., 2005). Sendo A=absorbancia dos extratos no comprimento de
onda determinado; V= volume final do extrato clorofila-acetona e W= matéria

fresca, em gramas, do material vegetal utilizado.
Conteudo relativo de agua (RCW)

Ao término do enraizamento, plantas obtidas nos diferentes tratamentos

foram retiradas dos respectivos recipientes e submetidas, em condicdes de
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laboratério, a umidade relativa de aproximadamente 63%. Em intervalos de 10
minutos, durante 240 minutos, seis plantas de cada tratamento foram pesadas
para determinacdo do conteldo relativo de agua dos tecidos. Posteriormente, a
massa seca das plantas também foi determinada por secagem em estufa, a 50°C,
até obtencdo de peso constante. O conteldo relativo de agua (RCW) para cada
tempo foi estimado pela seguinte equacdo: RCW (%) = [(FW-DW) / (FWs-
DW)] x 100, sendo FW, a massa fresca ao tempo t, FW; a massa fresca inicial

(tempo 0) e DW a massa seca (Romano & Martins-Lougao, 2003).

Caracteristicas anatdmicas

As avaliacBes anatdmicas foram realizados no Laborat6rio de Anatomia
do Departamento de Biologia da UFLA. Para tanto, utilizaram-se cinco folhas
(segunda folha expandida, direcéo apice-base) coletadas de cinco plantas de cada
tratamento, as quais foram previamente fixadas em FAA 70 (formaldeido, &cido
acético e alcool etilico) (Johansen, 1940), por 72 horas e, posteriormente
conservadas em alcool etilico 70%, até a realizacdo dos cortes. As avaliagBes
foram feitas com base em observacdes de microscopia de luz de secdes
transversais e paradérmicas foliares obtidas em micrétomo de mesa manual e a
méo livre, com auxilio de 1amina de aco inox (Gillette®).

A clarificacdo das secGes transversais foi realizada em solucdo de
hipoclorito de sddio a 50% e, em seguida, elas foram submetidas a lavagem em
dgua destilada e coradas com azul de astra-safranina, seguindo metodologia
descrita por Kraus & Arduin (1997), com modificacdes. Posteriormente, as
secBes foram montadas em glicerina a 50%. Com auxilio de microscépio Ken-a-
vision 2100, equipado com uma ocular micrométrica e objetiva de 40X, foram
efetuadas medicdes das espessuras das epidermes das faces adaxial e abaxial,

dos parénquimas palicadico e esponjoso e das hipodermes inferior e superior,
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sendo efetuadas duas medicoes em cada folha, na regido do feixe lateral (ap6s o
terceiro feixe), totalizando 10 repeticdes para cada tratamento.

Os cortes paradérmicos foram realizados no terco médio foliar, em
ambas as faces das folhas. A clarificacdo e a montagem das laminas foram
igualmente efetuadas como descrito para as secles transversais, exceto a
coloracdo, que foi com safranina 1%. Posteriormente, a densidade estomaética (n°
de estdbmatos por mm?) foi avaliada, utilizando-se, para isso, microscopio
Olympus CBB (objetiva de 40X), com o auxilio de uma cadmara clara, segundo
metodologia descrita por Labouriau et al. (1961). As avaliagbes ocorreram em
quatro campos da regido mediana de seis folhas provenientes de seis plantas

distintas, perfazendo um total de 24 campos por tratamento.

Delineamento experimental e anélises estatisticas

O delineamento experimental utilizado nos experimentos referentes aos
teores de clorofila e andlises anatémicas foi o inteiramente casualizado (DIC),
em esquema fatorial 2x2, sendo duas concentracdes de sacarose (15e 30 g.L™") e
dois ambientes de cultivo (natural e artificial), totalizando 4 tratamentos. Para as
medicbes dos tecidos e didmetro dos estdbmatos, foram utilizadas 10 repetigdes.
Ja na contagem dos estdmatos, 12 repeticbes foram empregadas, sendo cada uma
representada pela média de duas observacdes. Quanto ao ensaio envolvendo o
conteddo relativo de agua, este foi instalado em parcelas subdivididas no tempo,
em DIC, com seis repeti¢fes por tratamento.

Os dados obtidos foram, inicialmente, submetidos as anélises de
variancias individuais (correspondente a cada ambiente de cultivo), realizando-
se em seguida o teste de homogeneidade de variancias e a analise conjunta dos
ambientes. Para isso, 0 programa estatistico Sisvar 4.3 (Ferreira, 2000) foi
utilizado, sendo as médias comparadas pelo Teste F, a 5% de probabilidade.

Dados referentes a sobrevivéncia das plantas foram obtidos por simples
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observacdo visual e expressos pela razdo entre o nimero de plantas
desenvolvidas e o nimero total de plantas transferidas para as condi¢des ex vitro,

ndo tendo sido analisados estatisticamente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sobrevivéncia ex vitro

Ao final de 30 dias em casa de vegetacdo, foi observado 100% de
sobrevivéncia das plantas provenientes do ambiente natural, independente das
concentragcfes de sacarose estudadas. Por outro lado, foram verificadas perdas
em plantas cultivadas em ambiente de luz artificial, com 86,0% e 96,9% de
sobrevivéncia para 15 e 30 g.L™* de carboidrato, respectivamente (Tabela 1).
Possivelmente, a exposicdo das brotaces a maiores amplitudes de irradiéncia e
temperatura promoveu rustificacdo das plantas obtidas, visto que as condi¢fes de
casa de vegetacdo sdo mais parecidas aquelas nas quais as plantas foram
aclimatizadas, favorecendo, assim, menor transpiracdo e desenvolvimento dos

tecidos fotossintetizantes.

TABELA 1. Percentual de sobrevivéncia de plantas micropropagadas de
bananeira sob a influéncia do ambiente de cultivo (natural e
artificial) e concentragbes de sacarose (15 e 30 g.L™?), apés 30
dias de aclimatizacdo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Sacarose (g.L™)

Ambiente G 0 Média
Natural 100,0 100,0 100,0
Artificial 72,0 93,7 82,9
Média 86,0 96,9

Dados obtidos pela razdo entre 0 nimero de plantas mortas e ou ndo desenvolvidas e 0 nimero
total de plantas transferidas para as condi¢Bes ex vitro, ndo tendo sido analisados estatisticamente.

Resultados semelhantes foram relatados por Talavera et al. (2005),
segundo os quais plantas de Cocos nucifera cultivadas in vitro, sob condi¢es de
estufa, demonstraram alto percentual de sobrevivéncia. Ja em relagdo a sacarose,

estes autores verificaram baixa sobrevivéncia e lento desenvolvimento de plantas
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cultivadas sob a auséncia ou baixo nivel deste carboidrato, o que foi atribuido a
reduzida ou a falta de formacéo de esqueletos de carbono e alocacdo de reservas
suficientes nas folhas formadas in vitro para o crescimento ex vitro. Por outro
lado, sucesso na aclimatizacdo de plantas micropropagadas de bananeira foi
obtido por Folliot & Marchal (1992), utilizando 40, 70, 100 e 130 g.L* de

sacarose, na fase de enraizamento, para cv. Grande Naine.

Teores de clorofilas

Interacdo entre os fatores estudados (ambientes e sacarose) foi observada
apenas quanto aos teores de clorofila a e total. Ja em relagdo a clorofila b e a
razdo a/b, nenhuma influéncia significativa foi verificada (Tabelas 2 e 3).

Para clorofila a e total, efeito significativo do ambiente de cultivo em
relacdo as concentracGes de sacarose foi verificado apenas em meio contendo 30
g.L™, com resultados superiores em plantas enraizadas em ambiente de luz
artificial, com teores de 1,24 e 1,67 mg.g™ de massa fresca, respectivamente.
Contudo, nenhuma diferenca significativa entre as concentracdes de sacarose foi
observada, em ambos os ambientes estudados (Tabela 2). Estes resultados
podem ser atribuidos ao fato de as plantas mantidas em sala de crescimento
estarem expostas a uma menor irradiancia do que a do ambiente de casa de
vegetacdo, reduzindo a ocorréncia de processos fotoxidativos nas plantas.
Segundo Taiz & Zeiger (2004), a fotoxidacdo é um processo irreversivel e
envolve diretamente os pigmentos que, ao absorverem luz, ficam muito tempo
excitados e interagem com o Oy, produzindo radicais livres, como superéxido
(0y), podendo destruir estes pigmentos.

Nesse sentido, os processos de sintese e degradagdo (foto-oxidacdo) de
clorofilas estdo diretamente associados a intensidade luminosa, havendo, sob
radiacOes intensas, pronunciada ocorréncia do processo degradativo, enquanto,

sob condigdes de sombreamento, as concentragdes foliares de clorofilas tendem
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a aumentar (Alvarenga et al., 1998, Atroch et al., 2001; Brand, 1997). De acordo
com Amancio et al. (1999) e Almeida et al. (2005), o maior teor de clorofila
total nas folhas de plantas submetidas a baixa irradiancia € uma resposta
observada com freqiiéncia, uma vez que, nesta condicdo, a planta disponibiliza
mais assimilados no complexo proteina-clorofila do aparelho fotossintético para
otimizar a captagdo de luz. Além disso, a redugdo no teor de clorofilas (por
unidade de massa e ou por unidade de &rea) em niveis mais elevados de
irradiancia é amplamente relatada na literatura (Alvarenga et al., 2003; Atroch et
al., 2001; Deccetti, 2004; Kitajima & Hogan, 2003; Lee et al., 2000; Lima Junior
et al., 2005).

TABELA 2. Teor de clorofila a e clorofila total (mg.g™ de massa fresca), em
plantas micropropagadas de banana cv. Caipira (AAA), em funcdo
do ambiente de cultivo (natural e artificial) e concentracdo de
sacarose (15 e 30 g L™). UFLA, Lavras,MG, 2007.

Sacarose Clorofila a sdia Clorofila total

(gL™h Natural  Artificial ¢ Natural  Artificial Media
15 1,05 Aa 1,12 Aa 1,08a 1,42 Aa 1,50 Aa 1,46 a
30 0,96 Ba 1,24 Aa 1,10a 1,34 Ba 1,67 Aa 150a

Média 101B 1,18 A 1,38B 159 A

CV(%) 8,48 8,54

Médias seguidas por letras distintas, mindscula na coluna e maidscula na linha, diferem entre si,
pelo teste F, a 5 % de probabilidade.

Acrescenta-se, ainda, que embora varias pesquisas reportem teores de
clorofilas, por unidade de massa fresca, mais elevados em folhas sombreadas do
que aquelas expostas a maiores intensidades de luz (Lei & Lechowicz, 1998;
Sarracino et al., 1992), questiona-se o fato de alguns autores ndo levarem em

consideracdo diferencas entre as proporg¢des de clorofilas.
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Quanto ao teor de clorofila b e razéo a/b, nenhum efeito significativo
dos fatores, isolado ou em associacdo, foi verificado (Tabela 3). Em se tratando
dos teores de clorofila b, Almeida et al. (2005) afirmam que, de maneira geral,
este pigmento possui maior proporcao relativa em ambiente sombreado, o que
esta associado ao fato de sua degradacdo ser mais lenta que a clorofila a (Engel
& Poggiani, 1991). Em seu estudo com Annona glabra L. sob condi¢cdes de
enraizamento in vitro, Deccetti (2004) ndo verificou efeitos entre os niveis de
irradiancia (50, 150 e 300 pmol.m?s™) sobre os teores de clorofilas, embora
uma tendéncia de reducéo no teor de clorofila total tenha sido observada sob alta
irradiancia (300 pmol.m?.s™). Ainda segundo mesma autora, a clorofila a e b foi

menos afetada pelo aumento no nivel de irradiancia.

TABELA 3. Teor de clorofila b e razdo clorofila a’/b (mg.g™ de massa fresca),
em plantas micropropagadas de banana cv. Caipira (AAA), em
funcdo do ambiente de cultivo (natural e artificial) e concentracéo
de sacarose (15 e 30 g L™). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Ambiente Sacarose (g.L™Y)
Natural Avrtificial 15 30
Clorofila b
0,37 0,41 0,38 0,40
CV(%) 11,38
Razéo a/b
2,71 2,88 2,86 2,74
CV(%) 8,68

Resultados discordantes foram observados por Lee et al. (2000) que,
estudando os efeitos da quantidade e qualidade da luz sobre plantas de duas
espécies florestais nativas do Sudeste da Asia, verificaram reducdo nas
concentracOes de clorofila e nas taxas de clorofila a/b, pela exposi¢do a alta PFD
(densidade de fluxo de fotons), em ambas as espécies estudadas.

De acordo com Critchley (1999), a relagdo clorofila a/b esta relacionada

diretamente com a capacidade das plantas em maximizar a captura de luz em
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condigdes de maior sombreamento, assim como também por haver maior teor de
clorofila b em detrimento da clorofila a (Engel & Poggiani, 1991). Assim, o
aumento da quantidade de clorofila b em relacéo a clorofila a estaria relacionada
a uma maior proporcao do fotossistema Il, que é mais rico em clorofila b que a,
em relacdo ao fotossistema | (Critchley, 1999, Nakazono et al., 2001), o que

favorece a capacidade adaptativa das plantas a ambientes com pouca radiagéo.

Caracteristicas anatdmicas

Para a maioria das caracteristicas avaliadas os fatores influenciaram de
forma isolada (Tabela 4), enquanto que interacdo significativa entre ambiente x
sacarose foi observada somente para hipoderme da face adaxial (HIP/AD) e
densidade estomatica da face abaxial (DE/AB) (Tabela 5).

Em relacdo a concentracdo de sacarose, diferencas somente foram
observadas para a espessura da epiderme da face adaxial (EP/AD) e do limbo
foliar (LIMBO), com resultados significativamente superiores em plantas
enraizadas em meio suplementado com 15 g.L™". Entre os ambientes de cultivo,
foi verificado espessamento de ambos os parénquimas, palicadico e esponjoso,
em plantas mantidas sob ambiente de luz natural, o qual foi significativamente
superior ao ambiente artificial, diferentemente do observado para EP/AD,
HIP/AB e EP/AB, em que plantas enraizadas em ambiente artificial tiveram

espessamento significativamente superior (Tabela 4).
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TABELA 4. Espessura da epiderme da face adaxial (EP/AD), dos parénguimas
palicadico e esponjoso (P.PAL e P.ESP), da hipoderme e
epiderme da face abaxial (HIP/AB e EP/AB), densidade
estomatica da face adaxial (DE/AD) e espessura total do limbo
foliar (LIMBO), em plantas micropropagadas de banana cv.
Caipira (AAA), em funcdo do ambiente de cultivo (natural e
artificial) e concentracdo de sacarose (15 e 30 g L™). UFLA,
Lavras, MG, 2007.

EP/ HIP/ EP/ DE/

AD P.PAL P.ESP AB AB AD LIMBO
Sac. (g.L7)
15 20,5a 58,1a 76,7 a 477a 13,7 a 32,2a 278,6 a
30 16,7b 60,4 a 72,6 a 491a 13,3a 346a 266,5b
Ambiente
Nat 178b 67,3 a 82,4a 46,6 b 119b 35,6 a 2727 a
Art 194 a 51,1b 67,0b 50,2 a 15,1a 31,3a 272,4 a
CVv (%) 12,47 13,11 15,50 11,24 17,73 27,40 6,45

Meédias seguidas por letras distintas na vertical, dentro de cada variavel, diferem entre si,
pelo teste de F, a 5% de probabilidade.

Estudando a anatomia foliar de plantas de bananeira, cultivadas in vitro
e ex vitro, Sandoval et al. (1994) ndo observaram diferenciagdo do mesofilo em
parénquima palicadico e esponjoso, nas plantas mantidas em sala de crescimento
sob iluminacéo artificial de 80 mmol.m?.s™ e 27 °C. De acordo com Alquini et
al. (2006), os parénquimas, palicadico e esponjoso, sdo parénquimas
clorofilianos que possuem como caracteristica principal serem fotossintetizantes
devido a presenca de cloroplastos que, por sua vez, convertem energia luminosa
em quimica, armazenando-a na forma de carboidratos. Sendo assim, a falta de
diferenciagdo pode resultar em baixa eficiéncia fotossintética e,
consequientemente, problemas durante a fase de aclimatizagéo.

Quanto a espessura do limbo foliar, resultado discordante foi reportado
por Deccetti (2004) e Lima Junior et al. (2005), segundo 0s quais maior
espessura ocorreu em plantas jovens de Cupania vernalis e vitroplantas de

Annona glabra cultivadas sob sol pleno e sob 300 pmol.m?.s™. No entanto, o
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maior espessamento do limbo observado por Lima Junior et al. (2005) foi, em
grande, parte favorecido por uma maior espessura do parénquima palicadico e
das epidermes das faces abaxial e adaxial, jA que nenhuma diferenca
significativa foi observada para a espessura do parénquima esponjoso. Ainda
segundo estes autores, as condi¢cdes de maior sombreamento (70%) favoreceram
a presenca de maiores espacos intercelulares no mesofilo em detrimento do
cultivo a pleno sol.

Efeito positivo da elevacdo no nivel de radiacdo sobre o espessamento
do mesofilo e a contribuicdo significativa do parénquima palicadico neste
espessamento foram também observados por Hanba et al. (2002), em espécies de
Acer. Ja estudo realizado por Deccetti (2004) mostrou que plantas de Annona
glabra enraizadas in vitro sob 300 pmol.m?s™ tiveram aumentos significativos
de espessura dos parénquimas palicadico e esponjoso. Ainda de acordo com este
autor, a diferenciacdo pronunciada dos parénquimas pode ser determinante na
otimizacdo do processo de fotossintese e potencialmente benéfico na
sobrevivéncia ex vitro.

Para a HIP/AD, maior espessamento (P<0,05) foi verificado em plantas
submetidas ao ambiente de luz artificial, em ambas as concentracdes de sacarose
estudadas (Tabela 5). Corroboram assim, os resultados reportados por Rocha
(2005), segundo o qual maior espessura das hipodermes abaxial e adaxial em
plantas micropropagadas de bananeira ‘Prata-And’ foi obtida sob condicdes de
luz artificial.

Em relacdo aos estdmatos, estes sdo do tipo tetracitico e estdo presentes
em ambas as faces da epiderme, adaxial e abaxial, com maior freqliéncia, porém,
na face abaxial, caracteristicas essas que classificam a bananeira como uma
espécie anfi-hipoestomatica, conforme relatado por Sandoval et al. (1994). De
acordo com Alquini et al. (2006), o tipo tetracitico € evidente em numerosas

familias de monocotiledéneas, o qual € envolvido por quatro células
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subsididrias, duas delas paralelas as células-guarda, sendo o par restante polar e
frequientemente menor.

Para a densidade estomatica, maior nimero de estdmatos por mm2 foi
observado em plantas submetidas ao ambiente natural, muito embora diferencas
significativas entre os ambientes tenham sido observadas apenas para a
concentracdo de 30 g.L™. Contudo, a densidade estomética média observada na
face abaxial, em plantas sob ambiente natural, foi de 162,6 estdmatos por mm™.
Ja em relagdo a densidade estomatica da face adaxial, nenhum efeito
significativo dos fatores estudados foi verificado (Tabela 5). A alta densidade
estoméatica observada em plantas de bananeira cultivadas in vitro §,
freqlientemente, observada em outras espécies e tem sido associada,
principalmente, a elevada umidade relativa do ar no interior dos recipientes de
cultivo (Khan et al., 2003, Sciutti & Morini, 1995).

TABELA 5. Espessura da hipoderme da face adaxial (HIP/AD) e densidade
estomatica da face abaxial (DE/AB), em plantas micropropagadas
de banana cv. Caipira (AAA), em funcdo do ambiente de cultivo
(artificial e natural) e concentracdo de sacarose (15 e 30 g L™).
UFLA, apds 45 dias de enraizamento in vitro. UFLA, Lavras,

MG, 2007.
1 HIP/AD (um . DE/AB -
Sacarose (g.L7) Natural gll'tif)icial Média Natural Avrtificial Meédia
15 44,1 Ba 79,7 Aa 61,9a 158,1 Aa 150,7 Aa 154,4 a
30 49,5 Ba 59,7 Ab 546b 167,2Aa 131,1Bb 149,2a
Meédia 46,8 B 69,7 A 162,6 A 140,9B
CV (%) 11,97 12,43

Médias seguidas por letras distintas, mintsculas na vertical e maitsculas na horizontal,
dentro de cada variavel, diferem entre si, pelo teste de F, a 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes foram obtidos por Rocha (2005), para a cultivar
Prata-And, em que explantes em fase de enraizamento apresentaram maiores
densidades estométicas da face abaxial nos ambientes artificial, com 15 g.L'1 e

natural, com 15 ou 30 g.L'1 de sacarose. No entanto, o autor ressalta que a
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analise da densidade estomatica, pura e simples, ndo é um bom parametro para
se avaliar a adaptabilidade anatdmica das espécies a aclimatizacao.

Ja Lima Junior et al. (2005) verificaram aumento no nlmero de
estdbmatos por area, nimero de células e indice estomatico em plantas de C.
vernalis cultivadas a pleno sol e 30% de sombreamento. Efeito semelhante da
alta irradiancia foi observado por Deccetti (2004), em plantas de Annona glabra,
durante a fase de enraizamento in vitro. De acordo Castro (2002) e Kundu &
Tigerstedt (1998), o incremento na densidade estomética pode permitir que a
planta eleve a condutancia de gases, evitando que a fotossintese seja limitada sob
diferentes condi¢fes de ambiente. Nesse mesmo sentido, alguns trabalhos tém
demonstrado correlagdes positivas entre nimero de estdbmatos e taxa
fotossintética (Lima Junior et al. 2005). Contudo, existem ainda alguns autores
que afirmam que o numero de estdmatos por folha permanece praticamente
inalterdvel em relacdo aos diferentes ambientes em que as espécies sao
submetidas.

De modo geral, informacdes a respeito das contribui¢cGes da estrutura
foliar para a fotossintese e o crescimento das plantas (Smith et al. 1997) podem
contribuir para um melhor entendimento ou, mesmo, permitir a elucidacdo de
lacunas acerca das diferencas nas taxas de crescimento de plantas (Lambers &
Poorter, 1992). Adicionalmente, as alteracfes que ocorrem na estrutura interna
das folhas, induzidas por modificacBes nos niveis de irradiancia, constituem
aspectos determinantes na capacidade de aclimatacdo das espécies submetidas a
condicBes ambientais distintas (Hanba et al. 2002, Schluter et al. 2003).

Conteudo relativo de agua (RCW)
Os resultados para o conteldo relativo de &gua das plantas foram
significativamente influenciados pelos trés fatores estudados (ambiente x

sacarose x tempo). Verificou-se que plantas cultivadas em ambiente artificial
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perderam mais agua (menor RCW) com o tempo de exposi¢do do que aquelas
cultivadas sob luz natural, sendo esta perda mais acentuada na concentracdo de
30 g.L" de sacarose (Figura 1). Estes resultados sdo confirmados quando se
consideram as médias referentes ao ambiente de cultivo e sacarose, com 82,6% e
78,1%, para os ambientes natural e artificial, respectivamente. Entre as
concentracdes de sacarose, observou-se que o uso de 15 g.L™ possibilitou maior
contedo relativo de &gua (Tabela 6), possivelmente devido ao maior
espessamento apresentado pela epiderme da face abaxial nesta condicdo (Tabela
3). Resultado semelhante foi reportado por Deccetti (2004), em tecidos foliares
de Annona glabra L., em que menor perda de agua foi observada em plantas
cultivadas in vitro sob elevada irradiancia (300 umol.m?s™) em detrimento de

niveis menores de irradiancia.

TABELA 6. Contetdo relativo de &gua (CRW) (%) em plantas
micropropagadas de banana cv. Caipira (AAA), em funcéo do
ambiente de cultivo (natural e artificial) e concentracdo de
sacarose (15e 30 ¢ L'l). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Ambiente de cultivo

t -
Sacarose (g L) Natural Artificial Media
15 83,0 Aa 80,6 Aa 81,8a
30 82,3 Aa 75,5 Bb 789b
Média 826 A 78.1B
CV; (%) 1518
CV, (%) 1,37

Médias seguidas por letras distintas, minGscula na vertical e maidscula na horizontal, dentro de
cada variavel avaliada, diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo teste F.

Adicionalmente, a menor perda de agua (maior RCW), verificada em
plantas provenientes de luz natural, pode ser atribuida a ocorréncia de flutuacdes
na umidade relativa e temperatura no interior dos frascos de cultivo, durante o
periodo de cultivo, favorecendo melhor mecanismo estomatico (abertura e

fechamento) e producdo de cera epicuticular, além de tornar a plantas mais
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rasticas. Além disso, verificou-se que as células da hipoderme de plantas
enraizadas sob luz natural apresentavam-se mais espessadas, contribuindo para
evitar a excessiva perda de agua.

Embora a umidade relativa e a temperatura no interior dos recipientes
ndo tenham sido mensuradas, estudo conduzido por Silva (2006) com
abacaxizeiro, também no municipio de Lavras e sob condi¢cdes semelhantes de
cultivo, irradidncia e temperatura, mostrou que a umidade relativa e a
temperatura no interior dos frascos, sob ambiente de luz natural, variaram de
58% a 95% e 10°C a 40°C, respectivamente, enquanto que, sob ambiente
artificial, foram de 96% a 98% e 23°C a 27°C.

Nesse sentido, de acordo com Sciutti & Morini (1995), a elevada
umidade relativa dentro dos recipientes de cultivo in vitro é o principal fator que
conduz a alteragdes nas estruturas e no funcionamento dos tecidos.
Adicionalmente, o aumento na intensidade luminosa e ou a reducdo na umidade
relativa durante o cultivo in vitro tém resultado em modificagdes anatdmicas
semelhantes aquelas observadas durante a aclimatizacdo em casa de vegetacdo,
como aumento na deposicdo de cerosidade epicuticular, reducdo no tamanho e
freqliéncia dos estdbmatos (Capellades et al. 1990), assim como também reducéo
na perda de turgor e melhoria do aparelho estomatico das plantas, ap6s sua
transferéncia para o solo.

Sciutti & Morini (1995) afirmam que plantas de Prunus cerasifera
enraizadas sob 100% de UR perderam significativamente maiores quantidades
de 4gua em comparacéo as plantas submetidas a UR de 70% e 80%. Além disso,
plantas cultivadas sob 80% e 70% de UR tiveram, visivelmente, cerosidade mais
densa (filamentos superiores a 0,8 um) sobre as folhas. Ja plantas cultivadas sob
100% de UR mostraram estdmatos menos abertos, células epidérmicas com
sintomas tipicos de estresse e que entraram em colapso apdés 30 minutos, em

condicOes de cAmara de crescimento.

78



Maior perda de agua em tecidos foliares de plantas cultivadas in vitro foi
também observada por Romano & Martins-Loucdo (2003), durante a
aclimatizacdo de carvalho. De acordo com seus resultados, acentuada perda de
agua foi verificada em folhas desenvolvidas ainda durante a fase de
enraizamento in vitro, comparadas as folhas desenvolvidas na fase de
aclimatizacao (folhas de transi¢do), com perda em torno de 53% nos primeiros
30 minutos, em condic¢des de 50% de umidade relativa do ar e temperatura de
21+2 °C. Ja folhas de transi¢do tiveram perda de apenas 14%. Em adigdo,
observou-se ainda, que, ao final do periodo de desidratacdo, folhas oriundas do
cultivo in vitro apresentaram estdmatos abertos e colapso das células-guarda,
fato ndo verificado em folhas de plantas aclimatizadas, pois estas se
encontravam com os estdmatos fechados.

Sandoval et al. (1994) verificaram que plantas de bananeira ‘Grande
Naine’ (AAA), cultivadas heterotroficamente in vitro sob 80 mmol.m?.s?,
apresentavam cuticula fina, pequena deposicdo de cera e hipoderme extensa,
com muito estdmatos apresentando ostiolos parcialmente ou completamente

fechados, indicando pouca ou nenhuma funcionalidade.
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FIGURA 1. Conteldo relativo de 4gua em plantas micropropagadas de banana cv. Caipira (AAA), em resposta ao
ambiente de cultivo (natural e artificial) e concentragio de sacarose (15 e 30 g L™). UFLA, Lavras, MG,
2007.



4 CONCLUSOES

1. A utilizacdo da luz natural, na fase de enraizamento in vitro, promove
rustificacdo nas plantas micropropagadas de bananeira, cv. Caipira, com 100%
de sobrevivéncia.

2. Melhorias nas caracteristicas fisiologicas e anatdmicas avaliadas sdo obtidas
plantas enraizadas em ambiente de luz natural, embora com maior degradacéo

do pigmento de clorofila a e total.
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RESUMO

ALTERACOES ANATOMICAS EM PLANTAS DE BANANEIRA CV.
JAPIRA  (AAAB) CULTIVADAS IN VITRO E DURANTE A
ACLIMATIZACAO

A realizacdo de pesquisas a respeito das alteragcdes anatdmicas decorrentes do
cultivo in vitro e subseqliente aclimatizacdo é preponderante para melhor
entendimento e elucidacdo de lacunas existentes sobre as diferencgas nas taxas de
crescimento de plantas micropropagadas, bem como para o desenvolvimento de
técnicas mais eficientes e otimizagdo do processo de aclimatizagdo. Dessa
forma, objetivou-se, com este trabalho, estudar as alteracdes na anatomia foliar e
identificar a existéncia de conexdo vascular das raizes em plantas
micropropagadas de bananeira cultivadas in vitro e durante a aclimatizacdo. Para
tanto, brotagcdes axilares da cultivar Japira, provenientes da multiplicagdo in
vitro, foram enraizadas em meio MS, adicionado de 30 g.L'1 de sacarose, 1
mg.L™ de ANA e 6 gL' de 4gar e mantidas & temperatura de 25 + 2°C,
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 42 W.m™, durante 35 dias.
Posteriormente, as plantas foram submetidas a diferentes periodos de
aclimatizacdo (0, 21, 42, 63, 84 e 120 dias) e avaliadas quanto a anatomia, por
meio de secdes transversais e paradérmicas de folhas, bem como quanto a
existéncia de conex&o vascular das raizes nos diferentes tratamentos de
aclimatizacdo. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
(DIC). Verificou-se que plantas micropropagadas de bananeira sédo anfi-
hipoestomatica, com estdbmatos do tipo tetracitico e organizacdo do mesofilo
foliar dorsiventral ou bifacial. A aclimatizacdo de plantas micropropagadas de
bananeira cv. Japira é obtida a partir de 63 dias, em casa de vegetacdo, sendo 0s
parénquimas clorofilianos, hipoderme, densidade e forma dos estdmatos as
caracteristicas mais influenciadas nesta fase. Plantas in vitro e aclimatizadas
apresentam conexao vascular entre as raizes e a parte aérea.

Palavras-chave: Musa spp., cultivo in vitro, anatomia, endurecimento ex vitro.
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ABSTRACT

ANATOMICAL ALTERATIONS IN PLANTS OF BANANA JAPIRA
(AAAB) CULTIVATED IN VITRO AND DURING ACCLIMATIZATION

The accomplishment of researches regarding the current anatomical alterations
on in vitro cultivation and subsequent acclimatization is preponderant for better
understanding and elucidation of problems on the growth of micropropagated
plants, as well as for the development of more efficient techniques of
acclimatization. The work objectified to study alterations in the anatomy of
leaves and to identify vascular connection of roots in micropropagated plants of
banana cultivated in vitro and during the acclimatization. Axillary shoots of
Japira cultivar (AAAB) from in vitro multiplication phase, were rooted in MS
medium whitin 30 g.L™ sucrose, 1 mg.L™ NAA and 6 g.L™ agar and kept to 25
+ 2°C temperature, 16 hours photoperiod and 42 W.m luminous intensity for 35
days. After this, the plants were submitted to different acclimatization periods
(0, 21, 42, 63, 84 and 120 days) and evaluated with relationship to the anatomy,
by means of transverse and paradermic sections of leaves, as well as with
relationship to the existence of vascular connection of the roots in the different
acclimatization treatments. The experimental was allocated in a completely
randomized design. It was verified that micropropagated plants of banana are
amphipostomatic with tetracitic stomata and presenting organization of the
mesophyll cells as dorsiventral or bifacial structure. The acclimatization of
micropropagated banana plants, cv. Japira is obtained starting from 63 days, at
greenhouse being the chlorophyllian parenchyma, hypodermis, density and
forms of the stomata the characteristics more influenced in this phase. In vitro
and acclimatized plants present vascular connection between roots and aerial
parts.

Keywords: Musa spp., in vitro cultivation, anatomy, ex vitro hardening

91



1 INTRODUCAO

O cultivo de apices caulinares e meristemas utilizando técnicas de
cultura de tecidos constitui a base da propagacdo clonal massal de bananas e
platanos e que tem apresentado expressivo crescimento e aceitacdo nos ultimos
30 anos, com a adocdo em diversos paises (Gubbuk & Pekmezci, 2004). Apesar
de suas vantagens, as plantas cultivadas in vitro apresentam certas caracteristicas
morfoanatdémicas e fisioldgicas intrinsecas ao ambiente de cultivo, tais como
reduzida deposi¢cdo de cera epicuticular, cuticula e epiderme pouco espessa,
reduzida diferenciacdo do mesofilo, abundantes espacos intercelulares, feixes
vasculares rudimentares, conexdo vascular entre as raizes e parte aérea deficiente
ou inexistente e deficiente mecanismo estomatico (Acufia, 1995; Capellades et
al., 1990; Donnely et al., 1985; Romano & Martins-Loucdo, 2003; Sandoval et
al., 1994; Santamaria & Kerstiens, 1994).

Todas estas alteragbes tém sido consideradas como resultado de
complexas e peculiares condi¢cbes do ambiente in vitro, que incluem reduzida
intensidade luminosa, condigdes assépticas, presen¢a de uma fonte exdgena de
carbono prontamente disponivel, baixa disponibilidade de CO, e alta
concentracdo de etileno, alta umidade relativa e reduzidas trocas gasosas com o
ambiente (Arigita et al., 2002; Kodym & Zapata-Arias, 1999; Preece & Sultter,
1991).

Entretanto, embora essas modificacfes perdurem até os primeiros dias
da transferéncia das plantas para as condi¢Ges ex vitro, as novas folhas
desenvolvidas durante a aclimatizacdo terdo caracteristicas de transicdo, sendo,
portanto, mais adaptadas e eficientes nos processos concernentes ao
desenvolvimento vegetal. Além disso, ap6s serem transferidas para as condicdes

de campo, normalmente, todas as altera¢fes induzidas durante o cultivo in vitro
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desaparecem completamente (Sandoval et al., 1994). Dessa maneira, uma fase
de aclimatizacdo, logo apos a retirada das plantas dos recipientes de cultivo é
necessaria e vantajosa, uma vez que ira possibilitar alteracBes fisioldgicas e
estruturais nas plantas micropropagadas, que sdo primordiais para a melhor
adaptacao destas ao novo ambiente ex vitro (Marin, 2003).

Outro aspecto importante no processo de micropropagacao estd
relacionado a funcionalidade das raizes desenvolvidas in vitro, o que é pouco
entendido e estudado, inexistindo, até o presente momento, estudos com
bananeiras micropropadas. Nesse sentido, Apter et al. (1993) afirmam que
algumas plantas micropropagadas podem desenvolver raizes funcionais durante
o cultivo in vitro ou, mesmo, com pouca ou nenhuma funcionalidade, sendo,
muitas vezes, considerado um fator chave a ocorréncia elevada de perdas na
aclimatizacdo. Em adicdo, pesquisas tém mostrado haver beneficios das raizes
desenvolvidas in vitro no estabelecimento de plantas ex vitro (Diaz-Pérez et al.,
1995; Bosa et al., 2003; Gribaudo et al., 1995).

Nesse contexto, estudos acerca das modificagdes que ocorrem na
anatomia e morfologia foliar em plantas micropropagadas, apds sua exposic¢éo as
condigdes ex vitro, tém contribuido significativamente para o desenvolvimento
de técnicas mais eficientes de aclimatizacdo (Goncalvez et al., 2000; Rohr et al.,
2003; Soares, 2003).

Objetivou-se estudar as alteracdes na anatomia foliar e identificar a
existéncia de conexd@o vascular das raizes em plantas micropropagadas de

bananeira cultivadas in vitro e durante a aclimatizacéo.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos e Anexos
do Departamento de Agricultura, da Universidade Federal de Lavras, no
municipio de Lavras, regido Sul do estado de Minas Gerais. Segundo a
classificacdo climéatica de Kdppen (1948), o clima regional € do tipo Cwa com
caracteristicas Cwb, apresentando duas estagcBes definidas: seca, com
temperaturas mais baixas de abril a setembro, e chuvosa, com temperaturas mais
elevadas, de outubro a margo. O experimento foi conduzido entre os meses de
abril e agosto de 2006.

Material vegetal e condicdes de cultivo

O material vegetal consistiu de plantas micropropagadas de bananeira da
cultivar Japira (AAAB), um hibrido resistente as principais doencas que
acometem a cultura da banana. Para a obtencdo dos explantes, apices caulinares
da referida cultivar foram inicialmente estabelecidos in vitro, multiplicados e,
em seguida, as brotacdes axilares obtidas foram enraizadas e alongadas em meio
basico de MS (Murashige & Skoog, 1962), adicionado de 1 mg.L™ de ANA
(4cido naftalenoacético) e 6 g.L™* de agar. O pH do meio foi ajustado para
5,8+0,1 antes da adicdo do agente geleificante, sendo, em seguida, autoclavado
por 20 minutos, a 120 °C e 1 atm.

O cultivo foi feito em frascos de 250 mL contendo 40 mL de meio e
quatro brotacdes cada, sendo os recipientes selados com filme transparente e, em
seguida, mantidos em sala de crescimento a temperatura de 25 + 2°C,
fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 42 W.m?, fornecida por meio lampadas
fluorescentes tubulares do tipo luz do dia especial (Osram 20W), permanecendo

nestas condi¢6es por 35 dias.
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Fase de aclimatizagdo e descri¢do dos tratamentos

A aclimatizacdo foi realizada em tubetes de 0,3 L, sob condi¢8es de casa
de vegetacdo, coberta com filme de polietileno transparente (150 microns) e com
tratamento contra raios ultravioleta, sombreamento de 70% (Sombrence®) e
sistema de irrigacdo por nebulizacdo intermitente. As plantas foram,
inicialmente, removidas dos frascos de cultivo e tiveram suas raizes lavadas em
agua corrente. Em seguida, foram transferidas para tubetes preenchidos com
substrato composto pela mistura de terra de subsolo (abaixo de 40 cm):Plantmax
Hortalicas HT®:casca de arroz carbonizada (1:1:1 v/v), acrescido de 50.g L™ de
htmus e 20 g.L™ de super simples.

Os tratamentos foram constituidos por plantas sob diferentes periodos de

aclimatizacdo (0, 21, 42, 63, 84 e 120 dias ap0s a transferéncia ex vitro).

Avaliacbes anatbmicas

Foram realizadas no Laborat6rio de Anatomia vegetal do Departamento
de Biologia da UFLA, utilizando-se cinco plantas coletadas ao acaso, em cada
periodo de aclimatizacdo, as quais foram previamente fixadas em FAA 70
(formaldeido, acido acético e alcool etilico) (Johansen, 1940), por 72 horas e,
posteriormente, conservadas em alcool etilico 70%, até a realizacdo dos cortes.
As avaliacdes foram feitas com base em observacbes de microscopia de luz de
secdes transversais (folha e raiz) e paradérmicas foliares, obtidas em micr6tomo
de mesa manual e & méo livre, com auxilio de lamina de aco inox (Gillette®).

A clarificacdo das secOes transversais foi realizada em solucdo de
hipoclorito de sddio a 50%. Em seguida, foram submetidas a lavagem em éagua
destilada e coradas com azul de astra-safranina, seguindo metodologia descrita
por Kraus & Arduin (1997), com modifica¢bes. Posteriormente, as se¢es foram

montadas em glicerina a 50%. Com auxilio de microscopio Ken-a-vision 2100,
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equipado com ocular micrométrica e objetiva de 40X, foram efetuadas medicOes
das espessuras das epidermes das faces adaxial e abaxial, dos parénquimas
palicadico e esponjoso e das hipodermes inferior e superior, sendo efetuadas trés
medicdes em cada folha, na regido do feixe lateral (apds o terceiro feixe),
totalizando 15 repeticdes para cada tratamento. A espessura da nervura do feixe
central foliar (saliéncia) foi ainda mensurada.

Os cortes paradérmicos foram realizados no terco médio foliar, em
ambas as faces das folhas; a clarificacdo e a montagem das laminas foram
igualmente efetuadas como descrito para as secdes transversais, exceto a
coloracgdo, que foi feita com safranina 1%. Nessas secOes, as variaveis analisadas
foram: densidade estomatica (n° de estdmatos por mm?) e didmetros polar e
equatorial dos estdbmatos. A contagem de estdbmatos foi realizada em
microscépio Olympus CBB (objetiva de 40X), com auxilio de camara clara,
segundo metodologia descrita por Labouriau et al. (1961), em quatro campos da
regido mediana de 5 folhas provenientes de 5 plantas distintas, num total de 20
campos/repeti¢Oes por tratamento. Ja para os diametros polar e equatorial, foram
efetuadas 20 medicGes (quatro por folha ou corte de 5 plantas distintas), num
total de 20 repeticGes, utilizando microscopio Ken-a-vision 2100, equipado com
uma Ocular Micrométrica.

Para 0 estudo de conexdo vascular entre as raizes e a parte aérea,
empregaram-se segmentos transversais de raizes obtidos na regido compreendida
entre 0 rizoma, as raizes e o pseudocaule. A clarificacdo, a coloracdo e a
montagem das laminas semi-permanentes seguiram a mesma metodologia

empregada nos cortes transversais de folha.
Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado

(DIC) e os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se
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0 programa estatistico Sisvar 4.3 (Ferreira, 2000), sendo as médias comparadas
pelo Teste de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As observacdes realizadas nas se¢Oes transversais de folhas de bananeira
micropropagadas mostraram efeitos significativos do periodo de aclimatizacédo
no espessamento e na organizacdo dos tecidos, assim como também alteracdes
na forma e nas freqiiéncias dos estdbmatos.

De acordo com os resultados, as folhas de bananeira, cv. Japira,
apresentaram organizagdo do tipo dorsiventral ou bifacial, uma vez que o
parénquima pali¢adico encontra-se localizado em um lado (voltado para a
epiderme adaxial), imediatamente abaixo da hipoderme superior e 0 esponjoso,
no outro (voltado para a epiderme abaxial). Além disso, as células do
parénquima palicadico sdo de formas alongadas tipicas, dispostas como barras
em fileiras, enquanto o parénquima esponjoso ndo possui células bem definidas
(Figura 1).

Em relagdo as epidermes, menor espessura para a epiderme da face
adaxial foi observada em plantas provenientes do cultivo in vitro (0 dias). Apos
este periodo, houve espessamento significativo até os 42 dias de aclimatizagdo,
periodo em que se constatou maior espessamento (23,2 pum). Por outro lado, a
espessura da epiderme da face abaxial mostrou-se menos influenciada pelo
periodo de aclimatizacdo, uma vez que diferencas significativas apenas foram
notadas entre plantas in vitro e as demais (21, 42, 63, 84 e 120 dias) (Tabela 1).
Esses resultados discordam dos obtidos por Pereira (2004), em plantas
micropropagadas de Uncaria guianensis, em que nenhuma diferenca foi
verificada para a espessura da epiderme da face abaxial com o tempo de
aclimatizacdo. J& em relacdo a espécie Uncaria tomentosa, a espessura da

epiderme abaxial foi significativamente influenciada.

98



FIGURA 1. Fotomicrografias de secOes transversais, retiradas na regido da
lamina foliar ap6s o terceiro feixe vascular, de plantas
micropropagadas de bananeira, cv. Japira, em diferentes periodos
de aclimatizacdo (Objetiva de 40X com 2 reducdes). (a — f, plantas
aos 0, 21, 42, 63, 84 e 120 dias). HS-hipoderme superior/face adaxial;
HI-hipoderme inferior/face abaxial; ES-epiderme superior/face adaxial,
El-epiderme superior/face adaxial; CAV-cavidade de ar; Pl-parénquima
incolor. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Foi observado, ainda que, em geral, a epiderme da face adaxial sempre
apresentou maior espessura em relacdo a epiderme da face abaxial (Tabela 1),
conforme reportado em plantas micropropagadas de Uncaria guianensis e U.
tomentosa (Pereira, 2004).
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TABELA 1. Espessura da epiderme das faces adaxial (EP/AD) e abaxial
(EP/AB), parénquima palicadico (P.PAL) e esponjoso (P.ESP),
hipoderme da face adaxial (HIP/AD) e abaxial (HIP/AB) e da
nervura na regido central (SALI) de plantas micropropagadas de
bananeira cv. Japira (AAAB) sob a influéncia do periodo de
aclimatizacdo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Periodo EP/AD EP/AB P.PAL P.ESP HIP/AD HIP/AB  SALI

(dias) (1m)
0 159d 11,3b 390e 65,3d 50,4 ¢ 50,9d 428,2 f
21 194¢c 150a 66,0 d 75,5¢ 83,0a 68,5b 539,5e
42 232a 153a 70,2d 75,2 ¢ 87,8a 60,6 ¢ 600,9d
63 22,2Db 16,6 a 75,7¢ 94,2 b 792 b 74,1a 684,3 ¢
84 216D 16,2 a 96,5 a 108,0 a 75,7b 75,2 a 890,1a
120 219D 16,0 a 87,3b 103,7a 76,5b 64,50 834,6 b
CV (%) 7,61 13,69 12,69 10,99 13,09 11,81 9,23

Médias seguidas por letras distintas dentro de cada variavel avaliada, diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5 % de probabilidade.

Quanto aos parénquimas palicadico e esponjoso, verificou-se tendéncia
de incremento da espessura com o tempo de aclimatizacéo, tendo a menor e a
maior espessuras sido observadas em plantas in vitro (39,0 e 65,3 um) e
aclimatizadas por 84 dias (96,5 e 108,0 um) (Tabela 1). Além disso, melhorias
qguanto a estrutura dos tecidos do mesofilo e dos feixes vasculares com o
aumento do periodo de desenvolvimento vegetativo ex vitro foram também
observadas, havendo acentuada diferenca entre as plantas aos O dia (in vitro) e
aquelas aclimatizadas por periodo superior a 42 dias (Figura 1).

Comportamento semelhante ao verificado para o espessamento dos
parénquimas foi notado para a espessura da saliéncia (nervura central) (Tabela
1). A ocorréncia de células palicadicas mais alongadas constitui um padréo
classico de resposta e de adaptacdo das plantas a alta intensidade de luz (Lee et
al., 2000) e evidencia a plasticidade adaptativa da planta ao novo ambiente.

De acordo com Alquini et al. (2006), os parénquimas palicadico e

esponjoso possuem como caracteristica principal de serem fotossintetizantes,
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devido a presenca de cloroplastos que, por sua vez, convertem energia luminosa
em quimica, armazenando-a na forma de carboidratos. Sendo assim, a falta de
completa diferenciacdo do mesofilo em folhas de plantas cultivadas in vitro pode
promover um reduzido potencial fotossintético (Wetzstein & Sommer, 1982).

Espessamento dos parénquimas palicadico e esponjoso com o periodo de
aclimatizacdo foi reportado por Pereira (2004), em espécies micropropagadas
pertencentes ao género Uncaria. Estes resultados concordam com os de Romano
& Martins-Loucdo (2003), segundo os quais, maior diferenciacdo do mesofilo
em folhas de Quercus suber L. foi verificada naquelas desenvolvidas apos a
transferéncia das plantas para o substrato, as quais apresentaram estrutura foliar
caracteristica de plantas de sol, com pequenos espacos intercelulares, alta
densidade de células palicadicas, com 2 ou 3 camadas. Adicionalmente, os
autores observaram incremento no desenvolvimento dos tecidos vasculares com
0 periodo de aclimatizacéo.

Para a hipoderme, verificou-se que, em relacdo a face adaxial, houve
incremento da espessura deste tecido até os 42 dias de aclimatizacdo, periodo em
que foi registrado o maior espessamento (P<0,05). Periodos superiores a este
mostraram tendéncia de redugdo no espessamento e nenhuma diferenca
significativa foi observada. J& em relacdo a hipoderme abaxial, espessamento
significativo ocorreu em plantas aclimatizadas por 63 e 84 dias, tendo as folhas
in vitro apresentado a menor espessura (P<0,05) (Tabela 1).

Acrescenta-se, ainda, que, de modo geral, as andlises anatdmicas
revelaram que supostas folhas de transicdo (21 dias) e aquelas oriundas de
plantas aos 42 dias tiveram pouca ou nenhuma diferenca, quando comparadas as
plantas in vitro, como observado para os parénquimas clorofilianos e hipoderme
adaxial (Tabela 1). Romano & Martins-Lougao (2003) também observaram que
algumas caracteristicas verificadas em folhas in vitro persistiram nas primeiras

folhas desenvolvidas ex vitro, as folhas de transicéo.
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Em estudo realizado com plantas micropropagadas de bananeira
submetidas a 80 mmol.m2.s™ e 27°C, em sala de crescimento, Sandoval et al.
(1994) verificaram, como principais caracteristicas, a presenca de uma fina
camada de cuticula, epiderme pouco espessa, com células algumas vezes
irregulares em tamanho e sinuosas, hipoderme formada por extensas células
perpendiculares as células epidérmicas, falta de diferenciagdo entre os
parénquimas palicadico e esponjoso e presenca de feixes vasculares bastante
rudimentares (com apenas alguns elementos de floema e vasos de xilema). Por
outro lado, se¢des transversais foliares provenientes de plantas aos 90 dias de
aclimatizagcdo mostraram parénquima pali¢adico constituido de duas camadas de
células, sendo uma camada acima formada de células alongadas e outra abaixo
com células mais isodiamétricas. Além disso, um espessamento de
esclerénquima ao redor dos feixes vasculares também foi verificado sob estas
condicOes.

Em relagdo aos estdbmatos, estes sdo do tipo tetracitico (Figura 2c) e
estdo presentes em ambas as faces da epiderme, adaxial e abaxial (Figura 2a,b),
porém, com maior freqiiéncia na face abaxial (Tabela 2; Figura 2a). Essas
caracteristicas classificam a bananeira como uma espécie anfi-hipoestomatica e
corrobam aquelas anteriormente reportadas por Rocha (2005) e Sandoval et al.
(1994), para as cultivares Prata-And e Grande Naine. De acordo com Alquini et
al. (2006), o tipo tetracitico é evidente em numerosas familias de
monocotileddneas, o qual é envolvido por quatro células subsidiarias, duas delas

paralelas as células-guarda, sendo o par restante polar e, freqlientemente, menor.
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FIGURA 2. Fotomicrografias de secOes paradérmicas de plantas
micropropagadas de bananeira, cv. Japira, em diferentes
periodos de aclimatizacdo (Objetiva de 40X com 1 reducdo).
(a) Face abaxial da epiderme aos 0 dias, evidenciando alta
freqliéncia estomatica; (b) face adaxial da epiderme aos 42
dias, mostrando menor freqliéncia estomatica; (c) Detalhes do
estdmato tetracitico na face abaxial da epiderme em plantas in
vitro (0 dias); (d) Epiderme da face abaxial aos 120 dias de
aclimatizagdo. UFLA, Lavras, MG, 2007. (cs — células
subsidiarias; cg — células guarda).

Quanto as caracteristicas avaliadas, maior densidade estomatica da face
adaxial da epiderme (D.EST/AD) foi observada aos 0, 21 e 42 dias, 0s quais ndo
diferiram entre si (P<0,05), porém, foram significativamente superiores as
plantas aclimatizadas por 63, 84 e 120 dias. Para a epiderme da face abaxial,

maior nimero de estdmatos por mm? (D.EST/AB) também foi observado nas
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plantas in vitro (P<0,05). Por outro lado, os demais periodos foram

significativamente semelhantes entre si (Tabela 2).

TABELA 2. Densidade estomética (niimero de estdmatos por mm?) da epiderme
das faces adaxial (D.EST/AD) e abaxial (D.EST/AB) de plantas
micropropagadas de bananeira cv. Japira (AAAB) sob a influéncia
do periodo de aclimatizacdo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Periodo (dias) D.EST/AD D.EST/AB

0 276a 106,6 a

21 22,1a 82,1b

42 22,7a 88,8 Db

63 159b 74,1b

84 14,7b 84,5b

120 14,7b 90,7b

CV (%) 40,98 15,84

Médias seguidas por letras distintas, dentro de cada variavel avaliada, diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade.

Resultado semelhante foi obtido por Pereira (2004) que verificou maior
densidade estomaética (p<0,05) em plantas de Uncaria guianensis e U. tomentosa
a 0 dia de aclimatizagdo (plantas in vitro), havendo, apds este periodo,
decréscimo na freqiiéncia estomatica das plantas. VVarios autores tém reportado a
reducdo na densidade de estbmatos com o incremento do periodo de
aclimatizacdo, sendo, inclusive, um processo bem caracteristico dessa fase (Lee
et al., 1985; 1988). De acordo com Braga (2006), este decréscimo no nimero de
estdmatos por mm ocorre devido ao fato de as células da epiderme, bem como
as dos demais tecidos foliares, apresentarem elevada taxa de crescimento e
divisdo durante o periodo de aclimatizacéo.

Quanto ao tamanho dos estématos, maior didmetro polar (DP) (P<0,05),
na face adaxial da epiderme, foi verificado em plantas com 21 e 120 dias de
aclimatizacdo (37,5 e 38,1), seguidas daquelas sob 63 dias. Para o didmetro

equatorial (DE), plantas aos 63 e 120 dias apresentaram a menor e a maior média
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(18,3 e 21,4 um) (P<0,05), enquanto que nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os 0, 21, 42 e 84 dias de aclimatizacdo. Assim, resultados
significativamente superiores para relacdo DP/DE foram obtidos em plantas
aclimatizadas por 21 e 63 dias, sendo os demais periodos significativamente
iguais (Tabela 3).

Para a epiderme da face abaxial, maior DP foi observado aos 21, 42, 84
e 120 dias (P<0,05), tendo sido 0 menor DP em plantas a 0 dia de aclimatizacdo
(in vitro). Quanto ao DE, plantas aclimatizadas por 42, 63 e 120 dias tiveram as
menores médias (P<0,05). Dessa forma, maior relagdo DP/DE foi notada aos
120 dias de aclimatizagdo (Figura 2d), seguidos de 42, 21 e 63 dias (Tabela 3).

TABELA 3. Didmetro polar e equatorial da epiderme das faces adaxial (DP/AD
e DE/AD) e abaxial (DP/AB e DE/AB) e relacdo diametro polar e
equatorial da epiderme das faces adaxial (DP/DE AD) e abaxial
(DP/DE) de plantas micropropagadas de bananeira cv. Japira
(AAAB) sob a influéncia do periodo de aclimatizacdo. UFLA,
Lavras, MG, 2007.

Periodo Epiderme adaxial Epiderme abaxial
(dias) DP DE DP/DE DP DE DP/DE

0 33,3¢c 199b 1,7b 319¢c 194 b 1,7d
21 375a 19,7b 19a 36,3 a 18,7¢c 20c
42 33,7¢c 19,4 b 1,7b 36,9 a 18,0d 2,1b
63 359b 18,3¢c 20a 349b 18,2d 19c
84 349c 20,3 Db 1,7b 370a 214a 1,7d
120 38,1a 21,4a 18b 38,3a 17,8d 22a
CV (%) 8,10 9,57 9,72 7,13 5,19 7,84

Meédias seguidas por letras distintas dentro de cada variavel avaliada, diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5 % de probabilidade.

Reducdo no didmetro equatorial dos estbmatos com o tempo de
aclimatizacdo foi também reportado por Pereira (2004) em plantas de Uncaria
guianensis e U. tomentosa micropropagadas. Ja observacdes realizadas por

Wetzstein & Sommer (1982), em folhas de Liquidambar styraciflua L.
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desenvolvidas in vivo, revelaram estdmatos deprimidos na superficie foliar e
com células guarda elipticas, ao passo que folhas das plantas cultivadas in vitro
apresentaram estdmatos mais elevados, arredondados e com células subsidiarias
elevadas.

Em trabalho realizado por Sandoval et al. (1994), com a cultivar de
bananeira Grande Naine (AAA), plantas cultivadas in vitro tiveram didmetro
polar dos estbmatos medindo cerca de 38 um e DE de 15 um. Adicionalmente,
foi observado que muitos dos estdmatos tiveram fechamento parcial ou total dos
ostiolos quando as plantas foram retiradas dos frascos de cultivo, 0 que os
autores atribuiram a reduzida funcionalidade ou sua auséncia.

Estébmatos pouco ou com nenhuma funcionalidade foram reportados
também por Romano & Martins-Loucdo (2003), em plantas de Quercus suber L.
(carvalho) micropropagadas. Segundo os autores, o colapso das células-guarda,
assim como também a presenca de estdbmatos abertos, foi observado ao final de
160 minutos de exposicao das folhas as condicGes de 21+2°C e 50% de umidade
relativa do ar. Em adico, verificou-se que estdmatos oriundos de plantas in vitro
ndo tiveram qualquer resposta ao tratamento de estresse hidrico, diferentemente
dos estdbmatos provenientes de folhas com 1 e 6 meses de aclimatizagdo, com
reduzida e alta respostas, respectivamente.

Rocha (2005) afirma que a analise da densidade estomatica ndo é um
parametro confiavel para a verificagdo da adaptabilidade anatémica durante o
processo de aclimatizagdo, porém, o formato das células guarda e a relagéo entre
o didmetro polar e equatorial dos estbmatos podem representar uma forma
segura de indicar a funcionalidade estomatica. Isso porque quanto maior a
relacdo didametro polar/equatorial, mais elipsdide serd o formato do estémato,
portanto, maior serd sua funcionalidade. Estas afirmacdes sdo embasadas em

relatos de Khan et al. (2002), segundo os quais a forma eliptica é caracteristica
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de estbmatos funcionais e a forma arredondada esta associada a estdmatos que
ndo apresentam funcionalidade normal.

De modo geral, interesses a respeito das contribui¢cdes da estrutura foliar
para a fotossintese e o crescimento das plantas (Smith et al., 1997) podem
contribuir para um melhor entendimento ou, mesmo, permitir a elucidacdo de
antigas lacunas acerca das diferencas nas taxas de crescimento entre plantas
(Lambers & Poorter, 1992). Adicionalmente, as alteracdes que ocorrem na
estrutura interna das folhas constituem aspectos determinantes na capacidade de
aclimatacdo das espécies submetidas a condi¢cBes ambientais distintas (Hanba et
al., 2002; Schluter et al., 2003).

Em relacdo a funcionalidade das raizes, as observacdes anatdmicas
mostraram existéncia de conexdo vascular entre as raizes e a parte aérea de
plantas oriundas, tanto da fase de enraizamento in vitro quanto de plantas
aclimatizadas. Estes resultados confirmam relatos de Apter et al. (1993), os
quais afirmam que algumas plantas micropropagadas podem desenvolver raizes
funcionais durante o cultivo in vitro ou, mesmo, com pouca ou nhenhuma
funcionalidade, sendo esta funcionalidade, muitas vezes, considerada fator chave
para a ocorréncia elevada de perdas na aclimatizacdo. Acrescenta-se, ainda que
pesquisas tém mostrado haver beneficios promovidos por raizes desenvolvidas
in vitro ao estabelecimento de plantas ex vitro (Bosa et al., 2003; Diaz-Pérez et
al., 1995; Gribaudo et al., 1995).
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4 CONCLUSOES

1. A bananeira, € uma espécie anfi-hipoestomatica, com estdbmatos do tipo
tetracitico e organizacdo do mesofilo foliar dorsiventral ou bifacial.

3. Os parénquimas clorofilianos, a hipoderme, a densidade e a forma dos
estdmatos sao as caracteristicas anatdmicas mais influenciadas na aclimatizagéo;
4. A aclimatizacdo de plantas micropropagadas de bananeira cv. Japira, sob as
condicOes deste trabalho, é obtida a partir de 63 dias em casa de vegetacdo.

5. Plantas in vitro e aclimatizadas apresentam conexdo vascular entre as raizes e

a parte aérea.

108



5 AGRADECIMENTO

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ),

pela concessdo das bolsas de estudos.

109



6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACUNA, P. I. Micropropagacion de banano a partir de apices vegetativos.
Corbana, v. 17, p. 9-12, 1995.

ALQUINI, Y.; BONA, C.; BOERGER, M. R. T.; COSTA, C. G; BARROS, C.
F. Epiderme In: APPEZZATO-DA-GLORIA, B.; CARMELLO-GUERREIRO,
S. M. Anatomia Vegetal. Vicosa: Editora UFV, 2006. p. 87-108.

APTER, R. C.; DAVIES, F. T. Jr; MCWILLIAMS, E. L. In vitro and ex vitro
adventitious root formation in asian jasmine (Trachelospermum asiaticum) II.
Physiological comparations. Journal of the American Society for
Horticultural Science, Alexandria, v. 118, n. 6, p. 906-909, Nov. 1993.

ARIGITA, L.; GONZALEZ, A.; TAMES, R. S. Influence of CO, and sucrose on
photosynthesis and transpiration of Actinia deliciosa explants cultured in vitro.
Physiologia Plantarum, Copenhagen, v. 115, n. 1, p. 166-173, May 2002.

BOSA, N.; CALVETE, E. O.; NIENOW, A. A.; SUZIN, M.; Enraizamento e
aclimatizacdo de plantas micropropagadas de gipsofila. Horticultura
Brasileira, Brasilia, v. 21, n. 2, p. 207-210, abr./jun. 2003.

BRAGA, F. T. Ambiente de cultivo na propagacao in vitro de crisantemo
(Dendranthema grandiflora Tzvelev cv. Rage): caracteristicas anatdmicas e
fisiologicas. 2006. 119 p. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

CAPELLADES, M.; FONTARNAU, R.; CARULLA, C.; DEBERGH, P.
Environment influences anatomy of stomata and epidermal cells in tissue-
cultured Rosamultiflora. Journal of the American Society for Horticultural
Science, Alexandria, v. 115, n. 1, p. 141-145, Jan. 1990.

DIAZ-PEREZ, J. C.; SHACKEL, K. A.; SUTTER, E. G. Effect of in vitro-
formed roots and acclimatization on water status and gas exchange of tissue-
cultured apple shoots. Journal of the American Society for Horticultural
Science, Alexandria, v. 120, n. 3, p. 435-440, May 1995.

110



DONNELY, D. J.; VIDAVER, W. E.; LEE, K. Y. The anatomy of tissue
cultured red raspberry prior to and after transfer to soil. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, Dordrecht, v. 4, n. 1, p. 43-50, 1985.

FERREIRA, D. F. SISVAR 4. 3: sistema de analise estatistica. Lavras:
UFLA;DEX, 2000. Software.

GONCALVEZ, J. C.; DIOGO, G.; COELHO, M. T. Changes in leaf
morphology and anatomy of in vitro-cultured chestnut plantlets during
acclimatization. Acta Horticulturae, Amsterdam, n. 520, p. 183-193, 2000.

GRIBAUDO, I.; MORTE, M. A.; SCHUBERT, A. Use of gentian violet to
differentiate in vitro and ex vitro-formed roots during acclimatization of
grapevine. Plant Cell Tissue and Organ Culture, Dodrecht, v. 41, n. 2, p. 187-
188, May 1995.

GUBBUK, H.; PEKMEZCI, M. In Vitro Propagation of Some New Banana
Types (Musa spp.). Turkish Journal of Agriculture and Forestry, Ankara, v.
28, p. 355-361, 2004.

HANBA, Y. T.; KOGAMI, H.; TERASHIMA, L. The effects of growth
irradiance on leaf anatomy and photosynthesis in Acer species differing in light
demand. Plant Cell and Enviroment, Oxford, v. 25, n. 8, p. 1021-1030, Aug.
2002.

JOHANSEN, B. A. Plant microtechnique. New York: McGraw-Hill Book,
1940. 523 p.

KHAN, P. S. S. V.; KOZAI, T.; NGUYEN, Q. T.; KUBOTA, C.; DHAWAN,
V. Growth and net photosynthetic rates of Eucalyptus tereticornis Smith under
photomixotrophic and various photoautotrophic micropropagation conditions.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Amsterdam, v. 71, n. 2, p. 141-146,
Nov. 2002.

KODYM, A.; ZAPATA-ARIAS, F. J. Natural light as an alternative light source
for the in vitro culture of banana (Musa acuminata cv. ‘Grande Naine”) Plant
Clell, Tissue and Organ Culture. Dordrecht, v. 55, n. 2, p. 141-14, 1999.

KOPPEN, W. Climatologia: con un estddio de los climas de la tierra. Mexico:
Fondo de Cultura Economica, 1948. 478 p.

KRAUS, J. E.; ARDUIM, M. Manual basico de métodos em morfologia

111



vegetal. Rio de Janeiro: EDUR, 1997. 198 p.

LABOURIAU, L. G.; OLIVEIRA, J. G.; SALGADOLABOURIAU, M. L.
Transpiracdo de Schizolobium parahyba (Vell) Toledo I. Comportamento na
estacdo chuvosa, nas condicdes de Caeté, Minas Gerais. Anais da Academia
Brasileira de Ciéncia, Rio de Janeiro, v. 33, n. 2, p. 237-257, jun. 1961.

LAMBERS, H.; H. POORTER. Inherent variation in growth rate between higher
plants: a search for physiological causes and ecological consequences.
Advances in Ecological Research, New York, v. 23, p. 187-261, 1992.

LEE, H.; WETZSTEIN, Y.; SOMMER, H. E. Effects of quantum flux density
on photosynthesis and chloroplast ultrastructure in tissue-cultured plantlets and
seedlings of Liquidambar stryraciflui L. towards improved acclimatization and
field survival. Plant Phisiology, Maryland, v. 78, n. 3, p. 637-641, 1985.

LEE, N.; WESZTEIN, Y.; SOMMER, H. E. Quantum flux density effects on the
anatomy and surface morphology of in vitro-and in vivo developed sweetgum
leaves. Journal of the American Society for Horticultural Science,
Alexandria, v. 113, n. 1, p. 167-171, Jan. 1988.

LEE, D. W. et al. Effects of irradiance and spectral quality on leaf structure and
function in seedlings of two southeast asian Hopea (Dipeterocarpaceae) species.
American Journal of Botany, Columbus, v. 87, n. 4, p. 447-455, Apr. 2000.

MARIN, J. A. High survival rates during acclimatization of micropropagated
fruit tree rootstocks by increasing exposures to low relative humidity. Acta
Horticulturae, Amsterdam, v. 616, p. 139-142, 2003.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A. A revised medium for rapid growth and
bioassays with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v.
15, n. 3, p. 473-497, 1962.

PEREIRA, R. de C. A. Anatomia foliar comparada de Uncaria guianensis
(Aubl.) Gmel. e Uncaria tomentosa (Willdenow Ex Roemerr & Schultes)
como subsidio ao estudo de micropropagacao in vitro. 2004. 133 p. Tese
(Doutorado em Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

PREECE, J. E.; SUTTER, E. G. Acclimatization of micropropagated plants to
the greenhouse and field. In: DEBERGH, P. C.; ZIMMERMAN, R. H. (Ed.).
Micropropagation technology and applications. Dordrecht: Kluwer Academic
Publishers, 1991. p. 71-93.

112



ROCHA, H. S. Luz e sacarose nha micropropagacdo da bananeira “Prata
Afa”: alteracfes morfoanatémicas. 2005. 98 p. Dissertacdo (Mestrado em
Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

ROHR, R.; ILIEV, I.; SCALTSOYIANNES, A.; TSOULPHA, P.
Acclimatization of micropropagated forest trees. Acta Horticulturae,
Amsterdam, n. 616, p. 59-69, 2003.

ROMANO, A.; MARTINS-LOUCAO, M. A. Water Loss and Morphological
Modifications in Leaves during Acclimatization of Cork Oak Micropropagated
Plantlets. Acta Horticulturae, Amsterdam, v. 616, p. 439-442, 2003.

SANDOVAL, J. A;; MULLER, L. E.; WEBERLING, F. Foliar morphology and
anatomy of Musa cv. Grande Naine (AAA) plants grown in vitro and during
hardening as compared to field-grown plants. Fruits, Paris, v. 49, n. 1, p. 37-46,
Jan./Feb. 1994.

SANTAMARIA, J. M.; KERSTIENS, G. The lack of control of water loss in
micropropagated plants is not related to poor cuticle development. Physiologia
Plantarum, Copenhagen, v. 91, n. 2, p. 191-195, June 1994,

SCHLUTER, U.; MUSCHAK, M.; BERGER, D.; ALTMAM, T. Photosyntetic
performance of an Arabidopsis mutant with elevated stomatal density (sdd1-1)
under different light regimes. Journal of Experimental Botany, Oxford, v. 54,
n. 383, p. 867-874, Feb. 2003.

SMITH, W. K.; VOGELMANN, T. C.; DELUCIA, E. H.; BELL, D. T,
SHEPHERD, K. A. Leaf form and photosynthesis. BioScience, Washiongton, v.
47,n. 11, p. 785-793, Dec. 1997.

SOARES, G. A. Aspectos do cultivo in vitro do ingazeiro [Inga vera Willd
subsp. Affins (DC.) T. D. Penn. ]. 2003. 90 p. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

WETZSTEIN, H. Y.; SOMMER, H. E. Leaf anatomy of tissue-cultured

Liquidambar styraciflua (Hamamelidaceae) during acclimatization. American
Journal of Botany, Columbus, v. 69, n. 10, p. 1579-1586, Oct. 1982.

113



