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RESUMO

A banana tem destacada expressdo social e econdmica em todo o
mundo, sendo considerada importante fonte de alimento e uma das frutas de
maior consumo e produgdo entre as espécies frutiferas tropicais. Um dos
principais aspectos que limitam a expansdo da cultura da bananeira ¢ a utilizacao
de mudas produzidas por métodos convencionais. Assim, o cultivo in vitro tem
sido uma boa alternativa devido a obtenc¢do de grande quantidade de mudas
sadias em menor tempo e espaco fisico. Por ndo ser considerado um elemento
essencial as plantas, o silicio ndo tem sido muito estudado na micropropagacao,
no entanto, seu uso contribui para a qualidade final do vegetal. Ele confere
protecdo as plantas, aumento da capacidade fotossintética, reducdo de perda de
dgua e promove maior crescimento. O presente trabalho foi realizado com o
objetivo de avaliar fontes de silicio na micropropagagdo de bananeira, por meio
de andlises fitotécnicas, bioquimicas, ultraestruturais e anatomicas, visando
melhorar a qualidade final das mudas produzidas in vitro. Utilizaram-se
propagulos ja estabelecidos in vitro e inoculados em meio Murashige & Skoog
(MS), adicionado de 30g L' de sacarose, Ilmg L' de ANA (4cido
naftalenoacético) e solidificado com 1,8 g L' de Phytagel™. Foram testadas trés
fontes de silicato acrescidas ao meio MS, silicato de sddio, silicato de potéssio e
silicato de calcio, na dosagem de l1g L' e o meio MS sem silicato como
testemunha. Os propagulos foram mantidos, por 45 dias, em sala de crescimento,
sob condigdes controladas. Verificou-se aumento nos teores de clorofila a, b e
total na presenca de silicato de calcio. A suplementagdo do meio de cultura com
silicato de so6dio promove aumento de comprimento, massa fresca e seca de
parte aérea. Quanto as caracteristicas anatomicas, maior numero de estomatos e
relagdo didmetro polar e equatorial ¢ obtido utilizando-se fonte de silicio ao
meio. A adi¢do de silicato de célcio proporciona maior espessura de epiderme,
mesofilo e parénquima pali¢adico e aumenta a taxa fotossintética. As plantas
também foram avaliadas 60 dias ap6s o transplantio e conclui-se que o uso do
silicio in vitro traz beneficios durante a aclimatizacio de bananeira. Os silicatos
de célcio e potassio promovem aumento de clorofila a, b e total; maiores teores
de celulose e taninos sdo obtidos com silicato de s6dio e maior didmetro do
pseudocaule, massa fresca e seca de parte aérea e massa fresca de raiz sdo
obtidos utilizando fonte de silicio. O processo de aclimatizagdo ¢ fundamental,
pois proporciona aumento na camada de cera epicuticular em folhas de
bananeira.

Palavras-chave: Musa spp. Cultura de tecidos. Silicato.



ABSTRACT

Banana fruit has an outstanding social and economic expression all over
the world, its being regarded as an important source of food and on the fruits of
highest consumption and production among the tropical fruit-bearing species.
One of the main aspects limiting the spread of the crop is the use of conventional
method-produced seedlings. The in vitro cultivation has been accepted in a
number of areas of commercial agriculture, chiefly in fruit-bearing trees. For not
being regarded as an element essential to plants, silicon has not been much
studied in micropropagation, nevertheless, its use contributed to the final quality
of the product. It confers increased photosynthetic capacity, reduction of water
loss to plants and also promotes increased growth. The present work was
intended to evaluate the sources of silicon in banana tree micropropagation by
means of phytotechnical, biochemical, ultrastructural and anatomical analyses
aiming to improve the physiological and phytosanitary quality of the in vitro-
produced seedlings. Propagules already established in vitro and inoculated in
Murashige & Skoog (MS) medium, added of 30g L™ of sucrose, Img L' of ANA
(naftalenoacetic acid) and solidified with 1.8 g L™ of Phytagel™ were used.
Three sources of silicate added to the MS medium, sodium silicate and calcium
silicate at the dosage of 1g L™ and MS medium without silicate as a control were
tested. The propagules were kept for 45 days in a growth room under controlled
conditions. Increase in the contents of a, b and total chlorophyll in the presence
of calcium silicate was found. The supplementation of the culture medium with
sodium silicate promotes increase of length, fresh and dry matter of the shoot.
As to the anatomical characteristics, increased number of stomata and ratio polar
and equatorial diameter are obtained by using source of silicon into the medium.
The addition of calcium silicate provides greater thickness of epidermis,
mesophyll, palisade parenchyma and increases the photosynthetic rate. The
plants were also evaluated 60 days after transplanting and it follows that use of
silicon in the in vitro rooting brings benefits during acclimatization of the
banana tree. Calcium and potassium silicates promote increase of a, b and total
chlorophyll; higher contents of cellulose and tannins are obtained with sodium
silicate; increased diameter of the pseudostem, fresh and dry mass of shoot and
fresh mass of root are obtained by utilizing silicon source. The process
acclimatization is fundamental, for it provides increase in the epicuticular wax
layer in banana tree leaves.

Keywords: Musa spp. Tissue culture. Silicate.
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1 INTRODUCAO

A banana tem destacada expressdo social e econdmica em todo o
mundo, sendo considerada importante fonte de alimento ¢ uma das frutas de
maior consumo e producdo entre as espécies frutiferas tropicais. A area total
mundial cultivada é estimada em 4,1 milhdes de hectares, num total de 120
paises tropicais e subtropicais, e a produgdo ¢ de 70 milhdes de toneladas.

O Brasil é o quarto produtor mundial de banana, tendo produzido
6.972.408 toneladas da fruta em 2007, em uma area colhida de 508.845 hectares
(ANUARIO BRASILEIRO DE AGRICULATURA, 2009). Os dois principais
estados produtores brasileiros sdo Bahia, com 1.407.741 toneladas, ¢ Sdo Paulo,
com 1.238.087 toneladas, em 2009 (ANUARIO BRASILEIRO DA
FRUTICULTURA, 2010). Entretanto, a produtividade nacional de banana ¢
considerada baixa, o que se deve, entre outros fatores, ao baixo nivel tecnoldgico
adotado para o cultivo da bananeira.

Um dos principais aspectos que limitam a expansdo da cultura da
bananeira é a utilizacdo de mudas produzidas por métodos convencionais que,
além de apresentarem baixa taxa de multiplicacdo, podem constituir um
mecanismo de disseminacdo de pragas e doengas (ROELS et al., 2005),
ocasionando perdas que podem alcancar 100% na produtividade, no caso da
sigatoka-negra e do mal-do-panama (SILVA et al., 2003). No entanto, como em
qualquer espécie cultivada em grandes areas, a bananeira ¢ afetada por diversos
problemas fitossanitarios.

Diante destas limitagdes, a micropropagagdo constitui uma importante
ferramenta para a obtengdo massal de clones dos gendtipos de interesse,
facilitando a distribuicdo, a conservagdo e o intercdmbio de germoplasma, além
de proporcionar a rapida propagacdo e validagdo de variedades recentemente

langadas pelos programas de melhoramento genético da bananeira (GUBBUK;
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PEKMEZCI, 2004). O uso do cultivo in vitro tem sido aceito em numerosas
areas da agricultura comercial, especialmente em frutiferas tropicais.

Em escala comercial, a micropropagagdo ja ¢ realidade em diversas
areas no mundo. No Brasil, a principal limitacdo para o maior acesso dos
produtores a esse tipo de muda ¢ seu elevado custo, que é superior ao das mudas
convencionais (DIGNART et al., 2009; ROCHA et al.,, 2007), além do
estabelecimento de protocolos adequados e vidveis economicamente.

Dessa forma, é necessario aprimorar as etapas da micropropagagdo para
tornar este processo mais eficiente. Dentre estas etapas, destaca-se a otimizagao
do protocolo mediante alteragdes do meio para o cultivo do material,
objetivando maiores taxas de multiplicagdo, enraizamento e posterior
aclimatizacdo das plantulas.

O enraizamento in vitro é uma etapa importante da micropropagagéo e é
realizado em meio nutritivo contendo agar geleificado ou Phytagel . Porém, o
sistema radicular emitido em meio com esse suporte é, em geral, pouco
ramificado, quebradigo e com poucos pélos radiculares (HOFFMANN et al.,
2001), o que acarretara em dificuldades durante o processo de aclimatizagao.
Assim, a adi¢do de silicio ao meio de cultivo podera auxiliar na obtencdo de um
sistema radicular mais vigoroso e eficiente durante o processo de aclimatizagao.

Por ndo ser considerado um elemento essencial as plantas, o silicio ndo
tem sido muito estudado na micropropagacdo. Seu uso, no entanto, contribui
para a qualidade final do vegetal, pois seu acumulo na cuticula das folhas
permite protecdo as plantas, aumento da capacidade fotossintética, reducao de
perda de agua e, ainda, promove um maior crescimento, caracteristicas estas
desejaveis no processo de aclimatizacdo de plantas micropropagadas. Isso
porque, ao serem transferidas para o ambiente ex vitro, podem morrer devido a

perda d’agua e a baixa funcionalidade dos estdmatos.



14

Diante do exposto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar fontes de silicio na micropropagacdo de bananeira, por meio de analises
fitotécnicas, bioquimicas, ultraestruturais e anatomicas, visando melhorar a

qualidade final das mudas produzidas in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia da bananicultura

A bananicultura assume importancia social e econdmica em mais de 80
paises, sendo cultivada principalmente em pequenas propriedades (SILVA et al.,
2002), destacando-se como uma das culturas de maior produgdo entre as
frutiferas tropicais (DONATO et al., 2006).

O Brasil € o quarto maior produtor mundial de banana, com producdo de
7 milhdes de toneladas, em 2007 e area cultivada de 513 mil hectares
(AGRIANUAL, 2009). No Brasil, seu cultivo estende-se de norte ao sul do pais
e seu fruto representa uma fonte continua de alimento e de renda para os
produtores (SILVA et al., 2003).

A banana ¢ a fruta mais consumida no mundo e ndo seria exagero
concluir que ¢ também a mais importante. Consumida em sua quase totalidade
na forma in natura, é parte integrante da alimentagdo das popula¢des de baixa a
alta renda, ndo s6 pelo seu alto valor nutritivo, como pelo baixo custo. Ademais,
a banana pode ser utilizada para a produgdo de banana chips e preparagdo de
diversos pratos culinarios, como tortas, sorvetes, mingaus e salada de frutas.
Além disso, o fruto apresenta propriedades terapéuticas e medicinais e também
grande potencial ornamental e artesanal (BAKRY et al., 2009).

Aliado a estes fatores, o cultivo da bananeira apresenta um fluxo
continuo de producdo a partir do primeiro ano, fato este que garante emprego e
renda para milhares de brasileiros e exerce importante papel na fixagdo de mao-
de-obra rural e do agricultor no campo (ALVES et al., 1999). Nesse sentido,
estima-se que existam 600.000 propriedades agricolas envolvidas com a cultura,
das quais mais de 60% s3o de pequenos agricultores que cultivam de 2 a 50

hectares.
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No Brasil, as cultivares mais plantadas sdo triploides sem sementes
(grupo AAB) e pertencem ao tipo prata (‘Prata’, ‘Prata-and’ e ‘Pacovan’), que
representa 60% da banana produzida; ao tipo terra (‘Terra’ e ‘Terra Maranhao’)
e magd, todas utilizadas unicamente para o mercado interno (SILVA et al.,
2001). A restrita exportacao dessas variedades deve-se a inadequagdo do produto
ao mercado externo, bem como a grande demanda interna decorrente da alta
preferéncia pelo tipo prata, especialmente por nordestinos e nortistas. J& a
banana do tipo maga é considerada a mais nobre para os brasileiros, dado o seu
paladar, enquanto a terra &, praticamente, consumida apenas na forma cozida ou
frita (SILVA et al., 2008).

Somente as bananas d’agua ou do subgrupo cavendish (AAA, ‘Grande
Naine’, ‘Nanica’ e ‘Nanicdao’), apesar de possuirem uma produgdo menos
representativa no pais, t&ém caracteristicas adequadas para exportagdo, como, por
exemplo, frutos delgados, longos, encurvados e de paladar muito doce quando
maduros (SILVA et al., 2008). No entanto, as cultivares tipo cavendish sdo
suscetiveis a sigatoka-negra, principal praga da cultura, e, a excegdo da ‘Terra’ e
da ‘Maga’, sdo, também, suscetiveis a sigatoka-amarela. Com rela¢do ao mal-do-
panamd, a ‘Grande Naine’ e a ‘Terra’ sdo resistentes, a ‘Maga’ ¢ altamente
suscetivel e as demais cultivares sdo medianamente suscetiveis (SILVA et al.,
2001). Tais pragas, geralmente, resultam em perdas na produgdo, especialmente

em grandes areas destinadas ao cultivo industrial (BAKRY et al., 2009).

2.2 Micropropagacdo da bananeira

A cultura de tecidos vegetais representa um ramo da biotecnologia,
constituindo uma técnica de crescimento de células, tecidos e o6rgdos em um
meio nutritivo artificial, isolados da planta mae (GEORGE, 1996).

A aplicagdo mais pratica da cultura de tecidos ¢ a micropropagacgao,
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também denominada de propagagdo vegetativa in vitro (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Dentre os principais beneficios da micropropagacdo de
plantas podem ser citadas: possibilidade de aumento rapido do numero de
individuos geneticamente idénticos a partir de plantas selecionadas, producdo de
mudas durante todo o ano, mesmo em regides nas quais a planta ndo apresenta
condicdes para a propagacdo sexuada e produgdo de plantas com elevada
qualidade fitossanitiria (ECHEVERRIGARAY et al., 2001).

A propagacdo da bananeira ocorre vegetativamente pela emissdo de
novas brotacdes, que sdo utilizadas pelos agricultores para o plantio comercial.
Entretanto, a facilidade de disseminag@o de patdogenos e a baixa qualidade das
mudas, associadas ao elevado custo de implantagdo e a pequena quantidade de
mudas obtidas, levaram a busca por novas tecnologias de produ¢do de mudas,
visando a expansdo da bananicultura (RUGGIERO et al., 1994).

O emprego da cultura de meristemas e da propagacdo rapida in vitro
possibilita a produgdo em larga escala de plantas livres de virus para uso em
pesquisas e fornecimento a viveiristas e bananicultores.

A bananeira ¢ uma das primeiras culturas utilizadas na propagagdo in
vitro em larga escala no Brasil, abrindo novas perspectivas no cenario nacional
da bananicultura. No inicio da década de 1990, biofabricas foram criadas,
visando a micropropagac¢ao de cultivares comerciais de bananeira. A caréncia de
informagdes e a falta de dominio dessa nova tecnologia e a auséncia de
legislagcdo para producdo de mudas produzidas por meio da micropropagacao
foram responsaveis pela colocacdo no mercado de um produto de qualidade
duvidosa, que causou prejuizos aos agricultores, devido a ocorréncia de variagao
somaclonal proveniente do cultivo in vitro inadequado (RODRIGUES, 1996).
Esperava-se uniformidade genética no material micropropagado, ja que a técnica
de micropropagacdo envolve, basicamente, divisdes mitdticas. Porém, a variagdo

somaclonal observada em cultura de tecidos ¢ decorrente principalmente do
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meio de cultivo, do regulador de crescimento, além da suscetibilidade da cultivar
utilizada e do nimero de subcultivos (SKIRVIN et al., 1994).

A produgdo comercial de mudas de laboratorio das variedades mais
comuns de banana plantadas no Brasil tem sido inviabilizada pelo alto custo de
producdo. Dessa forma, para viabilizar este tipo de muda, protocolos mais
eficientes devem ser estabelecidos, a fim de reduzir os custos de produgdo e

melhorar a qualidade das mudas micropropagadas.

2.3 Meios nutritivos

Dentre os fatores que afetam a cultura de tecidos vegetais, a composicao
do meio aparece como fator fundamental para o sucesso do cultivo in vitro.

O meio de cultura é constituido de componentes essenciais (dgua, sais
inorganicos, fonte de carbono e energia, vitaminas e reguladores de crescimento)
e opcionais (aminoacidos, amidas, acidos organicos e substancias naturais
complexas). A composicdo do meio de cultura tem importante funcdo nas
respostas de crescimento de células e tecidos in vitro (TORRES et al., 2001).

Plantas ou explantes cultivados in vitro tém exigéncias nutricionais
especificas, sendo os meios modificados de acordo com a necessidade de cada
tipo de explante e espécie. Assim, ao excisar parte da planta para o cultivo in
vitro, observa-se que os explantes ndo sdo completamente autotroficos e
requerem meios nutritivos suplementados com as necessidades exdgenas da
célula, considerando os elementos essenciais, constituintes organicos e energia
(TORRES et al., 2001). Dessa forma, a adigdo do silicio ao meio pode promover
efeitos benéficos as plantas ao aumentar o conteido de hemicelulose e lignina e,
consequentemente, a rigidez na parede celular, elevando as taxas de

sobrevivéncia durante a aclimatizagdo (CAMARGO et al., 2007).
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2.4 Silicio

A agdo benéfica do silicio tem sido associada a diversos efeitos
indiretos, como aumento da capacidade fotossintética, aumento no teor de
clorofila total, reducdo da transpiragdo, maior crescimento de plantas e aumento

da resisténcia mecanica das células (ZHOU, 1995).

2.4.1 Essencialidade, absorcéo, transporte e acimulo

Por ndo ser considerado um elemento essencial as plantas, o silicio (Si)
ndo tem sido muito estudado na micropropagacdo. Contudo, do ponto de vista
fisiologico, esse elemento tem demonstrado efeito benéfico sobre o aumento de
producdo de diversas culturas (GOMES et al., 2008). Segundo este autor,
acredita-se que ele possa interferir na arquitetura das plantas, ao proporcionar
folhas mais eretas, o que significa maior eficiéncia fotossintética.

O Si ndo ¢ considerado elemento essencial as plantas porque ndo atende
aos critérios diretos e indiretos de essencialidade (MENGEL; KIRKBY, 2001).
De acordo com o critério direto de essencialidade, um elemento é considerado
essencial quando faz parte de um composto ou participa de uma reagdo
necessaria para a sobrevivéncia da planta. No critério indireto, um elemento ¢
considerado essencial quando, na sua auséncia, a planta ndo completa seu ciclo
de vida, ndo pode ser substituido por nenhum outro elemento, tem efeito direto
no crescimento e desenvolvimento das plantas e ndo exerce nenhum papel
neutralizador de efeitos fisicos, quimicos ou biologicos desfavoraveis para a
planta (MALAVOLTA, 1980).

O Si ¢ absorvido pelas raizes na forma de acido monossilicico (H4SiO4),
uma molécula de carga neutra e, nessa mesma forma, ¢ transportado até a parte

aérea, pelo xilema. Nas folhas, a perda de dgua por transpiragdo faz com que o
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acido monossilicico se concentre e polimerize em silica (Si0O,), depositando-se
nos diferentes tecidos vegetais (MA et al., 2006). O transporte de Si a longa
distancia, da raiz até a parte aérea, ¢ feito essencialmente via apoplasto. O
transporte de Si nas paredes celulares e espagos intercelulares para o lamen das
células e citosol envolve difusdo e fluxo de massa.

A absor¢do de Si estd relacionada a alguma forma de defesa, seja ela
contra estresse bidtico ou abidtico. Assim, as plantas absorvem mais desse
elemento nestas condi¢des e, com isso, resistem melhor a esse disthrbio
(DALLAGNOL et al., 2009).

Apds ser absorvido e transportado até a parte aérea, o acido
monossilicico passa por transformagdes e deposita-se na forma de silica amorfa
hidratada, inicialmente nos tecidos mais jovens e, posteriormente, vai
acumulando-se rapidamente nas células senescentes, sob a forma de silica,
também chamada de opala biogénica, fitolitos ou simplesmente corpos silicosos
(DAYANANDAM et al., 1983).

Os depositos de silica ocorrem com maior frequéncia na epiderme foliar
com a silica combinada as fracdes de polissacarideos (celulose e hemicelulose)
da parede celular, lumen e espagos intercelulares (EPSTEIN, 1999).

A concentragdo de silica ¢ maior na parte aérea que na raiz, com maior
concentragdo nas folhas velhas que nas folhas novas (WIESE et al., 2007).

Embora todas as plantas contenham Si, ha grandes variagdes nos
padrdes de acimulo de Si na parte aérea das espécies. A concentragdo de Si
pode variar de 0,1% a 10 % de Si do peso seco, dependendo da espécie de planta
(EPSTEIN, 1999). Plantas classificadas como acumuladoras de Si sdo aquelas
cujos teores de SiO, variam de 1% a 3% na matéria seca e ndo acumuladoras sdo
plantas com menos de 0,5% de SiO, (MENGEL; KIRKBY, 2001). Ha também

uma variagdo genotipica na concentragdo de Si dentro de cada espécie, embora a
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variagdo ndo seja tdo grande quanto a observada entre espécies (HODSON et

al., 2005).

2.4.2 Silicio como elemento benéfico para as plantas

O Si é o segundo elemento em maior abundancia na crosta terrestre
depois do oxigénio, mas sua importancia no crescimento das plantas ainda ndo é
bem compreendida. Entretanto, hoje ja é bastante aceita a importancia do Si
como nutriente benéfico para as plantas, quando sob efeito de estresses abioticos
e bidticos (LAING; ADANDONON, 2005).

Podem-se dividir os efeitos benéficos do Si, relatados por Korndorfer et
al. (2002), sobre o crescimento das plantas em dois grupos: beneficio fisico e
fisiologico. Os beneficios fisicos estdo relacionados ao acimulo do Si na parede
celular das plantas, reduzindo a perda d’agua, melhorando a arquitetura das
plantas e a barreira fisica a penetragdo de fitopatdgenos e de insetos (POZZA;
POZZA, 2003; SANTOS et al., 2005). Os beneficios fisiologicos sdo pouco
estudados, porém, alguns autores relatam que plantas adubadas com Si
apresentam maior atividade fotossintética e resisténcia ao ataque de
fitopatogenos e pragas, devido ao fato de o Si induzir uma série de reagdes
metabdlicas que atuam na defesa natural das plantas, resultando na formacao de
compostos fenolicos e de outras substancias quimicas, como fitoalexinas e
ligninas (POZZA et al., 2004; LAING; ADANDONON, 2005).

O Si ¢ considerado elemento benéfico (MALAVOLTA, 2006) e é assim
definido por conferir as plantas aumento da resisténcia ao ataque de pragas e
doencas e aumento na capacidade fotossintética, do numero de folhas, do
diametro de caules e do tamanho de plantas. O Si favorece a translocacdo do
carbono para paniculas e sementes, aumenta a eficiéncia de uso de agua, com

diminui¢do da transpiragdo e passagem mais rapida da fase vegetativa para a
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fase reprodutiva de crescimento (EPSTEIN, 1999; ZUCCARINI, 2008). Os
beneficios do Si incluem também melhor absor¢do de fosforo e aumento da
tolerancia a toxidez por Al, Mn, Fe, entre outros. Estes beneficios contribuem
para o aumento da produtividade das culturas (MA et al., 2001; MA;
TAKAHASHLI, 2002).

O Si também promove resisténcia das plantas a condigdes de estresse
salino e falta de 4gua, isso por garantir integridade e estabilidade da membrana

celular (ZUCCARINI, 2008).

2.5 Aclimatizacao

A etapa de aclimatizagdo compreende a transferéncia das plantulas das
condi¢des assépticas da cultura de tecidos para um ambiente externo,
normalmente uma casa de vegetacdo, para crescimento e desenvolvimento. Essa
transferéncia deve ser feita sob condigdes controladas, para aumentar ao maximo
a sobrevivéncia das plantulas. Um nimero expressivo de espécies vegetais
micropropagadas ndo consegue sobreviver a transferéncia brusca do ambiente in
vitro para o ambiente ex vitro (HARARIKA, 2003). A mudan¢a de um ambiente
protegido, estéril, com agucares e umidade saturada, para um ambiente nao
estéril, sem agucares e com reduzida umidade, tem resultado em perda de muitas
plantas, baixa taxa de crescimento e periodo prolongado na obtencdo de plantas
completamente aclimatizadas (SOUZA JUNIOR et al., 2001).

Devido a estes efeitos, € necessario um processo de aclimatizagdo que
consiste em modificagdes morfoldgicas, anatdomicas e fisiologicas das plantas,
como forma de diminuir a possibilidade de estresse, para que as mesmas possam
sobreviver e crescer vigorosamente em um novo ambiente (HARARIKA, 2003).

Segundo Zimmerman (1988), sdo as alteragdes no metabolismo da

planta, de um estadio heterotrofico para autotréfico, que promovem as alteragdes
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anatOmicas e fisioldgicas nas microplantas. Essas altera¢des, por sua vez, podem
ser observadas na cuticula, na cera epicuticular, na ndo funcionalidade do
aparato estomatico e, consequentemente, na perda expressiva de agua das células
e na diminuigdo do processo fotossintético (POSPISILOVA et al., 2000). Por
essa razdo, a transferéncia para as condi¢des naturais deve ser progressiva,
evitando-se possiveis estresses (SILVA et al., 1995), uma vez que esse processo
pode ser o fator limitante para o fechamento do ciclo da micropropagagao.

As raizes produzidas in vitro sdo fracas e pouco funcionais, devendo ser
substituidas o mais rapido possivel, o que s6 ocorrerd se a planta for mantida
com baixa transpiracdo (PIERIK, 1990). Para MacClelland (1990), as raizes
formadas in vitro séo pouco funcionais por ndo apresentarem pelos radiculares,
além de propiciarem pobre conexdo vascular com a parte aérea das plantas,
resultando numa restrita transferéncia de agua e nutrientes para a parte aérea,
comprometendo o crescimento.

A aclimatizacdo de plantas tem sido um grande entrave para a
micropropagacdo de muitas espécies. Apesar de a bananeira apresentar um bom
desempenho nesta etapa em diversas condigdes (PEREIRA et al., 2005), a
otimizac¢do do processo pode melhorar ainda mais a eficiéncia na sobrevivéncia

e vigor das mudas.
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CAPITULO 2

FONTES DE SILICIO NO DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE
BANANEIRA ‘MACA’ MICROPROPAGADAS
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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de
diferentes fontes de silicio durante a fase de enraizamento in vitro de bananeira
‘Mac¢d’ por meio de analise fisiologica, fitotécnica e ultraestrutural. Foram
utilizados propagulos ja estabelecidos in vitro e inoculados em meio Murashige
& Skoog (MS) adicionado de 30g L™ de sacarose, Img L' de ANA (4cido
naftalenoacético) e solidificado com 1,8 g L' de Phytagel™. Foram testadas trés
fontes de silicato acrescidas ao meio MS, silicato de sodio, silicato de potassio e
silicato de célcio, na dosagem de l1g L' e o meio MS sem silicato como
testemunha. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com
quinze repeticdes. Os propagulos foram mantidos, por 45 dias, em sala de
crescimento, sob condi¢des controladas. Verificou-se aumento nos teores de
clorofila a, b e total na presencga de silicato de célcio. A suplementacdo do meio
de cultura com silicato de sédio promove aumento de comprimento, massa
fresca e seca de parte aérea. O silicio proporciona adequado desenvolvimento
das plantulas.

Palavras-chave: Musa spp. Cultura de tecidos. Silicato.



32

ABSTRACT

The objective of the work was evaluating the effect of different sources
of silicon during the in vitro rooting phase of ‘Mac¢a’ banana tree by means of
physiological, phytotechnical and ultrastrucutural analysis. Propagules already
established in vitro and inoculated in Murashige & Skoog (MS) medium, added
of 30g L' of sucrose, Img L' of ANA (naftalenoacetic acid) and solidified with
1.8 g L' of Phytagel™. Three sources of silicate added to the MS medium,
sodium silicate, potassium silicate and calcium silicate at the dosage of 1g L™
and the MS medium without silicate was a control were tested. The
experimental design was the completely randomized with fifteen replicates. The
propagules were kept for 45 days in a growth room under controlled conditions.
Increase in the contents of a, b and total chlorophyll in the presence of calcium
silicate was found. The supplementation of culture medium with sodium silicate
promotes increase of length, fresh and dry mass of shoot. Silicon provides
adequate development of seedlings.

Keywords: Musa spp. Tissue culture. Silicate.
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1 INTRODUCAO

A banana tem destacada expressdo econdmica e social em todo o
mundo, sendo considerada importante fonte de alimento ¢ uma das frutas de
maior consumo e producao, entre as fruteiras tropicais (DONATO et al., 2006).

A micropropagagdo de apices caulinares & pratica comum entre os
produtores, permitindo a producdo massal de propagulos com elevado padrao
genético ¢ fitossanitario, em periodos de tempo e espago fisico reduzidos, sem
interrupg¢do sazonal (GUBBUK; PEKMEZCI, 2004).

Embora o processo seja considerado uma tecnologia de ampla utilizagdo
e bem estabelecida para bananeira, ainda existem poucas informagdes sobre os
efeitos advindos das modificagdes no ambiente de cultivo in vitro, especialmente
pela utilizacdo do silicio, sobre as plantas micropropagadas.

O uso do silicio in vitro promove efeitos benéficos as plantas, elevando
o contetido de hemicelulose e lignina, aumentando, assim, a rigidez na parede
celular, fazendo com que sejam obtidas elevadas taxas de sobrevivéncia de
plantas na aclimatizagdo (CAMARGQO et al., 2007).

A agdo benéfica do silicio tem sido associada a diversos efeitos
indiretos, como aumento da eficiéncia da capacidade fotossintética, redugdo da
transpira¢do, crescimento das plantas e aumento da resisténcia mecéanica das
células (ZHOU, 1995).

Diante do exposto, objetivou-se, com a realizacdo deste trabalho, avaliar
fontes de silicio no desenvolvimento in vitro de bananeira ‘Maga’, por meio de
analise fisiologica, fitotécnica e ultraestrutural, a fim de melhorar a qualidade

das mudas.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido entre os meses de maio e agosto de 2010, no
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura, da
Universidade Federal de Lavras, no municipio de Lavras, MG.

Material vegetal e descricdo do ambiente de cultivo - Brotos de
bananeira ‘Ma¢d’ ja estabelecidos in vitro foram inoculados em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) adicionado de 30g L™ de sacarose, Img L™ de
ANA (4cido naftalenoacético) e solidificado com 1,8 g L™ de Phytagel™. Trés
fontes de silicato foram adicionadas ao meio MS, silicato de sodio (Na,SiO;),
silicato de potéssio (K,SiOs) e silicato de calcio (CaSiOs), na dosagem de 1g L™
e 0 meio MS (sem adicdo de silicato) como testemunha. O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,8 e, em seguida, autoclavado, a 121°C e 1,2 atm,
durante 20 minutos.

Posteriormente, em camara de fluxo laminar, os propagulos foram
inoculados em frascos de 200 mL, contendo 30 mL do meio de cultivo MS
modificado de acordo com o tratamento. Os frascos foram vedados com tampas
de polipropileno e plastico do tipo parafilme ¢ mantidos em sala de crescimento
convencional, com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 254+2°C, com
intensidade de 52,5W m™ s, fornecida por lampadas brancas fluorescentes.

Apos 45 dias, foram avaliados os pardmetros descritos a seguir.

Concentracdo de silicio — Andlise realizada no Laboratorio de
Fertilizantes, Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Uberlandia. Folhas e raizes foram secas, em estufa ventilada, a 60°C, por 72
horas, até peso constante ¢ moidas separadamente. A determinacdo de silicio foi
realizada pela metodologia proposta por Kornddrfer et al. (2004). Para isso, 0,1
g da amostra (folhas ou raizes secas e moidas) foi pesada em tubo de polietileno

e a esta adicionados 2,0 mL de 30% (v/v) de H,O, e 3,0 mL de NaOH (25 mol
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L™"). Os tubos foram fechados e levados para digestdo em autoclave, por 1 hora,
a 123°C e 0,15 MPa. Apds resfriamento, o volume foi completado com agua
deionizada. Desse extrato foi retirada uma aliquota de 1 mL, transferida para
frasco com capacidade de 20 mL, com o volume completado com agua
deionizada. A concentracdo de silicio foi determinada por método
espectrofotométrico com monitoramento, a 410 nm, da cor amarela do acido
molibdosilicico formado apds reacdo entre silicio e molibdato de amdnio em
meio HCL

Caracteristicas fisiologicas — Analise realizada no Laboratorio de
Produtos Vegetais, Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade
Federal de Lavras. Teores de clorofila a, b e total foram quantificados segundo a
metodologia de Arnon (1949). Foram coletadas cinco folhas de cada tratamento,
em que 0,5 g dos tecidos foliares foram macerados em nitrogénio liquido e
colocados em acetona 80%. Em seguida, o material foi centrifugado, a 8.000 x g,
por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado para determinagdo em
espectrofotometro (663 nm e 645 nm) dos conteudos de pigmentos.

Caracteristicas fitotécnicas — Compreende namero de folhas,
comprimento de parte aérea, em cm, massa fresca e seca de parte aérea, em g,
comprimento de raiz, em cm e massa fresca e seca de raiz, em g. A massa seca
do material vegetal foi realizada apds secagem em estufa, a 60°C, por 72 horas,
até peso constante.

Caracteristicas ultraestruturais — Analise realizada no Laboratério de
Microscopia Eletronica, Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras. Amostras do terco mediano de 3 folhas em 5 plantas foram fixadas
em Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), pos-fixados em tetroxido de 6smio
(0s0,4) e, em seguida, desidratados em solugdes crescentes de acetona (30%,
50%, 70%, 90% e 100%), sendo entdo submetidas & secagem ao ponto critico,

utilizando-se CO, como liquido de transicdo (ROBARDS, 1978).
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Posteriormente, foram recobertas com ouro (20 nm) e analisadas ao microscopio
eletronico de varredura LEO-EVO, seguindo o protocolo de Alves (2004).

Delineamento experimental e anélises estatisticas - O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro tratamentos consistindo
de 15 frascos cada um, sendo que cada frasco continha 2 explantes. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o 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

Os teores de silicio nas folhas e nas raizes de bananeira foram
influenciados significativamente pelas fontes estudadas. A concentragdo de
silicio na folha foi maior com silicato de sodio (Na,SiO;) e calcio (CaSiO;)
acrescido ao meio de cultivo (Tabela 1), devido a maior absor¢do destes
elementos pelas raizes e posterior translocacdo para a parte aérea, justificando,
assim, as baixas concentracdes de silicio observadas nas raizes destes
tratamentos. Para o silicato de potassio (K,SiO;), o silicio concentrou-se nas
raizes, indicando reduzida distribuicdo e translocacdo para as folhas. Este fato
pode justificar a baixa eficiéncia do silicato de potassio sobre as caracteristicas

fisiologicas e fitotécnicas estudadas.

Tabela 1 Concentracdo de silicio em folhas (SiF) e raizes (SiR) de bananeira
‘Maga’ cultivada in vitro por 45 dias

Fonte de silicio SiF (%) SiR (%)
Testemunha 0,482 ¢ 0,010 ¢
MS+Na,SiO3 0,800 a 0,014 ¢
MS+K,Si05 0,562 b 0,150 a
MS+CaSiO; 0,820 a 0,030 b

Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

De forma geral, o silicio tende a concentrar-se nos tecidos de
suporte/sustentagdo do caule, nas folhas e, em menores concentragdes, nas raizes
(ELAWAD; GREEN JUNIOR, 1979).

A presenca de silicio na testemunha (MS sem silicio) pode ser explicada
pelo fato de o silicio ser um elemento muito abundante na natureza, estando

presente em toda parte, inclusive na agua (LUZ et al., 2006). No entanto, ndo ha
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como confirmar esta hipotese, pois ndo foi medida a quantidade de silicio na
agua utilizada para o preparo do meio de cultura.

O tratamento com silicato de calcio (CaSiO;) adicionado ao meio MS
apresentou maiores teores de clorofilas a, b e total (Tabela 2). No entanto, todas
as fontes de silicio utilizadas proporcionaram maiores teores de clorofilas,
quando comparadas com a testemunha (MS sem silicio). Maior relagdo clorofila

a/b foi observada no meio MS sem silicio.

Tabela 2 Teores de clorofila a, b, total e razdo a/b em folhas de bananeira
‘Magd’ cultivada in vitro por 45 dias, em meio de cultura contendo
diferentes fontes de silicio

Fonte de silicio Clorofila (ug mL™)
A b total a/b
Testemunha 9,45d 3,08d 12,54 d 3,06 a
MS+Na,SiO; 10,85 b 3,76 ¢ 14,62 b 2,88 b
MS+K,;Si0; 10,24 c 3,54b 13,78 ¢ 2,90 b
MS+CaSiO3 13,85a 4,61 a 18,46 a 3,00 ab

Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

Resultado semelhante ao deste trabalho foi reportado por Adatia;
Besford (1986), que observaram maiores niveis de clorofila em pepineiro
quando utilizaram silicatos na propaga¢ao convencional desta cultura.

Segundo Epstein (2001), o uso de uma fonte de silicio ¢ capaz de
aumentar o teor de clorofila das folhas e a tolerancia das plantas aos estresses
ambientais, como frio, calor, seca, desbalango nutricional e toxicidade a metais,

além de reforgar a parede celular e aumentar a resisténcia a patogenos e insetos.
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Tais resultados demonstram os beneficios do uso de uma fonte de silicio
na micropropagacdo de bananeira, principalmente quanto a aparatos
fotossintéticos, proporcionando maior nivel de clorofila. Esses resultados sdo
importantes, visto que a fase de aclimatizacdo € de extrema importancia para a
cultura, ou seja, planta com um aparato fotossintético eficiente resultara em
maior vigor das mudas e taxa de sobrevivéncia.

Houve diferencga significativa para as variaveis fitotécnicas relacionadas
a parte aérea (Tabela 3). Maior comprimento, massa fresca e massa seca de parte
aérea foram observadas no tratamento com silicato de sodio (Na,SiO;). Ja para
as variaveis relacionadas a raiz, ndo houve diferenga significativa, uma vez que
o silicio tende a acumular-se nas folhas, formando uma barreira protetora e
regulando a perda de agua da planta por evapotranspiracdo. O silicio ¢
prontamente absorvido pelas plantas e depositado principalmente nas paredes
das células da epiderme (KORNDORFER, 2006). Resultados semelhantes a
estes foram observados em morangueiro ‘Oso Grande’ micropropagado em meio
MS contendo diferentes fontes de silicio, por Braga et al. (2009), que obtiveram
maior nimero de folhas, massa fresca e massa seca no tratamento com adi¢do de

silicato de s6dio ao meio MS.

Tabela 3 Numero de folhas (NF), comprimento de parte aérea (CPA),
comprimento de raiz (CR), massa fresca de parte aérea (MFPA),
massa seca de parte aérea (MSPA), massa fresca de raiz (MFR) e
massa seca de raiz (MSR) de bananeira ‘Magd’ cultivada in vitro por
45 dias, em meio de cultura com diferentes fontes de silicio

Fonte de NF CPA CR  MFPA MSPA MFR(g) MSR
silicio (cm) (cm) (8) (2) (2)

Testemunha 3,22a 8,54 b 6,11la 146b 0,36 b 1,24 a 0,23 a
MS+Na,SiO;  3,70a 11,29a 6,81a 1,63a 0,48 a 1,33 a 0,22 a
MS+K,SiO; 3,55a 10,15ab 6,38a 1,44b 0,35b 1,23 a 0,21 a
MS+CaSiO; 3,65a 10,35ab 6,15a 148b 0,35b 1,22 a 0,26 a

Meédias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.



40

Quanto as caracteristicas ultraestruturais, a testemunha (MS sem silicio)
apresentou deformagdes na epiderme em relag@o aos tratamentos que continham
fontes de silicio, tanto na superficie adaxial (Figuras 1A, 1B, 1C e 1D) como na
superficie abaxial (Figuras 2A, 2B, 2C e 2D). Houve deformagdo das células da
epiderme nas plantas do tratamento sem silicio, pois este nutriente pode se
depositar nas paredes celulares dessas células e conferir resisténcia ao tecido
(PIWPUAN; THAMMATHAWORN, 2008). Assim, a ma formacdo dessas
células pode ter ocasionado deformagdes estruturais, as quais ndo se restringem
apenas a epiderme, mas, possivelmente, ao parénquima, devido a um aumento
da sinuosidade dessas paredes. A presenca do silicio conferiu as plantas o
correto arranjo das células da epiderme, sem que houvesse desidratacdo dos

tecidos que, por sua vez, prejudica o processo de aclimatizacao.

20 pm 20 pm

20 um 20 pm

Figura 1 Eletromicrografia da superficie adaxial de folhas de bananeira
submetidas a diferentes fontes de silicio: testemunha sem silicio (A),
silicato de sodio (B), silicato de potassio (C) e silicato de calcio (D)
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20

um NS . 20 pmi

Figura 2 Eletromicrografia da superficie abaxial de folhas de bananeira
submetidas a diferentes fontes de silicio: testemunha sem silicio (A),
silicato de sddio (B), silicato de potassio (C) e silicato de célcio (D)

De modo geral, informagdes a respeito das contribuigdes acerca da
estrutura foliar e do crescimento das plantas podem contribuir para um melhor
entendimento ou, mesmo, permitir a elucidacdo de lacunas relativas as
diferencas nas taxas de crescimento de plantas (SCHLUTER et al., 2003).
Adicionalmente, as alteragdes que ocorrem na estrutura interna das folhas
constituem aspectos determinantes na capacidade de aclimatizagdo das espécies
(HANBA et al., 2002). Assim, a presenga do silicio no cultivo in vitro neste
trabalho proporcionou beneficios estruturais que fizeram com que a planta

mantivesse um correto desenvolvimento.
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4 CONCLUSAO

A presenga do silicio na estrutura foliar proporciona adequado

desenvolvimento de bananeira ‘Maga’ micropropagada.
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CAPITULO 3

MODIFICAGCOES NA ANATOMIA FOLIAR DE BANANEIRAS ‘MAGCA’
SUBMETIDAS A DIFERENTES FONTES DE SILICIO IN VITRO
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RESUMO

O silicio ¢ um elemento benéfico para as plantas e interfere nas
caracteristicas anatomicas da superficie foliar. Este trabalho foi realizado com o
objetivo de verificar as diferengas morfologicas nas plantas em consequéncia do
uso do silicio adicionado ao meio para o cultivo in vitro de bananeira ‘Maga’.
Brotos de bananeira ja estabelecidos in vitro foram inoculados em meio
Murashige & Skoog (MS), adicionado de 30g L™ de sacarose, Img L' de ANA
(4cido naftalenoacético) e solidificado com 1,8 g L™ de Phytagel™. Testaram-se
trés fontes de silicato acrescidas ao meio MS, silicato de sodio, silicato de
potassio e silicato de calcio, na dosagem de 1g L ¢ 0 meio MS sem adigio de
silicato como testemunha. Apds 45 dias, foram avaliadas as caracteristicas
anatomicas. O delineamento foi inteiramente casualizado com cinco repetigdes,
totalizando quatro tratamentos. Maior nimero de estomatos e relacdo didmetro
polar e equatorial sdo obtidos utilizando-se fonte de silicio ao meio. A adigdo de
silicato de calcio proporciona maiores espessuras de epiderme superior e
inferior, mesofilo, parénquima palicadico e aumenta a taxa fotossintética. O uso
de silicio favorece a anatomia foliar de bananeira ‘Mac¢a’ micropropagada.

Palavras-chave: Musa spp. Alteracdes estruturais. Silicato.
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ABSTRACT

Silicon is an element beneficial to plants and interferes in the anatomical
characteristics of the leaf surface. The objective of this work was verifying the
morphologic differences in the plants whereupon the use of silicon added to the
medium for in vitro cultivation of ‘Macd’ banana tree. Banana tree shoots
already established in vitro were inoculated in Murashige & Skoog medium
(MS), added of 30g L™ of sucrose, Img L™ of ANA (naftalenoacetic acid) e
solidified with 1.8 g L' of Phytagel™. Three sources of silicate added to the MS
medium, sodium silicate, potassium silicate and calcium silicate at the dosage of
1g L™ and the MS medium without the addition of silicate as a control. After 45
days, the anatomical characteristics were evaluated. The design was completely
randomized with five replicates, amounting to four treatments. Increased number
of stomata and relation polar and equatorial diameter are obtained by using
source of silicon to the medium. Addition of calcium silicate provides greater
thicknesses of the upper and lower epidermis, mesophyll, palisade parenchyma
and increases the photosynthetic rate. The use of silicon supports the leaf
anatomy of micropropagated ‘Maga’ banana tree.

Keywords: Musa spp. Structural alterations. Silicate.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos 30 anos, o cultivo de apices caulinares e de meristemas por
meio do processo de micropropagagdo tem constituido a base da propagagdo
massal de mudas de bananeiras (GUBBUK; PEKMEZCI, 2004). A técnica da
cultura de tecidos possibilita uma produgdo em larga escala, de plantas livre de
doencas, para fornecimento a viveiristas e produtores de banana.

Apesar de seus beneficios para a produgdo de mudas, o cultivo in vitro,
sob condi¢cdes heterotroficas convencionais, promove nas plantas o
desenvolvimento de certas caracteristicas morfofisiologicas indesejaveis, tais
como reduzida deposicdo de cera epicuticular e diferenciagdo do mesofilo,
feixes vasculares rudimentares e baixo controle de abertura e fechamento dos
estomatos (ROMANO; MARTINS-LOUCAO, 2003). Todas essas alteragdes
sdo proporcionadas por complexas condigdes formadas na atmosfera dos frascos
de cultivo, incluindo reduzida irradiancia, presenca de carboidrato exdgeno,
baixa disponibilidade de CO,, alta umidade relativa e baixas trocas gasosas com
o ambiente ex vitro (ARGITA et al., 2002).

A composicdo do meio de cultura tem importante fungdo nas respostas
de crescimento de células e tecidos. Plantas ou explantes cultivados in vitro tém
exigéncias nutricionais especificas e requerem meios nutritivos compostos por
minerais, vitaminas e fontes de energia. Os meios de cultura podem ainda ser
modificados de acordo com a necessidade de cada tipo de explante e espécie
(TORRES et al., 2001).

O silicio ¢ um elemento classificado como benéfico para as plantas e, de
acordo com Epstein (1999), as plantas cultivadas em ambiente enriquecido com
silicio diferem das cultivadas na auséncia deste elemento, principalmente quanto

a composi¢ao quimica, a resisténcia mecanica das células, as caracteristicas de
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superficie foliar, a tolerdncia aos estresses bidticos ¢ abidticos e a resisténcia a
pragas e doengas.

Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar, por meio
da anatomia foliar, as diferengas morfoldgicas nas plantas em consequéncia do
uso do silicio adicionado ao meio de cultura para o cultivo in vitro de bananeira

‘Maga’.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido entre os meses de maio e outubro de 2010, nos
Laboratorios de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura e
de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia, da Universidade Federal de
Lavras, em Lavras, MG.

Material vegetal e descricdo do ambiente de cultivo - Brotos de
bananeira ‘Mag¢d’ ja estabelecidos in vitro foram inoculados em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), adicionado de 30g L™ de sacarose, Img L™ de
ANA (acido naftalenoacético) e solidificado com 1,8 g L' de Phytagel™. Foram
testadas trés fontes de silicato acrescidas ao meio MS, silicato de sodio
(Na,Si03), silicato de potassio (K,SiO;) e silicato de calcio (CaSiO;), na
dosagem de 1g L e o meio MS sem adicdo de silicato como testemunha. O pH
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, a 121°C e 1,2 atm, durante 20
minutos.

Posteriormente, em cadmara de fluxo laminar, os propagulos foram
inoculados em frascos de 200 mL, contendo 30 mL do meio de cultivo MS
modificado de acordo com o tratamento. Os frascos foram vedados com tampas
de polipropileno e plastico do tipo parafilme. Apds a inoculagdo, estes foram
mantidos em sala de crescimento convencional, com fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25+2°C, com intensidade de 52,5W m? s, fornecida por
lampadas brancas fluorescentes.

Apos 45 dias, os tratamentos foram avaliados quanto a anatomia foliar e
a taxa fotossintética e transpiratoria.

Os estudos anatdmicos foram conduzidos utilizando-se o ter¢o médio da
segunda folha completamente expandida, coletadas de cinco plantas diferentes

por tratamento, previamente fixadas em FAA 70% (formaldeido - 4cido acético

glacial - dlcool etilico 70%) (JOHANSEN, 1940), por 72 horas e,
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posteriormente, conservadas em etanol 70% (v v'). As sec¢des transversais
foram obtidas em microtomo de mesa tipo LPC e as secg¢des paradérmicas & mao
livre, com uso de lamina de ago, que foram submetidos & clarificagdo com
hipoclorito de sédio (1%-1,25% de cloro ativo), triplice lavagem em agua
destilada, coloracdo com solucdo safrablau (azul de astra 0,1% e safranina 1%),
para as seccdes transversais e safranina 1%, para as sec¢des paradérmicas,
sendo, posteriormente, montados em laminas semipermanentes com agua
glicerinada (KRAUS; ARDUIN, 1997).

As laminas foram observadas e fotografadas em microscopio oOptico
modelo Olympus BX 60 acoplado a cdmera digital Canon A630. As imagens
foram analisadas em software para analise de imagens UTHSCSA Imagetool,
com a medi¢do de cinco campos por repeticdo para cada variavel analisada.
Foram medidas: EAB = espessura da epiderme da face abaxial;, EAD =
espessura da epiderme da face adaxial; HAB = espessura da hipoderme da face
abaxial; HAD = espessura da hipoderme da face adaxial; MF = espessura do
mesofilo, PP = espessura do parénquima palicadico, PE = espessura do
parénquima esponjoso ¢ PP/PE = propor¢do entre o parénquima pali¢adico e
esponjoso. Para a caracterizagdo dos estomatos, foram analisados a densidade
estomatica (nimero de estomatos por mm?) e os didmetros polar e equatorial,
obtidos em microscdpio Olympus CBB e Ken-a-vision 2100.

As taxas fotossintética e transpiratéria das plantas foram avaliadas com
analisador de trocas gasosas por infravermelho (IRGA) modelo LI-6400. Para a
avaliacdo dessas variaveis, foram selecionadas folhas completamente expandidas
em sete plantas por tratamento, a partir 10h00, tendo a densidade de fluxo de
fotons fotossinteticamente ativos sido fixada na cdmara do aparelho para 100
pmol m™s™.

O delincamento foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco

repeticdes, e 15 e 12 campos para as secgdes transversais e paradérmicas,
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respectivamente. Os dados obtidos foram analisados por meio do programa
estatistico Sisvar 4.3 (FERREIRA, 2000) e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as observagdes anatomicas, as folhas de bananeira
apresentam estomatos do tipo tetracitico, caracterizados por possuir quatro
células subsidiarias, duas delas paralelas as células-guarda e o par restante polar

e, frequentemente, menor (Figura 1).
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Figura 1 Secg¢des paradérmicas da face abaxial (A-D) e face adaxial (E-H) de
folhas de bananeira ‘Maga’ cultivada in vitro, por 45 dias, em meio de
cultura contendo diferentes fontes de silicio. A, E = Testemunha, B, F
= Na,Si0;, C, G = K,Si03, D, H = CaSi0;. Barras = 50 um.
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Os estomatos estdo distribuidos em ambas as superficies da epiderme,
porém, em maior nimero na superficie abaxial (Tabela 1). Esta caracteristica
classifica a bananeira como anfi-hipoestomatica e estd de acordo com Sandoval

et al. (1994) e Costa et al. (2009).

Tabela 1 Densidade estomatica da superficie adaxial e abaxial de folhas de
bananeira ‘Maga’ cultivada in vitro, por 45 dias, em meio de cultura
contendo diferentes fontes de silicio

Fonte de silicio Ntmero de estomatos por mm”
Epiderme adaxial Epiderme abaxial
Testemunha 56,13 b 70,88 a
MS+Na,SiO; 69,53 a 71,52 a
MS+K,Si0; 53,46 b 55,54 b
MS+CaSiO; 71,40 a 75,99 a

Meédias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

Quanto ao numero de estdmatos por mm’, maiores resultados para a
superficie adaxial ocorreram em plantulas cultivadas na presenca de silicato de
calcio e sddio, as quais ndo apresentam diferenca significativa entre si. Maior
nimero de estdmatos por mm’ na superficie abaxial foi observado nos
tratamentos com silicato de célcio, s6dio e na testemunha, os quais ndo
apresentaram diferencas significativas (Tabela 1).

O aumento na densidade estomatica nas folhas das plantas cultivadas in
vitro, comparado ao de folhas de plantas mantidas em ambiente natural, tem sido
reportado em diversas espécies, estando associado, principalmente, a elevada
umidade relativa no interior dos recipientes de cultivo e a reduzida intensidade

de luz (KHAN et al., 2003). Para Hazarika (2006), a baixa intensidade de luz
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utilizada durante o cultivo in vitro, aliada ao acimulo de etileno e a elevada
concentragdo de sacarose no meio de cultura, ¢ um dos principais responsaveis
pela elevagdo na densidade de estomatos, acompanhada da reduzida capacidade
de fechamento dos ostiolos. Para o mesmo autor, o reduzido controle estomatico
e a alta frequéncia de estdmatos tém sido consideradas as principais causas da
rapida dessecacdo das plantas durante a fase de aclimatizacao.

Para o diametro dos estomatos, maior didmetro polar da superficie
adaxial ocorreu na presenca de silicato de potassio e na testemunha, enquanto
maior didmetro equatorial foi obtido com silicato de célcio e também na
testemunha. No entanto, maior relagdo didmetro polar e diametro equatorial foi
observada na presenga dos silicatos de sodio e potassio.

Para a superficie abaxial, a testemunha e 0 meio com silicato de potassio
apresentaram maior didmetro polar, ao passo que maior diametro equatorial
ocorreu na presencga dos silicatos de célcio e sddio. Maior relagdo diametro polar
e didmetro equatorial foi verificada com silicato de potdssio e na testemunha

(Tabela 2).

Tabela 2 Diametro polar (DP) e equatorial (DE) dos estomatos e relagdo DP/DE
de folhas de bananeira ‘Magd’ cultivada in vitro, por 45 dias, em meio
de cultura contendo diferentes fontes de silicio

Fonte de Epiderme adaxial (pm) Epiderme abaxial (um)
silicio DP DE DP/DE DP DE DP/DE

Testemunha 29,08a 14,51 a 2,01b 30,22a 11,70 b 2,6l a
MS+Na,Si0; 2791b  12,58b 226a  28,57b 13,86a 2,06 b
MS+K,Si0;  29,77a 12,45b 231a 31,69a 12,31b 2,58 a
MS+CaSiO; 27,36b 14,22 a 1,94 b 29,26b 14,36 a 2,04 b

Meédias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.
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Khan et al. (2002) afirmam que a relagdo didmetro polar ¢ didmetro
equatorial (DP/DE) esté associada ao formato das células-guarda e constitui uma
importante particularidade sobre a funcionalidade dos estdmatos, visto que a
forma eliptica (maior DP/DE) ¢ caracteristica de estdmatos funcionais, ao passo
que a forma arredondada (menor DP/DE) esta associada a estomatos que ndo
apresentam funcionalidade normal. No entanto, cada espécie e condicdo de
cultivo podem apresentar um resultado especifico.

Resultados semelhantes a estes foram obtidos por Braga (2009a) que
verificou maior numero de estdmatos, didmetro polar e relagdio DP/DE
utilizando fonte de silicio na micropropagacdo de abacaxizeiro ‘Gomo de Mel’
(Ananas comosus (L.) Merr).

Quanto a organizagdo do mesofilo, a bananeira ¢ uma espécie
classificada como dorsiventral ou bifacial, com o parénquima pali¢cadico voltado
para a epiderme adaxial e imediatamente abaixo da hipoderme adaxial, e o
parénquima esponjoso dirigido a epiderme abaxial, o que se confirmou neste
trabalho (Figura 2). As células do parénquima paligadico sdo tipicamente
alongadas, dispostas em fileiras, apresentando uma ou mais camadas de células.
Ja para o parénquima esponjoso, as células ndo sdo bem definidas (COSTA et

al., 2009).
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Figura 2 Eletromicrografias de seccdes transversais de folhas de bananeira
‘Magd’ cultivada in vitro com diferentes fontes de silicio. (A) MS, (B)
Na,Si0;3, (C) K,Si0;, (D) CaSiO;, ead = epiderme da face adaxial; eab
= epiderme da face abaxial; had = hipoderme da face adaxial; hab =
hipoderme da face abaxial, PP = parénquima paligaddico; pe =
parénquima esponjoso. Barras = 100pm.

As caracteristicas avaliadas relacionadas com o espessamento dos
tecidos mostraram efeitos significativos para todos os parametros, exceto para o

parénquima esponjoso (Tabela 3).



Tabela 3 Modifica¢des na espessura dos tecidos foliares de bananeira ‘Maga’ cultivada in vitro, por 45 dias, em meio de
cultura contendo diferentes fontes de silicio

Fonte de Epiderme  Epiderme Hipoderme  Hipoderme  Mesofilo Parénquima Parénquima  PP/PE
silicio abaxial adaxial abaxial adaxial (um) palicadico  esponjoso
(um) (um) (nm) (um) (PP) (PE)
(um) (km)
Testemunha 18,70b 20,74b 095,08a 099,19b 340,31b 72,62b 95,69a 0,78c
MS+Na,SiO; 20,08b 21,45b 084,45b 131,03a 357,62b 66,91c 91,75a 0,75¢
MS+K,Si0; 20,11b 22,45b 084,23b 136,65a 359,14b 73,78b 87,37a 0,89b
MS+CaSiO; 25,38a 28,55a 103,29a 135,26a 400,57a 93,30a 94,21a 1,03a

Meédias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott- Knott, a 5% de probabilidade.

09
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Para a epiderme, maior espessura nas superficies adaxial e abaxial foi
observada nas plantulas cultivadas na presenca de silicato de calcio. Quanto a
espessura das hipodermes, todos os tratamentos que continham silicio
apresentaram maiores espessuras da superficie adaxial. Para a superficie abaxial,
maior espessura foi obtida nos tratamentos com silicato de calcio e na
testemunha (Tabela 3).

Epstein (1999) relata que, ao ser acumulado pelas plantas, o silicio
proporciona mudangas anatdmicas nos seus tecidos, como o surgimento de
células epidérmicas mais espessas, em decorréncia da deposicdo de silica. No
entanto, Botelho et al. (2009) ndo detectaram diferencas significativas nas
espessuras da epiderme e do parénquima esponjoso utilizando diferentes doses
de acido silicico em cafeeiro.

Quanto a espessura do parénquima palicadico, maior espessamento foi
observado utilizando silicato de calcio. De acordo com Alquini et al. (2006), os
parénquimas palicaddico e esponjoso sdo parénquimas clorofilianos que tém a
caracteristica principal de 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 diferenciagao
pode resultar em baixa eficiéncia fotossintética e, consequentemente, problemas
durante a fase de aclimatizacao.

Braga et al. (2009b) também obtiveram resultados satisfatorios
utilizando silicio no cultivo in vitro de morangueiro. Maiores espessuras de
parénquima esponjoso, palicddico e mesofilo foram observadas utilizando-se
fonte de silicio no meio MS.

Muitos resultados obtidos neste trabalho corroboram os de outros
autores, como Sandoval et al. (1994) e Costa et al. (2009), os quais evidenciaram
que plantas micropropagadas apresentam epiderme pouco espessa, com células

irregulares em tamanho e com sinuosidade, hipoderme formada por extensas
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células, falta de diferenciagdo entre os parénquimas paligadico e esponjoso e
uma fina camada de cuticula.

Nao ocorreram diferencas significativas para a taxa transpiratoria.
Contudo, observa-se que, nas plantulas cultivadas na presenca de silicato de
calcio, houve aumento na taxa fotossintética, quando comparadas com os demais

tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4 Taxa fotossintética (A) e transpiratéria (E) em folha de bananeira
‘Magd’ cultivada in vitro, por 45 dias, em meio de cultura contendo
diferentes fontes de silicio

Fonte de silicio A (umol m” s) E (mmolm~s")
Testemunha 0,35b 0,27 a
MS+Na,Si03 0,95b 0,16 a
MS+K,Si0; 0,23b 0,46 a
MS+CaSiO; 1,56 a 0,40 a

Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

A fotossintese pode variar conforme o ambiente de cultivo da planta e as
duas principais limitagdes ambientais para a taxa fotossintética sdo a
disponibilidade de CO, e a de radiagdo (ZHOU; HAN, 2005). Como a
quantidade de radiagdo foi fixada na camara do IRGA (100 pmol m™ seg™), o
aumento na taxa fotossintética observado para as plantulas cultivadas com
silicato de calcio pode estar relacionado com adaptagdes morfologicas que
favoregcam a captagdo de CO, e o aproveitamento da radiacdo incidente nas
folhas. Dessa forma, a adi¢do de silicato de calcio pode ter promovido um
aumento na taxa fotossintética, por promover um aumento na densidade
estomatica (Tabela 1) que favoreceu o fluxo de CO,; para o interior da folha, bem
como um espessamento do parénquima palicadico (Tabela 3) que permitiu maior

aproveitamento da radiacao incidente. Esses resultados demonstram que a adi¢do
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de silicato de calcio ¢ importante na melhoria na estrutura interna das folhas de
bananeira ‘Maca’.

A transpiragdo ndo se modificou na presenca do silicio, provavelmente,
pelas condigdes de alta umidade relativa do ar dentro dos frascos de cultivo.

Com os resultados apresentados, pode-se inferir que a adigdo de silicio
ao meio de cultivo ¢ benéfica para as caracteristicas anatdmicas, em que oS
fatores que regulam a perda de agua na planta sdo favorecidos quando se
acrescenta silicato ao meio.

Adicionalmente, as alteragdes que ocorrem na estrutura interna das
folhas constituem aspectos determinantes na capacidade de aclimatizacdo das

espécies (HANBA et al., 2002).
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4 CONCLUSAO

O uso de silicio favorece a anatomia foliar de bananeira ‘Maga’

micropropagada.
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RESUMO

Pesquisas acerca das modificagdes estruturais e fisioldgicas inerentes ao
processo de aclimatizagdo sdo fundamentais para compreender os efeitos desta
fase. O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes fontes de silicio no
enraizamento in Vitro de bananeira ‘Grande Naine’ sobre caracteristicas
bioquimicas, fitotécnicas e ultraestruturais, durante o processo de aclimatizacao.
Para tanto, brotos de bananeira ja estabelecidos in vitro foram inoculados em
meio Murashige & Skoog (MS), com adi¢do de 30g L' de sacarose, Img L' de
ANA (4cido naftalenoacético) e solidificado com 1,8 g L' de Phytagel ™. Foram
testadas trés fontes de silicato acrescidas ao meio MS, silicato de sodio, silicato
de potassio e silicato de célcio, na dosagem de 1g L™ e o meio MS sem silicato
como testemunha. Decorridos 45 dias do enraizamento in vitro, as plantas foram
mantidas em casa de vegetagdo por 60 dias. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado. O uso do silicio no cultivo in vitro é benéfico durante
a aclimatizag@o de plantas de bananeira. Silicatos de célcio e potdssio aumentam
os teores de clorofila a, b e total. Maiores teores de celulose e taninos sdo
obtidos com silicato de sodio. Verificou-se maior didmetro do pseudocaule,
massa fresca e seca de parte aérea e massa fresca de raiz utilizando fonte de
silicio.

Palavras-chave: Musa spp. Cultivo in vitro. Cera epicuticular.
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ABSTRACT

Research about structural and physiological modifications inherent to
the acclimatization process is fundamental to understand the effects of this
phase. The objective of this work was evaluating different sources of silicon in
the in vitro rooting of the ‘Grande Naine’ banana tree on the biochemical,
phytotechnical and ultrastructural characteristics during the acclimatization
process. For such, banana tree seedlings already established in vitro were
inoculated in Murashige & Skoog medium (MS) with the addition of 30g L™ of
sucrose, Img L™ of ANA (naftalenoacetic acid) and solidified with 1.8 g L™ of
Phytagel™. Three sources of silicate added to the MS medium, namely sodium
silicate, potassium silicate and calcium silicate at the dosage of 1g L™ and to the
MS medium without silicate as a control were tested. Elapsed 45 days from the
in vitro rooting, the plants were kept in a greenhouse for 60 days. The
experimental design was completely randomized. Use of silicon in in vitro
rooting is beneficial during the acclimatization of banana plants. Calcium and
potassium silicates increased the contents of a, b and total chlorophylls.
Increased contents of cellulose and tannins are obtained with sodium silicate.
Larger diameter of the pseudostem, fresh and dry mass of the shoot and fresh
mass of root was found by making use of source of silicon.

Keywords: Musa spp. In vitro cultivation. Epicuticular wax.
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1 INTRODUCAO

Um dos principais aspectos que limitam a expansdo da bananicultura no
Brasil ¢ a utilizagdo de mudas provenientes de métodos convencionais de
propaga¢do que, além da baixa taxa de multiplicagdo (3 a 8 filhotes por
matriz/ciclo), possibilita a dissemina¢do de pragas e doencas (ROELS et al.,
2005).

A micropropagacdo ¢ um método de propagacdo vegetativa amplamente
estudado nas mais diversas espécies vegetais, sendo a modalidade dentro da
cultura de tecidos a que mais tem difundido e encontrado aplicagdes praticas
comprovadas. Entre as vantagens de sua utilizacdo, estdo a possibilidade de
obtencdo de varias plantas a partir de um explante inicial, independentemente da
estagdo do ano; a redugdo do tempo e da area necessaria a propagagdo da
espécie; as melhores condigbes sanitarias por meio do cultivo de meristemas
para eliminacdo de doencas e a reproducdo do genétipo da planta-mae, entre
outras (ERIG; SCHUCH, 2005). Entretanto, o emprego da micropropagacao em
escala comercial na produ¢do de mudas pode ser limitado, devido ao elevado
custo para obtengdo da muda e baixas taxas de sobrevivéncia na fase de
aclimatizacdo.

Por essa razdo, uma fase de aclimatizacdo logo apds as etapas de cultivo
in vitro é necessaria ¢ vantajosa, pois possibilita que altera¢des fisiologicas e
estruturais benéficas ocorram nas plantas devido ao novo ambiente (MARIN,
2003).

O silicio ¢ capaz de aumentar o teor de clorofila das folhas e a tolerancia
das plantas a estresses bioticos e abioticos, além de elevar a resisténcia contra
patdgenos e insetos (EPSTEIN, 2001). Também exerce importante papel na
estruturagdo das plantas. Sua presenca na parede celular pode elevar os

contetidos de celulose, hemicelulose e lignina, aumentando a rigidez da célula
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(BARBOSA FILHO et al., 2001), caracteristicas estas desejaveis, pois eleva as
taxas de sobrevivéncia durante a aclimatizacao.

A escassez de informagdes sobre o uso do silicio em bananeira justificou
o presente trabalho, que foi realizado com o objetivo de avaliar diferentes fontes
de silicio no cultivo in vitro de bananeira ‘Grande Naine’ sobre caracteristicas

bioquimicas, fitotécnicas e ultraestruturais, durante o processo de aclimatizagao.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido entre os meses de junho e setembro de 2010,
no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais e em casa de vegetacdo no
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.

Material vegetal e descricdo do ambiente de cultivo - Brotos de
bananeira ‘Grande Naine’ ja estabelecidos in vitro foram inoculados em meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com adigdo de 30g L™ de sacarose, Img L~
"de ANA (4cido naftalenoacético) e solidificado com 1,8 g L' de Phytagel™.
Foram testadas trés fontes de silicato acrescidas ao meio MS, silicato de sodio
(NaySi0s), silicato de potassio (K,SiO;) e silicato de calcio (CaSiO;), na
dosagem de 1g L' e 0 meio MS sem adigio de silicato como testemunha. O pH
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, a 121°C e 1,2 atm, durante 20
minutos.

Posteriormente, em camara de fluxo laminar, os propagulos foram
inoculados em frascos de 200 mL, com 30 mL do meio de cultivo MS
modificado de acordo com o tratamento. Os frascos foram vedados com tampas
de polipropileno e com plastico do tipo parafilme. Apods a inoculagdo, estes
foram mantidos em sala de crescimento convencional, com fotoperiodo de 16
horas, temperatura de 25+2°C, com intensidade de 52,5W m? s, fornecida por
lampadas brancas fluorescentes.

Decorridos 45 dias do cultivo in vitro, as plantas foram retiradas dos
frascos, individualizadas, submetidas a lavagem em agua corrente para remover
o excesso de meio de cultura aderido as raizes, sendo imediatamente transferidas
para tubetes de 0,3 L preenchidos com substrato comercial Plantmax®.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo por 60 dias,
correspondente aos meses de julho e agosto, cobertas com filme de polietileno

transparente (150 microns), sombrite 70% e sistema de nebulizacdo intermitente.
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A parcela experimental foi constituida de trés plantas (uma por tubete), com
cinco repeti¢des, num total de quinze plantas por tratamento, em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro tratamentos, os quais consistiram da
mesma disposi¢do da fase de enraizamento in vitro. Os dados foram submetidos
ao programa estatistico Sisvar 4.3 (FERREIRA, 2000) e as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Ao final de 60 dias do periodo de aclimatiza¢do, foram avaliadas as
caracteristicas listadas a seguir.

Concentracdo de silicio — Anadlise realizada no Laboratorio de
Fertilizantes do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Uberlandia. O material vegetal utilizado para esta analise foi constituido de parte
aérea e raizes secas em estufa ventilada, a 60°C, por 72 horas, até peso constante
e moidas separadamente. A determinacdo de silicio foi realizada pela
metodologia proposta por Korndorfer et al. (2004). Para isso, 0,1 g da amostra
(parte aérea ou raizes secas e moidas) foi pesada em tubo de polietileno ¢ a ela
adicionados 2,0 mL de 30% (v/v) de H,O, e 3,0 mL de NaOH (25 mol L'l). Os
tubos foram fechados e levados para digestdo em autoclave, por 1 hora, a 123°C
e 0,15 MPa. Apos resfriamento, o volume foi completado com agua deionizada.
Desse extrato foi retirada uma aliquota de 1 mL e transferida para frasco com
capacidade de 20 mL, com o volume completado com agua deionizada. A
concentragdo de silicio foi determinada por método espectrofotométrico com
monitoramento a 410 nm da cor amarela do acido molibdosilicico formado apos
reagdo entre silicio e molibdato de amoénio em meio HCI.

Determinacdo dos teores de clorofila — Analise realizada no
Laboratorio de Produtos Vegetais, Departamento de Ciéncia dos Alimentos, na
Universidade Federal de Lavras. Teores de clorofila a, b e total foram
quantificados segundo a metodologia de Arnon (1949). Foram coletadas cinco

folhas de cada tratamento, no qual 0,5 g dos tecidos foliares foram macerados
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em nitrogénio liquido e colocados em acetona 80%. Em seguida, o material foi
centrifugado a 8000 x g, por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado para a
determinacdo em espectrofotdmetro (663 nm e 645 nm) dos conteudos de
pigmentos.

Determinagéo dos teores de celulose, hemicelulose, lignina e taninos
— Analise realizada no Laboratério de Produtos Vegetais, Departamento de
Ciéncia dos Alimentos, na Universidade Federal de Lavras. Os teores de
celulose, hemicelulose e lignina foram determinados pelo método de Soest
(1967). Na quantificagdo de taninos, o extrato foi obtido segundo a metodologia
de Deshpande et al. (1986) e a determinagdo foi realizada pelo método
colorimétrico de Folin-Denis, conforme (ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS, 1990).

Caracteristicas fitotécnicas — Foram analisados nimero de folhas,
numero de raizes, comprimento de parte aérea (cm), comprimento de raiz (cm),
diametro de pseudocaule (cm), massa fresca e seca de parte aérea (g) e massa
fresca e seca de raiz (g). A massa seca do material vegetal foi analisada apds
secagem em estufa, a 60°C, por 72 horas, até peso constante.

Caracteristicas ultraestruturais — Analise realizada no Laboratério de
Microscopia Eletronica, Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras. Amostras do terco mediano de 3 folhas em 5 plantas foram fixadas
em Karnovsky (KARNOVSKY, 1965), pos-fixadas em tetréxido de o6smio
(0s0,) e, em seguida, desidratadas em solugdes crescentes de acetona (30%,
50%, 70%, 90% e 100%), sendo entdo submetidas a secagem ao ponto critico,
utilizando-se CO, como liquido de transicio (ROBARDS, 1978).
Posteriormente, foram recobertas com ouro (20 nm) e analisadas ao microscopio

eletronico de varredura LEO-EVO, seguindo o protocolo de Alves (2004).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de silicio na parte aérea das plantas foi influenciado
significativamente pelos tratamentos utilizados. A concentracdo de silicio foi
maior utilizando-se silicato de calcio (CaSiO;) acrescido ao meio de cultivo,
provavelmente devido a maior absorcdo e translocagdo deste elemento,
favorecendo maior acumulo na parte aérea das plantas submetidas a este
tratamento. A concentragdo de silicio nas raizes também foi influenciada
significativamente, e todos os tratamentos que continham fonte deste elemento
apresentaram maior concentracdo em suas raizes (Tabela 1), comparados a
testemunha. De acordo com Wiese et al. (2007), a concentragdo de silica € maior
na parte aérea que na raiz, com maior concentragdo nas folhas velhas que nas

folhas novas.

Tabela 1 Concentragdo de silicio na parte aérea (SiPA) e raizes (SiR) de
bananeira ‘Grande Naine’ cultivada in vitro com diferentes fontes de
silicio e aclimatizadas por 60 dias

Fonte de silicio SiPA (%) SiR (%)
Testemunha 0,98 ¢ 0,45b
MS+Na,SiO; 1,38b 0,62 a
MS+K,SiO4 1,10b 0,75 a
MS+CaSiO; 1,75 a 0,66 a

Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

Botelho et al. (2005) verificaram que o teor de silicio no caule de
cafeeiros foi influenciado pelas fontes aplicadas deste elemento, tendo a

concentragdo sido maior com a fonte silicato de sédio.
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Neste estudo, a presencga de silicio na testemunha pode ser explicada
pelo fato de o silicio ser um elemento muito abundante na natureza, estando
presente em toda parte, inclusive na agua (LUZ et al., 2006). No entanto, ndo ha
como confirmar esta hipétese, pois ndo foi medida a quantidade utilizada de
silicio na agua para o preparo do meio de cultura e nem da agua usada no
sistema de nebulizagdo na casa de vegetagao.

Os resultados deste trabalho indicam que o silicio foi absorvido pelas
raizes e translocado para a parte aérea, desempenhando importantes fungdes
fisiologicas e estruturais (BARROS et al., 2002).

Maior concentragdo de clorofila a foi encontrada no tratamento com
silicato de calcio (CaSiOs), enquanto maiores concentragdes de clorofila b e total
foram registradas nos tratamentos silicatos de calcio (CaSiOs) e potéssio
(K5Si03). Maior relagdo clorofila a/b foi obtida utilizando-se silicato de sédio

(Na,Si03) (Tabela 2).

Tabela 2 Teores de clorofila a, b, total e razdo a/b em folhas de bananeira
‘Grande Naine’ cultivada in vitro com diferentes fontes de silicio e
aclimatizadas por 60 dias

Fonte de silicio Clorofila (ug mL™)
a b total a/b
Testemunha 7,04 b 2,46 b 9,50b 2,86 b
MS-+Na,SiO; 6,21d 1,80 ¢ 8,01c 3,57 a
MS+K,Si0; 7,80 b 3,03a 10,83 a 2,58b
MS+CaSiO; 8,01 a 2,85a 10,86 a 2,80b

Meédias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

Segundo Deren et al. (1994), a absor¢do de silicio traz diversos

beneficios. Dentre estes, proporciona melhor arquitetura da planta ao tornar as
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folhas mais eretas, aumenta os teores de clorofila e, consequentemente, melhora
a eficiéncia fotossintética.

Braga et al. (2009) encontraram maiores teores de clorofila a, b e total
utilizando fonte de silicio no cultivo in vitro de morangueiro ‘Oso Grande’
(Fragaria x ananassa).

Os teores de celulose, hemicelulose e taninos presentes nas folhas
também foram influenciados significativamente pelos tratamentos.

Maiores teores de celulose e taninos foram observados no tratamento
silicato de sodio (Na,Si0O;) (Tabela 3). Gomes et al. (2008) também detectaram
maior conteudo de taninos em batata usando adubagdo silicatada foliar e via
solo, comparativamente a testemunha.

Para todas as fontes de silicio utilizadas, foi verificada maior
concentragdo de hemicelulose que na testemunha (Tabela 3). O conteudo de
lignina ndo diferiu entre os tratamentos estudados. No entanto, Botelho et al.
(2005) e Amaral et al. (2008) verificaram maior contetido de lignina em cafeeiro

com a adi¢do de diferentes fontes de silicio ao substrato de plantio.

Tabela 3 Teores de celulose, hemicelulose, lignina e taninos em folhas de
bananeira ‘Grande Naine’ cultivada in vitro com diferentes fontes de
silicio e aclimatizadas por 60 dias

Fonte de silicio Celulose (%) Hemicelulose Lignina (%) Taninos (%)

(%)
Testemunha 1,44 ¢ 1,05b 1,14 a 532,61 ¢
MS+Na,SiOs 1,90 a 1,83 a 1,18 a 838,95 a
MS+K,Si0; 1,72 b 1,93 a 1,25a 748,27 b
MS+CaSiO; 1,73 b 2,11 a 1,12 a 529,87 ¢

Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.
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O silicio € capaz de induzir uma série de reagcdes metabolicas que atuam
na defesa natural das plantas, resultando na formagdo de taninos e de outras
substancias quimicas, como as ligninas (LAING; ADANDONON, 2005). Ainda
segundo Chérif et al. (1994), estas substancias quimicas sdo importantes
componentes na resisténcia de plantas a patdégenos, pois limita a acao destes pela
formagao de barreira fisica.

Nao houve diferenca significativa para as variaveis fitotécnicas nimero
de folhas, nimero de raizes e comprimento de parte aérea (Tabela 4). Entretanto,
maior comprimento de raiz foi observado nos tratamentos com silicato de sodio

(Na,Si03) e potassio (K,SiO3).

Tabela 4 Numero de folhas (NF), nimero de raizes (NR), comprimento de parte
aérea (CPA), comprimento de raiz (CR) e diametro do pseudocaule
(DP) em bananeira ‘Grande Naine’ cultivada in vitro com diferentes
fontes de silicio e aclimatizadas por 60 dias

Fonte de NF NR CPA (cm) CR (cm) DP (cm)
silicio
Testemunha 5,10 a 3,80 a 17,11 a 14,24 b 0,87b
MS+Na,SiO; 5,30 a 3,90 a 18,87 a 18,62 a 1,14 a
MS+K,Si0; 5,00 a 4,80 a 16,82 a 17,24 a 1,06 a
MS+CaSiO; 4,60 a 3,90 a 14,05 a 12,83 b 1,11 a

Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

A adigdo de silicato ao meio de cultivo promoveu maiores didmetros do
pseudocaule, massa fresca e seca de parte aérea ¢ massa fresca de raiz (Tabelas 4
e 5). Maior massa seca de raiz foi registrada apenas no tratamento com silicato

de sodio.
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Tabela 5 Massa fresca de parte aérea (MFPA), massa seca de parte aérea
(MSPA), massa fresca de raiz (MFR) e massa seca de raiz (MSR) em
bananeira ‘Grande Naine’ cultivada in vitro com diferentes fontes de
silicio e aclimatizadas por 60 dias

Fonte de silicio MFPA (g) MSPA (g) MEFR (g) MSR (cm)
Testemunha 4,57b 0,39b 1,41 b 0,08 b
MS+Na,SiO; 7,74 a 0,63 a 2,64 a 0,22 a
MS+K,SiO3 7,44 a 0,60 a 2,58 a 0,13b
MS+CaSiO; 7,63 a 0,55 a 325a 0,14b

Meédias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

De modo semelhante, Romero-Aranda et al. (2006) evidenciaram maior
massa de plantulas de tomate com a utilizacdo de silicato de potassio.
Trabalhando com orquidea, Zhou (1995) também constatou incremento em
massa com a utilizagdo de silicato de calcio. A capacidade de absorcdo e
acamulo de silicio pelas plantas é variavel de acordo com a forma como
elemento € disponibilizado, bem como a espécie estudada.

Gomes et al. (2009) ndo verificaram diferengas significativas utilizando
silicio para altura e diametro de hastes de plantas de batata. Contudo, resultados
satisfatorios pela aplicagdo de silicio foram observados na produtividade de
cana-de-agicar (KORNDORFER et al., 2002) e de arroz (CARVALHO-
PUPATTO et al., 2004). Dentre os beneficios proporcionados pela utilizagdo do
silicio, destaca-se a influéncia positiva no crescimento € no desenvolvimento das
plantas.

A camada de cera presente em plantas cultivadas in vitro, geralmente, é
muito delgada, principalmente pela deficiéncia de luz nas salas de crescimento.
A cera epicuticular ¢ um polimero complexo com importantes fungdes nas
células epidérmicas. Dentre elas, destaca-se a prote¢do contra a perda de agua e,

por se tratar de uma camada brilhante e refletora, atua também na protecao
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contra o excesso de luminosidade (ALQUINI et al., 2006). A presenca de uma
camada mais espessa de cera em plantas cultivadas in vitro é importante, pois as
fungdes citadas sdo fundamentais para a planta durante o processo de
aclimatizacdo, quando se observa que a morte das plantas se deve,
principalmente, a perda excessiva de agua devido a alta temperatura e a
luminosidade na casa de vegetacao.

Analisando as imagens de microscopia eletronica de varredura (Figura
1) é possivel notar a presenca de cera epicuticular nas superficies adaxial e
abaxial das folhas formadas ex vitro em todos os tratamentos, inclusive na
testemunha. Por essa razdo, ressalta-se a importancia de se realizar uma fase de
aclimatizacdo, pois, dentre as principais caracteristicas das plantas cultivadas in

vitro, destaca-se a deficiente formacdo de cerosidade.
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Figura 1 Eletromicrografias de folhas de bananeira submetidas a diferentes
fontes de silicio in vitro e aclimatizadas por 60 dias: superficie adaxial
testemunha sem silicio (A), superficie adaxial silicato de sédio (B),
superficie adaxial silicato de potéssio (C), superficie adaxial silicato
de calcio (D), superficie abaxial testemunha sem silicio (E), superficie
abaxial silicato de sodio (F), superficie abaxial silicato de potassio (G)
e superficie abaxial silicato de calcio (H)
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Esses resultados estdo de acordo com Sandoval et al. (1994) que relatam
que a camada de cera se torna gradualmente espessa e mais bem distribuida em
folhas novas de bananeira ‘Grande Naine’ formadas ex vitro, ao contrario do que
ocorre em folhas in vitro.

No entanto, outros autores encontraram diferencas entre a aplicacao de
silicio e a testemunha, tendo o silicio influenciado na formac¢do de camada de
cera em plantas de cafeeiro analisadas com auxilio da microscopia eletrénica de
varredura, tanto na aplicagdo de silicato via solo (POZZA et al., 2004) quanto
via foliar (AMARAL et al., 2008). Porém, isso ndo foi observado neste trabalho.

Independente do efeito do silicio, € possivel perceber a necessidade de
aclimatizar mudas de bananeira provenientes do cultivo in vitro antes de seu
cultivo em campo, pois esta fase possibilita que ocorram importantes altera¢des

estruturais que contribuirdo para o sucesso da mesma.
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4 CONCLUSAO

O uso do silicio no cultivo in vitro traz beneficios durante a
aclimatizacao de plantas de bananeira.
O processo de aclimatizacdo ¢ fundamental, pois proporciona aumento

na camada de cera epicuticular em folhas de bananeira ‘Grande Naine’.
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