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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, mudancas significativas ocorreram no sistema de producdo de
mudas de bananeira devido ao aumento de doencas e do nivel de tecnificacdo empregado
nas lavouras, assim como também pela ineficiéncia dos métodos convencionais de
propagacao que, além de apresentarem baixa taxa de multiplicacdo, podem se constituir
num mecanismo de disseminacdo de doencas e pragas. Diante desta realidade, tornou-se
imprescindivel a utilizacdo de mudas com elevado padrdo genético e fitossanitario, o que
tem sido possivel por meio da micropropagacado, que além de permitir a obtencdo massal de
mudas de excelente qualidade, possibilita ainda a rapida propagacdo e validacdo de
cultivares lancadas pelos programas de melhoramento genético (Rocha, 2005).

Contudo, modificagdes nos métodos de cultivo in vitro de musaceas tém sido foco de
pesquisas, destacando-se entre as mais importantes, a substituicdo das lampadas
fluorescentes pela luz natural, associada ou ndo a redugdo nos niveis exdgenos de
sacarose (Kodym & Zapata-Arias, 2001; Rocha, 2005). Isso porque o0s gastos com
iluminacéo 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). Porém, as informacdes e o entendimento sobre os efeitos da luz natural e da
alteracdo nos niveis de sacarose sobre as plantas cultivadas in vitro e sua subsequlente
aclimatizagdo, ainda s&o incipientes. Dessa forma, estudos que contribuam para uma
melhor compreensao dos efeitos desta fonte de luz na micropropagacdo de gendtipos de
bananeira sdo necessarios para sua aceitacdo e aplicacao, na obtencédo massal de plantas.

Objetivou-se estudar a anatomia foliar de plantas de bananeira submetidas a
alteracBes no ambiente de cultivo na fase de enraizamento in vitro.

MATERIAL E METODOS

Como material vegetal foram utilizadas brotacdes axilares, originadas de explantes
em fase de multiplicacédo e mantidas sob temperatura de 25 + 2°C, irradiancia de 42 W.m? e
fotoperiodo de 16 horas. Obtidas as brotacdes, estas foram transferidas para meio
constituido pelos sais e vitaminas de MS (Murashige & Skoog, 1962) acrescido de 1 mg.L™
de ANA (4cido naftalenoacético) e 6 g.L™* de agar (Merse®), com pH 5.8, onde foram
aplicados os tratamentos para enraizamento/alongamento. Os tratamentos consistiram de
duas concentracdes de sacarose (15 e 30 g.L™), duas cultivares de bananeira [Caipira (AAA)
e Pacovan (AAB)] e dois ambientes de cultivo (sala de crescimento — artificial e casa de
vegetacao — natural), em esquema fatorial 2x2x2. O cultivos foram realizados em frascos de
250 mL contendo 40 mL de meio e selados com filme transparente.

O ambiente artificial foi constituido de uma sala de crescimento, possuindo
iluminacdo fornecida por lampadas fluorescentes tubulares (Osram 20 W, luz do dia
especial), com irradiancia média de 42 W.m?, fotoperiodo de 16 horas e 25 + 2°C. O
ambiente natural consistiu de uma casa de vegetacdo, coberta por filme de polietileno
transparente (150 microns) e sombreamento de 70%, apresentando 0s seguintes
parametros ambientais: (temperaturas maximas, minimas e médias de 26°C/32°C;
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16°C/16°C e 20°C/23°C) e (irradiancias maximas, minimas e médias de 93,95 W.m2/199,69
W.m?% 11,13 W.m?%/10,66 W.m? e 49,38 W.m?/99,43 W.m™), referentes a dias nublado e
claro tipicos do periodo de experimentacdo. Dados de radiagdo solar diurna, incidente na
altura dos frascos, foram obtidos por sensores de radiagdo (LI-200SA, Li-cor, Lincoln,
Nevasca, USA), acoplados a um sistema de registro (LI 1400; Li-cor.Neb), a intervalos de
meia hora, enquanto os dados de temperatura foram obtidos com termo-higrégrafo.

Para as avaliagcbes anatbmicas foram empregadas secdes transversais e
paradérmicas (adaxial e abaxial), obtidas do terco médio da segunda folha expandida
(direcdo apice-base), coletadas de diferentes plantas de cada tratamento e previamente
fixadas em FAA 70 (formaldeido, acido acético e alcool etilico) (Johansen 1940) por 72
horas e conservadas em alcool etilico 70% (v/v). As sec¢bes transversais e paradérmicas
foram clarificadas em solugdo de hipoclorito de sddio a 50% (v/v), lavadas em agua
destilada e coradas com azul de astra-safranina e safranina 1%, respectivamente. Para as
avaliacdes nas sec¢0Oes transversais foi utilizado microscépio KEN-A-VISION 2100, equipado
com uma ocular micrométrica e objetiva de 40X, sendo efetuadas duas medicdes em 5
folhas, na regido apds o terceiro feixe lateral, totalizando 10 repeticBes/tratamento. Nas
sec¢Bes paradérmicas empregou-se microscépio Olympus CBB (objetiva de 40X), com o
auxilio de camara clara, sendo as avalia¢des feitas em quatro campos da regido mediana de
seis folhas/tratamento, totalizando de 24 campos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes e
guatro explantes por parcela. Os dados obtidos foram inicialmente submetidos as analises
de variancias individuais (para cada ambiente de cultivo), realizando-se em seguida, o teste
de homogeneidade de variancia e a andlise conjunta. Para isso, utilizou-se o programa
estatistico Sisvar (Ferreira, 2000), sendo as médias comparadas pelo Teste F (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito significativo da interacdo entre os trés fatores estudados (ambiente x sacarose
x cultivar) foi observado para a espessura dos parénquimas palicddico e esponjoso,
espessura do limbo foliar e densidade estomatica da epiderme da face abaxial (Tabela 1).
Por outro lado, as demais caracteristicas tiveram influéncia da interacao dupla entre os
fatores e, em alguns casos, dos fatores isolados (Tabela 2).

Para a cultivar Caipira, incremento significativo na espessura dos parénguimas
palicadico e esponjoso foi verificado em plantas mantidas sob ambiente natural, em ambas
as concentragdes de sacarose. Quanto ao limbo foliar, nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os ambientes. J& em relacdo a densidade estomatica abaxial, diferenca
significativa entre os ambientes foi observada apenas com 30 g.L™ de sacarose, embora o
ambiente natural tenha promovido maior densidade média (Tabela 1).

Na ‘Pacovan’, resultados significativamente superiores para a espessura do
parénquima palicadico e densidade estomatica abaxial foram observados em ambiente
natural, em ambas as concentracdes de sacarose. Ja para a espessura do parénquima
esponjoso e do limbo foliar, 0 ambiente natural foi significativamente superior apenas em
meio contendo 30 g.L™ de sacarose (Tabela 1).

Efeito positivo do aumento da irradiancia sobre o espessamento do mesofilo e a
contribuicdo significativa do parénquima palicadico neste espessamento foram 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 diferenciagcdo pronunciada dos parénquimas pode ser
determinante na otimizacdo do processo de fotossintese e potencialmente benéfico na
sobrevivéncia ex vitro. Quanto aos estbmatos, incremento na densidade estomatica da face
abaxial em explantes de plantas in vitro de bananeira sob ambiente natural, com 15 ou 30
g.L™* de sacarose foi anteriormente relatado por Rocha (2005).
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Tabela 1. Modificagbes na anatomia foliar de plantas in vitro de bananeira, influenciadas
pelo ambiente de cultivo (Natural e Artificial), sacarose (15 e 30 g.L™?) e cultivares
(Pacovan e Caipira), apos 45 dias de enraizamento. UFLA, Lavras — MG, 2007.

. Caipira i Pacovan L
Ambiente 15 20 Média 15 20 Média
Espessura do parénquima palicadico (um)

Natural 67,95 aA 66,60 aA 72,23 a 71,55 aB 82,80 aA 72,23 a
Artificial 48,15 bA 54,10 bA 49,08 b 51,75 bA 42,30 bB 49,08 b

Média 59,85 A 61,45 A 59,85 A 61,45 A

CV (%) 11,77

Espessura do parénquima esponjoso (um)

Natural 85,50 aA 79,20 aA 76,05 a 62,55 aB 76,95 aA 76,05 a
Artificial 67,95 bA 66,00 bA 59,59 b 61,65 aA 42,95 bB 59,59 b

Média 69,41 A 66,23 A 69,41 A 66,23 A

CV (%) 15,09

Espessura do limbo foliar (um)

Natural 277,20 aA 268,20 aA 272,36 a 256,95 aB 287,10 aA 272,36 a
Artificial 279,90 aA 264,00 aA 251,85 b 255,15 aA 208,35 bB 251,85b

Média 267,30 A 256,91 B 267,30 A 256,91 B

CV (%) 6,70

Densidade estomatica abaxial

Natural 158,05aA  167,23aA  15560a  149,48aA  147,63aA  15560a
Artificial 150,69 aA  131,09bB  132,47b  121,92bA  126,19bA  132,47b

Média 145,03 A 143,04 A 145,03 A 143,04 A

CV (%) 13,61

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

Para a hipoderme adaxial, o ambiente artificial proporcionou espessamento
significativamente superior somente com 15 g.L™* de sacarose e para ambas as cultivares.
Ja para a hipoderme abaxial, apenas a ‘Caipira’ foi influenciada pelo ambiente de cultivo
(P<0,05), com maior espessamento em plantas submetidas ao ambiente artificial. Por outro
lado, nenhum efeito significativo foi evidenciado para a sacarose (Tabela 2). Respostas
semelhantes foram relatadas por Rocha (2005) para a cv. ‘Prata-And’, que observou maior
espessura das hipodermes abaxial e adaxial em plantas mantidas em sala de crescimento.

Tabela 2. Modificagbes na anatomia foliar de plantas in vitro de bananeira, influenciadas
pelo ambiente de cultivo (Natural e Artificial), sacarose (15 e 30 g.L™?) e cultivares
(Pacovan e Caipira), apos 45 dias de enraizamento. UFLA, Lavras — MG, 2007.

Hipoderme adaxial Hipoderme abaxial Densidade
Sacar?se (um) (um) estomatica adaxial
(g.L™) Ambiente - Ambiente - Ambiente .
Natural Articial Média Natural Articial Média Natural Articial Media
15 48,15aB  7560aA 61,88a 45,23* 44,78* 45,00 a 43,51* 37,40* 40,45 a
30 52,88aA  56,63bA 54,75b 45,00* 47,48* 46,24 a 46,58* 37,69* 42,13 a
Média 50,51 B 66,11 A 4511 A 46,13 A 45,04 A 37,54 B
. Ambiente - Ambiente - Ambiente -
Cultivar Natural Articial Media Natural Articial Media Natural Articial Media
Caipira  46,80bB  69,68aA 5824a 4658aB 50,18aA 4838a 3555 31,26*  3341b
Pacovan 54,23 aB 62,55 bA 58,39 a 43,65 aA 42 08 bA 42,86 Db 54,53* 43,83* 49,18 a
Média 50,51 B 66,11 A 45,11 A 46,13 A 45,04 A 37,54 B
) Sacarose (g.L™) L Sacarose (g.L™) i Sacarose (g.L™) i
Cultivar 15 30 Média 15 30 Média 15 30 Média
Caipira 61,88* 54,60* 58,24 a 47,70* 49,05*  48,38a 32,19* 34,63* 33,41b
Pacovan 61,88* 54,90* 58,39 a 42,30* 43,43* 42,86 b 48,72* 49,64* 49,18 a
Média 61,88 A 54,75 8B 45,00 A 46,24 A 40,45 A 42,13 A
CV (%) 15,78 12,23 26,24

Médias seguidas por letras distintas, minlscula na vertical e mailscula na horizontal, dentro de cada variavel, diferem entre
si pelo teste de F a 5% de probabilidade. (* indica a auséncia de interagdo dupla significativa).
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Em relacdo a densidade estomética adaxial, nimero significativamente superior de
estdmatos por mm? foram obtidos em plantas submetidas ao ambiente natural e na cultivar
Pacovan, diferentemente da sacarose que néo influenciou nas respostas (P<0,05) (Tabela
2). De acordo Castro (2002) e Kundu & Tigerstedt (1998), o incremento na densidade
estomatica pode permitir que a planta eleve a condutancia de gases, evitando que a
fotossintese seja limitada sob diferentes condi¢cdes de ambiente.

CONCLUSOES

O enraizamento/alongamento in vitro de brotacdes de bananeira em ambiente de luz
natural promove maior espessamento dos parénquimas clorofilianos e incremento na
densidade estomatica. Alteragbes benéficas na anatomia foliar decorrentes da redugdo na
concentracdo de sacarose no meio MS sdo menos evidentes.
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