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INTRODUCAO

Apesar da importancia das técnicas in vitro na producdo de mudas com certificacao
genética e fitossanitaria, ainda existem dificuldades em se obter elevadas taxas de
sobrevivéncia em algumas espécies, além do que pouco se entende sobre os fatores
associados a capacidade das plantas em superar a abrupta transferéncia ex vitro. Entre 0s
principais fatores comumente reportados por ocasionar elevados indices de mortalidade
estdo a excessiva transpiracdo dos 6rgdos aéreos (Gangopadhyay et al., 2002),
principalmente as folhas (Capellades et al., 1990). Em adicdo, a falta diferenciacdo do
mesofilo e o deficiente desenvolvimento dos tecidos fotossintetizantes sdo aspectos que
também interferem apds a retirada das plantas dos recipientes de cultivo (Romano &
Martins-Loucao, 2003; Sandoval et al., 1994).

Como conseqiiéncia, estratégias vém sendo estudadas e adotadas, entre as quais
estdo as reducgdes nos niveis exégenos de carboidratos e da umidade relativa no interior dos
frascos (Mohammed & Vidaver, 1990) e o uso da luz natural (Kodym & Zapata-Arias, 1999,
Rocha, 2005; Talavera et al., 2005). Destes, a luz é considerada um dos mais importantes,
por influenciar decisivamente no desenvolvimento vegetal (Larcher, 2000), podendo induzir
alteracBes, em sua maioria benéficas, na anatomia foliar, que contribuirdo para a melhor
adaptacdo das plantas ao ambiente externo. Assim, objetivou-se avaliar a perda de agua e
as modificacbes anatbmicas de plantas micropropagadas de bananeira em diferentes
condi¢des de cultivo durante a fase de enraizamento/alongamento in vitro.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal consistiu de brotacbes axilares de bananeira ‘Caipira’ (AAA),
originadas da fase de multiplicacdo e mantidas a 16 horas de irradiancia (42 W.m?) e 25 +
2°C. Obtidas as brotagGes, estas foram transferidas para meio constituido pelos sais e
vitaminas de MS (Murashige & Skoog, 1962), 1 mg.L™ de ANA (&4cido naftalenoacético) e 6
gL' de é&gar, 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™") e dois ambientes de cultivo (sala de crescimento — artificial e casa de
vegetacdo — natural), em esquema fatorial 2x2. 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
iluminacéo 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 méximas, minimas e médias de 26°C/32°C; 16°C/16°C e 20°C/23°C) e
(irradiancias maximas, minimas e médias de 93,95 W.m?%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 radiacdo (LI-200SA, Li-cor, Lincoln, Nevasca, USA), acoplados a
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um sistema de registro (LI 1400; Li-cor.Neb), a intervalos de meia hora, enquanto os dados
de temperatura foram obtidos com termo-higrografo.

A avaliacdo do conteudo relativo de agua (RCW) foi realizada pela exposicédo das
plantas as condi¢des de laboratério (cerca de 63% de U.R). Em intervalos de 10 minutos,
durante 240 minutos, seis plantas de cada tratamento foram pesadas, em balanca de alta
precisdo. Posteriormente, a massa seca das plantas foi determinada (50°C) e o0 RCW para
cada tempo foi estimado por: RCW (%) = [(FW-DW) / (FWs-DW)] x 100, sendo FW; a massa
fresca ao tempo t, FW; a massa fresca inicial (tempo 0) e DW a massa seca (Romano &
Martins-Loucdo, 2003). Para as avaliagbes anatdmicas utilizou-se de sec¢Bes transversais e
paradérmicas (adaxial e abaxial), obtidas do terco médio da segunda folha expandida
(direcéo apice-base), que foram 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¢Oes transversais e paradérmicas foram clarificadas em solugéo de hipoclorito de sodio a
50% (v/v), lavadas em agua destilada e coradas com azul de astra-safranina e safranina 1%,
respectivamente. Para as avaliacbes nas secdes transversais foi empregado microscopio
KEN-A-VISION 2100, equipado com uma ocular micrométrica e objetiva de 40X, sendo
efetuadas duas medi¢Bes em 5 folhas, na regido apés o terceiro feixe lateral, totalizando 10
repeticdes/tratamento. Nas se¢bOes paradérmicas empregou-se microscopio Olympus CBB
(objetiva de 40X), com o auxilio de camara clara, sendo as avaliagBes feitas em quatro
campos da regido mediana de seis folhas/tratamento, totalizando de 24 campos.

O delineamento experimental utilizado no experimento de anatomia foi o inteiramente
casualizado (DIC), com 10 e 12 repeticbes para as medicOes dos tecidos e contagem dos
estbmatos, cada uma representada pela média de duas observacdes. J4 o ensaio do
conteudo relativo de 4gua foi instalado em parcelas subdivididas no tempo, em DIC, com
seis repeticdes por tratamento. 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 analise conjunta. Para isso, utilizou-se o programa
estatistico Sisvar (Ferreira, 2000), sendo as médias comparadas pelo Teste F (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracteristicas anatdmicas

Quanto a sacarose, diferencas significativas foram observadas apenas para a
espessura do limbo foliar, com melhores resultados em meio contendo 15 g.L™. Ja entre os
ambientes de cultivo, foi verificado espessamento significativo de ambos os parénquimas,
palicadico e esponjoso, em plantas mantidas sob ambiente de luz natural, diferentemente da
hipoderme abaxial, que teve maior espessura no ambiente artificial (P<0,05) (Tabela 1).
Resposta semelhante em relagédo a espessura do parénquima palicadico com o aumento da
irradiancia foi anteriormente reportado por Hanba et al. (2002), em espécies de Acer.

Tabela 1. Caracteristicas anatdmicas de folhas de bananeira ‘Caipira’, influenciadas pelo
ambiente de cultivo (Natural e Artificial) e sacarose (15 e 30 g.L™), apds 45 dias
de enraizamento in vitro. UFLA, Lavras — MG, 2007.

Parénquima Parénquima Hipoderme Densidade Limbo
palicadico (um) esponjoso (um) abaxial (um) estomatica adaxial  foliar (um)

Sac. (g.L7)
15 58,1a 76,7 a 47,7 a 322a 278,6 a
30 60,4 a 72,6 a 49,1a 34,6 a 266,5b
Ambiente
Nat 67,3 a 82,4 a 46,6 b 35,6 a 2727 a
Art 51,1b 67,0b 50,2 a 31,3a 2724 a
CV (%) 13,11 15,50 11,24 27,40 6,45
Médias seguidas por letras distintas na vertical, dentro de cada variavel, diferem entre si, pelo teste de F, a 5% de
probabilidade.

Para a hipoderme adaxial, maior espessura (P<0,05) foi verificada em plantas
submetidas ao ambiente artificial, em ambas as concentracdes de sacarose (Tabela 2).
Corrobando os resultados reportados por Rocha (2005), segundo o qual maior espessura
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das hipodermes abaxial e adaxial em plantas micropropagadas de bananeira ‘Prata-An&’ foi
obtida sob condi¢des de luz artificial. Em relacdo a densidade estomatica abaxial, aumento
significativo foi observado somente em ambiente natural associado a 30 g.L™ de sacarose,
embora a média deste ambiente também tenha sido maior com 15 g.L™ (Tabela 2). Aumento
no nimero de estdbmatos por mm? em plantas expostas altas irradiancias foram reportados
para bananeira ‘Prata-An@’ e plantas de Annona glabra (Deccetti, 2004; Rocha, 2005).

Tabela 2. Caracteristicas anatdmicas de folhas de bananeira ‘Caipira’, influenciadas pelo
ambiente de cultivo (Natural e Atrtificial) e sacarose (15 e 30 g.L™?), apos 45 dias
de enraizamento in vitro. UFLA, Lavras — MG, 2007.

Hipoderme adaxial Densidade
Sacarose . " . ,
(9.l (um) Média _ estomatica abaxial Média
) Natural Artificial Natural Artificial
15 44,1 Ba 79,7 Aa 61,9 a 158,1 Aa 150,7 Aa 154,4 a
30 49,5 Ba 59,7 Ab 546b 167,2 Aa 131,1 Bb 149,2 a
Média 46,8 B 69,7 A 162,6 A 1409 B
CV (%) 11,97 12,43

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

Conteudo relativo de agua (RCW)

Influéncia significativa dos trés fatores estudados (ambiente x sacarose x tempo) foi
observada. Verificou-se que plantas cultivadas em ambiente artificial perderam mais agua
(menor RCW) com o tempo de exposicdo do que aquelas cultivadas sob luz natural, sendo
esta perda mais acentuada com 30 g.L" de sacarose (Figura 1). Comportamento
semelhante foi reportado por Deccetti (2004), em tecidos foliares de Annona glabra L., em
gue menor perda de &gua foi observada em plantas cultivadas in vitro sob elevada
irradiancia (300 pmol.m?.s™) em detrimento de niveis menores de irradiancia. J4 Sandoval
et al. (1994) verificaram que plantas de bananeira ‘Grande Naine’ (AAA), cultivadas
heterotroficamente in vitro sob 80 mmol.m?.s™, apresentavam cuticula fina, pequena
deposicdo de cera e hipoderme extensa, com muito estbmatos apresentando ostiolos
parcialmente ou completamente fechados, indicando pouca ou nenhuma funcionalidade.
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Figura 1. Conteudo relativo de 4gua em plantas micropropagadas de banana cv. Caipira
(AAA), em resposta ao ambiente de cultivo (natural e artificial) e concentracdo de
sacarose (15 e 30 g L™). UFLA, Lavras, MG, 2007.
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CONCLUSAO

A utilizacdo da luz natural, na fase de enraizamento in vitro, promove melhorias nas
caracteristicas anatdmicas avaliadas e reduz a perda de agua das plantas apos sua retirada
dos recipientes.
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