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INTRODUCAO

O cultivo de apices caulinares e meristemas utilizando técnicas de cultura de tecidos
constitui a base da propagacao clonal massal de bananas e platanos. Todavia, estudos tém
demonstrado que plantas cultivadas in vitro, normalmente, apresentam certas caracteristicas
morfoanatbmicas e fisiol6gicas intrinsecas ao ambiente de cultivo, tais como reduzida
deposicdo de cera epicuticular e diferenciagdo do mesofilo, além de feixes vasculares
rudimentares e conexao vascular entre as raizes e parte aérea deficiente ou inexistente
(Acufia, 1995; Romano & Martins-Loucdo, 2003; Sandoval et al., 1994). Todas estas
alteracBes tém sido consideradas como resultado de complexas e peculiares condigdes do
ambiente in vitro, que incluem reduzida intensidade luminosa, presenca de uma fonte
exdégena de carbono prontamente disponivel, baixa disponibilidade de CO,, alta umidade
relativa e reduzidas trocas gasosas (Preece & Sutter, 1991).

Entretanto, embora essas modificacdes perdurem até os primeiros dias da
transferéncia para as condicfes ex vitro, as novas folhas desenvolvidas teréo caracteristicas
de transicdo, sendo, portanto, mais adaptadas e eficientes nos processos concernentes ao
desenvolvimento vegetal. Além disso, apés serem transferidas para as condi¢des de campo,
normalmente, todas as alteracfes induzidas in vitro desaparecem (Sandoval et al., 1994).
Nesse contexto, estudos acerca das modificacbes que ocorrem nas plantas
micropropagadas, apd6s sua exposicdo as condicdes ex vitro, tém contribuido
significativamente para o desenvolvimento de técnicas mais eficientes de aclimatizagéo
(Goncalvez et al., 2000).

Assim, objetivou-se estudar as alteracbes na anatomia foliar em plantas
micropropagadas de bananeira cultivadas in vitro e durante a aclimatizacao.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal consistiu de plantas micropropagadas de bananeira da cultivar
Japira (AAAB), um hibrido resistente as principais doencas que acometem a cultura da
banana. Para a obtencdo das plantas, brotacBes axilares oriundas da fase de multiplicacédo
foram enraizadas/alongadas em meio basico de MS (Murashige & Skoog, 1962), adicionado
de 1 mg.L™" de ANA (4cido naftalenoacético) e 6 g.L™ de agar, a pH 5,8. O cultivo foi feito em
frascos de 250 mL contendo 40 mL de meio e selados com filme transparente, os quais
foram mantidos & 25 + 2°C e 16 horas de irradiancia (42 W.m?), fornecida por meio
lampadas fluorescentes tubulares do tipo luz do dia especial (Osram 20W), por 35 dias.

A aclimatizacdo foi realizada em tubetes de 0,3 L, sob condicbes de casa de
vegetacdo, coberta com filme de polietileno transparente (150 microns), sombreamento de
70% (Sombrence®) e sistema de irrigacdo por nebulizacdo intermitente. Como substrato
base foi utilizada a mistura de terra de subsolo (abaixo de 40 cm):Plantmax® HT:casca de
arroz carbonizada (1:1:1 v/v), acrescido de 50.g L™ de himus e 20 g.L™ de super simples.

Os tratamentos foram constituidos por plantas sob diferentes periodos de
aclimatizagéo (0, 21, 42, 63, 84 e 120 dias apos a transferéncia ex vitro). As avaliagcbes
consistiram de caracteristicas anatdmicas, obtidas por meio de observacdes de microscopia
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de luz de secbes transversais (folha e raiz) e paradérmicas foliares, obtidas em micrétomo
de mesa manual e & mao livre, com auxilio de lamina de aco inox (Gillette®).

Para isso, foram utilizadas cinco plantas por tratamento, as quais foram previamente
fixadas em FAA 70 (formaldeido, acido acético e alcool etilico) (Johansen, 1940), por 72
horas e, posteriormente, conservadas em alcool etilico 70%, até a realizacdo dos cortes.
Para as secdes transversais, utilizou-se o azul de astra-safranina, sendo as medi¢bes dos
tecidos realizadas em microscopio Ken-a-vision 2100, equipado com ocular micrométrica e
objetiva de 40X, com trés medicbes em cada folha, na regido apds o terceiro feixe lateral,
totalizando 15 repeticbes para cada tratamento, exceto para a espessura da nervura
(saliéncia). Ja os cortes paradérmicos foram realizados no terco médio foliar, em ambas as
faces das folhas, sendo a coloracdo feita com safranina 1% e as observacdes estoméaticas
realizadas em microscopio Olympus CBB (objetiva de 40X), com auxilio de camara clara,
segundo metodologia descrita por Labouriau et al. (1961), em quatro campos da regido
mediana de 5 folhas provenientes de 5 plantas distintas, num total de 20 campos/repetigcoes
por tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) e 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.

RESULTADOS E DISCUSSAO

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

Tabela 1. Espessura da epiderme das faces adaxial (EP/AD) e abaxial (EP/AB), parénquima
palicadico (P.PAL) e esponjoso (P.ESP), hipoderme da face adaxial (HIP/AD) e
abaxial (HIP/AB) e da nervura na regido central (SALI) de plantas
micropropagadas de bananeira cv. Japira (AAAB) sob a influéncia do periodo de
aclimatizacdo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

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

(dias) (um)

0 15,9d 113b 39,0e 653d 50,4 ¢ 50,9d 428,2 f
21 19,4 c 150a 66,0d 75,5¢ 83,0a 68,5b 539,5e
42 232a 153a 70,2d 75,2 ¢ 87,8a 60,6 c 600,9 d
63 222b 166a 757c 94.2b 79,2b 74,1a 684,3 c
84 216b 162a 96,5a 108,0a 75,7b 75,2a 890,1a
120 219b 160a 873b 103,7a 76,5b 64,5b 8346 b

CV (%) 7,61 13,69 12,69 10,99 13,09 11,81 9,23

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

Foi observado, ainda que, em geral, a epiderme da face adaxial sempre apresentou
maior espessura em relacdo a epiderme da face abaxial (Tabela 1), conforme reportado em
plantas micropropagadas de Uncaria guianensis e U. tomentosa (Pereira, 2004).

Quanto aos parénquimas palicadico e esponjoso, verificou-se tendéncia de
incremento da espessura com o tempo de aclimatizacdo, tendo a menor e a maior
espessuras sido observadas em plantas in vitro (39,0 e 65,3 um) e aclimatizadas por 84 dias
(96,5 e 108,0 um). Comportamento semelhante ao verificado para o espessamento dos
parénquimas foi notado para a espessura da saliéncia (nervura central) (Tabela 1). A
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ocorréncia de células palicadicas mais alongadas constitui um padréo classico de resposta e
de adaptacdo das plantas a alta intensidade de luz (Lee et al., 2000) e evidencia a
plasticidade adaptativa da planta ao novo ambiente.

Espessamento dos parénquimas palicAdico e esponjoso com o0 periodo de
aclimatizacao foi reportado por Pereira (2004), em espécies micropropagadas pertencentes
ao género Uncaria. Estes resultados concordam com os de Romano & Martins-Loucgao
(2003), segundo os quais, maior diferenciacdo do mesofilo em folhas de Quercus suber L.
foi verificada naquelas desenvolvidas apds a transferéncia das plantas para o substrato, as
quais apresentaram estrutura foliar caracteristica de plantas de sol, com pequenos espacos
intercelulares, alta densidade de células pali¢cadicas, com 2 ou 3 camadas.

Para a hipoderme, verificou-se que, em relacdo a face adaxial, houve incremento da
espessura deste tecido até os 42 dias de aclimatizacdo, periodo em que foi registrado o
maior espessamento (P<0,05). Periodos superiores a este mostraram tendéncia de reducao
no espessamento e nenhuma diferenca significativa foi observada. J& em relacdo a
hipoderme abaxial, espessamento significativo ocorreu em plantas aclimatizadas por 63 e 84
dias, tendo as folhas in vitro apresentado a menor espessura (P<0,05). Acrescenta-se,
ainda, que, de modo geral, as analises anatdbmicas revelaram que supostas folhas de
transicdo (21 dias) e aquelas oriundas de plantas aos 42 dias tiveram pouca ou nenhuma
diferenca, quando comparadas as plantas in vitro, como observado para os paréngquimas
clorofilianos e hipoderme adaxial (Tabela 1). Modificacbes na espessura e organizagdo da
anatomia foliar foram também reportadas por Sandoval et al. (1994) em plantas
micropropagadas de bananeira sob diferentes etapas (in vitro, aclimatizadas e em campo).

Em relacdo aos estdmatos, maior densidade estomatica da face adaxial da epiderme
(D.EST/AD) foi observada aos 0, 21 e 42 dias, os quais ndo diferiram entre si, porém, foram
superiores aos 63, 84 e 120 dias (P<0,05). Para a epiderme da face abaxial, maior nimero
de estdmatos por mm™ (D.EST/AB) também foi observado nas plantas in vitro (P<0,05). Por
outro lado, os demais periodos foram significativamente semelhantes entre si (Tabela 2).
Respostas semelhantes quanto a densidade de estdmatos em plantas micropropagadas
foram verificadas por Lee et al. (1988) e Pereira (2004).

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

Periodo (dias) D.EST/AD D.EST/AB
0 276 a 106,6 a
21 22,1a 82,1b
42 22,7a 88,8 b
63 159b 74,1b
84 147b 84,5b
120 14,7b 90,7 b
CV (%) 40,98 15,84

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

CONCLUSOES

Alteracdes significativas na anatomia foliar de plantas micropropagadas de bananeira
‘Japira’ sdo induzidas durante o processo de aclimatizacdo, com maiores modificacBes em
relagdo aos parénquimas clorofilianos, a hipoderme e densidade de estdbmatos. A
aclimatizacdo de plantas micropropagadas de bananeira cv. Japira, sob as condicdes deste
trabalho, é obtida a partir de 63 dias em casa de vegetacao.
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