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INTRODUCAO

No processo de micropropagacao, a realizacdo de uma fase de aclimatizacéo ex vitro
logo apds a remocdo das plantas dos recipientes de cultivo tem sido considerada
imprescindivel para o pleno sucesso desta técnica. Isso porque durante este periodo de
adaptacao, as anormalidades morfoldgicas e/ou fisiol6gicas induzidas durante o crescimento
in vitro sdo parcialmente ou completamente corrigidas.

Entre as alteracdes geralmente observadas, a falta ou reduzida producdo de cera
epicuticular em associagcdo com a baixa regulacdo estomatica sdo os principais fatores
reportados como responsaveis pela alta mortalidade das plantas micropropagadas, ja que
possuem importante papel regulatério sobre a excessiva transpiracdo das plantas
(Cappelades et al., 1990; Romano & Martins-Loucado, 2003). Diante desse contexto e devido
aos poucos estudos a esse respeito, objetivou-se avaliar as respostas de diferentes tipos de
folhas quanto a perda de agua e sua relacdo com os estdmatos e formacdo de cera
epicuticular em plantas de bananeira micropropagadas.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal foi constituido de plantas micropropagadas de bananeira
‘Preciosa’ (AAAB) (5,26 cm), originadas do enraizamento/alongamento in vitro de brotagdes
axilares em basal de MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 1 mg.L™ de ANA (&cido
naftalenoacético) e 6 g.L™ de agar, com pH 5.8. As culturas foram mantidas em frascos de
250 mL, selados com filme transparente e expostos a 25+2 °C e 16 horas de irradiancia (42
W.m™), fornecida por lampadas fluorescentes tubulares (Osram 20 W, luz do dia especial),
por 24 dias.

Os tratamentos consistiram de seis tipos de folhas: T1) folhas de plantas in vitro ao
final da fase de enraizamento; T2) folhas persistentes de plantas com um més de
aclimatizagéo; T3) novas folhas formadas ex vitro de plantas com um més de aclimatizacéo
(folhas de transicdo); T4) folhas de transicdo submetidas a mais 30 dias de aclimatiza¢éo;
T5) novas folhas de plantas com 60 dias de aclimatizagdo e T6) folhas de plantas com 120
dias de aclimatizagéo. Para pleno controle das folhas dos tratamentos (T2) e (T4) efetuou-se
marcacdo com fitlho de cores distintas. Quanto a aclimatizacdo, as plantas foram
inicialmente removidas dos frascos, submetidas a lavagem de suas raizes e transferidas
para tubetes de 0,3 L preenchidos pela mistura de terra: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 e,
porteriormente mantidas sob condicbes de casa de vegetacdo, coberta por filme de
polietileno transparente (150 microns), sombreamento de 70% e sistema de nebulizagdo
intermitente. Ja& as plantas do ultimo tratamento (T6) foram transferidas para casa de
vegetacdo desprovida de sombreamento, apos 60 dias, sendo irrigadas manualmente.

A avaliacdo do conteudo relativo de agua (RCW) foi realizada pela exposicédo das
plantas as condi¢des de laboratorio (cerca de 63% de umidade relativa). Em intervalos de 10
minutos, durante 240 minutos, doze plantas de cada tratamento foram pesadas, em balanca
de alta precisdo. Posteriormente, a massa seca das plantas foi determinada por secagem
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em estufa (50°C) e o RCW para cada tempo foi estimado por: RCW (%) = [(FW-DW) / (FWs-
DW)] x 100, sendo FW; a massa fresca ao tempo t, FWs a massa fresca inicial (tempo 0) e
DW a massa seca (Romano & Martins-Lougdo, 2003). Ja a avaliacdo da densidade
estomatica das faces abaxial e adaxial foi conduzida em microscopio Olympus CBB (objetiva
de 40X), com auxilio de camara clara, em quatro campos de se¢des paradérmicas da regido
do terco médio de cinco folhas/tratamento, num total de 20 observac¢des/tratamento, sendo
cada repeticdo representada pela média de quatro observacdes. As se¢Bes paradérmicas
foram obtidas a mao livre de folhas completamente expandidas (segunda folha direcdo
apice-base), previamente fixadas em FAA 70 (formaldeido, acido acético e alcool etilico)
(Johansen 1940) por 72 horas e conservadas em alcool etilico 70% (v/v). Quanto a
preparacdo, as se¢Oes foram clarificadas em solu¢éo de hipoclorito de sodio (50% v/v),
seguida de lavagem em &agua destilada, coloracdo com safranina 1% e montagem em agua
glicerinada.

Para as observacdes de microscopia eletronica de varredura, segmentos foliares
excisados do terco médio de folhas recém coletadas foram inicialmente montados em
suportes de aluminio stubs com fita de carbono e, em seguida transferidos para dessecador.
Posteriormente, as amostras foram cobertas com ouro no evaporador Balzers SCD 050 para
observacao em microscépio LEO EVO 40 sob 20Kv e distancia de trabalho de 16 mm. Para
0 experimento de anatomia utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
5 repeti¢bes, enquanto o ensaio do RCW foi instalado em parcelas subdivididas no tempo,
em DIC, com seis repeticbes (média de duas folhas). A analise dos dados foi feita com o
software Sisvar (Ferreira, 2000) por meio de regresséao e teste de Scott-Knott (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Maiores densidades estomaticas de ambas as faces da epiderme foram observadas
em folhas de plantas ao final do enraizamento in vitro (T1) e folhas persistentes (T2), que
embora ndo tenham diferido entre si, foram superiores as folhas formadas ex vitro (T3, T4,
T5 e T6) (P<0,05). Resultados que estdo em concordéncia com trabalhos realizados
anteriormente, nos quais elevada densidade estomética é relatada para folhas formadas em
ambiente in vitro comparada as folhas desenvolvidas na aclimatizacdo ou em campo, 0 que
€ atribuido, principalmente, a elevada umidade relativa do ar no interior dos frascos e baixa
irradiancia (Capellades et al., 1990; Sandoval et al., 1994; Sciutti & Morini, 1995).

Tabela 1. Densidade estomatica (n° de estdmatos.mm™) das faces abaxial e adaxial em
diferentes folhas de bananeira micropropagadas. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tratamentos Epiderme abaxial Epiderme adaxial
T1 102,12 a 28,68 a
T2 97,68 a 32,56 a
T3 82,88 b 17,02b
T4 87,32 b 19,98 b
T5 72,52 b 14,06 b
T6 86,58 b 19,98 b
C.V. (%) 13,79 33,17

Médias seguidas por letras distintas dentro de cada variavel, diferem entre si, pelo teste de
Scott-knott, a 5% de probabilidade. (C.V.=coeficiente de variacao).

Os resultados para o conteudo relativo de agua demonstraram uma consideravel
influéncia dos diferentes tipos de folhas. De fato, acetuanda perda de agua com o tempo de
exposicdo as condi¢cdes de laboratério foi observada em folhas oriundas da fase final de
enraizamento in vitro (T1) e folhas persistentes (T2) (P<0,05) quando comparadas aos
tratamentos 3 e 4 e, estes em relacéo as folhas provenientes de plantas com 60 (T5) e 120
dias (T6) de aclimatizacao (Figura 1) (P<0,05), o que é confirmado quando se observam 0s
valores médios do RCW, que foram de 65,64% e 72,29% (T1 e T2), 86,31% e 84,67% (T3 e
T4), 92,90% (T5) e 97,97% (T6) (dados ndo mostrados). E provavel que, uma maior
funcionalidade e menor densidade dos estébmatos das folhas desenvolvidas ex vitro
associada a formacao de cera epicuticular, observada principalmente na face abaxial (Figura

1146



16° Congresso Brasileiro de Floricultura e Plantas Ornamentais / 3° Congresso Brasileiro de Cultura de Tecidos de Plantas / 1° Simpdésio de Plantas Ornamentais Nativas

2), expliguem as reduzidas dessecacdes registradas (maior RCW) nos tratamentos T3 e T4
e, mais ainda no T5 e T6, durante 0s momentos iniciais apds a retirada das plantas dos
recipientes de cultivo, fato que é notavel nas curvas referentes a cada tratamento (Figura 1).
As observacdes por microscopia eletronica (Figura 2) demonstraram auséncia de cera
epicuticular em folhas in vitro e persistentes (T1 e T2), enquanto que folhas formadas ex
vitro (T3) mostraram formacdo de cera, fato mais evidente com a aclimatizacdo (T5),
concordando em parte com Sandoval et al. (1994), que evidenciaram apenas pouca
quantidade de cera epicuticular em folhas de bananeira ‘Grande Naine’ in vitro,
diferentemente das novas folhas formadas ex vitro, sobre as quais a camada de cera se
tornou agradualmente espessa e melhor distribuida. Observacgfes realizadas por Sciutti &
Morini (1995) reportam a formacdo de cera epicuticular e falta de regulagdo estomatica
como causas da excessiva perda de dgua em plantas in vitro, neste caso com ameixeira.

Reduzido RCW em tecidos foliares de plantas in vitro foi observada por Romano &
Martins-Loucao (2003) durante a aclimatizag¢édo de carvalho, com perda de 4gua em torno de
53% nos primeiros 30 minutos, enquanto que as novas folhas apés um més de
aclimatizacdo perderam somente 14%, comparada a 29% de folhas velhas de plantas com
um més de aclimatizagéo (folhas persistentes). Em adicao, foi ainda observado que, ao final
do periodo de desidratacdo, folhas oriundas do cultivo in vitro apresentaram estématos
abertos e colapso das células-guarda, fato nado verificado em folhas de plantas
aclimatizadas, pois estas se encontravam com o0s estOmatos fechados, indicando
funcionalidade dos mesmos.
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Figura 1. Contetdo relativo de é&agua (CRW) em diferentes folhas de bananeira
micropropagadas. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Os resultados aqui obtidos fornecem pelo menos algumas caracteristicas capazes de
explicar o comportamento observado pela subita exposicdo ex vitro das plantas cultivadas in
vitro em ambiente heterotréfico, tais como a rdpida dessecacdo e senescéncia foliar,
reduzido crescimento nos primeiros dias ap0s a transferéncia e conseqilientemente
obtencédo de perdas.
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Figura 2. Fotomicrografias de microscopia eletronica de varredura mostrando a formagé
de cera epicuticular na face abaxial de diferentes folhas de bananeira
micropropagadas. Escala da barra: 20 um (600X). UFLA, Lavras, MG, 2007.

CONCLUSAO

A reducédo na densidade estomatica e o incremento na formacao de cera epicuticular
em novas folhas formadas ex vitro possuem efeito regulatério sobre a excessiva perda de
agua das plantas micropropagadas de bananeira.
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