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RESUMO
ROCHA, Herminio Souza. Luz e sacarose na micropropagacao da bananeira
‘Prata and’: Alteracoes morfoanatomicas. 2005. 98 p. Dissertacdo (Mestrado
em Agronomia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras.'

A micropropagacdo de bananeiras proporciona a obtencio de grande quantidade
de mudas clonadas em reduzido espago fisico e em curto espaco de tempo.
Entretanto, a estrutura anatdmica das folhas dos explantes formados na
condi¢do in vitro, apresenta diversas deficiéncias que resultam, muitas das
vezes, em elevados volumes de perdas causados principalmente por
dessecamento, durante a aclimatizagdo. Objetivou-se estudar as alteracdes
morfoanatomicas ocorridas nos explantes de bananeira ‘Prata and’, quando
submetidos a elevadas intensidades luminosas juntamente com a reduc¢do na
suplementacdo de sacarose nos meios de cultura, nas fases de multiplicacio e
enraizamento. O experimento foi instalado na Biofabrica da Embrapa Mandioca
e Fruticultura, em Cruz das Almas — BA. Os explantes foram mantidos na
condicdo in vitro, durante 65 dias, tendo sido testadas duas diferentes
intensidades luminosas (luz natural e luz artificial - lampadas fluorescentes),
com duas concentragdes de sacarose (15g¢ L™ e 30g L") e dois reguladores de
crescimento BAP e ANA. O desempenho dos explantes in vitro foi avaliado
pelo desenvolvimento fitotécnico. Foram avaliados os efeitos dos tratamentos
sobre as modificacdes anatomicas nas folhas dos explantes, pela andlise das
secodes tansversais em duas posicdes da ladmina foliar (P1 — nervura mediana e
P2 - porcdo central do limbo foliar), tendo sido medidas as espessuras dos
diversos tecidos componentes do mesofilo. Também foram realizados cortes
paradérmicos para caracterizacdo das densidades, topografia e formato dos
estomatos, em ambas as faces da lamina foliar. Tanto os explantes na fase de
multiplicacdo quanto enraizamento, sob luz artificial ou natural, apresentaram
uma organizada diferenciacdo do mesofilo foliar, sem a presenca de
anormalidades. A funcionalidade dos estdmatos pdde ser verificada pela relagdo
didmetros médios polares sobre didmetros médios equatoriais, tendo sido
verificado que, na fase de multiplicacdo, os desempenhos superiores dos
explantes sdo obtidos sob luz artificial com a suplementacdo de 30g L™, e na
fase de enraizamento as condi¢des ideais de cultivo sdo a luz natural, com a
suplementacio de 15g L™

! Comité Orientador: Prof. Dr. Carlos Ramirez de Rezende e Silva (Orientador) — UFLA;
Prof. Dr. Evaristo Mauro de Castro (Co — orientador) - UFLA



ABSTRACT
ROCHA, Herminio Souza. Light and sucrose on ‘Prata ana’ banana
microproagation: morph-anatomical altered structure. 2005. 98 p.
Dissertation (Agronomy Master in Crop Production)-Universidade Federal de
Lavras, Lavras.'

Micropropagation of bananas results in a great quantity of cloned plantlets,
produced in a reduced space and in a short period of time. Nevertheless, the
anatomical structure of the leaves of the explants formed under in vitro
conditions present a series of deficiencies, which result, most of the time, in
great volumes of losses due to desiccation, during acclimatization. The
objective of this work was to study the morph- anatomical modifications caused
to the banana ‘Prata ana’ explants, when submitted to high light intensities, and
a reduction in sucrose supplementation in the culture media during
multiplication and rooting phases. The experiment was established in the
facilities of the Biofactory, at EMBRAPA Cassava and Tropical Fruit Crops, in
the city of Cruz das Almas, Bahia state, Brazil. The explants were maintained in
vitro, during a 65 days period, during which two different light intensities (a
natural light and an artificial light environment), together with two different
sucrose concentrations (15g L™ and 30g L") in the culture media, with two
different growth regulators (BAP and ANA) were tested. The development of
the in vitro materials were evaluated by several parameters. The anatomical
characterization, was done by the extraction of transversal sections of the
explants leaves, in two distinct positions (P1 — medium vein and P2 — central
portion of the leaf limb, having been measured the thickness of each of the
tissues which composed the leaf mesophyl. In order to characterize the shape,
density and topography of the stomata, paradermic cuts were proceeded in both
surfaces of the leaves. Explants in both multiplication and rooting media, under
artificial or natural light presented an organized differentiation of the mesophyl,
with no abnormalities at all. The appropriate functioning of the stomata, could
be analyzed by the relation between the average polar diameters over the
average equatorial diameters, having been confirmed that in the multiplication
phase, the best results in terms of the development of the explants were obtained
under artificial light conditions, with a 30g L™ sucrose supplementation. On the
other hand, for the rooting phase, the best results were obtained under natural
light conditions, with a 15g L™ sucrose supplementation.

' Guidance Commitee: Prof. Dr. Carlos Ramirez de Rezende e Silva (Supervisor) —
UFLA; Prof. Dr. Evaristo Mauro de Castro (Co-Supervisor) UFLA.



1 INTRODUCAO

A bananicultura no Brasil é composta, em sua maioria, por pequenos
produtores, que utilizam a banana como fonte geradora de renda em seu
orcamento, porém o nivel de tecnologia empregado é baixo se comparado com
outros paises produtores na América Latina, tais como Equador, Costa Rica,
Honduras e Colombia.

A cultura da bananeira vem recentemente passando por grandes
transformacdes no Brasil. As diversas limitacdes de ordem fitossanitdria que
tém comprometido o cultivo e os bons rendimentos desta cultura, t€ém feito com
que os produtores se voltem com maior interesse aos produtos do melhoramento
genético desta espécie, os quais vém sendo lancados nacionalmente, e que
conferem resisténcia as mais danosas pragas e doencas.

A adog@o de sofisticadas tecnologias para a propagacdo de musiceas,
tem aumentando sobremaneira o nimero de plantas disponiveis em curto espago
de tempo. Dentre essas tecnologias, destaca-se a micropropagagdo ou
propagacao in vitro, que consiste no cultivo de pequenos segmentos de plantas,
denominados explantes, que resultam em mudas clonadas, de plantas matrizes
de elevado potencial produtivo, isentas de pragas e doengas, que proporcionam
significativos ganhos qualitativos e quantitativos para os produtores. A
micropropagacdo € portanto a principal forma de validagdo das novas
variedades produzidas pelo programa nacional de melhoramento genético da
bananeira, possibilitando aos produtores o imediato acesso as novas variedades
lancadas.

A cultura de tecidos de plantas é uma forma de multiplicagdo
assexuada, visando a propagacdo de determinados gendtipos e, como tal, é

excluida de qualquer forma de recombinag¢do genética, possibilitando dessa



forma a multiplicacdo do individuo a partir de uma tdnica célula ou de um
pequeno nimero de células.

Em escala comercial, a micropropagagdo ji € realidade em diversas
regides do mundo, com destaque para a Europa Ocidental, América do Norte,
Asia, Australia e Israel. No Brasil, a principal limitacdo para o maior acesso dos
produtores as mudas micropropagadas, na implantagdo de novos bananais, é o
elevado custo deste tipo de material propagativo, que é muito superior ao das
mudas convencionais.

A elevacdo dos custos se deve, entre outros fatores, a uma deficiente
estrutura anatdmica das folhas dos explantes, que sao mantidos durante meses na
condi¢do in vitro, com umidade relativa de 100%, sob temperaturas controladas
com baixas intensidades luminosas e que ainda contam com uma fonte de
carbono prontamente disponivel no meio de cultura. Estes fatores ambientais
provocam alteracdes significativas na estrutura e no funcionamento dos tecidos,
levando a incapacidade das plantas produzidas in vitro de controlar a perda
d’4gua. Tudo isto faz com que a passagem da condi¢c@o heterotréfica para a
autotrdfica seja traumdtica para as plantulas, causando muitas das vezes grandes
volumes de perdas das mudas, na fase de aclimatizagao.

Neste sentido, o estudo anatdmico das folhas destes explantes/plantulas
micropropagadas, submetidas a modificacdes nas intensidades luminosas,
juntamente com uma gradual redu¢do na concentracdo de sacarose disponivel
nos meio de cultura, servirdo para auxiliar na compreensdo do comportamento
destes tecidos vegetais nas condi¢des in vitro e ex vitro, contribuindo para
reduzir perdas e custos de produgao.

Este trabalho objetivou avaliar os efeitos do ambiente de cultivo sobre
as caracteristicas dos estdmatos, das células epidérmicas e do mesofilo foliar nos

explantes de bananeira ‘Prata And’ cultivados in vitro, com alteracdes nas



condi¢des de luminosidade e nas concentragdes de sacarose nos meios de

cultura, nas fases de multiplicacio e enraizamento.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da bananicultura

Em diversas regides mais pobres do mundo, a banana representa uma
das mais importantes fontes de alimento fornecedor de amido para milhdes de
pessoas (Gowen, 1995).

A cultura da bananeira representa grande importincia econdmica e
social em todo o mundo, sendo cultivada em mais de 80 paises tropicais,
principalmente por pequenos agricultores. O Brasil € o terceiro produtor mundial
de banana, sendo a segunda fruta mais consumida no pais, com uma produgdo de
6,36 milhdes de toneladas métricas por ano, ocupando uma 4rea de 521 mil
hectares (FAO, 2003), quase toda banana produzida € comercializada no
mercado interno.

A banana é a fruta mais consumida pela populacdo brasileira,
principalmente pela populacdo de baixa renda, devido ao seu sabor agraddvel,
ao alto valor nutricional e ao baixo custo (Dantas & Soares Filho, 1977)

A bananicultura brasileira apresenta caracteristicas peculiares que a
diferenciam da maioria das principais regides produtoras do mundo, tanto em
relacdo a diversidade climdtica em que é explorada, quanto no tocante ao uso de
cultivares, a forma de comercializagdo e as exigéncias do mercado consumidor.
Os cultivos sdo geralmente tradicionais, com baixos indices de capitalizacio e de
niveis tecnolégicos. Cultivos tecnificados sdo encontrados nos estados de Sdo
Paulo, Santa Catarina, Goids e Minas Gerais, nos quais se observa a utilizacao
de tecnologias geradas e/ou adaptadas de outros paises. O baixo potencial de
produtividade das cultivares em uso, inferior a 16 t ha', o porte elevado de
algumas cultivares, a falta de tolerdncia a estiagem e a presenca de doencas e

pragas sdo os principais problemas que afetam a cultura e que deverdo ser



solucionados somente a médio e longo prazos, a partir de resultados de pesquisa
(Alves, 1986).

Em termos econdmicos, a bananicultura posiciona-se entre as seis
culturas perenes que mais rapidamente proporcionam o retorno do capital
investido, apresentando um continuo fluxo de produgdo ja a partir do primeiro

ano (Souza e Torres Filho, 1997).

2.2 Principais métodos de propagacio

2.2.1 Propagacao Convencional

O sistema de plantio mais comum entre os produtores é a produgdo das
mudas em condi¢des de campo. Este sistema tem inconvenientes como a baixa
taxa de multiplicagdo, em torno de 5 a 10 mudas por ano por planta matriz
(Athayde, 1994); a possibilidade de transmissdo de pragas e doengas e os altos
custos de retirada e tratamento das mudas, bem como o seu transporte (Alves &
Oliveira, 1995). Por este sistema a muda deve sofrer um processo de
desinfestacdo e selecdo, bem como apresentar peso nao inferior a 2 kg, devendo
os rizomas originar-se de filhos de alta vitalidade e de aparéncia normal. Podem
ser do tipo chifre, chifrinho e chifrdo, que sdo as melhores, mas sdo escassas. As
mudas tipo orelha-de-elefante (ou guarda-chuva) tém desenvolvimento
retardado, sendo descartadas pela maioria dos bananicultores (Alves & Oliveira,
1995). Um aprimoramento do sistema convencional é a propagacdo rapida in
vivo que consiste na retirada de rizomas de plantas ndo floridas, eliminac¢do das
raizes e limpeza do rizoma; retirada das bainhas externas, eliminacdo do
meristema apical e plantio em canteiros de areia com irrigagdo constante. Desta
forma, brotagGes laterais sdo estimuladas. Nas primeiras brotacdes, faz-se nova
incisdo para eliminar o meristema apical e favorecer o desenvolvimento de

novas brotagdes laterais, que finalmente irdo desenvolver e serdo retiradas do



rizoma-matriz para recipientes com substratos, para que enraizem, crescam e

formem mudas vigorosas (Dantas et al., 1986).

2.2.2 Micropropagacao

A maioria dos trabalhos com cultura de tecidos que t€m sido feitos com
o género Musa consiste na obten¢do de culturas assépticas a partir de dpices
caulinares (meristemas recobertos com poucos primdrdios foliares). A
multiplicagdo é feita a partir de dpices caulinares, com aproximadamente 1 cm’,
fazendo-se incisdes para a quebra da dominéncia apical e com isto estimulando o
surgimento de gemas laterais, as quais situam-se na periferia do &pice
meristemdtico e que normalmente t€m seu desenvolvimento malogrado
(Domingues, 1992).

Para manter a uniformidade do material cultivado, tem-se trabalhado
com explantes iniciais, contendo no maximo um ou dois pares de primdrdios
foliares sobre o meristema, cultivados até alcancarem 2 ou 3 cm de altura,
quando entdo sdo cortados longitudinalmente pelo centro do dpice. Esta técnica
pode ser utilizada também para a obtencdo de plantas livres de virus em larga
escala, desde que o explante inicial esteja isento do patdégeno (Krikorian &
Cronauer, 1984).

Liu et al. (1989) obtiveram 7000 plantas a partir de diversas cultivares
de bananeiras e pldtanos, através de micropropagacdo e indicaram sua
superioridade, quando instaladas em campo, em relacdo as plantas obtidas
convencionalmente.

A incisdo longitudinal no dpice caulinar proporcionou a obten¢do de 6 a
12 brotos e aproximadamente 20 plantas origindrias de um tnico dpice caulinar

(Gupta, 1986).



O BAP permite bom estabelecimento e brotagdo dos édpices caulinares
em bananeira. E recomendavel a utilizagio do BAP como citocinina no meio de
multiplicacdo (Wong, 1986; Hu & Wang, 1983; Pierick, 1987).

A maioria dos trabalhos publicados sobre cultura de dpices caulinares
enfatiza a producdo de plantulas enraizadas, usualmente por separacdo de brotos
individuais, e transferéncia dos mesmos para meio de inducdo de enraizamento.
Entretanto, em alguns trabalhos tem-se cultivado primeiro o explante em meio
contendo auxina, obtendo-se consecutivamente a formagdo de parte aérea e raiz.
No entanto, esta formacao de parte aérea e raiz, pode ocorrer em brotos muito
jovens, o que inibe a formagdo de brotos adicionais. Se o objetivo € a obtengdo
de muitos brotos deve-se realizar o enraizamento em um passo seguinte
(Domingues, 1992).

Segundo Wong (1986) ndo foi necessdria a adi¢do de auxinas para a
indu¢do de enraizamento em brotos obtidos em meio contendo BAP. Vuylsteke
& De Langhe (1985) também consideraram desnecessdria a adi¢do de auxinas
para a indugdo de enraizamento em brotos obtidos em meio contendo BAP como
citocinina. Esses autores introduziram os brotos com 2 a 3 cm em meio de
enraizamento e quando existia auxina indutora de enraizamento (AIB), o
crescimento era reduzido até a paralisacdo. Para a aclimatizacdo os autores
transferiram para o solo plantas com 6 a 10 cm de comprimento e bom sistema
radicular com raizes com mais de 10 cm de comprimento, obtendo 100% de
pegamento.

O desenvolvimento de protocolos de cultivo in vifro normalmente é
focado na regeneracdo ou nas taxas de multiplicacdo. Pouca consideragdo tem
sido dada a forma da planta ou a sua integridade no ambiente ex vitro. Tais
informacdes se aplicadas a protocolos de micropropagacio, poderiam elevar a

eficiéncia dos sistemas de cultivo e permitir que métodos de cultura de tecidos



sejam economicamente adaptdveis a um maior nimero de espécies (Lee et al.,

1988).

2.3 Aclimatizacao

De acordo com Smith et al. (1986), o periodo de aclimatizacdo, cuja
duracdo é de uma a quatro semanas, objetiva corrigir as alteragdes e
anormalidades induzidas no periodo de desenvolvimento in vitro. Neste periodo
¢ induzida a transferéncia do metabolismo heterotréfico para o autotréfico,
juntamente com as alteracdes para que a planta tenha maior controle sobre a
perda e a absor¢do d’dgua, necessitando que as plantulas passem por um gradual
aumento da irradiagao e decréscimo da umidade relativa.

As caracteristicas  fisiol6gicas e anatdbmicas de plantulas
micropropagadas tornam necessdria a gradual aclimatizacdo ao ambiente da
casa de vegetacdo ou a condi¢do de campo. As mais satisfatdrias técnicas para a
conducdo da aclimatizacdo direcionam para ambientes com baixas umidades
relativas, altas intensidades luminosas, crescimento autotrofico e ambientes
sépticos, 0s quais sdo caracteristicos de casas de vegetacdo e do campo (Preece
& Sutter, 1991).

O processo de micropropagacdo vegetal leva a producdo de plantulas
com folhas finas, que as assemelham a plantas de sombra, por terem sido
expostas a baixos niveis de luminosidade. As plantulas micropropagadas,
submetidas a altas intensidades luminosas, sofrem clorose e queima de folhas.
Alguns laboratérios elevam as intensidades luminosas, na fase de enraizamento
in vitro (Griffis et al., 1993, citado por Preece & Sutter, 1991).

As plantulas ou brotagdes cultivadas in vitro sdo expostas a
microambientes que sdo selecionados para fornecer o minimo estresse possivel e
caracterizam-se pelas Otimas condicdes de cultivo. Estes materiais se

desenvolvem dentro de frascos de cultura sob reduzida intensidade luminosa,



condic¢des assépticas, num meio de cultura contendo sacarose e nutrientes em
quantidade suficiente para promover crescimento heterotréfico, numa atmosfera
de alta umidade relativa. Todas estas condi¢des contribuem para a constitui¢cao
de um fenétipo que € incapaz de sobreviver as condi¢cdes ambientais quando
transferidos para uma casa de vegetacdo ou para o campo. Dessa forma, é
necessario se promover uma gradual aclimatizacio das plantulas para assegurar
sua sobrevivéncia até que novas folhas, mais adaptadas as condi¢des ambientais,
sejam emitidas (Preece & Sutter, 1991).

A sobrevivéncia e o crescimento das plantulas cultivadas in vitro sdo
ainda problemdticos para algumas culturas. Um reduzido desenvolvimento da
cuticula, o funcionamento anormal dos estdmatos (Brainerd & Fuchigami, 1981;
Fuchigami et al., 1981) e um sistema vascular de pouco desenvolvimento (Fabri
& Bartolini, 1985; Leshem, 1983; Ziv et al., 1981) sdo as causas sugeridas para a
suscetibilidade das plantulas ao estresse hidrico durante a aclimatizagdo.

O endurecimento das plantulas in vitro, através do aumento da
irradidncia, pode contribuir para a reducdo das perdas, pois as plantulas se
tornariam menos frageis quando removidas do ambiente in vitro (Capellades et

al., 1990).

2.4 Efeitos do fator de luz no desenvolvimento ir vitro

A utilizagdo de lampadas fluorescentes brancas € citada em 90% dos
trabalhos de pesquisas em cultura de tecidos de plantas, como a fonte de luz
disponibilizada (Dooley 1991). Os custos com iluminacao, principalmente das
salas de crescimento num laboratério de cultura de tecidos, contabilizam 65%
do total gasto em eletricidade (Standaert de Metsenaere, 1991), e se constituem
num dos mais elevados componentes do custo total de producido, com excegao

para os gastos com a mao-de-obra (Dooley, 1991).



A intensidade luminosa pode ter um efeito pronunciado no
desenvolvimento foliar e pode modificar caracteristicas, tais como a espessura
foliar, diferenciacio do mesofilo, divisdo celular e o desenvolvimento dos
estomatos (Lichtenthaler et al., 1981; Terry et al., 1983, citados por Lee et al.,
1988).

Ja € conhecido o fato de que o fator luz é capaz de influenciar
intensamente a fotossintese, a concentragdo de clorofila e a ultraestrutura de
cloroplastos, em avaliagdes de cultivos de Liquidambar styraciflua, e que a
baixa capacidade fotossintética neste sistema ndo representa um fator limitante
para a aclimatizagdo de plantulas e para o crescimento dos materiais
transplantados (Lee et al., 1985). Neste caso, as dificuldades de sobrevivéncia
das plantulas transplantadas sdo, ao contrdrio, mais provavelmente relacionadas
com as adaptacdes relacionadas a relacdes hidricas, j4 que estas plantulas
exibem um reduzido desenvolvimento cuticular com extensos espagos
intercelulares no mesofilo (Wetzstein & Sommer, 1982), e também divergentes
configuragdes de estdmatos, com reduzida funcionalidade (Wetzstein &
Sommer, 1983).

Kodyn e Zapata-Arias (1999) estudaram as vantagens potenciais da
utilizacdo de luz solar sobre a luz artificial para o cultivo in vitro de bananeiras
da variedade Grande Naine, e os efeitos das flutuacdes de temperaturas, do
fotoperiodo e da intensidade luminosa nas taxas de multiplica¢do e na qualidade
das plantulas. Ao testar trés diferentes ambientes de cultivo in vitro, ou seja,
camara de crescimento com luz artificial e temperatura controladas; sala de
crescimento com luz natural sem controle de temperatura e casa de vegetacio
com luz natural, também sem controle de temperatura, verificou-se que as
maiores taxas de multiplicacdo foram obtidas sob condicdes de luz natural, em
casa de vegetacdo. Com o endurecimento promovido, na condi¢@o de luz natural

na casa de vegetacdo, resultou em plantulas verdes claras e com o
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desenvolvimento de uma drea foliar maior do que na luz artificial, entretanto foi
observado queima de folhas e perda de turgor. Sistemas radiculares mais
vigorosos foram também verificados na luz natural. Estes autores ressaltam que
a estrutura ideal para um laboratério de micropropagagao vegetal seria composta
por salas de crescimento com luz natural, possibilitando elevados padrdes de
higiene, similares aos de uma camara de crescimento.

Seko & Nishimura (1996) verificaram um crescimento fotoautotréfico in
vitro, em meio de cultura sem sacarose, enriquecido com CO,, com explantes
regenerantes de cultura de calus de arroz, sob condi¢des de iluminacio continua
(24 h) e sob alta intensidade (Densidade de Fluxo de Fotons Fotossintéticos de
125 umol m™® s'), durante a fase de preparacio, ou seja, elongamento e
enraizamento de brotacdes.

Nos estudos realizados por Lee et al. (1988), com Liquidambar
styraciflua L., os resultados mostram que diferengas no fluxo quantico podem
modificar o desenvolvimento in vitro. A elevacdo nos niveis de luz produziu
folhas mais espessadas in vitro, com uma diferenciacio do tecido palicddico no
mesofilo das folhas. A anatomia foliar destas plantulas apresentou-se mais
proxima de folhas de mudas em aclimatizacdo do que o material in vitro

crescendo sob baixa irradiancia.

2.5 Efeitos do fator sacarose nos meios de cultura

A concentracdo de sacarose no meio de cultura tem efeito sobre a
multiplicacdo e o crescimento. Concentracdes de 2 a 4% (peso por volume) sdo
as mais comuns. Abaixo dessa faixa, pode ocorrer clorose nas culturas e, acima
dela, pode-se incorrer em problemas de excessivo potencial osmético do meio,
possibilitando deterioracio das culturas (Grattapaglia & Machado, 1998).

Kozai (1991) ressalta que uma possivel razdo fundamental para os

elevados custos de produgdo, na micropropagacdo convencional, é a presenca de
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sacarose no meio de cultura. Nestas condigdes, observam-se rdpidos
crescimentos heterotréficos de fungos e bactérias. Quando a sacarose estd
presente no meio, as plantulas ndo se desenvolvem fotoautotroficamente,
provocando retardo no crescimento e em alguns casos, altas percentagens de
morte durante a fase de aclimatizacdo. Omitindo a sacarose do meio de cultivo,
ocorrem beneficios as plantulas, ndo somente pela promo¢do da condicdo
fotoautotréfica in vitro, mas também pela redugdo na perda de plantulas devido a
contaminacdes bioldgicas no meio de cultura.

O cultivo in vitro, utilizando meio de cultura desprovido de sacarose,
permite que recipientes bem maiores do que os convencionais para cultura de
tecidos, sejam usados com poucos riscos de contaminagdes, resultando em
economia de mao-de-obra (Kozai & Iwanami, 1988).

George (1993a) observa que a presenca de sacarose no meio de cultura
inibe a formagdo de clorofila e conseqiientemente a fotossintese, prejudicando o
crescimento autotréfico.

Debergh (1988) afirma que a reducdo ou até mesmo a eliminac¢do da
sacarose do meio de enraizamento deve ser utilizada com a finalidade de facilitar
a passagem das plantas para o estdgio autotréfico no transplantio para a fase de
aclimatizagdo.

Foi observado que regenerantes de arroz, a partir de cultura de calos,
cultivados em meio de cultura desprovidos de sacarose, com enriquecimento de
CO,, apresentaram hiperhidricidade, de forma que suas brotacdes provavelmete
continham  anormalidades  anatdmicas, incluindo estdmatos pouco
desenvolvidos (Seko & Nishimura, 1988). A hiperhidricidade, ou vitrificagao,
pode ter sido verificada em funcdo do baixo potencial hidrico do meio de
cultura, disponibilizando mais facilmente d4gua para os explantes. Desta forma, a
eliminagdo total da sacarose do meio de cultura deve ser questionada, para

algumas situagdes.
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Normalmente para o cultivo in vitro de células de tecidos ou orgdos, faz-
se necessdria a incorporagdo de uma fonte de carbono no meio de cultura. A
sacarose € quase que universalmente usada para o propdsito da micropropagagao
ou cultivo in vitro. A concentracio 6tima de sacarose para a inducdo de
morfogénese ou crescimento difere entre os diferentes genotipos e as vezes entre

gendétipos proximos (George, 1993).

2.6 Caracteristicas anatomicas.

As plantulas micropropagadas apresentam folhas com divergentes
aspectos anatomicos e fisioldgicos, quando comparadas com plantas nao
cultivadas in vitro, tais como reduzida diferenciacdo do mesofilo com grandes
espacos intercelulares, decrescente desenvolvimento da cera cuticular e
estOmatos elevados, volumosos, de crescente densidade, com funcionalidade
diminuida (Brainerd et al.,1981; Grout & Aston 1978; Wetzstein & Sommer,
1983).

Plantas provenientes do cultivo in vitro apresentam cuticula pouco
espessada, estdmatos pouco funcionais com um deficiente mecanismo de
abertura e fechamento, além de apresentarem uma fraca conexao vascular
entre o sistema radicular e a parte aérea, o que as caracteriza pela alta
suscetibilidade a baixa umidade relativa durante a aclimatizagcdo (Pierik
1990).

As folhas podem ser diferenciadas em fung¢do da sua natureza
morfolégica e de suas estruturas anatomicas em dois tipos: folhas de sombra e
folhas de sol. As folhas de sombra possuem anatomia e propriedades
fisiol6gicas especificas que as capacitam a utilizar baixas intensidades
luminosas com elevada eficiéncia, todavia ndo sdo capazes de fazer uso
eficiente da luz plena, sob altas intensidades, por provocar a foto-oxidag¢ao dos

plastideos (Bjorkman & Holmgren, 1963; Coombs & Hall, 1982). Por outro
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lado, as folhas de sol sd@o mais facilmente adaptadas as condi¢des de sombra,
pela prépria arquitetura das plantas, que promovem o auto-sombreamento de
suas folhas a medida que se desenvolvem.

Normalmente as folhas de sol sdo menores e mais espessas, com maior
desenvolvimento da cuticula. Nessas folhas, tanto o parénquima palicddico
como o parénquima lacunoso encontram-se no mesofilo, bem diferenciados. As
células do parénquima pali¢ddico sdo maiores e bem organizadas, de forma que
os espagos intercelulares sdo pequenos, apresentando uma maior 4drea de
superficie externa de paredes, além de possuir células mais alongadas na dire¢io
perpendicular a superficie foliar. As paredes celulares e a epiderme sao também
mais espessas (Esau, 1976; Mitchell, 1979; Whathey & Whathey, 1982;
Coombs & Hall, 1982). Nas folhas de sol, aumenta a rela¢do entre parénquima
palicddico e parénquima lacunoso, bem como o desenvolvimento de tecidos de
sustentagdo (Medri & Lleras, 1980). Respostas a mudangas de luminosidade sdo
verificadas nas duas faces das folhas (adaxial e abaxial), porém a face adaxial é
geralmente mais afetada (Engel & Poggianni, 1989). Esau (1965) esclarece que
as modificagdes ocorrem de maneira irreversivel ja no primérdio da gema.

As folhas formadas em ambiente in vitro geralmente carecem de
cerosidade epicuticular bem desenvolvida, possuem estdmatos elevados
externamente a epiderme, os quais ndo se fecham eficientemente e apresentam
uma anatomia interna fracamente estruturada. Essas folhas podem também ser
ineficientes em termos fotossintéticos, € nunca se tornardo ‘“normais”, sendo
portanto imperativo que novas folhas mais similares as desenvolvidas em
ambientes naturais ou de casas de vegetacdo sejam desenvolvidas relativamente
rdpido, nas mudas micropropagadas (Preece & Sutter, 1991).

Considerando a densidade estomética, observa-se que esta caracteristica
¢ amplamente afetada pela intensidade luminosa. Diversos trabalhos t&m

demonstrado que sob alta irradiancia, a freqiiéncia de estomatos por unidade de
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drea superficial da folha é alta (Bjorkman & Holmgren, 1963; Evans, 1973;
Boardman, 1977; Ashton & Turner, 1979; Medri & Lleras, 1980). A densidade
estomadtica € inversamente proporcional a drea da lamina foliar e quando plantas
da mesma espécie foram submetidas a diferentes condicdes ambientais, a
mesma correlagdo era mantida (Gupta 1961).

Sciutti & Morini (1995) trabalhando com quatro diferentes
porcentagens de umidades relativas, dentro dos frascos de cultivo in vitro, na
fase de enraizamento de ameixeira, observaram que as densidades estomadticas
foram maiores sob ambiente in vitro com 100% de umidade relativa e
decresceram significativamente com o decréscimo da umidade no interior dos
frascos. Esta alta densidade estomdtica verificada influenciou na rapida
dissecacdo dos tecidos quando transferidos ao ambiente externo.

Lee et al. (1988) estudando os efeitos de trés densidades de fluxo de
quantum (50 wmol m? s'; 155 umol m™ s™ e 315 wmol m™ s') na morfologia
das folhas de Liquidambar styraciflua L. sob ambiente in vitro e in vivo,
conduzido em sala de crescimento sob temperatura ambiente de 26° C e
fotoperiodo de 16 h, verificaram que as configuragdes dos estdmatos foram
pouco afetadas pelo fluxo quantico. Entretanto, as condi¢des ambientais dos
cultivos in vitro vs. in vivo apresentaram pronunciados efeitos na topografia dos
estomatos. As folhas das plantulas in vitro exibiram células-guarda elevadas, em
estomatos abertos, sob quaisquer condi¢des de intensidade luminosa.

Capellades et al. (1990) descrevem que na fase de multiplicacdo in
vitro, de Rosa multiflora L. cv. Montse , com 100% de umidade relativa dentro
dos frascos de cultivo, e 25 pmol m~ s"'de intensidade luminosa, as densidades
estomdticas foram significativamente maiores do que nas plantas em fase de
enraizamento in vitro, com 80 Wmol m~ s de intensidade luminosa e sob
umidade relativa de 75% e 100%, e também maiores do que as plantulas em

aclimatizagdo. Foi observado ainda que os estdmatos das folhas dos explantes e
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plantulas, nas fases de multiplicacdo e enraizamento com 100% de umidade
relativa dentro dos frascos, apresentaram-se elevados acima da superficie das
células epidérmicas; ao passo que os estdmatos das plantulas, na fase de
enraizamento com 75% de umidade relativa nos frascos, e os das folhas das
plantas em condicao de campo, apresentaram-se abaixo das células epidérmicas.

Também Wetzstein & Sommer (1983) verificaram densidades
estomadticas significativamente maiores em cultivo in vitro do que em plantas de
campo ou nas folhas de plantas em fase final de aclimatizacao.

Contrariamente, Brainerd et al. (1981) em trabalho com ameixeira cv.
Pixy sob trés diferentes ambientes de cultivos (explantes in vitro com luz
artificial em intensidade normal, plantas em aclimatiza¢do em casa de vegetagcao
e plantas no campo), verificaram que as densidade estomadticas foram menores
nos explantes in vitro (150 + 60 estdmatos por mm®) do que nas plantas em
aclimatizacdo na casa de vegetagio (300 + 60 estdmatos por mm?).

Smith et al. (1986) em trabalho com Bétula branca asidtica Betula
platyphylla var. szechanica, comparando a anatomia de explantes in vitro,
plantulas em cdmara de crescimento e material em casa de vegetacdo,
verificaram que as células palicddicas nas sec¢Oes transversais, contabilizaram
aproximadamente 38% do total da espessura das se¢des transversais nas plantas
em casa de vegetacdo e nas plantulas em cdmara de crescimento, porém
somente 21% nas folhas dos materiais in vitro. Também as nervuras principais
das folhas de materiais in vitro apresentaram apenas 13% da édrea da segdo
transversal ocupada por vasos xilematicos/floemdticos. Em contraste, nas folhas
das plantas de casa de vegetagao, o sistema vascular compreendeu 27% de toda
a drea e nas plantulas em camara de crescimento 17%.

Donnelly & Vidaver (1984), trabalhando com estudos da anatomia
foliar de framboesa Rubus idaeus, comparando plantulas in vitro em fase de

enraizamento com plantulas em aclimatizagdo e plantas em controle de
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crescimento no campo, verificaram que as folhas dos materiais in vitro
apresentaram-se menores, mais finas, e com células palicddicas e células do
mesofilo menos compactadas em relagdo as plantas controle (de campo),
permitindo assim maiores espacos intercelulares. As novas folhas que se
desenvolveram apds dois meses de aclimatizagido apresentaram uma anatomia
foliar similar a das folhas das plantas controle.

E evidente que os tecidos foliares produzidos in vitro, apesar de
mostrarem-se  teoricamente bem adaptados e metabolicamente ativos,
apresentam sua morfologia interna e suas caracteristicas estomdticas pouco
funcionais, e incapazes de sobrepujarem as adversidades das condigdes
atmosféricas no ambiente ex vitro. Uma gradual intensificagdo da luminosidade
proporcionada aos frascos de cultivo, juntamente com a diminuicdo na
concentracdo de sacarose nos meios de cultura, pode ser de grande utilidade na
aclimatizagdo, ainda na condicdo in vitro, proporcionando as plantulas uma
anatomia mais adaptada, com um metabolismo mais préximo da condi¢do

autotréfica, contribuindo para a reducdo de perdas na fase de aclimatizacdo.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho de pesquisa foi conduzido na Unidade Biofébrica da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada na cidade de Cruz das Almas,
Bahia, a 12° 40’ de Latitude Sul, 39° 06’ de Longitude Oeste e 200 metros de
altitude.

O experimento foi instalado em janeiro de 2004 e conduzido até marco

do mesmo ano.

3.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado consistiu de explantes de bananeira da
cultivar tripléide (AAB) Prata And, tendo sido selecionadas as plantas
“matrizes”, para a extra¢do das gemas, a partir do banco ativo de germoplasma

de bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

3.2 Extracao das gemas e desinfestacdo do material

Na fase de estabelecimento, em ambiente externo, procedeu-se a
extracdo de gemas laterais e apicais dos rizomas das plantas “matrizes”
selecionadas. As dimensdes iniciais dessas gemas eram de aproximadamente 10
cm X 10 cm x 12 cm. Em seguida realizou-se a lavagem com detergente, o
enxague em dgua de torneira, com a posterior desinfestacdo em hipoclorito de
s6dio 3% durante 30 minutos. Apds esta primeira desinfestacdo, as gemas pré —
tratadas foram novamente reduzidas, realizando cortes superficiais na base das
mesmas e transversal na parte apical. Apds a segunda redugdo, as gemas com
dimensdes aproximadas de 5 cm x 5 cm x 2,5 cm foram novamente
desinfestadas com hipoclorito de célcio, na concentragdo de 10%, durante 20

minutos. Neste estdgio transferiu-se todo o material para o interior das cAmaras
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de fluxo laminar, e sob total assepsia, novamente procederam-se cortes
superficiais até que atingissem as dimensdes de 1 cm x 1 cm x 0,5 cm, quando
foram novamente desinfestadas com hipoclorito de cdlcio HTH®, na
concentracdo de 5%, durante 5 minutos. Em seguida, foram mais uma vez
reduzidas até atingirem as dimensoes de 0,5 cm x 0,5 cm x 0,5 cm, procedendo-
se a inoculagdo em meio de cultura. Nestas condi¢des, os explantes
permaneceram sob fotoperiodo de 16 h, na temperatura de 27° C + 2° C, durante
45 dias, apds os quais realizou-se a eliminagdo dos contaminados e deu-se
prosseguimento a fase seguinte, que consistiu em corte a0 meio, com o objetivo
de atingir a gema apical, quebrando a dominéncia apical e forcando multiplas

brotagdes laterais.

3.3 Meios de cultura e condicoes de incubacao

Nas fases iniciais de cultivo, ou seja, estabelecimento e multiplicacdo, o
cultivo dos materiais foi efetuado em meio de cultura basico MS (Murashige &
Skoog, 1962), suplementado com 22,2 uM de 6-Benzylaminopurine (BAP), 3%
de sacarose, solidificado com 4,5 g .L"' de phytagel® (SIGMA), sendo o pH
ajustado para 5,8.

Na fase de enraizamento, foi utilizado o meio de cultivo basico MS
(Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 5,37 uM de Acido
naftalenoacético (ANA), 3% de sacarose, solidificado com 6g L' de agar, sendo
o pH ajustado para 5,8.

Ap6s o preparo do meio, procedeu-se a distribuicdo no volume de 50
mL em frascos de 268 mL, os quais foram vedados com tampas metdlicas, e
posteriormente levados a autoclavagem com temperatura de 121° C e de 1,2 atm
de pressao por 20 minutos.

Durante toda a fase de multiplicagdes in vitro, foi utilizado o mesmo

meio de cultivo da fase de estabelecimento.
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Nas fases de estabelecimento e multiplicagdo os materiais vegetais
foram mantidos nas salas de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, com
intensidade luminosa de 35 umol m” s, e temperatura controlada em 25 + 2° C.

Foram efetuados dois subcultivos apds a fase de corte ao meio, em
intervalos de 35 dias, quando se realizou a limpeza e subdivisao das brotacdes

retirando-se as partes oxidadas.

3.4 Cultivo sob diferentes tipos de luz e concentracoes de sacarose

De posse dos explantes em fase de multiplicac@o, no segundo subcultivo, foram
inoculados 4 explantes por frasco de 268 mL, constituindo-se em uma parcela
experimental. Cada tratamento contou com cinco repeti¢des, sendo 0s mesmos
constituidos por explantes em meio de multiplicacdo e enraizamento, contendo
30 gL' e 15g L' de sacarose sob dois diferentes niveis de densidade de fluxo
de fétons fotossinteticamente ativos (DFFA): 35umol m? s (luz artificial) e 30
- 250umol m? s (luz natural), sendo que o ambiente de luz artificial foi
conduzido em sala de crescimento com temperatura controlada em 25 + 2° C
(Figura 1), e o ambiente de luz natural foi conduzido em estufa PAD & FAN®,
com cobertura dupla de plastico inflado, sombrite® de 50% para retengio da
radiacdo solar e temperatura oscilando entre 23° C a 38° C (Figura 2).
Lateralmente a estufa é fechada por plastico rigido PVC transparente. Tanto nas
fases de multiplicacdo quanto enraizamento, os frascos foram acomodados em
estantes nas salas de crescimento e na estufa PAD & FAN®, na altura de 1,50 m

do nivel do piso.
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FIGURA 1: Sala de crescimento, onde foram conduzidas as fases
de multiplicacio e enraizamento dos explants de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, sob luz artificial.
(Foto: Rocha, 2003)

Nas Figuras 3 e 4, sdo apresentados graficos correspondentes aos dados

de intensidades luminosas e temperaturas durante o decorrer da conducio do

experimento.
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FIGURA 2: Estufa tipo PAD & FAN, onde foram conduzidas as
fases de multiplicacido e enraizamento dos explantes
de bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, sob luz natural.
(Foto: Rocha, 2003)

Os explantes foram deixados sob estas condi¢des de cultivo por 65 dias
(janeiro de 2004 até marco de 2004). Apds este periodo, as plantulas foram
transferidas para o Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras, onde foram realizadas avaliacdes
fitotécnicas em relacdo a niimero de brotacdes; nimero de brotagdes maiores

que lcm; comprimento da parte aérea em cm; maior comprimento de raiz em
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cm; massa fresca da parte aérea em gramas; massa fresca do sistema radicular

em gramas € massa seca total em gramas.
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FIGURA 3: Meédias das intensidades luminosas verificadas nos diferentes

horarios, nas posicoes dentro (1 centimetro acima dos frascos
na condicao de luz natural) e na sala de crescimento ( 1
centimetro acima dos frascos na condicio de luz artificial).
Cruz das Almas — BA, 2004.
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Fonte:
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FIGURA 4: Médias das temperaturas diarias verificadas durante os dias
de conducio do experimento. Dados coletados da Estacio
Meteorologica da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Cruz
das Almas — BA, 2004.

3.5 Avaliacao das caracteristicas anatomicas das folhas das plantulas

Ao final do experimento, apds a coleta dos dados fitotécnicos, foram
coletadas as folhas de nimero 2, conforme indicado na Figura 5 e fixadas em

alcool etilico 70%.
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Folhan’ 0

Folhan'1

FIGURA 5: Indicacdo da localizacido da folha niimero dois, nas mudas de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, utilizadas para a coleta dos
dados fitotécnicos e anatomicos. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Utilizou-se micrétono de mesa para a obtencdo de secdes transversais
do ter¢co médio foliar. Os cortes paradérmicos foram realizados manualmente no
ter¢co médio das folhas.

Na Figura 6, estdo indicados os diversos tecidos avaliados na lamina

foliar, com as distintas posi¢des de avaliacdo das espessuras dos mesmos.
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FIGURA 6: Posicoes P1 e P2 avaliadas nas secOes transversais do diversos
tratamentos. ES - Epiderme Superior;HS - Hipoderme
Superior; PP - Parénquima Palicadico; PE — Parénquima
Esponjoso; EC - Fibras Esclerenquimaticas; HI — Hipoderme
Inferior; PI — Parénquima Incolor; EI — Epiderme Inferior;
XL - Xilema; FL — Floema. UFLA, Lavras — MG, 2005.

As secdes transversais foram clarificadas em solugdo de hipoclorito de
sodio, por um periodo de 10 minutos, com posterior lavagem triplice em agua
destilada. Apos as lavagens, as secOes transversais foram coradas com azul de
astra-safranina, seguindo a metodologia descrita por Kraus & Arduin (1997) e

montadas em glicerina 50%.
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Para cada tratamento foram avaliadas 5 plantas, com o auxilio de uma
ocular micrométrica acoplada em microscépio de luz. As varidveis respostas
coletadas para a posicdo P1 das segdes transversais foram: espessura da
epiderme superior; espessura da hipoderme; diametro do maior feixe vascular
nesta posicao; didmetro do menor feixe vascular nesta posi¢do, espessura do
parénquima cortical; espessura da epiderme inferior; ndmero de feixes
vasculares perpendiculares ao sentido horizontal da secdo; espessura do
esclerénquima e espessura total desta posicdo. Para a posicdo P2, foram:
espessura da epiderme superior; espessura da hipoderme superior; espessura do
parénquima pali¢ddico; espessura do tecido esponjoso; espessura da hipoderme
inferior; espessura da epiderme inferior e espessura total destas secoes.

Para as avaliacdes de caracterizagdo dos estomatos, foram efetuados
cortes paradérmicos nas superficies abaxial e adaxial das mesmas folhas em que
se extrairam as secdes transversais. Foram feitos quatro cortes por folha, tendo
sido extraidos cortes de cinco diferentes plantas dentro do mesmo tratamento,
totalizando 20 campos de observacdo para cada tratamento. Cada campo
compreendia uma drea de 0,065 mmz, totalizando 1,3 mm>.

As sec¢Oes paradérmicas foram montadas entre lamina e laminula
diretamente com a solu¢do corante (safranina 1% em agua glicerinada).

Para as avaliagdes de caracterizacdo dos estdmatos (densidade
estomdtica por mm?; os didmetros polar e equatorial, tanto para a superficie
abaxial quanto para a adaxial) foi utilizado um microscépio Olympus CBB, com
o auxilio de camara clara, segundo a técnica de Laboriau et al., (1961).

No Laboratério de Citogenética do Departamento de Biologia da
Universidade Federal da Lavras foram feitas as fotomicrografias em

microscopio Olympus BX 60, com filme ASA 100 colorido.
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3.6 Procedimentos Estatisticos

Os dados fitotécnicos e as medicdes anatdmicas foram analisados pelo
delineamento experimental inteiramente casualizado, com oito tratamentos e
cinco repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo composta por quatro
plantas num frasco. O esquema experimental foi o fatorial 2 x 2 x 2, sendo os
fatores compostos por: tipos de reguladores de crescimento, ‘“meio”- (6-
Benzilaminopurina para multiplicacio e 4cido naftalenoacético para
enraizamento); concentragdes de sacarose no meio de cultura, ‘“‘sacarose”- (15
gL' e30gL") e duas condi¢cdes de luminosidade, com dois diferentes niveis
de densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFA) - (luz
natural e luz artificial). Os fatores foram avaliados pelo teste de médias Scott-
knott, no programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2000), a 5% de probabilidade.

Para a andlise estomdtica especificamente, também foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado, tendo sido analisados separadamente os
quatro tratamentos para a fase de multiplicacdo e os quatro tratamentos para a

fase de enraizamento, conforme descrito na Tabela 1.

TABELA 1: Descricio dos tratamentos submetidos aos explantes de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro. UFLA, Lavras — MG 2005.

Tipos de Luz Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4
Artificial Meio de Meio de Meio de Meio de

Multiplicacio Multiplicacio Enraizamento Enraizamento

com30gL'de com15gL'de com30gL'de com15gL'de
sacarose sacarose sacarose sacarose

Tratamento 5 Tratamento 6 Tratamento 7 Tratamento 8
Natural Meio de Meio de Meio de Meio de

Multiplicacao Multiplicacao Enraizamento Enraizamento

com30gL'de com15gL'de com30gL'de com15gL”de

sacarose

sacarose

sacarose

sacarose
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento fitotécnico

Na Tabela 2 € apresentado o resumo da andlise de varidncia para os
dados de desenvolvimento fitotécnico dos explantes, com os respectivos niveis
de significancia. Pode-se observar que, para a varidvel nimero de brotagdes
(NB), houve interagdo significativa entre os fatores luz e meio. Da mesma
maneira, para a varidvel nimero de brotacdes maiores que lcm (NB>1 cm)
houve interacdo entre luz e meio. Para o comprimento da parte aérea, os fatores
luz e meio atuaram significativamente de forma isolada. A varidvel
comprimento do sistema radicular (CSR) apresentou significancia para todos os
trés fatores: luz, meio e sacarose de forma independente. Para a massa fresca da
parte aérea (MFPA), houve interacdo significativa entre os fatores luz e meio.
Houve também interacdo significativa entre os fatores meio e sacarose para a
varidvel massa fresca do sistema radicular (MFSR). A varidvel massa seca total
(MST) apresentou interacdo significativa entre todos os trés fatores estudados,

luz, meio e sacarose.

4.1.1 Nimero de brotacoes (NB)

Na Tabela 3 estao apresentadas as médias dos nimeros de brota¢des em
funcdo da interacdo entre os fatores luz e meio. Pode-se verificar que o maior
nimero de brotacdes foi obtido com a utilizacdo de meio de cultura de
multiplicacdo (BAP) com o material vegetal mantido sob condigdes de luz

artificial, atingindo 2,35 brota¢des por explante.
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TABELA 2: Resumo da analise de varidncia para dados fitotécnicos em
explantes de bananeira ‘Prata Ana’ in vifro em meios de
cultura de multiplicacio (BAP) e enraizamento (ANA), sob
condicoes de luz artificial e luz natural, com duas
concentracdes de sacarose no meio de cultura (15g L" e 30g L
". UFLA, Lavras - MG, 2005.

FV GL Quadrados Médios
NB NB CPA CSR MFPA  MFSR  MST
>lem  (cm) (cm) (2 (2 (2
Luz (L) 1 1.8384* 12521% 13,7681% 13,5850%  83845% 00722  0,0064
Meio (M) 1 6,1337% 45075% 3453849% 259,7490% 131,6253* 82,6255% 0,2629%

Sacarose (S) 1 1,3902  0,8877 4,4030 23,1030%* 1,5664 3,5112*%  0,0499*

LxM 1 1,8384* 1,2521%* 2,9221 3,8990 10,2378%* 0,2450 0,0142%*
LxS 1 0,0034  0,0038 1,8480 0,3806 0,9660 1,4196 0,0141*
MxS 1 1,3902  0,8877 1,0621 0,0007 1,5138 8,2012%* 0,0043
LxMxS 1 0,0034  0,0038 0,7657 0,0075 0,5512 0,5886 0,0126%
Erro 24 0,3747  0,2959 1,2268 1,9402 1,8178 0,5234 0,0016
C.V (%) 42,57 39,55 9,93 20,75 29,18 25,32 16,68

* - Significativo ao nivel de 5%, pelo teste F

NB - nimero de brotacoes;

NB > 1cm- niimero de brotacoes maiores que um centimetro;
CPA - Comprimento da parte aérea em centimetross;

CSR - Comprimento do sistema radicular em centimetross;
MFPA — Massa fresca da parte aérea em gramas;

MFSR - Massa fresca do sistema radicular em gramas;

MST - Massa seca total em gramas.
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TABELA 3: Médias do nimero de brotacdes (NB) em explantes de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, sob dois tipos de regulador

de crescimento e dois tipos de intensidades luminosas.
UFLA, Lavras — MG, 2005.

Regulador de Crescimento

Tipos de Luz BAP ANA
Natural 1,39 B 1,00 A
Artificial 235A 1,00 A

As médias seguidas da mesma letra na vertical nido diferem entre si, pelo teste de Scott-knott, ao nivel de
5% de probabilidade.

Estes resultados concordam com os de outros autores (Raman 1977,
Lameira 1987; Godinho 1991 e Grattapaglia & Machado 1998), os quais
relatam que o BAP é um regulador de crescimento fundamental para a
multiplicacdo in vitro de diversas espécies frutiferas.

Como era previsivel, o meio de enraizamento, sem BAP, ndo foi
eficiente na multiplicacdo do material vegetal, uma vez que, o grupo de
reguladores de crescimento ao qual pertence o ANA (auxina) apresenta o
enraizamento como principal resposta bioldgica. Entretanto, alguns autores t€ém
relatado que um balanco hormonal entre auxinas e citocininas ¢ fundamental
para multiplica¢do (Quoirin & Lepoivre, 1977; Hu & Wang, 1983).

O emprego da luz artificial proporcionou maior nimero de brota¢des do
que a luz natural. O ambiente da sala de crescimento proporcionou melhores
condicdes para a obtencdo de maiores taxas de multiplicagdo celular,
conseqiientemente produzindo maior nimero de brotacdes. Possivelmente, a alta
irradiacdo e alta temperatura podem ter sido fatores deletérios, os quais
ocorreram em condicdo de luz natural, resultando em baixas taxas de divisdo

celular. Resultados similares foram encontrados por Kitto & Janick (1981) em
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trabalho com micropropagacdo de citrange Carrizo, no qual houve diminuicao
no nimero de partes aéreas em explantes expostos a altas intensidades
luminosas, uma vez que as divisdes celulares iniciais dos explantes e o
crescimento de tecidos de calus sdo, as vezes, impedidos pela luz, como foi
afirmado por George (1993b). Cm relacdo a luz, a exposicdo a elevadas
densidades de fluxo de fétons fotossintéticos, pode levar a danos por foto-
inibicdo e foto-oxidacdo do aparato fotossintético, sendo exacerbada por fatores
de estresse adicionais, tais como os baixos niveis de CO, e elevadas
temperaturas (Powels, 1984).

Contrariamente a estes resultados, Kodym & Zapata-Arias (1999)
observaram que as maiores taxas de multiplicacdo de explantes de bananeira
‘Grande Naine’, foram obtidas sob luz natural, em detrimento da luz artificial.
Entretanto, naquele trabalho, a intensidade luminosa nas salas de crescimento foi
de 65 pmol m™” s por um fotoperiodo de 16 h, ou seja, quase o dobro da
intensidade luminosa utilizada nas salas de crescimento em Cruz das Almas (35
umol m” s'). Essa elevada intensidade luminosas pode ter influenciado

negativamente nas taxas de multiplicacdo dos materiais sob luz artificial.

4.1.2 Ndmero de brotacées maiores que 1 centimetro (NB > 1cm)

Os resultados superiores obtidos para o nimero de brotacdes maiores
que lcentimetro (Tabela 4) foram também na presenca de luz artificial e meio de
multiplica¢do, comportando-se de forma semelhante aos resultados observados
anteriormente.

Sob intensidade luminosa de 35 pmol m~> st ou seja, nas condicoes de
luz artificial em sala de crescimento, as brotagdes apresentaram médias de 2,14
cm de comprimento. Estes resultados podem representar maior facilidade para
os trabalhos de repicagem, no que se refere ao manuseio dos explantes nas

camaras de fluxo laminar. Como conseqiiéncia direta, esta maior facilidade
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tenderd a aumentar a velocidade de trabalho dos operadores de repicagem,
melhorando os rendimentos dos laboratérios de micropropagacdo comercial,

permitindo maior economia com a mao de obra.

TABELA 4: Médias do nimero de brotacoes maiores que 1 centimetro
(NB>1cm) em explantes de bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, sob
dois tipos de regulador de crescimento e dois tipos de
intensidades luminosas. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Regulador de Crescimento

Tipos de Luz BAP ANA
Natural 1,35 B 1,00 A
Artificial 2,14 A 1,00 A

As médias seguidas da mesma letra maitscula na vertical ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-knott,
ao nivel de 5% de probabilidade.

4.1.3 Comprimento da parte aérea (CPA)

Pelos resultados apresentados na Tabela 5, observa-se que os
comprimentos superiores da parte aérea dos explantes foram obtidos sob luz
natural, com média de 11,80 cm, o que corrobora resultados obtidos por Seko &
Nishimura (1996), em trabalho com regeneracdo de plantulas de arroz a partir de
cultura de calos, no qual foram obtidos os maiores comprimentos das brotagdes
sob a mais alta intensidade luminosa, de 125 pmol m™” s, num fotoperiodo de
24 h, tendo resultado também na sobrevivéncia de 100% dos explantes. Apesar
dos resultados obtidos por estes autores terem sido em condi¢des de luz
artificial, a intensidade luminosa foi semelhante aos valores observados para a
condicdo de casa de vegetacdo do presente trabalho, reforcando os resultados

verificados.
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TABELA 5: Médias dos comprimentos da parte aérea (CPA), em
centimetros, de explantes de bananeira Prata Ana in vitro
em funcao de condicoes de luminosidade. UFLA, Lavras -

MG, 2005.
Condicoes de Luminosidade CPA (cm)
Luz Natural 11,80 a
Luz Artificial 10,49 b

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste F.

Como pode ser observado pela Tabela 6, foram os explantes em meio de
enraizamento que apresentaram os maiores comprimentos da parte aérea, com
média de 14,43 cm de altura. Taiz (2004) afirma que uma das principais fungdes
das auxinas nos vegetais superiores é a regulacdo do crescimento por

alongamento de caules jovens e coledptilos.

TABELA 6: Médias do comprimento da parte aérea (CPA), em
centimetros, de explantes de bananeira Prata Ana in vitro
em funcio de diferentes tipos de reguladores de crescimento.
UFLA, Lavras — MG, 2005.

Reguladores de Crescimento CPA (cm)
ANA 14,43 a
BAP 7,86 b

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste F.
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Os resultados verificados para esta varidvel demonstram que a luz
natural é capaz de promover maior crescimento da parte aérea do que a luz
artificial. Isto € particularmente importante para os explantes em fase de
enraizamento, pois a manipulacdo das plantulas enraizadas de maior tamanho
facilita o plantio na fase de aclimatizacdo, além de proporcionar um
desenvolvimento ex vitro mais rapido, permitindo a rdpida emissdo de novas
folhas, as folhas de transicdo, mais adaptadas as condi¢cdes ambientais adversas,
que sdo verificadas na casa de vegetacdo e em campo. Neste aspecto, ocorre
reducdo de perdas na fase de aclimatizacdo, reduzindo os custos de produgdo da

muda micropropagada.

4.1.4 Comprimento do sistema radicular (CSR)

De forma independente, os fatores luz, sacarose e meio foram
responsaveis pela inducdo do maior comprimento das raizes. Como pode ser
verificado nas Tabelas 7, 8 e 9, nos explantes cultivados sob luz natural, as
raizes foram maiores do que os cultivados sob luz artificial. Resultados similares
foram verificados por Kodym & Zapata-Arias (1998) em explantes de bananeira
‘Grande Naine’, que formaram raizes mais fortes e vigorosas sob luz natural. A
concentracio de sacarose de 15g L™ promoveu maiores comprimentos das raizes
do que a concentragio de 30g L', que é normalmente utilizada na fase de
multiplicacdo. A disponibilidade de uma fonte de energia € indispensavel para
que ocorra a rizogénese (Grattapaglia & Machado, 1998), no entanto, em
grandes concentracdes pode ser prejudicial como observado neste trabalho.
Desta forma a concentracdo de sacarose no meio de cultura deve ser mantida

entre 2 a3 %.
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TABELA 7: Médias do comprimento do sistema radicular (CSR), em
centimetros, de explantes de bananeira ‘Prata Ana’ in
vitro em funcio de diferentes condicoes de luminosidade.
UFLA, Lavras — MG, 2005.

Condicoes de Luminosidade CSR (cm)
Luz Natural 7,36 a
Luz Artificial 6,06 b

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste F.

TABELA 8: Médias do comprimento do sistema radicular (CSR), em
centimetros, de explantes de bananeira ‘Prata Ana’ in
vitro em funcio de diferentes concentracoes de sacarose no
meio de cultura. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Concentracoes de Sacarose CSR (cm)
15gL?! 7,56 a
30gL?! 5,86b

As médias seguidas pela mesma letra niao diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste F.
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TABELA 9: Médias do comprimento do sistema radicular (CSR), em
centimetros, de explantes de bananeira ‘Prata Ana’ in
vitro, em funcio de meios de cultura com diferentes
reguladores de crescimento. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Reguladores de Crescimento CSR (cm)
ANA 9,56 a
BAP 3,86b

As médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste F.

Em alguns casos a redug@o na concentraco ou até mesmo a eliminacao
pode ser favordvel, por facilitar a passagem das plantas para o estado autotréfico
no transplantio (Debergh, 1988). Como era de se esperar, o meio contendo
auxina foi bem superior ao que continha citocinina, na formacdo do sistema
radicular. Estes resultados corroboram informagdes de Hu & Wang (1983) de
que a auxina estd presente em 86% dos meios de enraizamento, € que o ANA
parece ser a auxina com maior eficiéncia no estimulo ao enraizamento no cultivo
in vitro.

Grattapaglia & Machado (1998) afirmam que a qualidade das partes
aéreas provenientes da fase de multiplicacdo determina, em geral, o sucesso do
enraizamento. Partes aéreas pequenas nio enraizam bem e necessitam de uma
fase intermedidria de alongamento. A rizogénese ocorre de uma a trés semanas e
pode ser dividida em indugido, iniciag@o e alongamento das raizes. Enquanto as
duas primeiras fases (as vezes consideradas uma sd) respondem ou dependem de
auxina, o crescimento das raizes € inibido pela presenca deste fitorregulador,
cuja produgdo, transporte e acimulo sdo promovidos pela alta intensidade
luminosa, como demonstrado por (Andersen, 1986).

Estes resultados verificados para o maior comprimento do sistema

radicular sob alta intensidade luminosa podem ser explicados pelo fato de que a
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luz ¢ um importante fator, principalmente para o crescimento das partes aéreas e
alongamento de raizes, o que ird dotar a planta de maior resisténcia ao

transplantio.

4.1.5 Massa fresca da parte aérea (MFPA)

A interag@o dos fatores luz e meio foi responsdvel pelas maiores médias
de massa fresca da parte aérea, nos explantes de bananeira, como pode ser

observado na Tabela 10.

TABELA 10: Médias da massa fresca da parte aérea (MFPA) de explantes
de Dbananeira ‘Prata And’ in vitro sob dois tipos de
regulador de crescimento e duas diferentes condicoes de
luminosidade. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Regulador de Crescimento

Condicoes de

Luminosidade BAP ANA
Natural 2,53A 7,72 A
Artificial 2,64 A 557B

As médias seguidas da mesma letra maitiscula na vertical ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-knott,
ao nivel de 5% de probabilidade.

O mais alto valor verificado para esta varidvel foi obtido com os
explantes em meio de enraizamento sob luz natural. Kozai et al. (1995),
trabalhando com Solanum tuberosum in vitro, obtiveram os maiores pesos
frescos sob as mais altas intensidades luminosas (140 pmol m? s1), em
fotoperiodo de 16 h. Como observado anteriormente, para o comprimento da
parte aérea (CPA) e comprimento do sistema radicular (CSR), a luz natural foi a

que resultou nos maiores valores para estas varidveis, e os explantes em meio de
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enraizamento também produziram maior comprimento da parte aérea e do
sistema radicular do que os explantes em meio de multiplicacdio. Como
conseqiiéncia, as maiores massas frescas foram também verificados para
explantes em meio de enraizamento sob luz natural, sendo que para esta
veriavel, os dois fatores apresentaram efeitos sinergisticos. A principal func¢ao
do BAP é promover a quebra da dominancia apical e proliferar as gemas
axilares. Desta forma, os explantes em meio de multiplicacdo apresentam um
menor desenvolvimento da parte aérea do que os materiais em meio de
enraizamento. Neste sentido, pode-se afirmar que a fase de enraizamento sob luz
natural € vantajosa, haja vista que com a promog¢do de uma maior parte aérea, as
possibilidades de sobrevivéncia na fase de aclimatizagdo aumentam pelo maior

vigor das plantulas, associado a um correspondente vigoroso sistema radicular.

4.1.6 Massa fresca do sistema radicular (MFSR)

As maiores massas frescas do sistema radicular foram obtidos pela
interacdo dos fatores meio e sacarose, sendo que os explantes em fase de
enraizamento com meio de cultura suplementado com 30g L™ de sacarose
compuseram a combinacdo que proporcionou os maiores valores dos mesmos
(Tabela 11).

Diversos autores relatam que a diminui¢do na concentracdo de sacarose
no meio de cultura, anteriormente a fase de aclimatizagdo, é benéfica por
contribuir para a promogdo da passagem do estado heterotréfico para o
autotréfico (Boulay, 1984;Mousseau, 1986; Kozai et al., 1987; Fujiwara et al.,
1988; Kozai et al., 1988; Glazy & Compan, 1992; Fournioux & Bessis, 1993).
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TABELA 11: Médias da massa fresca do sistema radicular (MFSR) em
explantes de bananeira ‘Prata Ana’ in vitro sob dois tipos de
regulador de crescimento e duas concentracoes de sacarose.
UFLA, Lavras — MG, 2005.

Concentracdes de Regulador de Crescimento

Sacarose BAP ANA
15gL" 1,42 A 3,62B
30gL?! 1,07 A 5,30 A

As médias seguidas da mesma letra maitscula na vertical ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-knott,
ao nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos ndo seguiram a mesma tendéncia verificada para o
comprimento do sistema radicular (CSR), que se mostrou beneficiado pela luz
natural em detrimento da luz artificial e também pela concentragdo de apenas
15g L de sacarose, em detrimento de 30g L"'. Uma explicacio para estas
respostas estd no fato de que a sacarose € necessaria para o desenvolvimento de
células do xilema e floema em tecidos cultivados in vitro. Aloni (1980) afirma
que a quantidade de vasos xilemdticos € dependente da concentragdo de sacarose
no meio de cultura. Desta forma, é provavel que a dose de 30g L' seja a ideal
para uma perfeita conexdo das raizes com os vasos xilemdticos da plantula,
resultando em maiores taxas de absorcdo de dgua pelas raizes, elevando seus

calibres e conseqiientemente os seus pesos da matéria fresca.

4.1.7 Massa seca total (MST)

A massa seca total, cujo valor € a representacdo do crescimento efetivo
da parte aérea e do sistema radicular, teve a influéncia da interagdo dos trés

. . -1
fatores. O meio de enraizamento, suplementado com 30g L~ de sacarose na

40



condic¢do de luz natural, foi responsdvel pela promog¢do dos maiores valores para

a varidvel massa seca total (MST), como pode ser visto na Tabela 12 e Figura 7.

TABELA 12: Médias da massa seca total (MST) em explantes de bananeira
‘Prata Ana’ in vitro sob duas concentracoes de sacarose, com
dois diferentes tipos de regulador de crescimento e condicoes
de luminosidade. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Regulador de Crescimento

Concentracgoes BAP ANA
de Sacarose
Luz Luz Luz Luz
Artificial Natural Artificial Natural
15¢ L! 0,13 Ab 0,12 Ab 0,29 Aa 0,28 Ba
30¢g L! 0,18 Ab 0,17 Ab 0,31 Ab 0,46 Aa

As médias seguidas da mesma letra maitiscula na vertical e mindsculas na horizontal, nido diferem entre
si, pelo teste de Scott-knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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0,5 0,46 Aa
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0,4 4

0,35 - 0,31Ab
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02 - 0,18 Ab 0,17 Ab
0,15, 013 Ab 0,12 Ab
0,1 1
0,05 -
0

15g/L | 30g/L | 15g/L | 30g/L | 15g/L | 30g/L | 15gL | 30 gL

0,28Bb

mult mult mult mult enraiz enraiz enraiz enraiz

LA LA LN LN LA LA LN LN

As letras maitsculas representam a comparacio das médias quando fixadas a condicao de luminosidade
e os tipos de reguladores de crescimento, variando a concentracio de sacarose. As letras miniisculas
representam a comparacio entre todas as categorias dos trés fatores testados.

Figura 7: Representacao grafica das médias da massa seca total (MST)
em explantes de bananeira ‘Prata Anad’ in vitro sob duas
concentracoes de sacarose, com dois diferentes tipos de
regulador de crescimento e condicoes de luminosidade. UFLA,
Lavras - MG, 2005.

Estes resultados reforcam a superioridade das plantulas cuja fase de
enraizamento € conduzida sob luz natural. Nestas condi¢des, a luz natural
juntamente com a maior concentragdo de sacarose foram responsaveis por uma
elevacao de mais de 58% no peso da matéria seca total, sobre a condi¢do de luz
artificial com 15g L' de sacarose, e 48,38% sobre a condicdo de luz artificial
com 30g L' no meio de enraizamento. Kozai et al. (1987), em trabalho com
Cymbidium, verificaram que sob alta intensidade luminosa (230 pumol m?s?),
com ambiente enriquecido com CO,, ocorrem aumentos na massa seca de 70% a
100% sobre o tratamento de baixa intensidade luminosa (51 pmol m? s, sem
enriquecimento com CO,, ndo tendo havido diferencas entre as concentracdes de

sacarose testadas. Os resultados obtidos sdo semelhantes aos verificados para a
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massa fresca do sistema radicular, evidenciando que a luz natural é um forte
agente promotor de crescimento da parte aérea e do sistema radicular, e a maior
concentracdo de sacarose é necessdria para promover uma perfeita conexdo das
raizes com os vasos xilemadticos das plantulas, aumentando as taxas de absor¢ao
de 4gua e nutrientes pelas raizes, ainda no ambiente in vitro, na fase de

enraizamento.

4.2 Aspectos da anatomia foliar nos explantes in vitro

As secdes transversais obtidas a partir das folhas de explantes de
bananeira ‘Prata And’, nas diversas combinacdes dos fatores condicdes de
luminosidade, com diferentes concentracdes de sacarose e diferentes tipos de
reguladores de crescimento nos meios de cultura, apresentaram organizacdo
dorsiventral, com camada tnica de parénquima palicddico e vdrias camadas de
parénquima esponjoso, com amplas cavidades de ar e estdmatos nas duas
epidermes, caracterizando uma espécie anfihipoestomdtica com estomatos do
tipo tetracitico (Figura 8). Estdomatos deste tipo sdo envolvidos por quatro
células subsididrias, duas delas paralelas as células guarda, sendo o par restante
polar e freqiientemente menor (Alquini et al., 2003). Ndo foi verificada a
presenca de qualquer tipo de tricoma em ambas as superficies das laminas

foliares.
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10pm EHT = 20.00 kV
WD= 15mm

FIGURA 8: Fotomicrografia por microscopia eletronica de varredura de
estbmato (tetracitico) em meio de multiplicacio sob luz
artificial, na superficie abaxial em folha de explante de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro. UFLA, Lavras — MG, 2005.

As nervuras medianas em secdes transversais, na posicio P1 nos
diferentes tratamentos, apresentaram feixes vesculares colaterais com a presenga
de cavidades de ar localizadas lateralmente ao feixe vascular (Figura 8).

Virias diferencas anatdmicas foram observadas nos tecidos foliares das
plantulas cultivadas sob luz artificial e sob luz natural, principalmente com
relacdo a espessura total do limbo; espessura da camada de células palicddicas e
quanto a organizacdo e compactacio das células do mesofilo, como pode ser

observado nas Figuras 9, 10, 11 e 12. Foram igualmente verificadas diferencas
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marcantes na densidade estomdtica, na topografia e dimensdes dos estomatos,

das folhas sob os dois ambientes de intensidade luminosa testados.

4.2.1 Anatomia foliar na posicao P1.

Nas avaliacdes da posi¢ao P1 (regido compreendida pela nervura
mediana), em todas as combinacdes dos trés fatores testados conjuntamente, a
camada epidérmica, tanto da superficie abaxial quanto adaxial, apresentou-se

uniestratificada com espessa camada da hipoderme.
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Pode-se observar pela andlise de variincia (Tabela 13) que, a excecdo
das varidveis espessura da epiderme superior (ES) e didmetro do feixe vascular
menor (DE), todas as demais apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos (espessura da hipoderme (HP); didmetro do feixe vascular maior
(DA); espessura do parénquima cortical (PC); espessura da epiderme inferior
(EI); nimero de feixes perpendiculares ao sentido de envergadura da ldmina
foliar (NF); espessura do esclerénquima (EC) e espessura total da lamina foliar

(ET)).
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TABELA 13: Resumo da analise de varidncia para caracteres anatomicos, em secio transversal (Posicio P1) em
folhas de explantes de bananeira ‘Prata Ana’ in vitro em meios de cultura de multiplicacio e
enraizamento, sob condicoes de luz artificial e luz natural, e duas diferentes concentracoes de
sacarose (15g L'e 30g L") no meio de cultura. UFLA, Lavras - MG, 2005.

F.V G.L Q.M’s
ES HP DA DE PC EI NF EC ET

Luz 1 42,7248 2074,4640* 179,9032 834,4822 15449,2233* 0,7700 0,4000 6,9472 29864,0390*
Sacarose 1 0,0372 1850,9602 969,9295 134,9827 1404,8175 0,0013 0,4000 0,0015 104,0707
Meio 1 11,0460 3077,5684*  11371,3956* 464,4422 90442,9530%* 23,5776 0,4000 1164,3489%  128965,5496*
LxS 1 0,5198 5105,3402* 1201,1064* 834,1168 33902,0885% 49,9746% 2,5000% 1,0725 59927,7256*
LxM 1 56,6440 1235,8768 40,7434 15,7753 9664,9483 22,1265 4,9000* 203,0854 3065,3006
MxS 1 6,9555 1240,7732 159,9600 1413,9588 38614,4174% 0,1199 2,5000% 200,9280 25325,0497*
LxMxS 1 6,9388 3018,2112% 25,0430 12,3654 1359,4394 2,4552 0,0000 104,1030 7823,7684
Erro 32 31,3220 482,0057 266,3851 346,5269 3111,2342 7,6486 0,2000 80,9343 4514,2357
C.V (%) 30,95 50,98 17,46 50,68 16,78 20,68 19,88 51,72 16,48

* - Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F.



Para a varidvel resposta espessura da hipoderme (HP), a interacdo tripla
(LxMxS) foi significativa. Para o diametro do feixe vascular maior (DA), houve
interacdo significativa entre os fatores luz e sacarose. A varidvel resposta
espessura do parénquima cortical (PC) apresentou significancia para a interacao
entre os fatores meio e sacarose, e também para a interacdo entre os fatores luz e
sacarose. Para a espessura da epiderme inferior (EI) foi verificada uma interagao
significativa entre os fatores luz e sacarose. A quantidade de feixes no sentido
perpendicular ao eixo de envergadura da ldmina foliar, que € medida pela
variavel NF, apresentou interagdo significativa em todas as interacdes duplas
testadas, ou seja, luz com sacarose; luz com meio e meio com sacarose. A
espessura da camada de fibras perivasculares (esclerénquima) abaixo do menor
feixe vascular (EC) apresentou resultado significativo isoladamente para o fator
meio. Os resultados verificados, para a varidvel espessura total da secdo
transversal das folhas estudadas (ET), demonstram que houve interacdo dupla
significativa entre os fatores luz e sacarose e também para os fatores meio e

sacarose.

4.2.2 Espessura da epiderme superior (ES) na posicao P1.

A espessura da epiderme superior das folhas ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos. Observou-se que os dois
tipos de meios de cultura testados ndo foram capazes de afetar esta varidvel
resposta, o que também se verificou para as condi¢des de luminosidade e para as

duas concentragdes de sacarose, como pode ser visto na Tabela 14.

52



TABELA 14: Médias da espessura da epiderme superior (ES) em um, da
secao transversal (posicio P1) em folhas de explantes de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, em funcio dos fatores
reguladores de crescimento, condicoes de luminosidade e
concentracoes de sacarose isoladamente, nos meios de
cultura. UFLA, Lavras - MG, 2005.

Reguladores de Condicoes de Concentracoes de
Crescimento Luminosidade Sacarose

(BAP)  (ANA) Artificial Natural 15gL' 30gL’

ES (um) 17,55 a 18,60a 19,11a 17,04a 18,05a 18,11 a

As médias seguidas da mesma nio diferem entre si, pelo teste de Scott-knott, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Resultados semelhantes foram obtidos por Smith et al. (1986) em
trabalho com Betula platyphylla, no qual se comparou a anatomia e fisiologia de
trés diferentes tipos de materiais vegetais, ou seja, brotacdes cultivadas in vitro,
plantulas germinadas em um sistema com permanente controle de umidade e
plantas em casa de vegetacdo. Constatou-se que as espessuras das epidermes
superiores nao diferiram estatisticamente em nenhum dos trés diferentes

ambientes de cultivo.

4.2.3 Espessura da hipoderme (HP) na posicao P1.

A interacdo dos trés fatores resultou nas mais elevadas médias de
espessura da hipoderme, como pode ser observado pelos resultados apresentados

na Tabela 15 e Figura 13.
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TABELA 15: Médias da espessura da hipoderme (HP) em pm, da secio
transversal (posicao P1) em folhas de explantes de bananeira
‘Prata Ana’ in vitro, em funcio da interacio entre os fatores
reguladores de crescimento, condicoes de luminosidade e
concentracoes de sacarose isoladamente, nos meios de
cultura. UFLA, Lavras - MG, 2005.

Reguladores de Crescimento

Condicoes de ANA BAP
Luminosidade .
15g L 30g L’ 15g L 30g L’
Natural 46,68 Aa 31,46 Ba 34,02 Aa 31,27 Aa
Artificial 32,23 Ab 96,95 Aa 32,09 Ab 39,77 Ab

As médias seguidas pelas mesmas letras maitscula na vertical e miniscula na horizontal nio diferem
entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.

A condic¢@o de luz artificial, com os explantes em meio de enraizamento, numa
~ -1 . .
concentracdo de 30g L~ de sacarose foi a que promoveu a maior espessura da

hipoderme.
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As letras maiiisculas representam a comparacio das médias quando fixadas a condicdo de luminosidade
e os tipos de reguladores de crescimento, variando a concentracio de sacarose. As letras minisculas
representam a comparacio entre todas as categorias dos trés fatores testados.

Figura 13: Médias da espessura da hipoderme (HP) em pm, da se¢io
transversal (posicao P1) de folhas de explantes de bananeira in
vitro, em funcdo da interacdo entre os fatores condicOes de
luminosidade, concentracoes de sacarose e reguladores de
crescimento no meio de cultura. UFLA, Lavras — MG, 2005.

4.2.4 Diametro do feixe vascular maior (DA) na posicao P1.

O didmetro do feixe vascular maior foi influenciado pela interagdo dos
fatores luz e sacarose, como pode ser verificado na Tabela 16. Esta varidvel
representa a intensidade da atividade metabdlica das plantulas, na medida em
que quanto maior for o didmetro do feixe vascular, maior serd a possibilidade de
transporte de fotoassimilados pelo floema para outras partes da planta e também

maior serd o transporte de d4gua e sais minerais pelo xilema, a partir das raizes.
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TABELA 16: Médias do didmetro do feixe vascular maior (DA) em pm, da
secao transversal (posicio P1) em folhas de explantes de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, em funcio da interacao entre
os fatores concentracoes de sacarose e das condicoes de
luminosidade. UFLA, Lavras — MG, 2005.

- Condicoes de Luminosidade
Concentracoes de

Sacarose Natural Artificial
30gL" 96,12 Aa 80,92 Bb
15gL?! 95,01 Aa 101,73 Aa

As médias seguidas pelas mesmas letras maiisculas na vertical e minisculas na horizontal nio diferem
entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.

A mais baixa concentracdo de sacarose sob luz artificial mostrou-se
responsdvel pela promo¢do do maior DA. Resultados correlacionados com esta
tendéncia foram verificados também por Short et al. (1987), em trabalho com
couve-flor e crisdntemo, no qual as plantulas que foram cultivadas em meio de
cultura sem sacarose, evidenciaram maiores taxas fotossintéticas do que as
plantulas mantidas em meio de cultura com sacarose. Grout & Price (1987), em
trabalho com plantulas de morangueiro cultivadas in vitro, com a presenca de
sacarose no meio de cultura, verificaram uma reduzida atividade carboxilase da
enzima Ribulose 1,5 Bisfosfato Carboxilase Oxigenase (RuBP) e um negativo
balanco de carbono. Estas folhas ndo conseguiram sobreviver apds terem sido
transferidas para um meio de cultura sem sacarose. Todavia é importante
observar que o cultivo in vitfro, com total auséncia de sacarose no meio, ird
restringir a atividade fotossintética devido a reduzida concentracio de CO,
presente no frasco de cultivo. Neste sentido, uma redu¢do na concentragdo de
sacarose, como foi realizado no presente trabalho, ¢ menos dréstica do que a

total eliminacao.
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4.2.5 Diametro do feixe vascular menor (DE) na posicao P1.

No estudo da varidvel diametro do feixe vascular de menor calibre nas
folhas de bananeira in vitro, ndo foram observadas diferencas significativas entre
os tratamentos. Verificou-se que tanto os meios de cultura testados quanto as
condi¢des de luminosidade e as duas concentracdes de sacarose, isoladamente,
ou em interacdo, ndo foram capazes de afetar esta varidvel resposta, como pode

ser visto na Tabela 17.

TABELA 17: Médias do diametro do feixe vascular menor (DE) em pum,
(posicao P1), em folhas de explantes de bananeira ‘Prata
Anad’ in vitro, em funcao dos fatores reguladores de
crescimento nos meios de cultura, das condicoes de
luminosidade e das concentracoes de sacarose, isoladamente.
UFLA, Lavras — MG, 2005.

Reguladores de Condicoes de Concentracoes de
Crescimento Luminosidade Sacarose

BAP ANA  Artificial Natural 15gL' 30gL”

DFME

33,32a 40,132 4129a 32,16a 3489a 38,56a
(um)

As médias seguidas da mesma nio diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo test F.

Da mesma forma que o observado para a varidvel espessura da epiderme
superior (ES), nota-se que a varidvel DE ndo fornece resultados que possam
indicar o grau de adaptacdo da plantula as diferentes condi¢des ambientais

testadas neste trabalho.
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4.2.6 Espessura do parénquima cortical (PC) na posicao P1.

Como pode ser observado na andlise de variancia, as espessuras do PC
foram influenciadas significativamente pela interacio dos fatores meio e
sacarose ¢ também na interacdo de luz com a sacarose. Na Tabela 18 sdo
descritos os resultados das espessuras desta varidvel sob as duas concentragdes

de sacarose testadas com as duas condi¢des de luminosidade.

TABELA 18: Médias da espessura do parénquima cortical (PC) em pum, da
secao transversal (posicio P1) em folhas de explantes de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, em funcio da interacao entre
os fatores concentracdes de sacarose (30g L™ ; 15g L™) e das
condicoes de luminosidade (matural; artificial). UFLA,
Lavras - MG, 2005.

Concentracies de Condicoes de Luminosidade

Sacarose Natural Artificial
30gL! 277,70 Bb 375,23 Aa
15gL" 347,78 Aa 328,86 Aa

As médias seguidas pelas mesmas letras maiisculas na vertical, e minisculas na horizontal nio diferem
entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.

Verifica-se que sob luz artificial com quaisquer das duas concentragdes
de sacarose foram obtidas as maiores espessuras para esta varidvel. Conforme
tem sido relatado em diversos trabalhos que avaliam o desempenho do cultivo in
vitro sob altas intensidades luminosas, geralmente se observa a ocorréncia de
clorose nas folhas com perda de turgor (Kodym & Zapata-Arias, 1999; Lee et al.
1988; Powels, 1984). Neste trabalho, as menores espessuras do parénquima
cortical foram obtidas sob as mais altas intensidades luminosas (luz natural),

com 30g L' de sacarose, o que, muito provavelmente se deveu a perda de turgor
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destas folhas produzidas in vitro. Desta forma, apurou-se que a condi¢do da
luminosidade artificial ndo provoca o dessecamento dos tecidos. Verificou-se
também que a condigio de luz natural com a suplementacdo de apenas 15g L™
de sacarose igualou-se as duas combinagdes de sacarose na luz artificial.

Na Tabela 19 observa-se que, a maior espessura do parénquima cortical,
(PC) sob os dois tipos de meio de cultura testados com as duas concentracdes de
sacarose foi obtida com os explantes em meio de enraizamento, na concentracao
de 15 g L' de sacarose. Estes resultados certamente se devem a capacidade de
estimulo das auxinas para a o crescimento das partes aéreas e também devido as
maiores atividades metabdlicas sob baixas concentragdes de sacarose no meio de
cultura.

Pode-se dizer entdo que, para a obtencdo de suficiente espessamento do
parénquima cortical, a condi¢@o de luz artificial com a suplementacdo de apenas
15¢ L' de sacarose no meio deve ser preferida por proporcionar também os

maiores diametros dos feixes vasculares maiores (DA).

TABELA 19: Médias da espessura do parénquima cortical (PC) em um, da
secao transversal (posicio P1) em folhas de explantes de
bananeira ‘Prata And’ in vitro, sob duas concentrcoes de
sacarose e dois tipos de regulador de crescimento. UFLA,
Lavras - MG, 2005.

Concentracdes de Regulador de Crescimento

Sacarose BAP ANA
15g L' 259,70 A 416,94 A
30gL?! 309,98 A 342,94 B

As médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na vertical ndo diferem entre si ao nivel de 5%, pelo
teste de Scott-Knott.
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4.2.7 Espessura da epiderme inferior (EI) na posicao P1.

Apesar da andlise de variancia ter mostrado uma resposta significativa
da interacdo dos fatores luz e sacarose para a espessura da epiderme inferior,
quando foram submetidos os dados ao teste de Scott-Knott, ndo se observou
diferenca entre as médias dos tratamentos para esta interagdo. Desta forma,
observa-se que esta varidvel ndo € afetada pelos diferentes fatores testados neste

trabalho, como pode ser visto pela Tabela 20.

TABELA 20: Médias da espessura da epiderme inferior (EI) em pum, da
secao transversal (posicio P1) em folhas de explantes
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, em funcio da interacio entre
os fatores concentracoes de sacarose e condicoes de
luminosidade. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Condicoes de Luminosidade

Sacarose
Natural Artificial
30gL?! 14,35Aa 12,39Aa
15¢g L! 12,10 Aa 14,62Aa

As médias seguidas pelas mesmas letras maiisculas na vertical e minisculas na horizontal nio diferem
entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.

4.2.8 Numero de feixes vasculares perpendiculares ao sentido de
envergadura da secao transversal da lamina foliar (NF) na posicao
P1.
Os resultados verificados para esta varidvel resposta (NF), cuja grandeza

também fornece um indicio da intensidade da atividade metabdlica realizada

pelas plantulas, demonstram o efeito significativo das interacdes duplas dos
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fatores luz e sacarose; luz e meio, e meio e sacarose, como podem ser
observados pelas Tabelas 21, 22 e 23 respectivamente.

TABELA 21: Meédias do nimero de feixes vasculares perpendiculares ao
sentido de envergadura da lamina foliar (NF), da secao
transversal (posicdo P1) em folhas de explantes bananeira
‘Prata Ana’ in vitro, em funcio da interacio entre os fatores
concentracoes de sacarose e condicoes de luminosidade.
UFLA, Lavras — MG, 2005.

Condicoes de Luminosidade

Concentracoes de

Sacarose Natural Artificial
30 g/L 1,80 Bb 2,50 Aa
15 g/L 2,50 Aa 2,20 Aa

As médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas na vertical e miniisculas na horizontal nio diferem
entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.

TABELA 22: Meédias do nimero de feixes vasculares perpendiculares ao
sentido de envergadura da lamina foliar (NF), da secao
transversal (posicdo P1) em folhas de explantes bananeira
‘Prata And’ in vitro, sob diferentes condicoes de
luminosidade e regulador de crescimento. UFLA, Lavras —

MG, 2005.
Condicdes de Regulador de Crescimento
Luminosidade ANA BAP
Natural 2,60 A 1,70 B
Artificial 2,10B 2,60 A

As médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na vertical ndo diferem entre si ao nivel de 5%, pelo
teste de Scott-Knott.
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TABELA 23: Meédias do nimero de feixes vasculares perpendiculares ao
sentido de envergadura da lamina foliar (NF), da secao
transversal (posicao P1) em folhas de explantes de bananeira
‘Prata Ana’ in vitro, em funcao da interacio entre os fatores
reguladores de crescimento e concentracoes de sacarose.
UFLA, Lavras — MG, 2005.

Regulador de Crescimento

Concentracoes de

Sacarose ANA BAP
15g L 2,70 A 2,00 A
30gL?! 2,00 B 2,30 A

As médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na vertical nao diferem entre si ao nivel de 5%, pelo
teste de Scott-Knott.

Os resultados observados para estas trés interacdes duplas evidenciam
que sob condi¢des de luz natural, o maior NF é obtido em meio suplementado
com apenas 15g L' de sacarose. Ji na condi¢io de luz artificial, as duas
concentracdes de sacarose ndo apresentaram resultados diferentes para a
promocao do maior NF.

Na Tabela 22 sdo apresentados os resultados que permitem afirmar que
os maiores NF obtidos em meio de enraizamento, ocorrem na presenca de luz
natural. J& para os explantes em meio de multiplicagdo, os maiores NF sdo
obtidos sob luz artificial.

Para os explantes em fase de multiplicacdo, verifica-se que as
quantidades de feixes vasculares perpendiculares ao sentido de envergadura da

lamina foliar, com a suplementagdo de 30g L™ de sacarose no meio de cultura e
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15g L™, ndo diferiram entre si. J4 para os explantes em fase de enraizamento, os
maiores valores para esta varidvel sdo obtidos na concentracio de apenas 15g L™
de sacarose no meio de cultura. Estes resultados confirmam os anteriormente
verificados para os maiores nimeros de brotagdes (NB) e maiores nimeros de
brotacdes maiores que um centimetro (NB>1cm), que apresentaram os maiores
valores, na fase de multiplicagdo sob luz artificial. Igualmente verificado para a
massa fresca da parte aérea (MFPA), na fase de enraizamento, e na condi¢do de
luz natural, que foram obtidas as maiores massas frescas da parte aérea, sendo
que para esta mesma varidvel, os explantes em fase de multiplicacio nao
apresentaram diferencas entre as MFPA nas duas condi¢des de luz testadas.

Como estas varidveis e inferéncias refletem a atividade metabdlica dos
explantes, tanto na fase de multiplicacdo quanto de enraizamento, pode-se
afirmar que, para a promo¢do das melhores condi¢cdes de desenvolvimento in
vitro, de explantes de bananeira ‘Prata And’, a fase de multiplicacdo deve ser
conduzida sob luz artificial, com a suplementacio de apenas 15g L™ de sacarose.
Entretanto, para os explantes em fase de enraizamento, a atividade metabdlica é
mais intensificada pela condicdo de luz natural, com a suplementacdo também
de apenas 15g L' de sacarose.

Particularmente, para a fase de multiplicacdo, a obtencdo de elevadas
taxas de atividades metabdlicas dos explantes representa uma grande
importancia, por proporcionar maiores taxas de multiplicacio, contribuindo para
aumentar a eficiéncia dos protocolos. Neste sentido, os resultados obtidos para
NF sdo extremamente importantes para a definicdo das melhores condig¢bes de

cultivo.
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4.2.9 Espessura da camada de fibras perivasculares (esclerénquima - EC)
na posicao P1 (nervura mediana).

Dentre os fatores estudados, observa-se que somente o tipo de regulador

de crescimento com efeito isolado foi capaz de influenciar nesta varidvel

resposta, como pode ser visto na Tabela 24.

TABELA 24: Médias da espessura do esclerénquima (EC) em pm, na
secao transversal (posicio P1) em folhas de explantes
bananeira ‘Prata And’ in vitro, em funcao de tipos
reguladores de crescimento nos meios de cultura. UFLA,
Lavras - MG, 2005.

Reguladores Espessura
de dos
Crescimento Esclerénquimas (um)
ANA 22,78 a
BAP 11,99 b

As médias seguidas pelas mesmas letras nio diferem entre si ao nivel de 5%, pelo teste F.

As células do tecido esclerenquimético sdo encontradas em faixas ou
calotas, ao redor dos tecidos vasculares, fornecendo prote¢do e sustentacio
(Scatena & Dias, 2003). Como pdde ser visto anteriormente, foi no meio de
enraizamento que foi obtido o maior desenvolvimento dos tecidos vegetais, tanto
da parte aérea quanto do sistema radicular, o que deve ter afetado igualmente no

espessamento do esclerénquima, protegendo o feixe vascular.

4.2.10 Espessura total da secio transversal da lamina foliar (ET) na posicao
P1 (nervura mediana).
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As espessuras totais da secdo transversal da ldmina foliar na posicao P1,
foram influenciadas pelos tratamentos com interagdo dos fatores luz e sacarose,
e também pela intera¢do dos fatores meio e sacarose, como pode ser verificado

nas Tabelas 25 e 26 respectivamente.

TABELA 25: Médias da espessura total da nervura mediana (ET) em pum,
da secio transversal (posicao P1) de folhas de explantes de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, em funcio da interacio entre
os fatores concentracoes de sacarose e condicoes de
luminosidade. UFLA, Lavras — MG, 2005.

. Condicoes de Luminosidade
Concentracoes de

Sacarose Natural Artificial
30gL?! 343,19Bb 475,25Aa
15gL?! 417,61Aa 394,37Ba

As médias seguidas pelas mesmas letras maiisculas na vertical e minisculas na horizontal nio diferem
entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.

Os resultados apresentados na Tabela 25 demonstram que as maiores
espessuras das secdes transversais das nervuras medianas obtidas sob luz
natural, foram provenientes de meios de cultura suplementados com apenas 15g
L' de sacarose, ao passo que para os explantes sob luz artificial, a concentragio
de 30g L foi a que promoveu a maior espessura. Estes resultados podem ser
explicados pelo fato de que sob alta densidade de fluxos fotosinteticamente
ativos (DFFA) da luz natural, a dependéncia de uma fonte de sacarose ¢ menor
para se atingir maiores taxas fotossintéticas. Esta condi¢cdo mais préxima de um

metabolismo autotréfico provavelmente tenha induzido uma maior producio de
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cloroplastos no tecido fotossintetizante (parénquima palicddico), espessando-o

mais acentuadamente.

4.2.11 Anatomia foliar na posicao P2.

Como pode ser observado, pela Tabela 26, as varidveis avaliadas na
posicdo P2 foram: espessura da epiderme superior — ES; espessura da hipoderme
superior — HS; espessura do parénquima paligddico — PP; espessura do
parénquima esponjoso — PE; espessura da hipoderme inferior — HI; espessura da
epiderme inferior — El e espessura total da se¢do transversal — ET.

Nas avaliagdes da posicdo P2, verifica-se pela andlise de variancia
(Tabela 26) que as varidveis resposta PE e EI ndo foram influenciadas pelos
diversos tratamentos testados neste trabalho. Entretanto, as demais variaveis
(ES; HS; PP; Hl e ET) apresentaram significancia para algumas interacdes entre

os fatores testados.

4.2.12 Espessura da epiderme superior (ES) na posicao P2.

Na posicdo P2, apesar do resultado significativo na interagdo entre os
fatores meio e sacarose para a espessura da epiderme superior (ES), verifica-se
pelo teste de médias que ndo houve diferenca entre as espessuras obtidas pelo

efeito destes dois fatores interagindo, como pode ser visto na Tabela 27.
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TABELA 26:

Resumo da analise de variancia para caracteres anatomicos, da secao transversal (Posicio P2) em
folhas de explantes de bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, em meios de multiplicacdo e enraizamento
suplementados com 15 g L' e 30 g L' de sacarose, sob condicées de luz artificial e luz natural.
UFLA, Lavras — MG, 2005.

F.V G.L. Q.M’s

ES HS PP PE HI EI ET
Luz (L) I 302433 30274260% 51,5971 11254027 2722752 11,5670  10627,2740
Sacarose (S) 1 47403 3143284 758727 03705  7569000% 19847  347,9230
Meio (M) I 10,5575 73644390% 925,1554% 52504542 1773,4248% 0,0714  54935,5204*
LxS 1 369216 60032350% 1494982 18419,1180 1177,2250% 13,7945  37432,9830%
LxM I 56,6202 59684933* 5255525% 157255868 1323,1900% 0,0366 356,105
Mx S I 158,0460% 2137,2978*% 491,1907% 153252675 95,6664  9,0916  1300,6262
LxMxS 1 499746  4091,1130% 292,8433 26528265 416,1540%  1,7850  26045,2019%
Etro 32 324963 350,7855 1104582  4842,5604 100,998 94206  3283,9951
C.V (%) 26,16 21,78 34,19 38,21 15,89 19,95 14,35

* - significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.



TABELA 27: Médias da espessura da epiderme superior (ES) em pum, da
secao transversal (posicio P2) em folhas de explantes de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, sob duas concentracoes de
sacarose e regulador de crescimento. UFLA, Lavras — MG,
2005.

5 Regulador de Crescimento
Concentracoes de

Sacarose ANA BAP
30gL?! 23,94 A 18,94 A
15gL?! 20,66 A 23,61 A

As médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na vertical ndo diferem entre si ao nivel de 5%, pelo
teste de Scott-Knott.

4.2.13 Espessura da hipoderme superior (HS) , na posicao P2.

A espessura da hipoderme superior na posicdo P2 foi influenciada pela
interacdo tripla dos fatores luz, meio e sacarose, como pode ser visto pelas
médias na Tabela 28 e Figura 14.

Estes resultados confirmam a mesma tendéncia verificada na posi¢do P1,
em que a interacdo tripla dos fatores foi significativa para esta mesma varidvel,
tendo sido verificadas as maiores espessuras da HS, para os explantes em meio

. 1 e .
de enraizamento, com 30g L™ de sacarose, na luz artificial.
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Tabela 28: Meédias da espessura da hipoderme superior (HS) em pm, da
secao transversal (posicio P2) de folhas de explantes de
bananeiras in vitro, em funcao da interacio entre os fatores
condicoes de luminosidade, concentracoes de sacarose e tipos
de reguladores de crescimento nos meios de cultura. UFLA,
Lavras — MG, 2005.

Reguladores de Crescimento

Condicoes de
ANA BAP
Luminosidade
15g L 30g L' 15g L 30g L'
Natural 90,90 Aa 66,40 Bb 82,59 Aa 69,30 Ab
Artificial 88,01 Ab 152,96 Aa 71,28 Ab 66,55 Ab

As médias seguidas pelas mesmas letras maitvscula na vertical e miniiscula na horizontal nio diferem
entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.
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As letras maiiisculas representam a comparacio das médias quando fixadas a condi¢ao de luminosidade
e os tipos de reguladores de crescimento, variando a concentracio de sacarose. As letras miniisculas
representam a comparacio entre todas as categorias dos trés fatores testados.

Figura 14: Médias da espessura da hipoderme superior (HS) em um, da
secao transversal (posicio P2) de folhas de explantes de
bananeiras in vitro, em funcio da interacio entre os fatores
condicoes de luminosidade, concentracoes de sacarose e tipos
de reguladores de crescimento nos meios de cultura. UFLA,
Lavras — MG, 2005.

4.2.14 Espessura do parénquima pali¢cadico (PP), na posicao P2.

Nas avaliagdes das espessuras médias dos PP na posicao P2, verificou-se
um efeito estatisticamente significativo da interacdo dupla dos fatores luz e meio
(LxM), e também da interacdo dos fatores meio e sacarose (MxS), conforme
pode ser verificado nas Tabelas 29 e 30.

Pelos resultados apresentados na Tabela 29, verifica-se que tanto na fase
de multiplicacdo quanto de enraizamento, as espessuras dos PP nao diferem

entre si, nas condi¢cdes de luminosidade natural e artificial. No entanto, sob
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condi¢des de luz artificial, os explantes em meio de enraizamento produzem

PP’s mais espessos do que os explantes em meio de multiplicac@o.

TABELA 29: Médias da espessura do parénquima palicadico (PP) em pum,
da secao transversl (posicao P2) em folhas de explantes de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, sob diferentes condicoes de
luminosidades e de reguladores de crescimento. UFLA,
Lavras - MG, 2005.

Condicoes de Reguladores de Crescimento
Luminosidade
BAP ANA
Artificial 21,16 Ab 38,03 Aa
Natural 30,68 Aa 33,05 Aa

As médias seguidas pelas mesmas letras maiiisculas na vertical e mindsculas na horizontal nao diferem
entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.

Como se observa na Tabela 30, quando se estudou a intera¢io dupla dos
fatores meio e sacarose (MxS), verificou-se que em meio de multiplicacio
(BAP), a concentragdo de 15g L™ de sacarose proporciona as maires espessuras
do PP. Ja na fase de enraizamento, ndo houve diferenca entre as duas
concentracdes de sacarose testasdas.

Provavelmente, com a redugdo da concentragdo de sacarose no meio de
multiplicacdo, os tecidos vegetais tenham sido estimulados a producdo de
cloroplastos, para a geracao propria de cadeias de carbono por meio da atividade
fotossintética, tendo provocado um maior espessamento do parénquima
palicddico, que é o principal tecido fotossintetizante na folha, onde sdo

encontradas as maiores concentracdes de cloroplastos.
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TABELA 30: Médias da espessura do parénquima palicadico (PP) em pum,
da secao transversal (posicio P2) em folhas de explantes de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, sob duas concentracoes de
sacarose e regulador de crescimento. UFLA, Lavras — MG,

2005.
Concentracoes de Reguladorde Crescimento
Sacarose
BAP ANA
15gL" 30,81 A 33,42 A
30gL?! 21,04 B 37,67 A

As médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas na vertical ndo diferem entre si ao nivel de 5%, pelo
teste de Scott-Knott.

4.2.15 Espessura do Parénquima Esponjoso (PE), na posicao P2.

Na posi¢ao P2, ndo houve efeito de nenhum dos fatores isoladamente ou

interagindo entre si, para a promog¢do da espessura do PE, como pode ser

verificado na Tabela 26.

4.2.16 Espessura da Hipoderme Inferior (HI), na posicao P2.

As avaliagcdes, na posi¢do P2, mostraram efeito estatistico significativo
para a espessura da hipoderme inferior (HI) na interacdo tripla entre os trés
fatores estudados (LxMxS), como pode ser visualizado pela Tabela 31 e Figura

15.
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Tabela 31: Médias da espessura da hipoderme inferior (HI) em pm, da
secao transversal (posicio P2) de folhas de explantes de
bananeira in vifro, em funcio da interacio entre os fatores
condicoes de luminosidade, concentracoes de sacarose e
reguladores de crescimento nos meios de cultura. UFLA,
Lavras — MG, 2005.

Reguladores de Crescimento

Condicoes de
ANA BAP
Luminosidade
15g L™ 30g L' 15g L™ 30g L'
Natural 62,15 Ba 60,94 Aa 56,98 Aa 62,49 Aa
Artificial 83,27 Aa 73,26 Aa 67,99 Ab 38,90 Bc

As médias seguidas pelas mesmas letras maitscula na vertical e miniscula na horizontal nio diferem
entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.

Na posicdo P2, observa-se que s@o os explantes em meio de
enraizamento, sob luz artificial, tanto na concentracdo de 15g L' ou de 30g L'
de sacarose que foram responsdveis pelas maiores espessuras médias das HIL
Estes resultados foram igualmente verificados para a espessura da hipoderme
superior (HS) na mesma posicdo P2 e também para a espessura da hipoderme na
posicdo P1. Considerando-se que a hipoderme é um parénquima aqiiifero, ou
seja, um tecido responsdvel pelo acimulo de 4gua na folha, verifica-se que a luz
artificial possivelmente ndo tenha provocado danos por dessecamento deste

tecido foliar, como na condi¢ao de luz natural.
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As letras maitsculas representam a comparacio das médias quando fixadas a condi¢do de luminosidade
e os tipos de reguladores de crescimento, variando a concentracio de sacarose. As letras miniisculas
representam a comparacio entre todas as categorias dos trés fatores testados.

Figura 15: Médias da espessura da hipoderme inferior (HI) em pm, da
secao transversal (posicio P2) de folhas de explantes de
bananeira in vifro, em funcio da interacio entre os fatores
condicoes de luminosidade, concentracoes de sacarose e
reguladores de crescimento nos meios de cultura. UFLA,
Lavras — MG, 2005.

Comparando estes resultados com aqueles observados anteriormente nas
avaliagdes de comprimento da parte aérea (CPA), em que o meio de
enraizamento foi responsdvel pelo maior CPA, observa-se de igual modo um
maior desenvolvimento de todos os demais tecidos que fazem parte do mesofilo

foliar.

4.2.17 Espessura da Epiderme Inferior (EI), na posicao P2.

Pelos resultados apresentados na Tabela 26, observa-se que na posi¢do

P2 ndo houve efeito dos tratamentos sobre esta variavel.
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4.2.18 Espessura Total (ET) da lamina foliar, na posicao P2.

A interacdo tripla dos fatores LxSxM, na posi¢c@o P2, foi estatisticamente
significativa para a varidvel resposta ET, conforme se observa na Tabela 32 e

Figura 16.

Tabela 32: Médias da espessura total (ET) em um, da secdo transversal
(posicao P2) de folhas de explantes de bananeiras in vitro, em
funcido da interacdo entre os fatores condicoes de
luminosidade, concentracdes de sacarose e tipos de
reguladores de crescimento nos meios de cultura. UFLA,
Lavras - MG, 2005.

Reguladores de Crescimento

Condicoes de
ANA BAP
Luminosidade
15g L 30g L’ 15g L 30g L’
Natural 481,85 Aa 352,33 Bb 351,26 Ab 346,62 Ab

Artificial 408,20 Ab 503,11 Aa 367,74 Ab 383,40 Ab

As médias seguidas pelas mesmas letras maitscula na vertical e miniiscula na horizontal nio diferem
entre si ao nivel de 5%, pelo teste de Scott-Knott.

De maneira geral, pode-se observar que as maiores espessuras totais das
secOes transversais das laminas foliares dos explantes de bananeira sdo obtidas
em meio de enraizamento sob luz artificial, tanto nas concentracdes de 15g L™
quanto de 30g L. Estes resultados seguiram a mesma tendéncia do que foi
verificado para as espessuras das hipoderemes superiores e inferiores, pois como
pode ser observado nas Figuras 9, 10, 11 e 12, colunas B, sdo justamente as
hipodermes que ocupam os maiores espagos na secdo transversal da folha,

influenciando predominantemente na espessura total da 1dmina foliar.

75



600 -
503,11 Aa

500 - 481,85 Aa
3834 Ab 408,2 Bb
400 1367,74 Ab — 35106, 346,62 Ab 352,33 Bb
300
200
100 -
0

15g/L 30 g/L 15g/L 30 g/L 15g/L 30 g/L 15g/L 30 g/L
BAP BAP BAP BAP ANA ANA ANA ANA
LA LA LN LN LA LA LN LN

As letras maitsculas representam a comparacio das médias quando fixadas a condi¢ao de luminosidade
e os tipos de reguladores de crescimento, variando a concentracio de sacarose. As letras miniisculas
representam a comparacio entre todas as categorias dos trés fatores testados.

Figura 16: Médias da espessura total ET em um, da secio transversal
(posicao P2) de folhas de explantes de bananeira in vitro, em
funcido da interacio entre os fatores condi¢oes de luminosidade,
concentracoes de sacarose e reguladores de crescimento nos
meios de cultura. UFLA, Lavras - MG, 2005.

4.3 Densidade estomatica e dimensoes dos estomatos nas superficies abaxial
e adaxial das folhas dos explantes de bananeira.

Para a andlise dos resultados das densidades estomadticas e dimensdes
dos estdmatos na superficie abaxial das folhas, foram realizadas anédlises
estatisticas por tratamentos separados em dois grupos distintos, ou seja, 0s
tratamentos na fase de multiplicacdo e tratamentos na fase de enraizamento,
conforme a descricao da Tabela 1. Desta forma, foi definido a melhor condi¢io
ambiental, tanto para a fase de multiplicacdo quanto de enraizamento, que
proporcionou a maior densidade estomdtica, acompanhada da necessiria

funcionalidade dos estdmatos.
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4.3.1 Densidade estomatica e dimensdes dos estdomatos na superficie abaxial
das folhas.

Nas Tabelas 33 e 34, sdo apresentados os resumos das andlises de
varidncia para os tratamentos nas fases de multiplicacio e enraizamento

respectivamente.

TABELA 33: Resumo da analise de varidncia para a caracterizacio dos
estomatos da superficie abaxial em folhas de explantes de
bananeira ‘Prata And’ in vitro, em meio de cultura para a
fase de multiplicacdo, sob condicoes de luz artificial e
natural, com a suplementacio de 15g L' e 30g L’ de
sacarose. UFLA, Lavras — MG, 2005.

F.V. G.L. QM’s
NE DP DE  DP/DE
Tratamentos 3 3008,1493*  57,5335% 60,1140%  0,3910%
Erro 76 4657482 42115 52465  0,0843
CV (%) 23,15 6,16 12,37 15,78

*.- Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
NE - Nimero de Estomatos

DE - Diametro Equatorial

DP - Diametro Polar
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TABELA 34: Resumo da analise de varidncia para a caracterizacio dos
estomatos da superficie abaxial em folhas de explantes de
bananeira ‘Prata And’ in vitro, em meio de cultura para a
fase de enraizamento, sob condicoes de luz artificial e
natural, com a suplementacio de 15g L' e 30g L" de
sacarose. UFLA, Lavras — MG, 2005.

F.V. G.L. QM’s

NE DP DE DP/DE

Tratamentos 3 2150,2426* 43,7325* 68,5497  0,1658
Erro 76 496,0103 6,6427 7,7809 0,0831

CV (%) 20,54 8,43 15,88 16,17

*- Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
NE - Nimero de Estomatos

DE - Didmetro Equatorial

DP - Diametro Polar

Observa-se entdo que houve efeito dos tratamentos para todas as trés
variaveis analisadas, tanto na fase de multiplicacio quanto de enraizamento,

como pode se verificar pelas Tabelas 35 e 36 respectivamente.

TABELA 35: Médias das variaveis resposta analisadas, nas secdes
paradérmicas da superficie abaxial, em folhas de explantes
de bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, em meio de
multiplicacao, sob condiciao de luz artificial e luz natural,
com duas diferentes doses de sacarose (15g L™ e 30g L™)
no meio de cultura. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Variaveis Resposta

TRATAMENTOS

N.E. D.P.(um) D.E.(um) D.P/D.E.
T1 79,92 b 33,80 b 17,20 ¢ 2,012
T2 109,52 a 31,87 ¢ 17,20 ¢ 1,88 a
T5 93,24 b 32,11 ¢ 18,76 b 1,74 b
T6 90,28 b 3552 a 20,86 a 1,71b
CV (%) 23,15 6,16 12,37 15,78

As médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, nao diferem entre si estatisticamente ao nivel de
5%, pelo teste de Scott-knott.
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Como pode ser observado pelos dados apresentados na Tabela 35, as
maiores densidades estomdticas nos tratamentos em fase de multiplicacdo foram
verificadas na condigdo de luz artificial com a suplementacdo de 15g L' de
sacarose. Estes resultados foram igualmente verificados por Wetzstein &
Sommer (1983), que também observaram maiores densidades estomdticas em
plantulas in vitro, do que nas plantulas aclimatizadas ou nas plantas cultivadas

nas condi¢des de campo.

TABELA 36: Meédias das variaveis resposta analisadas nos cortes
paradérmicos da superficie abaxial, em folhas de explantes
de bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, em meio de
enraizamento, sob condicio de luz artificial e luz natural,
com duas diferentes doses de sacarose (15gL" e 30 g L™
no meio de cultura. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Variaveis Resposta

TRATAMENTOS

N.E. D.P.(um) D.E.(um) D.P/D.E.
T3 95,46 b 32,13 a 19,83 a 1,66 a
T4 119,88 a 29,16 b 16,48 b 1,79 a
T7 112,48 a 31,51a 18,25 a 1,79 a
TS 105,82 a 29,46 b 15,69 b 1,88 a
CV (%) 20,54 8,43 15,88 16,17

As médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, nao diferem entre si estatisticamente ao nivel de
5%, pelo teste de Scott-knott.

No entanto, sabe-se que a andlise da densidade estomdtica, pura e
simples, ndo é um bom parametro de verificacio da adaptabilidade anatdmica
das espécies a aclimatizacdo. Wardle et al. (1983) verificaram que as plantulas
de Liquidambar styraciflua em fase de aclimatizacdo apresentarm estdmatos em
formato elipséide, deprimidos em relacdo a superficie foliar e em menor

densidade do que as plantulas in vitro. Ao analisarmos as dimensdes dos
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estdmatos do tratamento 2, verificamos o menor didmetro polar, juntamente com
o menor didmetro equatorial.

Observa-se que a relagdo entre os DP e DE fornece um bom indicativo
do formato dos estdmatos, na medida em que quanto maior esta relagdo, mais
elips6ide € o formato estomdtico, e maior a sua funcionalidade. Verifica-se que o
inverso, ou seja, quanto menor esta relacdo, menos elipséide é o formato
estomadtico, e menos funcional € o estdbmato. Tem-se portanto, nesta varidvel, um
bom indicativo da funcionalidade dos mesmos. Verifica-se entdo, que o
Tratamento 2 apresentou uma relagdo DP/DE de 1,88, que € a maior relagdo, no
entanto, ndo foi diferente do verificado para o Tratamento 1.

E necessirio destacar que os explantes em fase de multiplicagdo
necessitam de 6timos niveis de atividades metabdlicas para que ocorram as
maiores taxas de multiplicacdo in vitro. Neste sentido, o aspecto da maior
densidade estomdtica participa com o maior fator de importdncia do que a
funcionalidade estomdtica, haja vista que no interior dos frascos de cultura a
umidade relativa é de 100%, e ndo ocorrem perdas de explantes por
dessecamento.

Diante disso, pode-se concluir que, para a fase de multiplicag¢do, o
Tratamento 2, ou seja, uma condi¢do de luz artificial, com a suplementagdo de
sacarose de 15g L', foi o melhor para promover as maiores densidades
estomaticas com a melhor funcionalidade dos estomatos, na superficie abaxial
das folhas dos explantes in vitro, como pode ser observado pelas fotografias de
microscopia eletronica de varredura (Figuras 17 e 18).

Observou-se ainda, que a topografia estomdtica neste tratamento 2
apresentou vantagens sobre o mecanismo de abertura e fechamento dos
estomatos, considerando-se que os estdmatos encontram-se ligeiramente
deprimidos em relagdo a superficie foliar, o que € também um dos indicativos de

uma boa funcionalidade estomatica.
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100pm EHT = 20.00 kV
WD= 15mm

FIGURA 17: Fotomicrografia em microscopia eletronica de varredura da
superficie abaxial em folhas de explantes de bananeira
‘Prata Anad’ in vitro, na fase de multiplicacdo, com a
suplementaciio de 15 g L™ de sacarose, sob luz artificial.
UFLA, Lavras — MG, 2005.
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FIGURA 18: Fotomicrografia em microscopia eletronica de varredura da
superficie abaxial em folhas de explantes de bananeira
‘Prata And’ in vitro, na fase de multiplicacio, com a
suplementacio de 30 g L' de sacarose, sob luz artificial.
UFLA, Lavras — MG, 2005.

Ainda, referindo-se aos estOmatos dos tratamentos em fase de
multiplicacdo, observa-se pela Figura 19, que na condicéo de luz natural, ocorre

uma intensa deposicdo de cera epicuticular.
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FIGURA 19: Fotomicrografia em microscopia eletrénica de varredura da
superficie abaxial em folhas de explantes de bananeira
‘Prata Anad’ in vitro, na fase de multiplicacdo, com a
suplementacio de 30g L' de sacarose, com luz natural.
UFLA, Lavras — MG, 2005.

Para os explantes em fase de enraizamento, verifica-se que as maiores
densidades estomaticas ocorreram para os Tratamentos 4, 7 e 8. Entretanto, ao se
analisar a relacdo DP/DE, como igual artificio para se medir a funcionalidade
estomatica, verifica-se que ndo houve diferencas estatisticas entre os tratamentos
para esta varidvel resposta, na superficie abaxial das folhas. Diante disto,
conclui-se que para a fase de enraizamento, a condi¢do de luz natural, com a
suplementagio de 15g L' de sacarose, é capaz de proporcionar elevada

densidade estomdtica, com boa funcionalidade dos estdomatos (Figura 20),
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evitando sobremaneira a excessiva perda d’4gua, e contribuindo para que as

plantulas sejam mais facilmente adaptadas & condicéo heterotroéfica.

20pm EHT = 20.00 kV/ T T
D= 14 mm

FIGURA 20: Fotomicrografia em microscopia eletrénica de varredura da
superficie abaxial em folhas de explantes de bananeira
‘Prata Ana’ in vitro, na fase de enraizamento, com a
suplementacio de 15g L' de sacarose, sob luz natural.
UFLA, Lavras — MG, 2005.

4.3.2 Densidade estomatica e dimensoes dos estématos na superficie adaxial
das folhas.

Da mesma forma como se procedeu para as avaliagdes dos estdmatos na

superficie abaxial, foi realizado para a superficie adaxial. Analisando

separadamente os tratamentos contemplando a fase de multiplicacdo, pode-se

verificar o resumo da andlise de varidncia na Tabela 37; e para os tratamentos
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que contemplaram a fase de enraizamento, verifica-se o resumo da andlise de

variancia na Tabela 38.

TABELA 37: Resumo da analise de variincia para a caracterizacio dos
estomatos da superficie adaxial em folhas de explantes de
bananeira ‘Prata Ana’ in vifro, em meio de cultura para a
fase de multiplicacdo, sob condicoes de luz artificial e
natural, com a suplementaciio de 15 g L' e 30 g L de
sacarose. UFLA, Lavras — MG, 2005.

F.V. G.L. QM’s
NE DP DE DP/DE
Tratamentos 3 6931,1100* 90,1351* 305,6995*  5,5633*
Erro 76 345,9967 6,8005 12,3710 0,8798
CV (%) 48,11 7,35 16,49 50,93

*.- Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
NE : Nimero de Estomatos

DE : Diametro Equatorial

DP : Didmetro Polar

TABELA 38: Resumo da analise de varidncia para a caracterizacio dos
estomatos da superficie adaxial em folhas de explantes de
bananeira ‘Prata Ana’ in vitro em meio de cultura para a
fase de enraizamento, sob condicoes de luz artificial e
natural, com a suplementacio de 15g L' e 30g L’ de
sacarose. UFLA, Lavras — MG, 2005.

F.V. G.L. QM’s
NE DP DE DP/DE
Tratamentos 3 270,1493*  80,2644*** 95,7830%** (,1829%%*
Erro 76 108,0789 4,9274 8,1140 0,0682
CV (%) 27,02 6,31 13,85 14,93

*.- Significativo a 6,6 % de probabilidade pelo teste F
*%.- Significativo a 5,28 % de probabilidade pelo teste F
#**. Sjgnificativo a 5% de probabilidade pelo teste F
NE : Numero de Estématos

DE : Diametro Equatorial

DP : Diametro Polar
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Observa-se que a superficie adaxial das laminas foliares apresentam
densidades estomdticas bem inferiores as verificadas na superficie abaxial.
Pelos resultados apresentados na Tabela 39, verifica-se que a condi¢do de luz
artificial, com a suplementacio de 15g L', ou seja, o Tratamento 2 é o mais
favordvel, por ter resultado na maior densidade estomatica, o que se reflete em
uma maior atividade fotossintética dos explantes, possibilitando aumentar as
taxas de multiplicacdo, e também apresentando a segunda maior relagdo
DP/DE. Estes resultados reforcam os anteriormente observados para as

superficies abaxiais dos explantes.

TABELA 39: Médias das variaveis resposta analisadas nos cortes
paradérmicos da superficie ADAXIAL, em folhas de
explantes de bananeira ‘Prata Ana’ in vitro, em meio de
multiplicacao, sob condiciao de luz artificial e luz natural,
com duas diferentes doses de sacarose (15g L™ e 30g L™)
no meio de cultura. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Variaveis Resposta

TRATAMENTOS
N.E. D.P.(um) D.E.(um) D.P/D.E.
T1 21,46 ¢ 36,48 a 17,35 ¢ 2,60 a
T2 65,12 a 32,28 b 19,69 b 1,65 b
T5 33,30b 36,70 a 21,73 b 1,70 b
T6 34,78 b 36,36 a 26,54 a 1,39 b
CV (%) 48,11 7,35 16,49 50,93

As médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem entre si estatisticamente ao nivel de
5%, pelo teste de Scott-knott.

NE : Nimero de Estomatos

DE : Diametro Equatorial

DP : Didmetro Polar

Os resultados obtidos com os explantes em fase de enraizamento na

superficie adaxial (Tabela 40) seguiram a mesma tendéncia verificada para os da

superficie abaxial, ou seja, o Tratamento 8, cujas condi¢des sdo de luz natural
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~ -1 . . .
com a suplementagdo de 15g L™ de sacarose, foi o que proporcionou a maior

relacdo DP/DE, com a menor densidade estomaética.

TABELA 40: Médias das variaveis resposta analisadas nos cortes
paradérmicos da superficie adaxial, em folhas de explantes
de bananeira ‘Prata Anad’ in vitro, em meio de
enraizamento, sob condicio de luz artificial e luz natural,
com duas diferentes doses de sacarose (15g L' e 30g L™)
no meio de cultura. UFLA, Lavras — MG, 2005.

Variaveis Resposta

TRATAMENTOS

N.E. DP.(um) D.E.(um) D.P/D.E.
T3 41,44 a 37,30 a 23,61 a 1,60 b
T4 38,48 a 33,24 b 19,02 b 1,80 a
T7 40,70 a 36,49 a 20,70 b 1,78 a
T8 33,30 b 33,75b 18,93 b 1,80 a
CV (%) 27,02 6,31 13,85 14,93

As médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo diferem entre si estatisticamente ao nivel de
5%, pelo teste de Scott-knott.

Assim, pode-se reafirmar a conclusdo de que na fase de enraizamento a
condi¢do mais eficiente para a promocdo de uma superficie foliar
anatdmicamente adaptada as condi¢des de baixa unidade relativa, € a luz natural
com apenas 15g L' de sacarose no meio de cultura. Esta conformagio da

superficie adaxial, pode ser visualizada na Figura 21.
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100pm EHT =20.00 kV N
WD = 14 mm

FIGURA 21: Fotomicrografia em microscopia eletronica de varredura da
superficie adaxial de folhas de explantes de bananeira ‘Prata
Ana’ in vitro, na fase de enraizamento, com a suplementacio
de 15g L' de sacarose, sob luz natural. UFLA, Lavras —
MG, 2005.

E possivel notar-se que as células epidérmicas e as células guarda
encontram-se em colapso. Esta conformacdo foi reportada por Wetzstein &
Sommer (1982), a qual foi atribuida aos efeitos da luminescéncia e do vacuo

nas observacdes com microscopia eletronica de varredura.
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5 CONCLUSOES

Tanto sob condi¢des de luz natural quanto artificial, em ambas as fases
de multiplicacdo e enraizamento, observou-se uma diferenciacdo do mesofilo
foliar, de forma organizada, ndo apresentando quaisquer anormalidades.

A observacdo visual dos explantes in vitro ndo indica com precisdo o
momento ideal de se proceder a transferéncia para o ambiente ex vitro,
necessitando-se de um estudo morfoanatdmico complementar .

A relagdo entre os didmetros médios polares e os didmetros médios
equatoriais, deve ser utilizada como forma de avaliagdo da funcionalidade dos
estomatos, por fornecer um forte indicio do seu formato, tanto nas superficies
abaxial quanto adaxial das folhas.

Na fase de multiplicagdo, a condicdo de luz artificial, com a
suplementacio de 15g L de sacarose, é responsdvel pelas maiores densidades
estomadticas, tanto nas superficies adaxial quanto abaxial das folhas.

Pode-se obter maior eficiéncia na micropropagacdo da bananeira ‘Prata
And’, utilizando-se a luz artificial, com a suplementaco de 30g L' de sacarose
para a fase de multiplicacio; e a luz natural com a suplementacio de 15g L' de
sacarose para a fase de enraizamento. Estas alteracdes no protocolo, resultardao
na reducdo dos custos com energia elétrica, além de reduzir perdas na

aclimatizagdo.
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