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RESUMO

PEREIRA, Monique Rodrigues; M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2014. Fontes alternativas de minerais e sacarose na
micropropagagdo da bananeira cv. Williams. Orientadora: Prof.2 Virginia Silva
Carvalho. Coorientador: D.Sc. Clayton Debiasi.

Com o objetivo de contribuir para a producdo de mudas micropropagadas de
bananeira a um custo mais acessivel, este trabalho propds o desenvolvimento de
meios de cultivo preparados com adubos comerciais em substituicdo aos sais
minerais PA normalmente usados nos laboratérios e biofabricas, além da
substituicdo da sacarose PA por acucar cristal como fonte de carbono. Uma vez
gue atualmente a producdo de mudas de bananeira é feita quase que
exclusivamente por meio da cultura de tecidos, € necessario o aprimoramento dos
protocolos existentes visando reduzir os custos do processo. Na etapa de
multiplicacédo in vitro, os tratamentos foram dispostos em DIC, em fatorial 2 x 2,
sendo duas fontes de sais minerais e duas fontes de carbono, com 15 repeti¢cdes
e quatro brotacdes cada. Como fontes de sais minerais foram usados reagentes
PA e adubos comerciais e como fontes de carbono utilizaram-se sacarose PA e
acucar cristal. O meio de cultivo foi composto pelos sais de MS, vitaminas de
White, 8 g L™ de &gar bacteriolégico e 11,1 pmol L™ de BA. As brota¢des foram
submetidas a trés subcultivos, como intervalos de 30 dias e, em seguida foram

transferidas para meio de enraizamento, de mesma composi¢do, porém sem o

Xi



BA, onde permaneceram por 30 dias. Ao final desta etapa 40% das mudas de
cada tratamento foram avaliadas quanto ao numero de folhas, a massa da
matéria fresca total, & fluorescéncia da clorofila a, aos teores de pigmentos
fotossintéticos, ao indice fotossintético, ao volume radicular e as massas da
matéria seca da parte aérea, das raizes e total. Em seguida foram submetidas a
moagem para realizagdo das analises nutricionais. O restante das mudas foi
levado para aclimatizagcdo em casa de vegetacdo, onde permaneceram por 45
dias. A fase de aclimatizacdo seguiu 0s mesmos tratamentos da etapa in vitro,
sendo instalada em blocos casualizados, com oito repeticdes e quatro plantas por
parcela. Ao final desta fase foram feitas todas as avaliagdes supracitadas. Apés a
etapa in vitro verificou-se, que para a maioria dos parametros avaliados néo
houve diferenca entre os produtos comerciais e os PA. Os teores de N, P e K nas
plantas dos tratamentos com adubos comerciais foram inferiores na fase in vitro,
porém durante a aclimatizacdo n&do houve diferenca entre os tratamentos. Ao final
da aclimatizacéo foi constatada interac&o significativa para as variaveis volume de
raizes, matéria seca de raiz e matéria seca total, sendo que o agucar cristal
associado aos sais minerais comerciais ocasionou medias inferiores para estes
trés parametros. Para o0s parametros nutricionais e fisiolégicos nao houve
influéncia dos meios de cultivo sobre as plantas ao final da aclimatizacéo.
Constatou-se que o0s sais minerais PA e a sacarose PA podem ser substituidos
por produtos comerciais sem ocasionar danos ao crescimento e ao aparato

fotossintético das mudas ao final da aclimatizacao.

Palavras-chave: Musa spp., sais minerais PA, sacarose, acucar cristal, adubos

soluveis comerciais.
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ABSTRACT

PEREIRA, Monique Rodrigues; M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. February, 2014. Alternative sources of minerals salts and sucrose
in micropropagation of banana cv. Williams. Adviser: Virginia Silva Carvalho. Co-
adviser: Clayton Debiasi.

Aiming to contribute to the production of micropropagated banana plantlets at a
more affordable cost this paper proposed the development of culture media
prepared with commercial fertilizers to replace the minerals PA commonly used in
laboratories and bio-factories, and the replacement of sucrose PA by granulated
sugar as the carbon source. Since currently the production of banana plantlets is
done almost exclusively by means of tissue culture, the enhancement of existing
protocols to reduce the costs of the process is necessary. In vitro multiplication
stage, the treatments were arranged in a completely randomized design, ina 2 x 2
factorial, with two sources of minerals and two carbon sources, with 15 replications
and four shoots each. The minerals sources used were commercial fertilizers and
PA reagents and granulated sugar and PA sucrose were used as carbon sources.
The culture medium was composed of MS salts, White’s vitamins, 8 g L*
bacteriological agar and 11,1 pmol L BA. Shoots were subjected to three
subcultures, such as every 30 days and then were transferred to rooting medium
of the same composition, but without BA, where they remained for 30 days. At the

end of this stage, 40% of the plantlets of each treatment were assessed as the
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number of leaves, total fresh matter, chlorophyll a fluorescence, photosynthetic
pigments content, photosynthetic rate, root volume and dry matter of shoots, roots
and total. They were then subjected to grinding for performing nutritional analysis.
The rest of the plantlets were taken to acclimatization in a greenhouse, where they
remained for 45 days. The acclimatization phase followed the same treatments of
in vitro step, being installed in a randomized block design with eight replications
and four plants per plot. At the end of this phase, were made all the
aforementioned analysis. After in vitro step, it was found that for the majority of the
parameters, there was no difference between the commercial and PA products.
The contents of N, P and K in the treatments with commercial fertilizers were lower
during in vitro phase, but there was no difference between treatments during
acclimatization. At the end of acclimatization, significant interaction was found for
the variables root volume, root dry matter and total dry matter, and granulated
sugar associated with commercial minerals caused lower averages for these
parameters. For nutritional and physiological parameters, there was no influence
of culture media on the plants at the end acclimatization. It was found that the PA
minerals salts and PA sucrose can be replaced by commercial products without

causing damage to growth and photosynthetic apparatus of plants.

Keywords: Musa spp., PA minerals salts, sucrose, granulated sugar, commercial

soluble fertilizers.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa a quinta posicdo entre os paises produtores de banana,
com uma producao de quase sete milhdes de toneladas em 2011 (FAO, 2013).
Dentre os maiores produtores estdo os estados da Bahia, Sdo Paulo, Minas
Gerais, Para e Santa Catarina, que juntos produziram 4,1 milhdes de toneladas
naquele ano, ou seja, mais de 60% da producéo nacional (IBGE, 2012).

A bananeira (Musa spp.) produz um dos frutos mais consumidos no
mundo, destacando-se como uma das principais fruteiras tropicais, sendo
cultivada em mais de 100 paises (FAO, 2013).

Segundo Fioravanco (2003), a banana € uma das frutas mais importantes
do mundo, tanto no que se refere a producdo quanto a comercializacdo. Em
muitos paises, além de participar diretamente na dieta da populacéo, esta fruta
representa fonte de renda para muitas familias de agricultores, gerando postos de
trabalho no campo e na cidade e contribuindo para o desenvolvimento das
regides envolvidas em sua producao.

Na propagacdo convencional da bananeira sado utilizadas mudas
produzidas na propria planta que, de acordo com o tamanho e tipo de folhas
presentes sdo denominadas de chifrinho, chifre e chifrdo. Além desses tipos
também sdo usadas mudas do tipo guarda-chuva, rizoma e segmentos de rizoma
(Borges et al., 2009).

Para Mendonca et al. (2003), a utilizacdo de mudas de boa qualidade

genética e fitossanitaria é fundamental para o sucesso da producdo agricola.



Neste sentido, técnicas de biotecnologia estdo sendo utilizadas para diversos fins,
entre os quais se destacam o melhoramento genético e a micropropagacao, que é
responsavel pela producdo de mudas de diversas espécies com fins comerciais
(Pereira, 2012).

A micropropagacdo, também denominada de propagacdo vegetativa in
vitro, € a aplicacdo mais pratica e de maior impacto da cultura de tecidos
(Grattapaglia e Machado, 1998). As mudas produzidas por esta técnica sdo
geneticamente uniformes, possuem maior vigor, sdo isentas de inUmeras pragas
e doencas e ainda podem ser mais produtivas do que as convencionais (Fancelli,
2003). Segundo Borges et al., (2009), além das vantagens citadas, a
micropropagacgao permite a obtencdo de milhares de mudas a partir de uma Unica
planta matriz selecionada. Outro aspecto positivo é a possibilidade de producéo o
ano todo, uma vez que esta técnica independe de mudancas sazonais.

Na micropropagagdo da bananeira os explantes mais utilizados séo
gemas oriundas de rizomas. O processo € realizado em laboratorio, sob
condigdes assépticas, utilizando meio de cultivo artificial e sob condigbes
controladas de temperatura, fotoperiodo e luminosidade (Pereira, 2012; Oliveira et
al., 2011; Camolesi et al., 2007).

Entre as principais desvantagens da propagacdo in vitro podem ser
citados o elevado custo dos reagentes e equipamentos utilizados no processo, as
condi¢cbes ambientais controladas necessarias, a necessidade de mao de obra
capacitada, a auséncia de protocolos para algumas espécies, a necessidade de
longos periodos de pesquisas, a ocorréncia de variacbes somaclonais e o elevado
valor final das mudas (Souza et al., 2000; Kozay et al., 1997).

Este trabalho objetivou desenvolver meios de cultivo eficientes e de baixo
custo para producdo de mudas de bananeira cv. Williams micropropagadas,
possibilitando maior acesso dos produtores aos materiais propagativos de alta

gualidade e por um preco mais acessivel.



2.  REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da cultura

As bananeiras pertencem a classe Liliopsida, ordem Scitaminales, familia
Musaceae, na qual se encontram as subfamilias Heliconioideae, Strelitzioideae e
Musoideae. Esta Uultima € caracterizada por seus sistemas foliares serem
dispostos em espirais e possuirem flores funcionalmente unissexuais. A
subfamilia Musoideae € composta por dois géneros, Ensete e Musa, sendo este
ultimo constituido por quatro sec¢des: Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys e
Eumusa (Simmonds, 1973). Eumusa € a se¢ao mais importante por contar com o
maior nimero de espécies do género e apresentar ampla distribuicdo geogréfica.
Além disso, a secdo Eumusa abrange as espécies que produzem frutos
partenocarpicos, ou seja, frutos comestiveis de polpa abundante que sao
formados sem que haja a fecundacao do évulo pelo grao de pdélen, sendo por esta
razao, desprovidos de sementes (Dantas et al., 1999).

A origem da bananeira é bastante controversa. A teoria mais aceita
propde que as primeiras bananas comestiveis teriam sido descobertas na Malasia
e foram levadas para Madagascar por volta do século V, de onde se espalharam
pelo continente africano (Soluri, 2008). Contudo, estudos recentes de DNA
sugerem gue 0s ancestrais das atuais variedades de bananas comestiveis foram
cultivados em Papua Nova-Guiné e nas Filipinas, de onde teriam se difundido

para india, Africa e Polinésia. Acredita-se que a banana tenha sido trazida a



América do Sul por viajantes polinésios, tendo sido propagada neste continente
durante os séculos XVI e XVII (Soluri, 2008).

A bananeira (Musa spp.) € uma planta herbacea cultivada em varias
regibes tropicais (Silva et al., 2006). Possui tronco curto e subterraneo
denominado rizoma que serve como 6rgdo de reserva para a planta e onde se
inserem as raizes adventicias e fibrosas. Da unido das bainhas foliares forma-se
0 pseudocaule, que termina com uma copa de folhas longas e largas, com
nervura central desenvolvida (Dantas et al., 1999).

ApoOs a producdo de determinado numero de folhas, que é variavel entre
as cultivares, a planta emite no centro da copa uma inflorescéncia com bracteas
ovaladas de coloragdo normalmente roxo avermelhada, em cujas axilas nascem
as flores. Esta inflorescéncia é uma extensdo do rizoma ou caule subterraneo.
Apés a gema vegetativa apical se diferenciar em gema floral, ndo ha mais
formacdo de folhas e o crescimento da planta cessa, entretanto esta sobrevive
pela formacdo de novos rebentos na sua base. Quando estdo novos, estes
rebentos nutrem-se por meio do rizoma principal, e a formacéao destas brotacdes
permite a constante renovacéao e a longevidade dos bananais (Manica, 1997).

A inflorescéncia da bananeira é uma espiga simples formada por um
conjunto de flores completas na estrutura, porém com funcdes unissexuais
(Moreira, 1999). Os frutos partenocarpicos sdo bagas alongadas e triloculares,
onde 0 pericarpo corresponde a casca e 0 mesocarpo € a polpa comestivel
(Dantas et al., 1999).

O cacho da bananeira é formado por pedunculo (engaco), raquis, pencas
(méo), dedos (frutos) e botéo floral (coracédo). O pedunculo da inflorescéncia é o
alongamento do cilindro central do rizoma, iniciando-se no ponto de fixacdo da
ultima folha e terminando na insercédo da primeira penca (Dantas et. al.,1999). Na
raquis, que é a continuacao do pedunculo, sdo inseridas as flores. A raquis inicia-
se no ponto de insercdo da primeira penca e termina no coragdo, que € um
conjunto de pencas de flores masculinas ainda em desenvolvimento e com suas
respectivas bracteas. A penca ou mao € o conjunto de frutos ou dedos reunidos
pelos seus pedunculos, em uma estrutura chamada de almofada, em duas fileiras
paralelas (Moreira, 1999).

Cada grupo de flores reunidas forma uma penca (mao) com um numero

variavel de frutos (dedos), originados por partenocarpia. Os frutos inicialmente



séo verdes, tornam-se amarelos com a maturacao e posteriormente comegam a
escurecer (Dantas et al., 1999).

De acordo com Manica (1997), a temperatura tem grande influéncia no
cultivo da bananeira, afetando diretamente 0s processos de respiragdo e
fotossintese da planta. A faixa de temperatura ideal para o desenvolvimento da
cultura varia entre 15 e 35°C. Em temperaturas abaixo ou acima deste intervalo, a
planta tem seu crescimento drasticamente afetado. Em temperaturas baixas
ocorre aumento do ciclo de producéo, os tecidos séo prejudicados e a polpa nao
amolece normalmente. Tais danos fisiolégicos sdo conhecidos como chilling ou
“friagem”. De forma semelhante, temperaturas acima de 35°C, sobretudo quando
associadas a seca, causam prejuizos ao desenvolvimento da planta e a qualidade
dos frutos (Pereira et al., 2006).

A bananeira € uma cultura exigente em agua, sendo o consumo elevado e
constante ao longo do ciclo da planta. As maiores producdes estdo associadas a
uma precipitacdo anual de 1.900 mm, bem distribuida ao longo do ano. A
escassez de agua torna-se mais grave nas fases de diferenciacdo floral e no
inicio da frutificacdo (Borges e Souza, 2004). Sob um regime eficiente de irrigacao
€ possivel antecipar a colheita em algumas cultivares, bem como elevar o peso
médio dos frutos (Coelho et al., 2008; Bassoi et al., 2001).

O vento € um dos fatores que mais geram danos aos bananais e as
perdas de colheita provocadas por eles podem chegar a ordem de 20 a 30% da
producdo total (Borges e Souza, 2004). Os prejuizos ocasionados pelo vento
incluem o chilling, a desidratacéo da planta devido a evapotranspiracéo elevada, o
fendilhamento entre as nervuras das folhas, a diminuicdo da éarea foliar, o
rompimento das raizes, a quebra e o tombamento da planta (Moreira, 1999).

A bananeira necessita de alta intensidade luminosa para se desenvolver
normalmente, contudo, ndo ha influéncia do comprimento do dia no seu
crescimento e na sua frutificacdo. Em cultivos submetidos a elevada
luminosidade, o ciclo vegetativo dura em torno de 8,5 meses, enquanto que em
plantas que crescem em pouca luz o ciclo pode chegar a 14 meses. A luz também
altera a duracéo do periodo de desenvolvimento do fruto. Em regies com baixa
luminosidade, o periodo para que o cacho atinja o ponto de colheita apés a sua
emissdo chega a ser 30 dias superior quando comparado aqueles de plantas

produzidas em regides de alta luminosidade (Manica, 1997).



2.2. Importancia econdmica da bananeira

Segundo a Organizagdao das NacOes Unidas para Agricultura e
Alimentagdo, a banana € a segunda fruta mais consumida no mundo, com
consumo aproximado de 10,38 kg™ hab™ ano™, perdendo apenas para a laranja,
com 12,83 kg® hab® ano. A populacdo da América do Sul é a maior
consumidora, com 21,13 kg™ hab™ ano™, seguida pela da América Central e da
Oceania, com 13,9 e 11,26 kg™ hab™ ano™, respectivamente (FAO, 2013).

Vieira (2011) afirma que o consumo da fruta vem crescendo anualmente
devido ao empenho do setor produtivo que atua na qualificacdo da producéo e do
setor mercadologico, que envolve aspectos de apresentacdo e embalagem, bem
como de divulgacdo dos beneficios gerados para o consumidor. A producao
mundial de banana mais que triplicou nos udltimos 30 anos, passando de 35
milhdes de toneladas em 1979 para 106 milhdes de toneladas em 2011,
sobretudo devido a expansao nas areas de plantio e no ganho de produtividade,
obtidos ao longo dos ultimos anos (Neto e Guimaraes, 2011).

A banana é uma fruta de consumo amplamente difundido, sendo
comercializada por duzia, quilo e até mesmo por unidade. E extremamente rica
em carboidratos, potassio e fibras sollUveis, possui teores médios de acucares e
vitamina A, porém apresenta baixos teores de proteinas e vitaminas B e C. (Jesus
et al., 2004; Someya et al., 2002). A banana contém também outros nutrientes
como fosforo, célcio, magnésio, além de possuir excelente sabor, sendo
amplamente aceita entre todas as faixas etarias e niveis sociais (Jesus et al.,
2004).

O fruto pode ser destinado tanto para consumo in natura como para
industria, na forma de fruta desidratada (Almeida, 2011; Santos et al., 2010;
Souza, 2002), doces (Godoy, 2010), aguardente (Alvarenga, 2011), banana
passa, polpa, entre outros produtos. Além disso, da bananicultura podem ainda
ser aproveitados subprodutos como o palmito, as fibras para artesanato, o0s
moveis, 0s objetos de decoracédo, o papel e os polimeros naturais (Santana et al.,
2008).

De acordo com Neto e Guimarées (2011), a banana, além de servir como
alimento basico para milhdes de pessoas, possui um excelente valor nutricional,

sendo um dos alimentos mais facilmente digeriveis. Estes autores afirmam ainda



gue esta fruta também é responsavel pelo provimento de alimentacdo adequada
para criancas e idosos, bem como para pessoas com problemas de saude ou que
sofrem de doencas intestinais e que, por essas razdes, a cultura da banana
representa papel estratégico na seguranca alimentar do mundo.

A banana possui caracteristicas peculiares de aroma e sabor que fazem
esta fruta ser bastante apreciada pela grande maioria da populacdo, desde as
classes mais baixas até aquelas com alto poder aquisitivo (EMBRAPA, 2009).

Em 2011, foi a fruta mais produzida no mundo (106,5 milhdes de
toneladas), ocupando o décimo quarto lugar entre as maiores commodities
mundiais, estando a frente de fruteiras como laranja, ma¢a e uva em volume de
producéo (FAO, 2013).

O cultivo da banana esta presente em todos os continentes, sendo que a
Asia contribui com 57,86%, as Américas com 26,16% e a Africa com 14,45% do
volume produzido. Na Europa e Oceania, embora haja cultivos da fruta, a
producdo mundial ndo alcanga 2% (FAO, 2013).

Em 2011, o Brasil foi o quinto maior produtor de banana, produzindo 6,8%
do total mundial, ficando atras da india (27,8%), China (10%), Filipinas (8,6%) e
Equador (6,9%) (FAO, 2013). Neto e Guimardes (2011) observaram que, em
2011, a area ocupada pela bananicultura no Brasil s6 foi superada pela area
cultivada na India e ainda assim a produtividade brasileira se mostra pouco
expressiva no ranking mundial entre os paises produtores de bananas analisados
pela FAO.

Em 2010, as exportacdes mundiais de banana movimentaram mais de 18
milhdes de toneladas vendidas, que totalizaram 8,0 bilhdes de dolares. Ja nas
importaces, os mercados adquiriram 17,2 milhdes de toneladas, resultando em
um montante de 11,7 bilhdes de ddlares. No Brasil, as exportacdes de banana em
2010 atingiram 17,4 milhdes de toneladas, movimentando 8,0 bilhdes de ddlares,
enquanto que as importacdes no mesmo ano foram de 17,9 milhées de toneladas,
totalizando 11,7 bilhdes de ddlares (FAO, 2013).

A bananicultura se destaca no cenario nacional devido, entre outros
fatores, a grande importancia socioeconémica representada pela atividade, que
constitui fonte de trabalho e renda para muitos agricultores e desta forma contribui
para o desenvolvimento das regides envolvidas em sua producao (Fioravanco,

2003). O consumo de banana no Brasil € elevado, sobretudo por causa do alto



valor energético da fruta, que também se sobressai dentre as outras pela sua
riqgueza nutricional (Jesus et al., 2004).

A bananeira é cultivada em todos os estados do Brasil, ocupando uma
area de 523.421 ha, com producédo estimada em 6,8 milhdes de toneladas. Neste
contexto a regido Nordeste lidera com 35% da producdo nacional, seguida do
Sudeste (33%), Sul (15%), Norte (11%) e Centro-Oeste (3%). Os maiores
produtores sdo os estados de S&o Paulo (17,42%), Bahia (15,38%), Santa
Catarina (10,07%), Minas Gerais (10,03%) e Para (7,95%) (IBGE, 2012).

Nas regides Norte e Nordeste do Brasil, a banana é consumida como
alimento basico, assumindo a mesma importancia que tem na Africa e nos paises
pobres da Asia, América Latina e Caribe (Gasparotto et al., 2006; Flori et al.,
2004).

O Estado do Rio de Janeiro possui um grande potencial de exploracéo,
entretanto contribui com apenas 2,25% da producao nacional. Em 2012 o Rio de
Janeiro produziu 154.272 toneladas de banana em uma area de 23.076 hectares,
0 que confere ao Estado uma produtividade de 6,68 t ha™ (IBGE, 2012).

De acordo com Lima et al. (2009), a producdo de banana no Rio de
Janeiro ocorre em pequenas propriedades, de 10 a 50 ha, contando com um
sistema de cultivo extrativista, com poucos tratos culturais e praticamente sem
nenhum sistema de selecdo e beneficiamento. Ainda segundo estes autores a
bananicultura € considerada de importancia secundaria no Estado, sendo
praticada principalmente em areas de declive. O resultado desta forma de manejo
€ a producédo de frutos desuniformes e de qualidade reduzida para o exigente
mercado consumidor fluminense.

A maioria das cultivares de bananeira utilizada pelos produtores
brasileiros apresenta um baixo potencial de produtividade, além de ser altamente
suscetivel as principais pragas e doencas, o que tem limitado a ampliacdo das
lavouras no Pais (Cereja, 2005).

A baixa produtividade da atividade pode estar relacionada ao sistema de
cultivo de subsisténcia adotado na maioria das lavouras do Pais. Nos ultimos
anos a bananicultura brasileira ndo acompanhou os avancos tecnoldgicos que
ocorreram em outros paises do mundo. Contudo, nas regides brasileiras onde os
cultivos sao tecnificados as produtividades tém sido iguais ou superiores aquelas

encontradas nos maiores produtores mundiais, indicando que ndo ha limitagbes



tecnoldgicas ou climaticas para a cultura da banana no Brasil (Neto e Guimaraes,
2011).

2.3. Cultivares

De acordo com Silva et al. (1997), véarios autores tém procurado
classificar e descrever as principais cultivares de banana. Ainda de acordo com
estes autores, embora exista uma grande quantidade de variedades de banana
no Brasil, apenas algumas tém potencial agroné6mico para serem comercializadas
guando séao levados em consideracdo fatores como produtividade, preferéncia
dos consumidores, tolerancia a pragas e doencas, resisténcia a seca, porte e
resisténcia ao frio.

As bananas comestiveis sao originarias de cruzamentos interespecificos
entre Musa acuminata (A) e Musa balbisiana (B), no entanto, uma terceira espécie
pode ter contribuido para a origem dos hibridos. Da combinagdo entre estes
diploides selvagens resultaram os grupos diploides (AA e AB); triploides (AAA,
AAB e ABB) e tetraploides (AAAA, AAAB, AABB e ABBB) (Simmonds e
Shepherd, 1954).

Existem quatro padrdes ou tipos principais de cultivares de bananeira:
Prata, Maca, Cavendish e Terra. Cada tipo conta com uma ou mais cultivares,
sendo que Prata, Pacovan, Prata Ana, Maca, Mysore, Terra, D’Angola, Nanica,
Nanicdo e Grand Naine sdo as mais difundidas no Brasil. Dentre elas, Nanica,
Nanicdo e Grand Naine sdo destinadas principalmente a exportacdo, enquanto
gue as demais sdo cultivadas predominantemente para o mercado interno
(Pereira et al., 2006).

As cultivares do tipo Cavendish (Nanica, Nanicdo, Grande Naine e
Williams) possuem frutos mais doces e sdo mais consumidos no Sudeste e Sul do
Brasil. As bananas tipo Terra (Terra e D’Angola) sdo consumidas
preferencialmente cozidas ou fritas. A banana ‘Mag¢a’ é a preferida pela maioria
dos consumidores em razao do seu paladar, obtendo maiores precos no mercado.
Todavia, devido a sua alta suscetibilidade ao Mal-do-Panama, estd sendo
dizimada de Norte a Sul do Brasil (Silva et al., 2004).
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A cultivar Williams, também conhecida como Giant Cavendish, pertence
ao tipo Cavendish. E cultivada em maior escala na Australia e em Honduras e
esta se tornando conhecida devido & sua boa aceitacdo no mercado,
principalmente no europeu. Possui maior resisténcia a algumas doencas e
também na pos-colheita, garantindo um produto de qualidade para exportacéo
(Kogler, 2006).

A bananeira ‘Williams’ possui porte intermediario entre a Nanica e a
Nanicdo, ndo apresentando diferenca significativa em relacdo a Grand Naine.
Suas folhas sdo mais eretas que as da Nanicdo e os cachos podem pesar de 25
kg a 50 kg, com uma producdo de 7 a 14 pencas, com 100 a 300 dedos por
cacho. E resistente a baixas temperaturas, raramente apresentando sinais de
chilling (Silva, 2013).

2.4. Propagacao da bananeira

A bananeira pode ser propagada de forma sexuada ou assexuada, sendo
este dltimo o método mais usual nos plantios comerciais por ser mais eficiente e
proporcionar maior rendimento (Alves et al., 2004).

A propagacdo da bananeira por meio de sementes sO é realizada para
fins de melhoramento genético, uma vez que as bananas se formam naturalmente
por partenocarpia. A fecundagcdo das flores nas bananeiras selvagens é feita
normalmente por insetos, em polinizacdo cruzada. Em uma mesma planta, as
flores femininas sdo as primeiras a surgirem na inflorescéncia e, quando os graos
de pélen das flores masculinas se tornam viaveis para a polinizacéo, os ovarios ja
ndo estdo mais receptivos. A autofecundacdo sé é possivel entre perfilhos
diferentes de uma mesma planta (Moreira, 1999).

As bananeiras que apresentam frutos comestiveis geralmente néo
produzem grédos de pdlen férteis e os ovarios das flores femininas dificilmente
podem ser fecundados, devido a um atrofiamento do estigma que impede a
passagem do poélen. Entretanto, em casos raros, este atrofiamento pode nao
ocorrer e a fecundacdo se processa normalmente, surgindo desta forma

sementes férteis (Moreira, 1999).
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De acordo com Mendonga et al. (2003), muitas das lavouras de banana
utiizam-se de mudas provenientes delas préprias ou de outros bananais ja
existentes. Como a propagacao convencional das bananeiras em grande parte é
feita por meio de mudas do préprio campo, estes materiais nem sempre sao de
boa qualidade ou ainda podem facilitar a disseminagéao de doencgas e pragas para
novas areas (Nakayama, 2012).

Na propagacdo vegetativa da bananeira, podem ser utilizadas mudas
oriundas de gemas desenvolvidas do rizoma, por técnicas de fracionamento de
rizoma ou pela utilizacdo da micropropagacdo (Mendoncga et al., 2003). Essas
mudas sao classificadas de acordo com seu estadio de desenvolvimento, sendo
denominadas de chifre, chifrinho, chifrdo, pedaco de rizoma, rizoma adulto e
guarda-chuva (Nakayama, 2012). Segundo Mendonca et al. (2003), o tipo de
muda usado exerce influéncia direta na duracéo do primeiro ciclo de producéo e
no peso médio do cacho.

As mudas de bananeira sdo classificadas em (Nakayama, 2012; Alves et
al., 2004 e Cordeiro, 2003):

- Chifrinho: s&o mudas com 30 a 40 cm de altura, que apresentam folhas
lanceoladas;

- Chifre: sdo mudas com 50 a 60 cm de altura, que apresentam folhas
lanceoladas e um grande diametro na base do rizoma. Esse tipo de muda possui
excelente pegamento e desenvolvimento uniforme, apresentando ciclo médio de
producdo e com potencial para produzir cachos grandes com frutos de alta
gualidade;

- Chifrdo: sdo mudas com 60 a 150 cm de altura, apresentando uma
mistura de folhas lanceoladas com folhas semilargas e com caracteristicas de
plantas adultas. Apresenta grande diametro na base do rizoma e um pequeno
diametro na parte aérea. E um tipo de muda muito utilizado no estabelecimento
de plantios comerciais por apresentar bom pegamento e crescimento rapido. As
mudas do tipo chifre e chifrdo sdo mais recomendadas nos cultivos comerciais por
serem vigorosas, faceis de transportar e manejar e por produzirem cachos
uniformes, grandes e frutos de excelente qualidade. Por serem jovens, esses
tipos de mudas ndo costumam apresentar com frequéncia problemas com ataque

de broca-do-rizoma e nematoéides;
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- Pedaco de rizoma: sdo fracdes de rizomas que contém pelo menos uma
gema intumescida e com peso a partir de 0,8 kg;

- Rizoma adulto: sdo mudas de rizomas bem desenvolvidos, mas que
ainda ndo apresentam gemas visiveis;

- Guarda-chuva: sdao mudas com folhas adultas, com rizomas pequenos,
gue devem ser evitadas por apresentarem ciclos reprodutivos mais longos e
possuirem pouca reserva.

Alves et al. (2004) afirmam que deve-se optar por mudas de boa
procedéncia para iniciar o bananal, utilizando preferencialmente aquelas oriundas
de propagacéo in vitro, que sao produzidas em condi¢cdes que reduzem 0S riSCos
de contaminacao por patdgenos.

As mudas utilizadas nos plantios devem ser oriundas de viveiros
certificados ou de micropropagacdo, nao podendo apresentar sintomas de
doencas e presenca de plantas daninhas. Além disso, € importante que o bananal
nao apresente mistura de cultivares, o que reduz a uniformidade dos frutos, bem
como nao tenha mais de quatro anos, pois, com o aumento da idade as plantas
vao perdendo seu vigor (Fancelli, 2003).

Cordeiro e Mesquita (2000) enfatizam que a utilizacdo de mudas de
bananeira ndo certificadas ou de origem desconhecida acarreta em problemas
fitossanitarios que colocam em risco toda a lavoura, como por exemplo: o Mal-do-
Panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense), a broca-do-rizoma (Cosmopolites
sordidus), os nematoides (Radopholus similis, Helicotylenchus multicinctus,
Meloidogyne spp. e Pratylenchus coffeae), o moko (Ralstonia solanacearum), a
podriddo-mole (Erwinia spp.) e algumas viroses.

A micropropagacédo consiste em multiplicar in vitro segmentos de plantas,
denominados de explantes, em meio de cultivo artificial e sob condicGes
controladas de luminosidade, temperatura e fotoperiodo (Borges et al., 2009).

Segundo Pereira (2012), os primeiros relatos sobre a aplicacdo da
micropropagacao em espécies do género Musa ocorreram na década de 60 e
muitos trabalhos foram realizados desde entdo (Bidabadi et al., 2012; Carvalho et
al., 2012; Pereira, 2012; Ribeiro et al., 2012; Andrade et al., 2011; Oliveira et al.,
2011; Pereira et al., 2011; Pereira et al., 2009; Rios et al., 2008; Bernardi et al.,
2004; Santos e Rodrigues, 2004; Debiasi et al., 2002; Braga et al., 2001; Sa e
Braga, 2002; Lemos et al., 2001; Mendes et al., 1996; Haridasan e Caldas, 1989).
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A micropropagacdo possui indmeras vantagens em comparagdo aos
métodos convencionais, como altas taxas de multiplicagdo em um espaco de
tempo reduzido, producdo de mudas de maior qualidade fitossanitaria, isentas de
micro-organismos patogénicos e plantas invasoras. Além disso, esta técnica pode
ser muito utilizada para conservacdo de germoplasma e producdo de mudas
basicas de novas cultivares de bananeira desenvolvidas pelos programas de
melhoramento genético (Souza et al., 2000).

Como principais desvantagens da micropropagacédo podem ser citados o
elevado custo final das mudas, devido a alta tecnologia empregada e a ocorréncia
de variagdes somaclonais nas mudas micropropagadas (Faril e Melo, 1996).

Em levantamento realizado por Carvalho et al. (2011), verificou-se que as
espécies frutiferas lideram o mercado brasileiro de plantas propagadas in vitro,
representando 40,9% do total de mudas produzidas. Dentro deste grupo, a
bananeira € a fruteira mais micropropagada, com 76,6% da producdo. Entre as
principais cultivares destacam-se: Prata Ana, FHIA18, Grande Naine, Mag4,
Williams e Caipira. Ainda segundo estes autores, entre os anos de 2009-2010,
aproximadamente 7,5 milhdes de mudas de bananeira foram produzidas
utilizando as técnicas de cultura de tecidos.

Os explantes mais utilizados na propagacao in vitro da bananeira sao
apices meristematicos retirados de mudas do tipo chifrinho. Neste método, os
apices juntamente com parte do rizoma sao levados para o laboratério, onde séo
cortados, desinfestados e, posteriormente passam por diversas etapas de
crescimento e multiplicacdo até a obtencdo das mudas, que sdo aclimatizadas e,
por fim, comercializadas (Borges et al., 2009). Ha trabalhos na literatura que
utilizam, como explantes, 6rgaos reprodutivos, como apices meristematicos florais
(Mahadev et al., 2011; Oliveira e Pereira, 2011). Porém, esse tipo de explante ndo
€ utilizado comercialmente por apresentar rendimento inferior em relacdo aos
apices meristematicos e nao estarem disponiveis o ano todo. Além disso, o0s
protocolos existentes ndo estdo suficientemente detalhados e adequados a
determinadas cultivares, o que dificulta sua aplicacdo em larga escala na
producdo de mudas de bananeira (Santos-Serejo et al., 2009).

Para a bananeira, Santos-Serejo et al. (2009) compararam os métodos de
propagacdo convencionais e a micropropagacao e observaram que esta ultima é

consideravelmente superior aos demais processos no que diz respeito ao numero
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de mudas obtidas. Esses autores afirmam que, enquanto na propagacao
vegetativa convencional sdo necessarios 12 meses para a obtencédo de 10 a 30
mudas, na micropropagacado sao obtidas cerca de 10 vezes mais mudas na
metade deste tempo.

by

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos visando a propagacao
vegetativa in vitro em grande escala da bananeira e também a melhoria dos
protocolos ja existentes. A utilizacdo de biorreatores é uma alternativa bastante
promissora e utilizada nas biofabricas pelo fato de acelerar a taxa de multiplicacéo
e reduzir os custos com mao de obra por meio da automatizacdo da etapa de
multiplicacéo (Lemos et al. 2001). Estudos com reducao da oxidacdo (Camolesi et
al., 2007) e com desenvolvimento de protocolos eficientes para a
micropropagacgéo da bananeira também estdo sendo realizados com o objetivo de
elevar a producdo de mudas e aumentar a qualidade destes materiais (Bidabadi
et al., 2012; Carvalho et al., 2012; Pereira, 2012; Andrade et al., 2011; Oliveira et

al., 2011; Pereira et al., 2011; S& e Braga, 2002; Braga et al., 2001).

2.5. Fontes alternativas na micropropagacéo da bananeira

A micropropagacédo comercial de plantas ja é realidade em varias regides
do mundo, como Europa Ocidental, América do Norte, Asia, Austrélia e Israel.
Entretanto, a principal limitacdo ao uso das mudas produzidas in vitro, sobretudo
no Brasil, € o custo deste material (Carvalho et al., 2011).

Segundo Erig e Schuch (2005), para que a utilizacdo da micropropagacao
na producdo de mudas se torne viavel economicamente € preciso o0 estudo de
métodos que reduzam os custos de producdo, que estdo associados
principalmente: as contaminacdes in vitro; a ocorréncia de desordens fisiologicas
e morfologicas nas plantas; a baixa percentagem de sobrevivéncia das plantas na
etapa de aclimatizacdo; a necessidade de médo de obra especializada e ao
elevado custo de manutencdo das salas de crescimento com condicfes
ambientais controladas onde sdo mantidas as plantas in vitro.

Embora apresente iniUmeras vantagens, 0 processo de propagacao
vegetativa in vitro possui alguns obstaculos que interferem na adocdo das mudas

assim cultivadas pela maioria dos produtores. O custo final deste material é a
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principal causa de resisténcia dos produtores quanto a sua utilizacdo, uma vez
gue fatores como a infraestrutura dos laboratérios e a necessidade de mao de
obra especializada s@o responséveis por onerar 0os gastos do processo de
micropropagacao (Souza e Junghans, 2006).

Alguns autores tém buscado alternativas para reduzir os custos durante
as etapas da propagacéao de plantas in vitro. Com relacdo ao agente geleificante
do meio de cultivo, pesquisas com substituicdo do agar por amidos de milho e
mandioca mostram que € possivel utilizar estas substancias para solidificar os
meios de forma eficiente e sem ocasionar danos as plantas (Oliveira, 2012;
Pereira, 2011; Kacar et al.,, 2010; Erig et al., 2004; Ferri et al., 1998). Ainda
visando eliminar a utilizacdo do agar como agente geleificante, Andrade et al.
(2011) desenvolveram um protocolo eficiente para micropropagacéo de bananeira
em meio de cultivo liquido.

A esterilizagdo dos meios de cultivo e das vidrarias, por meio da
autoclavagem, é bastante dispendiosa e contribui para elevar os custos do
processo. Além do alto consumo de energia elétrica, as autoclaves sao
equipamentos caros e por isso a sua substituicdo por outros métodos de
esterilizacdo é alvo de pesquisas envolvendo principalmente o uso de agentes
guimicos como o hipoclorito de sodio (Oliveira, 2012; Pereira, 2011; Ribeiro e
Teixeira, 2007; Teixeira et al., 2005). Em bananeira, diversos trabalhos tém sido
realizados com a utilizacdo de compostos quimicos em substituicdo a
esterilizacéo fisica (Pereira et al., 2011; Pereira et al., 2009; Rios et al., 2008).

Pesquisas tém sido feitas no sentido de eliminar ou reduzir o controle das
condi¢cBes ambientais durante o cultivo in vitro. Neste sentido, a micropropagacéo
fotoautotréfica, empregando a luz natural, apresenta grande potencial para ajudar
a reduzir o custo de producdo, além de melhorar as condic¢des fisiolégicas das
mudas, por tornar a fase de aclimatizacdo menos estressante (Erig e Schuch,
2005). Kodim e Zapata-Arias (2001) obtiveram boas taxas de multiplicacdo na
propagacédo in vitro de bananeira cv. Grande Naine sob luz natural durante o
verao, 0 que nao ocorreu no inverno, quando a luminosidade foi menor. Segundo
0s autores a utilizacdo deste sistema de cultivo depende da espécie, da técnica e
das condicdes climaticas do local.

A sacarose, principal fonte de carboidrato usada na micropropagacao,

possui duas finalidades bésicas: como fonte de carbono e como regulador
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osmotico nas células (Thorpe et al., 2008). Depois da &gua, a sacarose é 0
ingrediente usado em maior quantidade no meio de cultura, sendo que suas
concentracdes podem variar desde 15 g L™ (Schmildt et al., 2007), 20 g L™
(Lemos et al., 2002; Vettorazzi, 2013) a 60 g L™ (Nicoloso, et al., 2006; Skrebsky
et al., 2006) de acordo com a finalidade do meio.

Bernardi et al. (2004), trabalhando com micropropagacao de bananeira
cv. Macd, verificaram que a substituicdo da sacarose por acucar cristal como
fonte de carbono nao interferiu no desenvolvimento das mudas, além de reduzir
substancialmente os custos do preparo do meio de cultura.

A utilizacdo de melado de cana-de-agUcar foi satisfatéria no enraizamento
in vitro de bananeira cv. Macéa (Ribeiro et al., 2012). Segundo Prakash et al.
(2004), reagentes com alto grau de pureza seriam indispensaveis apenas para
estudos de algum fendmeno especifico in vitro, ja para a producdo comercial de
plantas em laboratério tal grau de pureza néo seria necessario desde que sejam
adotadas técnicas eficientes de esterilizacdo para a eliminacdo das

contaminagoes.

2.6. Nutricdo mineral da bananeira

A bananeira € uma planta exigente em nutrientes, ndo sO por apresentar
rapido desenvolvimento vegetativo com elevada producdo de biomassa, mas
também por apresentar elevadas quantidades de elementos absorvidos pela
planta e exportados pelos frutos. Contudo, é fundamental que haja equilibrio entre
0s elementos no solo para o desenvolvimento desta cultura. O excesso de um
nutriente pode induzir a deficiéncia de outro, acarretando em disturbios
fisiol6égicos na planta, inclusive tornando-a mais susceptivel ao ataque de pragas
e organismos patogénicos (Silva et al., 1999).

De acordo com Borges et al. (2009) e Cordeiro et al. (2003), a bananeira
absorve 0s seguintes macronutrientes em ordem decrescente: K> N > Ca > Mg >
S > P; ja entre os micros, a ordem de absorcéo é: Cl > Mn > Fe >Zn >B > Cu. Ja
Diniz et al. (1999) encontraram, para a cultivar Prata-Ana cultivada in vitro, a
seguinte ordem de absorcéo para os macronutrientes: K>N>Ca>P>Mg=Se

para os micronutrientes: Fe > Mn > Zn > B > Cu. Para a cultivar ‘Grande Naine’,
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pertencente ao mesmo grupo da ‘Wiliams, a marcha de absor¢do de
macronutrientes segue: K> Ca > N > P > Mg (Soares et al., 2008).

J& foi demonstrado que a taxa de absor¢do da maioria dos nutrientes pela
bananeira € maior apds o quinto més de cultivo, quando h&d maior acumulo de
massa da matéria seca, até o florescimento, estabilizando-se até a colheita (Silva,
et al., 1999; Borges e Oliveira, 2000).

Segundo Borges e Oliveira (2000), o potassio é considerado o elemento
mais importante para a nutricdo da bananeira, correspondendo a
aproximadamente 41% do total de nutrientes da planta. Segundo os autores, mais
de 35% do K absorvido é exportado para o fruto. Santos et al. (2004) observaram
aumento significativo no crescimento de mudas de bananeira ‘Prata-An&’ oriundas
de micropropagacéo com a aplicacéo de nitrato de potassio.

Avaliando o desenvolvimento in vitro de mudas de bananeiras das
cultivares Nanica e Prata-And sob diferentes niveis de potassio no meio de
cultivo, Zaidan et al. (1999) verificaram que em baixa disponibilidade deste
nutriente as plantas apresentaram sintomas como clorose e necrose das folhas
velhas. Os autores relataram que houve relacdo direta entre os diferentes niveis
de potassio e o desenvolvimento das mudas, sendo melhores os resultados
observados com as concentracgdes entre 15 e 20 mmol L™.

Martins et al. (2011) verificaram aumento na producéo e na qualidade dos
frutos de bananeira cultivar Williams com aplicacdo de potassio via fertirrigacao.
Ao avaliar a aplicacdo de diferentes doses de K e magnésio em bananeira ‘Prata-
An@’, Silva (2010) verificou que as doses de K aplicadas no solo, ja no primeiro
ciclo de cultivo, aumentaram o peso do cacho, o numero de frutos por cacho, o
namero de pencas por cacho e o peso do fruto.

O nitrogénio € o segundo elemento mais exigido pela maioria das
cultivares de bananeira, sendo superado apenas pelo potassio (Diniz et al., 1999).
Constitui um dos componentes mais importantes das células vegetais e um dos
gue mais limitam o crescimento, participando de funcdes vitais como producédo de
nucleotideos, coenzimas, amidas, aminas, purinas e pirimidinas, alcaloides,
vitaminas e pigmentos (Malavolta, 2006).

Perin et al. (2009) relatam que para a bananeira, o nitrogénio é essencial
no inicio do desenvolvimento até a emisséo da inflorescéncia. Diniz et al. (1999)

afirmam que existe uma diferenciacdo quanto a concentracdo, a extracdo e ao
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acumulo deste elemento nas partes vegetativas da planta, sendo que o
pseudocaule apresenta as maiores concentracdes de nitrogénio.

Em bananeira os sintomas de deficiéncia de nitrogénio apresentam-se
como coloracdo verde-amarela pélida das folhas, peciolos réseos, reducdo do
tamanho dos cachos e do nimero de pencas (Borges e Oliveira, 2006). Além
destes, Fancelli (2003) enumera outros sintomas em bananeira: reducéo da
distancia entre as folhas, criando um aspecto de roseta; afinamento do
pseudocaule; bainha com coloragédo avermelhada e flores pequenas e com baixo
periodo de duracao, o que prejudica a producao.

De acordo com Correia (2006), varios fatores influenciam diretamente na
absorcdo dos nutrientes pelas plantas, tais como a concentracdo e a espécie
guimica na qual os nutrientes estdo disponiveis. As formas de nitrogénio nitrica e
amoniacal sdo as mais utilizadas no cultivo in vitro. A maior taxa de absorcéo de
nitrogénio ocorre nos primeiros periodos de cultivo, coincidindo com o maior
crescimento dos tecidos, devido a intensa absor¢do de NH;" pelos explantes
(Desamero et al., 1993).

Segundo Borges e Oliveira, (2000), o nitrogénio € importante para o
crescimento vegetativo da bananeira, sobretudo nos trés primeiros meses,
guando o meristema estd em desenvolvimento. Na bananeira cultivar Prata-Ana,
Silva et al. (2012) verificaram que a aplicacdo de nitrogénio elevou a produgcédo no
primeiro ciclo, sendo a ureia a fonte mais eficiente deste nutriente para a cultivar
estudada.

A aplicacédo de nitrogénio na forma de ureia promoveu 0 enraizamento e
alongamento in vitro de bananeira cv. Maca e favoreceu a formacao de brotos na
cv. Nanicdo, embora tenha sido toxica para as cultivares Prata-And e Grande
Naine (Ramos et al., 2009).

Segundo Cordeiro et al. (2003), o célcio é o terceiro macronutriente mais
absorvido pela bananeira. Os teores deste nutriente exportados durante a colheita
em um bananal podem chegar a 0,22 kg por tonelada de frutos. Sua deficiéncia
em bananeira caracteriza-se por clorose nos bordos foliares, engrossamento das
nervuras secundarias, maturacao irregular dos frutos, podriddo dos frutos, baixos
teores de acglcar e pouco aroma nos frutos. O baixo teor de céalcio pode ser uma

das causas da formacao de “pedras” em banana ‘Maca’ (Borges et al., 2009).
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A deficiéncia de magnésio em bananeira ocorre nas folhas velhas,
manifestando-se como clorose no interior do limbo foliar, enquanto que a nervura
central e as bordas permanecem verdes. As bainhas podem desprender-se do
pseudocaule, ocorre reducdo do crescimento e deformacdes no cacho, que
amadurece de maneira desuniforme, a polpa se torna amolecida e com sabor
desagradavel e h& rapido apodrecimento do fruto (Borges e Oliveira, 2006;
Fancelli, 2003).

De acordo com Borges e Oliveira (2006), o baixo teor no solo, a acidez, o
excesso de potassio na adubacdo e a seca sdo fatores que provocam a
deficiéncia de magnésio em plantas de bananeira. Ao se realizar adubacdes
potassicas na bananeira, € necessario que haja quantidades adequadas de
magnésio no solo, pois o balango entre estes dois elementos é fundamental para
o desenvolvimento das plantas (Silva et al., 1999).

Silva et al. (2008), avaliando os efeitos da aplicacdo de potassio,
magnésio e calcario sobre o desenvolvimento de mudas de bananeira ‘Prata-and’,
observaram que doses elevadas de Mg reduziram a producdo de massa da
matéria seca das mudas, ocorrendo o oposto com o K.

A deficiencia de enxofre em bananeira manifesta-se por alteracbes
metabodlicas que dificultam a producdo de clorofila, prejudicando o
desenvolvimento vegetativo da planta. A planta deficiente € caracterizada por
clorose generalizada do limbo das folhas jovens e, posteriormente, ocorre necrose
das margens das folhas, engrossamento das nervuras e reducao do tamanho dos
cachos (Borges et al., 2009; Borges, 2004). Em casos mais graves, ocorre a
morte da planta devido ao abortamento do ponteiro, causando sérios danos ao
bananal (Fancelli, 2003). Esta deficiéncia pode ser ocasionada pelo baixo teor do
elemento no solo, pela acidez, pela lixiviacdo, pela seca prolongada e pela
aplicacdo de adubos sem o nutriente (Borges e Oliveira, 2006).

Visando avaliar o efeito de diferentes doses de superfostato simples sobre
a nutricdo de bananeira ‘Mysore’, Souza et al. (2000) observaram que a aplicacéo
de doses crescentes do adubo néo influenciou o crescimento das mudas, bem
como ndo houve influéncia do enxofre sobre os teores foliares de nitrogénio,
potassio e magnésio.

O fosforo é necessario em pequenas quantidades para a cultura da

bananeira, contudo, a sua auséncia reduz o crescimento tanto da parte aérea
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guanto do sistema radicular das plantas. Os sintomas de deficiéncia em bananeira
incluem: clorose marginal em folhas velhas, em forma de dentes de serra;
peciolos quebradicos e baixo teor de agucar nos frutos (Borges, 2004). Também
pode ocorrer uma coloracao verde-escura tendendo a azulada das folhas (Borges
e Oliveira, 2006). Segundo Borges e Oliveira (2006), baixas concentracdes deste
elemento no solo, pela sua menor disponibilidade e pelo baixo pH s&o as
principais causas da deficiéncia de P na bananeira.

Em experimento para avaliar a marcha de absor¢do de nutrientes por
explantes de bananeira ‘Prata-And, verificou-se que o fosforo foi o elemento
absorvido mais rapidamente, sendo que 75% do teor inicial foi absorvido nos
primeiros 30 dias de cultivo in vitro. NO mesmo experimento, constatou-se que as
folhas foram os 6rgaos que mais acumularam este nutriente (Diniz et al., 1999).

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes doses de N, P e K na
producéo e qualidade da bananeira ‘Prata-And, Maia et al. (2003) verificaram que
as doses de fosforo ndo mostraram efeito significativo sobre os parametros:
massa do cacho, numero de pencas por cacho, massa média da penca, nimero
de frutos por cacho, massa média dos frutos, comprimento e didmetro dos frutos.
Os autores atribuem este fato ao baixo requerimento do nutriente pela cultura,
como afirmado por Borges (2004). Crisostomo et al. (2008) também nao
observaram influéncia nos teores foliares de fésforo em bananeira ‘Pacovan’ apos
a aplicacao deste nutriente no solo.

De acordo com Souza e Neto (2003), entre os micronutrientes, o boro e o
zinco séo os que mais limitam a producéo da bananeira, sendo 0s que promovem
com maior frequéncia os sintomas de deficiéncia.

Em bananeira, a deficiéncia de boro dificulta o desenvolvimento de
brotacbes e ocasiona deformacBes morfolégicas nas folhas novas. Outros
sintomas estdo associados a deficiéncia deste elemento em bananeira, como
necrose nas margens das folhas, clorose internerval e estrias perpendiculares as
nervuras na superficie abaxial, além do aparecimento de filhotes com os sintomas
ainda mais acentuados. Em casos extremos, a planta tem seu crescimento
paralisado (Moreira et al., 2010). Outros sintomas incluem goma no pseudocaule,
deformacbes no cacho e reducdo do numero e tamanho dos frutos (Borges,
2004). Segundo Malavolta (2006), a deficiéncia de boro em bananeira reduz a

resisténcia do pseudocaule e peciolos, levando a deterioragdo das bases das
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folhas novas e reduzindo o crescimento radicular, podendo ocasionar a morte das
raizes.

Rodrigues (2006) observou reducgéo do ciclo de producdo da bananeira
promovido pelo fornecimento de boro diretamente no rizoma. Contudo, Nomura et
al. (2011) relataram que nao houve influéncia deste nutriente no desenvolvimento
e na produgéo de plantas de bananeira ‘Grande Naine’, em nenhuma das doses
testadas. Visando avaliar os efeitos da adubacdo com boro em plantas de
bananeira do subgrupo Cavendish, Moreira et al. (2010) constataram que a
aplicacdo deste nutriente influenciou de forma positiva a produtividade, a relacao
polpa/casca e a resisténcia dos frutos.

Na producdo in vitro de mudas de bananeira sdo utilizados meios de
cultivo que sdo combinacbes de sais minerais (macro e micronutrientes),
carboidratos, vitaminas e reguladores de crescimento, com a presenca ou
auséncia de um agente geleificante. Eles devem fornecer as culturas as
substancias essenciais para o desenvolvimento dos tecidos e a sua constituicao é
baseada nas exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas
modificacdes para atender as necessidades especificas (Souza et al., 2006).

Segundo Correia (2006), na maioria das vezes os meios de cultivo para
propagacdo de plantas in vitro sdo escolhidos de forma empirica, nao
apresentando especificidade quanto as exigéncias nutricionais das espécies.
Ainda segundo a autora, € comum o0 uso de uma unica formulacédo de nutrientes
em todas as fases de cultivo, sendo que o crescimento das plantas nas diferentes
etapas da micropropagacdo pode ser negativamente influenciado por estas
formulacdes.

A maioria das pesquisas com cultivo in vitro tem utilizado o meio de
cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), que se caracteriza por apresentar
concentracdo ionica total elevada, pois os teores de nitrogénio, potassio, zinco e
cloro sdo maiores em comparacao a outros meios de cultura (Leifert et al., 1995).

De acordo com Correia (2006), diferencas nas condicdes fisioldgicas e
ambientais entre plantas in vitro e in vivo interferem na absorcdo de nutrientes.
Essas diferencas relacionam-se com o tipo de material vegetal, as condi¢des
ambientais de cultivo e a composicdo quimica e fisica do meio de cultura.

O meio MS é o mais usado na micropropagacdo da bananeira (Carvalho
et al., 2012; Pereira, 2012; Oliveira et al, 2011; Camolesi et al., 2007) e, para
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preparar este meio as biofabricas utilizam sais minerais PA. Segundo Prakash et
al. (2004), a utilizacdo de reagentes PA no preparo de meios nutritivos para o
cultivo de plantas deve-se ao fato de conterem quantidades reduzidas de
impurezas, o que reduz a influéncia de outras substancias quimicas no
desenvolvimento das plantas cultivadas. Entretanto, grande parte dos
componentes dos meios de cultura é disponibilizada comercialmente,
apresentando a mesma concentracdo do nutriente e com baixo custo de
aquisigao.

Os adubos minerais sollveis possuem potencial para serem utilizados no
preparo dos meios de cultivo. Neste sentido, devido a enorme demanda de meio
de cultura nas biofébricas, a substituicdo dos sais PA por adubos comerciais,
contribuiria significativamente na reducdo do custo de producdo de mudas

micropropagadas.



3. OBJETIVOS

3.1. Geral:

Desenvolver meios de cultivo eficientes e de baixo custo para producao
de mudas de bananeira cv. Williams micropropagadas, possibilitando maior
acesso dos produtores aos materiais propagativos de alta qualidade e por um

preco mais acessivel.

3.2. Especificos:

- Avaliar a substituicdo dos sais minerais PA por adubos comerciais no
preparo dos meios de cultivo nas fases de multiplicacdo e enraizamento in vitro
das brotacoes;

- Avaliar a substituicdo da sacarose PA por acgucar cristal como fonte de
carbono no preparo dos meios de cultivo nas fases de multiplicacdo e
enraizamento in vitro das brotacdes;

- Avaliar a taxa de multiplicacdo dos explantes a cada subcultivo;

- Avaliar o desenvolvimento de raizes nas brotacdes obtidas;

- Avaliar os parametros biométricos, fisiolégicos e nutricionais das mudas

obtidas ao final do periodo de cultivo in vitro nos meios alternativos;
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- Avaliar os parametros biométricos, fisiolégicos e nutricionais das mudas

apos a etapa de pré-aclimatizacao.



4. MATERIAL E METODOS

A etapa in vitro do experimento foi conduzida no Laboratorio de Fitotecnia
(LFIT), Setor de Horticultura. A fase de aclimatizag&o foi realizada em casa de
vegetacdo com cobertura de plastico (100 pm) e Sombrite® 70% na Unidade de
Apoio a Pesquisa (UAP), do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias
(CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em
Campos dos Goytacazes — RJ. O municipio se situa na latitude 21° 45’ S e na

longitude 41° 20’ W e possui altitude média de 11 metros.

4.1. Multiplicacédo in vitro

As mudas de bananeira cv. Williams estavam no terceiro subcultivo e
foram oriundas do Instituto Biosomatica, situado na cidade de Holambra — SP.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado,
em um esquema fatorial 2 x 2, sendo duas fontes de sais minerais e duas fontes
de carbono, com 15 repeticbes. Cada parcela foi constituida por um frasco
contendo quatro brotacdes, totalizando 60 explantes por tratamento.

Os meios de cultivo foram compostos pelos sais de MS e vitaminas de
White (Murashige e Skoog, 1962), 30 g L™ de sacarose, 8 g L™* de &gar, 11,1 umol
L de BA (benziladenina) e pH 5,7 aferido antes da adicdo do agar. Foram

utilizadas duas fontes de sais minerais no experimento, seguindo as mesmas
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proporcdes do meio MS: sais minerais PA e sais minerais comerciais. Como fonte

de carbono foram utilizados sacarose PA e agucar cristal. Os tratamentos foram:

T1 — Meio MS com sais minerais PA + sacarose PA (controle);
T2 - Meio MS com sais minerais PA + acUcar cristal;

T3 - Meio MS com sais minerais comerciais + sacarose PA;
T4 - Meio MS com sais minerais comerciais + acucar cristal.

Foram colocados 40 mL de meio em frascos de cultivo de 65 x 125 mm,
gue posteriormente foram submetidos a esterilizacdo em autoclave a 1,0 atm e
121°C por 20 minutos.

A relacdo dos sais do meio de cultivo MS e dos adubos comerciais

utilizados, com as respectivas concentracoes, esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Relacédo dos sais PA e dos produtos comerciais utilizados no preparo
dos meios de cultivo para multiplicacéo e enraizamento in vitro das brotacdes de
bananeira, com as respectivas concentracoes.

Concentracdo Fonte
Elemento I , 1 1 ,
mmol L SaisPA(L") PC(gL"?) Meio MS PC
N 41,20 de N 1,6500 0.9220 NH.NO; Nitrato de
Amonio
P/K 1,25 0,1700 0,1480 KH,PO, FertiMAP"
K/N 18,80 1,9000 1,9700 KNO; FertiNK”
Mg/S 1,50 0,3700 04050  MgSO..7H,0 ,\SA“'fatf’ de
agneslio
Ca 3,00 0,4400 0,4400 CaCl,.2H,0 Cloreto de
Célcio
B 0,10.10°3 0,0062 0,0064 HsBO; FertiBORO'

MS: Meio de cultivo Murashige e Skoog (1962); PC: Produto comercial; Sais PA: sais puros para
analise utilizados no preparo dos meios de cultivo convencionais. * Marca Heringer, ** Marca
Célciosol

Em camara de fluxo laminar, as brota¢cdes foram retiradas dos frascos de
origem e separadas. Retiraram-se o0s tecidos necrosados, as raizes existentes e
as folhas mais longas com auxilio de bisturi, deixando as brotacées com cerca de
2,0 a 2,5 cm de altura. Este procedimento foi realizado cuidadosamente para nao

ocasionar danos as regides basais de onde cresceriam as novas brotacdes. Apos
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a limpeza, o material foi pesado em balanca de precisdo e colocaram-se quatro
brotacbes em cada frasco com o meio de multiplicacdo, que posteriormente foi
tampado com filme PVC.

Os frascos com as brotacfes foram mantidos na sala de cultivo a
temperatura de 27 + 2°C e irradiancia de 25 pmol m? s, fornecida por lampadas
fluorescentes (OSRAM®, luz do dia) e fotoperiodo de 16:8 h (luz:escuro).

A cada 30 dias foram feitos os subcultivos. Em camara de fluxo laminar,
os frascos foram abertos e as brotacdes foram contadas, pesadas em balanca de
precisdo e, em seguida, individualizadas com auxilio de bisturi. Objetivando
favorecer o desenvolvimento de brotacdes laterais, foi realizada a quebra da
dominancia apical das brotagbes a partir do segundo subcultivo. Este
procedimento foi feito por meio da insercdo da lamina do bisturi na base da
brotacéo, no sentido vertical.

Apés a retirada dos tecidos necrosados e o corte de folhas e raizes, as
brotacbes foram pesadas novamente para avaliar o seu crescimento entre o0s
subcultivos.

O meio de cultivo foi trocado a cada subcultivo, mantendo a mesma
composicdo e os tratamentos propostos. Nos novos meios foram adicionadas
guatro brotacdes por frasco. Este procedimento foi repetido a cada 30 dias

durante trés meses.

4.2. Enraizamento in vitro das brotacdes

Apbés 90 dias de multiplicacdo in vitro as brotacdes formadas foram
transferidas para o meio de enraizamento, de mesma composicdo que o de
multiplicacéo, exceto pela auséncia do BA.

A etapa de enraizamento foi conduzida em delineamento inteiramente
casualizado mantendo o esquema fatorial 2 x 2, com 14 repeti¢cdes, cada uma
sendo constituida por um frasco com quatro brotacdes. Os tratamentos foram os
mesmos da etapa de multiplicacao.

Em camara de fluxo laminar, as brotacdes foram retiradas do meio de

multiplicacdo, separadas e pesadas. As que possuiam sistema radicular
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desenvolvido foram podadas com auxilio de bisturi para posterior avaliagdo do
desenvolvimento deste nos meios alternativos.

Os frascos com as brotacdes foram levados para sala de cultivo, nas
condicBes anteriormente descritas, onde permaneceram por 30 dias.

Ao final da fase de enraizamento in vitro, 40% das mudas de cada
tratamento foram avaliadas em relacdo aos parametros numero de folhas, massa
da matéria fresca total, fluorescéncia da clorofila a, teores de pigmentos
fotossintéticos, indice fotossintético, volume radicular e massas das matérias
secas da parte aérea, das raizes e total. Em seguida foram submetidas a
moagem para realizacdo das andlises nutricionais.

A ocorréncia de contaminac¢des ao longo da etapa in vitro foi baixa, sendo
perdidos apenas cinco frascos em todo o processo devido a presenca de

contaminantes fangicos.

4.3. Pré-aclimatizacado das mudas

Apbés um més em meio de enraizamento in vitro, os 60% restantes das
mudas de cada tratamento foram pré-aclimatizados em casa de vegetacdo nas
condicdes descritas anteriormente.

O experimento foi instalado em delineamento em blocos casualizados
com quatro tratamentos e oito repeticbes. Cada parcela constituiu-se de quatro
plantas e os tratamentos foram os mesmos da etapa in vitro.

As mudas foram retiradas dos frascos e lavadas cuidadosamente para
remoc¢ao dos residuos de meio de cultivo aderido ao sistema radicular. Foi feita
uma poda nas raizes, de modo a eliminar aproximadamente ¥ do comprimento
inicial.

Para o plantio das mudas foi utilizada uma mistura do substrato comercial
Basaplant Hortalicas® com p6 de fibra de coco Golden Mix®, na proporcéo de 1:1
(v:v). A esta mistura foram adicionados 150 g de adubo NPK (20-20-20) e 150 g
de adubo peletizado de liberacdo lenta Osmocote® (17-07-12). Apds lavagem e
poda das raizes as mudas foram colocadas em bandejas plasticas modelo 2236
da Nutriplan® com capacidade de 258 mL por célula, contendo este substrato

fertilizado.
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As mudas foram mantidas por sete dias em casa-de-vegetacdo com
sistema de nebulizacdo intermitente com jatos de 30 segundos a cada 15
minutos, de modo que a umidade relativa foi mantida em torno de 90%. Apds este
periodo a irrigacdo passou a ser diéria, até a saturacdo completa do substrato.

Apos 45 dias foram avaliados: taxa de sobrevivéncia, numero de folhas,
altura das plantas, diametro do pseudocaule, fluorescéncia da clorofila a, indice
fotossintético, teores de pigmentos fotossintéticos, area foliar, massa da matéria
fresca da parte aérea, massas das matérias secas da parte aérea, da raiz e total,

volume radicular e teores de nutrientes.

4.4. Determinagéo da sobrevivéncia

Este parametro foi determinado pela contagem das mudas de cada

tratamento que sobreviveu apds os 45 dias de aclimatizacdo. Este valor foi dado
em porcentagem sobre o total de plantas.

4.5. Determinacédo da altura da planta

Para a determinacdo da altura das plantas utilizou-se uma régua

graduada, posicionada na base da planta e medindo a altura da folha-bandeira.

4.6. Diametro do pseudocaule

O diametro do pseudocaule foi medido com auxilio de um paquimetro

digital, sendo as medi¢cdes sempre realizadas na altura da base da planta.
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4.7. Determinacao da fluorescéncia da clorofila a e indice fotossintético

A fluorescéncia da clorofila a e o indice fotossintético (Pl) foram
determinados por meio de um fluorimetro ndo-modulado modelo Pocket PEA
Chlorophyll Fluorimeter (Hansatech Instruments — King’s Lynn, Norfolk).

Com o auxilio de pingas, uma folha de cada planta foi adaptada ao escuro
por 30 minutos para que todos os centros de reacdo do fotossistema Il (PSII)
adquirissem a condicao de “abertos” e a perda de calor fosse minima. Todas as
medicOes foram realizadas entre 9h e 10h da manha. A fluorescéncia inicial (Fo)
foi obtida com luz modulada de baixa intensidade (< 0,1 pmol m? s) para nao
induzir efeito na fluorescéncia variavel. A fluorescéncia maxima (Fn) foi
determinada por um pulso de luz saturante de 0,3 s de duracéo, com frequéncia
de 20000 Hz. A fluorescéncia variavel (F,) foi determinada pela diferenca entre Fy
e Fm. Esse pulso permite o fechamento dos centros de reacdo do PSIl. Com os

valores de F, e F, foi obtida a relacao F./Fn.

4.8. Determinacao dos teores de pigmentos fotossintéticos

A intensidade de cor verde das folhas foi determinada por meio do
medidor portatil de clorofila modelo SPAD-502 (Chlorophyll Meter — Minolta,
Japao). As medidas foram realizadas em trés pontos diferentes da folha, sendo
utilizada a folha onde foram determinados a fluorescéncia da clorofila a e o PI.

Os teores de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b, clorofila total e
carotenoides) foram determinados de acordo com a metodologia de Wellburn
(1994). Seis discos foliares com 0,6 cm? de diametro foram colocados em tubos
de ensaio contendo 4,0 mL de dimetilsulféxido (DMSQO) como solvente organico.
Os tubos de ensaio, recobertos com papel aluminio, foram mantidos no escuro a
fim de se evitar a degradacdo dos pigmentos pela acdo da luz durante o periodo
de extracdo. Apds 24 horas, o extrato foi analisado em espectrofotbmetro nos
comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm. A partir dos dados obtidos foram
calculadas as razbes clorofila a/b e clorofila total/carotenoides. Todos os
procedimentos laboratoriais foram realizados em um ambiente de pouca luz para

evitar degradacao dos pigmentos. Todos os discos foliares foram coletados das
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folhas usadas para medir a fluorescéncia da clorofila a, o indice fotossintético e o
SPAD.

4.9. Determinacdo da area foliar

A area foliar foi medida com o auxilio do aparelho modelo Licor 3100, cuja
leitura se da em tempo real, ou seja, a area é medida no momento em que a folha
passa pelo sensor. Seu visor apresenta medidas de no minimo 1mm? e resolucao
de até 0,1mm? (LI-COR, 1996).

4.10. Determinagéo do volume de raizes

O volume de raizes foi dado com auxilio de uma proveta com volume
inicial de agua conhecido. Imediatamente ap0s a separacdo da parte aérea, as
raizes foram completamente submersas na proveta, sendo considerado seu

volume total o deslocamento da agua na proveta.

4.11. Determinacdo da massa da matéria seca

As plantas foram divididas em sistema radicular e parte aérea,
acondicionadas separadamente em sacos de papel identificados e foram
submetidas a secagem em estufa de circulacédo forcada de ar a 50°C por 72 horas

para determinacdo da massa da matéria seca.

4.12. Andlises nutricionais

Apés a secagem, as folhas foram moidas em moinho do tipo Wiley, com
peneira de 20 mesh. Em seguida, o material moido foi submetido a digestdo
sulfurica combinada com perdxido de hidrogénio para a determinacéo do teor de

nitrogénio (N) pelo método de Nessler (Malavolta et al., 1997).
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Para a determinacao dos teores de fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg), enxofre (S) e boro (B) o material foi submetido & uma pré-
digestdo com 2,0 mL de &cido nitrico (65%) e 2,0 mL de peroxido de hidrogénio
(30%) por pelo menos quatro horas. Em seguida as amostras foram aquecidas a
100°C por uma hora, com aumento gradual da temperatura em aproximadamente
20°C por hora até atingir 160°C. Alcancada esta temperatura, deixou-se evaporar
todo o liquido e em seguida foram adicionados 10,0 mL de acido nitrico 0,5%. Os
tubos foram agitados e, ap6s 24 horas de repouso, o sobrenadante foi coletado
para quantificacdo dos teores de nutrientes em ICPE-9000 (Plasma Atomic
Emission Spectrometer) (Peters, 2005).

Os conteudos de cada mineral foram estimados por meio da multiplicacao
da massa da matéria seca da parte aérea pelo teor do nutriente considerado.

4.13. Monitoramento das temperaturas maxima e minima e umidade relativa

As medicbes de temperatura (Figura 1) e umidade relativa (Figura 2) no
periodo de aclimatizacdo das mudas foram feitas pelo aparelho Datalogger Kimo -

Kistock KM 110 instalado na casa de vegetacao.

4.14. Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos as pressuposi¢cfes para andlise da
variancia, averiguando-se a normalidade pelo teste de Lilliefors e a
homogeneidade pelos testes de Cochram & Bartlet. Nao havendo restricbes, a
analise de variancia foi realizada de acordo com os delineamentos anteriormente
descritos e os dados foram submetidos a comparacdo de médias pelo teste de
Tukey (P<0,05) utilizando o programa SAEG® (SAEG, 2007).

Para as médias referentes ao nimero de brotacdes na fase in vitro, optou-
se pela andlise descritiva com médias e erro padrdo, uma vez que foram
observados muitos valores nulos, devido a auséncia de brotacées.

Para os dados referentes a avaliacdo dos pigmentos fotossintéticos, tanto

na etapa in vitro quanto na aclimatizacdo, foram realizadas transformacdes
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logaritmicas - log(x+1), pois estes ndo atenderam as pressuposicbes de

normalidade e homogeneidade das variancias. Esses dados foram reconvertidos

para apresentag&o no texto.
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Figura 1. Temperaturas minimas, médias e maximas diarias registradas em casa
de vegetacao no periodo de 25 de setembro a 10 de dezembro de 2013, Campos

dos Goytacazes — RJ, 2013.
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Figura 2. Umidades relativas minimas, médias e maximas diarias registradas em
casa de vegetacdo no periodo de 25 de setembro a 10 de dezembro de 2013,

Campos dos Goytacazes — RJ, 2013.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento in vitro

5.1.1. Crescimento e multiplicacédo

De acordo com a analise de variancia para crescimento das brotacdes a
cada subcultivo realizado (Tabela 2), € possivel observar, ao longo de trés meses
de cultivo in vitro, que os fatores sais minerais e sacarose nao apresentaram
significancia para a variavel massa da matéria fresca das brotacdes, e ainda néao
houve interacdo entre estes dois fatores. Este resultado indica que os adubos
comerciais e 0 acUcar cristal usados no preparo do meio de cultivo nao

interferiram nesta variavel.



35

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia para a variavel massa da matéria
fresca (g) em funcdo das fontes de sais e sacarose usados no preparo do meio de
cultivo para bananeira ‘Williams’, aos 30, 60 e 90 dias de subcultivo in vitro,
Campos dos Goytacazes — RJ, 2013.

Quadrado Médio

Fonte de variacéo GL , - ,
Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultivo 3

Sais (S) 1 0,2912"™ 0,6395™ 0,7625™
Sacarose (Sac) 1 0,5615™ 1,0949™ 0,3535™
S x Sac 1 0,3396™ 1,0917™ 0,1218™

Residuo 53 0,9931 0,2482 0,2938

CV (%) 28,46 31,11 26,83
Média Geral 1,1072 1,6014 2,0202

™ _Nao significativo pelo teste F (P<0,05)

Para melhor visualizacdo deste resultado, a Figura 3 mostra o
crescimento das brotacdes de acordo com os tratamentos nos trés subcultivos
realizados. Observa-se uma tendéncia de maior acumulo de matéria fresca no
terceiro subcultivo para todos os tratamentos. Este fato ocorreu provavelmente
devido a maior adaptacéo das plantas aos meios ao longo do tempo, uma vez que
no primeiro subcultivo a média de crescimento se mostrou uniforme e baixa entre

0s tratamentos.

3,00 4

2,50 4

2,00 4
Subcultivo 1
1,80 1 = Subcultivo 2
{ I I J = Subcultivo 3
T1 T2 T3 T4

Legenda: T1 — sais minerais PA + sacarose PA; T2 - sais minerais PA + acUcar cristal; T3 — sais
minerais comerciais + sacarose PA; T4 — sais minerais comerciais + agucar cristal.
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Figura 3. Médias e intervalo de confianca para Massa da Matéria Fresca de
mudas de bananeira ‘Williams’ aos 30, 60 e 90 dias de multiplicacédo in vitro.
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Com relacdo a taxa de multiplicacéo, foi feita uma analise descritiva dos

dados, sendo esta apresentada na Figura 4.
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Legenda: T1 — sais minerais PA + sacarose PA; T2 - sais minerais PA + acUcar cristal; T3 — sais
minerais comerciais + sacarose PA; T4 — sais minerais comerciais + acUcar cristal.

Figura 4. Médias e erro padrdo do Numero de BrotacOes desenvolvidas em
explantes de bananeira ‘Williams aos 60 e 90 dias de multiplicagéo in vitro.

De modo geral, o numero de novas brotacdes formadas a cada subcultivo
foi baixo para todos os tratamentos. A maior média, aproximadamente 1,4
brotacfes para cada brotacéo inicial, foi observada no tratamento composto por
adubos comerciais e acucar cristal. A maior quantidade de brotacdes surgiu
durante o terceiro subcultivo.

N&o é possivel afirmar se essa baixa taxa de multiplicacédo foi devida aos
tratamentos aos quais as plantas foram expostas ou a alguma falha na quebra da
dominancia apical. Este procedimento € comum em biofabricas e foi realizado
neste experimento com o mesmo objetivo, aumentar o numero de brotacfes
laterais. Porém, observou-se que esta quebra foi bem-sucedida apenas em
algumas plantas, onde surgiram inameras brotacées apds 30 dias, enquanto que
a maioria crescia em haste unica.

Contudo, como mostrado na Figura 4, as plantas oriundas do tratamento
com sais minerais comerciais e acucar cristal (T4) apresentaram maior taxa de
multiplicacdo, havendo expressiva diferenca entre este e o controle, com sais

minerais e sacarose PA.
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5.1.2. Enraizamento das brotacoes

Segundo a analise de variancia para os dados referentes a massa da
matéria fresca acumulada pelas brota¢des durante o enraizamento in vitro, ndo se
constatou diferenca significativa para as fontes de sais minerais e carbono
(Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da andlise de variancia para a variavel massa da matéria
fresca total (g) em funcdo das fontes de sais e sacarose usados no preparo do
meio de cultivo para bananeira ‘Williams’, apés 30 dias de enraizamento in vitro.
Campos dos Goytacazes — RJ, 2013.

Quadrado Médio

Fonte de variacao GL -
Enraizamento

Sais (S) 1 0,2587"™
Sacarose (Sac) 1 0,1679"™
S x Sac 1 0,2932"™

Residuo 20 0,1354

CV (%) 19,43

Média Geral 1,89

T _Nao significativo pelo teste F (P<0,05)

Na Figura 5 € possivel visualizar as médias de crescimento das brotacfes
apo6s os 30 dias de enraizamento. Esse resultado mostra que os produtos
comerciais usados em substituicdo aos PA nao influenciaram o enraizamento das
plantas.

N&o houve influéncia dos meios de cultivo no crescimento das plantas
durante as etapas de multiplicacdo e enraizamento in vitro para a bananeira

‘Williams’ nas condi¢cdes deste experimento.
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Legenda: T1 — sais minerais PA + sacarose PA; T2 - sais minerais PA + acgUcar cristal; T3 — sais
minerais comerciais + sacarose PA; T4 — sais minerais comerciais + agUcar cristal.

Figura 5. Médias e erro padrdo da Massa da Matéria Fresca de mudas de
bananeira ‘Williams apés 30 dias de enraizamento in vitro.

5.1.3. Analises bhiométricas

A andlise de variancia para as variaveis biométricas das mudas de
bananeira ao final do cultivo in vitro mostra que para a variavel area foliar houve
efeito significativo em relacdo as fontes de sais minerais, enquanto que para
namero de folhas o efeito significativo foi em relacédo a fonte de carbono. Para as

demais variaveis, nao foram verificadas diferencas significativas (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia para as variaveis biométricas em
funcdo das fontes de sais e sacarose usados no preparo do meio de cultivo para
bananeira ‘Williams’, apds 120 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes —
RJ, 2013.

Quadrado Médio

Fonte de variagédo GL
NF VR MF AF
Sais (S) 1 0,9401™ 0,9401™ 0,7691™ 153,7805*
Sacarose (Sac) 1 2,5026* 0,1465"™ 0,7642"™ 9,9634"™
S x Sac 1 0,6510™ 0,5753"™ 0,4340™ 6,0136"™
Residuo 20 0,4088 0,4279 0,1958 389,1923
CV (%) 11,26 25,04 16,95 23,51
Média Geral 5,67 0,83 2,61 18,76

S _N&o significativo; * - Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; CV (%) — Coeficiente de
Variag@o; NF — Numero de Folhas; VR — Volume de Raiz (cm®); MF — Massa da Matéria Fresca
(9); Area Foliar (cm?).
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Quadrado Médio

Fonte de variacéo GL
MSPA MSR MST
Sais (S) 1 0,4855™ 0,2975™ 0,4125"™
Sacarose (Sac) 1 0,4179" 0,1392" 0,7473"™
S x Sac 1 0,1834"™ 0,4770™ 0,1651"™
Residuo 20 0,4507 0,8234 0,8192
CV (%) 13,41 24,59 14,66
Média Geral 0,16 0,03 0,19

™ _Nao significativo; * - Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; CV (%) — Coeficiente de
Variacdo; MSPA — Massa da Matéria Seca da Parte Aérea (g); MSR — Massa da Matéria Seca de
Raiz (g); MST — Massa da Matéria Seca Total (g).

De acordo com a Figura 6, os sais minerais PA proporcionaram maior

area foliar as plantas em relagédo as cultivadas no meio com adubos comerciais.

Ja em relacédo as fontes de carbono, o meio utilizando agucar cristal ocasionou

menor nimero de folhas nas plantas (Figura 6).
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As letras diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Figura 6. Area foliar (A) e Numero de folhas (B) em mudas de bananeira ‘Willians’

apo6s 120 dias de cultivo in vitro.
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Embora os produtos comerciais tenham ocasionado a redu¢cdo no numero
de folhas e na éarea foliar, tal resultado ndo causou prejuizo ao crescimento das
plantas. Este fato pode ser comprovado pela néo diferenca entre os demais
parametros avaliados, como, por exemplo, a massa da matéria seca (Tabela 4).

Bernardi et al. (2004), testando alternativas de baixo custo para
micropropagacéo de bananeira cv. Maga, verificaram que a taxa de multiplicagao
in vitro dos explantes foi semelhante nos meios de cultivo utilizando sacarose PA
e acuUcar cristal e inferior com aclcar mascavo. Eles concluiram ainda que o
desempenho em campo das mudas produzidas nao sofreu influéncia dos meios
de cultivo, pois ndo foram observadas diferencas entre a sacarose PA e o acucar
cristal para nenhuma das caracteristicas avaliadas.

Ja Ribeiro et al. (2012) néo obtiveram éxito com a utilizacdo de melado de
cana-de-aclcar na propagacao in vitro de bananeira cv. Maca. Segundo os
autores, o melado ndo favorece o desenvolvimento das plantas, pois eleva as
taxas de oxidacao destas, sobretudo quando usado em altas concentragdes.

De acordo com Oliveira et al. (2007), o acucar comercial possui elevada
pureza, em torno de 99,70% de sacarose, enquanto que a sacarose PA possui
em torno de 99,94% de pureza. Esta elevada pureza do produto comercial
favoreceu o desenvolvimento in vitro das plantas, ndo havendo restricdes ao seu

uso no preparo do meio de cultivo para micropropagag¢ao da bananeira ‘Williams’.

5.1.4. Analise nutricional

A analise de variancia apresentada na Tabela 5 mostra que ndo houve
interacOes significativas para os teores nutricionais em funcéo das fontes de sais
e carbono, indicando diferencas significativas para nitrogénio, fésforo, potassio,

célcio e magnésio.
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Tabela 5. Resumo da analise de variancia para nutrientes minerais em funcao das
fontes de sais e sacarose usados no preparo do meio de cultivo para bananeira
‘Williams’, ap6s 120 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes — RJ, 2013.

Quadrado Médio

Fontede N P K Ca
variagao -
g kg
Sais (S) 1 114,8000* 2,0416* 18,9037+ 7,7976%
Sacarose 1 0,7884" 0,2481™ 18,9037* 0,3226"
(Sac)
S x Sac 1 0,2220" 0,3840" 10,5337" 0,1233"
Residuo 20 0,5474 0,1084 3,3707 0,4803
CV (%) 6,12 9,99 4,89 12,34
Média Geral 12,09 3,29 37,54 5,62
Quadrado Médio
Fontede o Mg S B
variacdo — —
g kg mg kg
Sais (S) 1 2,8085* 0,1751" 9,2504"™
Sacarose 1 0,3037" 0,5042" 6,9337"™
(Sac)
S x Sac 1 0,3300" 0,1276" 31,5104™
Residuo 20 0,1148 0,4775 23,1495
CV (%) 4,77 6,03 14,36
Média Geral 2,25 3,59 33,48

™ _ Nao significativo; * - Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; ** - Significativo pelo
teste F a 1% de probabilidade; CV (%) — Coeficiente de Variacdo; N — Nitrogénio; P — Fésforo; K —
Potéssio; Ca — Célcio; Mg — Magnésio; S — Enxofre; B — Boro

Os teores de nitrogénio, fosforo e potassio foram inferiores nas plantas

cultivadas nos meios usando adubos comerciais.

Ja célcio e magnésio

apresentaram niveis superiores nas plantas mantidas nesses meios (Tabela 6).
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Tabela 6. Teores de nutrientes minerais em funcao das fontes de sais em folhas
de bananeira ap6s 120 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes — RJ,
2013.

Nutrientes
Fontes minerais N P K Ca Mg S B
g kg™ mg kg™
Sais PA 1428 A 358A 3843A 504B 190B 3,68A 3411A

Sais comerciais 991B 3,00B 3665B 6,18A 258A 351A 3286A

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). N — Nitrogénio; P — Fosforo; K — Potassio; Ca — Calcio; Mg — Magnésio; S — Enxofre; B —
Boro

O nitrogénio € um dos nutrientes minerais exigidos em maior quantidade
pelas plantas, sendo considerado o principal componente de aminoacidos,
proteinas, acidos nucleicos, clorofilas e coenzimas (Marschner, 1995). Segundo
Evans (1989), o teor de nitrogénio nas plantas esta altamente correlacionado com
a concentracdo de clorofilas. Embora os sais comerciais utilizados no preparo do
meio de cultura tenham ocasionado teor de nitrogénio inferior em comparacao aos
reagentes PA, uma das principais funcdes deste elemento, que € a producéo de
moléculas de clorofila, ndo foi afetada (Tabela 8, item 5.1.5).

De acordo com Marschner (1995), o fésforo faz parte de compostos
fosfatados (ATP e ADP), acidos nucleicos, coenzimas e fosfolipidios. Como este
elemento € necessario em pequenas quantidades para a cultura da bananeira
(Borges, 2004), a pequena reducdo nos teores observada nas plantas
provenientes dos meios preparados com fontes minerais comerciais nao
ocasionou sintomas de deficiéncia.

Quanto as fontes de carbono, houve diferenca significativa apenas para o
potassio, que apresentou niveis inferiores nas plantas cultivadas em acgucar cristal.
Para os demais nutrientes ndo foi verificada diferenca estatistica entre as duas
fontes (Tabela 7).
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Tabela 7. Teores de nutrientes minerais em funcdo das fontes de carbono em
folhas de bananeira apds 120 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes —
RJ, 2013.

Nutrientes

Fontes de carbono N P K Ca Mg S B

g kg™ mg kg™

Sacarose PA 1192A 3,39A 3843A 557A 224A 360A 3403A
Agucar cristal 1227A 3,19A 3665B 565A 226A 359A 3295A

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). N — Nitrogénio; P — Fosforo; K — Potassio; Ca — Calcio; Mg — Magnésio; S — Enxofre; B —
Boro

O potassio esté envolvido na abertura e no fechamento dos estématos, na
regulacdo osmotica e no balanco i6nico, além de ser um ativador de enzimas
(Marschner, 1995). Segundo Borges e Oliveira (2000), o K é considerado o
elemento mais importante para a nutricAo da bananeira, correspondendo a

aproximadamente 41% do total de nutrientes da planta.

5.1.5. Analises fisiologicas

A Tabela 8 apresenta a andlise de variancia para as variaveis fisioldgicas
das mudas ao final da etapa in vitro do experimento, ndo sendo observadas

significancias dos fatores para estes parametros.
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Tabela 8. Resumo da analise de variancia para as variaveis fisiolégicas em
funcdo das fontes de sais e sacarose usados no preparo do meio de cultivo para
bananeira ‘Williams’, ap6s 120 dias de cultivo in vitro. Campos dos Goytacazes —
RJ, 2013.

Quadrado Médio

Fonte de variacdo GL
FuFm Pl SPAD
Sais (S) 1 0,2767™ 0,7138™ 62,0816™
Sacarose (Sac) 1 0,2646"™ 0,5797™ 24,4016"™
S x Sac 0,2567™ 0.2933™ 81,4016™
Residuo 20 0,2773 0,6487 65,2440
CV (%) 21,37 45,05 27,64
Média Geral 0,77 1,52 29,23
uadrado Médio
Fonte de variacao GL Q
Ca Cb Ct
Sais (S) 1 6765,973" 1050,833"™ 13149,69™
Sacarose (Sac) 1 10267,65™ 3765,364"™ 26468,68"™
S x Sac 2071,074"™ 1073,662" 6127,106"
Residuo 17 2613,678 3970,230 10095,31
CV (%) 4,14 8,63 4,23
Média Geral 231,45 133,72 365,16
uadrado Médio
Fonte de variacao GL Q
Ca/Cb Car Ct/Car
Sais (S) 1 0,7969"™ 203,0009"™ 473,8574"™
Sacarose (Sac) 1 0,2937" 59,97403™ 742,9674"™
S x Sac 1 0,3293"™ 10,33175™ 760,7703™
Residuo 17 0,6802 62,99377 5628,453
CV (%) 24,45 36,24 22,87
Média Geral 1,94 9,40 76,27

"> _ Nao significativo; Fv/Fm — Fluorescéncia da Clorofila a; SPAD — Intensidade de Verde; Pl —
indice Fotossintético; Ca — Clorofila a (umol m™); Cb — Clorofila b (umol m™); Ct — Clorofila total
(umol m?); Ca/Cbh — Relagéo Clorofila a/Clorofila b; Car - Carotenoide (pumol m?); Ct/Car —
Relagédo Clorofila total/Carotenoide

Na Figura 7 encontra-se a eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il, ou
relacdo F./Fn. Segundo Bolhar-Nordenkampf et al. (1989) e Bolhar-Nordenkampf
e Oquist (1993) , a eficiéncia quantica do fotossistema Il varia de 0,75 a 0,85 em
plantas que ndo estdo submetidas a estresse. Observando-se a Figura 7 verifica-

se que todas as plantas estéo situadas dentro da faixa aceitavel, sendo possivel
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afirmar que elas estdo em boas condi¢des e ndo estiveram submetidas a estresse
durante o periodo em que foram mantidas nos meios de cultivos alternativos.

A fluorescéncia da clorofila a € considerada uma importante ferramenta,
pois permite avaliar precocemente se uma planta estd submetida a diferentes
tipos de estresse, antes que 0s sintomas se tornem evidentes, como clorose,

reducéo do crescimento e murcha das folhas (Torres Netto et al., 2005).
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Legenda: T1 — sais minerais PA + sacarose PA; T2 - sais minerais PA + agUcar cristal; T3 — sais
minerais comerciais + sacarose PA; T4 — sais minerais comerciais + acUcar cristal.

Figura 7. Médias e erro padrdo da Relacdo Fv/Fm (A), do indice Fotossintético
(PI) (B) e da Intensidade de Verde (SPAD) (C) em mudas de bananeira ‘Williams
apo6s 120 dias de cultivo in vitro.
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A utilizac@o das variaveis de emissdo da fluorescéncia da clorofila € um
método nado destrutivo eficiente, pois permite analisar qualitativa e
guantitativamente a absor¢do e o aproveitamento da energia luminosa por meio
do fotossistema Il, que estd altamente correlacionado com o rendimento
fotossintético das plantas (Torres Neto et al., 2005). O declinio da relacéo F./Fn, é
um bom indicador de dano foto inibitério quando as plantas estdo sujeitas a
estresses do ambiente, incluindo frio (Backer et al., 1983) e seca (Ogren e Oquist,
1985).

A variavel PI, ou indice fotossintético permite avaliar o indice de vitalidade
de uma planta (Strasser et al., 2004; Strasser et al., 2000). Segundo Strasser et
al. (2000), o PI é um indice que engloba trés componentes independentes:
densidade dos centros de reacdo ativos (CRs), eficiéncia no transporte de
elétrons apos Qa ter sido reduzida e a probabilidade de que um féton absorvido
seja capaz de reduzir Qa.

Na Figura 7 (B) é possivel visualizar que ndo houve diferenga estatistica
entre os tratamentos. Uma vez que o Pl pode identificar alteracdes precoces no
desempenho fotossintético das plantas (Ripley et al., 2004) pode-se afirmar que
as mudas de bananeira cultivadas in vitro ndo sofreram danos decorrentes das
fontes de sais minerais e carbono alternativas utilizadas.

O indice fotossintético é utilizado para estimar a atividade dos
fotossistemas | e 1l e, consequentemente avalia o0 desempenho de uma planta sob
condicOes de estresse (Strasser et al.,, 2004). Em plantas submetidas a estresse
hidrico, a variavel Pl mostrou-se mais confidvel do que a relacdo F./F, para
avaliar a eficiéncia fotoquimica em genétipos de trigo (Zivcak et al., 2008; Strasser
et al., 2000).

A Figura 7 (C) refere-se a intensidade de verde nas folhas de bananeira
apos o cultivo in vitro. Como dito anteriormente, ndo foram constatadas diferencas
significativas na coloracdo das plantas, ao contrario, nota-se uma grande
uniformidade entre os tratamentos.

O medidor portatil de clorofila SPAD-502 € eficiente para avaliar
indiretamente a quantidade de clorofila presente nas folhas, sendo
consequentemente um bom indicador do estado fotossintético de plantas (Ling et
al., 2011; Torres Netto et al., 2005; Torres Netto et al., 2002). Desta forma, pode-

se sugerir que, uma vez que todas as plantas apresentaram intensidades de
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verde semelhantes, os tratamentos a que elas foram expostas in vitro nao
interferiram no seu aparato fotossintético.

Os resultados encontrados na medicéo indireta feita com o SPAD foram
confirmados pelos dados obtidos na analise direta dos pigmentos fotossintéticos,
gue nao apresentaram significancia para os fatores fontes de sais e de carbono
(Figura 8). Sendo assim, ndo foi observada diferenga entre os tratamentos para
os teores de clorofilas a e b, carotenoides e suas respectivas relagoes.

As clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes presentes nas
folhas, sendo a clorofila a presente em todos os organismos que realizam
fotossintese, participando da fase fotoquimica, enquanto os demais pigmentos
(clorofila b e carotenoides) participam na absorcao de luz (Taiz e Zeiger, 2013).

Os valores de intensidade de verde encontrados nas mudas,
aproximadamente 30,00, foram superiores aos encontrados por Moraes (2012),
ao trabalhar com micropropagacédo de bananeira ‘Tropical’ em biorreator de
imersdo temporaria (Figura 7). A autora verificou que a média do indice SPAD
ficou em torno 25,25 nas plantas apos o cultivo in vitro.

Na Figura 8 é possivel notar que a relacdo Ct/Car entre os tratamentos
apresenta certa uniformidade, indicando que os produtos comerciais usados no
meio de cultivo ndo afetaram o aparato fotossintético das plantas, confirmando o

gue havia sido inferido por meio do indice SPAD.
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Figura 8. Médias e erro padrdo das Clorofilas a e b (A); relacao Clorofila
a/Clorofila b (B); Clorofila total (C), Carotenoides (D) e relacdo Clorofila
total/Carotenoides (E) em folhas de bananeira ‘Williams apds 120 dias de cultivo
in vitro.

Os dados obtidos para desenvolvimento in vitro das mudas neste
experimento possibilitam afirmar que, ao final da etapa in vitro, ndo houve
diferenca entre as plantas micropropagadas em meio de cultivo preparado com
reagentes PA e aquelas cultivadas nos meios alternativos propostos para a
maioria dos parametros analisados. Quando presentes, as diferencas estatisticas
verificadas ndo foram responsaveis por uma redugdo significativa no

desenvolvimento das mudas.



49

5.2. Pré-aclimatizacdo das mudas

A taxa de sobrevivéncia das mudas apos os 45 dias de aclimatizacgéo foi
de 100% para todos os tratamentos aplicados.

5.2.1. Andélises biométricas

A analise de variancia apresentada na Tabela 9 mostra que houve
interacOes significativas para as variaveis volume de raizes, massa da matéria
seca de raiz e massa da matéria seca total. Para area foliar e matéria seca da
parte aérea houve efeito significativo em relacdo as fontes de sais. Para as

demais variaveis ndo foram constatadas diferengas.
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Tabela 9. Resumo da andlise de varidncia para as variaveis biométricas em
funcdo das fontes de sais e sacarose usados no preparo do meio de cultivo para
bananeira ‘Williams’, apds 45 dias de aclimatizagdo. Campos dos Goytacazes —

RJ, 2013.

Quadrado Médio

Fonte de variacao GL
NF AP DP
Sais (S) 1 0,17795™ 3,06049™ 0,19603™
Sacarose (Sac) 1 0,12946™ 0,26016™ 0,24183™
S x Sac 1,11222™ 0,39570™ 0,51065™
Residuo 27 0,28397 2,87397 0,46904
CV (%) 6,37 14,98 6,57
Média Geral 8,36 11,31 10,41
uadrado Médio
Fonte de variacao GL Q
VR MFPA AF
Sais (S) 1 1,9503™ 5,14186"™ 2290,0519*
Sacarose (Sac) 1 10,5225™ 1,66387"™ 394,8427"™
S x Sac 38,5003* 0,12902™ 35,13625™
Residuo 27 3,0515 1,60195 520,7059
CV (%) 25,11 19,01 17,53
Média Geral 6,95 6,65 130,10
uadrado Médio
Fonte de variacao GL Q
MSPA MSR MST
Sais (S) 1 0,95468* 0,2527"™ 0,2337"™
Sacarose (Sac) 1 0,24317™ 0,3699"™ 0,1165™
S x Sac 1 0,95192™ 0,2610* 0,3847**
Residuo 27 0,19476 0,2329 0,7064
CV (%) 17,43 31,63 20,79
Média Geral 0,80 0,48 1,28

"> _ N&o significativo; * - Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; ** - Significativo pelo
teste F a 1% de probabilidade; CV (%) — Coeficiente de Variacdo; NF — Numero de Folhas; AP —
Altura da Planta (cm); DP — Diametro do Pseudocaule (mm); VR — Volume de Raiz (cm®); MFPA —
Matéria Fresca da Parte Aérea (g); Area Foliar (cm?); MSPA — Matéria Seca da Parte Aérea (g);
MSR — Matéria Seca de Raiz (g); MST — Matéria Seca Total (g)

Como se observa na Figura 9, os sais comerciais reduziram a area foliar, e

consequentemente a massa da matéria seca da parte aérea nas plantas.
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Figura 9. Area foliar (A) e Massa da Matéria Seca da Parte Aérea (B) em mudas
de bananeira ‘Willians’ apds 45 dias de aclimatizacéo.

De acordo com a Tabela 10, o uso da sacarose PA, independente da
fonte de sais minerais ndo afetou o volume radicular e as massas das matérias
secas de raizes e total. Ja o agucar cristal associado aos sais minerais comerciais

ocasionou médias inferiores para estes trés parametros.

Tabela 10. Volume de Raizes (VR), Massa da Matéria Seca de Raiz (MSR) e
Massa da Matéria Seca Total (MST) em funcao das fontes de sais e sacarose em
mudas de bananeira apos 45 dias de aclimatizacdo. Campos dos Goytacazes —
RJ, 2013.

VR (cm®) MSR (g) MST(g)

Sais 1 Sais 2 Sais 1 Sais 2 Sais 1 Sais 2
Sacarose1l 5,53 Ab 7,23 Aa 0,40 Ab 0,53 Aa 1,27 Aa 1,32 Aa
Sacarose 2 8,87 Aa 6,18 Ba 0,61 Aa 0,37 Bb 1,45 Aa 1,06 Ba

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal e minUsculas na vertical ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 1 — Produto PA; 2 — Produto comercial
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A sacarose PA foi inferior ao acucar cristal nos meios preparados com
sais minerais PA para volume de raizes e matéria seca de raizes. Ja nos meios
utilizando sais comerciais a sacarose PA foi superior ao agUcar para esta Ultima

variavel (Tabela 10).

5.2.2. Anélise nutricional

A andlise de variancia apresentada na Tabela 11 mostra que néo foram
verificadas diferengas significativas para os nutrientes minerais em fungao das

fontes de sais e de carbono utilizados nos meios de cultivo.

Tabela 11. Resumo da analise de variancia para nutrientes minerais em funcao
das fontes de sais e sacarose usados no preparo do meio de cultivo para
bananeira ‘Williams’, apds 45 dias de aclimatizacdo. Campos dos Goytacazes —
RJ, 2013.

Quadrado Médio

Fonte de

L GL N P K Ca
variagao T
g kg
Sais (S) 1 1,3613™ 0,4886" 113,537 0,2291"
S"’gggse 1 0,5364" 0,1377" 29,2635™ 0,8370"
S x Sac 1 2,2927" 0,1466" 6,6600"™ 0,1056"
Residuo 27 1,3002 0,1858 40,1773 1,2086
CV (%) 10,60 7,34 20,63 12,95
Média Geral 10,75 5,87 30,71 8,48
Quadrado Médio
Fontede Mg S B
varlagao
g kg™ mg kg™
Sais (S) 1 5,5525" 0,1186" 1,6842"
S"’Eggse 1 54223™ 0,3463™ 8,6467"™
S x Sac 1 0,1037" 0,0222" 1,0604"™
Residuo 27 2,1804 0,2597 4,1891
CV (%) 19,75 9,43 12,53
Média Geral 7,47 1,70 16,33

™ _Nao significativo; CV (%) — Coeficiente de Variagdo; N — Nitrogénio; P — Fosforo; K — Potassio;
Ca — Célcio; Mg — Magnésio; S — Enxofre; B — Boro
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Ha uma escassez muito grande de pesquisas envolvendo a nutricdo
mineral de plantas in vitro, o que dificulta a comparacao dos resultados obtidos
com outros trabalhos.

Apesar de ter ocorrido reducdo nos teores de N, P e K durante a fase in
vitro nas plantas cultivadas em meios com sais minerais comerciais, observa-se
gue durante a aclimatizacéo isso nao se repetiu, o que indica uma correcdo dos
nutrientes durante esta fase. Assim sendo, 0s sais minerais comerciais podem ser
utilizados em substituicdo aos sais PA sem prejuizo no teor de nutrientes nas

mudas ao final da aclimatizacdo, ou seja, no momento de sua comercializagao.

5.2.3. Analises fisiologicas

A Tabela 12 apresenta a analise de variancia para as variaveis
fisiolégicas das mudas apos o periodo de aclimatizagdo. Como se observa, néo
foram constatadas diferencas significativas para nenhum parametro em funcao

das fontes de sais e de carbono usados no meio de cultivo.

Tabela 12. Resumo da analise de variancia para as variaveis fisiolégicas em
funcdo das fontes de sais e sacarose usados no preparo do meio de cultivo para
bananeira ‘Williams’, apds 45 dias de aclimatizagdo. Campos dos Goytacazes —
RJ, 2013.

Quadrado Médio

Fonte de variacao GL

FuFm PI SPAD
Sais (S) 1 0,8646™ 0,1356™ 19,4222™
Sacarose (Sac) 1 0,7222™ 0,1648™ 5,9379"™
S x Sac 1 0,6032™ 0,3585™ 0,7629™
Residuo 27 0,3901 0,8398 25,7011

CV (%) 2,59 55,05 16,76

Média Geral 0,76 0,52 30,23

T Nao significativo; Fv/Fm — Fluorescéncia da Clorofila a; Pl — Indice Fotossintético; SPAD —
Intensidade de Verde.
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Quadrado Médio

Fonte de variacédo GL
Ca Cb Ct
Sais (S) 1 793,6781™ 28,6006™ 1123,6070™
Sacarose (Sac) 1 2294,2250™ 69,5563™ 3162,7250™
S x Sac 1 86,5435™ 34,9801™ 11,4817™
Residuo 27 2393,386 1035,6290 5929,0250
CV (%) 16,36 17,57 14,34
Média Geral 80,21 55,05 135,27
o Quadrado Médio
Fonte de variacao GL
Ca/Chb Car Ct/Car
Sais (S) 0,3929™ 10,9001™ 372,4086™
Sacarose (Sac) 0,1228™ 47,7902™ 679,9953"™
S x Sac 0,1602" 0,4953"™ 141,7437™
Residuo 27 0,2907 25,6568 686,0070
CV (%) 21,18 28,85 19,89
Média Geral 1,51 6,56 26,60

™ _ Nao significativo; Ca — Clorofila a (pmol.m°); Cb — Clorofila b (umol.m2); Ct — Clorofila total
(umol.m®); Ca/Cb — Relagdo Clorofila a/Clorofila b; Car — Carotenoide (umol.m?); Ct/Car —
Relacao Clorofila total/Carotenoide

A Figura 10 (A) mostra as médias da eficiéncia fotoquimica do
fotossistema Il. Observa-se que os valores estdo dentro da faixa considerada
normal (0,75 a 0,85), mantendo a mesma resposta das plantas logo apos o
periodo de cultivo in vitro.

Nota-se que as plantas oriundas do tratamento contendo sais minerais
comerciais e sacarose PA (T3) apresentaram relacdo F./F, proxima ao limite
inferior, evidenciando uma reducdo em relacédo aquelas cultivadas in vitro. Toyoda
et al. (2010) também observaram reducao de F./F, em plantas de abacaxizeiro
transferidas da condicdo in vitro para aclimatizacdo. Segundo os autores é
necessario um periodo de adaptacéo e de formacédo de novas folhas na condicéo
ex vitro para que esta variavel apresente uma elevacgao no valor.

A fluorescéncia da clorofila a tem sido usada como um indicador da
eficiéncia fotoquimica e foto inibicdo. A fluorescéncia emitida pela molécula de

clorofila permite uma avaliagdo nao destrutiva in vivo, fornecendo informacgdes
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sobre o rendimento fotoquimico e a capacidade fotossintética, por meio da
quantificagéo da eficiéncia do fotossistema Il (Carvalho et al., 2001).

Embora ndo tenham ocorrido diferencas estatisticas entre os tratamentos
guanto ao indice fotossintético apds a aclimatizacdo (Figura 10 B), observa-se
uma reducdo nos seus valores em comparagao aos obtidos com as plantas in

vitro (Figura 7).
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Legenda: T1 — sais minerais PA + sacarose PA; T2 - sais minerais PA + agUcar cristal; T3 — sais
minerais comerciais + sacarose PA; T4 — sais minerais comerciais + agucar cristal.

Figura 10. Médias e erro padrdo da Relagdo F./Fn (A), do indice Fotossintético
(PI) (B) e da Intensidade de Verde (SPAD) (C) em mudas de bananeira ‘Williams
apos 45 dias de aclimatizagao.
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De acordo com Strauss et al. (2006), o indice Pl € uma expressao
multivariada do fotossistema Il, que combina absor¢cdo de energia luminosa,
excitacdo de energia e conversdo de energia de excitacdo para transporte de
elétrons. O PI é eficiente na avaliacdo da eficiéncia fotoquimica de plantas que
estdo em condi¢Oes de estresse.

Esta variavel é usada para identificar alteracdes precoces no aparato
fotossintético das plantas (Ripley et al., 2004). Neste caso, visualizando-se a
Figura 10 (B), pode-se sugerir que houve uma reducéo na eficiéncia fotoquimica
das mudas ao final da aclimatizacao.

Segundo Zhang et al. (2009), as mudas obtidas por cultura de tecidos sao
sensiveis e tenras, com folhas delgadas e fotossinteticamente inativas e com
estdbmatos pouco funcionais, o que torna indispensavel uma fase de adaptacao
apos a retirada do ambiente in vitro. Desta forma, € comum observar algum nivel
de dano fotoquimico nas plantas no periodo de aclimatizagdo, gerado pela
mudanca brusca de ambiente, como pode ser verificado neste experimento.

Na Figura 10 (C) encontram-se as medias de intensidade de cor verde
nas folhas das plantas ao final da fase de aclimatizacdo. E possivel constatar que,
mesmo ndo havendo diferencas significativas entre os tratamentos, houve uma
reducdo nos valores de SPAD em comparacdo aos medidos nas plantas logo
apos a etapa in vitro (Figura 7). Este resultado sugere que estas plantas, ao
sairem das condi¢cBes in vitro e serem transferidas para a casa de vegetacao,
tenham sofrido algum tipo de estresse luminoso e/ou hidrico, ou ainda podem ter
sofrido um efeito de diluicdo, uma vez que estavam maiores do que as recém-
saidas do cultivo in vitro. Couto (2012) e Toyoda et al. (2010) também observaram
esta reducao nos valores de SPAD em mudas de abacaxizeiro cultivadas in vitro e
posteriormente transferidas para casa de vegetacao.

A reducéo do indice SPAD nas mudas provenientes do meio de cultivo
utilizando sais minerais comerciais e sacarose PA (T3) justifica-se pela reducédo
dos valores de clorofila total nas plantas apds a aclimatizacdo, como pode ser
visto na Figura 11. Isso corrobora a eficiéncia do medidor SPAD como indicador
dos teores de clorofila em plantas descrita por Torres Netto et al. (2005) e Torres
Netto et al. (2002).

Segundo Hendry e Price, (1993), as clorofilas tendem a ser foto-oxidadas

guando submetidas a alta irradiacéo e, devido aos carotenoides poderem prevenir
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este dano oxidativo das clorofilas, a relagcdo entre estes dois pigmentos pode ser
usada como um indicador de perdas foto-oxidativas causadas por fortes
irradiacdes. Neste sentido, a relacdo Ct/Car pode ser considerada uma forma de
avaliacdo das condi¢fes fotossintéticas da planta (Hendry et al., 1987).

Contudo, embora as mudas possivelmente tenham sido submetidas a um
estresse moderado, visto a reducdo dos valores de intensidade de verde, esta
reducdo dos teores de pigmentos fotossintéticos ndo foi suficiente para ocasionar
danos na eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (Figura 10).
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Legenda: T1 — sais minerais PA + sacarose PA; T2 - sais minerais PA + agUcar cristal; T3 — sais
minerais comerciais + sacarose PA; T4 — sais minerais comerciais + agUcar cristal.

Figura 11. Médias e erro padrdo das Clorofilas a e b (A); relagdo Clorofila
a/Clorofila b (B); Clorofila total (C), Carotenoides (D) e relacdo Clorofila
total/Carotenoides (E) em folhas de bananeira ‘Wiliams apés 45 dias de
aclimatizacao.
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Os resultados apresentados neste trabalho mostram que, para a maioria
dos parametros avaliados, ndo ha interferéncia negativa dos produtos comerciais
usados no meio de cultivo no crescimento e desenvolvimento das mudas,
podendo-se afirmar que € possivel substituir satisfatoriamente os sais minerais
PA por adubos comerciais e a sacarose PA por acucar cristal nha propagacao in
vitro da bananeira ‘Williams’.

De acordo com levantamento realizado (p. 85 — Anexo), constatou-se que
a reducdo gerada por esta substituicdo é de aproximadamente 90%, o que
causaria enorme impacto nas biofabricas produtoras de mudas de bananeira.

A reducdo do custo da produgcdo dos meios de cultivo pode significar
proporcional diminuicdo no valor final das mudas, o que facilitaria 0 acesso dos
produtores a esse tipo de material, uma vez que o elevado custo das mudas

micropropagadas impossibilita sua ado¢éo por grande parte dos produtores.



6. CONCLUSOES

A partir dos resultados encontrados neste trabalho, conclui-se que:

- A substituicdo dos sais minerais PA por adubos comerciais e da sacarose
PA por acucar cristal no preparo do meio de cultivo ndo influenciou na producéao de
mudas de bananeira ‘Williams’ para a maioria das variaveis avaliadas;

- Nao houve diferenca entre a taxa de multiplicacdo in vitro das plantas
cultivadas nos meios com produtos comerciais em comparacao as cultivadas nos
meios convencionais;

- Nao houve diferenca entre a taxa de enraizamento in vitro das plantas
cultivadas nos meios com produtos comerciais em comparacao as cultivadas nos
meios convencionais;

- Ao final da aclimatizacdo, as mudas produzidas apresentaram mesma
gualidade fisiol6gica e nutricional daquelas oriundas da micropropagacdo em meio

de cultivo convencional.
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Figura 1A. Mudas de bananeira ‘Williams’, antes do inicio do experimento.

Figura 2A: Viséo geral do processo de subcultivo em camara de fluxo laminar.

Figura 3A: Frasco com brotagdes intactas antes dos subcultivos e detalhe do
conjunto de brotagdes.
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Figura 4A: Procedimento de subcultivo: individualizacédo e limpeza das brotacdes.

Figura 5A: Procedimento de subcultivo: brotacdes apos limpeza.
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Figura 6A: Procedimento de subcultivo: quebra da dominéncia apical com auxilio
de bisturi e pesagem das brotacdes.

Figura 7A: Procedimento de subcultivo: brotagbes sendo colocadas no meio e
frasco com quatro brotac¢des ao final do procedimento.



Legenda: T1 — sais minerais PA + sacarose PA,;
T2 — sais minerais PA + acUcar cristal; T3 — sais
minerais comerciais + sacarose PA; T4 — sais
minerais comerciais + agUcar cristal.

Figura 8A: Plantas de bananeira ‘Williams apds 120 dias de cultivo in vitro.
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Legenda: A — mistura do substrato comercial Basaplant® com pé de fibra de coco;
B — preenchimento das bandejas; C — plantio das mudas nas células da bandeja;

D — viséo geral das mudas apés o plantio.

Figura 9A: Plantio das mudas de bananeira ‘Williams.

Legenda: A — mudas em camara de nebulizacdo logo apds o plantio; B — mudas 15 dias
apos o plantio; C — mudas 30 dias apds o plantio; D — detalhe da altura das plantas aos 30
dias de plantio.

Figura 10A: Mudas de bananeira ‘Williams’ durante a aclimatizagao.
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Figura 12A: Determinacdo do diametro do pseudocaule com auxilio de
paquimetro digital.

A

Figura 13A: Determinacao da altura da planta com auxilio de régua graduada.
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Figura 14A: Coleta dos discos foliares para quantificacdo dos teores de
pigmentos fotossintéticos.

Legenda: Pocket PEA Chlorophyll Fluorimeter; B — pinca utilizada para adaptacdo dos
cloroplastos ao escuro.

Figura 15A: Andlise da Fluorescéncia da Clorofila a e do indice Fotossintético.

Figura 16A: Determinacéo da Intensidade de Verde com SPAD-502.



Figura 17A: Determinac&o da Area Foliar.
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Tabela 1A. Estimativa de custo dos reagentes PA e dos equivalentes comerciais
utilizados no preparo do meio de cultivo MS.

Fonte mineral

Valor aproximado
(R$) para preparar:

Valor aproximado

Fonte mineral (R$) para preparar:

Sais PA 1000,0 L Sais Comerciais 1000,0 L
KNO3* 342,00 FertiNK** 7,33
NH4NOz* 115,00 Nitrato de Amonio** 0,99
MgSQO,.7H,0O* 9,62 Ferti MAGs** 0,47
KH,PO4* 13,60 FertiMAP** 0,59
CacCl,.2H,O* 11,44 Cloreto de Calcio*** 0,88
HsBOs* 0,19 FertiBORO** 0,02
Sacarose* 420,00 Acucar cristal**** 62,70
Subtotal 911,85 Subtotal 72,98
MnSO,.4H,0* 2,50 MnS0O,.4H,0* 2,50
ZnS0,.7H,O* 0,55 ZnS0,.7H,0* 0,55
KI* 0,25 KI* 0,25
Na,Mo00,4.2H,0* 0,14 Na,Mo00O,.2H,0* 0,14
CoCl,.6H,0* 3,15 CoCl,.6H,0* 3,15

CuS0,.5H,0* 1,30x10° CuS0,.5H,0* 1,30x10°
FeSO,.7H,O* 1,00 FeSO,.7H,O* 1,00
Na,.EDTA* 8,56 Na,.EDTA* 8,56
Subtotal 16,15 Subtotal 16,15
Total 928,00 Total 89,13

*Valores cotados em junho de 2013, referentes a reagentes da marca Vetec®

** \/alores cotados em junho de 2013, referentes a produtos da marca Heringer®
***\/alor cotado em junho de 2013, referente ao cloreto de calcio da marca Calciosol®
=**x\/alor cotado em janeiro de 2014, referente ao acticar cristal da marca Uni&o®



