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RESUMO

A micropropagacao € a estratégia biotecnologica de maior importancia e aplicabilidade
na multiplicacdo massal em larga escala e conservagdo de Musacea. Como
consequéncia, inimeros estudos sdo reportados na literatura com o objetivo de
otimizar o processo morfogenético in vitro e obter plantas de melhor qualidade
morfoanatdmica e fisioldgica. Nesse contexto, esta pesquisa teve por objetivo avaliar
a eficiéncia de duas citocininas arométicas, Meta-topolina (mT) e 6-Benzilaminopurina
(BAP), e os efeitos advindos da suplementacao exdégena de carboidrato associada ao
tipo de fechamento do recipiente na micropropagacao de platanos ‘Vellaco’ e ‘Largo’
(grupo AAB). Para tanto, dois experimentos foram realizados, o primeiro comparou
cinco concentracbes de BAP e Meta-topolina (0; 6,7;11,1;15,5 e 22,2 uM) sobre a
inducdo e formacdo de brotacdes axilares. No experimento 2, foram avaliadas
concentraces de sacarose (0; 15; 30 e 45 g L) e dois sistemas de vedacédo dos
frascos (MC: tecido de mascara cirdrgica tripla e TP: tampa de polipropileno) na
regulacao do crescimento e aspectos fisiolégicos das plantas produzidas. De acordo
com os resultados obtidos, houve efeito significativo dos fatores aplicados para ambos
0s experimentos. Para a multiplicacdo in vitro das variedades ‘Velhaco’ e ‘Largo’, a
concentracdo de 11,1 uyM de Meta-topolina promoveu maior formagdo de novas
brotacdes e de gemas axilares, nos cinco subcultivos consecutivos. Na etapa de
enraizamento e crescimento das brotacdes, a reducédo da concentracdo de sacarose
para 15 g L possibilitou maior nimero de folhas expandidas, altura e diametro do
pseudocaule das plantas, independente do sistema de vedacédo do frasco. Por fim,
plantas produzidas em frascos com tecido de mascara cirargica tripla (sistema de

fechamento alternativo) tiveram maior teor de pigmentos e conteudo relativo de agua.

Palavras-chave: Platanos. Citocininas. Trocas gasosas. Carboidrato.



ABSTRACT

Micropropagation is the biotechnological tool of greatest importance and applicability
in the reproduction and conservation of Musacea. As a consequence, numerous
studies are reported in the literature with the aim of improving the morphogenetic
process in vitro and consequently obtaining plantlets of better structural and
morphophysiological quality. In this context, this research aimed to evaluate the
efficiency of two aromatic cytokinins, Meta-topolin (mT) and 6- Benzylaminopurine
(BAP), as well changes in exogenous carbohydrate supplementation associated with
increased gas exchange in the micropropagation of plantain 'Vellaco' and 'Largo’
(group AAB). For this, two experiments were carried out, the first comparing five
concentrations of BAP and mT (0, 6.7, 11.1, 15.5 and 22.2 pM) on the induction and
formation of axillary shoots. In experiment 2, sucrose concentrations (0, 15, 30 and 45
g L") and two bottle sealing systems (MC: triple surgical mask tissue and TN:
polypropylene cap) were evaluated as factors for regulating the growth and
physiological aspects of the plantlets produced. According to the results obtained,
there was a significant effect of the factors applied for both experiments. For the in vitro
multiplication of the varieties 'Velhaco' and 'Largo’, the concentration of Meta-topolin
11.1 uM promoted greater formation of new shoots and axillary buds, in the five
consecutive subcultures. In the stage of rooting and shoot growth, the reduction of the
sucrose concentration to 15 g L' allowed a greater number of expanded leaves,
height and pseudostem diameter of the plantlets, regardless of the bottle sealing
system. Finally, plantlets grown in jars with triple surgical mask tissue (alternative

system) showed higher levels of pigments and higher relative water content.

Keywords: Plantain. Cytokinins. Gas exchange. Carbohydrate.
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1 INTRODUCAO

Os platanos (grupo gendmico AAB), com origem na Melanésia Ocidental e
sudeste da Asia (PERRIERA et al., 2011; LI et al., 2013; ISRAELI; LAHAV, 2017),
possuem importancia socioecondmica e cultural em diversas outras regides. Os frutos
contém elevado nivel caldrico, sdo ricos em fibras, carboidratos, vitaminas e potassio.
Além disso, sdo versateis e consumidos cozidos ou fritos, utilizados no preparo
culindrio e obtencdo de biomassa verde. Por essas razfes, constituem a dieta
alimentar em paises do Sudeste da Asia, Oceania, Norte da América do Sul e Africa.

A producdo mundial de platanos € de 116 milhdes toneladas de frutos, com
destaque para india, China, Filipinas, Brasil e Equador (FAO, 2019). O Brasil é o
quarto maior produtor de bananas e platanos, com 6,787.155 milhdes de toneladas
(IBGE, 2020), e os principais estados produtores incluem S&o Paulo, Bahia, Minas
Gerais, Santa Catarina e Para. No estado do Acre, o cultivo de bananas e platanos é
uma atividade agricola importante, com producao de 106.268 toneladas (IBGE, 2018).

Apesar da importancia e expansdo do cultivo e consumo de bananas e
platanos, os sistemas de producdo necessitam do desenvolvimento e aprimoramento
tecnolégico, principalmente para evitar ou mitigar os danos causados por pragas e
doencas. Nesse contexto, a utilizacdo de mudas certificadas garante maior
uniformidade no crescimento das plantas e estabelecimento do bananal.

Em geral, o estabelecimento e renovagdo de bananais sdo feitos com a
utilizacdo de mudas obtidas a partir de métodos tradicionais. Esses métodos utilizam
mudas formadas pelo desenvolvimento de gemas axilares pré-existentes no rizoma.
Todavia, essas mudas diferem quanto ao estadio de desenvolvimento: tipo chifréo,
chifre e chifrinho. Além dessas, é possivel obter plantas a partir do fracionamento do
rizoma, e mais raramente por sementes, de uso especifico em programas de
melhoramento genético. Embora bem difundido e utilizado por pequenos e médios
produtores, a multiplicacdo por metodologias convencionais € um processo lento e
gue permite a disseminacdo de doencas e pragas de importancia econdmica.

Acrescenta-se, ainda, que as mudas produzidas de forma convencional tém
baixa qualidade fitossanitaria e acarretam heterogeneidade na formacéo do bananal,

além de reduzir a producéo e elevar os custos decorrentes das perdas e reposicéo de
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mudas (POLTRONIERI et al., 2009). Para além disso, os platanos séo particularmente
susceptiveis ao gorgulho negro (Cosmopolites sordidus) considerada a praga de maior
importancia econémica, além do ataque da broca do rizoma (Cosmopolites sordidus),
transmitidos pelo uso de material propagativo inadequado (BORGES et al., 2002).

Sendo assim, o aprimoramento de técnicas biotecnolégicas € a principal
estratégia para superar as limitacbes impostas pela propagacdo convencional de
bananas e platanos. Isso porque a biotecnologia, mais especificamente a
micropropagacdo, possibilita a producdo de mudas com certificacdo genética e
fitossanitaria, além de ser um processo sem sazonalidade e muito utilizado em larga
escala por biofabricas (producao industrial de plantas).

Semelhante a outras culturas agricolas, a propagacéo in vitro é de importancia
e aplicabilidade reconhecidas na reproducdo e conservacdo de bananeiras, um
mercado considerado consolidado em diversas regiées do Brasil e de outros paises
(CARVALHO et al.,, 2014). Portanto, € a alternativa empregada para controle e
prevencao de disseminacdo de pragas e doencas (MAFIA et al., 2012; ZUZARTE et
al., 2010; REIS et al., 2009). Como consequéncia, inUmeros estudos sdo reportados
na literatura com o objetivo de melhorar a eficiéncia do processo morfogenético in vitro
e por conseguinte obter plantas de melhor qualidade morfoanatdmica e fisiologica.

Para a micropropagacédo de bananeiras, a citocinina mais utilizada ainda € o 6-
Benzilaminopurina (BAP) e poucas pesquisas avaliam os efeitos de moléculas
alternativas. Além do mais, a reducdo dos niveis exdgenos de carboidrato, quando
associado a sistemas in vitro que aumentem as trocas gasosas, € uma estratégia
interessante e comprovada visando mitigar os efeitos negativos observados na
fisiologia e bioquimica de plantas micropropagadas.

Nesse contexto, esta pesquisa teve por objetivo avaliar a eficiéncia de duas
citocininas aromaticas, Meta-topolina (mT) e BAP, bem como estudar os efeitos da
alteracao na concentragéo de sacarose associado ao tipo de vedacéo dos frascos no
cultivo in vitro de platanos ‘velhaco’ e ‘Largo’ (grupo AAB). A mT [N 6-(3-
hidroxibenzilmino) purina] foi escolhida por ser um analogo de benziladenina e uma
citocinina de alta atividade. Ja as modificagBes propostas no cultivo in vitro visam
propor um sistema mixotrofico. Até a presente data, ndo existem estudos avaliando
esses fatores na regulacdo do processo morfogénico in vitro para as variedades de

platanos utilizadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DE PLATANOS

Os platanos pertencem ao grupo de plantas herbiceas conhecidas como
monocotiledénea, da familia Musaceae e com origem no Sudeste Asiatico
(CORPOICA, 2006). Sdo mundialmente reconhecidos por sua importancia alimentar,
econdmica e sociocultural, e considerados o quarto produto alimenticio devido ao seu
alto teor de carboidratos, proteinas, vitaminas A, B, C e minerais (AQUIL et al., 2012).
Além disso, os frutos sdo verséteis e consumidos globalmente, na forma cozida, frita
ou assada (BORGES et al., 2004), bem como em receitas culinarias.

Amplamente cultivados nas regides tropicais do mundo, os platanos estédo
presentes em 120 paises tropicais de cinco continentes (BAKRY et al., 2009).
Segundo dados da FAO (2019), o maior produtor de banana e platano é a india com
29 milhdes de toneladas por ano, seguido da China com 11 milhdes de toneladas,

Filipinas (7,5 milhGes de toneladas) e do Equador e Brasil com 7 milhdes toneladas.

2.2 PROPAGACAO CONVENCIONAL DE PLATANOS

Bananas e platanos podem ser reproduzidos por sementes (no caso de
espécies diploides e cruzamentos controlados), ou vegetativamente, utilizando
rebentos (brotacdes) desenvolvidos a partir de gemas axilares presentes no rizoma,
as quais resultam em mudas do tipo chifrao, chifre e chifrinho. Além disso, também é
utilizado o método de fracionamento do rizoma (SOUZA et al., 2006).

Apesar de utilizado, o método tradicional rende de 5 a 10 mudas por planta por
ano, mesmo utilizando material de 6tima qualidade. Sendo assim, € considerado um
processo lento e de baixo rendimento que, dependendo das condi¢cbes de cultivo,
favorece a disseminacéo de doencas como o Mal-do-Panama (Fusarium oxysporium f.
sp. cubense), Moko (Ralstonia solanacearum), Sigatoka-negra, nematoides
(Radopholussimilis, Helicotylenchusmulticinctus, Pratylenchuscoffeaee Meloidogynespp.)
(SOUZA et al., 2010) e a broca-do-rizoma (PEREIRA et al., 2005).

Para além disso, a multiplicacdo e uso de mudas obtidas por metodologias

convencionais acarretam desuniformidade do bananal e consequentemente na produgéo
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e, em alguns casos, necessidade de reposicdo da muda morta ou ndo desenvolvida.
Como consequéncia, ha aumento nos custos de producéo e falhas no estabelecimento do
bananal. Como alternativa, técnicas biotecnoldgicas sdo adotadas visando melhorias
qualitativas e quantitativas no sistema de producdo de bananas e platanos, sobretudo a
prevencao ou mitigacao dos danos causados por pragas e doengas.

A estratégia mais utilizada em musaceas € a micropropagacao, com impactos
fitossanitarios e econdmicos reconhecidos. Essa alternativa permite a producédo de
mudas clonais em larga escala, com certificacdo genética e fitossanitaria, sem
sazonalidade (SA; BRAGA, 2002, ALVES et al., 2004).

2.3 MICROPROPAGACAO DE MUSACEA

A propagacdo in vitro é a técnica biotecnolégica com maior aplicabilidade e
importancia visando a reproducéo e conservacao de bananas e platanos. Consiste no
cultivo de células, tecidos ou 6rgéos vegetais sob condi¢des assépticas, meio nutritivo
e fatores ambientais controlados (OLMOS et al., 2010). Essa ferramenta permite a
obtencdo ndo sazonal de elevado niumeros de plantas, com certificacdo genética e
fitossanitaria, portanto, com alto potencial econémico e cientifico (CARVALHO et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2011; PIATTI et al., 2011).

Como consequéncia, plantas micropropagadas sao utilizadas no controle e
prevencao de disseminacéo de pragas e doencas (MAFIA et al., 2012; ZUZARTE et
al., 2010; REIS et al., 2009), acarretando varias vantagens ao sistema de producéo.
As principais etapas do processo de micropropagacdo sdo: (I) Selecdo e
desinfestacdo do explante; (II) Introducédo in vitro em meio nutritivo sob condi¢des
assepticas (etapa de estabelecimento); (lll) Subcultivos sucessivos para multiplicacéo
de material vegetal estabelecido; (IV) Enraizamento e crescimento das brotacoes; e
(V) Pré-aclimatizacéo (rustificacdo) e ou aclimatizacdo ex vitro. Todavia, essas etapas
sdo passiveis de modificacbes ou mesmo exclusdo de alguma dessas
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998), conforme as peculiaridades de cada espécie
ou objetivo proposto.

Dentre as fases supracitadas, o estabelecimento dos apices caulinares in vitro
€ uma das mais criticas, em fungdo da ocorréncia de contaminagdo por fungos e

bactérias, como também pelo nivel de oxidacdo dos tecidos excisados, caracterizado
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pelo escurecimento do apice caulinar ou até mesmo do meio de cultivo
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). A oxidacao limita, em parte, a taxa de
multiplicacdo em algumas cultivares de bananeira (OLIVEIRA et al., 2001),
principalmente gendtipos dipldides AB e BB, e triploides AAB como os platanos. Além
disso, o escurecimento das partes excisadas dos explantes acarreta obstrucdo do
tecido oxidado e reducao na taxa de absor¢cado dos componentes do meio. Outro efeito
ocasionado pela liberacdo desses compostos ao meio de cultivo consiste na alteracéo
da composicéao nutricional (JHA; DAS, 2004; ALIYU, 2005).

Além da ocorréncia de oxidacdo fendlica, outros fatores podem limitar o
potencial regenerativo (morfogénese in vitro) durante as etapas da micropropagacao
de bananas e platanos. Os principais estdo associados ao tipo e concentracdo de
reguladores de crescimento, que alteram a taxa de emissdo de novas brotagdes e sua
qualidade fisiolégica, bem como o ambiente de cultivo. Nesse caso, moléculas com
maior atividade, a exemplo da Meta-toplolina (mT), sdo avaliadas em diversas outras
espécies de importancia econbmica (SOUZA et al.,, 2019), incluindo bananeiras
(ESCALONA et al., 2003; AREMUN et al., 2012).

Para além disso, propor alteracdes na concentracdo exdgena de carboidratos,
associado ao aumento das trocas gasosas com sistemas alternativos de vedacao dos
recipientes, sao estratégias promissoras visando melhoria da qualidade das plantas

produzidas.

2.4 REGULACAO DA MORFOGENESE IN VITRO POR FITORREGULADORES

Reguladores de crescimento sédo essenciais ao crescimento e desenvolvimento
vegetal in vivo e in vitro. Isso porque, essas moléculas, que sao sintetizadas pelas
plantas e/ou comercializadas, funcionam como inibidores ou estimuladores de
processos fisioldégicos vitais. Dessa maneira, visando potencializar os efeitos
morfogenéticos esperados, basicamente toda intervengdo no processo de
propagacéao in vitro depende da suplementacdo exdgena com algum fitorregulador
vegetal.

Uma ampla variedade de classes de substancias fitorreguladoras estéao
disponiveis, incluindo compostos aromaticos com atividade de citocinina, os quais

promovem a divisdo celular e melhorias nos processos de micropropagacdo de
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plantas (AREMUN, et al. 2012; AHMAD; STRNAD, 2021). As citocininas mais comuns
e empregadas no cultivo in vitro sdo derivadas da adenina, dentre as quais se
destacam: BA (6-Benziladenina), Cinetina (6-furfurilaminopurina), Zea (zeatina) e 2-iP
(N-isopentenil adenina) (SEDICI, 2017).

Essa classe de fitorreguladores é indispensével para a quebra da dominéncia
apical e esta relacionada com a diferenciacdo celular, sobretudo no processo de
formacdo de gemas caulinares, das quais surgirdo novos brotos (MACHADO et al.,
2011). Nesse contexto, o tipo e a concentracao de citocinina € um fator determinante
em etapas como a multiplicacédo (CSABAI et al., 2011). O aumento de citocininas
desencadeia e regula varios eventos que levam a maior atividade celular dos
meristemas, aumentando a taxa de divisdo celular que da origem a regeneracao de
novos pontos meristematicos (MULLER; LEYSER, 2011)

2.4.1. Uso de 6-Benzilaminopurina (BAP)

Entre as citocininas arométicas, o BAP € a mais utilizada devido a sua
efetividade e acessibilidade (BAIRU et al., 2007), sendo importante na regulacéo do
crescimento axilar, botdes adventicios e foliares (BUAH et al., 2010). Para o cultivo
in vitro de bananeiras, a inducao e formacao de brotacfes esta associada ao uso de
citoninas como o BAP, no entanto, a suplementacdo do meio de cultura com altas
concentragOes desse fitorregulador pode causar variacdo somaclonal e inviabilizar o
processo de producdo de mudas (BAIRUS et al., 2008).

De acordo com Cedefio et al. (2016) as provaveis caracteristicas de
anormalidade encontradas nas plantas micropropagadas devem-se a alta
concentracdo de BAP. Dessa forma, pode haver a existéncia de brotos ou plantas com
hiperhidricidade, necroses, formacdo de tecidos de calo, reduzida qualidade das
brotagcbes formadas, bem como ocorréncia de folhas amareladas, retorcidas e
lanceoladas. Dessa forma, é preponderante avaliar as concentracdes de BAP durante
0 estabelecimento de protocolos a cada grupo genémico de bananeira, como também

avaliar outras citocininas como alternativa (AREMUN et al., 2012).
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2.4.2 Topolinas

Topolinas sdo compostos aromaticos naturais utilizados em protocolos de
micropropagagdo como alternativa a outras citocininas. Entre as topolinas, a meta-
topolina (mT) [6-(3-hydroxybenzylamino)purine] é a mais conhecida e que tem efeitos
positivos, com varias vantagens na micropropagacao de espécies vegetais, lenhosas
e herbaceas. Varios sdo os estudos corroborando o melhor efeito da mT na
propagacao in vitro, ndo apenas na inducdo de novas brotacdes, como também na
promocao de melhorias pela reducdo de desordens morfofisiologicas, melhor taxa de
enraizamento e aclimatizacdo das plantas micropropagadas (AHMAD; STRNAD,
2021).

Ao avaliar a mT na micropropagacédo de duas cultivares de bananeira, Bairu et
al. (2008) observaram maior taxa de multiplicagdo e maior nimero de brotos com 7,5;
15 e 30 uM de mT comparado aos tratamentos com BAP. Além disso, esses autores
constataram que a meta-topolina promoveu reducdo do aparecimento de
anormalidades comumente verificadas no cultivo in vitro das cultivares estudadas. A
eficiéncia no uso de mT também é reportada em outras pesquisas com musaceas
(ALDERBERG, 2012; ESCALONA et al., 2003).

25 REGULACAO DA MORFOGENESE IN VITRO PELA FONTE E
CONCENTRACAO DE CARBOIDRATO

As células, tecidos e plantas completas cultivados in vitro geralmente possuem
limitacbes quanto a capacidade autotrofica, comportando-se como sistemas
biolégicos heterotroficos. Sendo assim, a suplementacdo do meio requer a adi¢céo de
carboidratos exdégenos, que na maioria das vezes é suprido pela sacarose.

A sacarose € o acgucar utlizado universalmente, embora também sejam
comumente usados glicose, maltose, rafinose, frutose ou galactose, entre outros
(SEGRETIN, 2006). Dessa maneira, Leifert et al. (1995) destacam que devido & baixa
capacidade fotossintética das plantas cultivadas in vitro, essas requerem a adicao de
carboidratos para suprir suas necessidades metabdlicas, seja participando da geracao
de energia ou como fonte de esqueletos carbbnicos para varios processos

biossintéticos como o crescimento e diferenciacédo celular (NICOLOSO et al., 2003).
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Como fonte de carbono, os carboidratos fornecem energia e esqueletos de
carbonos para a biossintese de compostos organicos essenciais ao crescimento
celular, além do papel na regulacdo do potencial osmético do meio de cultura
(SEVCIKOVA et al., 2018). As concentragdes de 2 a 4% (p / v) s&o as mais utilizadas
nos meios de cultura. Abaixo de 2% pode aparecer clorose e acima de 4% podem
ocorrer problemas decorrentes de alteracdes no potencial osmaotico do meio nutritivo,
o que favorece a degradacéo do tecido (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Segundo George (1993), a presenca de sacarose no meio de cultura inibe a
formacdo de clorofila e, consequentemente, a fotossintese, prejudicando o
crescimento autotréfico. Por sua vez, Debergh (1991) salienta que a reducéo ou até
mesmo a eliminacdo da sacarose do meio de enraizamento devem ser utilizadas com
a finalidade de facilitar a passagem das plantas para o estagio autotréfico, ainda em
condig¢des in vitro ou durante a etapa de transplantio para a fase de aclimatizacéo.

Desse modo, modificagdes no suprimento exdgeno de sacarose, sobretudo nas
etapas que antecedem ao plantio ex vitro, podem acarretar uma melhor condi¢cao
autotofrica. Isso € interessante, uma vez que culturas autotroficas geralmente
apresentam folhas persistentes que perduram por mais tempo e sdo mais produtivas
no novo ambiente ex vitro (GROUT; MILLAM, 1985). Nesse contexto, Zobayed et al.
(2001) indicam o0 aumento da intensidade luminosa na sala de incubacao e redudo ou
eliminacgdo da fonte de agucar no meio de cultura na fase de enraizamento. De acordo
com o0s autores, essas alteracOes estimulam mudancas significativas na taxa

fotossintética das plantas.

2.6 FOTOSSINTESE DE PLANTAS CULTIVADAS IN VITRO

A fotossintese € um processo complexo altamente regulado no qual a energia
solar (ou energia luminosa) é capturada pelas clorofilas, e por meio da cadeia de
transporte de elétrons e reacdes enzimaticas ocorre a formacédo de ATP e NADPH
essenciais para assimilacdo de CO:2 e sintese de carboidratos como a sacarose e
amido. Dessa forma, constitui o processo fisiolégico indispensavel ao crescimento e

desenvolvimento vegetal.

D~

Sob condi¢cdes de cultivo in vitro, a atividade fotossintética das plantas

(¢

limitada e de baixa eficiéncia, principalmente devido a reduzida qualidade
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intensidade luminosa, baixa concentragédo de COz2 no recipiente de cultivo e presenga
de elevadas concentracdes de carboidratos exdgenos no meio de cultura que €, em
geral, a Unica ou principal fonte de carbono para o crescimento e desenvolvimento
das plantas in vitro (DECCETTI et al., 2008).

A alta umidade relativa no interior dos frascos de cultivo e a ineficiéncia dos
sistemas de iluminacdo comumente utilizados nos laboratérios sdo os principais
fatores envolvidos com a desorganizacdo dos tecidos, baixo funcionamento dos
estbmatos e a fina camada de cera epicuticular observados em plantas
micropropagadas. Tais caracteristicas acarretam reduzida regulacdo estomatica e
controle da perda de agua, principalmente na etapa de plantio sob condi¢cdes ex vitro
(ambiente natural), com aumento da demanda evaporativa da atmosfera (ALBANY et
al., 2005; DECCETTI et al., 2008; SILVA, et al., 2008).

2.7 SISTEMAS DE MICROPROPAGACAO HETEROTROFICO, MIXOTROFICO E
FOTOAUTOTROFICO.

Convencionalmente, as plantas cultivadas in vitro sdo biologicamente
heterotréficas e possuem baixa taxa fotossintética liquida. Isso porque, os sistemas
convencionais de micropropagacdo possuem alta umidade relativa no interior dos
recipientes de cultivo, o meio de cultura contém altas concentracdes de carboidratos
e a qualidade dos sistemas de iluminacéo sao pouco eficazes (SHIN et al., 2013).

Além do mais, o tipo de vedacao dos frascos permite uma baixa troca gasosa,
0 que acarreta acumulo de gases no interior dos recipientes, a exemplo do etileno. Tal
condicdo de cultivo ocasiona alteragcdes morfofisiologicas e anatbmicas, como o
funcionamento irregular de estdomatos, baixa taxa de crescimento, ocorréncia de
hiperhidricidade, folhas pouco estruturadas anatomicamente, morte prematura de
explantes, dificuldades no enraizamento, entre outras (KOZAI & KUBOTA, 2001).

No sistema mixotréfico, ha aumento das trocas gasosas entre 0 ambiente dos
frascos de cultura e a atmosfera externa ao ambiente in vitro (SEVCIKOVA et al.,
2018). Nesse sistema, a vedacao dos recipientes é feita de varias maneiras como,
membranas de transpiragdo que permitam trocas gasosas sem a entrada de
microorganismos, bem como uso de tampas com sistemas alternativos de
fechamento. Dessa forma, ocorre melhorias na regulagéo estomatica, na transpiragcéo

e tecidos fotossintéticos.
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Para compensar a reduzida capacidade fotossintética observadas no sistema
tradicional de cultivo in vitro, Kozai propds em 1991, a micropropagacao
fotoautotréfica, na qual os explantes sdo cultivados em meio desprovido de
carboidrato exdgeno, sob condicbes de alta densidade de fluxo de foténs
fotossintéticos e ambiente enriquecido com CO2. Todavia, para algumas situacdes
esse sistema apresenta elevados custos de producao, portanto, deve ser avaliado em

funcdo do objetivo proposto e espécie em questao.

2.8 TIPO DE VEDACAO DOS RECIPIENTES EM SISTEMAS DE CULTIVO IN VITRO

Os sistemas de vedacao que permitem maiores trocas gasosas, pela abertura
parcial dos tubos, favorecem o crescimento e desenvolvimento vegetal (IAREMA et
al., 2012), reduzindo a umidade relativa, impedindo o acumulo de gases e
aumentando a concentragdo de COz2 no interior dos frascos. Sob essas condi¢des, ha
melhorias na expansao das folhas, aumento da atividade fotossintética e prevencao
de distirbios morfofisiologicos (PINHEIRO et al., 2013; GAO et al., 2017;
RODRIGUES et al., 2012). Além disso, é observado aumento do fluxo transpiratério e
a probabilidade de maior sobrevivéncia das plantas na fase de aclimatizacéo, pois
melhoram o controle transpiratério (NEPOMUCENO et al., 2009).

Os tipos de vedacbes mais empregados abrangem desde papel de aluminio,
tampa de aco inoxidavel, tampa de polipropileno, tampdes de algodao, de espuma de
poliuretano, filme PVC (policloreto de vinil), entre outros (SALDANHA, et al., 2012,
RIBEIRO, et al., 2007). No caso da utilizacdo de materiais com maior porosidade,
mediante membranas sintéticas importadas ou alternativas mais simples, como
materiais oriundos de mascara cirurgica, promovem trocas gasosas com maior
absorgéo de CO2 externo, aumentando a atividade fotossintética e gerando condi¢des

gue podem favorecer o fotoautotrofismo.
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia e Anatomia Vegetal da
Universidade Federal do Acre, Rio Branco, Acre. Foram utilizadas duas variedades
pertencentes a espécie Musa paradisiaca, ‘Velhaco’ e ‘Largo”, popularmente
conhecidas como platanos.

Foram conduzidos dois experimentos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), o primeiro na etapa de multiplicacéo in vitro (inducéo e formacéo
de novas brotacdes) e o segundo na fase de enraizamento e crescimento das

brotacdes (formacgao de plantas).
3.1 MATERIAL BOTANICO
O material botanico consistiu de mudas tipo chifrdo coletadas de plantas

matrizes cultivadas no Centro de Investigacdo de Novas Tecnologias da Amazobnia
(CINTA) da Universidade Amazénica de Pando (UAP) Porvenir-Bolivia (Figura 1).

Figura 1 - Plantas matrizes de platano (Musa paradisiaca L.). ‘Velhaco’ (A) e ‘Largo’ (B),
Rio Branco, Acre.
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As plantas matrizes selecionadas apresentavam boa qualidade de producao e
aparentemente saudaveis (livre de sintomas de doencas), colhendo os rebentos
(mudas) medindo de 20 a 30 cm de comprimento do pseudocaule e rizoma com 15 a
10 cm de diametro (figura 2), os quais foram posteriormente conduzidos até o

laboratorio para estabelecimento dos apices caulinares in vitro.

Figura 2 - Mudas convencionais tipo chifréo utilizadas para o estabelecimento in vitro.
Platano Velhaco (A) e Largo (B), Rio Branco, Acre.

3.2 ESTABELECIMENTO IN VITRO DE APICES CAULINARES E CONDICOES
GERAIS DE CULTIVO

Depois de coletados em campo, as mudas foram levadas ao laboratério e
submetidas ao processo de desinfestacdo pela imersdao em hipoclorito de sodio
(NaClO) a 2% (v/v) por 12 horas, seguida com alcool a 70% (v/v) por 30 segundos e
hipoclorito de sédio (NaCIlO) a 5% (v/v), sendo essa solucdo acrescida de duas gotas
de Tween 80, onde o material permaneceu por 15 minutos. Imediatamente apds, o
material vegetal (pseudocaule e rizoma) teve o tamanho reduzido para 3 cm, e entao
transferido para camara de fluxo laminar. Nessa condicdo asséptica, 0 material foi
imerso em hipoclorito de sédio (NaClO) a 3,5% (v/v), por 5 minutos, ap6s mantindos
em solucdo aquosa contendo 30 mg L de cisteina, por 10 segundos.

Concluido o processo de assepsia, 0 material vegetal foi novamente reduzido

até o tamanho aproximado de 1 cm de base e 1,5 cm de pseudocaule (apice caulinar),
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sendo imediatamente transferidos para os recipientes contendo meio de cultura. Foi
utilizada a formulacdo de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescida de sacarose
(30 g L) e &cido ascorbico (150 mg L), e gelificado com Phytagel™ (2 g L1). O pH
foi ajustado para 5,7 + 1. Os frascos utilizados consistiram em tubos de ensaio (25 mm
x 150 mm) com 15 mL de meio. O processo de esterilizacdo do meio de cultura foi por
autoclavagem a 121 °C e 1,3 atm de pressao por 20 minutos.

Nos primeiros sete dias de cultivo in vitro, os apices caulinares foram mantidos no
escuro para minimizar possiveis problemas de oxidacao, depois transferidos para 16
horas de fotoperiodo, temperatura de 25 + 3 °C e umidade relativa do ar de 70%.
Decorridos 35 dias do estabelecimento in vitro, foi avaliada a porcentagem de
contaminacdo, observando a presenca ou auséncia de fungos ou bactérias pelo
aspecto esbranquicado e amarelado/alaranjado presente no meio de cultura e ao
redor do explante (MENDEZ, 2014).

3.3 EXPERIMENTO 1: REGULACAO DA MULTIPLICACAO IN VITRO DOS
PLATANOS ‘VELLACO’ E ‘LARGO’ PELO TIPO E
CONCENTRACAO DE CITOCININA

Com objetivo de avaliar a efetividade da citocinina meta-topolina como
substituto ao BAP, foram testadas diferentes concentracbes na indugao e
desenvolvimento de brotos axilares nas variedades ‘Velhaco’ e ‘Largo’, por cinco
subcultivos sucessivos, 35 dias cada.

Os tratamentos, em esquema fatorial 2 x 5, foram representados por duas
citocininas, BAP e meta-topolina, e cinco concentracdes (0; 6,7; 11,1; 15,5 e 22,2uM),
num total de dez tratamentos, com 10 repeticbes. A constituicdo de macro e
micronutrientes, vitaminas e sacarose foi a mesma da fase de estabelecimento de
apices caulinares. Para o experimento, foram utilizados frascos tipo maionese com 40
mL de meio de cultivo. A esterilizacdo do meio foi idéntica ao item 3.2.

Ao final de cada subcultivo, foram avaliados o numero de brotacdes axilares,
gemas e calos por explante, presenca de oxidacao, raiz e contaminacdo. Para avaliar
o numero de brotos, de gemas e calos verificou-se a quantidade de brotos

regenerados por explantes de cada frasco (Figura 3).
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Figura 3 - Propagacdo in vitro de platano (Musa paradisiaca L.) evidenciando a
formacéo de tecido de calo (A), brotos (B) e gemas (C).

3.4 EXPERIMENTO 2: EFEITO DE CONCENTRACOES DE SACAROSE E SISTEMA
DE VEDACAO DOS FRASCOS SOBRE O CRESCIMENTO E
FISIOLOGIA IN VITRO DE BROTACOES DOS PLATANOS
‘VELLACO’ E ‘LARGO'.

Para avaliar as concentracdes de sacarose associada com o0 sistema de
vedacao dos frascos durante a fase de enraizamento, transferiu-se as brotacdes das
cultivares Velhaco e Largo para meio de cultura MS suplementado com as seguintes
concentragdes de sacarose: 0, 15,30 e 45 g L.

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 2 x 4, constituidos por dois
sistemas de vedacdo dos frascos (MC: tecido de mascara cirdrgica tripla e tampa de
polipropileno) (Figura 4), e quatro concentracbes de sacarose, em delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeticdes. As demais caracteristicas do meio de
cultura, bem como as condi¢cdes da sala de cultivo, foram semelhantes as descritas no
item 3.2.
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Figura 4 - Sistemas de vedacdo avaliados para o cultivo in vitro de platano (Musa
paradisiaca L.). Tampa de polipropileno modificada com tecido de mascara
cirargica tripla (A) e Tampa de polipropileno (B).

O sistema de vedacdo alternativo proposto no presente estudo, foi constituido
pela modificacdo da tampa de polipropileno comumente usada na micropropagacao
de plantas. Cada tampa teve adi¢do de dois furos, com diametro de 1 cm, cobertos
com tecido obtido de mascara cirurgica tripla (MC), portanto com trés camadas (Figura
4). O processo de autoclavaram seguiu item 3.2, e as tampas foram dispostas nos
frascos sob condi¢cdes de camara de fluxo laminar.

Ao final do periodo de cultivo, de 30 dias, foram avaliadas variaveis para
mensurar a perda de vapor d’agua, bem como de crescimento e fisiolégicas nas

plantas produzidas.

3.4.1 Taxa de perda de vapor d’agua

Para a avalicdo de taxa de perda de vapor d’agua utilizou-se o método
gravimétrico. Para tal, foram pesados os frascos vedados com ambos os tipos de
fechamento, tecido de mascara e tampa normal. Essa medicéo foi realizada durante
os 30 dias, com ajuda de uma balanca analitica (0,0001 g). Em ambos os tratamentos

os frascos continham inicialmente 40 mL do meio cultura.

3.4.2 Conteudo relativo de agua (CRA) em tecido foliar

Para tanto, fragmentos da regido mediana do limbo foliar foram retirados e
pesados para obtencdo da massa fresca (MF). Em seguida, esses fragmentos foram
imersos em 20 mL de agua de osmose reversa por 24 horas sob 4 °C e escuro. Apos
esse periodo, os fragmentos foram novamente pesados para obtencdo da massa

turgida (MT). Depois, foram secos em estufa a 65 °C, com circulagédo de ar forgada,
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até obtencdo de massa constante, para aquisicdo da massa seca (MS). O CRA foi
obtido utilizando a formula CRA = [(MF-MS) / (MT-MS)] x 100 (CAIRO, 1995).

3.4.3 Determinacao dos teores de pigmentos

Foram determinados os teores de clorofilas a e b, bem como de carotendides.
Para isso, foram retiradas amostras de 50 mg do ter¢co mediado de folhas completamente
expandidas. Em seguida, esses fragmentos foram picotados e inseridos em 5 mL de
acetona 80 % (v/v), onde permaneceram por 48 horas no escuro sob refrigeracédo
constante. As absorbancias dos extratos foram lidas em espectrofotdmetro nos
comprimentos de ondas de 664 nm, 646 nm e 470 nm, e 0s teores de pigmentos

fotossintetizantes (clorofilas a e b; e carotenoides), conforme Lichtenthaler (1987).

3.4.4 Caracteristicas de crescimento
As variaveis respostas concernentes ao crescimento foram: ndmero de folhas

expandidas (NF), altura (cm) e diametro de pseudocaule (mm).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos as verificacdes da presenca de dados
discrepantes pelo teste de GRUBBS (1969), normalidade dos erros pelo teste de
Shapiro-Wilk (1965) e homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett (1937).
Posteriormente, efetuou-se a andlise de variancia pelo teste F. E quando o valor F
indicou existir diferenca entre os tratamentos, realizou-se a comparacdo de suas
meédias pelo teste de Tukey (1949). Para os dados quantitativos foi realizada anélise
de regressdo polinomial. As analises foram realizadas com a SAS University (SAS,
2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO 1: REGULA(;AO DA MULTIPLICAQAO IN VITRO DOS
PLATANOS ‘VELLACO' E ‘LARGO’ PELO TIPO E
CONCENTRA(;AO DE CITOCININA
De acordo com a analise de variancia (Anova), apenas o tipo, ou a concentracado
de citocinina teve efeito significativo sobre as variaveis respostas avaliadas, com excecao
do numero de gemas/explante na variedade Vellaco, e do nimero de brotos/explante para
‘Largo’. Nao houve interacéo entre os fatores (tipo x concentragdo de citocinina) (Apéndice
A).
Para ambas as variedades, Vellaco e Largo, a utilizacdo de meta-topolina (mT)
promoveu maior niumero de brotacdes/explante (média de 2,18 e 1,30 brotos) e menor
formacdo de calo (p<0,01) (Tabela 1), independente de qual subcultivo e

concentracao.

Tabela 1 - Efeito do tipo de citocinina na formacao de brotos, gemas e tecido de calo em
duas variedades de platano (Vellaco e Largo) propagadas in vitro.

Velhaco Largo
Citocinina
Broto Calo Gema Calo
BAP 1,24 b 0,54 a 0,63 b 0,55 a
mT 2,18 a 0,15Db 1,30 a 0,12 b
CV (%) 17,98 27,49 29,15 26,11

Nota: BAP: 6- Benzilaminopurina; mT: Meta-topolina. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Além da qualidade das brotaces formadas, a taxa de multiplicacdo/explante
constitui o principal fator considerado para o aprimoramento e recomendacao de um
protocolo de micropropagacédo. Efeitos positivos da utilizagdo de mT sdo reportados
por Bairu et al. (2008), que observaram maior niumero de brotos para as cultivares de
banana Willians (AAA) e Grande Naine (AAA), média de 5,3 brotos/explante
comparado ao BAP (1,5 broto/explante inicial). De modo semelhante, Souza et al.
(2019) tiveram maior formacdo e melhor qualidade morfofisiolégica de brotos de

Oputia stricta Haw quando utilizaram meta-topolina.
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O aspecto geral da qualidade dos brotos e plantas obtidas no presente estudo
esta representado na Figura 5. Como pode ser observado, maior formacéo de calos
ocorreu em explantes cultivados em meio de cultivo suplementado com BAP, em

ambos cultivares (Figura 5).

Figura 5 - Aspecto geral das brotacdes e tecido de calo de platanos propagados in vitro
em fung&o do tipo e concentracao de citocinina. Rio Branco, Acre.

Meta-topolina (mT) BAP

Broto/Largo
Calo/Vellaco

Broto/Vellaco
Calo/Largo

A alta atividade morfogénica in vitro atribuida ao uso de topolinas é reportada
por Bairu et al. (2008) e Kaminek et al. (1987). Segundo esses autores, a meta-
topolina € quase duas vezes mais eficaz que o BAP na inducdo e crescimento de
brotos. A Meta-toplolina € uma citocinina vantajosa durante a micropropagacao e
aclimatacdo, em muitas espécies vegetais (WERBROUCK et al., 1996). Ainda, de
acordo com Bairu et al. (2008), a topolina pode substituir o BAP na propagacédo de
bananeiras in vitro.

Apesar da melhor eficiéncia com a utilizacdo de mT e seus derivados, o BAP
ainda representa a citocinina mais utilizada em protocolos de micropropagacao
vegetal, fato atribuido a sua eficacia e acessibilidade (Werbrouck et al., 1995; Rahman
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et al.,, 2018). No entanto, algunas limitacbes sdo associadas ao uso desse
fitorregulador (BAP), a exemplo de desordens morfofisiologicas como a ocorréncia de
hiperhidricidad, caracterizada pelo acumulo anormal de agua dentro das células ou
tecidos, formando brotos e plantas com aparéncia translicida (Vasconcelos et al.,
2012). Dessa forma, a realizacdo de pesquisas € fundamental para a consolidar as
topolinas, sobretudo quanto aos aspectos econémicos.

Com relacdo ao efeito das concentracbes de BAP e mT, foram observadas
diferencas significativas para ambas as variedades de platano (p<0,01). Apenas o
numero de gemas na variedade Vellaco néo diferiu em funcdo das concentracdes testadas
(Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito de concentragbes de meta-topolina (mT) e 6- Benzilaminopurina
(BAP) na formacéao de brotos, gemas e tecido de calo em duas variedades
de platano (Vellaco e Largo) propagadas in vitro, Rio Branco, Acre

Concentragao Variaveis respostas
Citocinina (UM) Broto Gema Calo
‘Vellaco’

0 0,7c - Oc
6,7 2,4b - 0,07 c
mT 111 3,5a - 0,08 c
15,5 25b - 0,21 b
19,9 2,1b - 0,41a

0 0,3c 0,1b Oc

6,7 2,1ab la 0,1b

BAP 11,1 25a 12a 0.2b
15,5 1,9 ab la 0,4b

19,9 1,7b la 0,6a

‘Largo’

0 0,29 ¢ 0,04 b Oc
6,7 2,16 b 0,70 b 0,06 c
mT 11,1 3,31a 1,58 a 0,07 c
15,5 2,38b 0,64 b 0,21b

19,9 1,78 b 0,53b 0.6a

0 0,15¢ Oc Ob

6,7 1,95 ab 0,8a 0,3b

BAP 11,1 2,7a 0,9 a 0,3b
15,5 1,79b 0,6b 0,7b

19,9 1,68b 0,3c 09a

Nota: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).
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A concentracdo de 11,1 yM de mT promoveu maior nimero de brotos e reduziu
a formacéo de tecidos de calo, em ambas as variedades Vellaco e Largo (p<0,01),
independente do subcultivo. Nao houve diferenca significativa para o niumero de
gemas no genatipo Vellaco, apenas para Largo, com maior formagcédo de gemas com
11,1 uM de meta-topolina. Para ambas as citocininas (mT e BAP), as concentragdes
de 15,5 uM e 19,9 uM causaram reducdo no numero de novas brotacdes e gemas,
além de aumentar a formacéo de calos (Tabela 2).

A regeneracdo de brotos durante a multiplicagdo por micropropagacdo €
afetada pelas concentragbes dos reguladores de crescimento aplicados,
principalmente pelas citocininas, devido a sua importancia na divisdo celular e na
organogénese (HOWELL et al., 2003). Werbrourck et al. (1996), usando
concentragdes equimolares de 10,0 uM de BAP e Meta-topolina (mT) no cultivo in vitro
de Spathiphyllum floribundumv, observaram aumento do numero de brotacdes e
raizes nos tratamentos com mT.

Entretanto, em estudos de micropropagacdao in vitro de bananeira utilizando a
cv. Velhaco (AAB), se observou, maior nimero de brotos com concentragfes de 11,1
MM BAP (PEREIRA et al., 2018). Outros autores indicam a concentragéo de 22,2 uM
de BAP como mais adequada para as cultivares de bananeira Williams
(VENKATACHALAM et al., 2007; BAIRU et al., 2008).

No presente estudo, a concentracdo de 11,1 uM de BAP e mT possibilitou o
maior desenvolvimento de brotacdes e gemas para ambas as variedades (Velhaco e
Largo). Ja a concentracao 19,9 uM, ocasionou maior formacéao de calos, tendo efeitos
inibidores na regeneracdo de brotacbes e gemas, presentes na base desses
pequenos grupos de estrutura globular (Figura 6E). Concentracdes mais altas de
citocininas geralmente inibem a formacéo de brotacdes (WONG,1986; VUYLSTEKE,
1998). Na bananeira 'Williams', foi constatado que a concentragéo de 30,0 uM de BAP
causa anormalidade (BAIRU et al., 2008). Nesse aspecto, existem numerosos relatos
qgque mostram as diferencas do uso de altas concentracbes de citocininas que
produzem efeitos negativos na regeneracdo das plantas (MARTIN et al.,, 2006;
SHIRANI et al., 2009).
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Figura 6 - Efeito das concentracbes de BAP e Meta-topolina (mT) na formacdo de
brotos, gemas e calos em platano propagado in vitro, Rio Branco, Acre.

11,1 uM 15,5 uM

19,9 uM

BAP

Analisando o efeito do nimero de subcultivos na multiplicacédo de brotacdes por

hY

explante, observou-se incremento nessa variavel a medida que o numero de

subculturas incrementa (Figura 7).

Figura 7 - Numero de novos brotos formados em explantes de bananeiras sob a
influéncia da concentracdo de citocinina, durante cinco subcultivos, Rio
Branco, Acre
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Pode-se observar que do primeiro ao quarto subcultivo o namero de
brotacdes/explante aumentou significativamente ocorrendo uma diminuicao a partir do
quinto subcultivo. Da mesma forma, a concentragédo de 11,1 uyM, independentemente
do tipo de citocinina, aumentou 0 niumero de brotac6es/explante durante os cinco
subcultivos (Figura 7).

Estudo publicado por Lima e Moraes (2006) afirma que a maior taxa de
multiplicacdo para cultivar FHIA 01 (AAAB) ocorreu com 4,0 mg Lt de BAP, resultado
observado até o quarto subcultivo. No presente estudo, a taxa de multiplicacdo tem
uma reducdo na terceira e quinta subcultura, provavelmente devido ao acumulo de
citocininas que inibe a multiplicacdo. Segundo Banerjee et al. (1986), taxa de
multiplicacdo mais baixa foi observada do terceiro ao sexto subcultivos.

Ao analisar o efeito do nimero de subcultivos na formacgéo de calos durante a
multiplicacéo, observa-se que a medida que as subculturas aumentam, a formacao de
calos / explante aumenta independentemente do tipo de citocinina (Figura 8). Pode-
se observar na segunda e terceira subcultura a formacédo de calos, € a mesma, na
primeira, quarta e quinta, aumenta estatisticamente. Da mesma forma, a concentragéo
de 19,9uM, independentemente do tipo de citocinina, aumenta o numero de calos /

explante durante as cinco subculturas.

Figura 8 - Numero de calos formados em explantes de bananeiras sob a influéncia da
concentracdo de citocinina, durante cinco subcultivos, Rio Branco, Acre
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As altas concentracfes de citocininas e regeneracdo de longo prazo, podem
causar variacbes somaclonais. Assim Duncan (1997) afirma que em condicdes de
cultivo in vitro a rgpida multiplicagdo de um tecido afeta a estabilidade genética e
aumenta as mutacdes, 0 que leva a variagcdo somaclonal. Esse mesmo fenémeno
também foi observado nas bananas (EL-DOUGDOUG et al., 2007).

Na presente investigacdo, maior formacdo de calos foi obtida com a
concentracado de 19,9 uM na quarta e quinta subcultura. De acordo com Roux et al.
(2001) maior formagéo de calos na cultivar '‘Grande Naine' (AAA) foi observada na
sexta subcultura e meio contendo 19,9 uM de 6-BAP.

4.2 EXPERIMENTO 2: EFEITO DE CONCENTRACOES DE SACAROSE E SISTEMA
DE VEDAQAO DOS FRASCOS SOBRE O CRESCIMENTO E
FISIOLOGIA IN VITRO DOS PLATANOS ‘VELLACO’ E
‘LARGO'.

De acordo com a analise de variancia (Anova), ndo houve efeito significativo
da interacdo entre o sistema de vedacao dos frascos e a concentracéo de sacarose, para
todas as variaveis respostas e variedades de platanos estudadas (Apéndices B, D e E).
Também nao foi verificado efeito significativo do sistema de vedacdo para as
caracteristicas de crescimento e contetdo de clorofila b.

O sistema de vedacgéo e a concentracdo de sacarose influenciaram de forma
isolada apenas o contetdo de clorofila a e de carotenoides, bem como o contetdo
relativo de agua (CRA), para ambas as cultivares de platano (Apéndice D e E). Apenas
a concentracdo de sacarose influenciou as variaveis de crescimento (p<0,01)
(Apéndice B). A taxa de perda de vapor d’agua foi influenciada pelo sistema de
vedacéao (p<0,01) (Apéndice C).

Maior crescimento das brotagcdes foi observado em meio de cultura
suplementado com 15 ou 30 g L de sacarose. As menores médias para nimero de
folhas, altura e diametro do pseudocaule foram constatadas na auséncia de

carboidrato, independente da cultivar avaliada (Tabela 3).
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Tabela 3 - Efeito de concentracdes de sacarose sobre o crescimento de brotacbes de
bananeira cultivares Velhaco e Largo, na fase de enraizamento in vitro, Rio
Branco, Acre

Sacarose Variaveis respostas

(gL NFE ALT (cm) DPC (mm)
9 0 15b 1,1c 16¢c
®© 15 4,1a 51a 51a
E 30 3,3ab 48Db 42b

45 29b 46Db 40b
=] 0 1,0c 21c 1,2b
5 15 35a 4,6 a 40a
— 30 3,1ab 4,1 ab 39a

45 22b 3,7b 1,3b

Nota: nimero de folhas expandidas (NFE), altura (cm) e didmetro (DPC) do pseudocaule.

A sacarose é o carboidrato mais utilizado no cultivo in vitro de células, tecidos
e Orgaos vegetais, bem como para a micropropagacao de bananeiras (HUSSEIN,
2012). Segundo Marchat et al. (2007), a suplementacdo do meio de cultura com 10 g
Lte 20 g L de sacarose proporciona maior crescimento dos explantes na fase de
enraizamento. Da mesma forma, Rocha et al. (2007) enfatizam que a utilizacao de 15
g L de sacarose e de luz natural favorecem o crescimento de bananeiras na etapa
de enraizamento.

A sacarose € uma fonte de carboidrato e, em alguns casos, atua como agente
osmoético e energético para sustentar processos metabdlicos importantes ao
crescimento dos tecidos vegetais (LIPAVSKA; KONRADOVA, 2004). Na cultura de
tecidos, a concentracéo de sacarose variade 1,5 % a 5 % (BRIDGEN, 1994). J4 a alta
concentracdo de sacarose afeta o crescimento, e pode causar estresse osmatico,
promovendo a deteriora¢do da cultura in vitro; enquanto baixas concentragdes podem
produzir clorose nas folhas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; LEMES et al., 2016).

Na presente pesquisa, a reducédo da sacarose para 15 g L* promoveu maior
crescimento das brotacdes, sem comprometer a qualidade do sistema radicular
(Figura 9) e a sobrevivéncia das plantas, corroborando outras pesquisas
(FERNANDES et al., 2011; MALDANER et al., 2007).
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Figura 9 — Aspecto das plantas de bananeira, cultivares Vellaco e Largo, sob a
influéncia da concentracdo de sacarose na etapa de enraizamento das
brotacdes, Rio Branco, Acre
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Com relacéo a influéncia do tipo de vedacgéo sobre a perda de vapor de agua,
houve diferenca significativa entre o0s sistemas avaliados, observando-se

comportamento quadratico em fung¢éo do tempo de cultivo in vitro (Figura 10).

Figura10- Taxa de perda de vapor d’agua nos frascos em funcdo do sistema de
vedacdao, durante 28 dias de cultivo in vitro. Tampa de polipropileno (TP) e
Tampa com tecido de mascara cirargica tripla (MC), Rio Branco, Acre
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Maior PVDA ocorreu em frascos fechados com o sistema alternativo (MC), que
proporcionou maior permeabilidade aos gases, evidenciada pela maxima taxa de
perda de vapor d’agua (0,58). No sistema de tapa convencional (tampa de
polipropileno sem tecido de mascara), a taxa de perda de vapor d’agua foi de 0,06 (Figura
10).

Saldanha et al. (2012) afirmam que o numero de camadas e a qualidade do
material utilizado como sistema de vedacéao influenciam significativamente a taxa de
perda de vapor de agua e a troca de CO:z por hora, com maior desidratacdo do meio
de cultura em sistemas com maior porosidade. Na presente investigacao, observou-
se que o sistema alternativo proposto apresentou maior troca gasosa por estar
associado a porosidade do tecido que constitui o material utilizado.

Quanto a concentracdo de pigmentos, a vedac¢ao dos frascos de cultivo com
tampa contendo tecido de mascara cirirgica formou plantas com maior teor de
clorofilas a e b, e carotendides (p<0,01), para ambas as variedades de platano (Tabela
4). Nos sistemas convencionais de micropropagacdo de plantas, os recipientes
utilizados sao geralmente fechados com tampas de polipropileno, fato que impde
limitacdes as trocas gasosas entre os ambientes in vitro e ex vitro (NGUYEN; KOZAI
2005; ALVAREZ et al., 2012). Adicionalmente, Zobayed et al. (1999) mencionam que
a baixa eficiéncia dos sistemas de vedacdo em promover as trocas gasosas acarreta

acumulo de etileno no interior dos frascos e reducédo dos pigmentos vegetais.

Tabela 4 — Concentracgéo de clorofilas a e b, e carotendide de plantas propagadas in vitro
em funcéo do sistema de vedacdo (MC: mascara cirtrgica e TP: Tampa de
polipropileno), Rio Branco, Acre

Sistema de ‘Velhaco’ ‘Largo’
Vedacao Chla Chlb Carotenoide Chl a Chlb  Carotenoide
MC 11a 0,5a 0,l1a 1,1a 0,5a 0,93 a
TP 0,8b 0,3b 0,7b 0,8b 0,3b 0,70 b

Nota: MC: sistema com tecido de mascara cirlrgica; TP: tampa de polipropileno. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem ente si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No presente estudo, foi observado um menor teor de pigmentos (clorofila a,
clorofila b e caretendides) no sistema TP, provavelmente decorrente do acumulo de

etileno no interior dois frascos relacionado as condi¢des de estresse. Nesse contexto,
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a utilizacdo de tampas modificadas (associadas a membranas), ou ainda a completa
substituicdo por sistemas porosos, permitem maior permeabilidade e aumento das
trocas gasosas entre a atmosfera externa e a interna, aumentando a ventilagédo natural
e melhorando a fotossintese liquida das plantas micropropagadas, desde que a
concentragéo de CO:z seja adequada (KOZAI, 2010).

O aumento das trocas gasosas pelo uso de membranas porosas e a maior
concentracdo de pigmentos fotossintéticos e carotenodides também séo reportados
para outras espécies vegetais propagadas in vitro (IVANOVA; VAN STADEN, 2010;
MOHAMED; ALDASON, 2010; SALDANHA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2018). No
presente estudo, o uso do sistema MC permitiu maior troca gasosa, permitindo a
estimulacdo de mais pigmentacao fotossintética em ambas as variedades Velhaco e
Largo.

A modificacdo do microambiente in vitro, causada pelas trocas gasosas,
mantém as concentragcdes de COz adequadas para estimular a fotossintese e reduzir
a concentracao de etileno e a umidade relativa no interior do recipiente de cultivo
(KOZAI; e KUBOTA., 2001). Estudos em outras espécies mencionam que 0 aumento
da wumidade relativa in vitro pode reduzir o conteddo de pigmentos
(CHANEMOUGASOUNDHARAM et al., 2004; CHA-UM,, et al. 2010).

Uma das possiveis consequéncias associadas a menor biossintese de
pigmentos fotossintéticos em plantas micropropagadas diz respeito a limitacfes
durante a aclimatizacao as condicdes ex vitro (CHANEMOUGASOUNDHARAM et al.,
2004).

Com relacéo ao fator carboidrato, o teor de pigmentos também foi influenciado
pelo efeito isolado das concentracdes de sacarose (p<0,01) (Tabela 5, Apéndice D).
Maior concentragdo de Chl a e carotendides foi observado em plantas cultivadas com
15 g/L de sacarose, independentemente do tipo de sistema de vedacgé&o e variedade

utilizada.
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Tabela 5 - Concentracéo de clorofila a e carotendide de plantas propagadas in vitro em
funcéo da concentracao de sacarose, Rio Branco, Acre

Concentragao de sacarose Pigmentos
(g |_'1) Chl a Carotenoide

o 0 04c 0,10 ¢
f=§ 15 1,3a 0,27 a
3 30 10b 0,24 b

45 09b 0,24 b
S, 0 0,1c 0,18 c
T 15 1,6 a 0,35a
- 30 1,2b 0,25b

45 0,8b 0.24 b

Nota: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem ente si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A suplementac¢do do meio de cultura com elevadas concentracdes de sacarose
aumenta a pressdo osmotica, 0 que pode causar estresse hidrico celular. Sob tal
condicao, o ajuste osmaético € uma resposta importante as condi¢cdes de dano, que
ocorre através do acumulo de solutos compativeis (HOEKSTRA et al., 2001; EVERS
et al., 2010). Além disso, altas concentracdes de sacarose utilizadas no meio de
crescimento afetam negativamente a capacidade fotossintética, conforme constatado
em plantas de coco (SANTAMARIA et al.,1999).

No presente trabalho, as altas concentracbes de sacarose, ou sua auséncia,
promoveram menor teor de pigmentos. De acordo com La Rosa et al. (1984), a
sacarose pode inibir direta ou indiretamente o acumulo de clorofila, permitindo que a
divisdo e o crescimento das células se desenvolvam mais rapidamente do que o
acumulo de clorofila: "crescimento desequilibrado”. Alguns autores afirmam que o
acumulo de carboidratos pode inibir a fotossintese, a exemplo, da diminuicdo das
enzimas do ciclo de Calvin-Benson-Bassham e da clorofila (KRAPP et al.1991).

Por fim, ainda quanto a fisiologia das plantas produzidas, foi verificada
diferenca significativa no contetdo relativo de 4gua das folhas em funcdo do sistema
de vedacéo dos frascos e da concentragdo de sacarose (Tabela 6, Apéndice E). Para
ambas as variedades estudadas, houve apenas efeito isolado dos fatores (sistema de

vedacédo, concentracao de sacarose).
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Tabela 6 - Conteudo relativo de agua de plantas de bananeira, variedade Vellaco e
Largo, propagadas in vitro em funcéo do sistema de vedagéo (MC: mascara
cirargica e TP: Tampa de polipropileno), Rio Branco, Acre

Conteudo relativo de 4gua (CRA)

Sistema de vedacao

Velhaco Largo
TP 90.01 a 91,36 a
MC 86,85 b 88.84 b

Nota: MC: sistema com tecido de mascara cirdrgica; TP: tampa de polipropileno. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem ente si pelo teste de Ducam a 5% de probabilidade.

O sistema convencional de propagacao in vitro limita as trocas gasosas
causadas por baixas taxas de transpiracdo e fotossintese, reduzindo também a
deposicdo de ceras epicuticulares, limitando o desenvolvimento de estdmatos
funcionais (KOZAI et al., 1997). Martin e Juniper (1970), mencionam gue a escassa
cera protetora epicuticular nas plantas cultivadas in vitro causa perda excessiva de
agua o que prejudica a transicao para o ambiente ex vitro.

Na presente pesquisa, 0 maior contetdo de 4gua ocorreu em plantas formadas
no sistema convencional, no qual os frascos foram vedados com tampa de
polipropileno (TP) (Tabela 6). Esse resultado confirma a hip6tese de que a utilizagdo de
sistemas de vedacao alternativos, pela inclusdo de membranas microporosas, aumenta
a taxa de trocas gasosas com impactos positivos sobre a fisiologia das plantas
micropropagadas, sobretudo na regulagdo estomatica.

Com relacdo ao efeito da sacarose exégena, houve uma tendéncia de reducdo
do CRA com o aumento da concentracdo do carboidrato, resultado observado para
ambas as variedades de platano (Figura 11). Maior média para CRA foi observado na
auséncia e 15 g L de sacarose. Menor contelido relativo de agua foi constato em
folhas de plantas formadas com 45 g L' de sacarose. Esse resultado corrobora o
efeito do aumento na concentracdo de sacarose exdgena sobre o acumulo de agua

em tecidos foliares de plantas propagadas in vitro.
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Figura 11 - Conteudo relativo de agua (CRA) de plantas de bananeira, variedade
Vellaco (A) e Largo (B), propagadas in vitro em funcdo da concentracao de
sacarose, Rio Branco, AC
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Zobayed et al. (2000) observaram que o conteldo de agua ndo variou na

auséncia de sacarose, enquanto o aumento da concentracdo para 45 g L de diminuiu

15 e 20% o contetdo de a&gua para ambos os sistemas de vedacdo. Calvete et al.

(2002), afirmam que plantas de morangueiro cultivadas in vitro por trés semanas,

tiveram diminuicdo do conteudo agua da parte aérea, de 90 a 82%, quando a

concentragéo de sacarose aumentou de 0 para 175 mM.
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5 CONCLUSOES

A utilizacdo de 11,1 pyM de meta-topolina (mT) promove maior inducdo de
gemas e formacao de brotos para os platanos ‘Vellaco’ e ‘Largo’.

O cultivo de brotos axilares em meio com 19,9 uM das citocininas mT e BAP

promove maior formacao de tecido de calo.

A reducdo para 15 g L' na concentracdo de sacarose promove melhor

resultado no crescimento das brotacdes e formacao das plantas.

A utilizacdo de tampas associadas ao tecido de mascara cirurgica tripla (MC)
promove a formacgéo de plantas com maior contetdo de pigmentos e contetdo relativo

de agua.

O sistema alternativo proposto para o fechamento dos frascos de cultivo,
associado a reducédo da concentracdo de sacarose, € uma estratégia promissora para

micropropagacao das variedades de platanos estudadas.
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APENDICE A - Quadrado médio (QM) do nimero de brotos, gemas e calo em explantes
de bananeiras, variedades Velhaco e Largo, propagados in vitro em
funcdo do tipo e concentracdo de citocinina (Experimento 1). Média de
cinco subcultivos sucessivos.

Quadrado médio
Fonte de variagéo ‘Velhaco’ ‘Largo’
Brotos Gema Calo Brotos Gema Calo
Citocinina 3,21 0,07 1,66 0,07" 2,45 2,05"
Concentracao 5,077 2,3 1,04 6,467 3,14 0,89"

Citocinina * Concentracdao  0,06™ 0,09" 0,34" 0,13 0,35 0,37™

CV (%)

1798 20,24 27,49 2297 29,15 26,11

Notas: "s ndo significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01).

APENDICE B -

Quadrado médio (QM) do numero de folhas expandidas (NFE), altura
(ALT, cm) e didmetro do pseudocaule (DPC, cm) de plantas de
bananeiras, variedades Velhaco e Largo, formadas in vitro a partir de
brotacdes cultivadas em funcdo do tipo de vedacédo do recipiente e
concentragdo de sacarose (Experimento 2 — etapa de
enraizamento/crescimento).

Quadrado médio

Fonte de variacao ‘Velhaco’ ‘Largo’

NFE ALT DPC NFE ALT DPC

Sistema de Vedacéao 0,14 0,03" 0,08 0,34 0,30 0,68"

C. sacarose

2,347 2,06© 2,07 156" 2,627 2,09

S. vedacéao * C. sacarose 0,31 0,17 0,21 0,15 0,64™ 0,60

CV (%)

27,77 22,28 22,53 24,11 23,29 23,23

Notas: "s ndo significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01).
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APENDICE C - Resumo da andlise de variancia (Anova) para a taxa de perda de vapor
d’agua (PVDA) em funcao do sistema de vedacédo do recipiente, medida
aos 30 dias do cultivo in vitro (Experimento 2).

Fonte de variacao GL Quadrado médio (QM)
Sistema de vedacao 1 2,88™
Erro 98 0,02
Total 99 -
CV (%) 24,95

Notas: "s ndo significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01).

APENDICE D - Quadrado médio (QM) para contetido de clorofila a e b, e de carotendides
(mg g de massa fresca) em folhas de bananeiras propagadas in vitro
em funcdo do sistema de vedacdo do recipiente e concentracdo de
sacarose (Experimento 2).

Quadrado médio

Fonte de variagao ‘Velhaco’ ‘Largo’
Chla Chlb Car Chla Chlb Car
Sistema de vedacéo 0,46" 0,06"s 0,05 0,58"  0,13" 0,01"
C. sacarose 0,64™ 0,08"s 0,36" 0,49™ 0,11 0,02"

S. vedacéo * C. sacarose  0,08"  0,04" 0,02 0,04™ 0,13" 0,008"
CV (%) 28,54 25,14 28,19 11,00 14,01 13,53

Notas: "s ndo significativo (p>0,01); * significativo a 5% (p<0,05); ** significativo a 1% (p<0,01).

APENDICE E — Quadrado médio (QM) para o contetdo relativo de &gua (CRA) em folhas
de bananeiras propagadas in vitro em fungéo do sistema de vedacao do
recipiente e concentracao de sacarose (Experimento 2)

Quadrado médio

Fonte de variacao (FV)

‘Velhaco’ ‘Largo’
Sistema de vedacéo 11,02" 8,83"
C. sacarose 22,39" 29,35™
S. vedacéo * C. sacarose 7,07 7,09

CV (%) 22,22% 20.51%




