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RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar o efeito de diferentes volumes de meio MS liquido estacionario, na taxa de
multiplicacdo e desenvolvimenia,vitro, de explantes da bananeira ‘Maca’. Na etapa de multiplicac&o, utilizaram-se
microrrizomas do cultivar Mac¢a (AAB), oriundos de plantas pré-estabelecidas em meio solido, em estadio de
multiplica¢é@o, que foram uniformizados quanto ao tamadluzlineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com
sete tratamentos e dez repeticdes, sendo a parcela composta por quatro explantes. Os tratamentos foram diferente:
volumes de meio liquido estacionario (5, 10, 15, 20, 25, 30 mL) e 30 mL de meio semissélido (padréo). Mudas obtidas ao
final do terceiro subcultivo foram transferidas para um meio de alongamento e enraizamento. O experimento foi composto
pelos mesmos tratamentos e delineamento, sendo cada parcela composta por quatro explantes. Os diferentes volume:
do meio liquido e semissolido nfo alteraram a taxa de multiplicacdo dos explantes. E possivel produzir mudas de
bananeira ‘Maca’, iritro, em meio liquido estacionério, sendo o volume ideal de 25 mL por frasco.
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ABSTRACT

Micropropagation of ‘Mac¢a’ banana tree, cultivatedin vitro in different volumes of liquid
medium

This study aimed to evaluate the effect of different volumes of stationary MS liquid medium ionvitre
multiplication rate and development of banadaca’ explants. During the multiplication phase, were used micro-
rhizome of the cultivar ‘Maca’ (AAB), derived from pre-established plants on solid culture medium, which were
standardized for size. The experimental design was a completely randomized with seven treatments and ten replicates,
and the plot consisted of four explants. The treatments were different volumes of the liquid stationary medium (5, 10,
15, 20, 25, 30 mL) and 30 mL of semi-solid medium (standard). Microplants produced at the end of the third subculture
were transferred to a growth and rooting medium. The experiment consisted of the same treatments and design, and
each plot comprises four explants. The different liquid volume and the semi-solid did not alter the explants multiplication
rate. It is possible to produceicroplants obanana ‘Magéin vitro in liquid stationary medium, being the optimal
volume of the 25 mL per flask.
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746 Dalmo Lopes de Siqueist al.

INTRODUCAO forem atendidas (Karasawsal.,2002). Os meios podem

ser liquidos ou semissélidos. Os meios de cultura liqui-

m rincipai t limitam a expansao da_, . . A .
Um dos principais aspectos que amaexpa 8ostem proporcionado alta eficiéncia para a micropropa-

nanicultura no Brasil é a utilizacdo de mudas produz|-. . . . : .
bananicultura no Brasil & & P acdo de diversas espécies vegetais, como o0 abacaxi

das por meio de métodos convencionais que, além de a Eécalonaet al., 1999; Feuseet al.,2001) e a cana-de-

sentarem baixa taxa de multiplicacédo, podem-se consutagljcar (Lorenzet al.,1998). S&o rapidamente prepara-

num mecanismo de disseminacdo de pragas e doeng , mais baratos e proporcionam maior homogeneidade,

(Roelset al., 2005), ocasionando perdas que podem allfma vez que a difusdo dos componentes do meio é facili-

cancar 100% na produtividade, no caso da sigatoka-igq, g meio semissolido, ha diferencas nas quantida-
gra (Silveetal., 2003). des de nutrientes que se estabelecem a medida que os
As altas taxas de multiplicacéo e a qualidadgcigos crescena natureza fisica do meio semissélido
fitossanitaria das plantas micropropagadas constitugiBssipilita apenas a absorcéo dos nutrientes pelas partes
importante ferramenta para a obtencao massal de C|0'a%5planta que estdo em contato direto com o meio, refle-
de genotipos superiores (Kozadial.,1997), facilitando a tindo em baixa produc3o de biomassa (Catlak, 1998).
distribuicéo, a conservagao e o intercambio de germoplas- Tacnicas que utilizam meio de cultivo liquido com sis-
ma, além de proporcionar a rapida propagacéo e valiggma de aeracéo foram estudadas em bananeiras visando
¢éo de variedades recentemente langadas pelos proggsducso nos custos de producdo de mudas micropropa-
mas de melhoramento genético da bananeira (Gubhildasa utilizacsio desse meio de cultivo apresentou van-
&Pekmezci, 2004; Rocha, 2005). Desse modo, é possiygtbens em relacdo a do meio semissolido (Leshas.,
também atendecom maior rapidez e eficiéncia, as nece01), porém nao se testou essa mesma técnica sem a
sidades dos produtores. agitacdo do meio, importante para fornecer o oxigénio
No Brasil, 0 uso de mudas micropropagadas para imecessario para a respiracéo do explante (Caldals,
plantacéo de novas areas de cultivo tem apresentado cie98). Sabe-se que a composicdo do meio, seu contato
cimento significativo nos ultimos dez anos, principalmereom os tecidos e a oxigenacao influenciam a habilidade
te, por produtores mais atualizados tecnicamente. Esk@multiplicacdo dos explantes (Lenedsl.,1996; Caldas
fato deve-se, principalmente, ao aumento da ocorréneal.,1998).
de pragas importantes na cultura da bananeira e a possi-Objetivou-se, neste trabalho, avaliar o efeito de dife-
bilidade de sua disseminag¢@o por métodos convencientes volumes de meio MS liquido estacionario na taxa
nais de propagacéaliadas a estes aspectos, existem ade multiplicacdo e desenvolvimenitoyitro, de explantes
exigéncias de orgdos de fiscalizacdo quanto ao sistedebananeira ‘Maca’.

de producdo de mudas certificadas (Scherwinski-Pereira )
etal.,2009). MATERIAL E METODOS

Plantas micropropagadas sobrevivem mais no campo s hesquisa foi desenvolvida no Laboratrio de Cultu-

e crescem mais rapidamente nos primeiros estédiosrgede Células &ecidosVegetais, do Departamento de
desenvolvimento, sdo mais precoces e mais produti8gstecnia, da Universidade Federaldgosa e dividida

no primeiro ciclo e proporcionam uniformidade de prod'«gm duas etapas: etapa de multiplicacdo e etapa de alonga-
¢ao e colheitas superiores as das plantas oriundas de Rt8hio e enraizamento.

pagacéo convencionaldikeira, 2000; Alvares &Caldas,
2002; Leonel, 2004 pesar dessas vantagens, as mudas Etapa de multiplicacao

micropropagadas ainda s&o mais caras que as convenciotjlizaram-se microrrizomas do cultivar Maca (AAB),
nais (Silvaet al.2005).Altos custos envolvidos com a griundos de plantas pré-estabelecidas em meio sélido, em
micropropagacéo tém dificultado a producao dessas Maktadio de multiplicacio. O delineamento utilizado foi intei-
das nos laboratérios que possuem recursos limitad@gnente casualizado, com sete tratamentos e dez repeti-
(Kodym &Zapata-Arias, 20014 utilizacéo de luz natural, ¢ges, sendo a parcela composta por quatro explantes. Os
em vez da artificial, a substituicdo de alguns componefiatamentos foram diferentes volumes de meio liquido esta-
tes do meio de cultura, como a sacarose, por agtcar g@nario (5, 10, 15, 20, 25, 30 mL) e 30 mL de meio semissolido
mercial, e dAgar, parcialmente, por amido de milho e(padrao). O meio utilizado foi o de Murashige &Skoog
alguns outros produtos podem reduzir esses custos @we2), suplementado com 7,0 mtre 6- benzilaminopurina
até 90% (Kodym &Zapata-Arias, 2001; Rocha, 2005). (BAP) e 1,0 mg tide 4cido naftalenoacético (ANA), 30 g L

A consisténcia do meio de cultura exerce efeito fundéde sacarose, como fonte de carbono, 1 frdglvitaminas
mental na morfogénese e no crescimento das brotac@ds, 100 mg L de Myo-inositol e 100 mgtde acido citrico
podendo causar sérios transtornos ao desenvolvimeptya o meio liquido. Para o meio semissolido também foram
esperado do explante, se as suas exigéncias basicasathdonados 8 glde agar Isofarnfa
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Apbs o preparo, os meios liquido e semissolido forabalanca digital analitica, antes e apds secagem, em estufa,
distribuidos em frascos de vidro de 350 mL, com 13 cm dem circulagéo forgada de, & 70°C; Massas fresca e
altura e 6,7 de diametro, submetidos a autoclavagem a E2ta total (g): obtidas pelo somatério das massas do
°C e a presséo de 1,5 atm, por vinte minutos. microrrizoma, raiz e parte aérea, antes e ap0s secagem.

Os explantes foram transferidos assepticamente, em Os dados foram submetidos a analise de variancia e
camara de fluxo laminar horizontal, onde receberam limpde regressdo e, os modelos escolhidos, baseados na
za para retirada da parte oxidada e, posteriormente, foraignificancia dos coeficientes de regressao, utilizando-se
mantidos em condi¢Bes controladas, com intensidade teste “t”, a 5% de probabilidade, no coeficiente de de-
minosa de aproximadamente 52 umés,fotoperiodo de terminagao e no fenémeno em estid@onbém foram sub-
16h/8h de luz/escuro e temperatura (diurna/notuma) meetidos ao teste de Dunnett, para comparacao dos dife-
gulada para 27 °C. rentes volumes de meio liquido com o padréo (meio

Foram realizados trés subcultivos com intervalos demissolido), utilizando-se o aplicativo computacional
20 diasAo final de cada um, foi avaliada a taxa de brotacdAS".
dos explantes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia, seguida do teste de Dunnett, para compararRESULTADOS E DISCUSSAO
diferentes volumes de meio liquido ao padrao (semis-

solido), utilizando-se o aplicativo computacional SAS Na&o foi verificada diferenca significativa, na taxa de

multiplicacdo dos explantes inoculados, entre os diferen-
Etapa de alongamento e enraizamento tes volumes de meio liquido estacionario e 0 meio

Mudas obtidas ao final do terceiro subcultivo da et&€missolido (padréojo final do terceiro subcultivo,
pa de multiplicagdo foram transferidas para um meio @@teve-se uma média geral de 1,54 brotos por microrrizoma
alongamento e enraizamento. Os meios liquido iddependentemente dos tratamentos estudaduzeld
semissolido foram preparados com os sais e nutrienfdsAPesar de considerados baixos, esses valores eoncor
organicos do meio MS e suplementados com 1,0%dgL. dam com aqueles obtidos por Sand@tadl. (1991), em
BAP, 1,0 mgl* ANA, 30 g L*de sacarosedo meio estudo em que a taxa de multiplicacao de mirdeiro
semissoélido, foram acrescentados 2,5'gécarvdo ati- varia de 1,5 a 3,0, para os cultivares do subgrupo
vado e 8 g I! de &gar Isofarnfa O pH dos meios foi CavendishEste fato deve-se, possivelmente, ao acimulo
ajustado para 5,7 e as plantas permaneceram por vin@ed3AP no explante (7,0 mg'lem cada subcultivo), cujo
dois dias, no meio, até a avaliacao. excesso inibe a multiplicacéo (Lima &Moraes, 2086).

O experimento foi composto por seis volumes de mef®ncentracéo ideal de BAP varia de acordo com o genctipo
de cultura liquido estacionario (5, 10, 15, 20, 25 e 30 mL)geas condicdes de cultivo, situando-se em torno de 2,5 a
0 meio padr&o (30 mL semissoélido). O delineamento add,0 mg L*(Vuylstekeet al.,1988).
tado foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti- Em relacdo a consisténcia dos meios, os resultados
¢bes para os volumes 5 e 10 mL (liquido) e 30 mL (padradjferem dos apresentados por Costal. (2007), que
e cinco repeticdes, para os volumes 15, 20, 25, 30 mL @eservaram menor indice de multiplicagdo no meio liqui-
meio liquido, sendo cada parcela composta por um fragée estacionario (2,0 brotos/explante), em relagéo ao meio
contendo quatro explantespds o preparo, os procedi- Semissolido (4,8 brotos/explante) no final de trés
mentos e recipientes utilizados foram semelhantes ag#cultivos do cvGrand Naine. Domingues al.(1995),
descritos para a etapa de multiplicagao. trabalhando com o dMaca, em meio liquido estaciona-

As caracteristicas avaliadas ao final da fase de aloi®e, encontraram taxas medias de multiplicagéo de 0,49,
gamento e enraizamento foralitura da parte aérea (mm): inferiores, portanto, as encontradas neste trabsle.
medida tomada da base do pseudocaule até a roseta fal#@ientar que o autor citado utilizou tubos de ensaio com
(inserc&o da Ultima folha); Diametro do pseudocaule (mn®5 mL de meio MS liquido. Nesse ambiente, os micror-
medida tomada na base do pseudocaule, com paquimeizomas ficaram completamente mergulhados no meio e,
digital; Numero de folhas: contagem do total de folhapossivelmente, em condi¢Ges de déficit ge O
por explante; Intensidade da cor verde: medida com o Microplantas propagadas em volumes de meio liqui-
medidor portatil de clorofila $-502 (Soil-Plant docom 20 e 25 mL apresentaram maior acimulo de massa
Analysis Developmentem folha desenvolvida, no apicefresca da parte aérea, em relagdo ao do meio padréo, sen-
de cada planta/olume do microrrizoma (mL): determina- do o méximo atingido quando se utilizou volume préximo
do pelo volume deslocado de &gua, apos imersao a@@2 mL (Figura 1A). Microplantas propagadas em volume
microrrizoma em uma proveta graduada de 5 mL com volde meio liquido de 30 mL comportaram-se semelhantemente
me conhecido; Massas fresca e seca dos microrrizomas,do padrao, enquanto aquelas mantidas em 5 e 10 mL
raizes e parte aérea (g), determinadas por pesagemferam inferiores.
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Observou-se incremento na altura da parte aérea gasirao (30 mL semissolido). Por outro lado, meios con-
microplantas, a medida que aumentou o volume de meendo 20 e 25 mL proporcionaram incremento do niumero
liquido, até o limite de 25 mL, alcancando altura préximde folhas.
dos 30 mm. Maiores volumes de meio provocaram menor E possivel que volumes de meios liquidos situados
crescimento das microplantas (Figura 1C). Microplantantre 20 e 25 mL fornegcam a quantidade adequada de nu-
cultivadas em meio semissélido tiveram crescimento 57&bentes e que volumes inferiores causem deple¢éo muito
menor que o daquelas cultivadas em 20 mL de meio liquidépida. Para o crescimento 6timo das microplantas nesse

Esse maior crescimento das microplantas em meio fieio, com pequenos volumes, seria necesséria a sua re-
quido refletiu-se diretamente na emisséo de folhas (Fignevacéo frequente. Por outro lado, em volumes de meio
ra 1 D). Os tratamentos com 5, 10 e 30 mL de meio liquigms quais os explantes ficam praticamente submersos (30
apresentaram comportamento similar ao do tratamentd.), a aeragéo é deficiente, favorecendo o acimulo de

gases prejudiciais ao desenvolvimento das plantas (Le-
Tabela 1.Taxa de brotagdo obtida por explantes de bananeirﬂ'eltoset al.,2001).
‘Maca’, cultivadosjn vitro, em diferentes volumes de meio MS ~ Para as caracteristicas massas fresca e seca e volume
liquido estacionario comparada ao padréo (MS semissélido) do microrrizoma (Figuras 2A, B e C), observou-se com-
TRATAMENT OS SUBCULIV OS portamento linearem fun¢éo do aumento do volume de
meio liquido. O volume de 30 mL de meio liquido, para as

(mL) 10 20 3°  Média 3 e _
s 183 173 0888 148 trés caracteristicas, promoveu incremento das massas fres-
a a a . .

’ ’ ’ ’ 0
10 168a 168a 105a 147 ca, se(?\ edo vtolume do Irn|c~rorr|zoma,I de 317t;t?d64 e 280%
15 125a 1282 093a 115 respectivamente, em relacéo aos valores obtidos com o
20 2252 173a  175a 191  Mmenorvolume (5 mL). Esse incremento foi da ordem de
25 138a 130a 215a 161 184,178 e 202% respectivamente, em relacéo aos valores
30 2.00a 1,95a 1,38a 1,78 obtidos com o meio padrao.
30 (Semissélido) 1,50 a 1,43 a 1,33a 1,42 Lemoset al.(2001) verificaram que a utilizac&o de meio
Média 169 158 135 154 liquido, emimerséo temporaria e estacionaria, resultou em
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si,mgIhor aproveitamento do meio de cultura, uma vez_ que
5 % de probabilidade, pelo teste de Dunnett. aumentou a area de contato do explante com o meio, do

®MSLiquido WMS Semi-sélido A ®MSLiquido MBMS Semi-sélido B
12 4 ® 0,05 .
10 * * *
g b g %94 (]
g 081 £ 003 - ¢
E 06 - ¢ E X
) 3 = 24 -0.02
a8 o4 ¥ =-0,003x2+ 0,1366x - 0,616 2 0,02 Y 0,0002x_ 0,0067x - 0,026
8 -’ R:=087 m 2 R*=0,88
= 02 =0 001 »
*
0,0 + T T 0,00 + T
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Volume de meio (mL) Volume de meio (mL)
®MSLiquido BMS Semi-solido g . C ®MSLiquido ®MS Semi-sélido D
35 s @ 40 % *
30 4 = 35 1 *
£ 25 2 30
£ 20 8 25 1
E 15 s £201 o T=-0014x7+05146x- 1,33 n
210 S Y=-0,115x2 + 4,6593x - 18,1 5 15% R*=0,75
5 _’ R‘=0,74 z 1’0 d P'S
05 ' y
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Volume de meio (mL) Volume de meio (mL)

Figura 1. Massa fresca (A), seca (B), altura da parte aérea (C) e niumero médio de folhas (D) de microplantas de bananeira ‘Macg&’,
cultivadas em diferentes volumes de meio MS liquido estacionario em relagao ao padréo (MS semissolido). Médias seguidas de um
asterisco (*) diferem do padréo (MS semissélido) a 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
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qual os nutrientes e dgua puderam ser absorvidos ger devida a aeracéo deficiente, que provocou menor ab-
todas as partes. Isso se deve a maior facilidade de absor¢do de nutrienteA.intensidade da cor verde tem-cor
¢éo dos nutrientes e reguladores de crescimento, alénrelacéo positiva com o teor de clorofila e com a concentra-
maior relacdo entre o explante e o meio. cao de N na folha, e essa caracteristica foi verificada em
Observou-se que, utilizando-se volume de meio liquiliversas espécies, por diversos autores (Piekielek &Fox,
do de 20 mL, o didmetro do pseudocaule de microplantd892; Blackrner &Schepers, 1995; Guimardtes.,1999;
da ‘Maca’ foi maximo, porém, quando o volume liquido foBhapiro, 1999).
de 30 mL, a resposta foi inferior e semelhante a do padréo. Foi verificada influéncia do meio de cultivo liquido
Volumes de meio liquido inferiores a 20 também pro- nas massas fresca e seca das raizes (Fig@w&3Xolu-
porcionaram menores didmetros do pseudocaule, asses de meio situados entre 15 e 25 mL proporcionaram o
melhando-se também ao do padrao (Figura 2D). maior ganho de massa, superando o meio padréo. Por outro
Verificou-se aumento das unidade#ABPa medida lado, volumes de meio liquido iguais ou, inferiores a 10
que aumentou o volume de meio liquido, sendo o maxinmaL, ou, superiores a 25 mL apresentaram menor acumulo
atingido com volume proximo a 19 mL (Figura 2E). Essde massa.
efeito pode ser explicado pela maior exposi¢do dos A porosidade é um dos fatores responsaveis pelo au-
explantes ao meio de cultura liquido, que proporcionguento de massa fresca do tecido, uma vez que se acumu-
maior assimilacdo de nutrientes, dentre eles o nitrogéniam agua e oxigénio entre 0s espagos vazios, resultando
resultando em maior concentracao de clordfilieducdo em soma de pesAguilar et al.(2003), trabalhando com
das unidades 2P em volumes superiores a 25 mhde os cultivare$Villiams e Giant Parfitt (AAA), do subgrupo

#®MSLiquido MMS Semi-solido A ®MSLiquido MMS Semi-sélido B
10 - * " 008 ¥=0,002x + 0,012 *
o os - ¥=0,0282x +0,1153 . 007 A R*=0,91 ®
z R#=0,95 < 006 -
5 g "
& 06 4 - 0,05
g | Z
0,04
g 04 4 & 0 a
=" = 003
02 + T T r T 0,02 + T T T
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Volume de meio (mL) Volume de meio (mL)
®MSLiquido MMS Semi-solido C ®MSLiquido MMS Semi-solido D
1.1 4 Y =0,0261x +0,2003s g %
R*=0,86 * e 74 @ &
5 091 g
g £ 91
2 07 1 E s ¢
= 2 44 Y =-0.0193x2+0,7773x - 1,14 1
2 05 m X R2=0,01
*
0,3 T T T 2 T T T
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Volume de meio (mL) Volume de meio (mL)
#MSLiquido MMS Semi-solid
qui o.b engi-solido E
-~ *
16 1
14

Y =-0,0654x2+2,5104x - 7,65

il = Figura 2. Massa fresca (A), seca (B) e volume do microrrizoma
=02

o (C), diametro do pseudocaule (D) e Intensidade de cor verde (E)

indice SPAD
s

S (indice SRD) de microplantas de bananeira ‘Mac&’, cultivadas
5 | . ) ) , ) em diferentes volumes de meio MS liquido estacionario em relacéo
= ’ . . ao padréo (MS semissolido). Médias seguidas de um asterisco
5 10 15 20 25 30 . ~ S L
(*) diferem do padréo (MS semissélido) a 5% de probabilidade,
Volume de meio (mL) pelo teste de Dunnett.
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Cavendishverificaram que, em meio de cultura estacioaerénquima, cuja quantidade varia para cada cyléwar
nario, houve um aumento na percentagem de aerénquicoadicdes de hipoxi& massa seca total obtida foi 129 %
dos cultivares trabalhados, que contribui para o ganbaperior a do padréo, quando se utilizou meio liquido que
de massa. proporcionou resposta maxima (25 mL) (Figura 3D). Quan-

Foi observado que o aumento no volume de meio prde se utilizou volume igual ou, inferior a 10 mL de meio
porcionou incremento na massa fresca total de micropldiguido, a massa seca total foi inferior ao padrdo. Essa
tas, até o volume de 25 mL (Figura 3C), e que esse increducdo foi provavelmente devida a uma menor oferta de
mento foi de 195 %, em relagao ao meio padséma possi- nutrientes pelos pequenos volumes de meio liquido e,
vel explicacéo para a sobrevivéncia dos explantes em me@n isso, menor assimilacao desses nutrientes (Lemos,
liquido estacionario é que as bananeiras apresentam2001).

®MSLiquido MMS Semi-solido A e®MSLiquido MMS Semi-solido B
* -
0,025 .
05 - ¢ .
S = 0,020 4 %
2 04 I
1> (-] ~
2 03 g 0015 A
& & .
g 02 4 o g 9010 7 ¥ = 0,00008x2 + 0,0035x - 0,017 *
= 01 Y =-0,0013x2+ 0,0591x - 0,317 = 0005 - R*=0.71
: R*=069 . "
*
0.0 : ' : , 0,000 + x :
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
Volume de meio (mL) Volume de meio (mL)
#MSLiquido MS Semi-solido C eMSLiquido MMS Semi-sélido D
25 4 IS 0,16 %
0,14 .
% 20 ’
g 2 I’ 8 012 - .
2 15+ g
s b g 0.10
-
. - 1 s v
g 10 - ) 2 008 ¥=-0,0003x2+00132x-0,030 ™
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Figura 3. Massa fresca (A) e seca (B) de raizes, massa fresca (C) e seca total (D) de microplantas de bananeira ‘Mac¢&’, cultivadas em
diferentes volumes de meio MS liquido estacionario em relagdo ao padrao (MS semissolido). Médias seguidas de um asterisco (*)
diferem do padréo (MS semissélido) a 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
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