DJALMARY DE SOUZA E SOUZA

MICROPROPAGACAO DAS BANANEIRAS ‘PRATA ANA’ E ‘FHIA 01’ A
PARTIR DE EXPLANTES PROVENIENTES DE PLANTAS TRATADAS COM
PACLOBUTRAZOL.

Dissertacdo apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de Pos-
Graduagdo em Fitotecnia, para obtengao
do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2007



Ficha catalogréafica preparada pela Secédo de Catalogacao e
Classificacdo da Biblioteca Central da UFV

T

Souza, Djalmary de Souza e, 1983-
S729m Micropropagacdo das bananeiras ‘Prata Ana’ e ‘FHIA
2007 01’ a partir de explantes provenientes de plantas tratadas

com paclobutrazol / Djalmary de Souza e Souza. —
Vicosa, MG, 2007.
v, 45f. 1 il. ; 29 cm

Orientador: Dalmo Lopes de Siqueira.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Vicosa.

Inclui bibliografia.

1. Banana - Reguladores. 2. Banana - Efeito do
paclobutrazol. 3. Banana - Propagacao in vitro.
4. Banana - Mudas. 1. Universidade Federal de Vigosa.
1. Titulo.

CDD 22.ed. 634.772899




DJALMARY DE SOUZA E SOUZA

MICROPROPAGACAO DAS BANANEIRAS ‘PRATA ANA’ E ‘FHIA 01’ A
PARTIR DE EXPLANTES PROVENIENTES DE PLANTAS TRATADAS
COM PACLOBUTRAZOL.

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduagdo em
Fitotecnia, para obten¢do do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 23 de julho de 2007.

bV

S
: : % o v 3 o do- Y - ) ‘ ( 5 J.If_f-j
TRetaaads \}\ e M Jin { (.

Prof. Fernando Luiz Finger Prof. D?rly fose Henriques da Silva
< '\f/f’{.f,{-’tg\/‘/‘hi )
Prof. Claudio Horst Bruckner Prq“t'. I_José Ferreird da Silva

L

MDA A
Prof. Dalmo Lopes de Siqueira
(Orientador)




AGRADECIMENTOS

A UFV, pela oportunidade de realizar um bom curso de pés-graduagao.

A CAPES, pela concessao da bolsa de estudos.

A toda minha familia, pelo apoio e por me ajudarem a persistir nesse objetivo e
conseguir alcanga-lo, por me mostrarem que ndo devo ter medo de tentar e que s6 €
forte quem exercita a forca.

Aos professores da UFV pelo conhecimento e apoio recebido, em especial ao
meu orientador Prof. Dalmo Lopes de Siqueira.

Aos professores da UFAM por contribuirem para uma boa formagdo como
estudante e profissional, assim como pelo incentivo, em especial ao Prof. Jos¢ Ferreira
da Silva.

Aos funcionarios e colegas do Laboratorio de Cultura de Células e Tecidos
Vegetais-UFV, em especial ao Marcio e Cenira, pelo auxilio na conducao desse trabalho
e por me apresentarem ao universo da cultura de tecidos.

Aos amigos que fiz em Vigosa, em especial a Zoraia, Amanda, José Osmar e
Emanuel, pela compreensdo e por terem participado dos momentos bons e ruins que
passei aqui, por alguns momentos fizeram esquecer que eu nio estava em casa.

Aos amigos de Manaus, pelo incentivo e por me fazerem acreditar que, se eu

quiser, posso transpor qualquer barreira em minha caminhada.

Agradego

il



SUMARIO

RESUMO ...ttt sttt sttt sttt et e bt e beeatenaeens v
ABSTRACT ...ttt ettt ettt b ettt e sae et et e e st e beensesneenee v
INTRODUCAO GERAL ..o 1

Referéncias BiblIOGrafiCas .........cceeeiiiieiiiiciiece et 6

DESENVOLVIMENTO DA PARTE AEREA DE EXPLANTES DAS BANANEIRAS

‘PRATA ANA’ E ‘FHIA 01’ PROVENIENTES DE PLANTAS TRATADAS COM

PACLOBUTRAZOL ...ttt ettt ettt ettt 8
RESUMIO ...t sttt e s 8
ADSITACT ...ttt e et e e e e e et e e e e tb e e e tb e e e ab e e e abe e e taeeeareeentaeeerreeennes 9
INEFOAUGAOD .ottt e et e e et e e et e e e taeeeataeesanaeesasaeesaneeenns 10
Material € MELOOS ...c..eeuiiriiiiieiiieiieste ettt sttt 12
Resultados € DISCUSSAO ....cuveeuiiiiiiiiieiiieiie ettt st 16
COMNCIUSOES ....vveeeeiiieeiiie ettt ettt e et e et e e e e e e st e e e tbae e asee e saeeesssaesssseesssseessseeesssaeensseeennses 24
Referéncias BiblIOGIAfiCas .......c.ceviieiieiiieiieeie ettt 25

AVALIACAO DO ENRAIZAMENTO IN VITRO DE EXPLANTES DAS

BANANEIRAS ‘PRATA ANA’ E ‘FHIA 01’ PROVENIENTES DE PLANTAS

TRATADAS COM PACLOBUTRAZOL.....coiiieiieieeieeeie ettt 28
RESUMO ...ttt 28
AADSIIACE ..ottt ettt ettt ettt b et e ettt e nt e a e et entenae et 29
INEEOAUGAOD oot e e et e e e et e e e e et e e e eearaeeeaans 30
Material € MELOAOS ......eeeiuiiieeiiieeciieeciee ettt et e e e e e e e e aae e e sabeeebaeeeaaeeeaeeeens 32
Resultados € DISCUSSAO ....c..eeuiruiiriieieiiieieete ettt sttt 35
CONCIUSDORS ...ttt ettt ettt et s b et s e eat e bt et e sstenbeenteeneenbeennesneens 42
Referéncias BibliografiCas .........cceeeviieeiiiiiiiiccieece e e 43

CONCLUSOES GERAIS .....ccouiimiiiiiititireiieientine et ssessesesens 45

11



RESUMO

SOUZA, Djalmary de Souza e, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, julho de 2007.
Micropropagacdo das bananeiras ‘Prata And’ e ‘FHIA 01’ a partir de
explantes provenientes de plantas tratadas com paclobutrazol. Orientador:
Dalmo Lopes de Siqueira. Co-Orientadores: Sérgio Yoshimitsu Motoike, Paulo
Roberto Cecon e Luiz Carlos Chamhum Salomao.

Com o objetivo de avaliar o efeito do paclobutrazol (PBZ) aplicado nas plantas
matrizes das bananeiras ‘Prata Ana’ e ‘FHIA 01’ sobre o estabelecimento, multiplicacao
e desenvolvimento in vitro de explantes provenientes destas plantas, conduziu-se este
experimento no Laboratorio de Cultura de Células e Tecidos Vegetais, Setor de
Fruticultura, DFT/UFV. Utilizou-se esquema fatorial 2 x 5, correspondendo aos dois
cultivares (‘Prata Ana’ e ‘FHIA 01°) e cinco doses de PBZ (0,0; 0,5; 1,0; 1,5¢ 2,0 gi.a.
planta™), no delineamento inteiramente ao acaso, com numero variavel de repetigdes.
Avaliou-se: taxa de brotacdo, altura e didmetro da parte aérea, nimero de folhas, massa
fresca e seca da parte aérea, intensidade da cor verde, porcentagem de enraizamento,
numero de raizes, comprimento da maior raiz, massa fresca e seca da raiz, e a relacao
massa da raiz:massa da parte aérea. Foi observado que a altura da parte aérea foi
reduzida a partir de 1,13 g i.a. planta’, em ambos cultivares. O didmetro ndo foi
alterado com o aumento das doses, mas nos explantes da ‘Prata Ana’ os diametros
foram maiores que ‘FHIA 01’. Para o numero de folhas, as massas fresca e seca nao
houve diferencas entre as doses e entre os cultivares. A intensidade da cor verde
aumentou linearmente com o aumento das doses, em ambos cultivares. A partir de 1,07
gi.a. planta’ a taxa de brotagdo da ‘Prata And’ foi inibida, enquanto a da ‘FHIA 01’ foi
estimulada a partir de 0,85 g ia. planta’. Houve interacio significativa para a
porcentagem de enraizamento, onde observou-se valores mais baixos para o cultivar
‘Prata Ana’ (64,71%), em relagdo a ‘FHIA 01’ (95,83%), na maior dose. Nao foi
observado efeito das doses de PBZ sobre a porcentagem de enraizamento de explantes
da ‘Prata Ana’, enquanto para ‘FHIA 01’ houve aumento linear do enraizamento com o
aumento das doses, sendo que o maior valor encontrado foi de 95,18%. As demais
caracteristicas aumentaram linearmente com o aumento das doses de PBZ, para ambos

cultivares.
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ABSTRACT

SOUZA, Djalmary de Souza e, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, July of 2007.
Micropropagation of the banana trees ‘Prata And’ and ‘FHIA 01’ from
explants originated from plants treated with paclobutrazol. Adviser: Dalmo
Lopes de Siqueira. Co-advisers: Sérgio Yoshimitsu Motoike, Paulo Roberto Cecon e
Luiz Carlos Chamhum Salomao.

With the objective of evaluating the effect of the paclobutrazol (PBZ) applied in
banana trees 'Prata An3a' and 'FHIA 01' about the establishment, sprouting and
development in vitro of explants originated from this plants, this experiment was
conduced at Laboratory of Tissue and Cells Culture, Pomology Section, DFT/UFV.
Factorial outline 2 x 5 was used, corresponding to the two cultivars ('Prata And' and
'FHIA 01') and five doses of PBZ (0.0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 g i.a. plant'l), in an
complete random design, with different number of replicates. It was evaluated the rate
of sprouting, height and diameter of the aerial part, number of leaves, fresh and dry
mass of the aerial part, intensity of the green color, percentage of rooting, number of
roots, length of the largest root, fresh and dry mass of the roots, and mass of the
roots:mass of the aerial part relation. The height of the aerial part started to be reduced
from the dose of 1.13 g i.a. plant” in both cultivars. The diameter was not altered with
the increase of the doses, but in the explants of the 'Prata Ana' it was observed larger
diameters compared to 'FHIA 01'. The number of leaves, the dry and fresh weight did
not suffer alterations among the different doses, nor between cultivars. The intensity of
the green color increased linearly with the increase of the dose in both cultivars. Starting
from the dose 1.07 g i.a. plant™ the rate of sprouting for 'Prata And' was inhibited, while
there was an enhancement of the rate for "FHIA 01' starting at dose of 0.85 g i.a. plant™.
There was significant interaction for the percentage of rooting, with lower values for the
cultivar 'Prata Ana' (64.71%) compared to 'FHIA 01' (95.83%) for the higher dose of
PBZ. It was not observed effect of the doses of PBZ about the percentage of rooting of
the explants of the cultivar 'Prata Ana', while for 'FHIA 01' there was linear increase
with the dose elevation, with the largest rooting value of 95.18%. The other
characteristics there was linear increase with the increment of PBZ doses, for both

cultivars.



INTRODUCAO GERAL

A bananeira ¢ propagada vegetativamente, por meio de brotacdes de gemas
laterais do rizoma (Salomdo et al., 2005). E comum o agricultor retira-las diretamente
de bananais quase sempre decadentes. Neste caso, mesmo com rigorosa selecdo, a
sanidade da cultura fica comprometida, uma vez que as mudas, aparentemente sadias,
podem estar contaminadas, porém sem apresentar sintomas visiveis de alguns patogenos
(Martinez et al., 1986).

Os maiores problemas fitossanitarios que ameagam a bananicultura mundial sdo:
o mal-do-Panama (Fusarium oxysporum pv. cubense), o moko (Pseudomonas
solanacearum), as viroses (BBTV, BSV, CMV, BBrMV, BBDV e SCBYV), os
nematoides (Radopholus similis, Helicotylenchus multicinctus, Pratylenchus coffeae e
Meloidogyne spp.) e as pragas como a broca-da-bananeira (Cosmopolites sordidus) que
podem ser disseminados por mudas contaminadas (Silva Neto, 2001).

As doengas constituem a maior preocupagao, devido ao elevado nivel de perdas
de producdo que tém sido atribuidos a elas, principalmente a Sigatoka-amarela
(Mycosphaerella musicola) e Sigatoka-negra (Mycosphaerella fijiensis). A primeira é
uma das mais importantes doengas da bananeira, apresenta distribui¢do endémica no
Pais, causando redugdo de 50% de producdo, em média, de banana. A Sigatoka-negra ¢
a mais grave e temida doenga da bananeira no mundo. Estima-se que pode causar perdas
variando de 70% nos platanos a 100% nas variedades tipo Prata e Cavendish, onde o
controle ndo ¢ realizado (Cordeiro et al., 2004).

Os agentes causadores dessas doengas sdo microrganismos que podem ser

disseminados para novas areas de plantio por mudas contaminadas. Para evitar esse



problema, algumas alternativas para producdao de material propagativo isento de
patogenos tém sido estudadas e desenvolvidas (Silva Neto, 2001).

A micropropaga¢do, mediante o cultivo de apices caulinares in vitro, tem sido
adotada em muitos paises para a producdo de mudas de bananeira. No Brasil, o uso
desse método € crescente nos ultimos anos com a instalagao de laboratorios comerciais
em diferentes regides do Pais, permitindo acesso mais rapido dos agricultores a mudas
de melhor qualidade, especialmente dos cultivares tradicionais ¢ dos novos hibridos
desenvolvidos pelos programas de melhoramento genético (Alves et al., 2004).

Com a tendéncia de elevacdo do nivel tecnoldgico dos bananicultores, com o
objetivo de aumentar a produtividade ¢ a qualidade de seus bananais, ha demanda por
mudas micropropagadas (Silva Neto, 2001).

Com a publicag¢do da Instru¢do Normativa n° 001 de 20 de janeiro de 2005, do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, foi regulamentada a produgdo de
mudas certificadas de bananas por meio do cultivo de apices caulinares (Brasil, 2005).
As mudas de cultura de tecidos devem ser obtidas de laboratorios especializados e
apresentam as vantagens da uniformidade de desenvolvimento e auséncia de pragas e
doengas (Salomao et al., 2005).

Mudas multiplicadas in vitro produzem 30% a mais do que as convencionais,
por serem obtidas a partir de plantas selecionadas e estarem isentas de doengas
sistémicas. Além disso, possuem maior precocidade no primeiro ciclo de produgdo, em
relacdo as mudas convencionais, florescendo até quatro meses antes das plantas
convencionais. Também sdo mais precoces quanto a emissdo dos filhos e produzem
mais filhos por ano (Alves et al., 2004).

A primeira consideracdo diz respeito ao estado nutricional da planta matriz e a

fase de crescimento em que se encontram. Plantas bem nutridas, sem sintomas de



deficiéncia nutricional ou hidrica, em geral, fornecem explantes melhores (Grattapaglia
e Machado, 1998).

A condigdo fitossanitaria da planta matriz ¢ importante por que ird determinar a
facilidade em descontaminar o explante durante o isolamento. Apesar de se realizar
desinfestagdo dos explantes, diversos microrganismos de natureza enddgena nao sao
expostos aos agentes desinfestantes e devem ser controlados ja na planta matriz. A
primeira medida ¢ a manutengdo da planta matriz em ambiente mais limpo, como casa
de vegetacdo ou camara de crescimento, uma vez que no campo a planta esta exposta a
todo tipo de intempérie e insetos que provocam ferimentos, permitindo a entrada de
microrganismos (Grattapaglia e Machado, 1998).

No caso da bananeira, esses ambientes devem ser a prova de insetos afideos. Os
pulgoes (afideos) sdo os transmissores do mosaico do pepino (“Cucumber mosaic virus”
- CMV) de uma planta para a outra, sendo que a principal fonte do virus ndo ¢ a
bananeira, mas outras plantas hospedeiras como a trapoeraba e diversas hortalicas. O
CMV ¢ disseminado a longas distdncias por mudas infectadas e para o seu controle
recomenda-se a utilizagdo de mudas livres de virus (Cordeiro et al., 2004).

Os cultivares de bananeira possuem ampla variabilidade em relacdo a
caracteristicas como: qualidade do fruto, resisténcia a doengas e pragas, exigéncias de
solo e clima e porte da planta, o qual tem aplica¢des praticas importantes. Dependendo
do porte, entre outros fatores, as plantas apresentam diferentes graus de resisténcia ao
vento. O tombamento de plantas ¢ (ou) a quebra do pseudocaule sdo elevados em
cultivares de porte mais alto, como ‘Nanicdo’, ‘Prata’ e ‘Mysore’, o que exige o seu
escoramento ou o estabelecimento de quebra-ventos eficientes em areas sujeitas a

ventos fortes (Silva Neto, 2001).



Em bananeiras cultivadas em ambiente protegido, um problema comum ¢ o seu
crescimento excessivo, podendo atingir mais de 6 metros de altura, o que pode
provocar, em algumas situagdes, o rompimento do filme plastico do teto, tornando para
este tipo de cultivo um fator limitante (Gubbuk et al., 2004 ¢ El Otmani et al., 1992).
Assim, em algumas plantas, a restricdo no crescimento por alongamento pode ser obtida
por aplicagdes de inibidores da sintese de giberelinas como ancimidol ou paclobutrazol
(Taiz e Zeiger, 2004).

Os retardantes de crescimento sd3o compostos sintéticos que reduzem o
alongamento de caule, inibem a divisao celular no meristema subapical do caule, mas
tém pouco efeito na iniciacdo de primodrdios foliares ou no crescimento de raiz
(Gianfagna, 1987). O paclobutrazol [(2RS,3RS)-1-(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-2-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl) pentan-3-ol]) compromete a sintese de giberelinas pelas plantas
inibindo a oxidagdo de kaurene para acido caurendico e reduzindo o nivel de divisdo
celular (Daziel e Lawrence, 1984).

As giberelinas parecem ser os hormonios mais ativos na regulacdo da floragdo
em mangueira e de vdrias frutiferas deciduas, sendo que altos niveis estimulam o
crescimento vegetativo e inibem a floragdo em mangueira. (Davenport ¢ Nufiez-Elisea,
1997).

Nos meios de cultura de plantas micropropagadas a giberelina, na forma de
acido giberélico (GA3), pode ser util para induzir alongamento de partes aéreas. Sua
inclusdo ¢ pouco freqiiente em vista de um suprimento endogeno suficiente. As
giberelinas sdo usadas, algumas vezes, na fase de multiplicagdo. O mais conhecido
efeito desse grupo de hormonios, o alongamento de partes aéreas, pode ser explorado in

vitro, quando as partes aéreas produzidas ndo estdo em condi¢cdes de serem



individualizadas para enraizamento, devido ao seu pequeno tamanho (Grattapaglia e
Machado, 1998).

O paclobutrazol no interior da planta ¢ pouco movel, desde o local de aplicagao
até as gemas meristematicas subapicais, onde intervém na divisdo celular. As
conseqiiéncias fisiologicas sdo a reducdo do crescimento vegetativo e maior
disponibilidade de substincias assimilaveis para a planta (Albuquerque et al., 2002). E
absorvido através das raizes, tecidos dos ramos e folhagem. Tem sido usado para
estimular a floracdo na cultura da manga, promover a paralisagdo do crescimento
vegetativo e reduzir o alongamento da brotacdo (Tongumpai, 1991). Sua agdo ¢
decorrente da inibigdo da biossintese das giberelinas (Albuquerque et al., 2002).

As plantas tratadas com paclobutrazol t€ém maior tolerancia a estresses
ambientais e resisténcia a doengas fingicas. Modificagdes morfologicas de folhas,
induzidas pelo tratamento com paclobutrazol como poros estomaticos menores e folhas
mais espessas podem oferecer barreiras fisicas para algumas infecgdes causadas por
fungos, bactérias e insetos (Chaney, 2004).

Essas plantas tém a folhagem com coloragdo verde-escura (intensa) e maior
conteudo de clorofila, além de frutos com coloracdo mais intensa em mangueira
(Tongumpai, 1991). Geralmente, seu efeito no cultivo in vitro ¢ a redugdo no
alongamento dos brotos e a promogao da taxa de multiplicagdo (Lorenzo et al., 1998).

Diante da possibilidade do uso do paclobutrazol em bananeiras mantidas em
ambiente protegido para a redugdo de porte, ha a necessidade de estudos para observar
suas implicagdes sobre a producdo de mudas, pois ndo se conhece o efeito residual do
produto, aplicado nas plantas matrizes, sobre a micropropagacao € como o seu uso pode
afetar o processo. Portanto, este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito do

paclobutrazol aplicado nas plantas matrizes das bananeiras ‘Prata And’ ¢ ‘FHIA 01’



sobre o estabelecimento, multiplicacdo e desenvolvimento in vitro de explantes

provenientes destas plantas.
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DESENVOLVIMENTO DA PARTE AEREA DE EXPLANTES DAS
BANANEIRAS ‘PRATA ANA’ E ‘FHIA 01’ PROVENIENTES DE PLANTAS
TRATADAS COM PACLOBUTRAZOL'

Djalmary de Souza e Souza’; Dalmo Lopes de Siqueira’; Sérgio Yoshimitsu Motoike®;
Paulo Roberto Cecon’ ; Luiz Carlos Chamhum Salomao®

Resumo:

Com o objetivo de avaliar o desenvolvimento da parte aérea de explantes das bananeiras
‘Prata And’ e ‘FHIA 01’ provenientes de plantas tratadas com paclobutrazol (PBZ),
conduziu-se este experimento no Laboratorio de Cultura de Células e Tecidos Vegetais,
Setor de Fruticultura, DFT/UFV. Utilizou-se esquema fatorial 2 x 5, correspondendo
aos dois cultivares (‘Prata Ana’ e ‘FHIA 01°) e cinco doses de PBZ (0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e
2,0 g i.a. planta™), no delineamento inteiramente ao acaso, com nimero variavel de
repeticdes. Avaliou-se: taxa de brotacdo, altura e didmetro da parte aérea, nimero de
folhas, massa fresca e seca da parte aérea e intensidade da cor verde. Foi observado que
a altura da parte aérea foi reduzida a partir de 1,13 g i.a. planta”, em ambos cultivares.
O diametro nao foi alterado com o aumento das doses, mas nos explantes da ‘Prata Ana’
os didmetros foram maiores que ‘FHIA 01°. Para o nimero de folhas, as massas fresca e
seca nao houve diferengas entre as doses e entre os cultivares. A intensidade da cor
verde aumentou linearmente com o aumento das doses, em ambos cultivares. A partir de
1,07 g i.a. planta™ a taxa de brotagio da ‘Prata And’ foi inibida, enquanto a da ‘FHIA

01’ foi estimulada a partir de 0,85 g i.a. planta™.
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DEVELOPMENT OF THE AERIAL PART OF EXPLANTS OF THE BANANA
TREES 'PRATA ANA' AND 'FHIA 01' ORIGINATED FROM PLANTS
TREATED WITH PACLOBUTRAZOL*

Djalmary de Souza e Souza’; Dalmo Lopes de Siqueira’, Sérgio Yoshimitsu Motoike®;
Paulo Roberto Cecon’ ; Luiz Carlos Chamhum Salomao®

Abstract:

With the objective of evaluating the development of the aerial part of explants of the
banana trees 'Prata And' and 'FHIA O01' originated from adult plants treated with
paclobutrazol (PBZ), this experiment was conduced at Laboratory of Tissue and Cells
Culture, Pomology Section, DFT/UFV. Factorial outline 2 x 5 was used, corresponding
to the two cultivars ('Prata Ana' and 'FHIA 01') and five doses of PBZ (0.0, 0.5, 1.0, 1.5
and 2.0 g ia. plant’), in an complete random design, with different number of
replicates. It was evaluated the rate of sprouting, height and diameter of the aerial part,
number of leaves, fresh and dry mass of the aerial part, and intensity of the green color.
The height of the aerial part started to be reduced from the dose of 1.13 g i.a. plant” in
both cultivars. The diameter was not altered with the increase of the doses, but in the
explants of the 'Prata Ana' it was observed larger diameters compared to 'FHIA 01'. The
number of leaves, the dry and fresh weight did not suffer alterations among the different
doses, nor between cultivars. The intensity of the green color increased linearly with the
increase of the dose in both cultivars. Starting from the dose 1.07 g i.a. plant™ the rate of
sprouting for 'Prata And' was inhibited, while there was an enhancement of the rate for

'FHIA 01' starting at dose of 0.85 g i.a. plant™.
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Termos para indexac¢édo: Musa spp., micropropagagio, reguladores de crescimento

Introducéo

A maioria dos plantios de bananeira (Musa spp.) ¢ realizado usando mudas
provenientes de brotos laterais de plantas adultas (Alves et al., 2004). Nesse caso, antes
da retirada dessas mudas, deve-se fazer vistoria do bananal, atentando para aspectos
gerais da conducdo das plantas, realizagdo de adubagdes, pulverizacdes, desfolhas,
desbrotas, incidéncia de broca-do-rizoma, mal-de-sigatoka, entre outras. Verifica-se,
ainda, se existe a presenca de nematodides (Meloydogine spp., Radopholus similis) e do
mal-do-panama (Fusarium oxysporum f. sp., cubense). Constatando-se a presenga de
qualquer de um destes problemas, fica vetada a extragdo de mudas do bananal (Salomao
et al., 2005).

Esse processo apresenta baixa taxa de multiplicacdo, desuniformidade nas
mudas produzidas, dificultando o manejo do pomar, e ainda pode constituir-se em um
mecanismo de disseminagdo de pragas e doengas. Outros métodos de propagacdao vém
sendo desenvolvidos e aperfeicoados de modo a elevar a taxa de multiplicagdo e
incrementar a produg¢do de mudas de melhor qualidade (Alves et al., 2004).

A propagacdo vegetativa in vitro, também denominada micropropagagdo, por
causa do tamanho dos propagulos utilizados, ¢ a aplicagdo mais pratica da cultura de
tecidos e de maior impacto. A utilizagdo da micropropagacdo, em ambito comercial, ja é
realidade em diversos paises do mundo, com destaque para os da Europa Ocidental e os
Estados Unidos. Os laboratorios comerciais surgiram, em grande maioria, agregados aos

viveiros como iniciativa das proprias companhias produtoras de mudas (Grattapaglia e
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Machado, 1998). No Brasil, a cultura de apices caulinares in vitro ¢ utilizada de forma
crescente nos ultimos anos (Alves et al., 2004).

A instrucdo normativa n° 001, de 20 de janeiro de 2005, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, estabelece as Normas Técnicas Especificas para
a Produgado Integrada de Banana — NTEPIBanana, determinando o uso de material de
propagacdo isento de patdgenos da bananeira, bem como a utilizacdo de mudas
micropropagadas (Brasil, 2005).

Por meio da micropropagacao, ¢ possivel exercer o controle de qualidade sobre a
produ¢do de mudas, produzindo-as durante todo o ano, gerar numero elevado de
individuos, geneticamente idénticos a planta selecionada e obter mudas de elevada
qualidade sanitaria (Schuch e Erig, 2005).

O sucesso de um sistema de micropropagagdo depende do controle de grande
numero de variaveis. A condi¢do da planta matriz ¢ um dos principais aspectos a serem
considerados. Uma das medidas ¢ a manutengdo dessas plantas em casa de vegetagao,
onde pode-se ter o controle e a manipulagdo do fotoperiodo, intensidade luminosa e da
temperatura, assim como prote¢ao da planta de todo tipo de intempérie e insetos. Nesses
ambientes o controle de insetos como acaros e pulgdes e, também, microrganismos
torna-se possivel (Grattaplaglia e Machado, 1998).

No entanto, em ambiente protegido, um problema comum ¢é o crescimento
excessivo dessas plantas, que podem atingir mais de 6 metros de altura, no caso de
alguns cultivares de banana, provocando, em algumas situagdes, o rompimento do filme
plastico do teto (Gubbuk et al., 2004 e El Otmani et al., 1992). Assim, em algumas
plantas, a restricdo no crescimento por alongamento pode ser obtida por aplicagdes de
inibidores da sintese de giberelinas como ancimidol ou paclobutrazol (PBZ) (Taiz e

Zeiger, 2004).
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O paclobutrazol  [(2RS,3RS)-1-(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl) pentan-3-ol]) reduz a biossintese de giberelinas pela inibigdo da oxidacao
de kaurene para acido caurendico, reduzindo o nivel de divisdao celular (Daziel e
Lawrence, 1984). As giberelinas sdo freqiientemente associadas a promocao do
crescimento do caule e aplicagdo desses hormonios as plantas intactas pode induzir
aumentos significativos em suas alturas (Taiz e Zeiger, 2004).

O PBZ ¢ usado para estimular a flora¢ao, promover a paralisagcdo do crescimento
vegetativo e reduzir o alongamento da brotacdo na cultura da manga (Tongumpai,
1991). Atua na inibi¢do da biossintese das giberelinas (Albuquerque et al., 2002). O seu
efeito no cultivo in vitro é a redu¢do no alongamento dos brotos ¢ a promogdo da taxa
de multiplicagdo (Lorenzo, 1998).

O crescimento excessivo decorrente do cultivo de bananeiras em ambiente
protegido pode ser reduzido com o uso do paclobutrazol (Souza, 2007). No entanto, ha
poucos estudos no sentido de observar a existéncia de efeitos residuais do PBZ em
explantes retirados de perfilhos de plantas matrizes de bananeiras tratadas com PBZ
aplicado no solo. Este trabalho avaliou o desenvolvimento da parte aérea de explantes
das bananeiras ‘Prata And’ e ‘FHIA 01’ provenientes de plantas tratadas com

paclobutrazol.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Células e Tecidos
Vegetais, localizado no Setor de Fruticultura, Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Vicosa (UFV). Utilizou-se esquema fatorial 2 x 5,
correspondendo aos dois cultivares (‘Prata Ana’ e ‘FHIA 01°) e cinco doses de PBZ
(0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 g i.a.planta'l), no delineamento inteiramente ao acaso, com

nimero varidvel de repeticoes.
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Os tratamentos e seus respectivos numeros de repeticdes foram arranjados da
seguinte forma: T1 — ‘Prata And’ + 0,0 g i.a.planta” (14 repeticdes); T2 — ‘Prata And’ +
0,5 g i.a.planta’ (18 repeticdes); T3 — ‘Prata And’ + 1,0 g i.a.planta” (29 repeti¢des); T4
— “‘Prata And’ + 1,5 g i.a.planta” (35 repeti¢des); T5 — ‘Prata And’ + 2,0 g i.a.planta™
(17 repeti¢des); T6 — ‘FHIA 01° + 0,0 g i.a.planta” (8 repeticdes); T7 — ‘FHIA 01° + 0,5
g i.a.planta’ (14 repeticdes); T8 — ‘FHIA 01° + 1,0 g i.a.planta” (18 repeticdes); T9 —
‘FHIA 01’ + 1,5 g i.a.planta” (31 repeticdes) e T10 — ‘FHIA 01’ + 2,0 g i.a.planta” (24
repetigoes).

Os éapices caulinares foram retirados de mudas de plantas, cultivadas em
experimento localizado no Setor de Fruticultura da UFV. Nesse experimento, a
aplicacao do PBZ foi realizada quando as plantas estavam com altura média de 75 cm,
em marco de 2006. O PBZ foi aplicado via solo, com umidade proxima a capacidade de
campo, ao redor do pseudocaule a distancia média de 25 cm. As mudas foram retiradas
em outubro de 2006.

Os éapices caulinares foram retirados das mudas, lavados com detergente e
colocados em agua destilada, desbastados até ficarem com 3 cm de altura, colocados em
solugdo com fungicida (Cercobin 700) a 2,5 % por 10 minutos e lavados por trés vezes
com agua destilada e autoclavada. Os explantes foram desinfestados com alcool etilico
92,8° por um minuto, sob agitacdo e lavados por trés vezes com agua destilada e
autoclavada. Em seguida, colocados em solu¢do de hipoclorito de soédio a 2,5% e
submetidos a agitagdo por 30 minutos, em agitador magnético. Apds esse processo, 0s
explantes foram levados para a cadmara de fluxo laminar, lavados com agua destilada e
autoclavada por trés vezes.

Durante a fase de estabiliza¢do, os explantes foram cultivados em meio de

cultura Murashige e Skoog (MS) (Murashige ¢ Skoog, 1962) suplementado com 100
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mg.L" de myo-inositol, 2 mg.L™" de glicina, 30 mg.L" de sacarose, 100 mg.L" de 4cido
citrico, 0,1 mg.L'1 de tiamina-HCI, 0,5 mg.L'1 de acido nicotinico, 0,5 mg.L'1 de
piridoxina-HCl, 7 gL' de 4gar, pH ajustado para 5,7 + 0,1. Os meios foram
previamente preparados e esterilizados em autoclave a temperatura de 121 °C e pressdo
de 1,05 Kgf.cm™ por 20 minutos.

Os explantes foram inoculados, individualmente, em tubos de ensaio com
dimensdes de 25 x 150 mm, contendo 10 ml de meio de estabilizagdo. Os explantes
permaneceram durante 7 dias no escuro e 23 dias em luz. O ambiente de cultura, para
todas as fases, consistiu em lampada do tipo fluorescente 40 W, com intensidade
luminosa de aproximadamente 52 umol.m™.s™, fotoperiodo de 16 h de luz ¢ 8 h de
escuro e temperatura (dia/noite) de 27 °C.

Durante a fase de multiplicagdo, que teve duragdo de 28 dias, os explantes foram
cultivados em meio MS, com a mesma composi¢do do meio para estabilizacdo,
acrescido de 7 mg.L™' de BAP. Os explantes foram cultivados em frascos contendo 30
ml de meio de multiplica¢do, colocando-se quatro a cinco explantes por frasco. Nessa
fase, realizou-se um subcultivo. Ao final dessa fase avaliou-se a taxa de brotagao:
resultado da razio entre o nimero de brotagdes obtido por explante.

Os explantes que alcangaram altura maior ou igual a 1 cm foram submetidos a
fase de alongamento e enraizamento. Esta fase teve duragdo de 23 dias. Nesta etapa, os
explantes foram cultivados em meio MS, com composi¢do igual ao meio para
estabilizacdo, acrescido de 1,0 mg.L" de benzilaminopurina (BAP) e 1,0 mg.L" de
acido naftalenoacético (ANA). Os explantes foram inoculados individualmente em
tubos de ensaio com dimensdes de 25 x 150 mm, contendo 10 ml de meio de

enraizamento.
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Ao final dessa fase avaliou-se:

- Altura da parte aérea (mm): medida tomada da base do explante até a insergao
da ultima folha aberta;

- Diametro da parte aérea (mm): medida tomada na base do pseudocaule, com a
utilizacao de paquimetro;

- Numero de folhas: contagem do total do nimero de folhas por explante;

- Massa fresca da parte aérea (g): pesagem individual da parte aérea, excluindo-
se o calo e a raiz;

- Massa seca da parte aérea (g): pesagem apos secas em estufa com temperatura
de 70 °C até obtencdo de massa constante.

- Intensidade da cor verde: medida com a utilizacgdo do medidor portatil de
clorofila SPAD-502 (Soil-Plant Analysis Development), em todas as folhas do explante.

Os dados foram submetidos a andlises de variancia e de regressdo. Para o fator
cultivar, as médias foram comparadas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Para o
fator dose os modelos foram escolhidos baseados na significancia dos coeficientes de
regressao, utilizando-se o teste “t”, adotando-se o nivel se 5% de probabilidade, no
coeficiente de determinacdo ¢ no fendmeno em estudo. As analises dos dados foram

realizadas usando o software estatistico SAEG (Sistema para Analises Estatisticas).
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Resultados e Discussao

O fator dose foi significativo apenas para as varidveis altura e didmetro da parte
aérea, sendo ndo significativo para as demais. O fator cultivar e a interagdo entre os
fatores dose x cultivar foram significativos para taxa de brota¢do e didmetro da parte
aérea, sendo ambos fatores ndo significativos para altura da parte aérea, nimero de
folhas, massa fresca e seca da parte aérea e intensidade da cor verde (Tabela 1).

Realizando-se o desdobramento das interacdes significativas (Tabela 2),
observou-se, para o cultivar ‘FHIA 01°, menores taxas de brotagdo em relacdo a ‘Prata
And’ nas doses de 0,5 e 1,5 g i.a. planta’ de PBZ. O didmetro da parte aérea dos
explantes foi diferente entre os cultivares e entre as diferentes doses. Para essa
caracteristica ndo foi observado um padrdo de resposta, pois para o cultivar ‘Prata And’
foram obtidos explantes com maior didmetro nas doses de 0,5 e 2,0 g i.a. planta™ e para

o cultivar ‘FHIA 01°, esse resultado foi observado na dose de 1,0 g i.a. planta™ de PBZ.
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia das variaveis: taxa de brotagdo (TB), altura da parte aérea (APA), didmetro da parte
aérea (DPA), nimero de folhas (NF), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA) e
intensidade da cor verde (ICV).

FV Quadrados Médios GL Quadrados médios
TB APA DPA NF MEFPA MSPA ICV
Dose 4 0,2722™ 4 196,9522° 18,3631 1,4845™  0,0195™ 0,00005243™  60,0899™
Cultivar 1 1,5138° 1 16,6273™ 11,0587 4,0258™  0,0436™  0,0003222™  55,0028"™
DxC 4 0,7308" 4 107,5261™ 11,8824 2,8817™  0,1319™  0,0003004™  10,8138™
Residuo 40 0,2491 198 44,5975 2,5933 2,571 0,059 0,0001929 33,9209
CV (%) 26,24 39,06 24,26 55,03 65,7 61,35 35,49

" F significativo a 1%
F significativo a 5%
" nfo significativo a 5%

17



Tabela 2. Valores médios das variaveis taxa de brotagdo (TB) e
didmetro da parte aérea (DPA), em funcdo das doses de
PBZ e dos cultivares ‘Prata And’ e ‘FHIA 01°.

Doses de PBZ TB DPA

(gia.planta') ‘Prata And’ ‘FHIA 01’ ‘Prata And’ ‘FHIA 01’
0,0 1,56a 1,78a 5,65a 5,83a
0,5 2,30a 1,62b 6,27a 4,93b
1,0 2,22a 1,62a 6,48b 7,50a
1,5 2,58a 1,66b 7,44a 6,69a
2,0 1,72a 1,96a 7,84a 6,21b

Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Os cultivares, quando submetidos a multiplicagdo in vitro, produzem numeros
diferentes de brotagdes por explante (Figura 1). A taxa de brotagdo dos explantes do
cultivar ‘Prata Anad’ foi inicialmente estimulada, tendo como ponto de méximo a dose
de 1,07 g i.a. planta’. Para esta dose, a taxa de brotagio foi de 2,47 brotagdes por
explante, sendo inibida para os tratamentos com maiores doses.

Para ‘FHIA 01’ a resposta foi inversa. Inicialmente, houve reducao na taxa de
brotagio, tendo como ponto de minimo a dose de 0,85 g i.a. planta”. Neste ponto, a
taxa de brotacdo foi de 1,58, sendo estimulada, a partir deste ponto, nos explantes

provenientes de plantas submetidas a maiores doses.
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Figura 1. Estimativa da taxa de brotagdo dos explantes
das bananeciras ‘Prata Ana’ e¢ ‘FHIA 01’

provenientes de plantas tratadas com diferentes
doses de PBZ.

Para o didametro da parte aérea ndo houve efeito das doses para os cultivares
‘Prata ana’ (y = 6,8439) ¢ ‘FHIA 01°(y = 6,3890).
O crescimento em altura (Figura 2), para ambos cultivares, foi estimulado até
a dose de 1,13 g i.a. planta” de PBZ. Para este ponto de maximo observou-se 18,59 mm
de altura da parte aérea. Doses superiores inibiram o crescimento em altura dos
explantes.
A intensidade da cor verde (Figura 3) aumentou linearmente, em resposta ao

aumento das doses de PBZ, para ambos cultivares.
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Figura 2. Estimativa da altura da parte aérea dos

20 4

Intensidade da cor verde
(Unidades SPAD)

explantes das bananeiras ‘Prata Ana’ e
‘FHIA 01’ provenientes de plantas tratadas
com diferentes doses de PBZ.
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Figura
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3. Estimativa da intensidade da cor verde dos
explantes das bananeiras ‘Prata And’ e
‘FHIA 01’ provenientes de plantas tratadas
com diferentes doses de PBZ.
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Nao foi observado efeito residual da aplicacao das diferentes doses de PBZ,
durante as etapas de micropropagacao para o numero de folhas (y = 2,9052), massa
fresca da parte aérea (y = 0,3697) e massa seca da parte aérea (y = 0,2255), mantendo-se
as mesmas médias para os dois cultivares avaliados.

Existe caréncia de informacdes na literatura sobre estudos visando avaliar o
efeito residual do PBZ, aplicado em plantas no campo, sobre o comportamento de
explantes coletados nessas plantas e cultivados in vitro. No entanto, estudos realizados
com aplicacdo de PBZ e outros retardantes de crescimento, no meio de cultura e em
campo, corroboram alguns dos resultados observados (Singh et al., 2001; Barros et al.,
2002; Fernandes et al., 2004; Albany et al., 2005; Souza, 2007).

Estudos sobre o desenvolvimento das bananeiras ‘Prata Ana’ e ‘FHIA 01°, sob
efeito do paclobutrazol aplicado ao solo, mostraram que acréscimos nas doses de PBZ
proporcionaram redugdo no crescimento das plantas ao longo dos meses. Nao houve
alteracdo da area foliar total das plantas. Acréscimos nas doses de paclobutrazol
proporcionaram aumento no nimero de perfilhos até a dose de 1,5 g de i.a.planta”, com
forte queda na dose de 2,0 g de i.a.planta”’. De acordo com esse estudo, no intervalo de
doses estudadas, o PBZ ndo afetou a massa fresca de perfilhos e a circunferéncia do
pseudocaule, sendo observado para o cv. ‘Prata And’ menor altura do pseudocaule,
menor massa fresca e maior nimero de perfilhos que o ‘FHIA 01’ (Souza, 2007).

O efeito da aplicacdo de diferentes doses de PBZ no desenvolvimento da parte
aérea das plantulas de abacaxi (Ananas comosus L. Merril), em meio MS, indicaram que
o tratamento com 0,5 mg.L™' contribuiu para o desenvolvimento das partes aéreas. A
utilizagdo da concentragio de 1,0 mglL’' foi suficiente para comprometer o

desenvolvimento, apontando para algum nivel de fitotoxidade (Barros et al., 2002).
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A aplicagdao de PBZ também causou diminui¢do no comprimento dos entrenos,
reduzindo o tamanho de vitroplantas de inhame (Dioscorea spp.) (Rodriguéz et al.,
2000).

Estudos de caracteristicas morfologicas de banana ‘Grande Naine’, apods
multiplicag@o in vitro, com uso de retardantes de crescimento, como ancymidol (9,75
uM) e paclobutrazol (8,5 uM), no meio de cultura indicaram que os pseudo-caules
desenvolvidos foram menores em altura e as folhas com aparéncia compactas. No
entanto, as novas folhas desenvolvidas tiveram aparéncia normal (Albany et al., 2005).

O efeito da rega com paclobutrazol sobre o crescimento de plantulas
micropropagadas e mudas seminais de doze cultivares de citros indicaram que todos
eles foram sensiveis ao paclobutrazol. O crescimento das mudas foi paralisado, as
plantas tratadas apresentaram internddios mais curtos e altura reduzida (Singh et al.,
2001).

Sabe-se que os retardantes do crescimento sdo empregados para reduzir o
crescimento vegetativo de plantas, através da inibicdo da sintese de giberelinas,
bloqueando uma etapa particular na rota biossintética para a produgdo de giberelinas
(Grossman et al., 1991).

Ressalta-se que esses resultados s3o oriundos da avaliagdo do primeiro
subcultivo dos cultivares ‘Prata Ana’ e ‘FHIA 01°. Provavelmente, os efeitos residuais
do PBZ nos explantes, devido a sua aplicagdo em campo, serdo diluidos ao longo das
etapas do processo de multiplicagdo in vitro desses explantes, até desaparecerem.
Portanto, ha necessidade de continuidade desses estudos.

O uso do PBZ no meio de cultura de multiplicagdo de bananeiras ‘Grande

Naine’ ndo causou efeito residual no estdgio de alongamento-enraizamento e nao
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induziu variagdo no estagio de aclimatagdo das bananeiras, desenvolvendo rapida
adaptagao as condigoes ex vitro (Albany et al., 2005).

Plantulas de limoeiro 'Volkameriano' submetidas a doses de paclobutrazol e
acido giberélico, apresentaram folhas com a coloracdo verde mais intensa nas plantulas
tratadas com PBZ do que as controle ou tratadas com GA; (Fernandes, 2004), em
acordo com os resultados observados no presente trabalho.

Plantas tratadas com paclobutrazol, geralmente, tém folhas com verde mais
intenso, sugerindo maior conteudo de clorofila. Existem duas possiveis explicacdes para
essa resposta. A primeira é que plantas tratadas e nao tratadas tém o mesmo nimero de
células, mas em razdo das células de plantas tratadas serem menores, a clorofila é mais
concentrada em um menor volume celular. A segunda é que a quantidade de clorofila ¢
aumentada por que a fitol, uma parte essencial da molécula de clorofila, ¢ produzida na
mesma rota dos terpendides que as giberelinas. O tratamento com PBZ, ao bloquear a
producdo das giberelinas, permite maior alocagdo dos compostos intermediarios da
sintese de giberelinas para a produgdo de maior quantidade de fitol (Chaney, 2004).

Pode-se associar também que o PBZ atua como protetor de diversas espécies de
plantas, a varios estresses ambientais. No entanto, a completa explicagdo para os
resultados desses estudos ¢ dificil, devido ao fato de que os efeitos da aplicacdo exdgena

desses produtos ainda ndo sdo completamente entendidos (Muralli e Duncan, 1995).
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Conclusdes

A altura da parte aérea dos explantes foi reduzida a partir da dose de 1,13 g i.a.
planta” de PBZ para ambos cultivares. O didmetro da parte aérea ndo foi alterado com
aumento das doses, mas observou-se didmetros de pseudocaules maiores no cultivar
‘Prata Ana’.

O numero de folhas, as massas fresca e seca ndo foram alterados entre as
diferentes doses e os cultivares. A intensidade da cor verde aumentou linearmente em
resposta ao aumento das doses de PBZ para ambos cultivares, os quais ndo diferiram
entre si.

A partir da dose de 1,07 g de i.a. planta” de PBZ a taxa de brotacio da ‘Prata
And’ foi inibida, enquanto a da ‘FHIA 01’ foi estimulada a partir de 0,85 g de i.a.

planta'l .
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AVALIACAO DO ENRAIZAMENTO IN VITRO DE EXPLANTES DAS
BANANEIRAS ‘PRATA ANA’ E ‘FHIA 01’ PROVENIENTES DE PLANTAS
TRATADAS COM PACLOBUTRAZOL'

Djalmary de Souza e Souza”; Dalmo Lopes de Siqueira’, Sérgio Yoshimitsu Motoike®;

Paulo Roberto Cecon’; Luiz Carlos Chamhum Salom#o®

Resumo

Com o objetivo de avaliar o enraizamento in vitro de explantes das bananeiras ‘Prata
And’ e ‘FHIA 01’ provenientes de plantas tratadas com paclobutrazol (PBZ), conduziu-
se este experimento no Laboratorio de Cultura de Células e Tecidos Vegetais, Setor de
Fruticultura, DFT/UFV. Utilizou-se esquema fatorial 2 x 5, correspondendo aos dois
cultivares (‘Prata Ana’ e ‘FHIA 01°) e cinco doses de PBZ (0,0; 0,5; 1,0; 1,5¢ 2,0 g
i.a.planta™), no delineamento inteiramente ao acaso, com niimero variavel de repeticdes.
Avaliou-se: porcentagem de enraizamento, nimero de raizes, comprimento da maior
raiz, massa fresca e seca da raiz, e a relacdo massa da raiz:massa da parte aérea. Houve
interagdo significativa para a porcentagem de enraizamento, onde observou-se valores
mais baixos para o cultivar ‘Prata Ana’ (64,71%), em relagdo a ‘FHIA 01’ (95,83%), na
maior dose. Nao foi observado efeito das doses de PBZ sobre a porcentagem de
enraizamento de explantes da ‘Prata And’, enquanto para ‘FHIA 01’ houve aumento
linear do enraizamento com o aumento das doses, sendo que o maior valor encontrado
foi de 95,18%. As demais caracteristicas aumentaram linearmente com o aumento das

doses de PBZ, para ambos cultivares.
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EVALUATION OF ROOTING IN VITRO OF EXPLANTS OF THE BANANA
TREES 'PRATA ANA' AND °'FHIA 01' ORIGINATED FROM PLANTS
TREATED WITH PACLOBUTRAZOL!

Djalmary de Souza e Souza®; Dalmo Lopes de Siqueira®, Sérgio Yoshimitsu Motoike®;

Paulo Roberto Cecon’; Luiz Carlos Chamhum Salomao®

Abstract:

With the objective of evaluating rooting in vitro of explants of the banana trees 'Prata
And' and 'FHIA 01' originated from adult plants treated with paclobutrazol (PBZ), this
experiment was conduced at the Laboratory of Tissue and Cells Culture, Pomology
Section, DFT/UFV. Factorial outline 2 x 5 was used, corresponding to the two cultivars
('Prata Ana' and 'FHIA 01") and five doses of PBZ (0.0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 g i.a. plant’
", arranged in an entirely random design, with different number of replicates. It was
evaluated the percentage of rooting, number of roots, length of the largest root, fresh
and dry mass of the roots, and mass of the roots:mass of the aerial part relation. There
was significant interaction for the percentage of rooting, with lower values for the
cultivar 'Prata Ana' (64.71%) compared to 'FHIA 01' (95.83%) for the higher dose of
PBZ. It was not observed effect of the doses of PBZ about the percentage of rooting of
the explants of the cultivar 'Prata Ana', while for 'FHIA 01' there was linear increase
with the dose elevation, with the largest rooting value of 95.18%. The other
characteristics there was linear increase with the increment of PBZ doses, for both

cultivars.
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Termos para indexac¢édo: Musa spp., micropropagagao, reguladores de crescimento

Introducgéo

A bananeira (Musa spp.) propaga-se por sementes e por mudas, sendo mais
usual e eficiente a propagacao por muda (Alves et al., 2004). A utilizagcdo dessas mudas
tem sido um dos grandes problemas da cultura, uma vez que pode servir de fonte de
disseminag¢do de pragas e doencas, principalmente de nematdides, de fusariose e de
brocas, que podem comprometer seriamente a vida util do pomar. Além disso,
normalmente as mudas sdo retiradas de pomares comerciais, onde a ocorréncia desses
problemas ¢ bastante comum (Nachtgal et al., 2005).

Para aproveitar ao maximo a potencialidade da bananeira de produzir gemas
vegetativas, tém-se aplicado diversas metodologias para a propaga¢do da cultura, cujo
principio fundamental ¢ o de induzir a brotacdo de gemas e acelerar seu processo de
desenvolvimento (Alves at al., 2004).

A micropropagacdo ¢ um instrumento interessante para a producdo de mudas
frutiferas, j4 que a tendéncia da fruticultura moderna estd voltada para os plantios
adensados, que necessitam de grande nimero de mudas por area, e do uso de mudas
certificadas (Schuch e Erig, 2005).

Em bananeiras, comparando-se os diferentes métodos de propagagdo vegetativa
em relacdo ao numero de mudas obtidas e ao tempo gasto na sua produgdo, verifica-se
que a micropropagacdo ¢ superior aos demais processos. As mudas apresentam

uniformidade no desenvolvimento e na producdo das plantas, que também

30



proporcionam colheitas superiores as das plantas oriundas de propagacdo convencional
(Alves et al., 2004).

As Normas Técnicas Especificas para a Produgdo Integrada de Banana —
NTEPIBanana foram aprovadas em acordo com a instru¢do normativa n° 001, de 20 de
janeiro de 2005, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Essa instrucao
normativa estabelece a utilizagdo de material de propagagdo isento de patogenos da
bananeira, bem como a utilizacdo de mudas micropropagadas (Brasil, 2005).

A condigdo fitossanitaria da planta matriz ¢ importante por que ird determinar a
facilidade em descontaminar o explante durante o isolamento. Apesar de se realizar
desinfestagdo dos explantes, diversos microrganismos de natureza enddégena nao sao
expostos aos agentes desinfestantes e devem ser controlados ja na planta matriz
(Grattapaglia e Machado, 1998).

As plantas matrizes devem ser mantidas em condi¢gdes controladas, para impedir
infecgdes por agentes patogénicos. Uma boa conservagdo ¢ garantida mantendo essas
plantas em casa de vegetagdo com telas a prova de insetos, impedindo as varias formas
de transmissdo de viroses, por meio de vetores (Bianchi e Fachinello, 2005).

Entretanto, nesses ambientes o crescimento excessivo dessas plantas pode
provocar alguns problemas como o rompimento do filme pléstico do teto. Alguns
cultivares de banana podem atingir mais de 6 metros de altura, tornando para este tipo
de cultivo um fator limitante (Gubbuk et al., 2004 e El Otmani et al., 1992). Em alguns
cultivos a restri¢do no crescimento por alongamento pode ser obtida por aplicacdes de
inibidores da sintese de giberelinas como o paclobutrazol (Taiz e Zeiger, 2004).

O paclobutrazol  [(2RS,3RS)-1-(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)pentan-3-ol] ) reduz a biossintese de giberelinas pela inibi¢do da oxidacdo

de kaurene para acido caurenoico, reduzindo o nivel de divisdo celular (Daziel e

31



Lawrence, 1984). Nos meios de cultura de plantas micropropagadas a giberelina, na
forma de 4cido giberélico (GA3), pode ser util para induzir alongamento de partes aéreas
(Grattapaglia e Machado, 1998).

Comercialmente, para os cultivos em que a altura ¢ uma desvantagem, os
inibidores da biossintese de giberelinas sao usados para evitar o alongamento nessas
plantas (Taiz e Zeiger, 2004). As plantas tratadas com paclobutrazol apresentam a
folhagem com coloragdo verde-escura (intensa) e com maior conteudo de clorofila, além
de frutos com colorag¢do mais intensa (Tongumpai, 1991). Seu efeito no cultivo in vitro
¢ a redugdo no elongamento dos brotos e a promoc¢ao da taxa de multiplicagdo (Lorenzo,
1998).

Para o cultivo de bananeiras em ambiente protegido, a reducdo de porte pode ser
conseguida com uso do paclobutrazol. No entanto, hd a necessidade de estudos para
observar se ha implicagdes sobre a produgdo de mudas, pois ndo se conhece o efeito
residual da aplicagdo deste produto em campo sobre micropropagacdo € como 0 uso
deste produto pode afetar este processo. Este trabalho teve o objetivo de avaliar o
enraizamento in Vvitro de explantes das bananeiras ‘Prata Ana’ e ‘FHIA 01’ provenientes

de plantas tratadas com paclobutrazol.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Células e Tecidos
Vegetais, localizado no Setor de Fruticultura, Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Vicosa (UFV). Utilizou-se esquema fatorial 2 x 5,
correspondendo aos dois cultivares (‘Prata Ana’ e ‘FHIA 01°) e cinco doses de PBZ
(0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 g i.a.planta'l), no delineamento inteiramente ao acaso, com

nimero varidvel de repeticoes.
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Os tratamentos e seus respectivos numeros de repeticdes foram arranjados da
seguinte forma: T1 — ‘Prata And’ + 0,0 g i.a.planta” (14 repeticdes); T2 — ‘Prata And’ +
0,5 g i.a.planta’ (18 repeticdes); T3 — ‘Prata And’ + 1,0 g i.a.planta” (29 repeti¢des); T4
— “‘Prata And’ + 1,5 g i.a.planta” (35 repeti¢des); T5 — ‘Prata And’ + 2,0 g i.a.planta™
(17 repeti¢des); T6 — ‘FHIA 01° + 0,0 g i.a.planta” (8 repeticdes); T7 — ‘FHIA 01° + 0,5
g i.a.planta’ (14 repeticdes); T8 — ‘FHIA 01° + 1,0 g i.a.planta” (18 repeticdes); T9 —
‘FHIA 01’ + 1,5 g i.a.planta” (31 repeticdes) e T10 — ‘FHIA 01’ + 2,0 g i.a.planta” (24
repetigoes).

Os éapices caulinares foram retirados de mudas de plantas, cultivadas em
experimento localizado no Setor de Fruticultura da UFV. Nesse experimento, a
aplicacao do PBZ foi realizada quando as plantas estavam com altura média de 75 cm,
em marco de 2006. O PBZ foi aplicado via solo, com umidade proxima a capacidade de
campo, ao redor do pseudocaule a distancia média de 25 cm. As mudas foram retiradas
em outubro de 2006.

Os éapices caulinares foram retirados das mudas, lavados com detergente e
colocados em agua destilada, desbastados até ficarem com 3 cm de altura, colocados em
solugdo com fungicida (Cercobin 700) a 2,5 % por 10 minutos e lavados por trés vezes
com agua destilada e autoclavada. Os explantes foram desinfestados com alcool etilico
92,8° por um minuto, sob agitacdo e lavados por trés vezes com agua destilada e
autoclavada. Em seguida, colocados em solu¢do de hipoclorito de soédio a 2,5% e
submetidos a agitagdo por 30 minutos, em agitador magnético. Apds esse processo, 0s
explantes foram levados para a cadmara de fluxo laminar, lavados com agua destilada e
autoclavada por trés vezes.

Durante a fase de estabiliza¢do, os explantes foram cultivados em meio de

cultura Murashige e Skoog (MS) (Murashige ¢ Skoog, 1962) suplementado com 100
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mg.L" de myo-inositol, 2 mg.L™" de glicina, 30 mg.L" de sacarose, 100 mg.L" de 4cido
citrico, 0,1 mg.L'1 de tiamina-HCI, 0,5 mg.L'1 de acido nicotinico, 0,5 mg.L'1 de
piridoxina-HCl, 7 gL' de 4gar, pH ajustado para 5,7 + 0,1. Os meios foram
previamente preparados e esterilizados em autoclave a temperatura de 121 °C e pressdo
de 1,05 Kgf.cm™ por 20 minutos.

Os explantes foram inoculados, individualmente, em tubos de ensaio com
dimensdes de 25 x 150 mm, contendo 10 mL de meio de estabilizagdo. Os explantes
permaneceram durante 7 dias no escuro e 23 dias em luz. O ambiente de cultura, para
todas as fases, consistiu em lampada do tipo fluorescente 40 W, com intensidade
luminosa de aproximadamente 52 umol.m™.s™, fotoperiodo de 16 h de luz ¢ 8 h de
escuro e temperatura (dia/noite) de 27 °C.

Durante a fase de multiplicagdo, que teve duragdo de 28 dias, os explantes foram
cultivados em meio MS, com a mesma composi¢do do meio para estabilizacdo,
acrescido de 7 mg.L™' de BAP. Os explantes foram cultivados em frascos contendo 30
mL de meio de multiplicagdo, colocando-se quatro a cinco explantes por frasco. Nessa
fase, realizou-se um subcultivo. Os explantes que alcancaram altura maior ou igual a 1
cm foram submetidos a fase de alongamento e enraizamento. Esta fase teve dura¢ao de
23 dias. Nesta etapa, os explantes foram cultivados em meio MS, com composi¢ao igual
ao meio para estabilizagdo, acrescido de 1,0 mg.L" de 6-benzilaminopurina (BAP) e 1,0
mg.L" de 4cido naftalenoacético (ANA). Os explantes foram inoculados
individualmente em tubos de ensaio com dimensdes de 25 x 150 mm, contendo 10 mL
de meio de enraizamento.

Ao final dessa fase avaliou-se:

- Numero de raizes: contagem do total do nimero de raizes por explante;

- Comprimento da maior raiz (mm): medida com a utiliza¢ao de régua;
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- Massa fresca da raiz (g): pesagem de todas as raizes de um explante;

- Massa seca da raiz (g): pesagem apos secas em estufa a temperatura de 70 °C
até obten¢ao de massa constante;

- Relacao massa da raiz:massa da parte aérea: obtida pela razdo entre a massa
fresca da raiz e a massa fresca da parte aérea.

- Porcentagem de enraizamento: nimero de explantes que emitiram raizes entre
o total de explantes, em porcentagem.

Para as avaliagdes do numero de raizes, comprimento da maior raiz, massas
fresca e seca das raizes considerou-se apenas os explantes enraizados.

Os dados foram submetidos a andlises de variancia e de regressdo. Para o fator
cultivar, as médias foram comparadas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Para o
fator dose os modelos foram escolhidos baseados na significancia dos coeficientes de
regressao, utilizando-se o teste “t”, adotando-se o nivel se 5% de probabilidade, no
coeficiente de determinacdo ¢ no fendmeno em estudo. As analises dos dados foram

realizadas usando o software estatistico SAEG (Sistema para Analises Estatisticas).

Resultados e Discussao

Para o fator dose, houve efeito significativo para as varidveis comprimento da
raiz e relagdo massa da raiz:massa da parte aérea. Para o fator cultivar e para a intera¢do
entre os fatores dose x cultivar ndo foi observado efeito significativo para as varidveis
nimero de raizes, comprimento da maior raiz, massa fresca da raiz e massa seca da raiz.
Entretanto, para a porcentagem de enraizamento houve efeito significativo tanto para o

fator cultivar, quanto para a interagdo entre dose x cultivar (Tabela 1).
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Tabela 1. Resumo da analise de varidncia das variaveis: numero de raizes (NR), comprimento da maior raiz (CR),

massa fresca da raiz (MFR), massa seca da raiz (MSR), relagdo massa da raiz:massa da parte aérea
(RMR:MPA) e porcentagem de enraizamento (PE).

Quadrados Médios

M
FV GL GL Q
NR CR MFR MSR RMR:MPA PE
Dose 4 27,6192" 12,7095  0,03392™ 0,00008917" 0,06922" 4 682,6914"
Cultivar 1 39,8882™  0,6357™  0,0009227"  0,00000003824™  0,00050™ 1 4211,431
DxC 4 20,9147™  3.4226™  0,02185™ 0,00009275" 0,01567" 4 4230,684"
Residuo 163 12,6889  2.8685 0,02335 0,00003934 0,00925 198 1309,864
CV (%) 68,16 58,41 120,73 93,78 56,61 43,51
" F significativo a 1%

" F significativo a 5%
" ndo significativo a 5%

36



Os cultivares ndo diferiram entre si, quanto a porcentagem de enraizamento dos
explantes, para os tratamentos com doses baixas de PBZ, até 1,5 g i.a.planta” (Tabela
2). A porcentagem de enraizamento dos explantes provenientes de plantas tratadas com
2,0 g i.a.planta”’ de PBZ do cultivar ‘FHIA 01 (95,83%) foi maior que os explantes do

cultivar ‘Prata And’ (64,71%).

Tabela 2. Valores médios da porcentagem de
enraizamento (PE), em fun¢do das doses
de PBZ e dos cultivares ‘Prata And’ e

‘FHIA 01°.

Doses de PBZ PE (%)

(gi.aplanta’) ‘Prata And’ ‘FHIA 01°
0,0 78,57a 50,00a
0,5 88,89a 71,43a
1,0 75,86a 77,78a
1,5 97,14a 90,32a
2,0 64,71b 95,83a

Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
Teste de Tukey.

As analises de regressdo foram significativas para as variaveis analisadas, com
excegdo da relagdo entre a massa da raiz:massa da parte aérea, a 5% de probabilidade
pelo teste “t”, observando-se as diferengas entre as doses estudadas.

O numero de raizes dos explantes (Figura 1) aumentou linearmente em
resposta ao aumento das doses de PBZ. Esses resultados também foram observados
para o comprimento da maior raiz (Figura 2), massa fresca das raizes (Figura 3) e
massa seca das raizes (Figura 4). Para todas essas caracteristicas houve promog¢ao do
aumento dos valores, quando submetidas a doses crescentes de PBZ.

Para a porcentagem de enraizamento dos explantes do cultivar ‘FHIA 01’ houve
aumento linear com o aumento das doses de PBZ (Figura 5). Para esse cultivar, o

tratamento com a dose de 0,0 g i.a.planta’ promoveu 54,69% de enraizamento,
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enquanto que nos explantes das plantas submetidas a maior dose observou-se 95,18% de
enraizamento. Nao foi observado efeito das doses de PBZ sobre a porcentagem de
enraizamento dos explantes do cultivar ‘Prata Ana’.

Esses resultados sdao oriundos da avaliacdo do enraizamento in vitro, apos o
primeiro subcultivo dos cultivares ‘Prata Ana’ e ‘FHIA 01°. Os efeitos residuais da
aplicagdo em campo do PBZ, para o enraizamento desses explantes, bem como para
outras caracteristicas, necessitam de estudos complementares para a compreensdo da
ocorréncia, duragdo e a persisténcia desses efeitos ao longo das etapas do processo de

micropropagacao.

7,0 q

6,5 - ¥ =13,7415 +1,2389"D
*=0,69

Numero de raizes

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Doses de PBZ (g i.a. planta'1)
— Prata Ana e FHIA 01

Figura 1. Estimativa do numero de raizes dos
explantes das bananeiras ‘Prata Ana’ e
‘FHIA 01’ provenientes de plantas
tratadas com diferentes doses de PBZ.
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Figura 2. Estimativa do comprimento da maior raiz

0,18

0,16 -

0,14

0,12

0,10

Massa fresca da raiz (g)

0,08

dos explantes das bananeiras ‘Prata And’ e
‘FHIA 01’ provenientes de plantas tratadas
com diferentes doses de PBZ.

§=0,07556 + 0,042027'D
*=0,93

0,00
0,0

0,5 1,0 1,5 2,0
Doses de PBZ (g i.a. planta'1)
—— Prata And e FHIA 01

Figura 3. Estimativa da massa fresca da raiz dos

explantes das bananeiras ‘Prata And’ e
‘FHIA 01’ provenientes de plantas tratadas
com diferentes doses de PBZ.
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Figura 4. Estimativa da massa seca da raiz dos
explantes das bananeiras ‘Prata And’ e
‘FHIA 01’ provenientes de plantas tratadas
com diferentes doses de PBZ.
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dos explantes das bananeiras ‘Prata Ana’ e
‘FHIA 01’ provenientes de plantas tratadas
com diferentes doses de PBZ.
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Apesar da escassez de estudos dessa natureza, alguns dos resultados observados
estdo em acordo com experimentos realizados com aplicagdo de PBZ e outros
retardantes de crescimento no meio de cultura, para bananeira e outras culturas. Esses
resultados confirmam a tendéncia de incremento nas respostas dessas caracteristicas
com doses adicionais desse produto (Valle e Almeida, 1991; Barros et al., 2002; Canto
et al., 2004; Chaney, 2004).

O sistema radicular mais desenvolvido em explantes é considerado benéfico,
uma vez que ¢ importante para a posterior aclimatagao das plantas (Canto et al., 2004).

Avaliagdes do efeito do paclobutrazol na micropropagagcdo massal de gemas
axilares de abacaxi (Ananas comosus L. Merril) indicaram que o tratamento com 0,5
mg.L"' de PBZ no meio de cultura possibilitou desenvolvimento radicular. O uso do
PBZ em menores concentragdes ndo foi eficiente para a iniciagdo de raizes (Barros et
al., 2002).

Estudos sobre a conservagao in vitro de germoplasma de abacaxi hibrido PE x
SC—-60 tratado com paclobutrazol, quanto a relacdo massa da raiz:massa da parte aérea,
mostraram que nos tratamentos com 0,5 mg.L'1 e 1,0 mg.L'l, houve maior formagao de
raizes em detrimento da parte aérea, indicando que o PBZ contribuiu para alterar o
particionamento de carbono entre a raiz e a parte aérea (Canto et al., 2004).

Resultados semelhantes também foram observados na avaliacdo do efeito
retardante do paclobutrazol aplicado em diferentes estagios de crescimento de plantulas
de cacau (Theobroma cacao L.), havendo maior particdo de assimilados para raiz do
que para a parte aérea, na maioria das combinagdes avaliadas (Valle e Almeida, 1991).
No presente trabalho esse resultado ndo foi observado.

O uso in vitro de triaz6is como triadimefon, para avaliar o efeito no crescimento

e aclimatacdo de bananeiras, indicou que o numero de raizes produzidas foi
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influenciado significativamente pela concentracao usada. O maior nimero de raizes foi
produzido em plantulas crescendo em meio suplementado com 1,0 mgL’' de
triadimefon (Muralli ¢ Duncan, 1995).

Estudos de caracteristicas morfoldgicas de bananeira ‘Grande Naine’, apds
multiplicag¢@o in vitro, com uso de retardantes de crescimento como ancymidol (9,75
uM) e paclobutrazol (8,5 uM) no meio de cultura, constataram que o uso do PBZ no
meio de cultura de multiplicagdo de bananeiras ndo causou efeito residual no estagio de
alongamento-enraizamento ¢ nao induziu variagdo no estagio de aclimatacdo das
bananeiras, desenvolvendo rapida adaptacdo as condi¢des ex vitro (Albany et al., 2005).

Os efeitos do paclobutrazol no crescimento de raizes ainda nao foram claramente
definidos e explicados. Porém, na maioria dos casos, as respostas em plantas tratadas ¢
um incremento na taxa de crescimento de raizes. Ainda ndo esta claro se essas respostas
observadas sdo um efeito direto do paclobutrazol no crescimento de raizes ou um efeito
indireto resultante da alteragdo no crescimento da parte aérea ¢ uma mudanga na

alocagdo de carboidratos para a raiz (Chaney, 2004).

Conclusodes

Nao houve efeito das doses de PBZ sobre a porcentagem de enraizamento dos
explantes da cultivar ‘Prata And’, enquanto para ‘FHIA 01’ houve aumento linear do
enraizamento com o aumento das doses, sendo que o maior valor encontrado foi de
95,18%.

Elevagao nas doses de paclobutrazol causaram aumentos lineares no nimero de

raizes, comprimento da maior raiz, massa fresca e seca da raiz.
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CONCLUSOES GERAIS

A altura da parte aérea foi reduzida a partir da dose de 1,13 g i.a. planta” de PBZ
para ambos cultivares. O diametro da parte aérea nao foi alterado com aumento das
doses, mas observou-se didmetros de pseudocaules maiores no cultivar ‘Prata Ana’.

O numero de folhas, as massas fresca e¢ seca ndo foram alterados entre as
diferentes doses, nem entre os cultivares. A intensidade da cor verde aumentou
linearmente em resposta ao aumento das doses de PBZ, para ambos cultivares.

A partir da dose de 1,07 g de i.a. planta’ de PBZ a taxa de brotacdo da ‘Prata
And’ foi inibida, enquanto a da ‘FHIA 01’ foi estimulada a partir de 0,85 g de i.a.
planta™.

Doses crescentes de paclobutrazol causaram aumentos lineares no niumero de
raizes, comprimento da maior raiz, massa fresca e seca da raiz houve resposta linear
positiva com o aumento das doses de PBZ, para ambos cultivares.

A aplicacdo de PBZ nas plantas cultivadas no campo nao causou prejuizos ao
desenvolvimento in vitro dos explantes obtidos a partir dos apices caulinares retirados
dessas plantas. A pratica da aplicacdo do PBZ para reduzir o porte de banana pode ser
indicado sem que haja efeitos negativos para a micropropagagdo dos explantes

provenientes de plantas tratadas com paclobutrazol.
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