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Aclimatacao de Mudas de
Bananeira ‘Prata Ana’
Regeneradas em diferentes
condicOes de cultivo in vitro®

Ana da Silva Lédo?, Lucas Fonseca Menezes de Oliveira,
Caroline de Araujo Machado®, Karla Cristina Santos Freire*

Resumo

Resumo - O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
substratos na aclimatizacao de mudas de banana ‘Prata And’ apds a etapa de
enraizamento /in vitro na presenca e auséncia de carvao ativado e apds o terceiro
subcultivo. Plantas enraizadas /n vitro na auséncia de carvao ativado e
transferidas para substrato vermiculita, areia e himus de minhoca (1:1:1)
apresentaram maior comprimento da parte aérea (42,0 cm). Na presenca de
0,1% de carvao ativado, as plantas apresentaram, em média, um maior nimero
de raizes (14,33). Apesar de ndo terem sido observadas diferencas
significativas, as plantas enraizadas /in vitro na presenca de carvao ativado
apresentaram um maior valor numérico para a matéria fresca e seca da parte
aérea. Em plantas transferidas diretamente do terceiro subcultivo para a
aclimatizacao, observou-se que o substrato composto por solo, areia e hUmus de
minhoca (1:1:1) induziu a formacao de um maior nimero de raizes (12,33). A
matéria fresca das raizes de plantas aclimatizadas no substrato solo, areia e pé
de casca de coco seco apresentou um maior peso (28,11 g). Observou-se
100% de sobrevivéncia das plantas em todos os substratos testados.

Palavras-chave- micropropagacao, cultura de tecidos de plantas, substratos, Musa sp.

" Apoio financeiro: Embrapa/Sergipe Parque Tecnoldgico; Concesséo de bolsa: CNPq

2Eng. Agronoma, D.Sc. Pesquisadora da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Caixa Postal 44, CEP 49025-
040, Aracaju — SE. E-mail: analedo@cpatc.embrapa.br;

3 Bolsista ITI CNPq/Sergipetec/ Embrapa Tabuleiros Costeiros, lucas@cpatc.embrapa.br;
carol@cpatc.embrapa.br;

4 Bolsista PIBIC CNPq/ Embrapa Tabuleiros Costeiros, karla@cpatc.embrapa.br.

5



Aclimatacédo de Mudas de Bananeira ‘Prata And’ Regeneradas em diferentes condicées de cultivoin vitro'

Acclimatization of 'prata
ana’' Banana Plants
Regenerated on the different
in vitro culture conditions

Abstract

Abstract - The present work aimed at evaluating the effect of different substrates
in the acclimatization of ‘Prata Ana’ banana seedlings after the stage of in vitro
rooting in the presence and absence of activated charcoal and after the third
subculture. Plants rooted in vitro in the absence of activated charcoal and
transferred for substratum vermiculita, washed sand and earthworm humus
(1:1:1) they presented larger length of the aerial part (42.0 cm). In the presence
of 0.1% of activated charcoal, the plants presented, on average, a larger number
of roots (14.33). In spite of significant differences they have not been observed,
the plants rooted in vitro in the presence of activated charcoal presented a larger
numeric value for the fresh and dry matter of the aerial part. In plants transferred
directly of the third subculture for the acclimatization, it was observed that the
substratum composed by soil, washed sand and earthworm humus (1:1:1) it
induced the formation of a larger number of roots (12.33). The fresh matter of
the roots of plants acclimatized in the substratum soil, washed sand and coconut
coir dust presented a larger weight (28.11 g). Were observed 100% of the
plantlets survived at the all substrates tested.

Key-words- micropropagation, plant tissue culture, substrates, Musa sp.



Selecdo de Cultivares de Coqueiro (Cocos nucifera L.) com Menor Comprimento do Estipe

Introducao

A micropropagacao da banana consiste no isolamento de dpices vegetativos de
filhos de matrizes vigorosas e produtivas, em condicoes assépticas, e cultivo em
meio de cultura /in vitro. As principais vantagens desse método sdo as altas
taxas de multiplicacdo em comparacédo aos métodos tradicionais e a alta
qualidade fitossanitaria das mudas. Além disso, a cultura de tecidos de bananeira
é muito utilizada producao de mudas basicas de novas cultivares desenvolvidos
pelos programas de melhoramento genético (Braga et al., 2001).

A rizogénese in vitro é uma fase que se caracteriza pela formacao de raizes
adventicias nas partes aéreas provenientes da multiplicacao, permitindo, assim, o
posterior transplantio para condicdes ex vitro. O enraizamento de espécies
herbaceas é geralmente facil, ao contrario do que geralmente ocorre com espécies
lenhosas (Grattapaglia & Machado, 1998). E uma etapa que pode ser realizada
in vitro ou ex vitro e a opcao por um dos sistemas depende da qualidade das
partes aéreas obtidas na fase de multiplicacado, da espécie, do gendtipo e da
disponibilidade de infra-estrutura adequada em casa de vegetacao (Grattapaglia &
Machado, 1998). Alguns pesquisadores suportam a hipdtese de que a reducao
do periodo de enraizamento /n vitro, ou mesmo sua eliminacao, nao prejudica a
sobrevivéncia e o posterior desenvolvimento ex vitro de determinadas espécies
(George, 1996; Grattapaglia & Machado, 1998).

A aclimatizacdo de plantas tem sido um grande entrave na micropropagacéao de
muitas espécies, entretanto a bananeira tem apresentado excelente desempenho
nesta etapa em diversas condicées em termos de tipo e fertilidade de substrato,
intensidade luminosa, umidade e aeracao, entre outros fatores (Braga et al.,
2001; Lins et al., 2003; Pereira et al., 2005).

O substrato, por meio de suas caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas,
exerce grande influéncia na adaptacao e desenvolvimento inicial das plantas em
condicbes naturais. Assim, é fundamental a determinacao dos substratos
adequados para a aclimatizacao, os quais devem garantir a sustentacdo mecanica
do sistema radicular, a estabilidade da planta, o suprimento de dgua e nutrientes
e as trocas gasosas entre as raizes e o ar atmosférico. A utilizacdo de substratos
alternativos, que sejam vidveis para a aclimatizacdo é de grande relevéncia, pois
o aproveitamento de residuos da agroindUstria em praticas agricolas apresenta-se
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como uma alternativa para a solucao de problemas sociais e ambientais (Silveira
et al., 2002).

A utilizacao de humus de minhoca permite o enriquecimento da matéria organica
disponivel, por meio do aumento na disponibilidade de nutrientes, de forma
economicamente vidvel e ambientalmente sustentavel (Bakker, 1994). A adicédo
de himus ao substrato, segundo Rossi & Shimoda (1995), promove um
aumento na capacidade de troca de céation, fornece macro e micronutrientes,
diminui o efeito téxico do aluminio, aumenta a atividade microbiana, diminui a
compactacao e melhorar a aeracdo e o enraizamento. Em estudos de
aclimatizacao de abacaxizeiro Souza Junior et al. (2001) observaram que
substrato com humus de minhoca induziu melhor crescimento.

O uso de pé6 de casca de coco verde ou maduro, na composicdo de substratos,
tem sido promissor para a producao de mudas de diferentes espécies (Correia et
al., 2003; Terceiro Neto et al., 2004; Bomfim et al., 2007; Ledo et al., 2007;
Silva et al., 2007). Além da facilidade de producéo, baixo custo e alta
disponibilidade, é uma alternativa de uso adequado para os residuos
agroindustriais de coco (Carrijo et al., 2002).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes substratos na
aclimatizacdo de mudas de banana ‘Prata And@’ apds a etapa de enraizamento in
vitro na presenca e auséncia de carvao ativado e apds o terceiro subcultivo.

Material e Métodos

As atividades foram conduzidas na Embrapa Tabuleiros Costeiros, em Aracaju,
SE, no ano de 2007. Foram utilizadas mudas do tipo chifrinho cv. Prata Ana,
oriundas do Campus Rural da Universidade Federal de Sergipe situado no
municipio de Sao Cristévao, SE.

Apés a coleta no campo, as mudas foram lavadas em agua corrente e receberam
cortes sucessivos no pseudocaule e no rizoma para reducédo das dimensées,
mantendo intacto em seu interior o meristema apical. Em seguida, os explantes
foram imersos em alcool 70% (v/v) por 5 minutos, em hipoclorito de sédio
comercial 1-1,25% por 30 minutos. Posteriormente, foram submetidos a trés
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lavagens sucessivas com agua destilada, deionizada e autoclavada. Apés a
reducao final dos explantes para dimensdes de 10 mm x 5 mm x 5 mm,
inoculou-se um explante por frasco de vidro com capacidade de 250 mL
contendo 30 mL de meio de cultura de Murashige & Skoog- MS (Murashige &
Skoog, 1962) gelificado com 6 g L' de agar. Do primeiro ao terceiro subcultivo,
utilizou-se o meio MS suplementado com 4 mg L' de bezilaminopurina e 30 g L™
de sacarose.

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e todos os tratamentos foram
submetidos a esterilizacdo em autoclave a 121°C durante 15 minutos. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura variando de 25
+ 2°C, umidade relativa do ar em torno de 70% em fotoperiodo de 12 horas de
luz branca fria (62 yumol m? s de irradiancia). Na fase de enraizamento as
brotacdes adventicias foram transferidas para meio MS na presenca e auséncia
de 1 g L' de carvédo ativado, sem a adicao de reguladores de crescimento.

Plantas provenientes de meio de cultura de enraizamento /n vitro, na
presenca ou auséncia de carvao ativado, com duas a trés folhas bem formadas
tiveram seu sistema radicular uniformizado com podas até o comprimento de 6
cm. Em seguida foram transferidas para recipientes plasticos com capacidade de
300 cm?, contendo os seguintes substratos esterilizados: vermiculita, areia
lavada e himus de minhoca - VAH (1:1:1, em volume); solo, areia lavada e
himus de minhoca - SAH (1:1:1, em volume); solo e pé de casca de coco seco
- SPC (2:1, em volume); solo, areia lavada e p6 de casca de coco seco - SAPC
(1:1:1, em volume) e substrato comercial - SC. O experimento foi instalado no
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 5 (presenca ou
auséncia de carvéao ativado na fase de enraizamento /in vitro x cinco substratos)
com trés repeticdes. Cada parcela experimental foi composta de um recipiente
com uma muda.

As mudas foram aclimatizadas por 60 dias em telado sombreado a 50% com
sistema de irrigacdo por microaspersao. A cada sete dias foi realizada a
suplementacdo de macro e micronutrientes por meio de solucdo com metade da
concentracao de sais do meio MS.

Aos 60 dias apds a transferéncia para condicdes ex vitro foram realizadas as
seguintes avaliacoes: comprimento da parte aérea (cm), nimero de folhas,
comprimento das raizes (cm), nimero de raizes, peso da matéria fresca e matéria
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seca da parte aérea (g) e da raiz (g) e vigor. Para determinacao da matéria seca
realizou-se a secagem da parte aérea (folhas e bainhas) e do sistema radicular em
estufa a temperatura de 60°C, até atingir peso constante. Para avaliacao do vigor
foram atribuidas notas conforme a presenca ou auséncia de folhas necrosadas:

1- mudas com duas ou mais folhas comprometidas ou necrosadas; 2- mudas
com uma ou duas folhas comprometidas ou necrosadas; 3- mudas sem folhas
comprometidas ou necrosadas.

Para avaliacdao do desempenho de plantas, provenientes do terceiro subcultivo,
na aclimatizacdo ex vitro em diferentes substratos, plantas com duas a trés
folhas e sistema radicular uniformizado com comprimento de 6 cm foram
transferidas para recipientes plasticos com capacidade de 300 cm?®, contendo os
seguintes substratos esterilizados: solo, areia lavada e himus de minhoca - SAH
(1:1:1, em volume); solo e p6 de casca de coco seco - SPC (2:1, em volume) e
solo, areia lavada e p6 de casca de coco seco - SAPC (1:1:1, em volume).

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com trés
tratamentos e sete repeticées. Cada parcela experimental foi composta de trés
recipientes com uma muda cada. As mudas foram mantidas nas mesmas
condicdes anteriores e aos 60 dias foram avaliadas as mesmas variaveis.

As médias das varidveis foram submetidas a andlise de varidncia e comparadas
pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade no programa estatistico
Sisvar (Ferreira et al., 2000). As médias referentes as notas de vigor foram
submetidas a andlise nao paramétrica e comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis
em nivel de 5% de probabilidade no programa estatistico SAS (SAS Institute
Inc., 2000).

Resultados e Discussao

Houve diferenca significativa no nimero de raizes, na matéria fresca das raizes e
na matéria seca da parte aérea das mudas de banana ‘Prata Ana’ provenientes do
terceiro subcultivo e aclimatizadas em diferentes substratos. Nao foram
detectadas diferencas significativas entre os tratamentos para o nimero de
folhas, comprimento da parte aérea e da raiz, vigor, matéria fresca da parte aérea
e matéria seca das raizes (Tabela 1).

11



12

Aclimatacé@o de Mudas de Bananeira ‘Prata And’ Regeneradas em diferentes condicdes de cultivo in vitro'

Tabela 1. Médias do nimero de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA),
numero de raizes (NR), comprimento de raizes (CR), matéria fresca das raizes (MFR),
matéria fresca da parte aérea (MFPA), matéria seca das raizes (MSR), matéria seca
da parte aérea (MSPA) e vigor (V) de mudas de banana ‘Prata Ana’ aos 60 dias em

diferentes substratos na fase de aclimatizacdo. Aracaju, SE, 2008.

SAH 7.86A  3B07A 12,334 19,704 6,738 22,338 30,78A 6.6BA  ZBEA
SPC 7,884 41,054 A981B 22464 7774 23.B4AB 34,954 6304 2004
SAPC B.A48A  40.74R 8628  20,09A 7548 IZB1A 0 3V6TA BE3A ZBIA
CV %) 12,1 1609 21,43 24,88 14,47 30,64 27,72 18,01 10,77

Médias seguidas pela mesma letra mailiscula na coluna e mintscula na linha nao diferem entre si pelo teste
de Tukey e de Kruskal-Wallis (*) a 5% de significancia. SAH - solo, areia lavada e himus de minhoca; SPC
— solo e pé de casca de coco seco; SAPC - solo, areia lavada e pé de casca de coco seco.

O substrato composto por solo, areia e himus de minhoca (SAH), induziu na
fase de aclimatizacado a formacao de um maior nimero de raizes (12,33), quando
comparado aos demais substratos (9,81 e 9,62, respectivamente). O maior
numero de raizes observado nesse substrato provavelmente pode ser atribuido a
presenca de himus, que promove maior disponibilidade de nutrientes do
composto favorecendo o desenvolvimento de um sistema radicular mais
nuMeroso.

A matéria fresca das raizes de plantas aclimatizadas no substrato SAPC (solo,
areia e p6 de casca de coco seco), apresentou um maior peso (28,11 g) quando
comparada com as mantidas no substrato SAH. A proliferacao das raizes
depende da disponibilidade de dgua e nutrientes no microambiente que as
circundam. Se a rizosfera é pobre em nutrientes ou muito seca, o crescimento
radicular é lento, sendo que a medida que as condicées melhoram, o crescimento
radicular aumenta (Taiz & Zeiger, 20086). Provavelmente a adicdo de p6 de casca
de coco seco conferiu ao substrato maior capacidade de retencao de agua e,
consequéntemente, melhor sobrevivéncia e vigor das plantas. Na fase de
aclimatizacdo, o estresse hidrico das plantas é geralmente o maior problema e a
manutencao da umidade relativa alta desde a retirada das plantas do meio de
cultura até a retomada do crescimento é um fator chave para a sua sobrevivéncia
inicial (Grattapaglia & Machado, 1998). Houve um maior acimulo de matéria
seca na parte aérea (7,77 g) das plantas aclimatadas no substrato SPC (solo e
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p6 da casca de coco), corroborando com os efeitos positivos do p6 de casca de
coco seco no vigor das mudas.

Em estudos conduzidos com plantas de coqueiro ando oriundas da cultura de
embrides zigdticos, Ledo et al. (2007) observaram que a adicdo de p6 de casca
de coco seco a areia lavada, na proporcao de 1:1 em volume, induziu as plantas
maior crescimento da parte aérea e maior nimero de folhas. Resultados
semelhantes foram obtidos por Souza Junior et al. (2001) que observaram
valores médios inferiores para varidveis de crescimento de plantas de
abacaxizeiro aclimatadas em substrato composto por areia. Mudas de violeta-
africana (Saintpaulia ionantha Wendl) apresentaram bom crescimento, na
aclimatizacdo, nos substratos comerciais Plantagro® e Bioplant®, seguidos pelo
p6 de casca de coco seco e vermiculita (Terceiro Neto et al., 2004).

Na aclimatizacdo de mudas de banana ‘Prata Anad’ em diferentes substratos apds
a etapa de enraizamento /in vitro houve efeito significativo do carvao ativado para
o numero de raizes, dos substratos para comprimento da raiz e da interacdo dos
dois fatores para o comprimento da parte drea, matéria fresca da raiz e parte
aérea (Tabela 2). Plantas enraizadas in vitro na auséncia de carvao ativado e
transferidas para o substrato vermiculita, areia e himus de minhoca (VAH)
apresentaram maior comprimento da parte aérea (42,0 cm) quando comparado
com os demais tratamentos (Tabela 3).

13
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Tabela 2. Médias do nimero de folhas, comprimento da parte aérea, nimero de raizes,
comprimento de raizes, matéria fresca das raizes, matéria fresca da parte aérea, matéria

seca das raizes e matéria seca da parte aérea de mudas de banana ‘Prata Ana’ aos 60

dias em diferentes substratos na fase de aclimatizacdo. Aracaju, SE, 2008

Meio de cultura Substratos Médias
VAH SAH SPC SAPC 5C

CV (%): 10,42 Niimero de Folhas

Ms 7,33Aa 8,00Aa 7,00Aa 8,00Aa 7,00Aa 7404
MS + 0,1%CA  8,00Aa 7,33Aa 7,00Aa B8,00Aa 6,67Aa T47A
Médias 7,67a 7,67 7,00a 8,00a 6,83a

Ms 42,00Aa 30,50Bb 32,83Ba 33,33Ba 32,33Ba 34,204
MS + 0,1% CA  35,50Ab 36,50Aa 30,17Aa 31,50Aa 33,67Aa 33,474
Médias 38,75a 33,60b 31,50b 32,42b 33,00b
CV(%): 16,7 Niimero de raizes

MS 15,33Aa 11,00Ab 13,00Aa 13,33Aa 10,00Aa 12,53B
MS + 0,1%CA 14,67Aa 16,00Aa 13,67Aa 16,00Aa 13,33Aa 14,33A
Médias 15,00a 13,002 13,33a 14,17a 11,67a

Ms 18,50Aa 19,00Aa 21,00Aa 21,83Aa 23,33Aa 20,73A
MS + 0,1% CA  15,33Aa 17,33Aa 22,174a 22 50Aa 23,67ha 20,20A
Médias 16,92h 18,17ab 21,58ab 22,17ab 23,504

s 28 66Aa 18,25Ab 19,99Aa 31,06Aa 22,24Ma 24,247
MS + 01%CA 37,76Aa  30,69ABa 25,24ABa 28,81ABa 18,81Ba 28,26A

Médias 33,21a 24 97abe 22 62he 29 93ab 20,62c
CV (%): 12,39 Matéria fresca da parte aérea (g)

MS 47 47ha 29.01Bb 29,37Ba 36,558 27,93Ba 34.07A
MS +0,1%CA 4334Aa  36,66ABa  30,78Aa 3392ABa  27,55Aa  34,45A

Médias 45,40a 32,83hc 30,07hc 35,24b 21,14

MS 7.68Aa 6,36Aa 6,45Aa 9.01Aa 6,92Aa 7,294
MS + 0,1% CA  9,95Aa 7,87ABa 6,98ABa 8,17ABa 5,87Ba 7.77A
Médias B,82a 7,128 6,82a 8,59 6,40a
CV (%): 25,99 Matéria seca da parte aérea (g)

mMs 12,78Aa 7,83Aa 7,69Aa 10,02Aa 9,93Aa 8,64A
MS +0,1%CA  9,12Aa 8,07Aa 76148 9.07Aa 9,31Aa 9,654
Médias 10,95a 7.95a 7.65a 9,55a 9.62a

Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna e minuscula na linha néo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. VAH -vermiculita, areia lavada e himus de minhoca; SAH - solo,
areia lavada e humus de minhoca ; SPC - solo e pé de casca de coco seco; SAPC - solo, areia lavada e
p6 de casca de coco seco e SC — substrato comercial .
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Plantas mantidas em meio de cultura com 0,1% de carvao ativado, na fase ex
vitro apresentaram, em média, maior nimero de raizes (14,33). O efeito benéfico
do carvao ativado na rizogénese in vitro foi potencializado em condicdes ex
vitro. O substrato VAH promoveu um maior peso da matéria fresca da parte
aérea (45,40 g) e da raiz (33,21 g) de mudas de banana ‘Prata Ana’.

Apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas, as plantas
enraizadas /in vitro na presenca de carvao ativado apresentaram um maior valor
numérico para a matéria fresca e seca da parte aérea na fase de aclimatizacdo. Os
substratos VAH, ASH e SAPC promoveram um bom desenvolvimento da matéria
fresca das raizes.

Diversos autores tém relatado os efeitos benéficos do carvao ativado em meio de
cultura no desenvolvimento radicular e da parte aérea de plantas de banana cv.
‘Grand Naine’ (Costa et al., 2006), coqueiro anao verde (Ledo et al., 2007) e
Annona glabra (Santana et al., 2005), e na rizogénese in vitro de morangueiro
(Villegas, 1990, citado por Calvete et al., 2002).

O desempenho das mudas aclimatadas diretamente apds o terceiro subcultivo na
fase de multiplicacao, sugere que a etapa de enraizamento /n vitro em meio na
auséncia de reguladores de crescimento é dispensavel tendo em vista que 100%
das plantas apresentavam, em média, 12,29 raizes/planta (dados nao
apresentados), favorecendo a adaptacao as condicdes ex vitro. Entretanto Costa
et al. (2008) reportam a necessidade da fase de enraizamento /in vitro para as
cultivares Caipira, Preciosa e Japira, principalmente se as brotacdes tiverem
tamanho reduzido no momento do enraizamento.

Observou-se uma excelente adaptacdo das mudas aclimatizadas
diretamente nas condicdes de telado sombreado a 50%, concordando com
resultados obtidos por Pereira et al. (2005) também para a ‘Prata Ana’ e Costa et
al. (2008) para as cultivares Caipira, Preciosa e Japira.

Conclusoes

1. O substrato composto por vermiculita, areia lavada e himus de minhoca
(1:1:1) promove maior comprimento da parte aérea de plantas enraizadas in vitro
na auséncia de carvéao ativado.
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2. Plantas enraizadas /in vitro na presenca de 0,1% de carvao ativado
apresentam maior nimero de raizes na fase de aclimatizacéo.

3. O substrato composto por solo, areia lavada e himus de minhoca (1:1:1),
induz a formacao de um maior nimero de raizes em plantas aclimatizadas apds o
terceiro subcultivo e o substrato composto por solo, areia lavada e p6 de casca
de coco seco (1:1:1) promove maior acimulo de matéria fresca das raizes.
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