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Estabelecimento de explantes de clones de bananeira Prata-Ana (ME, R15 e R81) em meio
Murashige & Skoog (MS) liquido sob agitacido constante'

INTRODUGAO

A bananicultura destaca-se como atividade
de grande importancia econémica e social no Brasil.
As cultivares mais difundidas no Pais pertencem ao
grupo Prata (Prata-Ana AAB), utilizadas unicamente
para o mercado interno e o grupo Nanica - subgru-
po Cavendish (Grand Naine AAA) usadas, principal-
mente, no mercado para exportagéo (LIMA et al.,
2012).

Apesar do alto potencial produtivo, essas varie-
dades apresentam suscetibilidade as principais doen-
¢as causadas por fungos, dentre as quais destacam-
-se: Sigatoka-amarela (Mycosphaerella musicola),
Sigatoka-negra (Mycosphaerella fijienses) e mal-do-
-Panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense), esta
ultima, mais especificamente, as do grupo Prata (AL-
VES, 1999; SANTOS et al., 2013), o que limita a ex-
panséo desse grupo.

Uma das praticas de maior relevancia no culti-
vo de fruteiras de propagacgéao vegetativa, esta no uso
de material propagativo de alto valor genético e fitos-
sanitario. Diante disso, o cultivo in vitro surge como
uma opgao para melhoristas e produtores, visto que,
por meio dessa tecnologia sédo produzidos um grande
numero de mudas, sob ambiente de cultivo asséptico,
isentos de patdgenos e com garantia genética.

O sucesso na tecnologia e aplicagdo dos mé-
todos de cultura in vitro deve-se a melhor compre-
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ensao dos requerimentos nutricionais das células e
tecidos em cultura. A formulagdo do meio de cultura
é essencial para o desenvolvimento vegetativo e ra-
dicular, podendo conter diferentes combinacdes de
nutrientes e fitorreguladores de acordo com os re-
querimentos de cada espécie (FARIA et al., 2002).

Esta Circular Técnica visa evidenciar o efeito
do floroglucinol na micropropagacédo da bananeira
‘Prata-Ana Gorutuba’ em meio liquido sob agitagcao
constante.

MICROPROPAGAGAO DA BANANEIRA PRATA-ANA

A micropropagacao é uma forma vegetativa de
propagacéao que tem sido utilizada para produgao de
mudas de varias espécies vegetais, incluindo a ba-
nana, permitindo uma rapida multiplicacao de plan-
tas sob ambiente asséptico (ULISSES et al., 2010),
isentas de pragas e doencas (MORAIS-LINO et al.,
2008).

Os meios de cultura utilizados no cultivo in vi-
tro sdo responsaveis pelo suprimento de nutrientes
nas plantas, os quais, por sua vez, variam quanto a
sua consisténcia, podendo ser liquido ou semisso-
lido. O meio semissolido é constituido por agentes
geleificantes, o mais utilizado é o agar, um polissa-
carideo que confere consisténcia ao meio e suporte
as plantas (QUISEN, 2008). No meio semissdlido as

'Circular Técnica produzida pela EPAMIG Norte - CEGR, (38) 3834-1760, cegr@epamig.br.
2Bidloga, D.Sc., Pesq. EPAMIG Norte - CEGR, Nova Porteirinha, MG, luciana@epamig.br.
3Eng. Agronoma, Doutoranda Produgéo Vegetal UNIMONTES - Campus Janauba, Janauba, MG, jessica_guerra_calaes@

hotmail.com.



Londe, L.C.N.; Calaes, J.G.

plantas absorvem os nutrientes pelas partes que es-
tdo em contato direto com o meio, refletindo em uma
baixa produgéo de biomassa (LEMOS et al., 2001).

Ja o meio liquido, permite maior contato do
material vegetativo com o meio, proporcionando in-
cremento de produtividade e de eficiéncia, no pro-
cesso de propagacao (PENCHEL; OTONI; XAVIER,
2007), sendo exigente em algum tipo de suporte ou
agitacéo que promova a oxigenagao para respiragao
do material vegetal (ULISSES et al., 2010).

Além do tipo de meio empregado, a eficién-
cia dos sistemas de micropropagacéo é determi-
nada pela taxa de multiplicagéo in vitro, que é di-
retamente influenciada pela adigéo de reguladores
de crescimento ao meio de cultura (KULUS, 2015).
O floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenzeno) ou phlo-
roglucina (PG tautomero), € um benzenotriol, com
propriedades reguladoras do crescimento, produto
da degradacao da cloridzina e do precursor na via
biossintética da lignina. E um composto fendlico
conhecido por suas propriedades promotoras do
crescimento da planta, que raramente foi estudado
na cultura de tecido, uma vez que seu efeito ge-
ralmente € mascarado por outros fitorreguladores
(SILVA; DOBRANSZKI; ROSS, 2013; POSADA-
-PEREZ et al., 2015).

Considerando a relevancia do sistema de
micropropagac¢do na cultura da bananeira, a busca
de novas alternativas tecnoldgicas que possam me-
Ihorar o sistema de produgdo de mudas associado
a um incremento da qualidade sao fundamentais e
merecem atengao especial. Diante disso, o objetivo
foi avaliar os efeitos do floroglucinol associado ao
6-benzilaminopurina (BAP) e acido naftalenoacético
(ANA) na morfogénese de clones da banana ‘Prata-
-Ana Gorutuba’ em meio liquido sob agitagdo cons-
tante.

CONDUGAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal (LABBIOTEC) do Campo Ex-
perimental do Gorutuba (CEGR) da EPAMIG Norte,
em Nova Porteirinha, MG.

Foram utilizados clones de bananeira em meio
Murashige & Skoog (MS) liquido (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) sob agitagdo constante em “shaker
automatico” da marca Cientec, modelo CT-712
(50 rpm) com os tratamentos descritos na Tabela 1:

Tabela 1 - Tratamentos aplicados nos clones de bananeira
‘Prata-Ana Gorutuba’

_9
o
g Clone Doses de reguladores de crescimento
2
=
T1 ME | 2,22 uM BAP + 2,69 uM ANA
T2 ME | 2,22 uM BAP + 2,69 uM ANA + 50 uM
floroglucinol
T3 ME | 2,22 uM BAP + 2,69 uM ANA + 100 uM
floroglucinol
T4 ME | 2,22 yM BAP + 2,69 uyM ANA + 150 uM
floroglucinol
T5 R15 | 2,22 uyM BAP + 2,69 uM ANA
T6 R15 | 2,22 yM BAP + 2,69 uM ANA + 50 uM
floroglucinol
T7 R15 | 2,22 yM BAP + 2,69 uM ANA + 100 uM
floroglucinol
T8 R15 | 2,22 yM BAP + 2,69 uM ANA + 150 uM
floroglucinol
T9 R81 | 2,22 uM BAP + 2,69 uM ANA
T10 R81 | 2,22 uyM BAP + 2,69 uM ANA + 50 uM
floroglucinol
T11 R81 | 2,22 uyM BAP + 2,69 uM ANA + 100 uM
Floroglucinol
T12 R81 | 2,22 uyM BAP + 2,69 uM ANA + 150 uM
Floroglucinol

Fonte: Elaboragéo das autoras.

Nota: Clone ME proveniente da EPAMIG-CEGR; Clones
R15 e R81 retirados do matrizeiro da Universidade
Estadual de Montes Claros, Janauba, MG.

BAP - 6-benzilaminopurina; ANA - Acido naftalenoa-
cético.

As culturas foram mantidas em sala de cresci-
mento com 25 + 1 °C, sob luz branca fria (30 W/m2),
com 16 horas de fotoperiodo e agitagao constante de
50 rpm.

O experimento foi conduzido em delineamen-
to inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x
3 (doses de floroglucinol x matrizes), totalizando 12
tratamentos, com duas repeti¢cdes, sendo cada repe-
ticao constituida por cinco explantes (Tabela 1).

Estabelecimento in vitro

Para a obtencgéo dos explantes, foram coleta-
das bananeiras matrizes da cultivar Prata-Ana Goru-
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tuba na EPAMIG Norte-CEGR, em Nova Porteirinha,
MG e na Universidade Estadual de Montes Claros,
em Janauba, MG. Foram utilizadas mudas do tipo
“chifrinho” coletadas de touceiras sadias e produti-
vas, as quais foram submetidas a limpeza dos teci-
dos escurecidos do cortex e excesso de raizes para
obtencdo dos domos apicais. Posteriormente, fo-
ram tratadas com solugao de estreptomicina 0,4 g/L
por 30 minutos, fungicida (Derosal® 3,33 mil/L) 30
minutos, seguido da triplice lavagem com agua des-
tilada e autoclavada. Logo depois foram imersos
em Lysoform® (0,45% cloreto de benzil alquil dimetil
amodnio/cloreto de didecil dimetilaménio) por 7 minu-
tos, alcool 70% por 5 minutos e hipoclorito de sédio
(NaClO) (2%) por 30 minutos finalizando com triplice
lavagem.

Os rizomas tratados e selecionados foram en-
caminhados para camara de fluxo laminar tendo seu

tamanho reduzido a 4 cm e estabelecidos em meio
de cultura MS semissoélido formado a partir dos sais
e vitaminas, enriquecido com 30 g/L de sacarose.
Em seguida os explantes foram levados para sala de
crescimento, permanecendo no escuro durante 30
dias. Apos o periodo de escuro, os explantes foram
seccionados longitudinalmente em dois e restabele-
cidos em meio de cultura de mesma composigéo. A
cada periodo de 30 dias, os explantes foram subcul-
tivados até o quinto subcultivo. Os explantes foram
selecionados de acordo com o tamanho e vigor, de
forma mais homogénea possivel, obtendo a quanti-
dade suficiente para o inicio do experimento. Todos
0s meios de cultura semissdlidos ou liquidos utiliza-
dos neste experimento tiveram o potencial hidroge-
nidénico (pH) ajustado para 5,8 + 0,1 e esterilizados
em autoclave (Prismatec) a 121 °C por 20 minutos

(Fig. 1).

Figura 1 - Explantes de bananeira introduzidos em meio Murashige & Skoog (MS) sob agitagéo constante

Sala de crescimento
30 dias

Fonte: Elaboragéo da autora Jéssica Guerra Calaes.

Nota: A - Rizomas retirados de bananeira ‘Prata-Ana Gorutuba’; B - Estabelecimento do rizoma em meio MS semissélido
para desenvolvimento inicial; C - Primeira repicagem do rizoma; D - Desenvolvimento do rizoma em novo meio MS;
E - Desenvolvimento do rizoma apds subcultivos; F - Plantas doadoras de explante para o experimento em meio
liquido; G - Explante retirado das plantas in vitro; H - Meio MS com floroglucinol preparado para ser submetido a
agitagao constante; | - Explantes introduzidos em meio MS sob agitagdo constante.
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Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varian-
cia utilizando-se o programa Sisvar (FERREIRA, 2011)
e analise de regressao para as doses do floroglucinol.

O experimento foi avaliado aos 90 dias de
cultivo quanto as caracteristicas altura, didmetro
com auxilio de um paquimetro digital e contagem
do numero de folhas e o do numero de brotos por
explante.

AVALIAGCAO DOS RESULTADOS

Houve interacdo significativa (p<0,05) entre
as matrizes de bananeira e as doses do floroglucinol
para as caracteristicas altura, didmetro, numero de
folhas e numero de raizes das mudas micropropa-
gadas.

Na auséncia do floroglucinol, a matriz R15,
apresentou as melhores respostas das caracteristi-
cas morfofisioldgicas (altura, diametro do pseudocau-
le, numero de folhas e nimero de raizes) analisadas
(Tabela 2).

Para a matriz R81, foram observadas dife-
rengas significativas entre as doses de floroglucinol
aplicadas. Foi observado um incremento para todas
as caracteristicas avaliadas, sendo a dosagem de
150 uM a mais responsiva (Tabela 2).

Em relagdo a matriz ME apenas a caracteristi-
ca do didmetro do pseudocaule foi afetada pela apli-
cacao do floroglucinol (Tabela 2).

De acordo com a andlise de regresséo, houve
efeito (p<0,05) para as caracteristicas altura, diame-
tro, nimero de folha e numero de raizes (Grafico 1),
as equacgoes representativas das variaveis analisa-
das, para as doses de floroglucinol em fungéo das
matrizes estado dispostas na Tabela 3.

Houve efeito linear da altura (Grafico 1A) da
matriz R81, indicando que para cada aumento de
1 uM de floroglucinol, espera-se em média um aumen-
to de 0,3186 mm na altura. Sendo que a maior dose
(150 uM) alcangou o melhor resultado (86,47 mm),
confirmando sua atuagdo como promotor de cresci-
mento de plantas. O didmetro do pseudocaule, também
apresentou comportamento similar, para cada aumen-
to de 1 uM de floroglucinol, foi observado em média
um aumento de 0,0362mm no didmetro (Grafico 1B).

Como mostra o Grafico 1C, a medida que se
aumenta as doses de floroglucinol do meio de cul-
tura, ha um incremento linear do numero de folhas
do Clone R81 (5,5). Para o clone ME, por meio da

Tabela 2 - Analise do desdobramento dos clones de ba-
nana ‘Prata-Ana Gorutuba’ (R15, R81 e ME) em
diferentes doses do floroglucinol aos 90 dias de
cultivo in vitro

Dose de floroglucinol
Clone (M)
0 50 100 150

Altura

(mm)
R15 99,84 a 78,38 a 79,31 a 86,59 a
R81 30,56 b 71,31 a 62,87 ab | 86,47 a
ME 254 b 31,47b 44 b 25,18 b

Diametro

(mm)
R15 10,95 a 7,48 a 10,05 a 10,41 a
R81 7,14 b 528b 10,37 a 12,16 a
ME 6,71b 595b 8,6 a 6,79b

Numero de folhas
R15 6,9 a 54 a 6,6 a 6,6 a
R81 22b 4,5 ab 4,6 ab 55a
ME 1b 26Db 3,1b 1b
Numero de raizes

R15 12,5a 7,4 a 74 a 52a
R81 0b 49a 25b 9a
ME Ob Ob 3,9ab Ob

Fonte: Elaboragéo das autoras.

Nota: Médias seguidas por letras distintas na coluna dife-
rem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) a 5% de
significancia.

derivagado do modelo quadratico de regressao indicou
que a dose 70,63 yM favoreceu o maior numero de
folhas (2,92).

Em relagdo ao numero de raizes, os clones
R15 e R81 apresentaram comportamentos lineares,
mas inversos (Grafico 1D). Enquanto que o numero
de raizes para o clone R81 cresceu linearmente, com
o incremento 1 pyM das doses de floroglucinol, para
o clone R15, foi observado um decréscimo linear, a
medida que aumenta 1 uM de floroglucinol ocorreu
uma diminui¢ao de 0,0438 raizes.

Pode-se observar que, ndo foi possivel chegar
a melhor concentragéo de floroglucinol, por causa da
variabilidade na capacidade de expressao entre clo-
nes da mesma cultivar. Esse resultado sugere forte-
mente a existéncia de variabilidade genética entre os
clones e que estudos de diversidade por meio do uso
de marcadores moleculares, serdo de grande valia
para direcionar novas pesquisas, bem como auxiliar
no processo de selegdo de materiais genéticos.
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Grafico 1 - Analise de dispersao, obtida a partir de curvas de regresséo para altura, diametro, nimero de folhas, niumero
de raizes, em bananeira ‘Prata-An&’, clone Gorutuba (R15, R81, ME), em fungao de doses de floroglucinol nas

diferentes matrizes, aos 90 dias de cultivo in vitro
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Fonte: Calaes (2018).

Tabela 3 - Analises de regressoes referentes a altura, diametro, nimero de folhas, niumero de raizes, da bananeira ‘Prata-
An@’, clone Gorutuba (R15, R81, ME), cultivada em meio Murashige & Skoog (MS) liquido, com diferentes
concentragdes de floroglucinol, comparado com diferentes matrizes

Variaveis Clone Equacbes de regresséo
Altura R81 y = 0,3186x + 38,909 R?=0,7587
Diametro R81 y =0,0362x + 6,531 R2=0,9162
Numero de folhas ME y =-0,0004x? + 0,0565x + 0,925 R2=0,9683
R81 y=0,02x + 2,7 R?=0,8418
Numero de raizes R15 y =-0,0438x + 11,41 R2=0,8342
R81 y =0,0492x + 0,41 R2=0,6874

Fonte: Calaes (2018).

Nota: ¥ - Indica a reta, cuja equagéo é Y = a+bX; R? - Porcentagem de variagdo na resposta que & explicada pelo

modelo.

Caracterizado por potencializar a agdo das au-
xinas e estimular o enraizamento, o floroglucinol € um
dos produtos de degradagéao da cloridzina (o 2-glucési-
do do &cido glorético), € um composto fendlico conhe-
cido por suas propriedades reguladoras do crescimen-
to (JAMES; THURBON, 1979; KUMAR et al., 2005). Os
compostos fendlicos sdo originados do metabolismo
secundario das plantas, sendo essenciais para o seu

crescimento e reproducao, além disso, se formam em
condi¢Oes de estresse como, infeccdes, ferimentos, ra-
diacdes UV, dentre outros (NACZK; SHAHIDI, 2004).
Mesmo apresentando propriedades antioxidantes e de
crescimento, segundo Zimmerman (1984) e Magyar-
-Tabori et al. (2010) a sua eficacia vai depender forte-
mente do gendtipo, o que ficou evidenciado no estudo
por meio do comportamento dos clones.
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Segundo Silva, Dobranszki e Ross (2013), o
floroglucinol quando adicionado ao meio de enrai-
zamento, associados com alguma auxina, estimula
0 enraizamento. Este sinergismo foi relatado para
varias espécies ornamentais, frutiferas entre outras.
Klerk et al. (2011), ao avaliarem o efeito de compos-
tos fendlicos sobre a formagao de raizes a partir de
haste de maga, observaram que o floroglucinol pro-
tege as auxinas da oxidagdo. Para Pyrus calleryana,
a aplicagao do floroglucinol sozinho nao afetou o en-
raizamento, no entanto em combinagdao com ANA ou
acido indolbutirico (AIB) promoveu o aumento do en-
raizamento (BERARDI; INFANTE; NERI, 1993). No
entanto, para o morango, o AIB poderia ser substitu-
ido com sucesso pelo floroglucinol, mas a associa-
¢ao dos dois reduz o enraizamento em comparagao
com outros tratamentos (JAMES; THURBON, 1979).
Bananeira do grupo Nanica Grand Naine, respondeu
a doses de floroglucinol (200 pM) induzindo ao cres-
cimento e nimero de raizes (LONDE et al., 2017).
Isso mostra que a capacidade de induzir raiz do flo-
roglucinol ndo € universal. Porém, é um parametro
experimental que precisa ser testado para gendtipos
individuais (SILVA; DOBRANSZKI; ROSS, 2013).

Neste experimento o floroglucinol foi usado em
associagdo com BAP (citocinina) e ANA (auxina) para
analisar o comportamento no desenvolvimento in vitro
da bananeira. Ficou claro que apenas um dos clones
respondeu significativamente a associagéo proposta.
Dessa forma, considera-se que os clones avaliados
e que nao foram responsivos ao floroglucinol, podem
nao apresentar a capacidade de responder a essa
molécula sintética para essas caracteristicas, como
de altura, didmetro do pseudocaule, nimero de folhas
e raizes. Entretanto, nao significa que essa molécula
nao possa atuar em outros processos bioquimicos e
metabdlicos dos explantes de bananeira in vitro.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os clones de bananeira do grupo Prata res-
ponderam de formas distintas ao emprego de floro-
glucionol. Este fato sugere que de alguma maneira
a associagao desta molécula com os demais compo-
nentes do meio de cultivo proporcionou uma resposta
diferenciada em nivel celular para a indugao do cres-
cimento das mudas micropropagadas.

O cultivo in vitro em meio MS liquido sob agi-
tacao, favoreceu o crescimento das plantulas, pro-
vavelmente por causa da distribuicdo uniforme de

nutrientes e da oxigenagéo fornecida nesse siste-
ma por meio da agitagdo, sendo observado, nesse
experimento, que esse tipo de meio foi eficiente no
alongamento de plantas in vitro.

O fator clone foi decisivo, obtendo respostas
distintas as diferentes doses de floroglucinol. Novos
estudos precisam ser conduzidos para compreender
e avangar na proposigdo do uso do floroglucinol no
cultivo in vitro da bananeira.
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