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RESUMO

SILVA, Janaina de Oliveira Costa. Deteccdo de variantes somaclonais de
bananeira ‘Prata Ana’ (AAB) micropropagada. 2007. 97 p. (Mestrado em
Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

O cultivo in vitro, também conhecido como micropropagacdo, ¢ uma
técnica bastante utilizada na obteng¢do de mudas de valor comercial. Esta técnica
¢ bastante Util ja que através dela podem ser produzidas plantas livres de
patdgenos e que mantém as caracteristicas genéticas das plantas matrizes. No
entanto, a micropropagacdo pode levar a um tipo de mudanga fenotipica nas
plantas, conhecida como variagdo somaclonal. A variagdo somaclonal pode levar
a produgdo de mudas de baixo valor comercial, € isso implica em limitagdes no
uso dessa técnica. A bananeira ‘Prata And’ apresenta como variagdo somaclonal
uma anomalia no crescimento conhecida como gigantismo ¢ estas produzem
cacho de baixo valor comercial. Porém, a constatacdo dessa variagdo somente é
possivel apos plantio em campo. No intuito de minimizar este problema, o
presente trabalho buscou desenvolver alternativas para diferenciar bananeiras
‘Prata And’ normais daquelas que apresentam variagdo somaclonal. Para isso,
buscamos marcadores morfoanatomicos e quimicos que permitissem diferenciar
as variantes das normais. A aplicagdo de acido giberélico (GAj3) nas partes
aéreas das plantas em fase de aclimatacdo permitiu distinguir as mudas variantes
das normais. Tal procedimento fez com que as variantes crescessem mais em
relacdo as normais. Além disso, as variantes langcaram folhas com a bainha
estiolada e com morfologia do limbo foliar lanceolado. Foi realizado o estudo da
anatomia foliar de ‘Prata And’variantes somaclonais e ndo variantes nas fases de
cultivo in vitro, aclimatagdo e em campo. Foram feitas analises comparativas
entre as bananeiras normais e variantes para verificar aspectos do
desenvolvimento das estruturas anatomicas entre as fases de cultivo. Os
resultados obtidos permitiram diferenciar as bananeiras variantes das normais
em relacdo ao didmetro da nervura central e da hipoderme inferior. Nas andlises
de espectrometria de massas foi possivel distinguir as variantes das normais em
fase de aclimatagdo e as plantas normais e variantes que receberam GA; também
diferenciaram das demais.

" Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Antonio Chalfun-
Jnior, Amauri Alves de Avarenga (Co-Orientadores) — UFLA.



ABSTRACT

SILVA, Janaina de Oliveira Costa. Detection of somaclonal variants of
micropropagated banana plants ‘Prata Ana’ (AAB) 2007, 97 p. (Master
Program in Agronomia/ Plant Physiology) - Federal University of Lavras,
Lavras, MG. *

The in vitro culture, also known as micropropagation, is a technique
used in the attainment of plants with commercial value. This technique is useful
in achievement for free pathogenic plants and to maintain the genetic
characteristics of the mother plant. However, the micropropagation can lead to
phenotypic changes in the plants, known as somaclonal variation. The
somaclonal variation can reduce the production of commercial value plants, and
this implies in limitations in the use of this technique. The ‘Prata Ana’ banana
plant presents as somaclonal variation an anomaly growth known as gigantism.
The banana plant that possesses this variation produce bunches with low
commercial value. However, the variation in ‘Prata And’ is only verified after
plantation. Aiming to reduce this problem the present work was carried out
searching for an alternative way to differentiate normal ‘Prata And’ banana plant
from somaclonal variant ones. Morphological, anatomical and chemical markers
that allowed differentiating the variants of the normal ones were used as tools.
By the application of gibberellic acid (GA;) in the aerial parts of the plants in
acclimatization phase it was possible distinguishing variant plants from the
normal ones allowing the variant plants to grow bigger than the normal ones.
Moreover, the variant plants launched leaves with the etiolated stem and foliar
limb lanceolated. Data of foliar anatomy of variant and non-variant somaclonal
plants of ‘Prata Ana’ were measured during in vitro, acclimatization and in the
field stages. The analyses were carried out to search for morphological markers
that allowed to differentiate them. Comparative analyses between the normal
and variant banana plant were performed to verify developmental aspects of the
anatomical structures during the culture phases. Based on the results it was
possible to differentiate banana plants from somaclonal variant ones based in the
main vein diameter and inferior hypoderm. Analyses of mass spectrometry was
also carried to distinguish plant extract from normal and variant banana plant in
vitro, in the field and in the acclimatization conditions with and without GA;
application. The fingerprint of composite in the samples allowed distinguishing
the somaclonal variant plants from the other ones in acclimatization phase
without application of GA;.

* Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Antonio Chalfun-
Jinior, Amauri Alves de Avarenga (Co-advisers) — UFLA.



CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

A bananeira pertence ao género Musa e atualmente é cultivada nas
regides localizadas nos tropicos e sub-tropicos e abrange mais de 80 paises ao
redor do mundo. O Brasil é o segundo produtor no mundo de bananas com uma
produgdo média de 13,844 kg/ha por ano, totalizando uma producdo média de
6,997 mil toneladas ao ano e ¢ a fruta mais consumida no pais, em especial pela
populagdo de baixa renda. (Ministério da Agricultura, 2006).

A banana ocupa a quarta colocagdo mundial em termos de importancia
alimentar, ap6s o arroz, trigo e leite (Crouch et al., 1999), sendo ¢ rica em
carboidratos (24%), fibras (6-7%), assim como em elementos minerais como
potassio, magnésio, calcio, fosforo, sodio, ferro e vitaminas A, B e C (Sharrock
& Lusty, 2001).

Ultimamente tem se observado uma crescente demanda por mudas de
bananeira de alta qualidade para renovacdo dos bananais de diversas regides do
pais. A producdo comercial de mudas de bananeira in vitro é empregada em
larga escala e com sucesso em diversos paises com o intuito de produzirem
mudas de qualidade superior e livre de pragas e doengas tais como o Mal-do-
Panama (Fusarium oxysporum f. sp. Cubense), Moko (Pseudomonas
solanacearum), nematodides Radoplolus similis e a Broca-do-Rizoma
(Cosmopolites sordidus) (Souza, 1994) e pelos fungos Sigatoka Amarela
(Mycosphaerella musicola) e Negra (Mycosphaerella fijiensis) (Cordeiro et. al,
2005). No entanto, as altas porcentagens de variacdo somaclonal em mudas
micropropagadas t€ém gerado perdas para os produtores.

A variacdo somaclonal em bananeiras corresponde, em geral, ao

surgimento de plantas com anomalias relativas na estatura, cor, forma e



arquitetura das folhas e ma formacgdo dos cachos. Alguns estudos indicam que a
presenca de tais anormalidades se deve ao numero excessivo de repicagens
(Rodrigues, 1996; Santos & Rodrigues, 2004).

A variacdo somaclonal mais comum em ‘Prata And’ ¢ o crescimento
exagerado das partes aéreas na fase adulta das plantas. Os aspectos morfologicos
para esta anomalia é o aparecimento de folhas lanceoladas e mais eretas, elevado
porte ¢ pseudocaule mais fino em relacdo as plantas que ndo apresentam tal
variagdao (Guimaraes, 2005). Porém, esta variacdo somente ¢ detectada apds o
plantio das bananeiras em campo, ja que as plantas normais € variantes in vitro e
em aclimatacdo apresentam aspectos morfoldgicos muito semelhantes.

As giberelinas sdo reguladores de crescimento que estdo ligados a
diversos processos fisiologicos nos vegetais, entre eles, os processos de
expansdo celular. Estudos fisiologicos realizados com plantas ands e gigantes
tém enfocado no papel das giberelinas. Atualmente, as pesquisas tém utilizado
técnicas de quantificacdo de compostos, como a espectrometria de massas, para
visualizar e identificar esse regulador de crescimento.

Estudos anatdmicos, bioquimicos e a identificacdo de compostos podem
contribuir para o entendimento do processo que leva a variagdo somaclonal,
como também propor marcadores para esse processo, identificando essa
anomalia precocemente minimizando problemas para os produtores.

Assim faz-se necessario a compreensdo dos processos que levam a
variagdo somaclonal em cultivares de Prata Ana, enfocando a resposta hormonal
que estas plantas apresentam em relacdo a biossintese de giberelinas, o que

possivelmente leva ao gigantismo de tais variantes.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem, taxonomia e evolu¢ao de bananeiras cultivadas

O género Musa pode ser dividido em Callimusa, Rhodochalamys (que
possui apenas interesse ornamental), Australimusa, Ingentimusa e Fumusa. Esta
ultima destaca-se por conter a maioria dos cultivares de bananas comestiveis e
comercialmente mais importantes (Souza, 2002).

A maioria dos cultivares de banana teve suas origens evolutivas no
continente asiatico a partir de cruzamentos intra e interespecificos das espécies
selvagens dipoides Musa acuminata e Musa balbisiana pertencentes ao género
Eumusa (Simmonds & Shepherd, 1955; Souza, 2002).

As bananeiras (Musa spp. L.) pertencem a classe Liliopsida, ordem
Zingiberales, familia Musaceae, e podem ser gigantes ou herbaceas perenes, que
se desenvolvem em 4areas tropicais e subtropicais imidas.

Apesar do sudeste da Asia ser considerado o centro da origem das
espécies de Musa (Simmonds, 1995), existe grande diversidade na Africa sub-
Saara. A introducdo da bananicultura ocorreu nos demais continentes com a
expansdo do comércio, atingindo toda a costa asiatica banhada pelo oceano
indico, e posteriormente difundindo-se pela costa africana, atingindo as

Américas com as conquistas européias (De langhe, 1995).

2.2 Cultivares de banana

De acordo com Alvares & Caldas (2002), as duas principais cultivares
plantadas que visam consumo no Brasil sdo ‘Nanicao’ (grupo AAA, subgrupo

Cavendish) e ‘Prata Ana’ (grupo AAB). A produgdo de bananas visando o



mercado de exportagdo ¢ concentrada em cultivares do subgrupo “Cavendish”
(AAA). A produgio para consumo doméstico em varias regides do mundo esta
focalizada em cultivares de constituigdo AAA (Caru, Sdo Tomé, Nanica,
Nanicdo), AAB (Prata, Mac¢a, Mysore, Terra, Prata And) e ABB (Figo) (Souza,
2002). E importante observar que as cultivares mais plantadas e apreciadas pelos
consumidores tem ploidia igual a 3n. Dos grupos dipléides (2n) tem-se a banana

Ouro (AA) e tetraploide (4n) a Ouro da Mata (Silva, 2001).

2.3 Propagacao convencional

A banana é propagada vegetativamente por meio de mudas e brotos,
embora as espécies selvagens sejam propagadas por sementes (Simmonds,
1973). A propagacdo convencional de bananeiras ¢ realizada a partir de gemas
presentes no caule subterraneo, denominado rizoma. Estes rizomas podem ser
propagados por uma técnica simples conhecida como fracionamento de rizomas.
Este método permite uma clevada taxa de multiplicagdo das bananeiras ¢ pode
ser utilizada para qualquer cultivar. No entanto, as praticas convencionais podem
levar a propagagdo de mudas de baixa qualidade fitossanitarias, ja que pragas e
doengas podem ser disseminadas pelo uso de mudas contaminadas (Embrapa,
2006). Desta maneira, a micropropagacdo surge como uma alternativa para a
propagacdo de mudas livres de patdogenos. Esta técnica de cultivo in vitro vem
sendo muito utilizada na produ¢do de mudas de bananeiras em escala comercial

em diversas regidoes do mundo.

2.4 Micropropagacio

Torres et al. (2001) descrevem que o meio de cultura é constituido de

componentes essenciais (agua, sais inorganicos, fonte de carbono e energia,



vitaminas e reguladores de crescimento) e opcionais (aminoacidos, amidas,
acidos organicos e substincias naturais complexas). A composi¢ao do meio de
cultura tem importante papel nas respostas de crescimento de células e tecidos in
vitro (Borgatto et al., 2002).

As plantas ou explantes cultivados in vitro possuem exigéncias
nutricionais especificas. Assim, ao excisar parte da planta para cultivo in vitro,
observa-se que os explantes ndo sdo completamente autotroficos e requerem
meios nutritivos suplementados com as necessidades exogenas da célula, em
termos de elementos essenciais, constituintes organicos e energia (Torres et al.,
2001).

Nesse contexto, 0 meio Murashige & Skoog (MS) proposto em 1962, é
um dos mais utilizados na cultura de tecidos da maioria das espécies, sendo
realizadas algumas alteragdes de acordo com o explante utilizado (Caldas et al.,
1998).

Os meios de cultura podem ser ainda modificados de acordo com a
necessidade de cada tipo de explante e a espécie na qual se estd trabalhando,
sendo importante deter o conhecimento da importancia de cada elemento contido

em um meio de cultivo (Torres et al., 2001).

2.4.1 Estabelecimento in vitro

Um dos maiores problemas enfrentados na fase inicial de
estabelecimento do explante in vitro diz respeito a contaminacdo bacteriana ou
fingica, principalmente presente na superficie dos tecidos de folhas, gemas e
segmentos nodais. E freqiiente deparar-se com contaminagio presente no interior
dos tecidos e que é conhecida como contaminagdo endogena. Este tipo de
contaminagdo é mais freqiiente em explantes derivados de plantas cultivadas no

campo (Teixeira, 2004).



Os principais compostos utilizados para a desinfestagdo sdo o etanol e o
cloro. O modo de acdo do etanol consiste na rapida desnaturagdo protéica e na
dissolugdo de lipidios, tendo como desvantagem o fato de ser pouco ativo contra
esporos fungicos. O cloro inativa enzimas, age como oxidante, tem efeito sobre
bactérias e sua desvantagem ¢é o odor irritante ¢ também a baixa atividade contra
esporos (Pasqual et al., 1997).

A desinfestagdo de segmentos de brotos, folhas e botdes florais pode ser
feita com alcool etilico comercial na concentracao de 50% a 70% (v/v), por um
periodo de 1 a 3 minutos, seguida de um tratamento com hipoclorito de soédio ou
calcio 0,5% a 2% (p/v), por 5 a 20 minutos ¢ de 3 a 5 lavagens com agua
destilada autoclavada por um periodo minimo de 5 minutos (Teixeira, 2004).

Os explantes apicais sdo os mais comumente utilizados para o cultivo em
laboratorio de bananeiras. Por apresentarem certa uniformidade genética, as
mudas de banana micropropagadas possibilitam a aplicagdo de tratos culturais e
colheitas mais homogéneas e sdo recomendadas para sistemas de producao
tecnificados. Estas mudas sdo ainda mais produtivas e diminuem a disseminagao

de pragas e doengas (Embrapa, 2006).

2.4.2 Variacao Somaclonal

A micropropagagdo é responsavel pela producdo de grande quantidade
de mudas de bananeira de qualidade. No entanto, a falta de dominio completo
dessa técnica de cultivo in vitro coloca no mercado mudas com a presenca de
variagao somaclonal (Santos & Rodrigues, 2004).

A variag¢do somaclonal corresponde a uma variagdo fenotipica que pode
ter origem genética ou epigenética (Sahijram et al., 2003). De acordo com
alguns estudos, o surgimento de variagdo somaclonal relaciona-se com o

aparecimento de calos (Scowcroft, 1984; Santos & Rodrigues, 2004). O ntimero



de subcultivos in vitro também pode ser um fator importante no controle da
variagdo somaclonal. Para a cultivar ‘Willians’ (AAA), Reuveni (1986) afirma
que o nimero maximo de plantas obtidas a partir de um Unico apice caulinar
deve ser de 1000 plantas. No cultivo in vitro da cultivar ‘Pacovan’ (AAB), a
porcentagem de variagdo somaclonal aumenta com o numero de subcultivos
(Santos & Rodrigues, 2004). Estudos avaliando variantes somaclonais de
diversas cultivares de bananeiras demonstraram que, dependendo da cultivar, as
plantas poderiam apresentar morfologias diversas como porte baixo, porte
gigante, folhas afiladas ou lanceoladas, coloragdes variegadas e auséncia de
cerosidade (Smith, 1988).

Na cultivar ‘Prata And’, o tipo de variagcdo somaclonal mais comum ¢ o
surgimento de um fenétipo gigante. Esta variacdo somaclonal apresenta como
pardmetros morfologicos de identificacdo folhas lanceoladas, porte elevado,
folhas mais eretas e pseudocaule mais fino em relag@o as plantas normais como
pode se visualizado na figura 1 (Guimardes, 2005). No entanto, esta
anormalidade s6 pode ser detectada em campo apds o plantio das bananeiras, ja
que as mudas normais e variantes somaclonais em fases de cultivo in vitro e de

aclimatacdo apresentam morfologia bastante semelhante.

FIGURA 1 Bananeira ‘Prata And’ variante somaclonal apontada pela seta, em
bananal no municipio de Andradas, MG (Fonte: Guimaraes,
2005).
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2.4.3 Giberelinas

O termo giberelina foi usado pela primeira vez em 1935 para descrever
uma substancia produzida pelo fungo Gibberella fujikuroi que causava um
crescimento exagerado em arroz. Este fendmeno foi caracterizado como uma
doenga denominada bacane ou planta boba. Foi comprovado que a substancia
produzida por este fungo era uma mistura de giberelinas, das quais GA; e GAj
eram as que possuiam atividade (Hedden & Proebsting, 1999).

Ha muito tempo, as giberelinas t€ém sido consideradas como reguladores
de crescimento e, quando em atividade em plantas, como fitohormonios,
responsaveis por controlar varios aspectos do crescimento e do desenvolvimento
vegetal como o alongamento de caule, crescimento de raizes e frutos, formato
das folhas, estiolamento, assim como, no desenvolvimento da floracdo e das
flores pela quebra de dorméncia de gemas (Swain & Singh, 2005). Sao também
promotoras de crescimento, efeitos que podem ou ndo ser semelhantes aos da
auxina. No entanto, essas substancias produzem grande efeito em plantas
intactas enquanto as auxinas produzem melhor efeito sobre plantas segmentadas
(Hedden & Proebsting, 1999).

As giberelinas sdo diterpenodides tetraciclicos sintetizados em uma
complexa rota metabdlica que envolve plastideos, reticulo endoplasmatico e o
citosol. At¢ o momento ja foram identificadas 126 giberelinas em plantas
superiores ¢ fungos, porém poucas tém atividade biologica comprovada (Swain
& Singh, 2005).

As giberelinas ativas mais comumente utilizadas em estudos sdo GA,,
GA; e GA, (Figura 2), as quais promovem o crescimento vegetativo (Swain &
Singh, 2005). No entanto, as giberelinas bioativas mais encontradas nas plantas,
em geral, sdo as GA; e GA4 cujos precursores diretos sdo GAy e GA,

respectivamente (Alcazar et al., 2005).
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FIGURA 2  Estrutura molecular das giberelinas 1, 3, 4 (Fonte:
http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00904.html).

Os estadios iniciais de sintese sdo semelhantes aos de outros
terpendides, como os carotendides, os esterdis e o grupo fitol da clorofila, sendo
constituidos por unidades de isopreno, contendo cinco atomos de carbono
(Hedden & Proebsting, 1999).

Brian & Hemming (1955), verificaram em ervilhas ands o alongamento
caulinar semelhante ao das normais de ervilha e também o alongamento
exagerado de plantas de ervilha com a aplicagdo exdgena de acido giberélico
(GA;) obtido de extratos de culturas de Gibberella fujikuroi. Com base nesses
experimentos, eles propuseram que a giberelina ¢ um fator de crescimento
natural que ¢ deficiente nas plantas ands. Esta hipotese foi confirmada por
Margaret Radley em 1956. Neste trabalho, foram utilizados extratos purificados
de ervilhas gigantes para induzir o alongamento caulinar em ervilhas anas. Isso
levou a evidéncias de que as GAs ocorrem de forma natural em plantas de
ervilha de porte elevado (Hedden & Proebsting, 1999).

Assim, € possivel que bananeiras que apresentam como variagao
somaclonal o crescimento exagerado das partes aéreas apresentem distirbios no

metabolismo de biossintese das giberelinas.
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2.5 Anatomia vegetal comparada

Os conhecimentos de anatomia vegetal sdo importantes quando se trata
da propagagdo vegetativa, pois a identificacdo dos aspectos estruturais ¢
importante para o sucesso da propagacdo, a qual depende da regeneragdo de
tecidos vegetais. A escolha da amostra utilizada para a realiza¢do da propagagdo
depende do conhecimento das potencialidades dos tecidos vegetais. Além disso,
as substancias reguladoras de crescimento utilizadas nessas praticas interferem
na formacao das células e tecidos (Silva et al., 2005).

Assim, o estudo e caracterizagdo da anatomia comparada podem servir
como ferramenta Util ¢ pratica para distinguir variantes somaclonais ¢ ndo

variantes de bananeira Prata And em estadio in vitro € ex vitro.
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CAPITULO II - DETECCAO DE VARIANTES SOMACLONAIS DE
BANANEIRA ‘PRATA ANA’ MICROPROPAGADA
POR ASPERSAO DE ACIDO GIBERELICO
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1 RESUMO

SILVA, Janaina de Oliveira Costa. Deteccdo de variantes somaclonais de
bananeira ‘Prata And’ micropropagadas por aspersdo de acido giberélico. In:
Deteccao de variantes somaclonais de bananeira ‘Prata Ana’ (AAB)
micropropagada. 2007, Cap. 2, p.18 — 55. (Mestrado em Agronomia/Fisiologia
Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A micropropagagdo vem sendo aplicada com sucesso para a propagagao
em larga escala de mudas de bananeira. Este processo garante qualidade genética
e fitossanitaria para as mudas. No entanto, em decorréncia do cultivo in vitro,
pode surgir plantas mutantes que produzem cachos sem valor comercial, levando
prejuizos aos produtores. Estas plantas sdo conhecidas como variantes
somaclonais. Em ‘Prata And’ o tipo de variagdo somaclonal mais comum ¢ o
gigantismo e esta s6 é detectada apos meses de plantio das mudas em campo.
Alguns pesquisadores tentaram diversos métodos para detec¢do desta variagdo
antes do repasse das mudas para os produtores. At¢é o momento, ndo foi obtido
nenhum método eficiente para deteccdo precoce dessas plantas variantes.
Mutantes para a produgdo de giberelina apresentaram fenotipo ando e esta
mutagdo ja foi revertida com a aplicagdo de acido giberélico exogeno. Verificou-
se nessa pesquisa que a aplicacao de GA; exdgena com espalhante adesivo, duas
vezes semanais, em bananeiras ‘Prata And’ micropropagadas e aclimatadas por
30 dias, permitiu diferenciar mudas variantes somaclonais das ndo variantes
considerando-se a altura de plantas. Nestas condigdes, as plantas normais
variantes somaclonais apresentaram aumento no didmetro da nervura central e
da espessura do parénquima esponjoso em relagdo aos demais tratamentos.

Palavras-chave: 4cido giberélico, variagdo somaclonal, micropropagacao,
bananeira ‘Prata And’.

" Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Antonio Chalfun
Jnior, Amauri Alves de Avarenga (Co-Orientadores) — UFLA.
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2 ABSTRACT

SILVA, Janaina de Oliveira Costa. Somaclonal variants detection of
micropropagated banana plants ‘Prata Ana’ by gibberellic acid application. In:
Detection of somaclonal variants micropropagated banana plants ‘Prata
Ana’ (AAB) 2007, Cap. 2, p.18 - 55. (Master Program in Agronomia/Plant
Physiology) Federal University of Lavras, Lavras, MG. *

The micropropagation has been applied at a large scale successfully for
the propagation of banana plants. This process ensures genetic and phytosanitary
quality plants. However, the somaclonal variation is one of the problems that
causes difficulties to the in vitro culture process and it can increase losses to
producers due to the low productivity of bananas bunches. Considering the
cultivar ‘Prata Ana’, the most common somaclonal variation is the gigantism.
This problem is only detected after months of plantation in the field. However,
until now, there is no efficient method to detect before the problem is revealed.
Some researchers tried several methods for the detection of this variation before
selling the plants to the producers. Several gibberellins are growth regulators
that induce stem growth in the plants. Mutants for gibberellin production present
dwarfed and this mutation is reverted with the application of gibberellic acid. In
this work, a wusefull method of detention of somaclonal variants of
micropropagated banana plant ‘Prata And’ was investigated, during the period of
acclimatization with the application of gibberellic acid. Moreover, the anatomy
of leaves of these plants that received application of gibberellic acid as well as
the controls, were studied. As result when the gibberellic acid is applied, in the
acclimatization phase, differentiates the normal plants from the somaclonal
variant ones and these last ones presented differently diameter of the central
cylinder from the normal ones.

Key-words: gibberellic acid, somaclonal variation, micropropagation, banana
plant ‘Prata Ana’.

" Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Antonio Chalfun
Jinior, Amauri Alves de Avarenga (Co-advisers) — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor de bananas no mundo
(FAO, 2006). Os principais cultivares produzidos no pais sdo ‘Prata Ana’(AAB)
e ‘Nanicdo’(AAA), sendo que a maior parte destas plantas sdo originadas a
partir de mudas obtidas por apices caulinares micropropagados. A
micropropagagdo ¢ uma técnica de cultivo in vitro que permite gerar plantas com
qualidade fitossanitaria em um curto espacgo de tempo (Alvares & Caldas, 2002).
Uma das limitacdes da micropropagacdo é o surgimento de variagdo somaclonal.
A variagdo somaclonal ¢ definida por alguns autores como uma variagdo
fenotipica que ocorre em plantas regeneradas por cultura de tecidos e que pode
ter origem genética ou epigenética. Essas variagdes podem levar a diferentes
fenotipos andémalos, sendo que, dependendo da cultivar, ela pode apresentar
caracteristicas do tipo and ou gigante, assim como a presen¢a de folhas
variegadas ou com deformagao no limbo foliar, presenca de elevado conteudo de
antocianinas entre outras anomalias (Sahijram et al.,2003).

Um tipo de variagdo freqiiente em ‘Prata And’ cultivadas in vitro € o
crescimento exagerado da parte aérea apds o plantio em campo. Esta
caracteristica, também conhecida como  gigantismo, prejudica o
desenvolvimento dos cachos e frutos. Esta variagdo somaclonal é detectada
somente apds o cultivo no campo através de aspectos da morfologia, tais como
pseudocaule fino, folhas lanceoladas, porte elevado entre outras caracteristicas
que sdo atipicas para esta cultivar (Guimaraes, 2005).

As causas para as diversas variagdes somaclonais em bananeiras ainda
parecem bastante incertas. Porém, sugere-se que muitas dessas anomalias podem

estar relacionadas a disturbios no metabolismo das giberelinas. Sandoval et al.
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(1995) mostrou que variantes somaclonais para o gigantismo e nanismo
responderam a aplica¢des exdgenas de acido giberélico (GAj).

Evidéncias da participagdo desses reguladores de crescimento tem sido
obtidas com mutantes de Arabidopsis, arroz ¢ ervilha, deficientes na producdo
de algumas giberelinas, apresentam diminui¢do no crescimento que levam a
fenotipos andos. Isto indica que estes compostos estdo diretamente envolvidas
no crescimento e alongamento dos vegetais (Ikeda ef al, 2001; Peng et al, 1997;
Hedden & Proebsting, 1999). Muitos destes estudos utilizam a aplicagdo de
acido giberélico (GA;) para reverter um fenotipo ando gerado pela delecdo dos
genes relacionados a producdo de giberelinas (Ikeda et al., 2001; Alcazar et al.,
2005). A identificagdo e caracterizacdo de mutantes com defeitos no
alongamento caulinar revelaram que alguns deles tém apresentado niveis muito
baixos de giberelinas bioativas. Este defeito pode ser detectado em algum dos
passos na rota de biossintese dessas moléculas (Hedden & Kamiya, 1997;
Hedden & Proebsting, 1999; Alcéazar et al., 2005). Em trabalhos anteriores,
foram feitas aplicacdes foliares de acido giberélico em bananeiras da cultivar
‘Gand Naine’ (AAA) que apresentavam como variacdo somaclonal o
gigantismo. Este tratamento permitiu diferenciar os variantes dos ndo variantes
(Sandoval et al., 1999). Desta maneira, acreditamos que as giberelinas podem
estar relacionadas a variagdo somaclonal que leva ao gigantismo das bananeiras
‘Prata And’ cultivadas in vitro.

Analises de citometria de fluxo foram realizadas para distinguir
bananeiras ‘Prata And’ variantes somaclonais das ndo variantes. Esta técnica ndo
se mostrou satisfatoria para tal proposito (Guimardes, 2005; Lacerda, 2006).
Também foram utilizadas técnicas de microscopia eletrénica para o0 mesmo fim.
Neste caso, foi observada diferenca no padrdo da cera cuticular de bananeiras

‘Prata And’ normais e variantes somaclonais (Lacerda, 2006). No entanto, esta
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técnica exige elevado custo em equipamentos ¢ mao-de-obra especializada o que
inviabiliza o trabalho na pratica diaria.

A compreensdo da anatomia de plantulas cultivadas in vitro pode
fornecer informagdes para o controle da morfogénese, de alteragdes fisioldgicas
e pode auxiliar na melhoria das técnicas de micropropagacdo. Assim, analises

o

anatomicas de ‘Prata And3’ normais e variantes somaclonais apds o tratamento
com GA; podem contribuir para a compreensdo do papel desses reguladores
sobre esta mudanga fenotipica presente em bananeiras cultivadas in vitro.

Pelo exposto, essa pesquisa visa estudar alteragdes morfoanatomicas em
plantas normais e variantes somaclonais de bananeiras ‘Prata And’ submetidas a

aplicag@o exogena de acido giberélico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

Para obtenc¢@o das mudas, explantes de bananeira ‘Prata And’ foram
cultivados in vitro no Laboratério Central de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras, sendo em seguida, apds enraizamento in vitro,
aclimatados no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas, da mesma
universidade.

Os explantes foram extraidos de apices caulinares de plantas matrizes de
bananeiras ‘Prata And’ em fase de produgdo no campo, consideradas normais
(N) de acordo com os padrdes de desenvolvimento da cultivar, e de plantas com
variacdo somaclonal (V) identificadas pela caracteristica do gigantismo por
Guimaraes (2005).

Os explantes de ‘Prata And’ variantes somaclonais e nao-variantes
foram cultivados em meio de cultura descrito por Lacerda (2006) para
multiplicacdo durante 30 dias e de enraizamento por mais 30 dias em sala de
crescimento a 25 £ 1°C e 16 horas de fotoperiodo. Em seguida, as plantas foram
aclimatadas em sala de crescimento a 25 £ 1°C e 12 horas de fotoperiodo, a

36pumol.m™.s™ de irradiancia, por 60 dias, em tubetes com substrato PlantMax®.
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4.2 Experimento 1 - Aplicacio de diferentes concentracdes de acido
giberélico (GA;) em mudas de bananeiras ‘Prata Ana’ micropropagadas
para verificar a presenca de variantes somaclonais e possivel acao fitotoxica

de GA3.

No intuito de verificar o efeito de diferentes doses de acido giberélico
exogeno aplicado em bananeiras ‘Prata And’ normais e variantes somaclonais,
assim como o efeito fitotoxico deste regulador de crescimento nestas plantas foi
realizado o procedimento a seguir.

Na condugdo deste experimento, foram utilizadas 100 mudas de
bananeira ‘Prata And’ micropropagadas com aproximadamente 2 meses de
aclimatacdo sem o prévio conhecimento de quais mudas apresentavam ou ndo
variagdo somaclonal. Estas plantas foram cultivadas de acordo com o material
vegetal descrito acima.

Foram determinados 5 tratamentos para avaliar a dose resposta e a
inducdo de fitotoxidez, sendo o primeiro tratamento o controle com agua
destilada e os demais tratamentos com as concentragdes de 10mg/L, 20mg/L,
40mg/L e 80mg/L de GA; da Invitrogen®. Com o auxilio de um borrifador
manual foi aplicado 250 mL das solugdes correspondentes a cada tratamento nos
tempos 0, 20, 40 dias.

O experimento foi conduzido em DBC (delineamentos blocos
casualizados), em parcelas subdivididas no tempo, sendo que cada um dos
tratamentos possuia 4 plantas por repetigdo e 5 repetigdes que correspondiam
aos blocos totalizando 20 mudas por tratamento. As mudas foram mantidas em
estufa, em 5 bandejas de 24 células contendo substrato PlantMax®. Os fatores
foram avaliados pelo teste de médias Tukey, no programa SISVAR (Ferreira,

2000), a 5% de probabilidade.
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O parametro utilizado para medi¢do da altura da folha foi tomado como
a medida da base da planta até o apice da bainha da folha de nimero 1 (Rocha,

2005). Foram analisados nos tempos 0, 20 ¢ 40 dias a altura de cada planta.

4.3 Experimento 2 - Aplicacao foliar de acido giberélico (GA;), juntamente
com espalhante adesivo, para verificar a freqiiéncia de aplicacio adequada
para a deteccdo precoce de variantes somaclonais de bananeira ‘Prata Ana®’

micropropagadas

Para condugdo deste experimento, explantes de bananeira ‘Prata Ana’
variantes e ndo variantes somaclonais, cultivados in vitro, foram aclimatados por
um periodo de 60 dias em sala de crescimento a 25 + 1°C e 12 horas de
fotoperiodo, a 36umol.m™.s” de irradidncia, em tubetes com substrato
PlantMax® e irrigadas diariamente com agua destilada somente no substrato.

Foram utilizadas 9 mudas normais (N) e 18 mudas variantes, sendo que
das variantes, 9 pertenciam a um clone denominado variante 1 (V1) e 9 a outro
clone, variante 2 (V2). As mudas aclimatadas foram colocadas em bandejas de
128 células.

Em um pré-experimento foi estabelecida a solucdo de acido giberélico
com espalhante adesivo, na concentragio de 10g.L"' de GAs, para pulverizago
nas mudas. Com o auxilio de um borrifador manual, foi aplicada nas folhas e
bainhas das mudas 100 mL da solugdo de GA; com espalhante adesivo (10g.L"
de GA;) com a freqiiéncia de 1 e 2 vezes por semana por um periodo de 30 dias.
No grupo controle foi aplicado 100 mL de agua destilada em todos os momentos
de aplicagdo do produto nas mudas. Cada tratamento possuia 3 mudas normais,
3 variantes 1 e 3 variantes 2. Foram realizadas medidas das alturas das plantas

nos tempos 0, 15 e 30 dias. O parametro utilizado para medi¢ao da altura foi do
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comprimento da base da planta até o apice da bainha da folha de numero 1
(Rocha, 2005).

O delineamento experimental inteiramente casualisado (DIC), com
parcelas subdividas, no tempo, foi utilizado com os fatores: Freqiiéncia de
aplica¢do (FREQ), plantas normais ¢ variantes sendo os tratamentos (TRAT) e
periodo experimental em dias (DIAS). Os fatores foram avaliados pelo teste de

médias Tukey, no programa SISVAR (Ferreira, 2000), a 5% de probabilidade.

4.4 Experimento 3 - Aplicacdo de acido giberélico (GAs), com espalhante
adesivo, visando detectar precocemente os variantes somaclonais de

bananeira ‘Prata Ana’ utilizando delineamento em DIC

No experimento 2 foi determinado que a freqiiéncia de aplicagdo de
acido giberélico com espalhante deveria ser de 2 vezes por semana. Assim, para
comprovar a eficiéncia do método foi realizado o experimento a seguir.

Para tanto, mudas de bananeira ‘Prata Ana’ variantes somaclonais (V) e
normais (N), cultivadas in vitro, foram aclimatadas por um periodo de 60 dias
em sala de crescimento a 25 + 1°C e 12 horas de fotoperiodo, a 36pumol.m™.s™
de irradidncia, em tubetes com substrato PlantMax® e irrigadas diariamente com
agua destilada somente no substrato.

Para condugdo do experimento, foram utilizadas 26 mudas normais (N)
e 26 mudas variantes (V). Em uma bandeja de 128 células, 13 mudas V e 13
mudas nao variantes foram colocadas para o tratamento com GAj;. Em outra
bandeja, 13 mudas V e 13 N foram colocadas como grupo controle. Com o
auxilio de um borrifador manual, foi aplicada nas folhas e bainhas das mudas
tratadas 200 mL da solugdo de GA; com espalhante adesivo (10g.L™" de GA;)

com a freqiiéncia de 2 vezes por semana por um periodo de 30 dias. No grupo
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controle foi aplicado 200 mL de agua destilada 2 vezes por semana em um
periodo de 30 dias. Nos tempos 0, 15 e 30 dias foram medidas as alturas das
plantas (cm) tomando como parametro de medida a distancia da base da planta
até o apice da bainha da folha de namero 1.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado
(DIC) em parcela subdividida, onde as parcelas foram os tratamentos e as
subparcelas os tempos. Os fatores foram avaliados pelo teste de médias Tukey,

no programa SISVAR (Ferreira, 2000), a 5% de probabilidade.

4.5 Experimento 4 - Aplicacdo de acido giberélico (GAs), com espalhante
adesivo, visando detectar precocemente os variantes somaclonais de

bananeira ‘Prata Ana’ utilizando delineamento em DBC

Nos experimentos 2 e 3 foram determinadas a freqiiéncia de aplicacdo
de acido giberélico com espalhante e a repetibilidade dos resultados. Para
reafirmar a veracidade dos resultados e verificar a acdo de blocos experimentais
foi realizado o experimento 4.

Este experimento foi realizado com base nos resultados obtidos nos
experimentos 2 e 3, para verificar a acdo de blocos experimentais e para
confirmacao dos resultados anteriores.

Neste experimento, foram utilizadas 42 mudas normais (N) e 42 mudas
variantes somaclonais (V). Sete blocos experimentais foram montados, sendo
que cada bloco possuia 4 tratamentos: 1) plantas normais tratadas com GAj (Nt),
2) plantas normais controle (Nc), 3) plantas variantes tratadas com GA; (Vt) e 4)
planta variantes controle (Vc). Cada um dos tratamentos possuia 3 plantas
totalizando 12 plantas por bloco. Cada parcela dos blocos foi devidamente

separada com plastico para evitar deriva.
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As mudas foram colocadas em bandejas de 24 células em sala de
crescimento a 25 + 1°C e 12 horas de fotoperiodo, a 36umol.m™s” de
irradiancia, em tubetes com substrato PlantMax® e irrigadas diariamente com
agua destilada somente no substrato para conducdo deste experimento.

Com o auxilio de um borrifador manual, foi aplicada nas folhas e
bainhas das mudas dos tratamentos 1 e 3 uma solugdo de GA; (10g.L"), com
espalhante adesivo, 2 vezes por semana durante de 30 dias. Nos grupos controles
(tratamentos 2 ¢ 4), foi aplicado adgua destilada também duas vezes por semana
por 30 dias. Nos tempos 0, 15 e 30 dias as alturas (cm) das plantas foram
medidas, tomando como parametro de medida a distancia da base da planta até o
apice da bainha da folha de ntimero 1.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados
(DBC), com parcela subdividida no tempo. Os fatores foram avaliados pelo teste
de médias Tukey, no programa SISVAR (Ferreira, 2000), a 5% de
probabilidade.

4.6 Experimento 5 - Anatomia foliar de bananeiras ‘Prata And’ normais e
variantes somaclonais apds aplicacdo de acido giberélico (GA;) com

espalhante adesivo

Neste experimento, foram coletadas as folhas de numero 1 (Rocha,
2005) de bananeiras ‘Prata And’ normais e variantes somaclonais com
aproximadamente trés meses de aclimatacdo apos o tratamento com acido
giberélico (GA3) e controle (aplicagdo de agua destilada) duas vezes por semana
por um periodo de 30 (experimento 3). O intuito deste experimento foi o de
verificar as alteragdes estruturais provocadas pela agdo do acido giberélico

exogeno (GAj3) nas folhas.
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Ap0s a coleta, as folhas foram fixadas em F.A.A. (formaldeido: éacido
acético: alcool etilico 70%), (Johansen, 1940), por 72 horas e posteriormente
conservadas em alcool 70°GL. Os cortes transversais foram realizados na regido
mediana da folha, por meio de seccdes obtidas com o auxilio do micrétomo
manual. Em seguida, as sec¢des foram clarificadas em solu¢do a 50% de
hipoclorito de sodio, foram lavadas em agua destilada e submetidas ao processo
de coloragdo com safrablau, seguindo-se os métodos descritos por Kraus &
Arduin (1997). Para montagem de laminas semi-permanentes, utilizou-se
glicerina 50%. Na avaliagio do niimero de estdmatos por mm’ realizaram-se
secgOes paradérmicas na epiderme da face abaxial. Para cada tratamento, foram
utilizadas 5 folhas oriundas de cinco individuos e quatro campos do tergo médio
foliar, por folha coletada. Seccdes transversais foram realizadas para
mensuracdo dos tecidos clorofilianos, das epidermes e da nervura central das
folhas.

Nas seccdes paradérmicas foram analisadas as seguintes varidveis de
cada tratamento: densidade estomatica, didmetros estomaticos polar e equatorial.
Nas seccdes transversais dos tratamentos foram analisados: espessura das
epidermes das faces abaxial e adaxial, parénquimas palicadico e esponjoso,
hipodermes superior e inferior e diametro da nervura central.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado
(DIC), com dois tratamentos para cada uma das trés fases de cultivo com cinco
plantas para cada tratamento. O esquema experimental foi o fatorial de 2 x 2. Os
fatores foram avaliados pelo teste de médias Tukey, no programa SISVAR

(Ferreira, 2000), a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1

No experimento 1, em que foram aplicadas doses de acido giberélico
para verificar a agdo dessas doses e a possivel ocorréncia de fitotoxidez em
funcdo da presenca do regulador foi observado que a aplicagdo de diferentes
concentracdes de GA; em mudas de ‘Prata And’ micropropagadas nao
apresentaram diferenga significativa de crescimento entre os tratamentos, ao
nivel de 5% pelo teste de F, apos os 40 dias de avaliacdo da altura das mudas.
No entanto, as alturas das plantas modificaram-se de acordo com o passar dos
dias, mostrando o crescimento padrio das mudas como esperado. Tal
comportamento de crescimento ¢ linear, com um ajuste de 99,97%, como

observado no grafico da analise de regressdo (Figura 1).
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FIGURA 1 Equacdo de regressdo para o crescimento das plantas durante o
periodo experimental, sendo que, (y) representa a altura de
plantas, (x) representa os dias e (R?) representa o ajuste
experimental.

De acordo com os resultados obtidos ndo foi possivel distinguir os

variantes dos ndo variantes somaclonais com a aplicagdo das solugdes a base de
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acido giberélico (GAj3) e agua destilada. As diferentes doses utilizadas nao

apresentaram efeito de fitotoxidez nas plantas tratadas.

5.2 Experimento 2

Nos resultados da aplicagdo de acido giberélico com espalhante adesivo
para verificar a freqiiéncia de aplicagdo mais adequada para verificar os
variantes somaclonais de ‘Prata And’ verificou-se que ndo houve diferenca
significativa, pelo teste F, ao nivel de 5%, entre a interacdo de todos os fatores e,
entre a interagdo dos fatores freqiiéncia de aplica¢do (FREQ) e plantas normais e
variantes (TRAT) (Anexo, Tabela 1B). As demais analises apresentaram
significancia, o que mostra que a freqiiéncia de aplicagdo do GAj; influenciou
nas avaliagdes ao longo dos dias ¢ os tratamentos também foram significativos
ao longo dos dias avaliados. O maior coeficiente de variagdo foi observado na
parcela (29,27%), seguido do coeficiente de variacdo das subparcelas (20,69% e
17,94%). Embora um pouco elevado na parcela, este coeficiente ¢ ainda
aceitavel para indicar a razoavel precisdo do experimento. Nas subparcelas, a
precisdo pode ser considerada boa.

A tabela a seguir mostra a média geral de crescimento de todas as
plantas ao longo do periodo experimental com aplicagdo de GA; mostrando que
com a aplicagdo de GA; uma vez por semana as plantas cresceram em média
15,08 cm ao longo do periodo experimental. J4 com a aplicacdo de GA; duas
vezes por semana as plantas cresceram em média 15,68 cm. O grupo controle
apresentou um crescimento médio de 10,51 cm (Tabela 1). Assim, o grupo

controle difere dos demais tratamentos, apresentando a menor média observada.
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TABELA 1 Quadro das médias de crescimento em altura (cm) ao longo do
periodo experimental para cada freqiiéncia de aplicacdo de GA; e
para o controle

Freqiiéncia de Aplicagdo  Médias *

Controle 10.51 a
1X semana 1509 b
2X semana 15.69 b

*As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Tukey, ao
nivel de 5%.

A tabela 2 apresenta a média geral de crescimento das plantas ao longo
do periodo experimental. Estes resultados demonstram que as plantas normais
(N) apresentaram a menor meédia de crescimento ao longo dos dias
experimentais nos tratamentos com e sem GA;. Diferentemente, os variantes

(V1 e V2) apresentaram maior média de crescimento ao longo do experimento.

TABELA 2 Quadro das médias de crescimento em altura (cm) ao longo do
periodo experimental. Bananeiras normais (N), bananeiras
variantes 1 (V1), bananeiras variantes 2 (V2)

Tratamentos  Médias *

N 10.33 a
V1 1487 b
V2 16.09 b

*As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Tukey, ao
nivel de 5%.

A figura 2 apresenta o resultado da anélise de regressdao do experimento
2, o qual a altura das plantas tem um comportamento linear, explicado em
99,50% de confianca, mostrando que a analise de regressdo demonstrou que o
experimento apresenta um ajuste adequado com a realidade e uma boa

confianga.
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FIGURA 2 Equacdo de regressdo para altura de plantas em todos os
tratamentos ao longo do periodo experimental, sendo que, (y)
representa altura de plantas e (x) representa os dias das medigdes
dos tratamentos.

Os resultados a seguir mostram o desdobramento dos dias experimentais
dentro de cada nivel de freqiiéncia aplicada de GA; nas plantas tratadas. Na
tabela 3 abaixo é mostrado que a freqiiéncia de aplicacdo de GA; modifica a
altura da planta, de acordo com os dias. De acordo com os resultados, ao aplicar
uma vez por semana GAj (1x) nas folhas e bainha, todas as alturas sdo alteradas,
a cada quinze dias. O mesmo ocorre ao aplicar GA; duas vezes por semana (2x)
nas folhas e bainha. No entanto, o grupo controle apresenta crescimento pequeno
das plantas, com leves alteragdes, a cada 15 dias, sendo praticamente todas as

alturas iguais ao longo do periodo experimental.

TABELA 3 Médias das alturas (cm) para cada freqiiéncia de aplicacdo de GA;,
em ‘Prata And’ normais e variantes somaclonais, sendo: (1x) uma
vez por semana; (2x)duas vezes por semana.

Média das Freqiiéncias*
Dias  Controle 1x 2x
0 8.40 a 6.57 a 7.99 a
15 10.80a b 15.11 b 16.81 b
30 1233 b 23.58 ¢ 2227 c¢
*As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste
Tukey, ao nivel de 5%.

34



Na tabela 4 abaixo pode-se observar que, na primeira medigdo, tanto as
plantas normais (N) como as variantes (V1 e V2) apresentaram média de altura
estatisticamente igual. Com 15 dias de experimento, as normais (N)
apresentaram menor média de altura e conseqiientemente menor média de
crescimento, diferentemente dos demais que cresceram de maneira consideravel.
No entanto, o crescimento pode ser considerado igual para os tratamentos V1 ¢
V2. Com 30 dias de experimento, as normais (N) apresentaram menor média de
crescimento em altura (cm) diferente das demais que cresceram

consideravelmente.

TABELA 4 Desdobramento das médias das alturas (cm) de bananeiras ‘Prata
And’ normais (N) e variantes somaclonais (V1 e V2) para cada
dia de medi¢do das alturas das plantas.

Dias
Tratamento 0 15 30
N 72la 11.34a 1237 a
Vi 728a 1538 b 22.02 Db
V2 847a 1601 b 2379Db

*As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Tukey, ao
nivel de 5%.

Os resultados apresentados no grafico a seguir (Figura 3) estdo de
acordo com os resultados das tabelas 1, 2 ¢ 3. Assim, ao longo do periodo
experimental a aplicacdo de acido giberélico (GA;) promoveu um crescimento
diferencial das plantas possibilitando distinguir ainda em fase de aclimatacdo as
mudas normais das mudas variantes somaclonais. Basicamente, as plantas
variantes apresentaram estiolamento da bainha da folha de ntimero 1 assim com
estrutura lanceolada do limbo foliar. As plantas normais apresentaram

comportamento indiferente a aplicagdo de GA; (Figura 4).
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FIGURA 3  Representacdo grafica das alturas médias (cm) de cada tratamento
ao longo do periodo experimental, sendo (-#-) aplicacdo de GA;
uma vez por semana, (-m-). aplicagdo de GA; duas vezes por
semana, ¢ (-a-) o controle.

b © . SR

FIGURA 4 Bananeiras ‘Prata And’ normais e variantes somaclonais sem
pulverizacao de GA; (A), com pulverizacdo de GA; com espalhante
duas vezes por semana (B) e com pulverizagio de GA; com
espalhante uma vez por semana (C). As setas indicam plantas
variantes que receberam aplicagdo de GA; com espalhante adesivo.

5.3 Experimento 3

De acordo com os resultados da aplicagdo de &cido giberélico (GAj),
com espalhante adesivo, para detectar os variantes somaclonais de bananeira
‘Prata And’ utilizando delineamento inteiramente casualizado (DIC), como
apresentado na tabela 5, as médias de crescimento das plantas ao longo de todo o

periodo experimental sdo diferentes entre si (teste Tukey, ao nivel de 5%). As
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plantas normais controle (Nc) apresentaram em média menor crescimento
seguido das plantas variantes controle (Vc). As plantas normais tratadas com
GA; (Nt) apresentaram em média crescimento um maior que as anteriores,
porém suas médias de crescimento foram inferiores as médias das variantes
tratadas com GA; (Vt), cujo tratamento apresentou em média a maior taxa de

crescimento. Estes resultados também estdo demonstrados na figura 6.

TABELA 5 Médias de crescimento (cm) das plantas ao longo do periodo
experimental. Nc (planta normal controle), V¢ (Planta variante
controle), Nt (planta normal tratada com GAj;), Vt (planta variante

tratada (GA3).
Tratamentos Médias *
Nc 9.57 a
Nt 13.02 ¢
Ve 1149 b
Vt 19.22 d

*As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Tukey, ao
nivel de 5%.

De acordo com a analise de contraste (Anexo, Tabela 1E), a planta
normal tratada com GA; (Nt) apresentou média de crescimento superior a planta
normal controle (Nc). No segundo contraste, a planta variante tratada com GA;
(Vt) apresentou média de crescimento superior a planta variante controle (Nc).
Para o terceiro contraste, a variante tratada com GA; (Vt) superou a média de
crescimento do tratamento Nt. No quarto contraste, a variante controle (Vc)
apresentou maior média de crescimento em altura (cm) que a normal controle
(Nc). Ja o quinto resultado mostrou que ao contrastar a variante tratada com GA;
(Vt) com os demais tratamentos, Vt apresentou média de crescimento superior a
todos os demais. O resultado desta andlise foi importante ja que ¢ a partir desta
analise pode-se verificar a viabilidade da aplicacdo de acido giberélico exdgeno
para distinguir bananeiras ‘Prata And’ variantes somaclonais das normais ainda

em fase de aclimatagdo das mudas.
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A altura das plantas pode ser explicada pelo comportamento linear

representado pela analise de regressdo, como mostrado na figura 5.

20 1

y=9.85+023x
R* = 97,88%

altura (cm)
=

0 15 30

dias

FIGURA 5 Equacédo de regressao para o crescimento das plantas em todos os
tratamentos ao longo do periodo experimental, sendo que, (y)
representa a altura das plantas, (x) representa os dias das medi¢des
dos tratamentos e (R”) representa o ajuste experimental.

O resultado da tabela 6 apresenta a analise de desdobramento de dias
dentro de cada tratamento. Este resultado mostra o crescimento de cada
tratamento ao longo dos dias experimentais, mostrando que as plantas variantes
tratadas com GAj;, apresentaram uma média de crescimento superior aos demais

tratamento. Este resultado mais uma vez comprova a acao do acido giberélico na

identificacdo das bananeiras ‘Prata And’ variantes somaclonais.

TABELA 6 Analise das médias de crescimento ao longo dos dias
experimentais nas bananeiras ‘Prata Ana’ normais controle (Nc),
normais tratadas com GA; (Nt), variantes somaclonais controle
(Vc) e tratadas GA; (V).

Tratamento*
Dias Nc¢ Nt Ve Vt
0 8.98 a 8.36a 10.61 a 10.26 a
15 9.58 a 1457 b 11.38ab 20.13 b
30 10.15a 16.12 ¢ 1248 b 27.28 ¢

*As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste
Tukey, ao nivel de 5%.
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Os resultados mostram que a média de crescimento das plantas variantes
apos a aplicacdo de GA; por um periodo de 30 dias é superior aos demais
tratamentos. No entanto, este resultado ja pode ser estabelecido com 15 dias de
tratamento. Esta resposta pode ser visualizada no grafico a seguir (Figura 6) e

nas figuras do experimento (Figura 7 e 8).

altura (cm)
3

*
4

0 15 30
dias

FIGURA 6 Representagdo grafica das alturas médias (cm) de cada tratamento
ao longo do periodo experimental, sendo: (-e-) plantas normais
controle, (-m-), normais tratadas com GA;, (-a-),variantes controle
e (-@-), variantes tratadas com GA; (Vt).

Al A2 Bl.. B2

FIGURA 7 Bananeiras ‘Prata Ana’ normais sem pulverizacdo de GA; (Al) e
com pulverizagdo de GAj; (A2) e variantes somaclonais com
pulverizacdo de GA; (B1) e sem pulverizacdo de GA; (B2). A seta
indica a bainha estiolada da planta variante que recebeu aplicacdo
de GA3
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FIGURA 8 Bananeiras ‘Prata Anda’ normais e variantes somaclonais com
pulverizacdo de GAsz (A) e sem pulverizagdo de GA; (B).

5.4 Experimento 4

O experimento da aplicacdo de acido giberélico (GA;), com espalhante
adesivo, para detectar os variantes somaclonais de bananeira ‘Prata And’,
analisado em DBC, com parcelas subdivididas, apresentou boa precisdo tanto na
parcela quanto na sub-parcela. Todos os fatores foram significativos,
estatisticamente, a 5% pelo teste F, assim como a interagdo entre eles (Anexo,
Tabela 1E).

Os valores médios da altura das bananeiras ‘Prata And’ variantes e ndo
variantes somaclonais (normais) tratadas e ndo tratadas com acido giberélico
(GA3) ao longo de 30 dias de experimento com freqiiéncia de aplica¢do de duas

vezes por semana (Tabela 7).

TABELA 7 Médias das alturas (cm) das plantas ao longo do periodo de
aplicacdo de GA;, sendo: (Nc) planta normal controle,(Nt) normal
com GA3;, (Vc¢) variante controle, (Vt) variante com GA;.

Tratamentos Médias *
Nc 19.25 a
Nt 20.02 a
Ve 22.61 a
Vit 3165 b

* As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo Teste Tukey, ao
nivel de 5%.
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De acordo com os resultados apresentados na tabela 7, as plantas
variantes tratadas com GA; apresentaram uma média de crescimento superior
aos demais tratamentos.

De acordo com os resultados das analises de regressdo apresentados no
grafico a seguir (figura 9), o crescimento das plantas, de acordo com os dias,

pode ser explicado linearmente, em 99,99% dos casos.

y=1874+031x
R?=99,99%

altura média

dias

FIGURA 9 Equacgdo de regressdo para crescimento das plantas durante o
periodo experimental, sendo que, (y) representa a altura de
plantas, (x) representa os dias das medi¢des dos tratamentos e (R?)
representa o ajuste experimental.

A média de crescimento das bananeiras normais ¢ variantes somaclonais
tratadas e ndo tratadas com GA; € apresentada na tabela 8. Nas plantas normais
controle ndo houve diferenca de média de crescimento entre os dias
experimentais. O contrario ocorre com os demais tratamentos que possuiram
diferencas significativas entre os dias. No entanto, de acordo com os resultados
apresentados pode-se verificar que as plantas variantes tratadas com GA;

apresentaram média de crescimento superior aos demais tratamentos (Figura 10).
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TABELA 8 Analise das médias de crescimento ao longo dos dias
experimentais nas bananeiras ‘Prata And’ normais controle (Nc),
normais tratadas com GA; (Nt), variantes somaclonais controle
(Vc) e tratadas GA; (V).

Tratamento
Dias Nc* Nt* Vce* Vt*
0 18.86 a 16.73 a 19.59 a 19.89 a

15 19.30a 1930 b 2234b 3241 b
30 19.60a 24.04 ¢ 2591 c 42.66 c

*As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo Teste
Tukey, ao nivel de 5%.

altura (cm)
w
o

———

15 T 1
0 15 30

dias

FIGURA 10 Representagdo grafica das alturas médias (cm) de cada tratamento
ao longo do periodo experimental, sendo: (-e-) plantas normais
controle, (-m-), normais tratadas com GA;, (-a-),variantes controle
e (-@-), variantes tratadas com GA; (Vt).

5.5 Experimento 5

Os resultados a seguir apresentam os dados da anatomia foliar de
bananeiras ‘Prata And’ normais e variantes somaclonais apds aplica¢do de acido
giberélico (GA;) com espalhante adesivo. A andlise das médias da densidade
estomatica, didmetros equatorial e polar das folhas de bananeira ‘Prata And’

variantes e ndo variantes somaclonais com e sem aplicacao de acido giberélico
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estd presente na tabela 9. De acordo com os resultados apresentados nesta tabela,
o tratamento com GAj; apresentou diferenca significativa, a 5%, pelo teste de
Tukey que analisou a média de ntimero de estomatos ¢ dos didmetros polar e
equatorial das folhas das plantas normais e variantes tratadas e ndo tratadas com

GAs.

TABELA 9 Analise das médias (um) do didmetro equatorial e polar e
densidade estomatica das folhas de bananeira ‘Prata And’ normais
controle (Nc), normais tratadas com GAj; (Nt), variantes
somaclonais controle (Vc¢) e tratadas GA; (Vt).

Estruturas
Planta Didmetro Didmetro Densidade
Equatorial* Polar* Estomatica*
Nc 15.66 b 3213 b 122.84 ab
Ve 14.69 a 29.88 a 13024 b
Nt 1571 b 31.24ab 125.80 ab
Vit 15.59ab 3240 b 102.86 a

* As médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si, pelo Teste
Tukey, ao nivel de 5%.

Pela analise dos parametros anatomicos das secgdes transversais (tabela
10) pode-se verificar que tanto a epiderme abaxial como o parénquima
palicadico ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. A
hipoderme superior das plantas variantes ndo apresentaram diferenca
significativa tanto nas tratadas com GA; como no controle. Porém, as plantas
normais controle apresentaram hipoderme superior maior que as normais
tratadas e que as demais plantas. O contrario ocorre com a hipoderme inferior,
na qual, as plantas normais controle apresentam menor tamanho deste tecido em
relacdo aos demais tratamentos (Tabela 10). No caso do parénquima esponjoso,
as plantas normais tratadas com acido giberélico apresentaram menor tamanho
deste tecido em relagdo aos demais tratamentos, enquanto as variantes tratadas
apresentaram maior tamanho de parénquima esponjoso em relagdo as demais. A

média do tamanho da nervura central permitiu distinguir as plantas variantes
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somaclonais tratadas GAj; e espalhante adesivo dos demais tratamentos. Neste
caso, as variantes tratadas com acido giberélico apresentaram maior didmetro da
nervura central em relacdo as normais tratadas e ndo tratadas com GA; e em
relagdo as variantes tratadas com agua. Este fato também pode ser observado na
figura 11. Isto condiz com os resultados observados nos experimentos anteriores
cujo tratamento com GAj; permitiu diferenciar plantas variantes de ndo variantes
somaclonais. Além disso, ¢ importante observar que as plantas variantes que
receberam aplicagdo de GA; com espalhante apresentaram cavidades de ar

maiores em relagcdo aos demais tratamentos (Figura 11).

FIGURA 11  Secdo transversal de folhas de bananeiras ‘Prata Ana’ normais
com pulverizagdo de GA; (A1), normais sem pulverizacao de
GA; (A2), variantes com pulverizagdo de GA; (B1) e variantes

sem pulverizagdo de GA; (B2). Os circulos representam os feixe
vasculares de cada sec¢do. As setas indicam as cavidades de ar.
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6 DISCUSSAO

De acordo com os resultados do experimento 1, possivelmente ndo
existia variantes em meio a populagdo de plantas analisadas. No entanto,
acreditamos que a solugdo ndo apresentou os fatores necessarios para sua acao ja
que de acordo com Alcazar et al. (2005) a presenga de Tween 20, que é um
detergente bioldgico, seria necessaria para aplicacdo de GA; e visualizagdo dos
efeitos deste regulador de crescimento. O Tween 20 ¢ um detergente biologico
que pode auxiliar na penetragao do acido giberélico (GA3) por quebrar a barreira
de cera presente na estrutura foliar. Assim, provavelmente, estas plantas nao
apresentaram diferenciacdo de crescimento devido a espessa camada de cera
presente nas mudas de ‘Prata Ana’ (Lacerda, 2006) assim como pela auséncia do
espalhante na solucao utilizada na condugdo do experimento.

Os resultados da aplicagdo de GA; com espalhante adesivo obtidos nos
experimentos 2, 3 e 4 demonstraram ser possivel distinguir os variantes
somaclonais de bananeira ‘Prata Ana’, na fase de aclimatagdo das mudas, com
aplicagOes semanais deste regulador de crescimento com uma freqiiéncia de duas
vezes por semana em um periodo de 30 dias. O fenotipo observado nos variantes
sob acdo de GA; com espalhante adesivo ¢ de estiolamento da bainha da folha
de niamero 1 e morfologia lanceolada da folha. Esta caracteristica ndo ¢
observada nas plantas normais mesmo sob acdo de GA; com o espalhante, o que
comprova mais uma vez a eficiéncia deste método. Desta maneira, a aplicacdo

de acido giberélico por um periodo de 15 a 30 dias em bananeiras ‘Prata Anad’
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micropropagadas em periodo de aclimatagdo ¢ uma técnica eficiente para
distinguir os variantes somaclonais para gigantismo das plantas normais.

Na figura 12 esta representado o resultado final do experimento 4. A
seta destaca o estiolamento da bainha das folhas das bananeiras ‘Prata Ana’
variantes. Ja as bananeiras normais cresceram muito pouco em relagdo as
variantes. Isso comprova que as variantes respondem de maneira diferenciada a

aplicacdo de giberelina em relag@o as normais.

FIGURA 12 Bananeiras ‘Prata And’ normais e variantes somaclonais com e
sem pulverizagdo de GA; com espalhante adesivo. A seta indica
uma variante somaclonal que recebeu aplicagdo de GA; com
espalhante adesivo.

Os resultados apresentados comprovam mais uma vez que ¢ possivel
distinguir as bananeiras ‘Prata And’ variantes somaclonais para o fenotipo
gigante, das ndo variantes pela simples aplicacdo foliar de acido giberélico
durante a fase de aclimatagdo das mudas, por um periodo de 30 dias, com uma
freqiiéncia de aplicagdo de duas vezes por semana. O experimento 4, que foi
desenvolvido em blocos casualizados, juntamente com os resultados do
experimento 3, desenvolvido em DIC, mostra que a reprodutibilidade dos
resultados é confiavel. Os dois experimentos apresentaram também uma alta

precisdo, com coeficientes de varia¢do de 11,62% em DIC e 20,03% em DBC.
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Em trabalhos anteriores foram realizadas aplicacdes de GA; foliares e
inoculacdes deste regulador em meio de cultura permitiram distinguir variantes
somaclonais de ndo variantes para a cultivar ‘Gran Naine’ (Sandoval et al,
1999), porém esta pratica é pouco viavel quando se trabalha em larga escala de
produgdo de mudas, ja que as mudas de ‘Prata And’, no ambiente in vitro,
variam bastante em tamanho e isso impossibilita distinguir as normais das
variantes nessas condigdes. No presente trabalho, aplicagdes foliares em fase de
aclimatagdo em estufas de nebulizagdo permitem viabilizar a distingdo destes
variantes de forma pratica em um curto espaco de tempo e com baixo custo.
Além do mais, ndo é necessaria mao de obra especializada para tal procedimento
ja que a morfologia dos variantes ¢ bastante caracteristica e visivel. Em
trabalhos realizados com aplicagcdo de acido giberélico, por 30 dias, em fase de
aclimatagdo, para distingdo de bananeiras das cultivares ‘Prata Ana’ e ‘Prata
Gigante’ verificou-se diferenca de crescimento entre as cultivares (Carvalho et
al, 2005). De acordo com os autores, apesar da altura das cultivares serem
diferentes apds a aplicagdo de GA;, elas apresentam a mesma constituicao
genética por serem as duas pertencentes ao grupo AAB e provavelmente
deveriam ter a mesma reacdo a giberelina exdgena. Assim, de acordo com os
autores, a ‘Prata And’ apresenta deficiéncia na sintese da giberelina endogena,
so respondendo a estimulo da aplicagdo exdgena. Por outro lado, a cultivar
‘Prata Gigante’, apesar de possuir giberelina endogena, nesta etapa inicial de
aclimatag@o, s6 responde a aplicacdo de giberelina exdgena, em funcdo de seu
mecanismo de sintese ndo se apresentar perfeitamente organizado, sendo sua
superioridade verificada mais tardiamente, quando o seu mecanismo ja apresenta
condi¢es fisiologicas de desenvolver adequadamente suas fungdes. As
bananeiras ‘Prata And’ variantes somaclonais apresentam em campo 0 mesmo
fenotipo das ‘Prata Gigante’ relatadas por Carvalho et al. (2005). Presume-se

que o mesmo processo de sensibilidade as giberelinas que ocorre nas ‘Prata
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Gigantes’ ocorra em variantes somaclonais de ‘Prata And’, porém acreditamos
que esta caracteristica esteja diretamente ligada a modificagdes no gendtipo
dessas plantas ja que tal fenotipo variante é reproduzido quando explantes de
‘Prata And’ variantes em campo sdao inoculados em meio de cultura e
posteriormente plantados.

No presente trabalho, pode-se verificar que as ‘Prata And’ variantes
somaclonais apresentam caracteristicas genéticas que levam a um fenotipo
visualmente diferente das normais quando é aplicado GA; nestas plantas. A
diferenga de altura entre as plantas normais e variantes ¢ visualmente e
estatisticamente diferente, o que permite um método eficiente de distingdo destes
variantes em meio aos normais.

Em estudos anatémicos comparando a anatomia cuticular de ‘Prata Ana’
normal e variante somaclonal, pode ser observada uma descamagdo da cera de
plantas variantes nas fases de cultivo in vitro e ex vitro (Lacerda, 2006). Alguns
autores afirmam que existe uma correlagdo entre o aumento da cera e a reducdo
da condutancia epidérmica de algumas plantas. Da mesma maneira a diminuicao
da cera aumentaria a condutancia (Cameron et al., 2006). Muito provavelmente,
esta descamagdo permitiu uma melhor penetragdo do 4cido giberélico durante o
experimento nas plantas variantes em relagdo as plantas normais. Este fator pode
ter contribuido para o fendtipo observado durante os experimentos que
permitiram distinguir as bananeiras normais das variantes somaclonais.

Com analises de microscopia de luz foi possivel verificar aumento
significativo no didmetro da nervura central ¢ no tamanho do parénquima
esponjoso de ‘Prata And’ variante tratada com GAj, em detrimento dos demais
tratamentos (Figura 11). Estes marcadores morfologicos permitem demonstrar
que as variantes somaclonais respondem de modo diferenciado a presenga de
GA;, 0 que nos permite sugerir que o fendtipo de gigantismo esta relacionado ao

metabolismo das giberelinas. O aumento do parénquima esponjoso pode ter
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ocorrido em fun¢ao da necessidade de disponibilidade de espago e luminosidade
para o tecido. Tanto o parénquima paligadico como o esponjoso sdo tecidos
responsaveis pela fotossintese e apresentaram um maior desempenho de
crescimento devido ao aumento da capacidade e da necessidade fotossintética da
planta (Araus et al., 1986). Assim, o crescimento elevado das plantas variantes
que receberam GA; em relagdo as demais pode ter levado a uma maior demanda
de fotoassimilados e por conseqiiéncias ocorreu maior desenvolvimento desse
tecido.

A pulverizacdo de giberelina em cana de agucar promoveu aumento do
numero de feixes vasculares na regido do ndé e uma diferenciagdo precoce do
xilema ¢ do floema tanto na regido do anel de crescimento acima do entrend
como na regido do no (Martins & Castro, 1999). De acordo com Sachs et al.
(1959), apds a aplicagdo de giberelina em Hyoscyamus e em Samolus ocorreu
um intenso aumento da atividade mitotica observado na medula, cortex e tecido
vascular abaixo do meristema apical. A pulverizagdo de GA; e paclobutrazol
modificou a morfologia de folhas de arroz, no entanto o numero de células da
nervura central ndo aumentou o que sugere que estes reguladores podem estao
relacionados também com a expansao celular (Yim et al, 1997). Desta maneira a
aplicacdo de GA; interfere diretamente na estrutura anatomica das plantas,
inclusive na nervura central, provavelmente, devido a uma taxa de crescimento
elevado, em que as plantas necessitam de um sistema de transporte mais robusto

e mais eficiente para garantir este crescimento.
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7 CONCLUSOES

A aplicacdo foliar de acido giberélico (GA;) em bananeiras ‘Prata Ana’
micropropagadas, aclimatadas por um periodo de 30 dias, com uma freqiiéncia
de duas vezes por semana, permitiu diferenciar mudas variantes somaclonais das
ndo somaclonais com base na altura das plantas.

O estiolamento da bainha e as folhas lanceoladas podem ser marcadores
morfoldgicos para distinguir as plantas normais das variantes somaclonais apds
a aplicag@o de acido giberélico com espalhante adesivo.

Apo6s dois meses de aclimatacdo, a aplicagdo semanal de acido giberélico, por
um periodo de 30 dias, promove aumento no didmetro da nervura central e no
tamanho do parénquima esponjoso de bananeiras ‘Prata Ana’ variantes
somaclonais que poder ser marcadores anatdmicos para determinar tais

variantes.
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CAPITULO III - CARA~CTERiSTICAS DA ANATOMIA FOLIAR
VISANDO A DETECCAO DE VARIANTES SOMACLONAIS DE
BANANEIRA CV.‘PRATA ANA’ (AAB) MICROPROPAGADAS
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1 RESUMO

SILVA, Janaina de Oliveira Costa. Caracteristicas da anatomia foliar visando a
deteccdo de variantes somaclonais de bananeira cv. ‘Prata And’ (AAB)
micropropagada. In: Detec¢ao de variantes somaclonais de bananeira ‘Prata
Ana’ (AAB) micropropagadas. 2007, Cap. 3, p. 56 - 74. (Mestrado em
Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

A micropropagacao do género Musa vem sendo aplicada em larga escala
para obtencdo de mudas de qualidade fitossanitaria. Esta propagacdo em
condigdes in vitro de bananeiras ‘Prata And’ pode gerar variantes somaclonais
que originam plantas sem valor comercial. Atualmente, a diferenciagdo das
plantas variantes somaclonais ¢ possivel somente quando as mesmas encontram-
se em condi¢des de campo, mediante crescimento exagerado, conhecido como
gigantismo. A anatomia de plantulas cultivadas in vitro e ex vitro fornece
informagdes que podem auxiliar na melhoria das técnicas de micropropagagéo e
na sua selecdo precoce. Objetivou-se verificar a diferenciagdo das estruturas
anatomica entre plantas normais e variantes somaclonais. Para tal, utilizou-se
folhas de ‘Prata And’ cultivadas in vitro, em fase de aclimatacdo e no campo
apds a constatagdo da variacdo somaclonal. Secgbes paradémicas foram
realizadas para avaliacdo da estrutura estomatica. Sec¢des transversais foram
realizadas para medigdes da espessura das epidermes, medigoes dos
parénquimas e da nervura central. Os resultados permitiram verificar diferengas
estruturais das plantas ao longo das fases de cultivo. Foi possivel também
determinar marcadores anatdmicos baseados no didmetro da nervura central e na
hipoderme inferior que permiti distinguir as plantas normais das variantes
somaclonais.

Palavras-chave: variagdo somaclonal, bananeira, anatomia foliar.

* Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador) Antonio Chalfun-
Jnior, Amauri Alves de Avarenga (Co-Orientadores) — UFLA.
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2 ABSTRACT

SILVA, Janaina de Oliveira Costa. Anatomy characteristics of leaves in
detection of somaclonal variants of micropropagated banana plants cv. ‘Prata
And’ (AAB). In: Detection of somaclonal variants of micropropagated
banana plants ‘Prata Ana’ (AAB) 2007, Cap. 3, p. 56 - 74. (Master Program
in Agronomia/Plant Physiology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The micropropagation of Musa genus is applied at a wide scale in order
to obtain plantlets with high sanitary quality. This in vitro propagation of ‘Prata
Ana’ banana plant can generate somaclonal variants which originate plants
without comercial value. Currently, differentiattion of somaclonal variants is
possible only in the field based on the exaggerated growing of the plants. The
anatomy of plants cultivated in vitro and ex vifro can give information to
improvement of micropropagationtechniques. The objective of this work was to
differentiate normal plants from variant ones by anatomic structures. For this
propose, leaves of banana plants ‘Prata And’ cultivated in vitro, during
acclimatization phase and in the field after the visual detection of somaclonal
variation were performed. Paradermic sections were produced to evaluate
stomata structure. Transversal sections were done to measurement epidermis
thickness, parenchyma and central vein. It could be seen by the results structural
differences in plants during developmental phases. Moreover, in this work it was
possible to determine anatomical markers to distinguish normal from variant

plants based on the diameter vein and inferior hypoderm.

Key-words: somaclonal variation, banana plant, foliar anatomy.

" Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Antonio Chalfun
Jnior, Amauri Alves de Avarenga (Co- advisers) — UFLA.
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3 INTRODUCAO

O Brasil é hoje o segundo maior produtor de bananas no mundo,
superado apenas pela India (FAO, 2006), onde os cultivares ‘Prata And’ e
‘Nanic@o’ estdo entre os principais plantados no pais.

A micropropagacdo a partir de apices caulinares cultivados in vitro esta
sendo extensivamente utilizada em diversos paises para producdo de mudas de
bananeira. Esta técnica garante a obteng¢do de mudas livres de pragas e doengas o
que reduz a disseminagdo de patogenos (Damasco et al., 1996; Alvares &
Caldas, 2002). Porém, o cultivo in vitro pode levar a ocorréncia de variacao
somaclonal que pode acarretar em prejuizos aos produtores (Santos &
Rodrigues, 2004).

A varia¢ao somaclonal ¢ definida como um tipo de variacdo no fenotipo
de plantas regeneradas por cultura de tecidos. Esta variagdo pode ser de origem
genética ou epigenética, que dependendo da cultivar, pode levar a morfologia do
tipo and, gigante, variegada, folhas lanceoladas entre outras (Sahijram et al.,
2003). Em ‘Prata And’ (AAB) uma variagdo somaclonal freqiiente ¢ o
crescimento exagerado das plantas que ¢ detectado somente apds o plantio em
campo. Tal anormalidade prejudica o desenvolvimento dos cachos e dos frutos.
A dificuldade em detectar esta variagdo antes do repasse destas para os
agricultores tem limitado a utilizacdo da propagacdo em bananeiras (Sandoval et
al., 1999; Albany et al., 2005).

A anatomia vegetal tem sido adotada como ferramenta para o
entendimento biologico de diversas espécies. Secgdes transversais de raiz, caule,
folhas, entre outros 6rgdos permitem diferenciar espécies dentro de um mesmo

género. Tal ferramenta pode ser utilizada também para o entendimento
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fisiologico. Existem evidéncias de que a relagdo entre os didmetros polares e os
didmetros equatoriais ¢ importante para determinar o momento de transferir
bananeiras ‘Prata Anda’ do ambiente in vitro para o ex vitro (Rocha, 2005). Em
outros estudos a microscopia eletronica permite detectar marcadores
morfologicos para distinguir variantes somaclonais de plantas normais em ‘Prata
Anad’ (Lacerda, 2006). Porém, esta técnica apresenta custo bastante elevado.
Objetivou-se analisar alteragdes anatdmicas foliares de bananeira ‘Prata
And’ normais e variantes somaclonais obtidas no cultivo in vitro, em fase de
aclimatag@o e em campo apds cinco meses de plantio, periodo em que se pode

visualizar esse fendmeno.
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4 MATERIAIS E METODOS

O cultivo in vitro dos explantes de bananeira ‘Prata Ana’ foi realizado
no Laboratorio Central de Biologia Molecular e a aclimatacdo das mudas no
Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas, ambos da Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.

Para o cultivo in vitro, explantes foram extraidos de bananeiras ‘Prata
And’ consideradas normais (N) pelos padroes de desenvolvimento esperados
para a cultivar e de plantas com variagdo somaclonal (V) identificadas pela
caracteristica do gigantismo. Estas matrizes encontravam-se em fase de
producdo no campo.

Os explantes provenientes de apices caulinares de ‘Prata And’ variantes
somaclonais e ndo-variantes foram cultivados em meio de cultura para
multiplicagdo durante 30 dias e de enraizamento por mais 30 dias em sala de
crescimento a 25 = 1°C e 16 horas de fotoperiodo, de acordo com os protocolos
descritos por Lacerda (2006). Em seguida, as plantas foram aclimatadas em sala
de crescimento a 25 + 1°C e 12 horas de fotoperiodo, a 36pmol.m™s" de
irradiancia por 60 dias, em tubetes com substrato PlantMax®.

Foram coletadas folhas de numero 2 (Rocha, 2005) de variantes
somaclonais provenientes de trés explantes distintos (variante 1, 2 ¢ 3) ¢ de um
ndo variante somaclonal nas seguintes fases de cultivo: 1) cultivo in vitro apos o
periodo de enraizamento, 2) apds 60 dias de aclimatagdo, 3) em campo apds a
constatagdo da presenga ou auséncia de variagdo somaclonal de acordo com as
caracteristicas morfologicas descritas por Guimaraes (2005).

As folhas coletadas foram fixadas em F.A.A. (formaldeido: acido

acético: alcool etilico 70%) (Johansen, 1940) por 72 horas e posteriormente
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conservadas em dalcool 70°GL. Cortes transversais foram realizados na regido
mediana da folha por secgdes obtidas com o auxilio do micrétomo manual. Em
seguida, as secc¢des foram clarificadas em solugéo a 50% de hipoclorito de sodio,
foram lavadas em agua destilada e submetidas a coloracdo com safrablau,
seguindo-se os métodos descritos por Kraus & Arduin (1997). As laminas semi-
permanentes foram montadas em glicerina 50%. Na avaliagdo do nimero de
estdmatos por mm’ realizaram-se sec¢des paradérmicas na epiderme da face
abaxial. Nas fases de cultivo in vitro e aclimatagdo foram analisadas 5 folhas de
plantas normais e 5 folhas de cada um dos trés variantes somaclonais. Na fase de
campo foram analisadas 5 folhas provenientes de 5 diferentes bananeiras com
variagdo somaclonal e 5 diferentes bananeiras normais. Secgdes transversais
foram realizadas de folhas provenientes de todas as fases de cultivo para
mensuracdo dos tecidos clorofilianos, das epidermes das faces abaxial e adaxial
e da nervura central das folhas. Foram avaliados quatro campos do ter¢o médio
foliar, por folha coletada para a mensuracdo de células e tecidos.

Os pardmetros avaliados nas sec¢des paradérmicas em cada tratamento
foram: densidade estomadtica, didmetros estomadticos polar e equatorial. Nas
seccOes transversais de todos os tratamentos foram analisados: comprimento das
epidermes das faces abaxial e adaxial, parénquimas palicadico e esponjoso,
hipodermes superior e inferior e didmetro da nervura central, sendo que, a
nervura central das folhas em campo nao foi avaliada.

O delineamento experimental inteiramente casualisado foi utilizado com
dois tratamentos (variantes e normais, ¢ a repeti¢do composta por trés explantes
variantes) para cada uma das trés fases de cultivo e cinco plantas para cada
tratamento. O esquema experimental foi o fatorial de 2 x 2. Os fatores foram
avaliados pelo teste de médias Tukey, no programa SISVAR (Ferreira, 2000), a
5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS

Nos resultados obtidos nas secgdes paradérmicas dos materiais coletados
em diferentes fases de cultivo, somente o didmetro polar dos estdomatos na fase
de campo apresentou diferenga significativa ao nivel de 5% pelo teste de F nas
bananeiras ‘Prata And’ em relagdo as plantas nas outras fases de cultivo (Tabela
1). As plantas variantes apresentaram didmetro polar estomatico menor em
relagdo as plantas normais (Figura 1 - A2 e B2). No entanto, esta diferenga ndo
pode ser visualizada nas plantas em aclimatacdo e in vitro. Ja na fase in vitro e
de aclimatacdo, tanto as plantas normais quanto as variantes apresentaram
diametro polar estomatico maior que as plantas em campo. Além disso, pode-se
verificar que a densidade estomatica das plantas normais e variantes somaclonais
aumenta ao longo das fases de desenvolvimento in vitro, de aclimatagdo e em
campo (Tabela 1). J& o didmetro equatorial ndo apresentou tendéncia a
diferenciacdo ao longo das fases de cultivo (Tabela 1). De acordo com a figura
1, também ¢ possivel observar que os estdmatos tanto das plantas normais como
variantes apresentam-se mais elipticos na fase de cultivo in vitro e na fase de

aclimatagdo em relacdo a fase de campo.
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TABELA 1 Médias dos didmetros equatorial e polar (um) e da densidade
estomatica de folhas de bananeira ‘Prata Anda’ normais (N) e
variantes somaclonais (V) comparando as fases de cultivo in vitro,
aclimatadas e em campo.

Estruturas comparando as trés fases de cultivo

Planta Didmetro Equatorial* Diametro Polar* Densidade

Estomatica*
N in vitro 1742 b 33.06 b 9245a
V in vitro 1723 ab 3325 b 94.80 a
N aclimatada 1793 b 3245 b 135.05 b
V aclimatada 1825 b 3269 b 136.30 b
N campo 17.19ab 27.80a 243.00 ¢
V campo 1541 a 2592 a 221.52 ¢

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste
Tukey, ao nivel de 5%.

Nas secgdes transversais pode-se observar que as epidermes das faces
adaxial e abaxial apresentaram diminui¢do ao longo do desenvolvimento das
plantas (tabelas 2). O parénquima paligadico apresentou um crescimento ao
passar do ambiente in vitro para a aclimatagdo assim como no transplante para o
campo. Ja o parénquima esponjoso apresentou média de tamanho igual nas fases
in vitro e aclimatadas, no entanto, na fase de cultivo em campo o parénquima
esponjoso apresentou em média maior tamanho em relagdo as demais fases de
cultivo. A nervura central das plantas normais apresentou aumento no didmetro
quando as plantas foram transplantadas para o ambiente externo. E o contrario
ocorreu para as variantes. Pode-se observar também que a nervura central das
plantas normais em fase de aclimatag¢@o ¢ maior que a nervura das variantes na
mesma fase. Ja a hipoderme superior ndo apresentou tendéncia de diferenciagdo
ao longo do desenvolvimento de ‘Prata Ana’. A hipoderme inferior apresentou
diminui¢do na passagem das plantas para o campo. Na fase in vitro a hipoderme
inferior das normais ¢ maior que a das plantas variantes, j4 na fase de
aclimatagdo ¢é possivel verificar um padrao de crescimento deste tecido nas

plantas variantes em relacdo as normais. Neste caso, pode se observar que na
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passagem da fase in vitro para a de aclimatacdo, a hipoderme inferior das plantas
normais ndo aumentou em tamanho, ja a das plantas variantes houve

crescimento significativo (Tabela 2).
NORMAIS VARIANTES

30pm
—

30pm

FIGURA 1  Secg¢des paradérmicas de folhas de bananeira ‘Prata Ana’(40 ZM).
Al - plantas normais in vitro. B1l- plantas variantes somaclonais
in vitro, A2 - plantas normais aclimatadas. B2- plantas variantes
somaclonais aclimatadas, A3 - plantas normais em campo. B3-
plantas variantes somaclonais em campo. As setas indicam as
estruturas estomaticas em cada uma das secgoes.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram verificar modificagdes
na estrutura anatomica de bananeira ‘Prata And’ entre as fases de cultivo in
vitro, aclimatag@o e em campo e entre as bananeiras normais e variantes.

A resposta a diminuicdo do didmetro polar tanto nas plantas normais
como nas variantes somaclonais (Tabela 1) pode estar associada a economia de
agua no ambiente ex vitro, ja que, folhas com estdmatos menores apresentam
maior eficiéncia de uso da agua e a diferenga no tamanho da abertura estomatica
apresenta maior efeito sobre a difusdo de agua do que sobre a difusdo de CO,
(Bidwell, 1974). Este efeito pode estar acentuado nas variantes pelo fato de
apresentarem estatura bastante elevada em relagdo as normais, fato este que pode
levar a um aumento na taxa de transpiracdo ¢ maior demanda de agua. A
ocorréncia de menor densidade estomatica e maior didmetro polar em bananeiras
cultivadas in vitro e em aclimatagdo em relacdo as plantas em campo, pode
indicar um mecanismo de eficiéncia na abertura e fechamento dos estdmatos
para evitar perda de agua para evitar a dessecacdo das plantas. Além disso, a
presenca de estruturas estomaticas mais elipticas na fase de cultivo in vitro
indica que estas estruturas sdo menos funcionais em relagdo as mesmas
estruturas na fase de campo, na qual apresentam-se mais arredondadas. Este fato
pode estar relacionado a elevada umidade relativa do ar presente nas condigdes
in vitro e dessa maneira os estomatos tém pouca funcionalidade nestas
condigoes.

O mesmo ocorre em abacaxizeiros micropropagados quando estes sdo
passados para a fase de aclimatagdo (Silva, 2006). No entanto, o aumento na

densidade ¢ no tamanho dos estomatos foi relatado como fator para a excessiva
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perda de agua apos o transplante do ambiente in vitro para o ex vitro (Lee et al.,
1988; Sciutti & Morini, 1995). Em diversas espécies, a densidade estomatica
decresce apds o transplante dos explantes in vitro para o ambiente ex vitro
entretanto, outros autores afirmam que dependendo da espécie, a densidade
estomatica pode sofrer um incremento apds este transplante (Johansson et al.,
1992; Noé & Bonini, 1996; Ticha et al., 1999; Brutti et al., 2002).

Ao contrario das folhas de abacaxizeiro micropropagado em que o
transplante das plantas do ambiente in vitro para o ex vitro levou a um aumento
da epiderme adaxial e a epiderme abaxial ndo sofreu alteragdes (Silva, 2006), em
‘Prata And’ houve uma diminui¢do das epidermes ao longo das fases de
desenvolvimento. Isto pode ter ocorrido em fun¢do de uma maior
disponibilidade de espago e luminosidade para o parénquima clorofiliano, o que
esta de acordo com os dados obtidos que mostram aumento significativo do
parénquima pali¢adico (Tabela 2). O parénquima esponjoso, porém, apresentou
aumento somente apds o transplante das plantas in vitro para a aclimatacdo
(tabela 2). Estes tecidos sdao responsaveis pela fotossintese e provavelmente
apresentaram um maior desempenho de crescimento devido ao aumento da
capacidade fotossintética da planta (Araus et al., 1986).

Os fatores ambientais afetam as dimensdes assim como o arranjo dos
elementos vasculares para garantir um aumento na seguranca do transporte
quando a planta esta sujeita a algum tipo de estresse (Baas & Schweingruber,
1987; Alves & AngyAlossy-Alfonso, 2000) como, por exemplo, a passagem do
cultivo in vitro para o ambiente externo. Estes fatores podem estar relacionados
ao aumento da nervura central nas plantas normais ao longo das fases de cultivo
de ‘Prata And’. Além disso, é possivel diferenciar as plantas normais das
variantes somaclonais com base no didmetro da nervura central na fase de
aclimatagdo dessas plantas. Este dado pode ser utilizado como marcador

morfolégico para detectar precocemente os variantes antes que eles sejam
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levados para o campo. Um outro marcador morfolégico que pode ser
estabelecido neste trabalho ¢ a diferenca na espessura hipoderme inferior entre
as variantes e as normais tanto nas fases de aclimatacdo como in vitro. Neste
caso, ¢ verificado que este tecido cresce em espessura nas plantas variantes ao
transplantar essas plantas do ambiente in vitro para ex vitro. Ja nas plantas
normais este tecido ndo sofre aumento significativo no meso processo.

Desta maneira, as analises da estrutura anatomica de bananeiras ‘Prata
And’ micropropagadas representam uma importante ferramenta para distinguir
plantas normais e variantes somaclonais além de permitir observar modificagdes
estruturais ao longo das fases de desenvolvimento dessas plantas. Este estudo
permite também relacionar as modificagdes anatomicas das plantas com diversos
processos fisiologicos para a compreensdo dos fatores que levam a variagdo
somaclonal. Nesse sentido, analises mais aprofundadas sdo necessarios para

melhor compreensao da variagdo somaclonal em bananeiras ‘Prata Ana’.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou existir variagdes marcantes nas estruturas
anatomicas ao longo das fases de cultivo de ‘Prata And’ micropropagada,
representando respostas as mudangas ambientais que estas plantas sofreram ao
longo do seu desenvolvimento.

Além disso, foi possivel determinar marcadores morfologicos que
permitem distinguir precocemente as plantas normais das variantes somaclonais.
Porém, sdo necessarios estudos mais aprofundados a respeito da anatomia dessas
plantas para que seja possivel compreender os processos que levam a essa

varia¢do somaclonal.
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CAPITULO 1V - PERFIL DE COMPOSTOS EM VARIANTES
SOMACLONAIS E NAO VARIANTES DE BANANEIRAS ‘PRATA ANA’
MICROPROPAGADAS
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1 RESUMO

SILVA, Janaina de Oliveira Costa. Perfil de compostos em variantes
somaclonais de bananeiras ‘Prata And’ micropropagadas. In: Deteccao de
variantes somaclonais de bananeira ‘Prata Anad’ micropropagada. 2007,
Cap 4, p. 75 — 96. (Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG."

A micropropagacdo do género Musa ¢ realizada no sentido de obter
culturas assépticas a partir de apices caulinares. As vantagens da utilizagcdo desta
técnica sdo a obtencao de plantas livres de patégenos e a produgdo de mudas em
um curto espaco de tempo. O surgimento de variantes somaclonais em mudas
micropropagadas tém gerado perdas tanto para as empresas produtoras de mudas
quanto para os produtores no campo. A variagdo somaclonal em ‘Prata And’
corresponde ao surgimento de anomalias na estatura que levam ao gigantismo.
Estudos fisiologicos tém enfocado no papel dos derivados do acido giberélico no
crescimento. A identificagdo e caracterizacao de mutantes andos com defeitos no
alongamento caulinar revelaram niveis muito baixos de giberelinas bioativas, e
este defeito estd em etapas da rota de biossintese desses compostos. O objetivo
deste trabalho foi verificar a diferenga no perfil de compostos acidos endogenos,
os quais podem estar as giberelinas, de bananeiras ‘Prata And’ normais e
variantes somaclonais nas fases de cultivo in vitro, de aclimata¢do e no campo.
A metodologia utilizada para obtencdo do extrato das folhas foi baseada em
Chiwocha et al. (2003). O perfil dos compostos dacidos foi obtido por
espectrometria de massas (ESI — MS/MS) e os resultados analisados por PCA e
HCA (analise multivariada) empregando-se o perfil dos espectros de massas
obtidos por infusdo da amostra na fonte de ions (ESI). Observou-se que as
variantes somaclonais apresentam diferentes perfis de compostos durante a fase
de aclimatacdo, ¢ na fase adulta e in vitro as plantas variantes e ndo variantes
apresentam perfis bastante semelhantes. Com base nesses resultados, a analise
do perfil de compostos presentes nessas plantas pode contribuir para verificar as
diferengas que existem entre as plantas.

Palavras-chave:  variagdo  somaclonal, espectrometria de  massas,
micropropagacao, bananeira ‘Prata Ana’

" Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Antonio Chalfun
Jnior, Amauri Alves de Avarenga (Co-Orientadores) — UFLA.
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2 ABSTRACT

SILVA, Janaina de Oliveira Costa. Fingerprint of somaclonal variants of
micropropagated banana plants ‘Prata And’. In: Detection of somaclonal
variants of micropropagated banana plants ‘Prata Ana’ (AAB) 2007, Cap.
4, p.75 - 96. (Master Program in Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Federal
University of Lavras, Lavras, MG."

The micropropagation of the genus Musa is carried out in the direction
to get aseptic cultures from stem apexes. The advantages of the use of this
technique are the attainment of pathogenic free plants and the production in a
short time. The emergence of somaclonal variants in micropropagated plants has
generated losses in such a way for the producing companies of plants as for the
producers in the field. The somaclonal variation in ‘Prata And’ corresponds to
the appearance of anomalies in the height leading to the gigantism. Physiological
studies have focused on the role of the gibberellic acid in the growing. The
identification and characterization of dwarf mutants with defects in the stem
growth had disclosed low levels of gibberellins active, and this defect is in the
biosynthetic pathways. The objective of this work was to verify the difference in
the endogenous composite, which can be the gibberellins, from ‘Prata Ana’
banana plants, normal and somaclonal variants during in vitro culture,
acclimatization and in the field, phases. The methodology used to obtain extract
of leaves was based in Chiwocha et al. (2003). The fingerprint of acid
composites was carried out by mass spectrometry (ESI - MS/MS) and the results
analyzed by PCA and HCA (multivaried analysis) having used the fingerprint of
the mass specters gotten by infusion of the sample in the ion source (ESI). It was
observed that the somaclonal variants presented different composite during the
acclimatization phase, in the adult phase and in vitro, the variant and normal
plants present similar profiles. On the basis of these results, the analysis of the
fingerprint composite in these plants can contribute to verify the differences that
exist between the two types of plants.

Key-words: somaclonal variation, mass spectrometric, micropropagation,

banana plant ‘Prata Ana’.

" Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Antonio Chalfun
Jinior, Amauri Alves de Avarenga (Co-advisers) — UFLA.
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3 INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil ¢ o segundo maior produtor de bananas no mundo,
superado somente pela India (FAO, 2006) e os principais cultivares produzidos
no pais sdo ‘Prata And’ e ‘Nanic@o’. Os métodos convencionais de obtencdo de
mudas de bananeiras aumetam a possibilidade de contaminag@o das plantas com
pragas ¢ doengas. Assim, os produtores tém optado por mudas de bananeiras
micropropagadas.

A micropropagagdo no género Musa tem sido realizada no sentido de
obter culturas assépticas a partir de apices caulinares. A vantagem da utilizacdo
desta técnica ¢ a obtengdo de plantas livres de organismos patogénicos, tais
como Sigatoka Negra ¢ Amarela, Mal-do-Panama, diversos nematoides, entre
outras. A micropropagagdo pode fornecer rapidamente um grande nimero de
mudas, mesmo usando instalagdes reduzidas (Vuylsteke & Ortiz, 1996). No
entanto, um problema comum ¢ a ocorréncia de variagdo somaclonal que
corresponde ao surgimento de mudancas fenotipicas que podem ser de origem
genética ou epigenética (Sahijram et al.,2003). Smith (1988), em seus estudos
com bananeiras micropropagadas, verificou a presenca de variagdes somaclonais
com fenoétipos de porte baixo, gigantismo, folhas afiladas, colora¢do variegada,
auséncia de cerosidade no limbo foliar entre outras. Na cultivar ‘Prata And’
(AAB) o crescimento exagerado ou gigantismo ¢ uma variagdo somaclonal
freqliente que ¢ detectado somente apés o plantio. Esta mudanca fenotipica
prejudica a produtividade devido a diminui¢do do tamanho dos cachos.

As giberelinas sdo reguladores de crescimento e, quando em atividade
nas plantas, como fitormdnios, sdo responsaveis por controlar aspectos do

crescimento ¢ do desenvolvimento vegetal como alongamento de caule,
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crescimento de raizes e frutos, formato das folhas, estiolamento, assim como, no
desenvolvimento da floracdo e das flores pela quebra de dorméncia de gemas
(Swain & Singh, 2005). Estes hormonios sdo promotores de crescimento, efeitos
que podem ou ndo ser semelhantes aos da auxina. Porém, essas substancias
produzem grande efeito sobre plantas intactas enquanto as auxinas produzem
melhor efeito sobre plantas segmentadas (Hedden & Proebsting, 1999).

A identificagdo e caracterizagdo de mutantes com deficiéncia no
alongamento caulinar revelaram que alguns deles apresentam baixos niveis de
giberelinas bioativas e estes apresentam algum bloqueio em um dos passos na
rota de biossintese das giberelinas (Hedden & Kamiya, 1997; Hedden &
Proebsting, 1999). Niveis enddgenos de auxinas e brassinosterdides também
afetam a expressao de genes envolvidos na biossintese de giberelinas e isto tem
sugerido que a funcionalidade das giberelinas pode estar integrada com esses
hormoénios ou com a presenga de moléculas produzidas a partir deles (Alcazar et
al, 2005).

Estudos com milho (Fujioka et al, 1990), pinheiro (Christmann &
Doumas, 1998), Prunus avium (Huanpu et al, 2001), Arabdopsis sp. (Alcazar et
al, 2005) entre outros tem tentado entender os aspectos fisiologicos das
giberelinas através da quantificacdo e caracterizacdo das giberelinas. No entanto,
pouco se sabe sobre a agdo de hormodnios em bananeiras.

Estudos com aplicagdo exdgena de um tipo de giberelina (GAj3;) em
bananeiras do tipo ‘Grand Naine’ (AAA) variantes somaclonais para o
gigantismo foram satisfatorios para a identificagdo desses variantes ainda em
fase de cultivo in vitro (Sandoval et al., 1999). O mesmo foi feito com a cultivar
Cavendish (AAA) porém no intuito de detectar variantes para fendtipo ando em
fase de aclimatacdo das mudas (Damasco et al., 1996). Carvalho et al. (2005)
também utilizou a aplicagdo exdgena de acido giberélico (GA;) ainda em fase de

aclimatacdo para distinguir mudas da cultivar ‘Prata And’ e ‘Prata-Gigante’.
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Contudo, nenhum desses estudos tentou identificar o perfil de compostos
produzidos pelas mudas normais e variantes somaclonais, assim como a
composi¢do endogena de giberelinas.

Desta maneira, a quantificagdo de giberelinas enddgenas e a
caracterizacdo do perfil de compostos presentes em bananeiras ‘Prata And’
variante € ndo variante somaclonal pode dar subsidios para o entendimento desse
fenotipo anormal e contribuir para a deteccdo desses variantes antes de
disponibilizar as mudas no mercado. Assim, objetivou-se verificar a diferenca no
perfil de compostos acidos enddgenos, dentre os quais podem estar as
giberelinas, nas fases in vitro, de aclimatagdo e no campo apos 5 meses de

plantio de variantes e ndo variantes somaclonais de ‘Prata Ana’.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

Para obten¢do do material vegetal, 5 folhas de diferentes bananeiras
‘Prata And’ variantes somaclonais para o gigantismo e 5 folhas de diferentes
bananeiras ndo variantes somaclonais foram coletadas nas seguintes fases de
cultivo: 1) cultivo in vitro apds o periodo de enraizamento, fase que antecede a
aclimatag@o, 2) apos 60 dias de aclimatagdo, 3) em campo apds a constatagdo da
presenca ou auséncia de variacdo somaclonal de acordo com as caracteristicas
morfologicas descritas por Guimaraes (2005).

O cultivo in vitro dos explantes de bananeira ‘Prata Ana’ foi realizado
no Laboratorio Central de Biologia Molecular ¢ a aclimata¢do das mudas foi
realizada no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas ambos da
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. A coleta das folhas em campo foi
realizada no municipio de Andradas — MG em margo de 2006.

As analises de espectrometria de massas (ESI-MS/MS) foram realizadas
no Laboratorio Central de Andlise e Prospec¢do Quimica (CAPQ) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG.

Para o cultivo in vitro, explantes de bananeiras ‘Prata And’ normais e
variantes somaclonais foram extraidos, considerando normais (N) pelos padroes
de desenvolvimento esperados para a cultivar e variantes (V) identificadas pela
caracteristica do gigantismo. As plantas matrizes encontravam-se em fase de
producdo no campo.

Os explantes provenientes dos apices caulinares de ‘Prata And’ variantes

somaclonais e ndo-variantes foram cultivados em meio de cultura para
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multiplicagdo durante 30 dias e de enraizamento por mais 30 dias em sala de
crescimento a 25 + 1°C e 16 horas de fotoperiodo de acordo com os protocolos
descritos por Lacerda (2006). Em seguida, as plantas foram aclimatadas em sala
de crescimento a 25 + 1°C e 12 horas de fotoperiodo, a 36pumol.m™s” de
irradiancia por 60 dias, em tubetes com substrato PlantMax®.

Nas plantas normais e variantes somaclonais em fase de aclimatagdo foi
aplicado um tratamento com 10 g.L" de 4cido giberélico (GAs;) por um periodo
de 30 dias com uma freqiiéncia de aplicacdo de duas vezes por semana. As
plantas do grupo controle foram tratadas com agua destilada pelo mesmo
periodo e com a mesma freqiiéncia. As mudas foram cultivadas em sala de
crescimento por aproximadamente dois a trés meses, em tubetes com
PlantMax® em condi¢des de temperatura e fotoperiodo controlados. Como
descrito, foram coletadas 5 folhas de cada tratamento nesta fase para as analises.

No campo, foram coletadas folhas de plantas adultas apos a
identificacdo das mesmas como variantes somaclonais ou ndo variantes sendo
que as bananeiras variantes apresentavam como pardmetros morfologicos o
porte mais alto, folhas mais eretas e lanceoladas e pseudocaule fino (Guimarées,
2005).

As folhas foram identificadas e congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas em freezer -80°C até o momento das analises.

4.2 Extracio e purificacio do material vegetal

A metodologia aplicada para extragdo de compostos acidos foi baseada

nos trabalhos de Chiwocha et al. (2003) com algumas modificagdes.
As amostras correspondiam a 5 folhas de cada um dos materiais: 1)
bananeiras normais em fase de aclimatacdo sem aplicacdo de GA; 2) variantes

somaclonais em fase de aclimatagdo sem aplicacdo de GAj;; 3) bananeiras
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variantes somaclonais em fase de cultivo in vitro; 4) bananeiras normais em fase
de cultivo in vitro;; 5) bananeiras normais em fase de campo; 6) variantes
somaclonais em fase de campo; 7) bananeiras normais em fase de aclimatacao
com aplicagdo de GAj; 8) bananeiras variantes somaclonais em fase de
aclimatag@o com aplicag¢do de GAs;.

Em cada amostra, as folhas foram maceradas em N, liquido e liofilizadas
por 24 horas. As amostras liofilizadas foram pesadas e anotados os respectivos
pesos (50-100 mg). Cada amostra foi colocada em um tubo de centrifuga com 4
mL de isopropanol:acido acético glacial (99:1) e levadas ao agitador orbital a
200 rpm, 4°C por 9 horas. Os tubos foram centrifugados a 290g por 10 minutos.
Foi coletado o sobrenadante e adicionado mais 500ul de isopropanol:acido
acético glacial (99:1) e centrifugado novamente nas mesmas condigdes. O
sobrenadante foi novamente coletado e adicionado ao anterior. Em seguida,
colunas C18 foram equilibradas com 4 mL de metanol 100%, e em seguida
foram filtradas as amostras individualmente. Logo apds, as colunas foram
lavadas com metanol 80% com 1% de acido acético glacial e posteriormente
lavadas com 0,5 mL de isopropanol: &cido acético (99:1). Todos os extratos
foram coletados individualmente. Os extratos analisados corresponderam ao
extrato com metanol 80% acidificado com 1% de acido acético glacial e (99:1)
isopropanol: acido acético. O perfil dos compostos acidos e possiveis giberelinas

foi obtido por espectrometria de massas (ESI-MS/MS ion trap).
4.3 Organizacao dos dados

Para a analise multivariada os dados foram organizados em uma matriz
(n x p), em que as linhas da matriz representam as amostras e as colunas o

conjunto das massas presentes no perfil de cada amostra (m/z). Para reduzir o

numero de variaveis foi realizada uma analise de componentes principais e para
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verificar se havia diferenca entre os grupos analisados foi realizada uma analise

por agrupamentos hierarquicos (Santos, 2005).

4.4 Processamento dos espectros de massas

Os espectros de massas foram obtidos na faixa de 100 a 1.000 m/z para
as andlises em ESI-MS/MS. Foram consideradas somente as massas que
possuiam intensidade relativa superior a 5%. Foram empregadas as intensidades
relativas e os dados foram centrados na média. Essa operagdo, geralmente, reduz
a dimensdo do modelo. As condigdes de analise das amostras foram: 1) Fy,
spray = 0 psi, 2) Fx; secagem = 4 minutos, 3) Temperatura de secagem = 250°C,

Extrator =+ 3500V, Estabilidade = 100%, ICC = 30000.

4.5 Analise estatistica

As analises realizadas foram: analise de componentes principais (PCA) e
analise agrupamentos hierarquicos (HCA). O software utilizado para o
tratamento dos dados foi o R. Para a analise de PCA, a funcdo utilizada foi a
prcomp (R Development Core Team, 2004). Para a andlise de HCA, utilizou-se
a funcdo hclust (R Development Core Team, 2004). A distancia utilizada foi a
euclidiana e o método utilizado foi o método do vizinho mais distante (complete

linkage).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos perfis analisados ndo foram detectadas massas correspondentes as
giberelinas em nenhum dos extratos testados, nem mesmo nos tratamentos que
receberam aplicagdes de acido giberélico (perfis ndo apresentados). Muito
provavelmente, estes compostos apresentam-se em niveis abaixo do limite de
detecgdo da técnica empregada. Possivelmente estes reguladores de crescimento
podem estar ligados a variagdo da intensidade de compostos detectados em
nosso trabalho. Alguns estudos tém utilizado técnicas de quantificacdo através
de aparelhos tais como ESI-MS/MS (electrospray ionization-tandem mass
spectrometry), HPLC (high-performance liquid chromatography), GC/MS (gas
chromatography-mass spectrometry) entre outros para verificar a presenga de
giberelinas e outros fitormonios em diversas plantas (Croker et al., 1990; Blake
et al., 1993; Chiwocha et al., 2003 Alcazar et al., 2005). Alcazar et al (2005),
verificou que a superexpressao de um gene (ACD2) em Arabidopsis levava ao
nanismo e floracdo tardia das plantas, e a partir de métodos de quantificacdo de
compostos foi possivel verificar que as caracteristicas fenotipicas dessas plantas
estavam relacionadas a baixa produgédo de giberelinas. De acordo com Hedden &
Proebsting (1999), mutantes de Arabdopsis e ervilha para a produgdo ou inibigdo
da produgdo de giberelinas bioativas pode levar a fenotipos gigantes ou andos,
respectivamente. Desta maneira, estudos aprofundados sdo importantes no
entendimento dos compostos produzidos por bananeiras ‘Prata And’ variantes
somaclonais e os mecanismos que levam a esta anomalia nestas plantas. Em
nossas analises alguns sinais m/z caracteristicos foram observados mas somente

com a técnica de ESI-MS nfo ¢é possivel identificar os compostos referentes a
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cada um desses sinais. Contudo, o perfil do espectro de massas obtido para cada
uma das amostras pode ser uma ferramenta poderosa para identificar plantas

variantes.

5.1 Analise de componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) foi aplicada aos dados
obtidos na analise dos espectros de massas obtidos. Por meio do grafico de
cotovelo (Figura 1), é possivel determinar o nimero de componentes principais
necessarios para resumir a variagdo amostral total. Este grafico ¢ um processo de

determinagdo do nimero apropriado de componentes a ser retido.
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FIGURA 1  Grafico de cotovelo para as varidncias das componentes principais
dos dados obtidos por ESI-MS/MS (100-1.000 m/z). O eixo (x)
representa as componentes principais e o eixo (y) representa a
variancia.

Pela analise da figura 1, observa-se que um cotovelo ¢ formado na
posicdo quatro. Isso significa que as componentes acima de 4 possuem a mesma
magnitude e sdo relativamente pequenas. Sendo assim, as quatro primeiras

componentes sao suficientes para explicar a variacdo amostral total.
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A variancia cumulativa das 4 primeiras componentes principais foi de
98,91%, dos quais 69,30% sdo explicados pela componente principal 1 (PCl1),
19,50% pela componente principal 2 (PC2), 8,57% pela componente principal 3
(PC3) e 1,58% pela componente principal 4 (PC4). A analise dos pesos de cada
sinal de m/z em cada uma das PC analisadas permite diminuir a
dimensionalidade do modelo. Assim, foram escolhidas somente as oito razdes
m/z que apresentavam maior peso em cada uma das PC (PC1, PC2, PC3 e PC4).
De um total de 180 variaveis o sistema foi reduzido para 18 varidveis. A
dispersdo das amostras é mostrada por meio do grafico de escores da primeira
(PC1) contra a segunda componente principal (PC2). Nas figuras 2 ¢ 3 sdo

apresentados os graficos de dispersdo PC1xPC2 e PC2 X PC3, respectivamente.
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FIGURA 2 Grafico de dispersdo da primeira e segunda componentes
principais (PC1 x PC2), sendo: (1) bananeira normal em fase de
aclimatagdo sem aplicagdo de giberelina (GAjz) , (2) variante
somaclonal em fase de aclimatagdo sem GA;, (3) variante
somaclonal in vitro, (4) bananeira normal in vitro, (5) bananeira
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normal em campo, (6) variante somaclonal em campo, (7)
bananeira normal em fase de aclimatacdo com GAj;, (8) variante
somaclonal em fase de aclimatacdo com GA;.
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FIGURA 3 Grafico de dispersio da segunda ¢ terceira componentes
principais (PC2 x PC3), sendo: (1) bananeira normal em fase de
aclimatagdo sem aplicagdo giberelina (GA;), (2) variante
somaclonal em fase de aclimatagdo sem GA;, (3) variante
somaclonal in vitro, (4) bananeira normal in vitro, (5) bananeira
normal em campo, (6) variante somaclonal em campo, (7)
bananeira normal em fase de aclimatacdo com GA;, (8) variante
somaclonal em fase de aclimatacdo com GA;.

O gréfico de dispersdo apresenta uma separagdo especial entre as
amostras das bananeiras normais com GAj;, das variantes com GA; e das
variantes sem GA;. As amostras de bananeiras normais e variantes em campo, in

vitro ¢ as normais em fase de aclimatacdo estdo bem agrupadas ndo permitindo
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uma separacdo conveniente entre as mesmas, e estas se mostram separadas das
demais, tanto para a dispersdo PC1 x PC2 (figura 2) como para a dispersdo
PC2 x PC3 (figura 3). A analise dos pesos de cada uma das razdes m/z permite
avaliar quais compostos devem ser identificados para o entendimento da
bioquimica do processo em estudo. Por exemplo, verifica-se que as os
compostos de razdo m/z 146,9; 231,7; 225,7 e 401,8 sdo caracteristicos das
plantas variantes sob acdo da GAs. Sendo assim, a técnica de espectrometria de
massas permite distinguir a bananeira ‘Prata And’ variante somaclonal na fase
de aclimatagdo com e sem aplicagdo de acido giberélico (GA;), além de
possibilitar a diferenciacdo de plantas normais,nesta mesma fase, com a

aplicagdo de GA;.

5.2 Anilise de agrupamentos hierarquicos (HCA)

Apds a PCA, foi realizada a analise de agrupamentos hierarquicos
(HCA) utilizando-se, assim, um ntmero reduzido de varidveis. A matriz de
similaridade foi obtida pelo calculo da distancia euclidiana e o método utilizado
foi o do vizinho mais distante (complete linkage). Os grupos formados estdo

representados no dendrograma na figura 4.
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FIGURA 4
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Dendrograma completo de 8 amostras de extrato de bananeira
‘Prata And’ normais e variantes somaclonais em fase de cultivo in
vitro, em fase de aclimatagdo sem e com aplicacdo de GA;3 e em
fase de cultivo em campo obtido por distancia euclidiana e pelo
método do vizinho mais distante, sendo: (1) bananeira normal em
fase de aclimatagdo sem aplicagdo de giberelina GA; , (2) variante
somaclonal em fase de aclimatacdo sem GA;, (3) variante
somaclonal in vitro, (4) bananeira normal in vitro, (5) bananeira
normal em campo, (6) variante somaclonal em campo, (7)
bananeira normal em fase de aclimatacdo com GA;, (8) variante
somaclonal em fase de aclimatacdo com GA;.

Como observado na andlise de componentes principais, as amostras de

plantas em campo, in vitro, € as normais em fase de aclimata¢dao sem aplicagao

de GA; distribuem-se de forma regular, permitindo agrupéa-las. Em um grupo
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bastante proximo estdo variantes somaclonais sem aplicagdo de GA;. No
entanto, estas ultimas apresentam-se mais proximas das plantas que receberam
aplica¢do de GA; do que as demais. Observam-se também dois outros grupos
formados pelas amostras de plantas normais e variantes somaclonais que
receberam aplicagdo de GA;, o que confirma o resultado observado na dispersao
das amostras no grafico de escores (Figura 4). Desta maneira, foi possivel
separar as plantas variantes somaclonais mesmo sem aplicagdo de GAjz por meio
da técnica de HCA, confirmando os resultados obtidos na PCA.

Nos resultados, os tratamentos se distinguiram em 4 grupos, sendo um
grupo composto pelas plantas variantes em fase de aclimatagdo que receberam
aplicagdes de acido giberélico (GAj), o segundo grupo das plantas normais em
fase de aclimatagdo que receberam GAj;, um terceiro grupo que correspondem as
plantas variantes em fase de aclimatagdo que ndo foram tratadas com GAj; e o
quarto grupo com as demais plantas. As bananeiras que receberam aplicag@o de
GA; apresentaram-se bastante distante das demais, provavelmente pelo fato
deste regulador de crescimento ter induzido a respostas atipicas dessas plantas
neste periodo. E importante observar que as bananeiras variantes somaclonais
em periodo de aclimatacdo apresentam-se bastante proximas das plantas que
receberam aplicagdo de GA; e diferem das demais bananeiras, inclusive das
normais em periodo de aclimatagdo. Este fato pode estar relacionado ao inicio
do processo que as plantas variantes somaclonais sofrem durante o periodo de
aclimatagdo que reflete no crescimento exagerado dessas plantas quando sao
levadas para o campo. Em trabalhos anteriores, foi relatado que com um periodo
de 3 meses em casa de vegetagdo, as plantas variantes somaclonais ja comegam
a se diferenciar das normais em altura (Guimardes, 2005). E provavel que a
inducdo de genes que levam a essa diferenciagdo e a conseqiiente produgdo de
metabolitos responsaveis pela inducdo do crescimento sejam estimulados

anteriormente ao periodo em que se pode distinguir visualmente tal
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anormalidade. Desta maneira, acreditamos que no periodo entre dois a trés
meses de aclimatagdo esta resposta pode estar comegando a receber o estimulo
que levara a produgdo de compostos que podem ser distinguiveis nos espectros
analisados e que levara posteriormente ao gigantismo.

No periodo de cultivo in vitro foi observada pouca ou nenhuma
diferenga entre o perfil de compostos das plantas normais e variantes
somaclonais (Figura 4).

Na fase de cultivo em campo, as amostras ndao apresentaram diferencas
significativas entre as bananeiras normais e variantes somaclonais (figura 4).
Isto provavelmente ocorreu pelo fato de que as plantas utilizadas para coleta das
amostras de folha ja se encontravam em estadio adulto € com as dimensodes
definidas. Assim, as variantes ja apresentavam fenotipo gigante estabelecido, ou
seja, elas ndo cresceriam mais. E provavel que os fatores que induziam ao
crescimento exagerado das plantas variantes durante o seu desenvolvimento ja
haviam cessado e desta maneira o perfil destas plantas apresentava-se muito
parecido com o das plantas normais e assim ndo foi possivel visualizar
diferencas no perfil de compostos entre estas plantas.

Muitos estudos tém realizado analises de perfis genéticos e moleculares
para o estudo do género Musa (Kaemmer et al., 1992; Guimaraes, 2005; Ge et
al., 2005) e outros grupos de plantas. Desta maneira, as analises de
espectrometria de massas representam mais uma importante ferramenta de
estudo dos processos fisioldgicos para a compreensdo do metabolismo dos
vegetais. Nesse sentido, analises mais aprofundadas dos compostos presentes em
bananeiras ‘Prata And’ sdo necessarios para melhor compreensdo da variagdo

somaclonal.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho mostrou que nas fases de cultivo in vitro e campo nao ¢
possivel detectar diferencgas significativas nos perfis de compostos presentes nos
extratos de bananeiras ‘Prata And’ normais e variantes somaclonais. No entanto,
na fase de aclimatag@o ¢ possivel separa as plantas variantes somaclonais das
plantas normais. Esta diferenca pode ser utilizada como marcador quimico para
detectar variantes somaclonais no periodo de aclimatagdo antes do repasse das
mudas para os produtores. Além disso, a aplicagdo de acido giberélico levou a
uma modificacdo no perfil de compostos tanto das plantas normais como das
variantes sendo que estas diferenciaram entre si e entre as demais.

Nao foi possivel detectar giberelinas nos perfis. No entanto, acreditamos
que estas moléculas estejam diretamente envolvidas nas variagdes de intensidade
de certos compostos verificados nos extratos dessas bananeiras. Assim, sdao
necessarios estudos seqiienciais no entendimento das moléculas presentes em
diferentes intensidades nos perfis além de outros estudos para o entendimento

dos processos fisiologicos destes variantes.
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ANEXOS

TABELA 1A Analise de varidncia para a medida de altura de plantas do
experimento 1 (capitulo 2)

TABELA 1B Analise de varidncia para a medida de altura de plantas do
experimento 2 (capitulo 2)

TABELA 1C Analise de variancia para a medida de altura de plantas do
experimento 3 (capitulo 2)

TABELA 1D Analise dos Contraste entre os tratamentos: 1) PAc X PAt, 2) PCc
X PCt, 3) PAt X PCt, 4) PAc X PCc, 5) PCt X (PAc + PAt +
PCc), sendo que: PAc (planta normal controle), PCc (Planta
variante controle), PAt (planta normal tratada com GA;), PCt
(planta variante tratadaGA;). Experimento 3 (capitulo 2).

TABELA 1E Analise de variancia para a medida de altura de plantas do
experimento 4 (capitulo 2)
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TABELA 1A Analise de varidncia para a medida da altura de plantas do
experimento 1 (capitulo 2)

FV GL SQ QM FC Pr>FC
DOSE 4 20,287467 5,071867 0,617 0,6568
BLOCOS 4 128,555133  32,138783 3,909 0,0212
Erro 1 16 131,541867  8,221367
DIAS 2 1478,997800 739,498900 181,567  0,0000
DOSE*DIAS 8 25,724533 3,215567 0,790 0,6123
Erro 2 265 1079,308500 4,072862
Total 299 2864,415300 2864,415300

CV 1 (%) =22,59 CV 2 (%) =15,90
Média geral: 12,69 Numero de observagdes: 300

TABELA 1B Analise de varidncia para a medida da altura de plantas do
experimento 2 (capitulo 2)

FV GL SQ QM FC Pr>FC

FREQ 2 432,863951  216,431975 13,336  0,0062
Erro 1 6 97,371852 16,228642
TRAT 2 498,136543  249,068272 30,728 00,0000
FREQ*TRAT 4 47,753086 11,938272 1,473 0,2709
Erro 2 12 97,265926 8,105494
DIAS 2 1870,200247 935,100123 153,419  0,0000
FREQ*DIAS 4 437,104938  109,276235 17,929  0,0000
TRAT*DIAS 4 307,221235  76,805309 12,601 0,0000
TRAT*FREQ*DIAS 8 86,691358 10,83642 1,778 0,1141
Erro 3 36 219,422222  6,095062
Total 80 4094,031358

CV 1 (%) =129,27 CV 2 (%) =20,69 CV3(%)=17,94
Média geral: 13,76 Numero de observagdes: 81
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TABELA 1C Analise de varidncia para a medida da altura de plantas do
experimento 3 (capitulo 2)

FV GL SQ QM FC Pr>FC
TRAT 3 2040,748910 680,249637 283,471  0,0000
Erro 1 48 545,500000  11,364583 4,736 0,0000
DIAS 2 1284,501667 642,250833 267,637  0,0000
TRAT*DIAS 6 1083,859359 180,643226 75,277 0,0000
Erro 2 96 230,372308  2,399712
Total 155 5184,982244

CV (%) =11,62
Meédia geral: 13,33 Numero de observagdes: 156

TABELA 1D Analise dos Contraste entre os tratamentos: 1) PAc X PAt, 2) PCc
X PCt, 3) PAt X PCt, 4) PAc X PCc, 5) PCt X (PAc + PAt + PCc),
sendo que: PAc (planta normal controle), PCc (Planta variante
controle), PAt (planta normal tratada com GA;), PCt (planta
variante tratada com GAj). Experimento 3 (capitulo 2).

Contrastes dos tratamentos

A PCt X (PAct+
Parametros PAcXPAt PCcXPCt PAtXPCt PAcXPCe PAt+ PCc)
Estimativa -3,446 -7,731 -6,205 -1,921 7,862
Variancia 0,123 0,123 0,123 0,123 0,082
Erro 0,351 0,351 0,351 0,351 0,286
Pr>F 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

TABELA 1E Analise de variancia para a medida da altura de plantas do
experimento 4 (capitulo 2)

FV GL SQ QM FC Pr>FC
DOSE 3 2043,714286 681,238095 31,042 0,0000
BLOCOS 6 238,534524  39,755754 1,812 0,1533
Erro 1 18 395,020714  21,945595
DIAS 2 1208,162143 604,081071 188,087  0,0000
TRAT*DIAS 6 948,469286  158,078214 49,219 0,0000
Erro 2 48 154,161905  3,211706
Total 83 4988,062857

CV 1 (%) =20,03 CV 2 (%) =17,66
Média geral: 23,39 Numero de observagdes: 84
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