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INTRODUÇÃO 


O Brasil possui uma extensa área territorial, com uma grande variação climática que possibilita o cultivo econômico de diferentes frutiferas, apresentando-se como o terceiro produtor mundial de frutas tropicais. Dessa forma, este livro se apresenta como uma contribuição valiosa para a Fruticultura mundial, esse setor fomenta inúmeras oportunidades para estudantes, profissionais, produtores, curiosos da fruticultura e apaixonados pela ciência das frutas. 

Esta publicação do Manual de Fruticultura Tropical III, descreve a importância da Fruticultura, a propagação de fruteiras, a poda e suas diferentes aplicações em Fruteiras, os mais modernos manejos culturais aplicados em fruteiras. Este livro contempla os cultivos das culturas da maçã, da melancia, da laranja e da uva.

O autor deste livro pretende difundir os conhecimentos e aplicações técnicas atualizadas nas diferentes  fruteiras. Por esse motivo, esse Manual contém a apresentação e análise de dados de natureza cientifica e acadêmica, transformando essas essas análises em práticas corriqueira para o dia a dia na fruticultura. 

Este livro descreve as culturas da macieira, da melancia, da laranjeira e da videira, destacando os assuntos da taxonomia, da morfologia, do clima, do solo, dos cultivares, da propagação, da escolha e preparo do solo, do planejamento ao plantio, dos tratos culturais a  adubação, dos controles de pragas e doenças, manejo da colheita a pós-colheita, dos rendimentos produtivos até a comercialização.

O objetivo desta publicação é auxiliar todos os setores  relacionados com a dinâmica da Cadeia Produtiva da Fruticultura e áreas afins.


1. AVANCOS  NA FRUTICULTURA 

[image: ]


A produção mundial de frutas é bastante significativa e tem apresentado crescimento ao longo dos anos. De acordo com a Organização   das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura (FAO), a produção mundial de frutas em 2023 atingiu aproximadamente 952 milhões de toneladas.  

De acordo com dados da FAOSTAT, a produção o mundial de frutas tem se mantido robusta, com destaque para paí­ses como China, Índia e Brasil entre os maiores produtores.

Os eventos climáticos extremos e doenças  estão impactando negativamente a produtividade em diversas regiões, além de baixo investimentos em pesquisa, como diversificação de cultivos e adoção de tecnologias sustentáveis serão cruciais para garantir a resiliência e competitividade do setor nos próximos anos. 

A produção de laranjas, por exemplo, enfrentou desafios significativos tradicional, o mercado tem buscado alternativas. Brasil continua sendo um dos principais produtores e exportadores de frutas, com destaque para a região do Vale do São Francisco. No entanto, os custos de produção, especialmente com mão de obra e insumos, representam desafios significativos para os produtores. 

A produção mundial de frutas em 2023 manteve-se robusta, com destaque para a China, Índia e Brasil como os maiores produtores. A China liderou com aproximadamente 256,5 milhões de toneladas, seguida pela Índia com 107,9 milhões e o Brasil com 39,8 milhões de toneladas. 

As principais frutas produzidas globalmente no mundo incluem: a banana,  a maça, a uva, laranja e abacaxi.

 

As espécies de fruteiras podem ser divididas em três grupos principais, de acordo com as exigências climáticas: Temperadas, exemplos de uva, maçã, figo, pêssego e ameixa, as Subtropicais, como citros e caqui e, as Tropicais, como banana, caju, goiaba, mamão e manga.

Atualmente as frutíferas mais cultivadas no Brasil são: a laranja, a banana, o coco, o caju, o mamã, a manga, o abacaxi, a uva, a maça, a goiaba, o pessego e a tangerina.

Destaque principal para a cadeia produtiva da laranja e sua dinâmica, com destaque para o seu parque de industrial bem montado e, com a exportação de suco de laranja concentrado e congelado (SLCC), destacando o Brasil como maior produtor mundial de citros e maior exportador do SLCC.

As frutas brasileiras ainda destinam-se em sua grande parte (43%) ao consumo interno, nas formas de frutas frescas e frutas processadas. No processamento são usadas 17 milhões de toneladas, em formas de sucos, polpas, doces, geleias, vinhos, cachaças, perfumes e na medicina popular.

As regiões brasileiras possuem condições favoráveis à fruticultura como mão-de-obra disponível, projetos de irrigação públicos e, no semiárido o clima propicia baixa incidência de pragas e doenças, resultando em uma produção de frutas com qualidade, tipo exportação, sendo essa exportação muito baixa, apenas 2%. 

A Confederação da Agricultura e Pecuária do Brasil (CNA), a Associação Brasileira dos Produtores Exportadores de Frutas e Derivados (ABRAFRUTAS) e o programa Hortifruti Saber e Saúde lançaram recentemente o relatório do Cená¡rio Hortifruti Brasil que traz, pela primeira vez, o panorama nacional dos cultivos de hortifruti. Entre os destaques, o material aponta que a produção de frutas no Brasil gera cerca de 13 milhões de empregos diretos e indiretos, em uma área de pouco mais de 5 milhões de hectares, superando a cadeia de soja, que tem área superior a 34 milhões de hectares de norte a sul do PaÃ­s. Além disso, o estudo mostra a relevância do estado de Minas Gerais, que se destaca em 15 dos 24 cultivos pesquisados, como o de morango, do qual é o principal produtor (75 mil toneladas anuais) e do abacate (52 mil toneladas, atrás apenas de São Paulo, com 104 mil toneladas). 

O relatório chama a atenção para o uso racional de insumos agricolas e a adoção de tecnologia pelos produtores. A fertilização foi identificada como um dos manejos mais importantes, uma vez que seu uso correto resulta em um uso mais racional de defensivos. A irrigação e as práticas culturais, a exemplo das podas, também são fatores decisivos na produtividade e no sucesso dos agricultores de frutas e hortaliças. A adoção dessas e de outras tecnologias, segundo o relatório é alta nas culturas de mamão, melão e brocólis, nas quais sua aplicacação  é superior a 50%. Se considerarmos os cultivos em que a maior parte do dos produtores tem perfil de médio ou alto uso de tecnologia, poderemos citar, entre as frutas, abacate, limão, manga, mamão e morango. Entre as hortaliças, a cebola, o pimentão o e tomate. 

Segundo o IBGE, 87% dos brasileiros vivem em região urbanas, o que dificulta o entendimento sobre como os alimentos são produzidos. Com isso, o objetivo do relatório é promover o conhecimento, desmistificando a atividade e mostrando o seu potencial de crescimento, assim como a adoção de tecnologia no campo. Além disso, por ser um estudo inédito, acreditamos que contribuirão para o melhor entendimento do setor, incluindo as áreas onde a produção está caindo, como Minas Gerais, e onde ainda haja crescimento, como o Rio Grande do Norte.

Dentre os Estados brasileiros merecem destaque como produtores de frutas: a Bahia, Sao Paulo, Minas Gerais, Ceará, Pernambuco, Espirito Santo e Rio Grande do Norte. Por outro lado, outros Estados apresentam potencial para desenvolver essa fruticultura, pois, possuem condições climáticas adequadas. Essas condições propiciam uma baixa incidência de doenças e pragas, permitindo tratos culturais com baixo nível de agrotóxicos, favorecendo o alcance de padrões internacionais e a oferta de frutas dentro de parâmetros de segurança alimentar adequados. Sintetizando, existe uma oportunidade de investimento no Brasil, no setor da fruticultura tropical: grande vantagem comparativa com a irrigação (possibilidade de mais de uma colheita por ano); frutos tropicais de padrão internacional em quase todo o ano; retorno mais rápido dos investimentos (ciclo produtivo mais precoce e porte ananizante); grande disponibilidade de terras agriculturáveis e irrigáveis.

As oportunidades para agregação de valor são reais e necessárias através do desenvolvimento da agroindustrialização, visando a produção de sucos, polpas, conservas, frutas secas e outros produtos derivados de maior agregação tecnológica. Por outro lado, o Brasil apresenta gargalo e pontos fracos, que se caracterizam como ameaças se não forem contornados como os que se seguem. O país enfrenta a falta capacitação em gestão, associativismo e as entidades que foram anteriormente criadas pelos mesmos carecem de planos estratégicos de ações, pois, não dispõe nem de competência para uma administração e gestão das mesmas, logistica e sua variantes.

No que diz respeito ao desenvolvimento tecnológico, a fruticultura no Brasil necessita acima de tudo de programas e projetos de Pesquisa e Desenvolvimento, que aumente a sua participacão nas exportações e logisticas para o mercado interno e externo..

- Busca da auto-suficiência

Apesar das dimensões continentais o Brasil encontra dificuldade em atender os mercados. Os problemas para este atendimento vão desde aspectos culturais, precariedade de logística, falta de planejamento e integração dos mercados regionais, até as dificuldades econômicas da maioria da população. 

O Brasil atualmente com 210 milhões de habitantes e, por isso, é o maior mercado consumidor da América Latina. O mercado interno segue a tendência mundial de aumento do consumo de frutas frescas, dentro dos princípios difundidos de melhoria da qualidade de vida e cuidados com a saúde. Portanto, além de exportar para o mercado internacional, o Brasil precisará aprender a produzir para ele mesmo, qualificando a produção, a distribuição e comercialização.

O agronegócio é a área que mais cresce atualmente no Brasil e a cadeia produtiva da fruticultura cresce juntamente com o agronegócio brasileiro e deverá alcançar um patamar de grande exportador futuramente.

Os Estados do Brasil acordaram para uma realidade: a fruticultura gera dinheiro, o país tem potencial para produzir muito mais e com qualidade, existe também um mercado com alta demanda e, em franco crescimento.

Os investimentos realizados nos polos de fruticultura irrigada no Nordeste, no sudeste do país e Sul, estão consolidado porque há um grande retorno econômico e social nesta atividade. Para cada hectare de fruteira plantado é gerada uma renda de aproximadamente R$ 15 mil/ha. Isso quer dizer que, dentro da agricultura, o segmento da fruticultura está entre os principais geradores de renda, de empregos e de desenvolvimento rural.

- Fatores que impulsionam o setor da fruticultura

1. Geração de empregos no campo e  cidade;

2. A renda é a mais elevada dos produtos agrícolas;

3. Sustentabilidade da produção;

4. Disponibilidade de recurso;

5. Grande demanda no mercado interno;

6. Grande demanda no mercado internacional;

7. Incentivo às exportações;

- Desperdício de frutas no Brasil

O Brasil acumula prejuízos de milhões de dólares todos os anos na produção e no processamento de frutas. As perdas variam de 30% a 90% do total produzido nos pomares brasileiros, isso, dependendo da espécie e, do estágio em que a fruta é descartada na produção e no mercado. As perdas começam no pomar e terminam nas no consumidor final. Antes disso, passa pela embalagem inadequada, o transporte indevido, manejo equivocado e estocagem errada 


O principal desafio do novo governo é controlar gastos, visando a conter a inflação para uma trajetória sustentável de queda nos juros, e, assim, conseguir recuperar o poder de compra do brasileiro. No que diz respeito ao consumo de alimentos no Brasil, “a expectativa é de um arrefecimento nos preços dos alimentos, diante da desvalorização recente de vários insumos, incluindo os fertilizantes”, o que pode melhorar esse poder de compra segundo as informações publicadas na edição especial da revista Hortifruit Brasil, 2022. 


A publicação relembra os principais acontecimentos de 2022 e apresenta projeções para o setor de hortifruticultura no Brasil até 2030. Muito mais do que uma revista, a Hortifruti Brasil é o resultado de pesquisas de mercado desenvolvidas pela Equipe Hortifruti, do Centro de Estudos Avançados em Economia Aplicada (Cepea) do Departamento de Economia, Administração e Sociologia da Escola de Agricultura Luiz de Queiroz (Esalq) da USP de Piracicaba. As informações são coletadas através do contato direto com aqueles que movimentam o setor de frutas e hortaliças, como produtores, atacadistas e exportadores, e esses dados são estudados criteriosamente por pesquisadores e analistas de mercado que integram a equipe da Hortifruti Brasil. vidade econômica global e seu possível impacto negativo sobre o consumo de frutas frescas.

Segundo a Hortifruti Brasil, mesmo com a previsão de crescimento nos investimentos, o cenário ainda é de cautela. “A expectativa de custos mais baixos é uma boa notícia para o produtor brasileiro. No entanto, os gastos com insumos podem alterar de região para região, devido ao clima – o fenômeno La Niña deve seguir resultando em chuva acima da média no Nordeste e abaixo do previsto no Sul do País no verão 2023.”  

Apesar de notícias mais otimistas de emprego no Brasil, as incertezas político-econômicas ainda devem limitar as previsões de crescimento econômico, como apontam os especialistas, lembrando que o segmento das exportações também não está muito animador, por conta do conflito entre a Rússia e a Ucrânia e o aumento global da inflação. “Mesmo diante desse cenário, o setor de frutas e hortaliças brasileiro segue firme, realizando melhorias tecnológicas contínuas e protocolos de produção mais sustentáveis, visando a ofertar um alimento mais saudável e seguro aos consumidores brasileiro e global”.

As perdas as vezes ocorrem por desconhecimento do produtor, que adota manejo inadequado do pomar até a mesa. Além disso, há os fatores climáticos que podem influenciar, como tempestades, ventos, geadas, excesso hídrico ou estiagens. A utilização de embalagens inadequadas também é fator de prejuízos à produção nacional de frutas.

No Brasil é costume utilizar caixas de madeira estreitas, impróprias para acondicionar os frutos. Isso aperta as frutas, machuca e ainda provoca contaminações pelo uso contínuo sem os cuidados de higiene necessários.  Outro ponto fraco do processo pós-colheita da fruticultura brasileira é o transporte, que deveria ser feito em caminhões refrigerados e as frutas embaladas. Normalmente a operação é realizada em caminhões comuns cobertos com lonas ou a granel.

A comercialização, pela falta de um bom sistema de informações para viabilizar o planejamento da produção, medida que é rotineira na Europa e nos Estados Unidos. Com informações de mercado, o produtor poderia se planejar para produzir exatamente o volume de frutas que será demandada.




- Consumo per capta de frutas 

O consumo per capita de frutas no Brasil é um tema complexo e os dados podem variar dependendo da fonte e do periodo analisado. No entanto, de forma geral, o consumo de frutas no Brasil ainda são considerados baixos em comparação com as recomendações da Organização Mundial da Saúde (OMS) e com o consumo em outros paí­ses. 

Dados e Tendências: 


- Recomendação da OMS: A OMS recomenda o consumo de pelo menos 400 gramas de frutas, legumes e verduras por dia para adultos, o que equivale a cerca de 3 porções de frutas e 2 porções de legumes; 


- Consumo Atual: As pesquisas indicam que o consumo médio de frutas por brasileiro está abaixo dessa recomendação. Os úmeros exatos variam, mas geralmente ficam na faixa de 100 a 150 gramas por dia, dependendo da pesquisa e do ano. Isso significa que a maioria da população não atinge a ingestão ideal. 


- Variações Regionais e Socioeconômicas: O consumo de frutas também varia significativamente entre as regiões do Brasil e entre diferentes grupos socioeconômicos. Regiões produtoras e grupos com maior poder aquisitivo tendem a apresentar um consumo mais elevado. 



- Tipos de frutas mais consumidas: Algumas das frutas mais populares no Brasil incluem banana, laranja, maçã, mamão e melancia. No entanto, a diversidade do consumo ainda é um desafio. 


Embora o consumo ainda esteja abaixo do ideal, há um crescente interesse da população por hábitos alimentares mais saudáveis, o que pode impulsionar o aumento do consumo de frutas a longo prazo. Campanhas de conscientização e a maior disponibilidade de frutas em diversos pontos de venda também podem contribuir para essa mudança. 

Em resumo, o consumo per capita de frutas no Brasil ainda é considerado baixo em relação às recomendações de saúde, mas há um potencial de crescimento impulsionado pela crescente preocupação com a alimentação saudável. Os dados exatos variam, mas geralmente indicam um consumo médio bem abaixo das 400 gramas diárias. 

O consumo per capta brasileiro é praticamente a metade em relação a Espanha, Itália e Alemanha. Espanha 120 kg, na Itália 114 kg, na França 114,40 kg, na Alemanha 112 kg, no Brasil 57 kg. O brasileiro ainda não tem consciência da importância das frutas na alimentação diaria.

O consumo de frutas nativas, como açaí, jabuticaba, cajá, jaca, cupuaçu, graviola etc, não entram na estatística do consumo per capt quintal. 

- Polos frutícolas do Brasil

Existem hoje no Brasil mais de 30 pólos de fruticultura, espalhados de Norte a sul, abrangendo mais de 50 municípios.

O Polo Assu/Mossoró, no Rio Grande do Norte, que se tornou a maior região produtora de melão do país, e o Polo Petrolina/Juazeiro, que já conta com mais de 100 mil hectares irrigados, exportando manga, banana, coco, uva, goiaba e pinha, garantindo o emprego de aproximadamente 4 mil pessoas em áreas do semiárido da Bahia e Pernambuco. Outro que vem crescendo e que é um dos mais avançados na produção de frutas para exportação é o Polo Baixo Jaguaribe, no Ceará, que já conta com 52 mil hectares irrigados. Também o Pólo de desenvolvimento Norte de Minas Gerais merece ser citado por sua importância na produção de frutas como: banana, limão, manga, uva, coco e mamão.

O Polo de São Paulo, um dos primeiros a surgir no país e que hoje sofre a concorrência do Nordeste nas exportações, continua sendo um grande fornecedor do mercado interno de frutas frescas, o primeiro nas exportações de citros e suco de laranja, além de forte presença em banana, manga, goiaba, uva de mesa entre outras. Já o polo do Rio Grande do Sul, tradicional produtor de uva para produção de vinho e de pêssego para a indústria e mesa. Cresce acentuadamnete na região de Vacaria, nos Campos da Serra, onde florescem os pomares de maçã, dando ao Estado o segundo lugar nas exportações dessa fruta, depois de Santa Catarina, onde as macieiras se estendem pelos municípios de Friburgo, São Joaquim entre outros. 

- Aspectos nutracêuticos

Atuamente esse tema desperta enorme interesse no setor da fruticultura, onde recebem também diversas terminologias, como alimentos funcionais, fitoquímicos ou compostos bioativos e nutracêutico. Estudos epidemiológicos, têm associado a dieta rica em vegetais e o uso da soja, com uma menor incidência de osteoporose e câncer de mama na mulher. 

O termo “nutracêutico” é usado para descrever um alimento ou parte de um alimento que proporciona benefícios médicos e de saúde, incluindo a prevenção e/ou tratamento da doença. Ele foi cunhado em 1989 por Stephen De Felice, fundador e presidente da Foundation for Innovation in Medicine, uma organização americana que incentiva a pesquisa em saúde médica.

Este termo inclui uma ampla gama de agentes, como suplementos dietéticos, nutrientes isolados, suplementos de ervas e produtos alimentares específicos. Os nutracêuticos podem ser classificados como fibras dietéticas, ácidos graxos poliinsaturados, proteínas, peptídios, aminoácidos ou cetoácidos, minerais, vitaminas antioxidantes e outros antioxidantes. Estes componentes têm vantagem sobre os medicamentos, pois evitam alguns efeitos indesejáveis e criam um ambiente aberto para novos produtos que prometem soluções inovadoras para questões relacionadas à saúde: 



- Evita o efeito colateral;

- Aumentar o efeito benéfico no organismo;

- Pode ter suplemento dietético natural, portanto, não tem efeito colateral desagradável;

- Pode aumentar o valor para a saúde, nossa dieta e melhorar a condição médica humana; e, 


-  Facilmente disponível e economicamente adequado. 


Para o crescimento desses componentes a questão regulatória é muito importante. Os regulamentos de Rotulagem de Alimentos não permitem que rótulos de alimentos contenham alegações de saúde em muitos países. Isso torna difícil para as empresas que comercializam nutracêuticos anunciarem os benefícios de seus produtos sem uma licença de medicamento, portanto, elas podem decidir não fazer nenhuma pesquisa ou pesquisar um novo produto a fundo e, possivelmente, obter uma patente. 





2. AVANÇOS DA BIOTECNOLOGIA EM FRUTEIRAS.


A Biotecnologia é a tecnologia baseada nas ciências biológicas, em qualquer nível: molecular, celular, morfofisiológico, ecoçógico,  biodiversidade, reprodução e genética, Ou seja, trata-se de olhar as diferentes ciências biológicas não pelo ângulo da preservação e descrição, mas pelo ângulo da produção econômica (produtos, serviços e tecnologias), tal qual definido na Convenção sobre a Diversidade Biológica da ONU. Biotecnologia significa qualquer tecnologia que utilize sistemas biológicos, organismos vivos, ou seus derivados, para fabricar ou modificar produtos ou processos para utilização específica. 

A palavra biotecnologia tem origem grega, onde Bio significa vida; técno, técnica e, logia, conhecimento ou estudo. Em função da amplitude da definição e por tentar ser um guarda chuva para inúmeras disciplinas já consolidadas, admite-se um carácter de marketing e de algo amorfo, sem identidade, á biotecnologia, o que vem dificultando o seu pleno entendimento pela sociedade. 


Em sua primeira fase, a biotecnologia clássica, ocorreu a utilização de organismos vivos da forma como são encontrados na natureza e refinados por outras ciências mecânicas e biológicas, a exemplo de técnicas de melhoramento convencional por simples observação ou por estatística. 



Através dos primórdios da biotecnologia, os agricultores foram capazes de selecionar as melhores culturas adequadas, tendo os maiores rendimentos, para produzir alimentos suficientes para sustentar uma população crescente. Outros usos da biotecnologia foram necessários quando as culturas e os campos tornaram-se cada vez maiores e difíceis de manter. Organismos específicos e subprodutos de organismos foram utilizados como0 fertilizantes, restauração de nitrogênio e controle de pragas e doenças etc. 



Durante o uso da agricultura, os agricultores têm,  alterado a genética de suas culturas ao introduzi-las a novos ambientes e cultivando-as artificialmente com outras plantas (seleção artificial), uma das primeiras formas de biotecnologia. 

Os povos como os da Mesopotâmia , Egito e India, desenvolveram o processo de fabricação de cervejas e até hoje é fabricado com o mesmo método básico de usar grãos maltados (contendo enzimas) para converter o amido de grãos em açucar e, posteriormente adicionando leveduras específicas para produzir cerveja. 


O engenheiro agrônomo e hungáro Karolv Ereky, em 1919, define e usa o termo biotecnologia, quando necessitava de um cultivo maior de plantas para alimentar os porcos com beterraba: cultivou a beterraba com microorganismos, desfrutando então de uma técnica da biotecnologia.



A micropropagação de mudas de bananeira é uma alternativa para suprir o mercado consumidor de banana. Tendo em vista que o sistema de propagação convencional é lento e possui baixo rendimento, recentes estudos têm mostrado que a adoção da micropropagação é uma boa alternativa (Souza et al., 1997). Por se tratar de técnica que permite a obtenção de mudas em um período reduzido e gerar um número superior ao obtido através de método tradicional. A micropropagação nos últimos anos vem sendo adotada para geração de plantas sadias, já que as mudas geradas são livres de qualquer doença, seguindo o mesmo padrão da planta mãe.



Dentro de um conceito amplo, a cultura de tecidos envolve um conglomerado de técnicas, mediante as quais um explante (parte isolada de uma planta, como protoplasto, células, tecidos e órgãos) é cultivado de forma asséptica em meio nutritivo (conhecido como meio de cultura e que contém, entre outros constituintes, água, sais minerais, vitaminas, aminoácidos, reguladores de crescimento e uma fonte de carboidrato) e sob condições controladas de temperatura e luminosidade. Neste contexto, a depender do tipo de explante, o crescimento pode ocorrer de modo organizado ou desorganizado. (SOUZA, et al. , 2006.)


O processo de micropropagação de mudas envolve várias técnicas a serem adotadas, a fim de obter resultados positivos. Técnicas estas, executadas em laboratório sob condições especiais. E como na cultura de tecidos simula-se o ambiente favorável a plantas, os fatores como: temperatura, umidade e disponibilidade de nutrientes são controladas.

A seguir elecamos alguns processos práticos oriundos de processos biotecnológicos. Aconselhamos aos profissionais na área da fruticultura a buscarem novos conhecimentos para um estudo mais aprofundado, pois estes exemplos são exemplos do que ocorre na fruticultura moderna. 

2.1. PRÁTICAS DE PROCEDIMENTOS

2.1.1. Métodos de propagação da bananeira


​A multiplicação das bananeiras se dá por meio de gemas que nascem em seu caule subterrâneo, originando mudas.



​Utiliza-se 07 tipos de mudas de bananeira para iniciar o cultivo, Fgura 1: chifrinho (20 a 30 cm), chifre (50 a 60 cm), chifrão (60 a 150 cm), adulta (apresentam diferenciação floral), pedaço de rizoma (frações de rizoma com gema), rizoma com filho aderido (rizoma completo com brotação lateral) e guarda-chuva (rizomas diminutos com folhas grandes, devem ser evitadas). (ALVES, 1999).
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Figura 1 - Tipos de mudas


No sistema de propagação convencional, ao separar-se os brotos do rizoma-mãe temos as mudas para o plantio, uma bananeira pode produzir tantas mudas quantas forem as folhas emitidas (38±2) até o surgimento do cacho, quando cessa esta atividade, o  número de mudas aproveitáveis na verdade está em torno de nove a dez mudas  (BORGES et al., 2004.).​


As Mudas destinadas ao estabelecimento de um matrizeiro, com o objetivo de gerar rizomas para micropropagação, têm que ser de boa procedência, de preferência, originárias de técnicas de multiplicação em laboratórios de comprovada idoneidade, com o propósito de fornecer mudas de boa qualidade para o laboratório de cultura de tecidos.

Figura 2 - Retirada do ápice caulinar na muda
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Figura 3 - Banana "Pacovan Ken".


​Através do processo convencional, a bananeira apresenta baixa taxa de multiplicação, desuniformidade na produção de mudas e pode ser um mecanismo para disseminação de pragas e doenças. Entre os métodos de propagação utiliza-se tradicionalmente, o fracionamento de rizoma e a multiplicação rápida in vivo.



A micropropagação ou propagação in vitro é uma técnica relativamente nova, que reúne desenvolvimento tecnológico proporcionando uma quantidade muito superior de mudas quando comparado ao método convencional.


Através da micropropagação, a taxa de multiplicação é elevada e a qualidade das mudas torna-se superior. Além da produção de mudas em grande escala em qualquer época do ano e com economia de tempo e espaço, a uniformidade permite sincronia da colheita.

2.1.2. Métodos de propagação da bananeira in vitro



A área onde serão retirados os rizomas e o tipo de rizoma que será propagado in vitro são escolhas relevantes ao processo, uma vez que, as mudas obtidas apresentarão as mesmas características da planta mãe. Segundo Gomes (2007), a escolha de muda é importantíssima. Dela depende, em grande parte, a sorte do bananal. Só uma boa muda formará boa touceira. Só uma boa touceira dará cachos numerosos e bem desenvolvidos. A muda deverá provir de bananal sadio, vigorosos, em franca produção.


Portanto a seleção das plantas matrizes e a área onde elas estão inseridas são primordiais para se obter êxito no processo de micropropagação. Outro fator a ser considerado é a assepsia das ferramentas utilizadas para coleta dos rizomas do bananal.


A partir destas escolhas inicia-se a execução dos protocolos da produção in vitro de mudas de bananeira. Basicamente, todos os protocolos de micropropagação envolvem as seguintes etapas: seleção de plantas matrizes e dos explantes, redução, desinfestação e estabelecimento in vitro dos explantes, multiplicação, enraizamento e aclimatização das plantas. (JUNGHANS et al., 2009.)



2.1.3. Desinfestação e estabelecimento in vitro



Na microprapagação as informações genéticas da planta mãe são mantidas fazendo com que as mudas geradas sejam idênticas a planta original. Este fato só é possível pela presença dos meristemas.  Segundo Souza et al., (2006), a grande maioria das células vegetais contém a informação genética necessária para formar uma planta completa, ou seja, são totipotentes.



Meristema é um tecido vivo com multiplicação intensa de células que dão origem a novos tecidos necessários para o crescimento de uma planta. Mediante técnica apurada, por excisão, um meristema é cultivado em meio de cultura apropriado, passando a dar origem a outros por divisões sucessivas ou clonagem in vitro, que separados individualmente em tubos de ensaio, darão origem a novas plantas exatamente iguais, livres de moléstias. (LORENZI et al., 2008).



Procedimentos devem ser rigorosamente conduzidos para evitar contaminações, que se constituem em um dos problemas mais sérios na cultura de tecidos de plantas. Souza et al., 2006. Portanto são necessárias precauções para manter a manipulação asséptica dos rizomas, para que não haja perda de material durante o processo de micropropagação.


Quando coletados os rizomas são lavados em água corrente e retiradas as primeiras camadas do pseudocaule. Após esta etapa são novamente lavados em água corrente, e com auxílio de uma esponja e detergente neutro, passam pela primeira etapa de assepsia que ocorre no interior do laboratório. Rizomas são caules subterrâneos dotados de reservas, com nós, gemas e escamas. São mais ou menos cilíndricos e crescem lateralmente formando touceira. (LORENZI et al, 2008).

- Preparo de material para inoculação n vitro
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Figura 4 - Preparação e assepcia da muda

Após passarem pela primeira assepsia os rizomas são reduzidos, conservando as células meristemáticas, e mergulhados em solução de hipoclorito de sódio a 0,5%, onde são conduzidos para a câmara de fluxo laminar para mais uma etapa de desinfestação.

[image: Introdução 28_04_10 003.jpg]

Figura 5 - Pedaços do rizoma em solução de álcool

Nesta, os rizomas são inseridos em álcool 70% por 5 minutos e em seguida são colocados em solução de hipoclorito a 1,5%, onde permanecem por 30 minutos, e lavados três vezes com água destilada autoclavada. 

                              


Figura 6 - Redução dos explantes


Posteriormente os explantes serão reduzidos e inoculados em meio de cultura MS (Murashige & Skoog,1962) acrescido de 1,0 mg de BAP. Explante segundo Souza et al. ,(2006), é  a parte da planta que é cultivada em meio artificial com o objetivo geral de iniciar um sistema de regeneração in vitro.



                                


 Figura 7 - Explantes inoculados em meio MS.                                                        

2.1.4. Fases de multiplicação e enraizamento 

Após a fase de estabelecimento da cultura o material é transferido para meio MS (Murashige & Skoog,1962) + 4,0 mg/L benzilaminopurina (BAP) + 0,1 mg/L ácido indol butírico (IBA), onde permanecerão por todo o processo de multiplicação, havendo subculturas de 20 em 20 dias . Quanto maior o número de subcultivos maior a probabilidade de ocorrência de plantas com alterações genéticas, ou seja, de variantes somaclonais. (JUNGHANS, 2009.)
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Figura 8 - Etapa de multiplicação. 

Após os ciclos de multiplicação, a próxima etapa é a do enraizamento, onde os brotos gerados são individualizados e transferidos para meio de cultura MS ½ (Murashige & Skoog,1962) sem reguladores de crescimento.


Ao longo de todo processo de multiplicação in vitro os explantes contaminados por fungos e/ou bactérias são desprezados, sendo autoclavados para o controle de contaminantes no interior do laboratório.
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Figura 9 - Etapa de enraizamento.


Os meios nutritivos utilizados para cultura de células, tecidos e órgãos de plantas fornecem as substâncias essenciais para o crescimento e controlam, em grande parte, o padrão de desenvolvimento in vitro. Caldas et al. ,1990. É através do meio de cultura que as plantas produzidas in vitro conseguem se desenvolver, tornando-se um fator limitante para produção de mudas em laboratório. 

2.2. Exemplos na micropropagação da bananeira

2.2.1. EFEITO DA VENTILAÇÃO DO FRASCO E CONCENTRAÇÃO DA SACAROSE NO CULTIVO IN VITRO DE BANANA (Musa sp.). 

2.2.1.1. Práticas e Processos 

Estudos realizados por Antunes et. al. (2010),  onde usou-se mudas de bananeiras Musa sp., cultivar Phya 18, as gemas apicais foram desinfestadas e inoculadas em meio de cultivo MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) com 30 g L-1 de sacarose e 7 g L-1 de ágar. Os frascos com os explantes foram mantidos no escuro durante 20 dias e, posteriormente, transferidos para iluminação artificial (16 h d-1 de fotoperíodo) e temperatura controlada (25 ± 2°C). Após o estabelecimento os explantes passaram para a fase de multiplicação em meio MS, descrito acima, acrescido de 7 mg L-1 BAP (benzilaminopurina).



Plântulas provenientes da fase de multiplicação foram transferidas para meio MS sem adição de vitaminas, sem BAP e com 7 g L-1 de ágar. Para forçar a circulação do ar ao redor dos frascos foram instalados ventiladores de computador nas prateleiras da sala de cultivo. Nas tampas dos frascos, foram feitos dois furos de 10 mm de diâmetro. Para evitar a entrada de microorganismos patógenos, os furos foram cobertos com filtros de membrana (Milliseal, diâmetro do poro 0,5 µm; Millipore).


Os melhores resultados apresentados mostraram que  a massa fresca (1,05 g), massa seca (0,08 g) e número de folhas (3,22 folhas) foram obtidos quando as plântulas foram cultivadas em frascos com filtros e submetidas à ventilação em meio com 15 g.L-1 de sacarose. 


Os valores de massa fresca, massa seca e número de folhas das plântulas cultivadas em frascos sem filtros e sem ventilação foram aproximadamente reduzidos à metade comparados àqueles obtidos no melhor tratamento.


De acordo com os resultados apresentados pode-se dizer que apesar das plântulas crescerem fotoautotroficamente em meio sem fonte de carbono, o crescimento foi melhor em meio com baixa concentração de sacarose (15 g.L-1) de sacarose comparado às plântulas em meio com alta concentração (30 g.L-1). Este resultado é semelhante ao obtido com craveiro (Dianthus caryphyllus) (KOZAI e IWANAMI, 1998) onde o aumento da concentração de sacarose foi prejudicial ao crescimento das plântulas in vitro. 


2.2.2. INFLUÊNCIA DA LUZ NATURAL E ARTIFICIAL NA PROPAGAÇÃO IN VITRO DE BANANEIRA EM DIFERENTES CONCENTRAÇOES DE SACAROSE.

Segundo estudo de Altman et al. (1999) para que a aplicação da micropropagação na produção comercial de mudas se torne viável e possa competir com os métodos tradicionais de propagação, é necessário reduzir os custos de produção. Dentre os vários fatores que interferem no custo de produção dessas mudas, recentemente têm – se destacado a utilização de luz natural e de fontes alternativas de carboidratos, como descrito por Kodym & Zapata-Arias (2001) que observaram resposta de plantas micropropagadas na presença de luz natural, sacarose na forma de açúcar comercial e substituição do ágar parcialmente por amido de milho. Dessa forma pode – se reduzir o custo com a micropropagação em até 90%. Já Zimmerman et al. (1995) usaram agente de solidificação misto (5% de amido de milho e 0,05% de Gelrite) para cultura de tecido de frutíferas, obtendo também bons resultados para a diminuição de custos na micropropagação.


Foram utilizadas mudas de bananeira cultivar Prata (Musa sp), do tipo chifre e chifrinho coletadas em propriedades de produtores da região de Delfinópolis – MG.


Após a obtenção das mudas, estas foram limpas e reduzidas retirando-se algumas bainhas foliares e depois levadas ao Laboratório de Biologia Molecular e Propagação de Plantas da Fundação de Ensino Superior de Passos, associadas à Universidade do Estado de Minas Gerais – FESP/UEMG, onde passaram por uma nova lavagem e outra diminuição do tamanho das mudas, sendo as bainhas mais externas retiradas e o pseudocaule cortado, reduzindo-se o tamanho das mudas a 6 cm de comprimento (4 cm de pseudo caule e 2 cm de rizoma) por 2 a 3 cm de diâmetro.


​A desinfecção e posterior inoculação dos explantes foram realizadas em ambiente asséptico, em câmara de fluxo laminar. Os explantes foram rapidamente imergidos em álcool comercial 70% durante cinco minutos para a quebra da tensão superficial, e colocados em solução de água e hipoclorito de sódio (2% de cloro ativo) na proporção de 1:1, por 10 minutos. Após a desinfestação os explantes foram lavados três vezes com água deionizada.



Ainda dentro da câmara de fluxo os explantes passaram por sucessivas reduções de volume mediante a retirada de bainhas e corte do rizoma, com o auxilio de pinças e bisturis devidamente esterilizados em autoclave e flambados a cada inoculação, sobre papel esterilizado, até atingirem cerca de 1 cm, com o rizoma com cerca de 1 a 2 mm de espessura. Após este processo, os explantes foram inoculados em frascos de 200 ml com 50 ml de meio MS, ágar a 0,8%, 2,5 mg L-1 de BAP (6-benzilaminopurina) em duas concentrações de sacarose, 45 g L-1 e 22,5 g L-1 respectivamente.



A inoculação foi realizada com dois explantes por vidro, sendo colocados 50 frascos em sala de crescimento em temperatura ambiente, irradiância de fótons de 36 mol m-2s-1 e fotoperíodo de 16 horas e outros 50 frascos em temperatura ambiente com a exposição à luz natural, portanto, sem o controle de irradiância e fotoperíodo, ambos com variação de sacarose, havendo 25 frascos com 45 g L-1 e 25 com  22,5 g L-1 de sacarose, para cada ambiente, ou seja, com luz natural e artificial.


Os resultados apresentados quanto ao número de explantes diferenciados foram maiores nos tratamentos onde o desenvolvimento dos tecidos se deu na presença de Luz Artificial, indicando que a distribuição dos diferentes comprimentos de ondas necessários para a fotomorfogênese dos tecidos foi suprida de forma adequada por este tratamento. Notou-se ainda um maior número de explantes oxidados e contaminados na presença da luz natural quando comparados ao tratamento com a luz artificial. Esse fato evidencia de forma clara que a luz natural por possuir uma maior quantidade e intensidade de fótons propicia uma ação mais rápida e significativa das enzimas de oxidação celular culminado com uma diminuição dos explantes viáveis no estudo da ordem de 32,5%.


Quando analisamos a relação entre a disponibilidade de carbono no meio de cultura (sacarose total e metade da dose), não observamos uma grande diferença entre os tratamentos, evidenciando, que a metade da dose de sacarose (22,5 g L-1) é suficiente para manter o fornecimento de carboidratos para a manutenção, crescimento e diferenciação dos explantes de banana, e dessa forma ajudando a reduzir o custo de produção das mudas. 

Concluiu-se que a luz artificial se mostrou mais eficiente para a produção de mudas de bananeira em condições de cultivo in vitro e que a menor concentração de sacarose se mostrou suficiente para fornecer energia aos explantres durante o período experimental estudado. 

2.3. Exemplos de micropropagação no Abacaxi


2.3.1.CULTIVO DE MERISTEMAS APICAIS DE PLANTAS IN VITRO PARA LIMPEZA VIRAL EM ABACAXI.

No estudo de Souza Duarte et al. (2010) com material vegetal foram usadas plantas do híbrido da Cv. Ajubá, cultivadas em telado e previamente indexadas, onde se comprovou a presença do vírus. O método de indexação utilizado foi o desenvolvido por Andrade et al. (2010). As plantas foram identificadas, com cada gema axilar identificada individualmente. As gemas a partir do terço superior do talo foram removidas, desinfestadas e introduzidas em tubos de ensaio, individualmente em meio de cultura MS sem qualquer regulador de crescimento (Souza et al., 2009). Numa primeira etapa do processo, as gemas foram introduzidas com aproximadamente 5 a 7 mm, com retirada  do máximo de tecido ao redor da mesma e incubadas em câmara de crescimento com temperatura de 27°C± 1; intensidade de fluxo de fótons de 22 µEm-2s-1e fotoperíodo de 16 horas. Numa segunda etapa do processo, as plantas únicas oriundas destas gemas foram levadas para a cabine de fluxo laminar e, com auxílio de um microscópio estereoscópio, foi realizada a excisão do meristema apical com aproximadamente 1 mm, que foi em seguida cultivado em meio MS + 0,5 mg de BAP/L, 30 g de sacarose/L, e 2,0 g/l de Phytagel.



As condições de incubação foram as mesmas da etapa anterior. Após o desenvolvimento dos meristemas e obtenção de planta inteira, foi realizada nova indexação, pelo seguinte critério: foi utilizado como controle, um lote de plantas oriundas da primeira etapa, ou seja, plantas que foram obtidas in vitro, mas não passaram pela segunda etapa de retirada de meristema reduzido. 

Os resultados obtidos com as gemas introduzidas na primeira etapa levaram aproximadamente 60 dias para se desenvolver, o que inclui o intumescimento e o desenvolvimento da planta. Entretanto, se optou que a planta atingisse um maior tamanho, para permitir maior êxito na retirada do meristema apical, por ser um procedimento extremamente delicado, uma vez que se utilizou em uma planta monocotiledônea in vitro. Não existem, até o momento, registros desse procedimento em plantas in vitro de abacaxi, até pela dificuldade que apresenta o uso de seu meristema apical em plantas in vivo.



Extremamente aquoso e difícil de ser identificado, além da facilidade e bons resultados obtidos com as gemas axilares de talos ou coroas, o uso de meristemas apicais em abacaxi é pouco expressivo e praticamente não é usado, ainda que Albuquerque et al. (2000), tenham utilizado esse tipo de explante para limpar plantas infectadas por Fusarium subglutinans f. sp. ananas, agente causal da fusariose.


O desenvolvimento das plantas nesta segunda etapa foi extremamente lento, em decorrência, principalmente, ao tamanho do meristema. Esse comportamento é também observado em outras espécies cujo cultivo de meristema é usado para limpeza clonal e onde o tamanho do explante é decisivo para o êxito do trabalho. Em morango, a metodologia descrita por Biswas et al. (2007) relata que o meristema deve estar entre 0,3 e 0,5 mm para que a remoção do vírus seja obtida.

O resultado com as plantas da primeira etapa apenas, mostrou que a simples passagem pela cultura de tecidos não foi suficiente para remover o vírus, como mostraram os resultados da posterior indexação. Do lote de seis plantas controle (plantas da primeira etapa) 100% seguiam com a presença do vírus.

Das plantas que foram cultivadas nas duas etapas, obteve-se 50% de recuperação, resultado considerado muito interessante, visto que não se utilizou nenhum tipo de termoterapia ou estratégia acessória. Como uma planta adulta de abacaxi pode ter aproximadamente 20 gemas possíveis de serem introduzidas in vitro, ao considerar os terços médio e superior, a recuperação de 10 plantas garante matrizes que podem ser usadas para micropropagação de plantas efetivamente sadias.

O estudo concluiu que a passagem de uma planta pela cultura de tecidos pode melhorar muito seu desempenho no campo, com aumento da produtividade pela sanidade e padronização do material plantado. Entretanto, apenas esse procedimento não pode garantir a limpeza do clone, se este está infectado por vírus.

2.3.2. MONITORAMENTO DO CRESCIMENTO IN VITRO DE GERMOPLASMAS PRESERVADOS DE ABACAXIZEIRO.


Neste estudo de Matsumoto e Cardoso (2010) com 1.175 tubos de 124 acessos de abacaxizeiro (Ananas comosus e Ananas sp.). As gemas de 7 a 10 mm de comprimento, dos acessos de abacaxizeiro haviam sido inoculadas e cultivadas in vitro por 10 a 40 meses nos meios de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980; 20 g/l de sacarose; 7 g/l de Agar), MCA (1/4 x macronutrientes de MS (Murashige & Skoog, 1962);  1/2 x micronutrientes de MS; 1 x vitaminas de MS; 30 g/l de sacarose; 7 g/l de Agar) e ½ MS ( ½ x sais de MS; 1 x vitaminas de MS; 20 g/l de sacarose; 7 g/l de Agar), sem reguladores de crescimento em tubos de ensaio, em uma câmara de crescimento de temperatura de 20 °C e 40-50 µmol·s-1m-2 de intensidade luminosa com fotoperíodo de 12 horas de luz. 

Os carácteres monitorados foram alturas de plântulas, existência de folhas verdes, brotações, ápices vivas, raízes e meios de cultura ressecados, além de existência de contaminações microbianas. Números de tubos de cultura em que plântulas apresentam caracteres acima foram anotados. Os resultados em abacaxizeiro cultivado in vitro, 70% das plântulas chegaram mais de 150 mm de altura após 22 meses de cultivo. A maioria das plântulas mantém folhas verdes, mas aumentam folhas amarelas ou mortas após 20 meses do cultivo. Alguns acessos que necessitam repicagem (subcultura) também aumentam neste período e, em relação aos meios de cultura, as plântulas no meio MCA mostram alturas mais altas que no meio WPM após 20 a 22 meses de cultivo. Em comparação entre meios MCA e 1/2MS, as plântulas tendem alturas mais altas e menos folhas amarelas no meio de 1/2MS após 11 meses de cultivo. Não houve diferença na frequência de ápices vivos, mostrando que todos os meios de cultura serviram bem para a conservação in vitro. Pode sugerir, entretanto, de usar o meio de 1/2MS para conservação in vitro de abacaxizeiro quando tubos altos (maior de 150 mm) são disponíveis.

Em caso de uso de tubos baixos, podem ser usados meios de MCA ou de WPM, ou ainda o meio de 1/2MS com redutores de crescimento tais como acido abscísico e paclobutrazol (Souza et al., 2006). Neste último caso, entretanto, deverá ser previamente analisados os efeitos residuais dos produtos se não haver prejuísos na propagação e utilização dos acesssos conservados. Em todos os casos, os acessos de germoplasmas podem ser preservados in vitro pelo menos até 20 meses.


O período ideal de subcultura para abacaxizeiro in vitro são 20 meses em nossas condições de cultura. Após este período, aumentam as folhas amarelas ou mortas, enquanto, a composição básica do meio de cultura pode influenciar em altura das plântulas e senescência das folhas.



2.3.3. EFEITO DA VENTILAÇÃO DO FRASCO E CONCENTRAÇÃO DA SACAROSE NO CULTIVO IN VITRO DE ABACAXI (Ananas comosus).


Em estudos realizados por Antunes F., Mendes, P.S,  Araújo W.F., Chagas, E. A., Donini L.P., Couceiro, M. A.  Relatam que a cultura do abacaxi tem se destacado em Roraima pela expansão da área cultivada, entretanto, esta expansão ainda é pouco significativa no cenário nacional. Além disso, a expansão da cultura não está acompanhada da melhoria das técnicas de produção de mudas e de manejo da cultura, o que tem desestimulado muitos produtores. A baixa qualidade das mudas está diretamente relacionada com a baixa produtividade e a vulnerabilidade e disseminação de pragas e  


Uma alternativa para produção de mudas de qualidade é a utilização de sistemas de propagação in vitro. Nesses sistemas as plantas são propagadas vegetativamente em ambiente controlado, o que garante o controle de patógenos, a homogeneidade de produção e a redução do tempo de formação das mudas pelo rígido controle do ambiente (TORRES et al., 1998). Porém, o ambiente do cultivo convencional in vitro (heterotrófico e fotomixotrófico) é completamente diferente do ambiente ex vitro e, frequentemente, é a causa de características, anatômicas e fisiológicas, anormais nas plantas (AFREEN et al., 2000). 


Outro fator crucial negativo relacionado às condições convencionais de cultivo in vitro é a baixa concentração de CO2 dentro do frasco, alcançando rapidamente o ponto de compensação. Como consequência, as plantas apresentam baixas taxas fotossintéticas durante o resto do fotoperíodo. Foi comprovado o aumento no crescimento, desenvolvimento e na porcentagem de sobrevivência das plantas relacionadas com o aumento da ventilação dos frascos de cultivo (ZOBAYED et al., 2000). Isto se dá porque a cultura clorofilada pode desenvolver-se vigorosamente em meio sem adição de açúcar (cultivo fotoautotrófico), pela melhora do ambiente in vitro, promovendo a fotossíntese, transpiração e absorção de nutrientes inorgânicos do meio de  cultivo. 


Os explantes utilizados foram gemas provenientes de filhotes de plantas matrizes de abacaxizeiro, cultivar Perolera, cultivadas no campo experimental da Biofábrica, Universidade Federal de Roraima (UFRR). As gemas foram desinfestadas e inoculadas em meio MURASHIGE & SKOOG (1962) (MS) acrescido com 7,0 mg L-¹ BAP (benzilaminopurina) em meio gelatinoso, pH 5,7 ± 0,1 e transferidos para iluminação artificial (16 h d-1 de fotoperíodo) e temperatura controlada (25 + 2°C). Após o estabelecimento, durante a fase de multiplicação, os explantes foram repicados em meio MS líquido acrescidos com BAP 1,0 mg L-¹ e ANA (ácido naftalenacético) 0,25 mg L-1, pH 5,8 ± 0,1. 

Para os experimentos, plântulas provenientes da fase de multiplicação foram transferidas para meio MS líquido na mesma composição descrita acima. Para forçar a circulação do ar ao redor dos frascos foram instalados ventiladores de computador nas prateleiras da sala de cultivo. Nas tampas dos frascos, foram feitos dois furos de 10 mm de diâmetro. Para evitar a entrada de microorganismos patógenos, os furos foram cobertos com filtros de membrana (Milliseal, diâmetro do poro 0,5 µm; Millipore). 


Os tratamentos consistiram no fatorial de três concentrações de sacarose (0, 15, e 30 g L-1) e três condições de ventilação do frasco: (1) frasco sem filtro e sem ventilação (S/V), (2) frasco com filtros em prateleiras sem ventiladores (CF/SV) e (3) frascos com filtro em prateleiras com ventiladores (CF/CV). 

Os parâmetros avaliados foram: número de brotos maiores que um centímetro (NB), massa fresca (MF) e massa seca (MS). Para cada tratamento foram utilizados quatro frascos com 3 plantas por frasco, sendo considerado cada planta uma repetição. Os resultados foram obtidos pelas médias de oito repetições para cada tratamento. Os resultados apresentados mostraram que a massa seca (0,26 g) e número de brotos (7,38 brotos) foi obtido quando as plântulas foram cultivadas em frascos com filtros e submetidas à ventilação em meio com 30 g.L-1 de sacarose. Os valores de massa fresca foram maiores em plântulas cultivadas em frascos sem filtros em meio com 30 g.L-1 de sacarose (3,89 g) e em frascos com filtros e submetidos à ventilação em meio com 15 g.L-1 de sacarose (3,83 g). 


A ventilação promoveu o aumento do número de brotos e matéria seca em meio na presença de sacarose, independente da concentração. Em relação ao número de brotos, houve um aumento de 130% quando as plântulas foram cultivadas em frascos com filtros e submetidas à ventilação, comparados a plântulas cultivadas em frascos sem filtros em meio com 15 g.L-1 de sacarose. Em relação à massa seca, o aumento foi de 42% para plântulas cultivadas em frascos com filtros e submetidas à ventilação, comparados a plântulas cultivadas em frascos sem filtros em meio com 15 g.L-1. 


Em meio sem sacarose não houve formação de novos brotos e os valores de massa seca e fresca foram semelhantes para todos os tratamentos. O aumento da concentração de sacarose no meio de cultura de 15 para 30 g.L-1 aumentou a massa seca e o número de brotos das plântulas em todos os tratamentos. Em relação à massa fresca, o aumento da concentração de sacarose estimulou o crescimento das plântulas cultivadas em frascos sem filtros (aumento de 70%) e em frascos com filtros sem ventilação (aumento de 16%), e pouco alterou (redução de 8%) os valores para as plântulas cultivadas em frascos com filtros submetidos à ventilação 


Em meio sem açúcar no meio de cultura a contaminação pode ser facilmente controlada e as plântulas são forçadas a desenvolver o seu aparelho fotossintético durante o cultivo in vitro o que facilitaria a sua aclimatização ex vitro e a sobrevivência ao ambiente externo (KOZAI et al., 2005). Além disso, a presença de sacarose ao meio de cultura e o cultivo em frascos fechados, que não permitem trocas de ar com o ambiente externo, são responsáveis por anomalias na fisiologia e morfologia das plantas in vitro. Desta forma é necessário a busca de melhorias do ambiente in vitro de forma que a planta consiga crescer e se desenvolver em condições semelhantes ao ambiente ex vitro. 
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