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No Brasil considera-se platano so-
mente a banana do tipo Terra, conhe-
cida como Pacovan (no Amazonas),
D’Angola, Banana-comprida, Banana-
-da-terra ou Farta-velhaco, em outros
estados, consumida preferencialmente
cozida, frita, assada, na forma de
mingau ou utilizada no preparo de fari-
nha (Cunha, 2019). O platano cultivar
Pacovan é amplamente cultivado no
estado do Amazonas (Borges, 2016),
seus frutos podem atingir até 26 cm de
comprimento e pesar meio quilo, cuja
polpa é mais consistente que a da bana-
na (Cunha, 2019).

Assim como ocorre com as demais
cultivares de bananeira, os plantios do
platano cultivar Pacovan sédo estabele-
cidos, predominantemente, com mudas
de propagacgdo vegetativa produzidas
pelo método convencional, ou seja,
a partir de perfilhos ou brotos laterais
obtidos de plantas adultas de plan-
tios estabelecidos (Alves et al., 2004;
Borges, 2016). No entanto, devido a
diversas vantagens do uso das mudas
provenientes de micropropagacao, os
sistemas de produgéo de bananeira de-
senvolvidos pela Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) tém
recomendado o uso prioritario desse tipo
de muda em detrimento das mudas ob-
tidas pelo método convencional (Pereira
et al., 2010; Borges, 2016).

O plantio de mudas de bananeira mi-
cropropagadas é indiscutivelmente mais
vantajoso em comparagao ao plantio de
mudas advindas do método convencio-
nal, visto que propicia a clonagem de
plantas selecionadas em menor escala
de tempo, com uniformidade e superior
qualidade sanitaria (Alves et al., 2004;
Borges, 2016). Além dessas vantagens,
destaca-se o fato da produgédo em gran-
de escala de plantas em espaco fisico
reduzido (Souza et al., 2006; Santos-
Serejo et al., 2009). E o tipo de plantio
que tem produgcdo mais uniforme e
precoce do que o estabelecido com mu-
das convencionais, com redugao de até
quatro meses para inicio do florescimen-
to no primeiro ciclo de produgéo, e pro-
dutividade em peso de cachos até 30%
superior, além disso sdo mais precoces
também na producéo de perfilhos, com
estes em maior niumero por ano (Souza
et al., 2006).



Considerando as vantagens do
uso das mudas micropropagadas e
a importancia do cultivo do platano
cultivar Pacovan na regido Norte do
Pais, estudos para otimizar o processo
de micropropagacéo foram realizados
no Laboratério de Cultura de Tecidos
de Plantas da Embrapa Amazonia
Ocidental (Facanha et al., 2017, 2018).
Estabeleceu-se um protocolo eficiente
para micropropagacao do platano culti-
var Pacovan com taxas de multiplicagéo
acima de 400 plantas/apice caulinar ino-
culado in vitro em periodo entre 150 e
180 dias, observando desde o isolamen-
to do explante até a obtengao de plantas
aptas para aclimatacéo.

Neste documento s&o descritas as
etapas do protocolo otimizado para
micropropagacdo do platano cultivar
Pacovan a partir de apices caulinares
cultivados em meio semissolido. A
adocdo da metodologia na rotina de
producdo em escala dessas mudas
clonais, descrita neste documento, pode
resultar em variagdes nos rendimentos
em funcéo das adaptagdes e condigdes
especificas de cada laboratorio.

Dessa forma, sugere-se seguir as
orientagdes de acordo com o descrito,
para que o resultado final seja préximo
do obtido nos estudos do Laboratério
de Cultura de Tecidos de Plantas da
Embrapa Amazoénia Ocidental.

Selecdo de matrizes
e coleta de mudas
no campo

A selecdo das plantas matrizes
€ de fundamental importancia para
a qualidade das mudas produzidas.
Recomenda-se usar matrizes que pos-
suam certificado de origem para garantir
a qualidade e fidedignidade dos gendti-
pos multiplicados. Para esse fim & muito
importante que os laboratérios com
produgdo comercial mantenham seu
préprio campo de matrizes devidamente
registrado e estabelecido a partir de ma-
terial com origem genética conhecida,
livre de pragas e doengas e manejado
corretamente, com controle de plantas
daninhas e nutricdo adequada, garan-
tindo a expressao do potencial genético
das plantas, bem como suas condigdes
fisioldgicas otimas.

Das plantas matrizes s&o retiradas
as mudas do tipo chifrinho (20 cm a 30
cm de altura com folhas lanceoladas)
e chifre (30 cm a 60 cm de altura com
folhas lanceoladas) (Figura 1), das
quais serao obtidos os apices caulinares
que serao utilizados como explante na
micropropagacgao. A coleta das mudas
no campo € realizada com auxilio de
ferramenta cortante, por exemplo, ferro
de cova ou enxaddo. E importante que
essas ferramentas estejam devidamen-
te limpas e higienizadas. No corte para
coleta da muda, deve-se evitar danificar
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0 rizoma da planta-mae, bem como o
apice caulinar, que sera extraido no
laboratorio para inoculagéo in vitro em
condigdes assépticas.

Figura 1. Mudas do platano cultivar Pacovan
utilizadas para extragdo do apice caulinar,
utilizado na micropropagacao.

As mudas coletadas no campo pas-
sam por uma limpeza inicial, para elimi-
nar o solo aderido ao rizoma, o excesso
de folhas e raizes e as partes necrosa-
das, mantendo intacta a regiao do apice
caulinar. Apés a limpeza, o rizoma deve
apresentar em torno de 15 cm a 25 cm,
dois tergos da parte aérea e um terco da
parte basal (Figura 2A).

Reducao e
desinfestacao
superficial do rizoma
para isolamento

do apice caulinar

Na area de recepgao e lavagem do
laboratorio realiza-se a redugao do ta-
manho dos rizomas até que se atinja a
dimenséao adequada para, em condi¢oes
assépticas, efetuar a desinfestacéo e o
isolamento do apice caulinar que sera
inoculado in vitro. A primeira limpeza é
feita com auxilio de faca ou facéo, elimi-
nando-se as raizes e os residuos mais
grosseiros de solo aderidos ao rizoma
(Figura 2B). Em seguida, o rizoma é
lavado em agua corrente, para retirada
da sujidade mais fina, e, também com
auxilio de faca ou facédo, séo retiradas
as bainhas mais externas e efetuado
o corte do rizoma, fazendo incisdes
retas para evitar atingir o apice caulinar
(Figura 2C, 2D, 2E ), até que o explante
seja reduzido ao comprimento de 5 cm
a6 cm (3 cm a4 cm de pseudocaule
e 2 cm de rizoma) por 2 cm a 3 cm de
didmetro (Figura 2F).

Durante o processo de reducéo, an-
tes de atingir o tamanho final, o explante
sera submetido a desinfestagdo em con-
dicdes assépticas, lavado de duas a trés
vezes em agua com detergente. No final
da redugao, os explantes sdo colocados



em recipiente contendo agua estéril
com adigéo de 4% de alcool comercial
(92,8% de alcool) e 4% de hipoclorito de
sodio comercial (2,5% de cloro ativo), na
proporcao de 25 a 30 explantes por litro
de agua. Nesse recipiente (Figura 3), os
explantes sao transportados para cama-
ra de fluxo laminar, previamente esteri-
lizada (luz UV), para serem submetidos
a desinfestacao superficial e isolamento
do apice caulinar. Dessa fase até obter
as plantas enraizadas para aclimatacéo,
os explantes devem ser manipulados

(E)

e mantidos em condigdes assépticas.
As manipulagdes sao realizadas em
camara de fluxo laminar esterilizada (luz
UV). Vidrarias, instrumentos (pingas e
cabos de bisturis), recipientes e a agua
utilizada nos procedimentos durante a
manipulagdo dos explantes, bem como
os recipientes com meio de cultura, séo
previamente esterilizados por autoclava-
gem em temperatura de 121 °C e 1,1 Kgf
cm, por 15 minutos no caso de meio
de cultura e por 40 minutos nos demais
materiais de apoio.

(F)

Figura 2. Processo de reducgdo do rizoma até atingir as dimensdes adequadas para o processo

de desinfestagao.

Fotos: Pamela Keiko Harada
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Figura 3. Explantes preparados para serem
levados a camara de fluxo laminar para de-
sinfestagéo superficial e isolamento do apice
caulinar.

Na cémara de fluxo laminar, os
explantes passam por desinfestagdo
superficial pela imersdo em alcool co-
mercial 70% por 5 minutos; na sequén-
cia, em solugdo com 50% de hipoclorito
de sédio comercial (2,5% de cloro ativo)
+ 50% de agua destilada estéril + sur-
factante Tween 20 (2 gotas para cada
100 mL de solugao) durante 30 minutos.
ApOs a desinfestacao, os explantes sao
submetidos a trés enxagues por imersao
em agua esterilizada por 2 minutos para
eliminacdo de residuos dos produtos
desinfestantes. No enxague utiliza-se a
proporcao de 25 a 30 explantes por litro
de agua esterilizada.

Isolamento e
inoculacao in vitro
do apice caulinar

Apos a triplice lavagem, com auxilio
de pinga e bisturi e sobre placa de Petri
ou papel esterilizado, os explantes séo
reduzidos pelo corte do rizoma e reti-
rada de bainhas até atingirem cerca de
3,0 cm de comprimento. Esse tamanho
é dividido em partes aproximadamente
iguais de rizoma e parte aérea (Figura
4A) e inoculados, individualmente, em
posig¢ao vertical, em tubos de ensaio ou
frascos contendo meio de estabeleci-
mento (Figura 4B). O meio de estabele-
cimento é composto pelos sais minerais
e vitaminas formulados por Murashige e
Skoog (1962), suplementado com 30 g
L de sacarose e 6 g L' de agar, com pH
ajustado para 5,8 £ 0,1. Para inoculagao
em tubo de ensaio com dimensdes de
150 mm x 25 mm, sao distribuidos 10
mL de meio por tubo, e quando utiliza-
dos frascos com dimensdes de 6,5 cm
x 10 cm, s&o distribuidos 30 mL de meio
por frasco.

Apoés inoculagdo no meio de esta-
belecimento, as culturas sdo mantidas
por 20 dias em sala de cultivo com
temperatura de 251 °C, nos oito primei-
ros dias na auséncia de luz, condigao
geralmente estabelecida cobrindo os
recipientes de cultivo com plastico preto;
e, no periodo restante, sob fotoperiodo
de 16 horas em intensidade luminosa de



30 pmol m?2s™ ou préximo a 2.000 lux.
Nessa etapa, diariamente, é realizada a
checagem da cultura. Recipientes identi-
ficados com crescimento de fungos e/ou
bactérias sdo descartados, assim como
aqueles com explantes mortos, o que
geralmente ocorre devido a oxidagéo de
compostos polifendlicos (escurecimento
dos tecidos). Em condigbes adequadas
de assepsia e manipulagado, o indice

de contaminagao observado é inferior a
20%; valores superiores indicam proble-
ma de assepsia, que pode ser decorrente
de falhas na esterilizacdo de utensilios,
solugdes e meio de cultura, inadequada
manipulacdo dos explantes na camara
de fluxo laminar e também quando sao
utilizados explantes com tamanho maior
do que o adequado.

(A)

(B)

Figura 4. Reducgédo do explante para isolamento do apice caulinar (A) e inoculagdo no meio de

cultura (B).

Quebra de
dominancia
apical, inducao
e multiplicacao
de brotos

Apés o periodo de estabelecimento
in vitro (20 dias), os apices caulinares
estdo intumescidos e aptos para que-
bra da dominancia apical e indugao
de brotagcdes, denominada fase de

pré-multiplicagdo. Nessa fase inicia-se
o crescimento de gemas pré-existentes
e induzem-se brotagcdes adventicias,
sendo possivel visualizar a formagao
de multiplos brotos ao redor da base
do explante. Apos a pré-multiplicagéo,
as brotagbes sao individualizadas e
passam por varios subcultivos para
multiplicagdo. De acordo com resulta-
dos obtidos no Laboratério de Cultura
de Tecidos de Plantas da Embrapa
Amazoénia Ocidental, duas combinacdes
de reguladores de crescimento podem
ser utilizadas nos meios de cultura de

Fotos: Pamela Keiko Harada
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pré-multiplicagéo e multiplicagéo do pla-
tano cultivar Pacovan: acido indolacético
(AIA) + metatopolina (mT) ou AlA + ben-
zilaminopurina (BAP).

O meio de pré-multiplicagdo é
composto por sais e vitaminas de MS
(Murashige; Skoog, 1962) suplementa-
do com os reguladores de crescimento
AlA (acido indolacético) a 1,0 uM e BAP
(6-benzilaminopurina) a 4,5 yM ou mT
(metatopolina) a 4,5 uM, 30 g L' de sa-
carose e 6 g L' de agar, com pH ajusta-
do para 5,8 + 0,1. E importante destacar
que o AlA é termolabil, ou seja, € decom-
posto em temperatura de autoclavagem,
por isso a solugido-estoque deve ser
esterilizada por filtragdo em membranas
0,22 um, e o regulador, adicionado apos
autoclavagem e antes da solidificagdo
do meio de cultura (temperatura inferior
a 50 °C).

Na fase de pré-multiplicagdo, os
explantes sao cultivados em frascos de

(A)

vidro com volume total de 220 mL a 250
mL e 30 mL de meio por frasco, os quais
sédo vedados com tampas plasticas. Na
transferéncia do meio de estabelecimen-
to para o meio de pré-multiplicagéo, com
auxilio de pinga e bisturi, sobre placa de
Petri ou papel esterilizado, cada apice
caulinar é seccionado longitudinalmente
em duas partes, que sao inoculadas
separadamente no meio de cultura na
posicdo vertical. Em cada frasco sao
inoculadas quatro partes de apice cau-
linar. A secgéo do apice caulinar é rea-
lizada para quebrar a dominancia apical
e estimular a formagao de maior nimero
de brotacbes adventicias por explante
(Figura 5). Apos a inoculagéo as cultu-
ras sdo mantidas em sala de cultivo sob
fotoperiodo de 16 horas em intensidade
luminosa de 30 ymol m?2s, ou proximo
a 2.000 lux, e temperatura de 251 °C
pelo periodo de 20 a 30 dias.

(C)

Figura 5. Seccgao do apice caulinar (A) para quebrar a dominancia apical; inoculagdo das partes
apos secgdo (B); e inicio da formagéo de brotagbes adventicias no explante (C).



Ao final do periodo em meio de
pré-multiplicagdo, os explantes sao
transferidos para subcultivo em meio
de multiplicagdo, composto por sais e
vitaminas de MS (Murashige; Skoog,
1962) suplementado com AlA a 1,0 uM
e BAP a 20 yM ou mT a 4,5 uM, 30 g
L' de sacarose e 6 g L' de agar, com
pH ajustado para 5,8 £ 0,1. Destaca-se
que, uma vez escolhido o uso de BAP
ou de mT, o mesmo regulador deve ser
utilizado nos meios de pré-multiplicagao
e multiplicacdo. No momento da trans-
feréncia, com auxilio de pinga e bisturi
e sobre placa de Petri ou papel esteri-
lizado, devera ser realizada a limpeza
na base dos explantes e eliminagao de
tecidos escurecidos. Apds a inoculacéo,
as culturas sdo mantidas em sala de
cultivo nas mesmas condicoes da fase
de pré-multiplicagéo.

Na fase de multiplicagdo sao realiza-
dos cinco subcultivos, que consistem na
transferéncia dos explantes para frascos
com meio de cultura fresco, realizada
a intervalos de 20 a 30 dias. O numero
de subcultivos ndo deve ser superior a
cinco, para assegurar a estabilidade
genética das plantas regeneradas, visto
que quanto maior o numero de subculti-
vos, maior a probabilidade de ocorréncia
de variantes somaclonais. No momento
da transferéncia das brotacdes indu-
zidas, estas devem ser divididas em
segmentos contendo um ou dois brotos
por gema, sendo retirados os tecidos
oxidados, raizes e porgdo maiores de

parte aérea. Essa limpeza realizada nos
explantes é essencial para o controle
da liberacdo de polifendis que podem
interferir na proliferagdo de brotos. Na
transferéncia sédo inoculados de quatro
a seis segmentos por frasco com meio
fresco.

Na micropropagacgao do platano cul-
tivar Pacovan realizada no Laboratério
de Cultura de Tecidos da Embrapa
Amazédnia Ocidental, tanto BAP quanto
mT séao eficientes. Contudo, na escolha
entre esses reguladores de crescimen-
to, deve ser considerado que BAP ¢é a
citocinina mais amplamente utilizada na
industria de micropropagacgéo devido a
sua efetividade, acessibilidade e custo
de 20% a 30% inferior ao custo do mT,
que € um regulador do grupo das topoli-
nas de uso mais recente na micropropa-
gacdo. No entanto, resultados bastante
promissores tém sido observados com
uso da mT, principalmente maior alon-
gamento dos brotos, caracteristica im-
portante na fase de multiplicagéo, pois
facilita a individualizagdo das multiplas
brotagcbes no momento das repicagens.

Enraizamento
e alongamento
das brotacgoes

Apos o ultimo subcultivo da fase de
multiplicagéo, as brotagcdes com parte
aérea com cerca de 1,5 cm a 2,5 cm
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de altura estdo aptas para a transfe-
réncia para o meio de enraizamento. O
meio de enraizamento contém metade
da concentragdo original dos sais de
MS (Murashige; Skoog, 1962), vitami-
nas de MS, 2,0 g L' de carvao ativa-
do, 30 g L' de sacarose e 7 g L' de
agar, com pH ajustado para 5,8 + 0,1.
O enraizamento das brotagdes é reali-
zado em frascos de vidro com capaci-
dade de 220 mL a 250 mL e 40 mL de
meio por frasco, os quais sdo vedados
com tampas plasticas, comportando de
oito a dez brotos por frasco. Na trans-
feréncia do meio de multiplicagao para
0 meio de enraizamento, com auxilio
de pinga e bisturi e sobre placa de Petri
ou papel esterilizado, as brotagdes séo
subdivididas e tecidos oxidados, caso
ocorram, sao eliminados. A cultura para
enraizamento é mantida em sala de
crescimento nas mesmas condi¢des da
fase de multiplicagdo, por periodo de
30 dias a 45 dias, quando as plantas
enraizadas apresentam de 4 cm a 6 cm
de altura, pelo menos trés folhas e for-
macao abundante de raizes, estando
aptas para a aclimatagéo.

Aclimatizacao em
casa de vegetacao

A fase de aclimatizagdo tem como
objetivo adaptar as plantas micropropa-
gadas as condigdes ambientais ex vitro,

garantindo alta taxa de sobrevivéncia
das mudas quando estas passarem para
fase de viveiro, que precede o plantio a
pleno sol no campo. A aclimatagédo das
plantas micropropagadas é realizada
em casa de vegetagcdo, com sistema de
irrigacdo automatica por nebulizagao,
controle de luminosidade e temperatura.
Na indisponibilidade de casa de vege-
tagéo, outros tipos de estrutura podem
ser utilizados, desde que seja possivel
controlar as condigdbes do ambiente:
umidade, luz e temperatura.

O preparo para aclimatagao € inicia-
do ainda na sala de cultivo no laborato-
rio, no dia anterior a transferéncia para
a casa de vegetagdo, com a remogao
das tampas dos recipientes de cultivo
(Figura 6A). Geralmente, as plantas per-
manecem nos recipientes abertos por
periodo de 16 a 24 horas, expostas as
condigdes ex vitro dentro do laboratdrio.
Apobs esse periodo, com auxilio de pin-
¢as longas, as plantas sao retiradas com
cuidado do interior dos frascos e lava-
das abundantemente em agua corrente
para eliminar os residuos do meio de
cultura aderidos as raizes (Figura 6B).
Em seguida é realizada poda do sistema
radicular, deixando as raizes com 3 cm
a 5 cm de comprimento, e eliminagao
de folhas amareladas ou necrosadas
(Figura 6C).

Na casa de vegetagdo, o plantio
pode ser realizado em diferentes re-
cipientes, como bandejas plasticas,



tubetes ou copos de plastico, e também
com diferentes tipos de substrato, como
substrato fibra de coco ou substratos
comerciais para mudas de hortali¢as.
Pela praticidade € comum o uso de
bandejas plasticas com 24 a 72 células
(Figura 6D); geralmente, nas bandejas

Figura 6. Frascos abertos no dia anterior ao transplante das
mudas para o substrato em casa de vegetagéo (A); lavagem
das raizes para remocao de restos de meio de cultura (B);
toalete das mudas para o transplante (C); e mudas trans-
plantadas para bandeja de plastico (D).

1"

com maior numero de células, o volume
de substrato da célula € menor, portanto
€ importante considerar o tempo de per-
manéncia das mudas na bandeja e as
condic¢des de aclimatacao na escolha do
modelo de bandeja.

Fotos: Ricardo Lopes
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Apods o transplante das plantas para
0 substrato, elas devem ser mantidas
em ambiente com umidade relativa do ar
superior a 80% e temperatura entre 25
°C e 28 °C. A luminosidade do ambiente
também é reduzida, geralmente 50% da
luz natural, dependendo das condigdes
da estrutura utlizada, do local e da
época da aclimatagao. No desenvolvi-
mento deste protocolo, a luminosidade
na estrutura utilizada para aclimatagao
das plantas foi de aproximadamente
3.000 lux. Durante todo o periodo de
aclimatacado, semanalmente, realiza-se
adubacéo foliar das mudas com pulve-
rizador utilizando fertilizante comercial
formulado a base de NPK (10-10-10 ou
similar, diluindo o fertilizante conforme
recomendagdes do fabricante).

Nos primeiros 20 dias apds o
transplante, a irrigacdo deve ser mais

Fotos: Ricardo Lopes

frequente, séo sugeridos 10 s de nebu-
lizacdo a cada 10 min a 15 min. Ao final
desse periodo, as plantas geralmente
apresentam cerca de 12 cm a 15 cm de
altura e cinco a seis folhas (Figura 7A),
o sistema radicular bem estabelecido no
substrato e plantas adaptadas as con-
dicdes ambientais, entdo a irrigacéo é
reduzida para 5 s acada 10 mina 15 min
em dias quentes e a cada 30 minutos em
dias com temperaturas mais amenas.
Nessas condigdes, apds 20 dias ou 30
dias, ou seja, 40 dias a 50 dias apo6s o
transplante, as plantas atingem cerca
de 20 cm de altura e mais de dez folhas
(Figura 7B), estdo completamente acli-
matadas e aptas para a fase de viveiro.
As plantas que, durante a aclimatacao,
apresentam alguma caracteristica anor-
mal de desenvolvimento, como folhas
mal formadas e crescimento lento, sao
eliminadas.

(B)
Figura 7. Desenvolvimento das plantas do platano cultivar Pacovan aos 20 dias (A) e aos 40
dias (B) apos o transplante do ambiente in vitro para a aclimatagéo em casa de vegetagéo.



As plantas aclimatadas geralmente
sao transferidas para sacos plasticos
e mantidas em viveiro até atingirem
tamanho para plantio definitivo, porém,
no caso da utilizacdo de bandejas com
células, ou tubetes, com maior volume
de substrato, as mudas poderéo ser
mantidas no proprio recipiente da acli-
matacgao até serem plantadas no campo.
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