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APRESENTACAO

A micropropagacao de plantas é hoje uma realidade na maioria dos
paises desenvolvidos e em alguns paises em desenvolvimento, com amplas
areas cultivadas com culturas de elevado valor comercial, como € o caso
do setor fruticola do Brasil. Os beneficios da micropropagacéao utilizando
cultivo /in vitro de tecidos s@o inumeros e ja conhecidos e valorizados por
aqueles que lidam com as ciéncias agricolas e/ou que buscam produzir
mais € melhor,

Com o objetivo de colocar, na mesma mesa, cientistas pertencentes
a instituicoes de pesquisa brasileiras e da Hungria, universidades e
laboratérios comerciais especializados em producao de mudas
micropropagadas, a Embrapa Mandioca e Fruticultura apoiou a realizagao
desta reuniao em Cruz das Almas. A reunido coincidiu com a inauguragao
da Biofadbrica do Centro, construida com o apoio da Secretaria de Agricultura
do Estado da Bahia e da Embrapa e que devera ser explorada por empresa
privada com reconhecida experiéncia na producao de mudas /n vitro.

Os resultados da Reunido sobre Micropropagacao de Fruteiras e as
recomendacdes feitas para a produgd@o de mudas de bananeira via cultura
de tecidos, com énfase no controle de qualidade e métodos de producao,
podem ser considerados como de grande importancia para aqueles que
produzem ou pretendem produzir mudas de alta qualidade genética e
fitossanitéria.

A Embrapa Mandioca e Fruticultura reconhece a excelente
organizacao e coordenacao dos trabalhos feitos pelo seu pesquisador
Roberto Pedroso de Oliveira e espera que as informagoes contidas neste
Documento contribuam para elevar a qualidade dos nossos pomares
fruticolas.

Marcio Carvalho Marques Porto
Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Mandioca e Fruticultura
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Meissner Filho.




MICROPROPAGACAO DE FRUTEIRAS

Roberto Pedroso de Oliveira’

RESUMO

Neste documento sao relatados os principais resultados da Reunido
sobre Micropropagacao de Fruteiras, realizada no Centro Nacional de
Pesquisa de Mandioca e Fruticultura Tropical (Embrapa Mandioca e
Fruticultura), no periodo de 28 a 29 de abril de 1997, que reuniu
pesquisadores e produtores de mudas. Foram discutidos aspectos
relacionados a critérios para instalacao, conducédo e coleta de explantes
em bancos de matrizes, multiplicacao /n vitro de plantulas, aclimatacao de
mudas, controle de qualidade genética, fitossanitaria e fitotécnica das
mudas, certificado de qualidade das mudas, fiscalizacdo da producéo, custo
de producédo, mercado, vantagens e desvantagens das mudas
micropropagadas e as acdes em pesquisa prioritdrias em cultura /n vitro de
tecidos de bananeira. As discussdes concentraram-se em relacdo a producéo
de mudas de bananeira, no entanto, de uma forma geral, os conceitos
podem ser estendidos para outras fruteiras. Os resultados do evento
demonstraram que a troca de informacdes e experiéncias, tanto em aspectos
da produgcé@o como da comercializacdo das mudas entre os segmentos do
sistema produtivo é essencial para a sobrevivéncia das empresas e para o
desenvolvimento desta atividade agricola.

INTRODUCAO

As técnicas de cultura /n vitro de tecidos tém sido utilizadas para a
multiplicacdo de plantas em diversos paises. No Brasil, existe mais de uma
dezena de empresas trabalhando com a cultura da bananeira, produzindo
aproximadamente 4 milhGes de mudas por ano, o que é insuficiente para
atender a demanda, principalmente devido a implantacdo de grande projetos
de agricultura irrigada no Nordeste Brasileiro. Estes laboratérios estdo

' Enge Agre, MSc., Pesquisador da Embrapa Mandioca e Fruticultura, CP.007, CEP 44380-
000 Cruz das Almas - BA.
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localizados em empresas publicas e privadas nos Estados de Santa Catarina,
Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia, Pernambuco e no Distrito Federal. Os
principais problemas das empresas de micropropagacao consistem na
dificuldade de se produzir as mudas com 0 mesmo padrédo de qualidade
genética e fitossanitaria, controlando as variacoes somaclonais e a
proliferagao de viroses; o elevado custo de producao; e a dificuldade na
comercializagdo das mudas devido a falta de um planejamento pelos
agricultores. :

No periodo de 28 a 29 de abril de 1997 foi realizada no Centro
Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura Tropical (Embrapa
Mandioca e Fruticultura) uma Reuniao sobre Micropropagagao de Fruteiras,
cujo principal objetivo foi promover a troca de experiéncias entre
profissionais do setor publico e privado sobre propagacao /in vitro de plantas,
A discussao abordou critérios para a instalacao, condugdo e coleta de
explantes em bancos de matrizes, multiplicacao de plantulas /in vitro,
aclimatagcao de mudas, controle de qualidade genética, fitossanitéaria e
fitotécnica das mudas, certificado de qualidade das mudas, fiscalizacao
da produgao, custo de produgéo, mercado, vantagens e desvantagens das
mudas micropropagadas e as agées de pesquisa prioritarias em cultura de
tecidos. Embora os temas abordados sejam aplicdveis a quase todas as
culturas multiplicadas /n vitro, foi dada énfase a cultura da bananeira, em
virtude de ser uma das fruteiras mais micropropagadas no pais.

Durante a reuniao foram apresentados os resultados dos trabalhos
de pesquisa e de producao de mudas micropropagadas por cada instituigao,
seguido de discussdes pontuais sobre os temas abordados e, no final,
foram estabelecidos critérios minimos para a micropropagacéo da bananeira.

Os critérios estabelecidos para a cultura da bananeira servem de
modelo também para outras culturas.
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RESUMO DAS PALESTRAS

A MICROPROPAGAGCAO NA EMBRAPA-CNPMF

Roberto Pedroso de Oliveira'; Geni Carmen Zanol?; Alberto Duarte Vilarinhos'

O Centra Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura Tropical
(CNPMF-EMBRAPA) possui um Laboratério de Biotecnologia - Cultura de
Tecidos de aproximadamente 270 m?, adequadamente equipado, onde sdo
executados trabalhos de pesquisa nas areas de micropropagacao,
embriogénese somatica, resgate de embrides e conservacao in vitro de
germoplasma. Em micropropagacao, sao estudados protocolos visando
maximizar a taxa de multiplicacao das pléntulas, diminuir as taxas de
contaminac&o e oxidacdo durante a introducdo /n vitro e as subculturas,
maximizar a aclimatacdo e estabelecer sistemas para indexacao dos
principais patégenos e para monitorar 0s niveis de variacao somaclonal.
- Nesta area, tem-se trabalhado com vérios cultivares dipléides, tripléides e
tetrapléides de bananeira, como a Lidi, Grande Naine, Nanicao, Pioneira,
Thap maeo, Caipira, Mysore, Prata ana, FHIA-O1 e FHIA-18; cultivares de
mamoeiro como o Improved Sunrise Solo, Sunrise Solo e Tainung n°1;
cultivares/hibridos de abacaxizeiro, destacando-se quatro novos hibridos
de abacaxizeiro obtidos pelo Centro tolerantes a fusariose e que se
encontram em fase de langamento; e dezenas de variedades de mandioca.
A embriogénese somatica em bananeira e citros estad sendo estudada visando
trabalhos de hibridacdo somatica, transformacao e multiplicacéao acelerada.
O resgate de embrides vem sendo conduzido praticamente como uma
atividade de rotina em bananeira e citros, visando garantir o desenvolvimento
de navos hibridos provenientes de cruzamentos controlados em campo.
Atualmente, sdo conservados in vitro, utilizando-se temperaturas reduzidas
para diminuir a taxa de crescimento das plantas, 1000 acessos de mandioca
e 40 de bananeira, pretendendo-se aumentar os de mandioca para 1640,
os de bananeira para 100 e criar um banco /n vitro de germoplasma de
abacaxi com 100 acessos. Em maio de 1997 foi inaugurada na EMBRAPA-
CNPMF a Unidade Comercial de Producao de Mudas - Biofdbrica, composta
por uma Laboratério de Micropropagacdo de 260 m?, Laboratério de
Aclimatacdo de 168 m? e casas-de-vegetagao, apresentando uma capacidade

'Pesquisador Biotecnologia EMBRAPA-CNPMF, C.P.007, 44380-000, Cruz das Almas-BA
2Bolsista Desenvolvimento Cientifico Regional do CNPq '
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de producdo de um milhdao de mudas por ano, Os principais objetivos da
Biofabrica consistem em: produzir, rapidamente, quantidade suficiente de
mudas das novas cultivares/hibridos produzidos no CNPMF para a realizagéo
de ensaios regionais de desempenho agron8mico; produzir massalmente
mudas das cultivares/hibridos lancados/recomendados pelo CNPMF,
permitindo o acesso dos agriculteres 8 materiais geneticamente melhorados;
promover a limpeza de patégenos em materiais de pfgpagacao vegetativa
infectados; aprimorar os protocolos comereiais de micropropagagag; treinar
e estimular empresérios a investir no. setor de produgdo de mudas de alta
qualidade genética e fitossanitéria; estimular a troca de informaedes técnicas
e metodoldgicas entre empresas que trabalham com micrepropagacao e
entidades de pesquisa; conscientizar os agricultores a utilizar mudas de
alta qualidade; e contribuir para 0 aumento da produtividade e da qualidade
dos produtos agricolas produzidos no pals, por meio da instalacao/renovacao
das plantagcOes com materiais geneticamente superiores,
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APLICABILIDADE DE MARCADORES MOLECULARES (RAPD) PARA O
MONITORAMENTO DA VARIAGAO SOMACLONAL EM BANANEIRA

Alberto Duarte Vilarinhos'; Monalisa Sampaio Carneiro?; Roberto Pedroso
de Oliveira'; Sebastido de Oliveira e Silva'

A utilizagdo de técnicas de micropropagacao na multiplicacao de
bananeira tem sido um dos principais fatores de expanséo da cultura. Isso
ocorre devido ao fato dessa metodologia possibilitar a produ¢ao, em larga
escala, de mudas de alta qualidade fitossanitaria. A grande limitacdao da
técnica é a ocorréncia de variantes somaclonais, mutantes de origem
desconhecida, que em alguns casos, podem representar até 25% dos
individuos de um lote de plantas oriundas de cultura de tecidos. Alguns
efeitos dessas mutagoées, como o nanismo, sao tipicos e ocorrem com alta
freqiéncia em bananeira. Como na maioria dos casos, 0s variantes somente
sdo identificados em estaddios avancados de crescimento, os danos a
- producao sao elevados. Uma das maneiras de se identificar de forma mais
rapida esses individuos indesejaveis consiste na utilizacao de marcadores
moleculares, uma vez que estas ferramentas possibilitam andlises de plantas
em estagio precoce (in vitro). Desta forma, estd sendo conduzido na
EMBRAPA-CNPMF um trabalho com o objetivo de adequar a metodologia
de analise de marcadores RAPD em banana, estudar a diversidade genética
e verificar a sua aplicabilidade para detecgao de nanismo em clones de
cultivares do subgrupo Cavendish. A adequacao da metodologia consistiu
em modificacoes nas concentracoes de CTAB e b-mercaptonal e com a
adicdo de PVP em protocolo j& existente na literatura. Na andlise da
diversidade genética foram usados, até o momento, um total de 26 “primers”,
produzindo 124 bandas. Foram observadas diferencas entre clones oriundos
de propagacdo convencional de uma mesma cultivar. Confirmou-se a
similaridade genética das cultivares do subgrupo Cavendish (98,6%). Nos
estudos para deteccdao do nanismo, foram avaliados individuos
micropropagados normais e mutantes para o carater anao. Quatrocentos
iniciadores de reagao foram utilizados, gerando um total de 2.296 bandas.
Somente o iniciador OPH 08 apresentou um produto de amplificagao
polimédrfico, presente no grupo de individuos normais e ausente no -grupo
de mutantes. Porém, ao se analisar separadamente os componentes do

'Pesquisador EMBRAPA-CNPMF, C.P. 007, 44380-000, Cruz das Almas-BA.
2Estudante Doutorado ESALQ-USP, C.P. 83, 13400-970, Piracicaba-SP.
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grupo normal, a banda polimérfica somente estava presente em trés dos
dez individuos, nao havendo assim adequada co-segregacao desse marcador
com o cardter avaliado. Atualmente, os trabalhos direcionam-se no sentido
de identificar marcadores ligados ao nanismo, analisando-se progénies
oriundas de cruzamentos entre plantas dipléides normais e anas.
Paralelamente, procura-se comparar padroes moleculares de plantas
micropropagadas, desde a matriz até o sexto subcultivo. A expectativa
atual consiste em encontrar marcadores moleculares associados ao nanismo
em bananeiras do subgrupo Cavendish, como ocorreu na Universidade de
Queensland (Austrélia).
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PROGRAMA DE INDEXACAO PARA MUDAS MICROPROPAGADAS

Paulo Ernesto Meissner Filhc)1

O programa de indexacao proposto para fruteiras tropicais
micropropagadas é similar ao utilizado com sucesso na cultura da batata-
semente. A estratégia bésica é intensificar os testes de indexacao na planta
matriz e nas primeiras plantulas produzidas in vitro, desta forma o processo
torna-se mais econémico e menos trabalhoso. As matrizes e plantas
micropropagadas devem ser testadas para as principais viroses existentes
no Brasil na culturas em producéao, utilizando-se os métodos disponiveis
(plantas indicadoras, testes sorolégicos, PCR, etc). A chave do sucesso do
programa consiste em ter um controle rigoroso da origem de cada planta
que foi micropropagada. Entdo, cada meristema introduzido recebe um
nimero, que possibilite levantar todos os testes que foram efetuados com
a planta matriz da qual ele foi retirado. Toda a descendéncia daquele
meristema é numerada permitindo localizar todas as plantas “filhas” daquele
meristema. Assim, quando um teste de indexacdo detecta alguma virose
em qualquer meristema, é possivel eliminar com seguranca todo o material
contaminado. As mudas produzidas devem ser mantidas em casa-de-
vegetacdo ou telado a prova de insetos para evitar a re-infestacéo por
viroses. Na EMBRAPA-CNPMF foi iniciado em 1997 um programa, visando
indexar os acessos do Banco ativo de germoplasma de banana para o virus
do mosaico do pepino (CMV). O BAG de mandioca esta sendo testado,
desde 1996, para o virus do mosaico comum da mandioca (CsCMV), virus
do mosaico das nervuras (CVMV) e virus do couro de sapo (CFSD). No
futuro, espera-se estender este programa de indexacao para outras fruteiras
tropicais.

EMBRAPA-CNPMF, C.P. 007, 44380-000, Cruz das Almas-BA
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EXPERIENCIA DA EPAGRI EM MICROPROPAGACAO
Neri Samuel Dz—:ienogare1

As pesquisas desenvolvidas pela Estagao Experimental de Itajai (EEI-
EPAGRI) em micropropagacéo vegetativa, na drea de fruticultura tropical,
sdo realizadas através de trés projetos: aclimatacdo ex vitro de mudas de
bananeira produzidas por cultura de tecidos, manejo /n vitro de mudas de
bananeira produzidas por cultura de tecidos, e estabelecimento de protocolos
para multiplicacéo de cultivares de bananeira. Os objetivos gerais sdo reduzir
o tempo e a mao-de-obra necessérios para a producao de mudas e também
estabelecer protocolos que resultem na reducao destes dois itens e dos
materiais e reagentes utilizados. Os resultados obtidos até o momento séo
preliminares, mas permitem inferir que as plantulas de bananeira de tamanho
grande (6-7 cm) e médio (4-6 cm) sdo mais tolerantes ao estresse ex vitro
do que as pequenas (< 4 cm). Verificou-se, também, que é possivel sobrepor
os vidros na sala de crescimento sem nenhum prejuizo ao nimero e tamanho
das brotacdes. Em outro trabalho, estd sendo avaliada a possibilidade de
substituicdo do &gar por algodédo, como suporte para as mudas in vitro. Até
o momento, os resultados sdo animadores, faltando, no entanto, determinar
a melhor proporcéo algodao/solucao nutritiva. Como resultado importante
de pesquisa concluida em micropropagacao de bananeira, obtido na Estacao
Experimental de Itajai (EEI), é necessdrio citar o seguinte trabalho “Efeito
do tamanho do explante e da quebra de dominéncia apical sobre a brotacao
de gemas laterais na producd@o de mudas de bananeira in vitro” dos autores
Zaffari, G.R., Soliman Filho, L.F. e Stuker, H, publicado na Revista Brasileira
de Fruticultura, v.17, n.1, p.37-42, 1995. A EPAGRI, gracas a um convénio
com a empresa Duas Rodas Industrial Ltda., Jaragua do Sul-SC, viabilizou
a construcao e funcionamento do Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(L.C.T.V.). A partir de 1994, iniciou-se a produ¢cao comercial de mudas de
bananeira das cultivares Grande Naine, Nanicao, Williams Hibrida e Enxerto
(Prata Ana), sendo que até marco de 1997 foram produzidas 552.225
mudas. O L.C.T.V. atende a demanda de produtores de diversos estados
brasileiros. Visando manter a alta fidelidade genética das mudas produzidas,
o L.C.T.V. mantém dentro da EEl um banco de germoplasma para suprir as
necessidades de producdo. Este banco foi implantado com material ja
existente na Estacdo, que é submetido a vistorias criteriosas por especialistas
nas mais diversas areas. O L.C.T.V. estd sendo reformado, ampliado e
equipado, bem como o setor de aclimatagao, para possibilitar a produgao
de um milhdo ou mais de mudas por ano.

" Laboratério de Cultura de Tecidos - EPAGRI - Estagdo Exp. de Itajai, C.P. 277, Itajai, SC.
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A MICROPROPAGACAO NA EMBRAPA-CPATSA

Natoniel Franklin de Melo1

O Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Semi-Arido ou Centro
de Pesquisa Agropecuaria do Trépico Semi-Arido - CPATSA, vem
desenvolvendo trabalhos na area de micropropagacao vegetal, visando a
pesquisa, deseénvolvimento e producado de mudas de espécies vegetais de
interesse agricola para a regido Nordeste. Sua concepcéao é resultado de
um trabalho de parceria entre Embrapa Semi-Arido, Embrapa Sementes
Basicas, localizadas em Petrolina-PE, e a Companhia de Desenvolvimento
do Vale do Sdo Francisco (CODEVASF), objetivando a utilizacao de
tecnologias mais eficientes e seguras, do ponto de vista fitossanitario, na
producdao de material para instalacdo e renovacao de areas de plantio.
Atualmente, vém sendo multiplicadas, através do cultivo in vitro, espécies
como a uva (Vitis vinifera), banana (Musa spp.), abacaxi (Ananas comosus),
batata (Solanum tuberosum) e morango (Fragaria spp.). Nos dltimos 12
meses, foram produzidas cerca de 360.000 mudas destas espécies,
representando 30% da capacidade de producdo anual. Neste caso, a maior
parte do material produzido e comercializado foi de videira, principalmente
dos porta-enxertos IAC-572 e IAC-766 (Tabela 1). Estas variedades foram
cultivadas, inicialmente, através de meristemas, indexadas visando assegurar
a auséncia das principais viroses, multiplicadas in vitro por micro-estaquia,
e levadas a campo para constituicio dos matrizeiros. Em relacdo ao
desenvolvimento de novos protocolos, estao sendo feitas pesquisas com
culturas como o umbuzeiro (Spondias tuberosa), tamareira (Phoenix
dactylifera) e algaroba (Prosopis juliffora), além de algumas espécies de
pteridéfitas, ornamentais e de interesse agronémico para a regido do Vale
do Sédo Francisco. Na cultura da bananeira, trabalhos visando a toleréncia
ao estresse salino também vém sendo desenvolvidos, através da utilizacao
de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), buscando sua utilizagdo no
substrato utilizado na fase de aclimatacdao das plantas. Entre os FMAs
testados, os géneros Glomus e Acaulospora foram os mais promissores.
Finalmente, devido aos grandes prejuizos causados por pragas na cultura
do tomate (Lycopersicon esculentum), alguns métodos de regeneracao em

' Laboratério de Biotecnologia-Embrapa Semi-Arido, C.P. 23, 56300-000, Petrolina-PE.
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variedades industriais brasileiras vém sendo testados, buscando a utilizacao
de Agrobacterium como vetor na transformacdo genética desta espécie.
Neste caso, serdo empregadas algumas construcdes génicas visando
resisténcia a insetos, principalmente a traca do tomateiro (7uta absoluta) e
a mosca-branca (Bemisia argentifolii e Bemisia tabaci).

Tabela 1 - Quantidade de material vegetativo produzido e/ou comercializado pela
Embrapa Semi-Arido e SPSB/Geréncia Petrolina-PE, entre junho de 1996
e maio de 1997.

Cultura (variedade) Gemas Mudas enraizadas Total
Produtores Viveiristas Produtores Viveiristas
Videira (IAC-572) 110.758 124.488 2.590 250 238.086
Videira (IAC-766) 37800 0 e 37.800
Banana (Pacovan) O 23000 23.000
Banana (Nanicdo) — e 10.000 wrere 10.000
Abacaxi (Smooth cayenne) e e 40000 000 - 40.000
Batata (Monalisa) — e ' 10000 - 10.000
Morango (Chandlery - e 4.000 - 4.000

TOTAL 148.558 124.488 89.590 250 362.886
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PROGRAMA DE PRODUCAO DE MUDAS DE FRUTEIRAS
NA EMBRAPA-SPSB

Jodo Pereira’; Paulo César Nogueira'; José Marcio de Moura Silva?; Mério
Soter Franca Dantas’

A producao de mudas na EMBRAPA-SPSB trata-se de uma atividade
recente. Surgiu em virtude da crescente demanda por mudas de fruteiras
de qualidade. Assim, esta sendo desenvolvido um programa de producao
de mudas em parceria com o CNPMF financiado pelo CNPq através do
BIOEX, envolvendo oito Geréncias Locais do SPSB, com os seguintes
produtos: banana (cultivares Caipira, Pioneira, FHIA-O1 e FHIA-18); coco
(Anao Verde); manga (Haden, Kent, Palmer, Tommy Atkins, Van Dyke e
Zill); uva (IAC 572, IAC 766, Itélia e Piratininga e esquema de monitoramento
de virus); abacaxi (teste pré-lancamento de hibridos); maca (porta-enxertos:
M-7 e M-8, enxerto: Gala, Royal Gala e Deliciuos). Com o Instituto
Agronémico (IAC), também pelo BIOEX, o SPSB esta iniciando
desenvolvimento de mudas de citros provenientes de cavalos produzidos
sob condicOes controladas e de borbulhas provenientes de mudas
micropropagadas no IAC. A producao de mudas micropropagadas
programada para este ano é de 100.000 de banana e 90.000 de abacaxi.
A demanda devera determinar o grau de crescimento da producao de mudas
micropropagadas.

'Pesquisador da EMBRAPA-SPSB.
?Bolsista do CNPq.
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MICROPROPAGACAO NA /N VITRO BIOTECNOLOGIA

. L1 . 1
Marcus Venicius Pires ; Cleison Médas Duval

A IN VITRO Biotecnologia de Plantas iniciou suas atividades dentro
do programa de incubadora de empresas do Centro de Apoio ao
Desenvolvimento Tecnolégico da Universidade de Brasilia (UnB). E uma
opcdo para o produtor rural que sabe que o plantio de mudas sadias e
selecionadas resulta em aumento da qualidade e da produtividade da cultura.
A empresa tem um controle rigido de qualidade que comeca na escolha de
matrizes. As mudas s@o entregues aos produtores todas em tamanho
uniforme e ideal para o plantio irrigado; o desempenho das mudas no campa
é excelente, apresentando producg@o elevada, precocidade e mantendo as
caracteristicas das matrizes. No entanto, para que o produtor obtenha o
méximo das vantagens das mudas micropropagadas é necessario que a
irrigacd@o, o preparo do solo e a adubacgé@o sejam feitos de forma correta.
Para manter um elevado padréo tecnoldgico, a IN VITRO mantém intercdmbio
e tem parceria com vérias instituicoes, como a EMBRAPA, FINEP, CNPg-
MCT, Empresas Estaduais de Pesquisa, Universidades e EMATER. Desde o
inicio, as principais atividades em pesquisa da /N VITRO se voltaram para
obtenc¢ao de protocolos de micropropagacao e de metodologias de trabalho
adequados para a producao de mudas em larga escala. Outras pesquisas
vém sendo desenvolvidas juntamente com os departamentos de
Fitopatologia e Fisiologia Vegetal da Universidade de Brasilia, estando
relacionados com identificacdo e eliminacao de bactérias que surgem ao
longo do processo de multiplicacdo e ao desenvolvimento de protocolos
para producdo de mudas de novas espécies. A /N VITRO ja produziu
aproximadamente 700.000 mudas até agora. A previsdao é de entregar
600.000 em 1997 e 1.000.000 em 1998. Os principais produtos sao
banana (cultivares Prata-ana e Maca em plena producéao / Grande Naine,
Mysore e Pacovan sob encomenda), morango (Dover, Campinas e Osso
Grande em plena producdo) e abacaxi (todas as cultivares sob encomenda).
As mudas de bananeira comercializadas medem acima de 25 cm, sendo
aclimatadas com 2 meses de idade. O transporte fica por conta do cliente.

'IN VITRO Biotecnologia de Plantas Ltda., QSC 05, lote 03, 72016-050, Taquatinga-DF.
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A MICROPROPAGACAO NA EMBRAPA-CNPAT

X 1 - . 1
Diva Correia ; Maria Pinheiro F. Corréa

A EMBRAPA-CNPAT - Centro Nacional de Pesquisa de Agroinddstria
Tropical, localizado em Fortaleza-CE, iniciou, em 1987, atividades na érea
de cultura de tecidos de plantas. Neste periodo foi instalado na Estacao
Experimental de Pacajus (CE), com apoio do Banco do Nordeste, o
Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da EMBRAPA-CNPCa (Centro
Nacional de Pesquisa de Caju), atual CNPAT. No momento, um [aboratério
com infra-estrutura mais adequada as expectativas de trabalho encontra-
se em fase de conclusao nas instalagoes do CNPAT. A 4rea de Cultura de
Tecidos de Plantas do CNPAT tem como objetivo desenvolver metodologias
e/ou aplicar metodologias ja existentes para regeneracao /n vitro de plantas
de interesse da agroindustria tropical, visando dar apoio aos programas de
melhoramento genético e de producao comercial de mudas. Atualmente, o
CNPAT esta desenvolvendo estudos de propagacédo /in vitro de fruteiras
perenes (cajueiro, cajazeira e sapotizeiro) e de ornamentais (heliconeas e
bromélias). Entre os estudos, a pesquisa de propagacao in vitro do cajueiro
encontra-se mais avancada nas definicdes dos protocolos e para outras
espécies estdo em fases iniciais. Os primeiros estudos sobre regeneracao
in vitro do cajueiro foram realizados em parcerias, durante o periodo de
1989-1992, com o Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do
Ceara, o Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA-USP) e o
Departamento de Ciéncias Florestais da ESALQ-USP. Com a elaboracao,
em 1994, do projeto “Micropropagagéao do cajueiro”, os estudos continuaram
sob coordenacdo e execucdo do CNPAT. Entre os resultados mais expressivos
destes estudos destagam-se: controle sobre a contaminacao, oxidacao e
inducdo de gemas tanto para fonte de material propagado por sementes
quanto adulto; indicacdo da melhor fonte de explante a partir de material
adulto; obtencéo de plantas micropropagadas a partir de material propagado
por sementes (25 arvores de cajueiro anao precoce encontram-se em campo
desde 1991 apresentando crescimento normal e com producao desde 1993);
definicdo de meio nutritivo especifico para regeneracao /n vitro do cajueiro;

" Laboratério de Biotecnologia-Embrapa Agroinddstria Tropical, 60060-510, Fortaleza-CE
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e definicao de tecidos ovulares que apresentam maior potencial para os
estudos de embriogénese somatica do cajueiro. Atualmente, a equipe técnica
do laboratério é formada por um pesquisador, um assistente de pesquisa,
um auxiliar de servicos e dois estudantes de graduacao do Curso de Biologia
(UFC). Adicionalmente, estdao sendo desenvolvidas duas dissertacoes de
mestrado com estudantes do Curso Pds-Graduacao em Fitotecnia da
Universidade Federal do Cearda (UFC), relacionadas com a Micropropagacao
da Cajazeira e com a Embriogénese Somatica do Cajueiro.
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A MICROPROPAGACAOQ NO IPA
Laureen Michelle Houllou Kido‘

O IPA possui dois laboratérios de cultura de tecidos. O laboratério
gue se encontra na sede da Empresa, em Recife, foi o primeiro a ser instalado.
As principais atividades deste laboratério estao correlacionadas com
trabalhos de pesquisa em diversas culturas, como banana (inducao de
mutacao e selecao de mutantes de banana maca tolerantes ao Fusarium
oxysporium f.sp. cubense, resisténcia a salinidade em banana cv. Nanicao e
estabelecimento de uma colecao das principais cultivares de banana para
atender a demanda de mudas de qualidade pelos agricultores da regiao),
cana-de-actcar (isolamento de meristemas e regeneracao /n vitro de plantas
limpas de cana das cultivares RB 732577, CB 45-3, SP 775181, CO 997,
SP 716949, SP 701143 e SP 734764, inducao e selecao in vitro de
mutantes de cana resistentes a herbicida), batata inglesa (regeneragao e
multiplicacao in vitro da variedade Baraka para a producao de plantas limpas,
sendo que destas, 7000 plantas estao, atualmente, na Estacao Experimental
de Arco Verde produzindo sementes pré-bésicas), mandioca (regeneracao
e multiplicacao in vitro das variedades Isabel de Souza e Trouxinha para
fornecer mudas limpas para o programa de melhoramento de mandioca da
Empresa e caracterizacdo isoenzimatica do banco de germoplasma de
mandioca), entre outras. O segundo laboratério (biofabrica) se encontra
instalado na Estacao Experimental de Itapirema, localizada no municipio de
Goiania-PE. A biofabrica tem por objetivo fornecer aos agricultores do Estado
de Pernambuco mudas limpas de cana-de-acucar, tendo uma producao
estimada de 2 milhées de mudas/ano.

'IPA - Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria, 50761-000, Recife, PE.
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MICROPROPAGACAO INDUSTRIAL NA HUNGRIA
Mikl6s Fari'

A maioria dos especialistas em biotecnologia vegetal ndo conhecem
que Gottlieb Haberlandt, grande mestre e génio formulador da teoria da
cultura de tecidos vegetais, nasceu na Hungria, em Mosonmagyaréviar,
numa pequena cidade do oeste do pais. A partir dos experimentos realizados
por Haberlandt, em 1902, a Hungria teve um papel pioneiro no
desenvolvimento das bases biolégicas e técnicas de micropropagacao, desde
0 primeiro sistema semi-automatico de micropropagacao PROPAMATIC,
desenvolvido em 1977, até o sistema CLONER, desenvolvido recentemente
no Laboratério de Cultura de Tecidos do Centro de Biotecnologia Agricola
(ABC, G"d"ll”, Hungria). Desta forma, o ABC desenvolveu a bancada de
micropropagacao CLONER, um simples e econémico tipo de camara de
fluxo laminar, constituido de um dispositivo de inoculacao estéril (DIE) e
um dispositivo de abertura e fechamento (DAF), funcionando com caixas
plasticas pré-esterilizadas (Veg-Box). Este modelo aumentou a velocidade
de repicagem, em Gerbera, de trés para sete a oito explantes por minuto.
Vale salientar que a maioria destes sistemas encontra-se instalada no
Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Semi-Arido, localizado em Petrolina-
PE, através de parceria com a Companhia de Desenvolvimento do Vale do
Sao Francisco (CODEVASF) e AGROINVEST. A Hungria é considerada um
dos maiores produtores de mudas por meio de micropropagag¢ao industrial
no Leste europeu. As principais espécies produzidas entre 1985 e 1997
foram batata-inglesa, Gerbera, plantas frutiferas temperadas, plantas
decorativas para vaso, orquideas, aspargo, morango e Rubus. A Tabela 1
resume as principais caracteristicas desta atividade.

Tabela 1 - Principais caracteristicas da micropropagacao industrial na Hungria

Capacidade e produgdo 1985 1995 1998°*
Capacidade total de producao’ 20 4 7
Numero de laboratorios:
capacidade acima de 2 milhes mudas/ano 5 1 2
1-2 milhdes mudas/ano 2 2 2
0,5-1 milhdo mudas/ano 3 3 3
0,1-0,5 milhdo mudas/ano 4 4 5
abaixo de 0,1 milhdo mudas/ano 10 10 12
Produgao total® 3 2 4
Valor total (em 1000 US$) 350-400 400-500 800-300
Nimero de pessoas envolvidas® 150 90 120
Produtividade' 15-25 25-30 3040

* Dados estimados. ' Milhdes de mudas por ano. 2 Milhdes de mudas aclimatadas/ano, sendo de 25-30% para o mercado
internacional. * Operarios e técnicos, 8 horas/dia. ¢ Em 1000 plantas/ano/pessoa.

' Pesquisador visitante: Convénio Embrapa Semi-Arido/CODEVASF/AGROINVEST/ ABC, BR
428, Km 152, Zona Rural, C.P. 23, 56300-000, Petrolina-PE.
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RESULTADOS DAS DISCUSSOES SOBRE MICROPROPAGACAO
DE BANANEIRA

Empresa de micropropagacao

As empresas de micropropagacao devem ser registradas no
Ministério da Agricultura e no 6rgao estadual competente, apresentando
um projeto técnico para producao das mudas. Cada empresa deve possuir
um responsavel técnico com nivel superior, devidamente capacitado em
tecnologia de producao de mudas. O atestado de garantia de qualidade
genética, fitossanitaria e fitotécnica das mudas deve ser emitido pela
empresa com a assinatura do responséavel técnico.

Banco de matrizes

Os explantes iniciais para a multiplicacao in vitro de mudas de
bananeira devem ser coletados preferencialmente em bancos de matrizes,
estabelecidos pelas préprias empresas de mlcropropagacao por instituicoes
de pesquisa ou terceiros.

Os bancos de matrizes devem ser adequadamente estabelecidos e
conduzidos de acordo com as recomendac¢des de pesquisa para cada
cultivar, quanto ao espagamento, adubacao, irrigacao, drenagem, controle
de plantas daninhas, pragas, doengas e nematodides.

No caso de impossibilidade de coleta de explantes em bancos de
matrizes, esses somente deverao ser adquiridos em plantios comerciais
contendo plantas vigorosas e livres de pragas e doencas.

A drenagem nos bancos de matrizes é um dos aspectos
fundamentais, na medila em que diminui a proliferacao de bactérias
enddgenas freqlientes em cultura de tecidos de bananeira. Como os
microrganismos de natureza enddégena ndo s3ao expostos aos agentes
desinfestantes, estes devem ser controlados na planta matriz.

As plantas matrizes devem ser sadias, de alto potencial produtivo,
possuindo as caracteristicas fenotipicas da cultivar desejada.

As mudas do tipo chifre, chifrinho ou chifrao devem ser utilizadas
como matrizes para extracao dos meristemas ou apices caulinares.

As mudas do tipo guarda-chuva e plantas adultas devem ser
evitadas. As primeiras por serem menos vigorosas e apresentarem menor
potencial para a multiplicacao das plantulas e as segundas pelo maior
custo durante o processo de coleta, transporte e extracao dos meristemas
ou apices caulinares.
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O coragao raramente é utilizado para a extragcao do explante inicial
pelas empresas de micropropagacao, devido a dificuldade em se conseguir
grande quantidade desse tipo de explante durante todo o ano, embora
apresente altas taxas de multiplicacdo (2 a 6) e permita uma avaliacao
mais precisa do potencial da cultivar, uma vez que se pode avaliar o cacho
produzido pela matriz.

Plantas micropropagadas nao devem ser utilizadas como matrizes,
devido ao maior risco de ocorréncia de variacdoes somaclonais.

As plantas matrizes devem ser indexadas, principalmente em relagao
a viroses.

Na coleta de matrizes deve-se manter o maior nivel possivel de
assepsia, utilizando-se instrumentos e ferramentas limpos.

Apés a coleta, as matrizes devem ser armazenadas, pelo menor
periodo possivel, sob condicdes que mantenham a integridade do material
e que propiciem baixos niveis de contaminacao na cultura in vitro.

Toda matriz deve ser adequadamente identificada, sendo importante
o seu acompanhamento individual quanto as taxas de contaminacao e
multiplicacdo, desde a coleta até a aclimatacao, uma vez que é significativo
o efeito do clone no desempenho das plantulas durante a micropropagacao.

Processo laboratorial

Os explantes de bananeira devem ser desinfestados, utilizando-se
alcool, hipoclorito de célcio, hipoclorito de sédio, peréxido de hidrogénio,
nitrato de prata ou outras substancias, em concentracées e tempo de
exposicdo adequados, visando a eliminacdo de fungos e bactérias e de
forma a ndo comprometer a taxa de multiplicacao e a qualidade final das
mudas.

Apds o tratamento de desinfestacdo, os explantes devem ser lavados
em cadmara de fluxo laminar com agua destilada e esterilizada em abundéancia
para a completa remocao de residuos das substancias desinfestantes.

A extracao dos meristemas ou apices caulinares e as repicagens
dos explantes devem ser realizadas em camaras assépticas utilizando-se
instrumentos estéreis. Os explantes devem ser reduzidos a pelo menos 6
mm altura por 5 mm didmetro, até adquirirem a forma e o tamanho
adequados para a multiplicagao.

A aplicacdo de formol e 0 emprego de outras praticas de assepsia,
tais como limpeza com &alcool 70% ou substdncias bactericidas, uso de
maéscaras e guarda-pé, limpeza dos sapatos, controle no nimero de visitas
ao laboratério, rapido descarte dos frascos contaminados, etc, devem ser
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utilizados para evitar o desenvolvimento de microrganismos adaptados as
condicoes da cultura in vitro,

Os meios de eultura para as fases de estabelecimento, multiplicaco
e enraizamente devem possuir quantidades balanceadas de sais minerais,
vitaminas, aguear, meso-inositol e reguladores de crescimento para
multiplicagée de pléntulas vigorosas, com baixos niveis de oxidacdo e de
variacde somaclonal. O meio de cultura MS suplementado com diferentes
concentracdes de benzilaminopurina tem sido o mais comumente
empregado na micropropaga¢do de bananeira.

O emptego de agargel ou Phytagel, ao invés do agar, tem sido
eficiente no controle da contaminacao, na medida em que possibilita a
rapida identificacdo de pléntulas contaminadas e a sua consequente
eliminacao.

Em geral, substéneias de agéo fungicida e/ou antibiéticos néo séo
empregados no meio de cultura para a micropropagacédo de bananeira.

As condigBes mais utilizadas para a cultura in vitro de tecidos de
bananeira sdo temperaturas entre 22 e 30°C, intensidade luminosa superior
a 1200 lux e fotoperiodo de pelo menos 12 horas.

Durante as repicagens, os subcultives devem ser realizados com
freqiéncia méxima de 30 dias, de foerma a evitar o esgotamento dos
nutrientes do meip de eultura, a excessiva formacao de raizes e um nivel
elevado de oxidacae das plantulas.

O namerg final de mudas produzidas por explante inicial ou o nimero
maxima de subegultivos deve ser ajustado em funcédo da cultivar/espécie e
da metodelogla de micropropagacao, de forma que as mudas nao
apresentem niveis de variantes somaclonais superiores a 5%.

Processo de aclimatagéo®

O enraizamento da bananeira pode ser ex vitro ou in vitro, devendo
ser adotadas as praticas adequadas para cada sistema de aclimatacao.

A aclimatacdo normalmente é feita em duas etapas: inicialmente
num bercério, que consiste numa casa-de-vegetacao com condicoes
controladas de luminosidade, umidade e temperatura, e a fase de
crescimento sob condi¢des de telado. |

O piso do bergério e dos telados deve ser de cimento ou brita,
gvitando o contato das mudas com o solo e a provével contaminagao por
patégenos e plantas daninhas. As casas-de-vegetacao e os telados devem
ser construidos de forma a evitar o contato das mudas com insetos
transmissores de viroses.
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A composicdo do substrato, o seu tratamento e o recipiente em
que é distribuido é varidvel em funcao do sistema de producao. Vermiculita,
perlita, areia, turfa, casca de Pinus, de eucalipto, de arroz curtida ou
carbonizada, dentre outros produtos podem ser utilizados para compor o
substrato, que deve apresentar boa capacidade de retencdao de umidade e
nao se compactar excessivamente, de forma a ndo comprometer a drenagem
e a aeracao do sistema radicular. O substrato deve ser autoclavado, fumigado
ou pasteurizado e os instrumentos de trabalho lavados com solucdo de
hipoclorito de s6dio, de forma a evitar a presenca de microrganismos
patogénicos como Fusarium oxysporum f.sp. cubense, Pseudomonas
solanacearum, nematdides e sementes ou propagulos de plantas daninhas.
O substrato pode ser disposto em bandejas, tubetes ou sacos de polietileno
de diferentes tamanhos.

Devido a alta umidade relativa do ar nas casas-de-vegetacdo e
telados deve-se ter atencao com relacao ao desenvolvimento de fungos.
Geralmente, ndo sao aplicadas substancias fungicidas.

Durante o crescimento das mudas, a adubacdo das plantas pode
ser fornecida via foliar, a cada 7 dias, com solu¢do NPK.

As mudas podem ser vendidas com uma altura de 15 a 25 cm,
completamente rustificadas, ou no estadio pré-aclimatado com uma altura
de 4 a 8 cm. Neste Ultimo caso, a fase final de aclimatacédo deve ser
realizada pelo préprio agricultor, sendo uma alternativa importante nos
casos em que o transporte seja realizado a grandes distancias. A idade e a
altura méximas das mudas variam em funcdo do tamanho do recipiente
em que sejam produzidas.

O tipo de transporte deve ser escolhido em funcao da distancia e
do tipo de muda. O transporte das mudas deve ser feito em caminhdes
fechados e refrigerados, de forma a proteger as mudas da acdo do sol,
ventos e de lama, garantindo que as mesmas cheguem aos agricultores
em condicoes de plantio.

Durante o periodo de aclimatacao, as mudas devem ser observadas
quanto a presenca de plantas fora do padrao, as quais devem ser eliminadas.

Cada lote de mudas deverd ser identificado com uma etiqueta,
contendo no minimo o nome, endereco e nimero de registro do laboratério
produtor, numero do lote, espécie e cultivar, evitando-se mistura de
cultivares.

Controle de qualidade

A indexacao das matrizes de bananeira deve ser realizada,
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principalmente em se tratando do virus do mosaico do pepino. As empresas
de micropropagacdo que nao possuem condi¢des de realizar analises para
indexacdo das matrizes podem realizé-las em instituicdes de pesquisa que
detém esta tecnologia.

Deve-se proceder a andlise do substrato com relacdo a presenca
de nematdides, fungos e bactérias.

As empresas de micropropagacao devem ter um conhecimento
estimado sobre a porcentagem de variantes somaclonais das mudas que
estao sendo produzidas, cuja taxa nao deve ser superior a 5%.

Os agricultores devem ser orientados com relacdo a identificagdo
de plantas fora de padréo, para que promovam a sua eliminagao no viveiro
Oou NO campo.

As mudas devem ser uniformes, vigorosas, isentas de sintomas de
atague de pragas, doencas ou de deficiéncias nutricionais, adequadamente
aclimatadas e com um tamanho minimo que proporcione elevada
porcentagem de pegamento.

Toda empresa deve possuir uma planilha completa dos custos de
produclo das mudas, incluindo gastos com materiais de consumo,
reagentes, vidraria, agua, energia elétrica, telefone, mao-de-obra, servicos
de terceiros pessoa fisica e juridica, depreciacdo de equipamentos e da
gstrutura fisica, marketing, etc.

As empresas que produzem mudas por meio de cultura de tecidos,
os empresarios que desejem investir no setor e os agricultores devem ser
orientados eom relagcdo ao real custo de produgdo das mudas, evitando
gspeculaclo do preco per qualquer uma das partes.

As empresas devem emitir um certificado de qualidade, visando a
protecdo dos agricultores e a manuten¢gdo do mercado de mudas
micropropagadas no pais.

No certificado devem ser discriminadas as carateristicas inerentes
a4 variedade, metodologias de plantio e conducao da cultura e relacao das
viroses para as quais as mudas foram indexadas.

E aconselhével que as empresas possuam um servico de pés-venda,
acompanhando o desenvolvimento das mudas em campo até a produgao
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dos frutos. Isto é muito importante para as empresas monitorarem 0
desenvolvimento de suas mudas, principalmente com relacao ao vigor,
produtividade e porcentagem de variantes somaclonais.

Fiscalizacao da qualidade das mudas

Deverd haver uma fiscalizacao mais efetiva dos érgaos competentes
(Ministério da Agricultura e Secretarias da Agricultura) com relacéo a
producao e comercializacdo de mudas micropropagadas, sendo que as
empresas que ndo produzirem mudas, segundo os padroes minimos de
qualidade, devem ser penalizadas e os agricultores que tiverem prejuizos
em decorréncia das mudas devem ser indenizados.

Mercado

As empresas de micropropagacao e as instituicoes de pesquisa
devem esclarecer os produtores sobre as vantagens e desvantagens de se
utilizar mudas provenientes de cultura /n vitro de tecidos, por meio de
palestras, artigos de divulgacéao, videos e outras formas,

Com a finalidade de manter o mercado, as mudas que apresentarem
caracteristicas de variantes somaclonais devem ser repostas aos produtores.

Os agentes de financiamento agricola e os agricultores devem ser
orientados para planejarem antecipadamente a implantagdao da cultura,
uma vez que, normalmente, as mudas micropropagadas sao compradas
por encomenda varios meses antes do plantio.

Caracteristicas das mudas micropropagadas

As principais vantagens referem-se a auséncia de pragas e doengas,
como o mal do Panama (Fusarium oxysporum f.sp. cubense), moko
(Pseudomonas solanacearum), nematdides como o Radopholus similis,
dentre outros, uniformidade das mudas facilitando os tratos culturais e a
colheita nos primeiros ciclos da cultura, multiplicacao acelerada de novas
cultivares, disponibilidade de mudas durante todo o ano, maior vigor,
precocidade na produgao e maior produtividade.

As desvantagens desse tipo de muda se relacionam ao maior custo
de producao, necessidade de infra-estrutura de laboratério e aclimatagao,
mao-de-obra qualificada e maiores cuidados no transporte e plantio em
campo.
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Linhas de pesquisa

As principais linhas de pesquisa que necessitam ser priorizadas
para maximizar as técnicas de micropropagacao sao:

Producao de antisoros e estabelecimento de técnicas moleculares
para indexacao de viroses. -

Estabelecimento de tecnologias para maximizar o processo de
micropropagacao, reduzindo os custos de produgao das mudas.

Estudos empregando sistema de imersao temporal e/ou
embriogénese somatica para maximizar o nimero de plantulas obtidas
por explante e minimizar o custo de produgao das mudas.

Desenvolvimento de técnicas moleculares tipo RAPD para o
monitoramento da porcentagem de variantes somaclonais, relacionados
a produtividade e a qualidade dos frutos.

Definicao de padrGes para caracterizagao morfolégica de plantas
normais e variantes somaclonais em campo.
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