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Producao de Mudas Micropropagadas de
Bananeira

Introducao

A bananicultura é uma atividade de grande importancia econdmica e social em todo
0 mundo, sendo o Brasil o quarto maior produtor mundial de bananas. Em 2009, a
producao brasileira foi de 7,19 milhdes de toneladas numa area plantada de 511,64
mil hectares (SINGH et al., 2011).

A grande maioria dos plantios é realizada utilizando-se mudas de bananeira obtidas
pelo método convencional de propagagédo. Segundo Nomura e Fuzitani (2005),
essas mudas sado formadas por um rizoma ou parte dele, com um pedago maior

ou menor de pseudocaule. Desse rizoma, uma ou mais gemas (apical ou laterais)
irdo brotar, e cada uma produzira uma nova bananeira. Dentre os principais tipos
de mudas obtidas de bananais (Figura 1), podem-se destacar o chifrao, o chifre e
o chifrinho (SOUZA et al., 2000; ALVES et al., 2004). No entanto, esse processo
apresenta baixa taxa de multiplicagao, além de resultar em mudas desuniformes,
dificultando o manejo do pomar, e podendo ainda se constituir em um mecanismo
de disseminacdo de pragas e doencas, tais como mal-do-panama, moko, podridédo-
-mole, broca, nematoides e virus (ROELS et al., 2005).

A baixa taxa de multiplicagdo das bananeiras no campo tem demandado um

grande interesse para o desenvolvimento de pesquisas para obter métodos de
propagacao vegetativa mais rapidos (SCARPARE FILHO et al., 1998). Dentre esses
métodos, destacam-se o fracionamento do rizoma, a multiplicagéo rapida in vivo

€ a micropropagacgao ou propagacao in vitro (SOUZA et al., 2000; ALVES et al.,
2004). Embora os dois primeiros métodos apresentem uma eficiéncia um pouco
maior do que o convencional utilizado, ndo sdo muito eficientes quanto a sanidade e
uniformidade das mudas obtidas (SANTOS-SEREJO et al., 2009).

Rizoma Pedaco
Chifrao Chifre  Chifrinho  Adulta com filho de Guarda-chuva
aderido rizoma

Figura 1. Esquema dos tipos de mudas de bananeira utilizadas como material propagativo
pelo sistema convencional de propagagéo.
Fonte: Echeverri-Lopez & Garcia-Reis (1977).
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Comparando-se, nos diferentes métodos de
propagacao vegetativa, o numero de mudas obtidas
e o tempo gasto na produgéo delas (Tabela 1),
verifica-se que a micropropagacgao é muito superior
aos demais métodos. Segundo Santos-Serejo et al.
(2009), dependendo do gendtipo utilizado, o processo
convencional necessita de 12 meses para obter de
10 a 30 mudas, enquanto cerca de dez vezes mais
mudas sao obtidas em quase metade do tempo
mediante a micropropagacao.

Tabela 1. Numero de mudas e periodo necessario
para obtencao de plantas a partir de diferentes
métodos de propagacao da bananeira.

Método Numero de mudas @ :’I::::s(;
Processo convencional 10 a 30 mudas/planta 12
Fracionamento do rizoma 4 a 12 mudas/rizoma 6-8
Propagagéo rapida 10 a 50 mudas/rizoma 5-6
Propagagéo in vitro 150 a 300 mudas/apice 6-8

(micropropagacao) caulinar isolado

(MVariavel de acordo com o genétipo utilizado.
Fonte: Santos-Serejo et al., 2009.

A micropropagagao de bananeira envolve o

cultivo, em condigcbes assépticas, de explantes de
apices caulinares (Figura 2). A partir de uma Unica
gema, podem ser obtidas centenas de mudas

com fidelidade do gendtipo, em poucas geragdes.
Essa metodologia permite a produgéao in vitro em
larga escala, seguida da aclimatizagdo em casa de
vegetacédo, possibilitando a obtenc&o de material livre
de pragas e doengas (SANTOS-SEREJO et al., 2009;

Figura 2. Apice caulinar de bananeira cv. Williams,
explante geralmente utilizado para a obtengdo de mudas
micropropagadas de bananeira. Barra de tamanho = 1,0 cm.

CHAVAN-PATIL et al., 2010; SINGH et al., 2011;
RESMI; NAIR, 2011).

No Brasil, esse método vem sendo utilizado

de maneira crescente nos ultimos anos, com a
instalagdo de diversos laboratérios comerciais em
diferentes regides do Pais, permitindo, assim, um
acesso mais rapido dos agricultores a mudas de
melhor qualidade, especialmente das variedades
tradicionais, das novas cultivares e dos hibridos
desenvolvidos pelos programas de melhoramento
genético.

Desde a década de 1990, a Embrapa Agroindustria
Tropical vem realizando trabalhos de pesquisa

no aprimoramento de protocolos para a produgéo
de mudas micropropagadas de bananeira,

visando principalmente dar suporte as empresas
que objetivam usar a micropropagagao como
agronegocio.

Objetivo

O objetivo desta publicagao é fornecer informagdes
para a produgcdo de mudas micropropagadas de
bananeira, em larga escala.

Metodologia

Escolha do material vegetal

O material vegetal a ser utilizado para o estabele-
cimento de culturas assépticas deve ser retirado
preferencialmente de plantas matrizes de bananeira
em excelente estado fisiologico, nutricional e sanitario,
vigorosas e que possuam o Certificado de Origem para
garantir a fidelidade genética do gendtipo que vai ser
multiplicado (SANTOS-SEREJO et al., 2009).

A escolha do explante, ou seja, do segmento da
planta que sera utilizado para o estabelecimento

da cultura in vitro, é fundamental para o sucesso

na micropropagacao. Segundo Santos-Serejo et

al. (2009), vérias fontes de explantes tém sido
utilizadas, tais como muda do tipo chifrinho, rizoma
e inflorescéncia masculina, para obtengao dos
explantes iniciais de apices caulinares, gemas
laterais e apices florais, respectivamente. As gemas
florais apresentam algumas vantagens em relagédo
aos apices caulinares, pois podem ser manipuladas
com maior facilidade e nao interferem na produgéao
convencional de mudas. Apesar disso, sao utilizadas
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com menor frequéncia, por ndo estarem disponiveis
durante o ano todo, além de muitos dos protocolos
sugeridos nem sempre serem suficientemente
detalhados e adequados a determinadas variedades,
de modo que possam ser aplicados rotineiramente
(SANTOS-SEREJO et al., 2009).

A micropropagacao por apices caulinares tem sido

a mais utilizada, tanto para a bananeira como para
diversas outras espécies vegetais. O apice caulinar
refere-se ao meristema envolto por alguns primérdios
foliares e que contém pequeno segmento de rizoma
(Figura 2).

Os rizomas podem ser retirados de plantas cultivadas
no campo, oriundas de mudas produzidas pelo
método convencional ou por micropropagacao.
Entretanto, recomenda-se, para os rizomas obtidos
a partir de mudas micropropagadas, que as plantas
tenham sido cultivadas, pelo menos, durante

trés ciclos sucessivos e que mantenham boas
caracteristicas de produgéo e de fitossanidade.
SINGH et al. (2011) sugerem que os rizomas sejam
coletados a partir de plantas em floracéo, de forma
a certificar que estejam de acordo com os padrbes
estabelecidos para a variedade/cultivar em questéo.
Os rizomas devem ser retirados mantendo o apice
caulinar intacto, isto é, o rizoma deve conter parte
aérea e basal. A altura ideal do rizoma deve ser de
aproximadamente 25 cm, sendo 15 cm de parte
aérea e 10 cm de parte basal, com largura de
aproximadamente 15 cm na parte basal (Figura 3).

Figura 3. Rizoma de bananeira cv. Williams, de tamanho
ideal para o envio ao laboratdrio, para excisdo do apice
caulinar. A altura do rizoma deve ser de aproximadamente
25 cm, sendo 15 cm de parte aérea e 10 cm de parte basal,
com largura de aproximadamente 15 cm na parte basal.

Produgéo de Mudas Micropropagadas de Bananeira

Apos a retirada dos rizomas, eles devem ser
limpos, eliminando-se todo o excesso de terra e

de raizes, e, a seguir, lavados em agua corrente.
Se necessario, devem ser submetidos a uma
desinfestagao, imergindo-os em solugdo com
fungicida e/ou bactericida, caso o material a ser
utilizado apresente algum problema fitossanitario.
Posteriormente a esse tratamento, os rizomas
devem ser colocados, em ambiente arejado, sobre
papel (jornal) para secagem. O armazenamento em
locais umidos ou o acondicionamento dos rizomas
em ambiente fechado, como em sacos plasticos,
devem ser evitados, uma vez que podem favorecer
a manutengao de alta umidade e o crescimento de
microrganismos.

Retirada e desinfestacao dos apices
caulinares

A retirada do apice caulinar, a partir do rizoma, pode
ser feita, inicialmente, na bancada do laboratério, ou
em outro local adequado. Os cortes, principalmente
na parte basal do rizoma, devem ser retos, sem fatiar
o tecido (Figura 4) e de forma a néo atingir o apice
caulinar, evitando-se fazer cortes “inclinados”.
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Figura 4. Rizoma de bananeira cv. Williams,
sendo cortado com incisdes retas.

Conforme o tamanho do rizoma vai se reduzindo com
os cortes sucessivos, podem ser usadas facas de
tamanhos variados e bem afiadas (Figura 5). A cada
corte, deve-se desinfestar a faca, mergulhando-a

em solugéo de hipoclorito de sodio a 0,5% - 50 mL
de agua sanitaria + 950 mL de agua. Nessa etapa, o
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rizoma deve ser reduzido para uma altura entre 3 cm e
4 cm, sendo aproximadamente metade desse

tamanho a parte do rizoma, e a outra, a parte aérea
(Figura 6-A), e cerca de 2 cm de didmetro (Figura 6-B).

Foto: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho

Figura 5. Rizoma de bananeira cv. Williams, de tamanho ja
reduzido, sendo cortado com incisdes retas, na bancada do
laboratério.

Figura 6. Rizoma de bananeira cv. Williams, apds reducéo
do tamanho, apresentando de 3 cm a 4 cm de altura,
sendo aproximadamente metade desse tamanho a parte
do rizoma, e a outra, a parte aérea (6-A), e cerca de 2 cm de
diametro (6-B).

Depois de reduzidos os rizomas, com seus apices
caulinares, eles devem ser colocados em um
recipiente com solugéo de hipoclorito de sodio a
0,5% (50 mL de agua sanitaria + 950 mL de agua
destilada). Recomenda-se adicionar, a essa solugao,
cinco gotas de detergente comum. Geralmente, séo
utilizados, de cada vez, 25 rizomas, com seus apices
caulinares (explantes), para cada litro de solugéo
desinfestante (Figura 7).

Figura 7. Desinfestacdo de 25 apices caulinares, de
bananeira cv. Willimas, para cada litro de solugéo
desinfestante, em becker de plastico de 2 L.

Apods esse procedimento, o recipiente deve ser
levado para a capela de fluxo laminar, onde os
explantes serédo desinfestados, em condicbes
assépticas. O processo de desinfestacdo consiste

na eliminagcao dos microrganismos presentes na
superficie do explante, a fim de evitar contaminagdes
fungicas e bacterianas, extremamente prejudiciais
para o éxito do estabelecimento da cultura e posterior
manipulacdo do material introduzido in vitro. Esse
procedimento de desinfestagdo deve ser realizado
em trés etapas de imersao: primeiro em solugéo de
alcool 70% durante dois minutos; posteriormente em
hipoclorito de sddio 3% adicionado de 20 gotas do
espalhante adesivo Tween® 20 por 15 minutos; por
fim, apos a desinfestagdo nas solugdes de alcool e
de hipoclorito de soddio, os explantes sdo enxaguados
em trés lavagens sucessivas, por meio da imersao,
em agua destilada e esterilizada visando retirar o
excesso de produtos.

Foto: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho



Todos os materiais, tais como vidrarias, recipientes
de plastico e outros instrumentos utilizados no
procedimento de desinfestagdo, bem como a agua
destilada, devem ser esterilizados em autoclave
durante 30 minutos a 121 °C.

Os explantes sao inicialmente imersos em uma
solugao de alcool 70% por 2 minutos (1 litro para
cada 25 explantes). Essa é uma etapa importante,
pois o alcool auxilia na quebra da tensao superficial
do tecido vegetal e permite que, posteriormente, o
agente desinfestante possa ter maior contato com a
superficie do explante. Como agente desinfestante,
pode ser utilizada agua sanitaria pura adicionada de
20 gotas (2 gotas para cada 100 mL de solugéo) de
Tween® 20 por 15 minutos, ou solugéo de hipoclorito
de sodio a 3% (v/v), também adicionada de Tween®
20, e pelo mesmo intervalo de tempo. Utiliza-se 1 litro
para cada 25 explantes.

Posteriormente, sao realizadas trés lavagens em
agua destilada e esterilizada, onde os explantes
sao imersos durante 2 minutos para cada enxague,
considerando que, em cada lavagem, devem ser
imersos 25 explantes por litro de agua destilada.

A desinfestacao do material vegetal é um fator
importante na introdugéo da cultura in vitro. Se essa
etapa néo for realizada adequadamente, todo o
processo pode ficar comprometido pela ocorréncia de
contaminagéao por fungos e bactérias.

Observacgao: No processo de desinfestagdo do
material vegetal realizado na capela de fluxo laminar,
em condigdes assépticas, a agua sanitaria comum
tem geralmente 2% de cloro ativo, e o hipoclorito

de sodio PA (NaClO) tem teor de aproximadamente
10%. Se for usar agua sanitaria comum, recomenda-
-se utiliza-la na forma pura, mas se for hipoclorito

de sédio PA recomenda-se usar 300 mL de
hipoclorito de sddio para cada 700 mL de agua
destilada autoclavada. Se o material estiver muito
contaminado, essa proporgao pode ser aumentada,
recomendando-se 500 mL de hipoclorito de sédio
para 500 mL de agua destilada autoclavada.

Fase de estabelecimento dos explantes
em meio nutritivo
Uma vez desinfestados os materiais vegetais, com

o auxilio de pingas e bisturis, deve ser retirado o
excesso de tecido, até que os explantes atinjam um

Produgéo de Mudas Micropropagadas de Bananeira

tamanho final de aproximadamente 1 cm de altura e
0,5 cm de largura (Figura 2).

O meio de cultura usado para o estabelecimento

dos explantes constitui-se do meio basico proposto
por Murashige e Skoog (1962), denominado MS
(Tabela 2), adicionado de 1,0 mgL™" do fitorregulador
6-benzilaminopurina (BAP), suplementado com

30 gL' de sacarose, e 4,0 gL' de Agargel. A
concentragao do agente gelificante vai depender

da marca do produto e da consisténcia desejada

do meio de cultura. O pH deve ser ajustado em 5,8,
antes da esterilizacado. A esse meio de cultura, pode
ser adicionado um antioxidante, como o carvéo
ativado (200-250 mgL") caso seja observada intensa
oxidacao dos explantes, caracteristica mais comum
as variedades de bananeira com genomas AB/AAB, como
as do grupo Prata (HIRIMBUREGAMA; GAMAGE,
1997; RESMI; NAIR, 2011).

Os tubos de ensaio (150 mm x 25 mm) contendo

de 5 mL a 10 mL de meio de cultura devem ser
esterilizados a uma temperatura de 121 °C e pressao
de 1 atm durante 15 a 20 minutos, na autoclave. Em
cada tubo de ensaio, deve ser inoculado apenas

um explante (Figura 2). As culturas devem ser
transferidas para sala de crescimento, sob condi¢des
controladas de temperatura, 24 + 2 °C, mantendo-as,
inicialmente, por 7 dias no escuro (sugestao: tampar
com pano ou plastico preto). Apds esse periodo,

as culturas devem ser expostas a intensidade
luminosa proxima de 2.000 lux ou 30 ymolm-2s', sob
fotoperiodo de 12 horas de luz, por 7 dias. Essas
condigbes devem ser utilizadas até que as mudas
sejam transferidas para a fase de aclimatizacao.

Durante a fase de estabelecimento, sdo identificados
e descartados os explantes contaminados por fungos
e bactérias ou oxidados.

A contaminacgdo dos apices caulinares de bananeira,
apos a inoculagao in vitro, € mais frequente

por bactérias do que por fungos. Varios fatores
podem afetar o indice de contaminagéo, sendo

0s mais importantes o0 manejo e a época do ano
para a retirada do rizoma do campo. Quando os
rizomas sao coletados em épocas chuvosas ou em
plantios excessivamente irrigados, a ocorréncia

de contaminacéo in vitro é elevada, acarretando a
eliminacao de grande parte dos explantes (SINGH et
al., 2011; SANTOS-SEREJO et al., 2009).
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O indice de contaminagdo bacteriana também
pode ser influenciado pelo método de desinfestagao
empregado e pelo tamanho do explante a ser
inoculado in vitro. Quanto maior for o tamanho do
explante, maior sera a possibilidade de ocorréncia
de contaminagdes (SANTOS-SEREJO et al., 2009).
Nos trabalhos realizados na Embrapa Agroindustria
Tropical, tem-se verificado que, independente da
cultivar de bananeira, o indice de contaminacao
registrado nas culturas, nessa etapa do processo de
micropropagacao, fica entre 15% a 20%.

Fase de proliferacao ou multiplicacao
das brotacoes

Depois de 14 dias na fase de estabelecimento, os
apices caulinares devem ser transferidos para a
fase de proliferagao ou multiplicagdo. Os explantes
a serem utilizados, nessa fase, constituem-se de
brotacdes obtidas a partir dos apices caulinares
iniciais inoculados in vitro, estabelecidos na fase
anterior. Recomenda-se a eliminagao de tecidos
escurecidos da base dos explantes, quando houver,
visando ao controle da liberagdo de polifendis que
interferem na proliferagédo do material vegetal.
Nessa etapa, com o uso de um bisturi, recomenda-
-se seccionar longitudinalmente, em duas partes,
os explantes bem desenvolvidos e com aparéncia
de cor verde, visando quebrar a dominancia

apical, e estimular a formagao de gemas axilares.
Recomenda-se, também, cortar um pouco da base
do rizoma dos explantes para que o tecido entre em
contato com o meio de cultura.

Nessa etapa, séo induzidos o crescimento e a
formagao de brotos ao redor do explante, mediante a
utilizagéo de reguladores de crescimento (Figura 8-A
e B). O principio de regenerar novas plantas a partir
de um Unico propagulo se baseia na ativagao do
crescimento de gemas axilares presentes na insergéo
das folhas na base do rizoma, por meio de balango
hormonal (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2009).

O BAP ¢ a citocinina mais recomendada para

a micropropagacao da bananeira. Entretanto, a
concentracao ideal é gendtipo-dependente, sendo as
maiores taxas de multiplicagao obtidas entre 2,5 mgL"
e 5,0 mgL"' (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2009).
O melhor desempenho do BAP em relagéo as outras
citocininas, na indugao da formacgé&o de brotacdes
multiplas em culturas de dpices caulinares, tem sido
relatado para varias cultivares de bananeira (IKRAM-
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Figura 8. Fase de multiplicacao: 6 gemas axilares de
bananeira cv. Williams, individualizadas e inoculadas no
meio de cultura de multiplicagéo, no 5° subcultivo (A);

e material obtido ao final do 5° subcultivo, 30 dias apds
inoculacdo, contendo o crescimento e a formacao de brotos
ao redor dos explantes (B).

UL-HAQ; DAHQOT, 2007). Os efeitos superiores
dessa citocinina podem ser atribuidos a sua alta
estabilidade nas culturas in vitro, tendo em vista nao
ser degradada com facilidade, persistindo, assim,
no meio de cultura por mais tempo (RESMI; NAIR,
2011).

As culturas podem ser incubadas em varios tipos
de recipientes. Os mais usados sdo os de vidro

do tipo “frasco de maionese” com capacidade de
220 mL, vedados com tampas plasticas. Em cada
frasco, sdo colocados 30 mL de meio de cultura MS
suplementado com 2,5 mgL-' de BAP.

A concentragao desse fitorregulador pode variar
principalmente em fungéo do tipo de explante, da
variedade/cultivar de bananeira e do numero de
subcultivos a ser realizado.



Nessa etapa, geralmente sédo efetuados

seis subcultivos sucessivos, a intervalos de
aproximadamente 30 dias cada um. O numero de
explantes inoculados pode variar em fungéo do tipo
de frasco utilizado e do numero de subcultivos a

ser realizado. Recomenda-se o aumento gradativo
do numero de explantes inoculados por frasco, a
medida que vao sendo realizados os subcultivos,
visando reduzir as perdas por contaminacao, pois
os indices de contaminagao dos explantes tendem a
ser maiores nos primeiros subcultivos. Sendo assim,
normalmente, recomenda-se, para 0s primeiros
subcultivos, a inoculacdo de um menor nimero de
explantes por frasco.

Sugestao quanto ao numero de explantes a

serem inoculados por frasco (frasco de vidro com
capacidade de 220 mL, contendo 30 mL de meio de
cultura), nos diferentes subcultivos: 1° subcultivo — 2
explantes/frasco; 2° subcultivo — 3 explantes/frasco;
3¢ subcultivo — 4 explantes/frasco; 4° subcultivo — 5
explantes/frasco; e 5° e 6° subcultivos — 6 explantes/
frasco.

O numero de subcultivos, além de outros fatores
como o gendtipo, tipo de explante e componentes
do meio de cultivo utilizado, tem influéncia sobre

a estabilidade genética das plantas obtidas
(JAMBHALE et al., 2001; SANTOS; RODRIGUES,
2004; SANTOS-SEREJO et al., 2009). Quanto
maior for o nimero e o tempo de duragao de cada
subcultivo, maior sera a probabilidade de ocorréncia
de plantas com alteragdes genéticas, ou seja, de
variantes somaclonais (SANTOS-SEREJO et al.,
2009; KHAN et al., 2011). Em trabalhos realizados
por Rodrigues et al. (1998), Jambhale et al. (2001),
Santos e Rodrigues (2004) e Matsumoto et al.
(2006), constatou-se que a ocorréncia de variantes

somaclonais aumentou com o nimero de subcultivos.

Para minimizar a incidéncia da variagdo somaclonal
nas mudas micropropagadas, tem sido sugerido

que o0 numero maximo de subcultivos a ser efetuado
nao ultrapasse a cinco (SANTOS-SEREJO et al.,
2009), sete (SINGH et al., 2011) ou oito (JAMBHALE
et al., 2001; CHAVAN-PATIL et al., 2010; KHAN et
al., 2011), dependendo da cultivar de bananeira e
do protocolo utilizado. Santos e Rodrigues (2004)
enfatizam que, apesar de indicar a mesma tendéncia
de aumento da variagdo somaclonal em vista do
numero de subcultivos, o comportamento in vitro

é diferente em funcéao da cultivar de bananeira.

Produgéo de Mudas Micropropagadas de Bananeira

Segundo esses mesmos autores, 0 aumento tanto

da porcentagem de variagdo somaclonal quanto

do numero de subcultivos indica o cuidado que as
biofabricas devem ter em relagédo a esse parametro,
desenvolvendo protocolos de micropropagacéo
especificos para cada cultivar a ser comercializada, e
limitando o numero de subcultivos para obtencéo de
mudas de alta qualidade genética.

Segundo Scherwinski-Pereira et al. (2009),
atualmente existem laboratérios (biofabricas),

tanto no Brasil quanto em outros paises, que
utilizam a micropropagagao com taxas de variagbes
somaclonais nas mudas inferiores a 2%.

Em relagdo ao BAP, concentragdes mais elevadas
podem resultar num maior nimero de plantas com
variagao somaclonal. A concentracao ideal de BAP
recomendada para a micropropagagao de bananeira
é de 4,5 mgL"' (BUAH et al., 2010). Segundo
Matsumoto et al. (2006), em muitos laboratérios
comerciais de micropropagacao, sao utilizadas
concentracgdes entre 3,0 mgL" e 5,0 mgL™", ou
mesmo concentragdes inferiores a 3,0 mgL".

Segundo Resmi e Nair (2011), a taxa de multiplicagéo
€ o fator mais importante no processo de
micropropagacgdo. Os autores mencionam que, além
do gendtipo, as fases de producado e de alongamento
dos brotos sao influenciadas pelo tipo e pela
concentracao da citocinina adicionada ao meio de
cultura.

O numero final de plantas resultantes a partir de um
apice caulinar, que foi submetido a seis subcultivos
sucessivos, € muito variavel, principalmente em
fungéo do gendtipo da cultivar ou variedade, do
meio de cultura, das condi¢cdes de crescimento e
do sistema de propagacao utilizado. Em média,
sao obtidas de 150 a 300 mudas por apice caulinar
(SANTOS-SEREJO et al., 2009). Para a cultivar
Williams, Reuveni et al. (1986) sugerem que o
numero maximo de mudas obtido a partir de um
apice caulinar deve ser de aproximadamente 1.000
plantas.

Em geral, os gendtipos diploides apresentam

taxas de multiplicagédo superiores as das cultivares
comerciais, e, entre estas, o numero de mudas
obtidas durante subcultivos sucessivos € maior

nas variedades do grupo Cavendish (genoma
AAA), quando comparado com o das variedades de



8

Produgéao de Mudas Micropropagadas de Bananeira

genoma AAB e ABB (RESMI; NAIR, 2011; SINGH et
al., 2011).

Nos trabalhos desenvolvidos na Embrapa
Agroindustria Tropical, tém-se efetuado seis
subcultivos sucessivos, sendo a concentragao de
BAP adicionada ao meio de cultura de 2,5 mgL". A
taxa média de multiplicagcéo registrada tem variado
um pouco em fungao da cultivar. Para cv. Williams,
variedade do grupo Cavendish, esse valor é de

3,5, enquanto, para as do grupo Prata, como Prata
Catarina, Prata Ana e Maga, os indices sao 3,0; 2,6
e 2,9 respectivamente. E, para a variedade Tropical
(genoma AAAB), tém sido verificadas as taxas de
multiplicagéo de 3,3.

Fase de enraizamento e alongamento
das brotacoes

Apos a fase de proliferagdo ou multiplicagao, isto &,
apos os seis subcultivos sucessivos, as brotacdes
devem ser individualizadas e transferidas para

um meio novo de forma que possam alongar e
enraizar. Os explantes a serem transferidos para

a fase de alongamento e enraizamento devem

ser brotagbes com a parte aérea desenvolvida e
com aproximadamente de 2 cm a 3 cm de altura,
retirando-se apenas o excesso de tecido oxidado, se
houver.

As brotacdes devem ser colocadas no mesmo tipo
de frasco usado na fase anterior, com 30 mL de meio
de cultura, utilizando seis explantes por frasco. O
meio de alongamento e enraizamento constitui-se do
meio MS suplementado, geralmente de 0,01 mg/L da
auxina ANA (acido naftalenoacético). A auxina a ser
adicionada ao meio de cultura pode variar no tipo e
na concentragao. Algumas cultivares de bananeira se
desenvolvem adequadamente em meio MS, sem a
necessidade da adigao de auxina ao meio de cultura,
como a cultivar Williams.

As condigdes da sala de crescimento devem ser as
mesmas das fases anteriores. Essa fase pode durar
de 30 a 45 dias (dependendo da cultivar/variedade),
sendo importante que as mudas atinjam uma altura
aproximada de 4 cm a 6 cm, e que ocorra formagao
abundante de raizes para que as plantas possam
passar a etapa de aclimatizagdo com maior garantia
de sobrevivéncia (Figura 9).

Em trabalho desenvolvido em conjunto com a
BioClone, as mudas micropropagadas de bananeira

Foto: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho

Figura 9. Mudas de bananeira cv. Williams, de 4 cm a 6 cm
de altura, obtidas 30 a 45 dias apds inoculagdo no meio de
alongamento e enraizamento, com a formagao de raizes,
adequadas para passar para a fase de aclimatizagao.

das cultivares Williams, Prata Catarina e Tropical,
apos cultivo durante 30 dias, na fase de alongamento
e enraizamento, apresentaram as seguintes
caracteristicas: altura da planta (4,5 cm, 5,4 cm e

6,1 cm), numero de folhas (5,2; 2,5 e 3,5), didmetro
do pseudocaule (0,38 cm, 0,45 cm e 0,58 cm)
comprimento da maior raiz (7,5 cm, 22,3 cm e

4,4 cm) e massa fresca da muda (2,3 g, 2,9ge 4,9 g),
respectivamente.

O numero de mudas obtidas no periodo de 6 a 8
meses, por micropropagagéo, segundo Santos-
-Serejo et al. (2009), é de 150 a 300 mudas por
apice caulinar. Nos trabalhos desenvolvidos na
Embrapa Agroindustria Tropical, o nimero médio de
mudas micropropagadas obtidas, ao final da etapa
de alongamento e enraizamento, por apice caulinar
estabelecido in vitro, € de 170 para as cultivares que
vém sendo produzidas no laboratério.

Aclimatizacao das mudas
micropropagadas

A aclimatizacao é necessaria porque as mudas
produzidas in vitro apresentam tamanho reduzido,
necessitando de uma etapa intermediaria entre a
produg¢ao da muda em laboratério e o plantio no
campo. Nessa etapa, as mudas séao transferidas para



Foto: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho

um ambiente com as condigdes climaticas naturais.
Essas novas condigdes devem ser passadas as
plantas progressivamente para que elas sofram
menor estresse, pois ele pode culminar em injurias
profundas ou até mesmo em morte (BRAINERD;
FUCHIGAMI, 1981).

Dessa forma, a aclimatizagao representa uma etapa
importante no processo de produgéo in vitro de
mudas, sendo que, em alguns casos, chega a ser

o fator limitante no processo de micropropagacao
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

Os explantes ideais sdo mudas com parte aérea e
raizes bem desenvolvidas, apresentando de 4 cm a
6 cm de altura. As mudas devem ser cuidadosamente
retiradas dos frascos de cultivo, lavadas
abundantemente com agua corrente até que todo

0 meio de cultura tenha sido retirado (Figura 10).
Apds esse procedimento, as raizes devem ser
podadas, deixando as mudas com raizes de 1 cm de
comprimento (Figura 11).

Esse procedimento, além de facilitar o plantio da
muda no substrato, estimula o desenvolvimento

de novas raizes. As mudas devem ser separadas
individualmente, contadas e colocadas em bandejas
(Figura 12-A) ou em caixas de isopor (Figura 12-B), até
serem aclimatizadas. Nessas condi¢des, recomenda-
-se que as mudas nao permanegam por mais de

trés dias, devendo ser acondicionadas em local
refrigerado.

=
o

e

Figura 10. Mudas de bananeira cv. Williams, de 4 cm a

6 cm de altura, sendo retiradas dos frascos de cultivo, e
lavadas em agua corrente, até que todo o meio de cultura
tenha sido eliminado.

Produgédo de Mudas Micropropagadas de Bananeira

Figura 11. Poda das raizes das mudas de bananeira cv.
Williams, deixando as raizes com aproximadamente 1 cm
de comprimento.

Figura 12. Acondicionamento das mudas de bananeira cv.
Williams em bandejas (A) ou em caixas (B) de isopor, para
serem aclimatizadas.

Fotos: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho

Fotos: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho
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Na BioClone e TopPlant, a aclimatizacdo das mudas
micropropagadas de bananeira é efetuada em trés
etapas. Inicialmente, as mudas sao plantadas em
bandejas de isopor, com dimensdes de 70 cm de
comprimento x 35 cm de largura e 5 cm de altura,
constituidas de 162 células. As bandejas devem
conter substrato Amafibra, composto por fibra de
coco, adubo NPK e micronutrientes, sendo mantidas
em camara umida (Figura 13), por apenas um dia.

A seguir, sdo transferidas para estufa,
permanecendo, nessas condi¢des, por mais 20 dias.
Apos esse periodo, as mudas sdo transferidas para a
segunda etapa, na qual séo plantadas em bandejas
de plastico com dimensdes de 67 cm comprimento

x 33 cm de largura x 10 cm de altura, constituidas

de 72 células, e com o mesmo substrato da fase
anterior, permanecendo sob condigdes de estufa por
trés semanas (Figura 14).

Foto: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho

Figura 13. Mudas micropropagadas de bananeira cv.
Williams, sendo aclimatizadas em bandejas de isopor, sob
condigbes de camara umida.

Foto: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho

Figura 14. Mudas micropropagadas de bananeira cv. Maca
sendo aclimatizadas em bandejas de isopor, sob condi¢des
de estufa.

Ao final da segunda etapa, as mudas
micropropagadas da cultivar Williams apresentam,
em média, seis folhas, 18,0 cm de altura e 1,0 cm
de diametro do pseudocaule. Na terceira etapa, as
mudas sao transferidas para sacos plasticos pretos
de capacidade de 2,5 kg (Figura 15), contendo
como substrato solo profundo, composto organico
(esterco) e casca de coco, na proporgéo de 3:1:1.
Permanecem sob condi¢des de estufa por quatro
semanas. Ao final da terceira etapa, as mudas
micropropagadas da cultivar Williams apresentam,
em meédia, 10 folhas, 30,0 cm de altura e 9,0 cm de
diametro do pseudocaule. Outra opgao seria o uso de
substrato formado por 60% de solo, 30% de areia e
10% de vermicomposto, e aclimatizagdo das mudas
em tubetes, com volume de 300 cm?® (Figura 16).

/
Foto: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho

R

Figura 15. Mudas micropropagadas de bananeira cv.
Williams sendo aclimatizadas em sacos plasticos pretos,
sob condigdes de estufa.

Foto: Ana Cristina I;oriugal Pinto de Carvalho

Figura 16. Mudas micropropagadas de bananeira cv.
Maga, sendo aclimatizadas em tubetes, com volume de
300 cm?.



Fotos: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho

O substrato utilizado no recipiente durante a
permanéncia das mudas, no viveiro (casa de
vegetacao, estufa ou telado), deve apresentar

boas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas,
possibilitando, assim, o rapido crescimento da muda,
um bom teor de matéria seca nas partes aérea e
radicular, dentre outras caracteristicas (YAMANISHI
et al., 2004).

Nessa etapa, as mudas devem ser aclimatizadas,
sob condi¢des de estufa (Figura 17-A) ou

telado (Figura 17-B), com sistema de irrigagao
preferencialmente por microaspersio ou nebulizagio,
e com sombreamento de 50% a 75%. A temperatura
deve ficar de 24 °C a 26 °C, e a umidade relativa do
ar, maior que 80% (SINGH et al., 2011). Essa etapa
dura em média de 45 a 60 dias, e as mudas estao
prontas para serem plantadas no campo quando
atingirem altura de 30 cm (Figura 18).

Segundo Singh et al. (2011), podem ser plantadas no
campo mudas micropropagadas de bananeira, com

Figura 17. Infraestrutura da estufa/telado onde as mudas
sdo aclimatizadas. Mudas micropropagadas de bananeira,
apos 60 dias de plantio em sacos plasticos pretos, com
aproximadamente 30 cm de altura, em desenvolvimento
adequado para serem plantadas no campo, na TopPlant,
em Icapui (A) e na Fazenda FrutaCor, em Limoeiro do
Norte, ambos no Estado do Ceara (B).
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20 cm a 30 cm de altura e que apresentam de 3a 5
folhas (SINGH et al., 2011).

Durante o periodo de aclimatizacéo, é feita a
eliminacao de plantas que apresentem algum tipo de
anormalidade, como crescimento muito lento e folhas
mal formadas ou muito espessas (SANTOS-SEREJO
et al., 2009).

Figura 18. Muda micropropagada de bananeira cv. Prata
Catarina com aproximadamente 30 cm de altura, sendo
plantada no campo, na Fazenda FrutaCor, em Limoeiro do
Norte, no Estado do Ceara.

Consideragoes finais

De acordo com Ariel (1997), dados obtidos em
trabalhos de pesquisa apontam que as mudas
micropropagadas de bananeira apresentam melhor
desempenho no campo, quando comparadas as
mudas obtidas pelos métodos convencionais. Entre
essas vantagens, podem ser destacadas: colheitas
superiores, registrando aumentos de producao entre
15% a 25%, por serem obtidas a partir de matrizes
selecionadas e estarem isentas de doencas (DREW;
SMITH, 1990); colheita precoce dos frutos, tendo
em vista a reducao de quatro a oito semanas para a
primeira florag&o; e maior uniformidade, em tamanho
e desenvolvimento das plantas, possibilitando
planejar a colheita dos frutos para periodos mais
convenientes de comercializacio. Essas diferencas
na produtividade podem ser justificadas pelo estado
fitossanitario e pelo vigor das mudas (ALVARES;
CALDAS, 2002).

Robinson et al. (1993), testando mudas das
variedades Grande Naine e Williams, obtidas por
métodos in vitro e convencional, durante trés ciclos
de produgédo, observaram que as plantas oriundas de
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mudas micropropagadas mostraram superioridade
de 14% na producédo. Resultados semelhantes
foram obtidos por Alvares e Caldas (2002) para as
cultivares Prata Ana e Nanicao.

Lee (2006) enfatiza que as mudas micropropagadas
apresentam maior taxa de sobrevivéncia e
demandam menor aplicagdo de insumos para o
controle de pragas e doengas, no campo, além de
crescerem mais rapidamente nos primeiros estadios
de desenvolvimento do que as mudas convencionais
(ARIAS, 1992), resultando, assim, em plantas mais
vigorosas (TEIXEIRA; BETTIOL NETO, 2011).

Além disso, sdo precoces na emissao de brotagdes
e produzem mais mudas por ano (PEREIRA et

al., 2001). Em relagéo a produgao, as mudas
provenientes da cultura de tecidos apresentam
crescimento e desenvolvimento mais uniforme dos
frutos, possibilitando a programagéo da colheita,

que pode ser antecipada em 60 a 70 dias, quando
comparada com a das mudas convencionais (SINGH
et al., 2011). Além de maior precocidade, as plantas
sdo mais produtivas, e a uniformidade de producéao
facilita os tratos culturais (SCHERWINSKI-PEREIRA
et al., 2009). As mudas advindas de micropopagacao
apresentam essas vantagens sobre as convencionais
por serem obtidas a partir de matrizes selecionadas e
estarem isentas de doencas (DREW; SMITH, 1990).

As mudas nao devem apresentar variagao
somaclonal (variabilidade genética gerada durante

a cultura in vitro que permite o aparecimento de
individuos diferentes da planta matriz) (LARKIN;
SCOWCROFT, 1981). A identificacao dos variantes
somaclonais deve ser feita antes do estabelecimento
das mudas no campo, preferencialmente ainda

nas condigdes in vitro, ou na fase de aclimatizagéo
(Figura 19). A eliminacao desses materiais nessa
fase tem grande significado para a propagacgao de
bananeira in vitro, haja vista que isso evita um grande
prejuizo econémico e a multiplicagdo de material fora
do padrédo. A auséncia de mudas micropropagadas
com variagao somaclonal é importante para o
sucesso da agao e a superioridade na performance
em campo das plantas micropropagadas em
comparagao com as mudas convencionais
(BERNARDI et al., 2004). Assim, pode-se inferir que
a utilizacdo de mudas micropropagadas, para plantio
comercial (Figura 20-A, B), oferece melhor garantia
de produtividade elevada.

Figura19. Identificacédo de variantes somaclonais
(plantas apresentando nanismo e variegagédo) em mudas
micropropagadas de bananeira cv. Maga, durante a fase
de aclimatizag¢ado, na Fazenda FrutaCor, em Limoeiro do
Norte, no Estado do Ceara.

Figura 20. Plantio comercial de bananeira cv. Prata Catarina,
com mudas micropropagadas, em fase de desenvolvimento
vegetativo (A) e em fase de producgao (B), na Fazenda
FrutaCor, em Limoeiro do Norte, no Estado do Ceara.

Foto: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho

Fotos: Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho
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