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RESUMO = O presente trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia de um sistema de micropropagagio
em escala comercial das cultivares de bananeira {Musa sp.) Naniclo ¢ Grande Naine. A cultura foi
estabelecida em meio nutritivo MS, suplementado com 30 g/L de sacarose, 0,18% de Phytagel™ e pH
5,7; a multiplicagdo foi realizada no mesmo meio de cultura suplementado com 4,0 mg/L de BAP
(benzilaminopurina). As plantas foram enraizadas em meio MS com metade da concentragio de sais,
suplementado com 30 g/L. de sacarose, ¢ sem reguladores de crescimento. Apés o enraizamento, as
plantulas foram aclimatadas em casa de vegetagdo. As perdas por contaminago durante o estabeleci-
mento da cultura in vitro foram de 18,0% e 40,6% para as cultivares Naniclo e Grande Naine, respec-
tivamente, A taxa média de multiplicagdo nos seis subcultivos foi de 2,1 para ‘Nanicio’ e 2,4 para
‘Grande Naine’. As perdas na aclimataggo totalizaram 2,0%. Com relagio A eficiéncia do sistema de
micropropagago, foram obtidas, em média, 189,2 mudas por explante vidvel apés a fase de estabele-
cimento in vitro, para a cultivar Nanic3o, ¢ 198,8 para Grande Naine,

- Termos para indexagio: Musa sp., Naniclo, Grande Naine, taxa de multiplicagio.

EVALUATION OF BANANA COMMERCIAL MICROPROPAGATION

ABSTRACT - The efficiency of a commercial micropropagation system of the Nanic3o and Grand
Naine triploid banana cultivars was evaluated. The in vitro culture was established in MS medium,
supplemented with 30 g/L of sucrose and 0.18% of Phytagel™, pH 5.7; bud multiplication was car-
ried out in the same medium supplemented with 4.0 mg/L of BAP {benzilaminopurine). Plantlets were
rooted in MS medium containing half the concentration of salts and supplemented with 30 g/L of
sucrose and lacking growth regulators, After rooting, the plantlets were acclimatized in a green-house.
Losses by contamination during the period of the in vitro establishment were 18.0% and 40.6% for
cultivars Nanicdo and Grand Naine, respectively. Average multiplication rates in the subcultures were
2.1 for ‘Nanicdo® and 2.4 for ‘Grand Naine’. Two percent of the plantlets were lost during acclimation
process, The average production of plantlets were 189.2 for ‘Nanicio' and 198.8 for Grand Naine.

Index terms: Musa sp., Naniclo, Grand Naine, multiplication rate.

INTRODUCAO

O Brasil estd entre os maiores produtores e con-
sumidores de banana do mundo (FAOQ..., 1994). Nos
iiltimos anos, tem-se verificado um aumento consi-
deravel na demanda de mudas de bananeira de alta

! Aceilo para publicagio em 11 de novembro de 1996.

2 Eng. Agr., M.Sc., Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de
Mandioca e Fruticultura Tropical (CNPMF), Caixa Postal 007,
CEP 44380-000 Cruz das Almas, BA.

3 Eng. Agr., Dr., Embrapa-CNPMF.

qualidade visando a renovagio de bananais de re-
gides tradicionalmente produtoras, como litoral norte
e sul de Santa Catarina, Registro, SP e Janauba, MG,
e a ocupagio de novas dreas como o Qeste Paulista,
Jaiba, MG e o Pélo Fruticola Mossoré-Acu, RN,

A produgiio comercial de mudas de bananeira por
meio da cultura in vitro de épices caulinares tem sido
empregada com sucesso em paises como Israel, Fran-
¢a, Costa Rica, Cuba, Austrilia e Taiwan, possibili-
tando a produgdo de mudas superiores e pratica-
mente livres de pragas ¢ doengas, como o mal-do-
-panamd (Fusarium oxysporum f. sp. cubense),
moko (Pseudomonas solanacearum), nematéide
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Radoplolus similis ¢ a broca-do-rizoma
(Cosmaopolites sordidus) (Souza, 1994). Segundo
Krikorian & Cronauer (1983), o desenvolvimento
dessas técnicas é importante, por permitir a rapida
multiplicag3o de novos clones de cultivares
selecionadas e de hibridos, obtidos a partir de pro-
gramas de melhoramento genético. Mudas
micropropagadas preduzem 30% mais do que mu-
das obtidas convencionalmente (Sanada, 1993), per-
mitem colheita sincronizada nos primeiros ciclos da
cultura, gracas 4 homogeneidade das mudas, e pos-
sibilitam maior vigor das plantas, maior nimerc de
dedos por penca, maior nimero de pencas por ca-
cho, menor variabilidade no tamanho e forma dos
frutos, € menor incidéncia de nematéides em édreas
contaminadas (Orellanaetal.,, 1991; Quynh & Uyen,
1993).

Uma série de trabathos tem sido desenvolvida vi-
sando estabelecer protocolos seguros para a multi-
plicagfo in vitro de cultivares de bananeira (Cronauer
& Krikorian, 1984a; Hwang et al., 1984; Banerjee
& De Langhe, 1985; Wong, 1986; Angarita & Perea,
1991; Sandoval et al., 1991). Esses trabalhos de-
monstraram que para cada gendtipo devem ser rea-
lizadas meodificagdes nos protocolos de
micropropagagio quanto ao tipo de explante, con-
centragdo de componentes do meio de cultura, con-
digses fisicas do ambiente e métodos distintos para
o enraizamento e aclimata¢do. Segundo Grattapaglia
& Machado (1990), a ¢ficiéncia de um protocolo de
micropropagagio pode ser avaliada principalmente
pela taxa média de multiplicag3o ao longo dos
subcultivos, pelo nimere final de mudas obtidas, e
pela porcentagem de plantas que conservem as ca-
racteristicas genéticas iniciais.

Este trabalho teve o objetivo de avaliar o desem-
penho de um protocolo de micropropagagéo empre-
gado por empresas nacionais para a produgdo de
mudas de bananeira por meio de cultura de tecidos.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura
de Tecidos da Empresa BIDAGRI Biotecnologia Agrico-
la S/C Ltda (Piracicaba, SP). Os materizis vegetais utili-
zados foram as cultivares tripldides Naniciio (AAA) e
Grande Naine (AAA); as matrizes foram coletadas na
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Fazenda Tiata, Eldorado, SP. Foram realizadas trés cole-
tas de 50 plantas de cada cultivar com difimetro médio da
base do pseudocaule de 10 cm (Jarret, 1986), realizadas
nos meses de fevereiro a abril de 1994,

Foi realizada a limpeza do material por meio de uma
série de cortes, removendo-se parte dos rizomas e
pseudocaules até o tamanho aproximado de 5 ¢m de altu-
rapor 1,5 cm de didmetro. A desinfestagio foi realizada
em élcool 96°GL por dois minutos e em solugio de hipo-
clorito de s6dio 2,0% e Agua destilada (1:3) contendo al-
gumas gotas de Tween 20, por 30 minutos, sob agita¢iio.
Em scguida, foram realizadas trés lavagens com dgua des-
tilada estéril, em ¢dmara de fluxo laminar, e reduzidos os
explantes, com auxilio de pinga e bisturi, até o tamanho
de 0,6 cm de altura por 0,4 cm de didmetro {Cronauer &
Krikorian, 1985). .

O estabelecimento do material (subcultivo zero) foi
realizado em meio nutritivo MS (Murashige & Skoog,
1962), suplementado com 30 g/L. de sacarose e 0,18%
Phytagel™, ajustando-se o pH para 5,7; a multiplicagio
dos explantes {(subcultivos um a seis) no mesmo meio de
cultura, suplementado com 4,0 mg/L. de BAP (benzi-
laminopurina); € o enraizamento em meio MS com meta-
de da concentragio de sais, suplementado com 30 g/L de
sacarose e solidificado com Phytagel™, sem reguladores
de crescimento. Os explantes foram dispostos sobre
50 ml de meio de cultura, em frascos com 13 cm de altura
por 5,5 cm de diimetro.

O processo de multiplica¢lo foi realizado por meio de
subcultivos das gemas laterais, sendo efetuada a subdivi-
s3o longitudinal dos explantes sempre que possivel
(Cronauer & Krikorian, 1984b). Na fase de multiplica-
¢3o, foram colocados de quatro a cinco explantes por frasco
e, na fase de enraizamento, de seis a sete. Os subcultivos
1 a 5 foram realizados, em média, a cada 30 dias, o sexto
subcultivo em 45 dias, ¢ o cultivo em meio de enraiza-
mento, em 20 dias. O trabalho foi desenvolvido sob con-
digdes de temperatura de 24 + 4°C, fotoperfodo de 16 horas
¢ intensidade luminosa de 2000 lux.

Apés o enraizamento in vitre, as plintulas foram
transferidas para sacos de plistico de 25,0 em?, contendo
substrato composto por matéria orginica, solo e areia
(1:1:1), permanecendo 15 dias em casa de vegetagdo, em
sistema automatico de nebulizagio com 60% de
sombreamento; 45 dias em estufa com cobertura pléstica;
e 20 dias fora de casa de vegetagdo. A cada sete dias, foi
realizada adubago com solugio nutritiva contendo N, P
e K, de acordo com as necessidades das mudas.

Foram avaliadas as taxas médias de multiplicagio das
plantulas durante os subcultivos zero a seis, o niimero fi-
nal de mudas produzidas por explante, perdas durante as
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fases de coleta ¢ preparo dos explantes, porcentagem de
contaminagio por fungos ¢ bactérias nas fases de estabe-
lecimento e multiplicagio, perdas de plantulas na fase de
aclimatago, nivel de oxidagao dos materiais in vitro e
presenga de variantes somaclonais em casa de vegetagdo.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

A fase de estabelecimento das plintulas de bana-
neira in vitro € normalmente marcada por elevados
indices de perdas. Nos experimentos realizados ocor-
reram, nessa fase, perdas de 18,0% e 40,6% dos
explantes das cultivares Nanicio e Grande Naine,
respectivamente (Tabela 1). Desses valores, as per-
das causadas pela presenga de dpices caulinares
mortos ou danificados por broca-do-rizoma foram
de 7,1% na *Grande Naine’ e de 5,8% na ‘Nanicio’
¢ os porcentuais complementares de 33,5% na culti-
var Grande Naine, e os de 12,2% na Nanic3o foram
causados por contamina¢des, principalmente
bacterianas. Os elevados porcentuais de contamina-
¢do obtidos podem ser atribuidos ao fato de as ma-
trizes serem provenientes de campo com problemas
de drenagem {Sandoval et al., 1991). Na fase de
multiplicagdo (subcultivos um a seis), obteve-se uma
porcentagem média de contaminagdo de 13,3% na
cultivar Nanicfo, e de 12,8% na Grande Naine, A
maior parte do material foi contaminada por fungos
ndo-patogénicos. Na fase de multiplicago, verifi-
cou-s¢, em cada ciclo de 30 dias de cultivo, que na
primeira semana ocorreu um nivel acentuado de
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subcultura, ocorreu uma diminui¢io no ritmo de
crescimento, e aumentou novamente o nivel de oxi-
dagdo, desta vez ocasionado, provavelmente, pela
falta de nutrientes no meio de cultura. Segundo
Grattapaglia & Machado {1990), antes desse esta-
dio deve ser realizada uma nova repicagem, pois a
freqfiéncia ideal de subcultivos ¢ aquela em que as
plantas sio repicadas durante a fase de crescimento
ativo das partes aéreas, aliando o maximo vigor de
crescimento das culturas  méxima taxa de multipli-
cacio.

A anilise dos dados da Tabela 2 permite visualizar
o crescimento exponencial do namero de plintulas
de bananeira produzidas in vitro ao longo dos
subcultivos 1 a 6. Esses dados demonstram quanto
¢ importante enraizar as plantulas apenas no Gltimo
subcultivo proposto. Verifica-se, na Tabela 2, que
na sexta subcultura houve, em média, 2 produgio
de 7.914,3 plantulas da cv. Nanic2o num periodo de
30 dias, que corresponde a 4.013,3 plantulas a mais
em compara¢do com as 3.901,0 plantulas produzi-
das nas cinco subculturas anteriores, que levaram
180 dias. Segundo Angarita & Perea (1991), este
crescimento exponencial do nimero de plantulas
continua nas subculturas posteriores 3 sexta gera-
¢do, e poderia representar um aumento substancial
no numero de mudas produzidas por matriz, no

TABELA 2, Taxas de multiplica¢iio e eficiéncia do pro-
cesso de micropropagaciio comercial de

. ; bananeira,
oxidagso dos explantes, decorrente da liberagdo de _
compostos fenéllco§ pelas células t?amﬁcada_s pelos Suboulive e —r
cortes durante a repicagem. A partir da seguflda se- plantulas’ multiplicagio
mana, ocorreu um desenvolvimento pronunciado de
novas brotagdes, que se apresentavam vigorosas e Naniclo Grande Naine
com coloragdo esverdeada. Por voltado 25¢diada 70,7 (1,4) 2.7 (=)
1 113,32 (1,6) 70,0 (1,6)
2 2503 (2,2) 1573 (2,2)
TABELA 1. Perdas de explantes de dpices caulinares 3 7100 (2,8) 50,7 (3,2)
de bananeira durante o estabelecimento 4 1986,7 (2,8} 16840 (34)
da cultura in vitro, s 39010 20) 33863 (20)
6 9143 2,00 6025,7 (1.8)
Cultivar Perdas de explantes (%) N® de mudas produzidas 7756 5505
Taxa méd. de multiplicagio 21 24
Explantes invidveis Contaminagdo Perdatotal  N®de mudas prod/N® expl.
vidveis introduzidos 1892 198,8
Nanicio - 58 12,2 18,0
Grande Naine 71 335 40,6 ' Dados representam médias de trés coletas.

*Material ainda ndo diferenciado em plintulas.
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fosse a ocorréncia de variago somaclonal. De fato,
a variagfio somaclonal ¢ um dos maiores problemas
damultiplica¢lo in vitro de mudas de bananeira, por
alterar geneticamente as caracteristicas dos clones
(Stover, 1987; Evans & Sharp, 1991; Isracli et al,,
1991). Diversos autores concordam em que,
subcultivando os explantes até a sexta gerag#o, nas
condicdes utilizadas neste trabalho, os niveis de va-
riag3o somaclonal nfo devem ultrapassar a 5% para
cultivares do subgrupo Cavendish (lsraeli et al.,
1991).

Ainda na Tabela 2, verifica-se que as maiores
taxas de multiplicag3o de plantulas das cultivares
Nanicfo ¢ Grande Naine ocorreram nos subcultivos
3 e 4, quando foram obtidos valores préximos a 3,0.
Um dado mais importante para avaliar o desempe-
nho de uma empresa de produgio de mudas é a taxa
média de multiplicagiio durante os subcultivos, que,
neste experimento, foi de 2,1 em rela¢o 4 cultivar
Naniclo e de 2,4 no tocante & Grande Naine, Esses
valores concordam com a citag3o de Sandoval et al,
(1991), de que ataxa de multiplicag3o em empresas
produtoras de mudas in vitro variade 1,5 2 3,0 em
relagio a cultivares do subgrupe Cavendish
estabelecidas em meio de cultura semi-sélido. Se-
gundo Jarret (1986), a concentraglo exdgena de
citocinina € o principal fator que regula a taxa de
multiplicagfio in vitro de plintulas de bananeira, sen-
do o BAP a mais eficiente para a indugiio de gemas
laterais, quebra da dominéncia apical ¢ para evitar a
formaglio de ralzes (Zaerr & Mapes, 1985). Como a
concentraciio ideal de BAP varia de acordo com o
genétipo € as condigdes de cultivo, Banerjee & De
Langhe (1985) e Vuylsteke et al. (1988) recomen-
daram o uso de 2,5 a 5,0 mg/L, BAP, Neste trabalho
foi utilizada a concentragfio de 4,0 mg/L. de BAP, a
qual proporcionou resultados satisfatérios na multi-
plicagio de plintulas, e promoveu adequado esti-
mulo as brotagdes das gemas laterais e inibigio do
desenvolvimento de raizes.

A utilizag¥o de um periodo de 45 dias no sexto
subcultivo e, em seguida, de cultivo em meio sem
reguladores de crescimento e com a metade da con-
centracio dos macronutrientes do MS, foi eficiente
para a indugfo, iniciagfio ¢ alongamento do sistema
radicular das plantulas de bananeira. O efeito dare-
dugfio dos macronutrientes e da auséncia do BAP
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no enraizamento ji& havia sido descrito por
Grattapaglia & Machado (1990) e Sandoval et al.
{1991). O prolongamento do sexto subcultivo para
45 dias possibilitou a retirada direta de cerca de 35%
do material para casa de vegetag3o. Os explantes
restantes, que passaram para 0 meio de enraizamento,
apresentaram rapido desenvolvimento da parte aé-
rea € sistema radicular, e estavam aptos para a
aclimatag3o apés 20 dias.

As perdas durante a aclimatag3o foram da ordem
de 2%, tanto na cultivar Nanic2o quanto na Grande
Naine. Verificou-se que as plantulas que, in vitro,
possufam parte aérea alongada, e vela e rizoma de-
finidos, apresentavam 98% de pegamento, mesmo
sem a presenga de raizes. A mesma porcentagem de
pegamento foi obtida por Aaouine (1989), que tra-
balhou com a cv, Giant Cavendish, tendo utilizado
meio de cultura contendo 3,0 mg/L de cinetina e
10,0 mg/L de AIA (4cido indole-acético) para en-
raizar as plantulas. Nas condigdes utilizadas neste
trabalho, verificou-se grande eficiéncia na
aclimatagfo das plantulas, o que sugere a possibili-
dade de se induzir o enraizamento em condigdes
extra vitrum.

Os resultados obtidos demonstram que a cultura
de tecidos de bananeira é um método répido de pro-
pagagdo. Enquanto o perfilhamento em campo pro-
duz de trés a doze filhotes por ano, dependendo da
cultivar e condig8es de cultivo (Alves et al., 1982),
obteve-se, neste trabalho, a média de 189,2 mudas
dacv, Nanicio, por explante vidvel apds a inoculagio
invitro, e 198,8 para a cv. Grande Naine, Com rela-
¢%o & multiplicagdo in vitro, Sandoval et al. (1991)
obtiveram, em média, 95, 211, 366 e 93 mudas por
explante inicial, respectivamente, das cultivares
Curraré (AAB), Dominico (AAB), Gran Enano
{AAA)e Valery (AAA). Segundo Jarret (1986), exis-
tem diferengas significativas na capacidade de pro-
liferagdo in vitro de cada cultivar de bananeira, em-
bora todos os genétipos tenham respondido favora-
velmente A técnica de micropropagagio por dpices
caulinares. No trabalho realizado, praticamente nio
foram observadas grandes diferengas quanto ao na-
mero de plantulas obtidas por explante inicial das
cultivares Grande Naine e Nanic3o, embora Sandoval
et al. (1991) salientem que existem diferengas in-
clusive entre clones de uma mesma cultivar,
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Durante a fase de aclimatagfio e desenvolvimen-
to inicial das mudas, ou seja, até 60 dias apés are-
tirada do material da condig¢o in vitro nio fo-
ram observadas variagdes fenotipicas nas plantas ob-
tidas.

CONCLUSAO

A micropropagacio de mudas de bananeira das
cultivares Nanic%o e Grande Naine, segundo o mé-
todo avaliado, proporciona multiplicaglio acelerada
de grandes quantidades de material de alta qualida-
de genética e fitossanitdria, e apresenta viabilidade
para serempregada comercialmente com vistas a su-
prir a demanda, j4 existente no Brasil, de mudas de
qualidade.
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