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1. Introducao

A bananeira estd entre as culturas de maior importancia
econdmica para os paises tropicais e subtropicais. O Brasil é o
segundo maior produtor mundial de banana, tendo produzido
cerca de 7 milhdes de toneladas em 2006, em uma area
plantada de aproximadamente 500 mil hectares (FAO, 2009).
A renovacao dos plantios e a ampliacao da area cultivada sado
dependentes da disponibilidade de grandes quantidades de
mudas com elevada qualidade fitossanitaria, uma vez que o
estado das mudas utilizadas vai influenciar na fitossanidade e
produtividade do bananal.
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As bananeiras sao propagadas vegetativamente a partir
de mudas provenientes de brotos laterais de plantas adultas,
visto que quase todas as cultivares sao tripléides ou
tetrapldides e raramente produzem sementes. Entretanto, o
uso desse tipo de propagulo apresenta problemas como o
baixo numero e desuniformidade na producdo de mudas,
dificultando arealizacao do plantio em grandes areas, o manejo
do pomar e, ainda, podendo se constituir em um mecanismo de
disseminacao de pragas e doencas como mal-do-panam3,
broca, nematéides, virus, moko e podridao mole.

Outros métodos de propagacdo in vivo, tais como o
fracionamento do rizoma (Cordeiro & Soares Filho, 1991) e a
propagacao rapida (Dantas et al., 1986), embora apresentem
uma eficiéncia um pouco maior, ndo sdo muito efetivos quanto
a sanidade e uniformidade das mudas produzidas.

A producdo em larga escala de mudas de bananeira tem
sido realizada em laboratério mediante a técnica de
micropropagacao ou propagacao in vitro a partir de apices
caulinares e/ou gemas laterais, nos quais é induzida a
formacdo de novas brotacdes, em condicées de cultivo
controladas. Esta técnica vem sendo utilizada de maneira
crescente nos ultimos anos com a instalacao de diversos
laboratérios comerciais, permitindo, assim, um acesso mais
rapido dos agricultores a mudas de melhor qualidade, tanto das
cultivares tradicionais quanto dos novos hibridos
desenvolvidos pelos programas de melhoramento genético.

Comparando-se os diferentes métodos de propagacao
vegetativa com relacdo ao nimero de mudas obtidas e ao
tempo gasto na producao das mesmas (Tabela 1), verifica-se
que a micropropagacao é muito superior aos demais processos.
Enquanto no processo convencional sdo necessarios 12 meses
para obtencdo de 10 a 30 mudas, dependendo do gendtipo
utilizado, cerca de dez vezes mais mudas sao obtidas em quase
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metade do tempo mediante a micropropagacao.

Além da producao de mudas em grande escala, em
qualquer época do ano e com economia de tempo e espaco, as
principais vantagens da micropropagacao incluem: a) rapida
disponibilizacdo de um grande ndmero de mudas de materiais
selecionados; b) homogeneidade no desenvolvimento das
mudas, que permite a uniformizacdao do plantio e a
sincronizacdao da colheita; e c) obtencdao de plantas com
caracteristicas genéticas idénticas a matriz e livres de
patdégenos, evitando, assim, a disseminacao de pragas e
doencas.

Tabela 1. NUumero de mudas e periodo necessario para obtengéo de plantas a
partir de diferentes métodos de propagagao da bananeira. (Adaptado de Souza
etal., 1999).

Método Namero de mudas” Periodo (meses)
Processo convencional 10 a 30 mudas/ planta 12
Fracionamento do rizoma 4 a 12 mudas/ rizoma 6-8
Propagacao répida 10 a 50 mudas/ rizoma 5-6
Propagacéo in vitro 150 a 300 mudas/explante 6-8
(micropropagacao)

“ Variavel de acordo com o genétipo utilizado.

Plantas oriundas da micropropagacao sobrevivem mais
no campo e crescem mais rapidamente nos primeiros estadios
de desenvolvimento do que as de mudas convencionais (Arias,
1993). Além disso, sdao mais precoces na emissao de filhos e
produzem mais filhos por ano (Pereira et al., 2001), tém
mostrado maior precocidade no primeiro ciclo (Zerda, 1991;
Scarpare Filho et al., 1998), apresentam uniformidade de
producao e proporcionam colheitas superiores as das plantas
advindas de propagacdo convencional, por serem obtidas a
partir de matrizes selecionadas e estarem isentas de doencas
(Drew & Smith, 1990).

Portanto, a micropropagacao constitui uma ferramenta
importante para a multiplicacao de gendtipos produtivos, com
boa qualidade de frutos e tolerdncia/resisténcia a
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determinadas pragas, bem como para a conservacao in vitro e
o intercAmbio de germoplasma.

2. Protocolos para Micropropagacao da
Bananeira

Desde os primeiros estudos desenvolvidos na década de
1980 (Cronauer & Krikorian, 1984; Vuylsteke, 1989),
diferentes protocolos de micropropagacao para bananeira tém
sido relatados na literatura (Krikorian et al., 1999; Arinaitwe et
al., 2000; Matsumoto & Silva Neto, 2003; Alves et al., 2004),
inclusive os utilizados em laboratérios comerciais (biofabricas),
com modificacbes de acordo com a conveniéncia.
Basicamente, todos os protocolos de micropropagacao
envolvem as seguintes etapas: selecao de plantas matrizes e
dos explantes, reducao, desinfestacdo e estabelecimento in
vitro dos explantes, multiplicacdo, enraizamento e
aclimatizacao das plantas.

Neste capitulo sao apresentados os protocolos de
micropropagacao da bananeira utilizados na Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical, salientando-se que ajustes
devem ser realizados de acordo com o(s) gendtipo(s) de
interesse.

2.1. Selecao de Plantas Matrizes e Escolha do Tipo
de Explante

A selecdo da planta matriz € necessaria para evitar a
multiplicacdo de gendtipos indesejaveis, uma vez que as

240



Aspectos Praticos da Micropropagacéo de Plantas

mudas obtidas serdo geneticamente idénticas a ela. Os
explantes, ou seja, os segmentos da planta que serdo
utilizados para o estabelecimento da cultura in vitro, devem ser
retirados de plantas com caracteristicas superiores e sadias,
sendo fundamental o Certificado de Origem para garantir a
fidelidade genética do gendtipo que vai ser multiplicado.

Vale ressaltar que o manejo do matrizeiro influencia na
qualidade do explante, pois quando se utiliza material vegetal
oriundo de plantios excessivamente irrigados por exemplo, a
ocorréncia de contaminacao in vitro causada por fungos e
bactérias é elevada, acarretando na eliminacao de grande parte
dos explantes.

Apds a selecdo das matrizes, deve ser realizada a
indexacao para virus, uma vez que as bananeiras sao
suscetiveis a diversas viroses, com destaque para o virus das
estrias da bananeira (Banana streak virus, BSV) e o virus do
mosaico do pepino (Cucumber mosaic virus, CMV), que nem
sempre apresentam sintomas facilmente identificados
(Cordeiro & Matos, 2003; Colariccio, 2005), e nado sao
eliminados mediante o processo de micropropagacao (Dahal et
al., 2000; Colariccio et al., 2006).

Varias fontes de explantes tém sido utilizadas em
bananeira, tais como muda do tipo chifrinho, rizoma e
inflorescéncia masculina (Fig. 1) para a obtencdo dos
explantes iniciais de dpices caulinares, gemas laterais e florais,
respectivamente. Além desses tipos de explantes, existem
estudos para utilizacdo de segmentos da folha como material
de partida (Venkatachalam et al., 2006). Apesar das gemas
florais apresentarem algumas vantagens em relacao aos apices
caulinares, pois podem ser manipuladas com maior facilidade e
nado interferem na producdo convencional de mudas, sao
utilizadas com menor frequéncia, isto porque ndo estdo
disponiveis durante o ano todo e muitos dos protocolos

241



Aspectos Praticos da Micropropagacéo de Plantas

sugeridos nem sempre sao suficientemente detalhados e
adequados a determinadas variedades, de modo a que possam
ser aplicados rotineiramente.

A micropropagacao por apices caulinares tem sido a mais
utilizada, tanto para a banana como para diversas outras
espécies. Contudo, algumas biofabricas também utilizam as
gemas laterais de bananeira quando ha limitacao de explantes

Fotos: Everton Hilo de Souza
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Fig. 1. Fontes de explantes utilizados para micropropagacéao de
bananeira: muda tipo chifrinho (A), rizoma com gemas laterais
(B) e inflorescéncia masculina (coragao) (C).

2.2. Reducdo do Tamanho da Fonte de Explante e
Desinfestacao

A reducdao do tamanho da fonte de explante e a
desinfestacao superficial dos explantes sao fatores
importantes na introducao da cultura in vitro. Se esta etapa
nao for realizada adequadamente, todo o processo fica
comprometido pela ocorréncia de contaminagdes por fungos
e/ou bactérias. O procedimento utilizado varia com o tipo de
explante, mas deve ser realizado em ambiente asséptico, em
camara de fluxo laminar.
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2.2.1. Apices Caulinares

Os apices caulinares sdo obtidos a partir de mudas de
bananeira do tipo chifrinho (20 a 30 cm de altura) ou chifre (50
a 60 cm de altura). Inicialmente sao retiradas as raizes e o
excesso de terra, e é realizada uma lavagem em agua corrente.
Em seguida, as bainhas mais externas sao retiradas e o rizoma
é cortado, reduzindo-se o tamanho do explante para
aproximadamente 5 cm de comprimento (3 cm de pseudocaule
e 2 cm de rizoma) por 2 a 3 cm de diametro (Fig. 2A-C). A
desinfestacao superficial é realizada mediante a imersao do
explante em alcool comercial a 70% por 5 minutos, seguida de
imersao em solucéao de hipoclorito de sédio (NaOCI) comercial
(2% de cloro ativo) e agua deionizada autoclavada, na
proporcéo 1:1, acrescido de Tween 20 (duas gotas por litro),
durante 30 minutos, e lavagem em &gua esterilizada por trés
vezes (Fig. 2D-F)

Fotos: Everton Hilo de Souza

Fig. 2. Reducdo do tamanho da fonte de explante de &apice
caulinar de bananeira (A-C) e desinfestacdo em céamara de
fluxo laminar (D-F).
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2.2.2. Gemas Laterais

Neste caso, em vez de apenas a gema apical presente em
mudas tipo chifre ou chifrinho, do rizoma de uma planta adulta
de bananeira é possivel extrair varias gemas laterais, o que
agiliza o inicio de um processo de micropropagacao em escala
comercial.

A exemplo do que acontece com as mudas tipo chifrinho
ou chifre, as gemas, apds retiradas do rizoma, tém o tamanho
reduzido e passam pelo mesmo processo de desinfestacao
superficial aplicado anteriormente.

2.2.3. Apice Floral

A inflorescéncia masculina (Fig. 1C) é coletada da planta
matriz, as bracteas mais externas sao retiradas e é realizada
uma lavagem em agua corrente. Em seguida, é feito um corte
transversal aproximadamente no meio da inflorescéncia e
elimina-se a metade inferior (Fig. 3A-B). As bracteas da
metade superior sao retiradas, reduzindo-se o explante para
cerca de 6 cm de comprimento (Fig. 3C-D). A desinfestacao
superficial é realizada em camara de fluxo laminar, borrifando-
se alcool a 70% sobre o explante e flambando-o na chama da
lamparina (Fig. 3E-F). Por causa deste procedimento de
flambagem, deve-se ter todo cuidado para evitar acidentes e
queimaduras.
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Fotos: Everton Hilo de Souza

Fig. 3. Reducdo do tamanho de inflorescéncia masculina
(coracao) de bananeira mediante a retirada das bracteas (A-D) e
desinfestacao por flambagem em camara de fluxo laminar (E-F).

2.3. Estabelecimento In Vitro

Apds a desinfestacdo, os explantes passam por
sucessivas reducoes mediante cortes do rizoma (Fig. 4A-B) ou
retirada de bainhas (Fig. bA-B), com o auxilio de pincas e
bisturis, sobre papel esterilizado, até atingirem cercade 1 a 2
cm de comprimento.

Vale ressaltar que o tamanho de explante a ser
introduzido in vitro varia de acordo com o objetivo. Para
limpeza clonal, ou seja, eliminacdo de virus, utiliza-se
explantes com 1 a 2 mm. Entretanto, quando o objetivo ndo é a
limpeza clonal, sado utilizados explantes de maior tamanho (1 a
2 cm), contendo o &pice caulinar juntamente com parte dos
tecidos que os envolvem. Quanto maior o tamanho do explante
maior a possibilidade de ocorréncia de contaminacgdes in vitro
por bactérias e fungos. Em seguida, os explantes séao
inoculados em tubos de ensaio (2,5 x 15 cm) ou frascos (6,5 x
10 cm) contendo o meio de cultura de estabelecimento (Fig.
4C e 5C): sais minerais e vitaminas do MS (Murashige & Skoog,
1962), com 30 g/L de sacarose, sem reguladores de
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crescimento, solidificado com 8 g/L de &gar ou 2,2 g/L de
Phytagel e pH corrigido para 5,8 antes da autoclavagem a 1
atm por 20 minutos.

Everton Hilo de Souza

Fig. 4. Reducéo de apice caulinar de bananeira até atingir 1 a 2 2
cm de comprimento, incluindo o rizoma que deve ficar com 1 a.
2 mm de espessura, e 1 cm de didmetro (A-B) e sua introducéao
em meio de cultura (C).

S

B c
Fig. 5. Reducdo do tamanho de inflorescéncia masculina
(coracao) de bananeira até atingir o tamanho de”
aproximadamente 1 a 2 cm (B) e sua introducdo em meio de
cultura (C).

s: Everton Hilo de Souza

Apds um periodo de 15 dias no escuro, a temperatura de
27 +1°C, os recipientes contendo os explantes sao
transferidos para sala de crescimento com condicdoes de
fotoperiodo de 16 horas suprido por ldampadas fluorescentes
(30 mol/m?/s) e & mesma temperatura. Estas condicées de
cultivo devem ser utilizadas até o ultimo subcultivo. O periodo
de estabelecimento é varidvel de um laboratério para outro,
podendo ser de 30 a 45 dias. Durante esta fase sao detectados
e descartados os explantes contaminados por fungos e

bactérias ou mortos devido a oxidacao.
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2.4. Multiplicacao In Vitro

Apés 30 a 45 dias no meio de estabelecimento, os
explantes (apice caulinar, gema lateral ou apice floral) devem
se apresentar intumescidos (Fig. 6A) e podem ser transferidos
para frascos contendo o mesmo meio de cultura da etapa de
estabelecimento acrescido de benzilaminopurina (BAP), a fim
de induzir a formacao de brotacdes ao redor do explante. A
citocinina BAP é a mais eficiente na micropropagacao da
bananeira e suas concentracées no meio de multiplicacdo
variam entre os laboratdrios, sendo mais comumente utilizada
afaixade 2,5 mg/La4,4 mg/L.

Antes da transferéncia para o meio de multiplicacao é
feita uma limpeza, eliminando-se, com auxilio de pinca e bisturi,
os tecidos escurecidos da base dos explantes, para controlar a
liberacdo de polifendis que interferem na proliferacdo. Em
seguida, o explante é seccionado longitudinalmente em duas
partes, para quebrar a dominancia apical (Fig. 6B), que séao
introduzidas separadamente, na posicao ligeiramente inclinada
com a parte cortada para baixo, em frascos contendo 20 mL do
meio de multiplicacao (Fig. 6C).

Apdés 4 semanas, as brotacdes induzidas sdo divididas
em segmentos contendo um ou dois brotos/gemas, os quais,
apés eliminacao dos tecidos externos oxidados, raizes e corte
da parte aérea, sao transferidos para frascos contendo meio
fresco com a mesma composicao (Fig. 6D-F). Este
procedimento é repetido por cinco ciclos (subcultivos) e
proporciona um aumento em cerca de cinco vezes do numero
de brotos formados a cada subcultivo (Fig. 6G-l). Os brotos
que sao muito vigorosos também podem ser cortados
longitudinalmente para estimular a proliferacao.

O numero de subcultivos, além de outros fatores, como o
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gendtipo, tipo de explante e componentes do meio de cultivo
utilizado, tem influéncia sobre a estabilidade genética das
plantas regeneradas. Quanto maior o niumero de subcultivos
maior a probabilidade de ocorréncia de plantas com alteracées
genéticas, ou seja, de variantes somaclonais. A realizacao de
até cinco subcultivos é considerada uma margem segura de
multiplicacao para a bananeira.
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Fig. 6. Explante de bananeira intumescido, seccionado
longitudinalmente apés 30-45 dias de cultivo e reintroduzido
no meio de cultura (A-C), limpeza e separacdo dos brotos no
segundo subcultivo (D-F) e procedimentos de separacao dos
brotos e corte, realizados do terceiro ao quinto subcultivo (G-I).

2.5. Alongamento e Enraizamento

In Vitro

Ao final dos cinco subcultivos (ciclos de multiplicacao),
os brotos resultantes sao individualizados e transferidos para o
meio de alongamento e enraizamento (MS sem reguladores de
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crescimento). Nesta etapa podem ser utilizados tubos de
ensaio (2,5 x 15 cm), frascos (6,5 x 10 cm) ou Magentas (7,5
x 8,5 cm), contendo, respectivamente, 15 mL, 40 mL e 65 mL
de meio de cultura e onde sao cultivadas 1, 5 e 16 plantas,
respectivamente. As culturas sdo mantidas por 2 semanas em
sala de crescimento.

As plantas que no quinto subcultivo ja apresentam bom
enraizamento e podem ser transferidas diretamente para
substrato em casa de vegetacdo ou estufa, dispensando a
etapa de enraizamento in vitro.

2.6. Aclimatizacdo em Casa de Vegetacao

As plantas que apresentam duas a trés folhas e boa
formacao de raizes sao retiradas dos frascos (Fig. 7A-B) e o
excesso de meio de cultura é eliminado mediante lavagem em
agua de torneira. As plantas sao selecionadas de acordo com o
tamanho e transplantadas para tubetes (Fig. 7C) ou copos
plasticos descartadveis de 300 mL contendo substrato
composto de terra vegetal e vermiculita (3:1) ou uma
combinacao de terra vegetal e fibra de coco (3:1) e mantidas
em casa de vegetacdo ou estufa. Inicialmente as plantas
podem ser cobertas com uma estrutura de plastico (camara
Umida) por 7 a 10 dias para manter a umidade elevada. Apés
esse periodo, a cobertura de plastico é removida e as mudas
sdo irrigadas por nebulizacdo automatica (5 segundos a cada
10-15 minutos em dias quentes e a cada 30 minutos em dias
com temperaturas mais amenas). Paralelamente faz-se uma
irrigacao manual, até as plantas atingirem o desenvolvimento
adequado para o transplantio a campo, ou seja, cerca de 30 a
40 cm de altura (5 a 8 semanas).
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Em uma condicao mais rustica, as plantas podem ser
transplantadas para copos plasticos de 300 mL, cobertas com
copos plasticos de 250 mL ou colocadas dentro de uma
camara Umida confeccionada com plastico, para garantir um
ambiente com umidade elevada. Apés 1 a 2 semanas, as
plantas podem ser transplantadas para sacos de polietileno de
20 x 28 cm e mantidas em estufa ou telado a 50% de luz para
completar o desenvolvimento.

Durante o periodo de aclimatizacao é feita a eliminacao
de plantas que apresentem algum tipo de anormalidade, como
crescimento muito lento, folhas mal formadas e muito
espessas.

3. Variacdo Somaclonal

A variacao somaclonal pode ser definida como uma
variabilidade genética gerada durante a cultura in vitro que
permite o aparecimento de individuos diferentes da planta
matriz (Larkin & Scowcroft, 1981). Inicialmente, houve uma
expectativa de que a variacdo somaclonal poderia ser (til para
a geracao de novos gendtipos com caracteristicas desejaveis.
Entretanto, sao raros os relatos de variantes com
caracteristicas de interesse (Hwang & Ko, 1988; Nwauzoma
et al., 2002). Na maioria dos casos, as anormalidades estao
relacionadas, principalmente, a estatura da planta, coloracao
do pseudocaule e peciolo, arquitetura das folhas e formacao
dos cachos (Israeli et al., 1991; Daniells et al. 2001), sendo,
portanto, indesejaveis agronomicamente.
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Fotos: Janay Almeida dos Santos-Serejo

2 P A P - L b ¢
Fig. 7. Plantas enraizadas de bananeira em Magenta para
aclimatizacao (A), separadas e lavadas para retirada do
excesso do meio de cultura (B) plantadas em tubetes (C) e 30
dias apds o transplantio (D).

Existem diferentes fatores que podem causar variacao
somaclonal em banananeira, tais como: composicdao do meio
de cultura, taxa de multiplicacao, origem do explante primario,
numero de subcultivos e determinados genétipos (Sahijram et
al., 2003; Bairu et al., 2006). Assim, o controle da ocorréncia
de variacao somaclonal pode ser realizado mediante o cultivo
in vitro em condicdes apropriadas, como a utilizacao de baixas
concentracoes de reguladores de crescimento e um limite de
até cinco subcultivos para multiplicacao (Souza, 1994).

A identificacdo dos variantes somaclonais mediante o
uso de diferentes técnicas (Israeliet al., 1991; Smith & Hamill,
1993; Bairu et al., 2006; Damasco et al., 1996; Ray et al.,
2006; Oh et al., 2007; Venkatachalam et al., 2007) e sua
eliminacdo antes do estabelecimento em campo,
preferencialmente ainda nas condicdes in vitro, tem grande
significado para a propagacao de bananeira in vitro, haja vista
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que evita um grande prejuizo econémico e a proliferacao de
materiais fora do padrao.
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