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1. Introducéao

O cultivo da bananeira é uma importante atividade econdmica e social no
mundo, sendo uma das culturas de maior producao entre as fruteiras tropicais
e uma fonte continua de alimento e renda aos produtores. No Brasil, seu cultivo
estende-se da regido Norte ao Sul do Pais (SILVA et al., 2003; DONATO et al.,
20086).

De modo semelhante a muitas espécies cultivadas, a bananeira é afetada
por diversos problemas fitossanitarios, sendo um dos mais graves a sigatoka-
negra, causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, (SILVA et al.,
2003). Nas regides de ocorréncia, essa doenca tem reduzido significativamente
a producdo das cultivares Prata, Prata-Ana, Nanicdo e Grande Naine,
atualmente as mais difundidas e plantadas. Como conseqliéncia, programas
de melhoramento genético tém sido intensificados, a exemplo do existente
no Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura Tropical, CNPMF/
Embrapa, localizado em Cruz das Almas, BA, cujos objetivos sao obter e
introduzir gendtipos de bananeira mais produtivos, com frutos de boa qualidade
e resistentes as principais pragas da cultura.

Contudo, a maioria das cultivares de bananeira utilizada comercialmente
é tripldide e, em menor proporcao tetrapléide, caracterizada por ser parcial
ou totalmente estéril (CROUCH et al., 1998). Por esse motivo, a forma de
propagacao é assexuada, utilizando-se tradicionalmente as brotacdes laterais
(perfilhos) desenvolvidas no rizoma da planta-mae. Todavia, a utilizacdo de
mudas provenientes da propagacao convencional constitui um dos aspectos que
limitam a expansao desta cultura, especialmente pela disseminacao de pragas
as novas areas de cultivo (ROES et al., 2005), dificultando o desenvolvimento
e posterior producao das plantas. Além disso, a obtencdo de mudas a partir
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da separacdao dos brotos existentes na planta-mae possibilita baixo nimero
de plantas, com taxa de multiplicacao entre 3 e 10 perfilhos por matriz/ciclo
(VUYLSTEKE; DE LANGHE, 1985; SOUZA et al., 1997), dependendo da cultivar
e das condicdes de manejo da cultura.

Estas limitacdes conduziram ao desenvolvimento de técnicas mais
eficientes de mutiplicacdo como a micropropagacao de &pices caulinares e
meristemas que, atualmente, constitui-se no principal método de producao
de mudas certificadas, validacao e distribuicdo de novos gendtipos lancados
pelos programas de melhoramento genético. Isso porque o uso da técnica de
propagacao in vitro permite a producdo massal de propagulos com elevado
padrdao genético e fitossanitario, em espaco fisico e tempo reduzido, de forma
continua, além de facilitar o transporte das mudas a longas distancias e os
tratos culturais no campo.

Diante disso e devido a pouca disponibilidade de literatura atualizada
sobre a micropropagacao de bananeiras, este capitulo objetiva abordar aspectos
e procedimentos bdasicos aplicados a producao de material propagativo com
elevado padrao genético e sanitério.

2. Micropropagacao de Bananeira

As primeiras aplicac6es da micropropagacao em espécies do género Musa
datam da década de 1960. Por conseguinte, desde 1985 mudas de bananeira
tém sido produzidas e comercializadas utilizando esta tecnologia, constituindo
nos dias de hoje o principal método de obtencao de propagulos com alta pureza
genética e fitossanitaria, com aplicacdo comercial em vérios paises (GUBBUK;
PEKMEZCI, 2004; ROCHA, 2005).

No Brasil, o uso deste tipo de material propagativo para implantacao
de novas areas de cultivo tem apresentado crescimento significativo nos
ultimos 10 anos, principalmente por produtores mais tecnificados. Tal fato
deve-se principalmente ao aumento da ocorréncia de pragas importantes na
cultura da bananeira e pela possibilidade de disseminacdo destas por métodos
convencionais de propagacao. Aliadas a estes aspectos, tém-se as exigéncias
de 6rgaos de fiscalizacdo quanto ao sistema de producao de mudas certificadas
(lei de sementes e mudas).

Em geral, a propagacao in vitro ou micropropagacdao de bananeiras
consiste basicamente em isolar, estabelecer e multiplicar apices caulinares',
oriundos de brotacOes laterais de plantas matrizes vigorosas e produtivas,
sob condicoes de total assepsia, em meio de cultura artificial e sob condicdes
controladas de luminosidade e temperatura. Para isso, o processo é constituido
essencialmente por cinco fases distintas, porém dependentes: a) selecdo de
plantas matrizes e coleta de material vegetal; b) estabelecimento in vitro de
culturas assépticas; c) multiplicacao/proliferacao de brotos; d) alongamento/
enraizamento; e) aclimatizacao (Fig. 1).

O principio de regenerar novas plantas a partir de um dnico propagulo se
baseia na ativacdo do crescimento das gemas axilares presentes na insercao

'Em bananeira, apice caulinar refere-se a meristema envolto por alguns primérdios foliares e
contendo pequeno segmento de rizoma.
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das folhas na base do rizoma, a partir de um balanco hormonal (citocinina/
auxina) equilibrado e previamente definido para cada cultivar, uma vez que
cada cultivar difere geneticamente entre si e pode apresentar resultados
diferenciados, mesmo sob a mesma condicao de cultivo.

(FASE 1)
Selegiio de plantas matrizes e
coleta de material vegetal

\
Identificagdo ¢ Estabelecin(lirif ]iilzv)itro dos apices
descarte de culturas * . > 4p
. caulinares e/ou gemas axilares
contaminadas 1
Indexagdo de viroses  |--» Descarte dos positivos
para virus
Tdentificagiio e (FASE 3) Observagdo e descarte
descarte de culturas ,___ Multiplicagdo in vitro de | ™% de plantas atipicas ou
contaminadas e/ou : brotagdes axilares variantes (off types)
tecidos de calo (subcultivos)
P ST, 1
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|
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Aclimatizagdo ex vitro
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variantes (off types) l

PLANTIO EM CAMPO

Fig. 1. Diagrama esquematico do processo de micropropagacao para producdo massal de
mudas de bananeiras de qualidade genética e sanitaria.

O éxito no processo de micropropagacao depende basicamente de alguns
fatores, dentre os quais podem ser citados: a condicdao genética e sanitéaria
do material vegetal fonte de explantes (matrizes), a constituicdo dos meios de
cultura e as condicdes do ambiente de cultivo in vitro e ex vitro (Fig. 2).
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Fig. 2. Fatores envolvidos no controle da morfogénese in vitro no processo de
micropropagacao.

2.1. Selecdo de Plantas Matrizes e Coleta de Material Vegetal

2.1.1. Selecao de Plantas Matrizes

Constitui-se na primeira e uma das mais importantes etapas da producao
massal de mudas micropropagadas, uma vez que esta tecnologia preserva as
caracteristicas das plantas matrizes. Além da escolha correta do genétipo a ser
multiplicado, é nessa etapa que se deve considerar o fato das plantas matrizes
estarem expostas a condicdes ambientais naturais e, portanto, sujeitas aos mais
diversos tipos de estresse, bidticos e/ou abidticos. Assim, preferencialmente o
matrizeiro deve apresentar plantas em excelente estado fisiolégico, nutricional
e sanitario.

Uma planta sob estresse pode apresentar quantidades elevadas de
inibidores de crescimento, como o &cido abscisico (ABA), influenciando
sobremaneira as etapas posteriores de multiplicacao in vitro. Por isso, o material
que servird como fonte de explantes é geralmente mantido bem nutrido em
bancos ativos de germoplasma (BAG), no caso de centros de pesquisa (Fig. 3a
e Fig. 3b), jardins clonais ou até mesmo em estufas (biofabricas, por exemplo)
(Fig. 3c e Fig. 3d).



Fotos: a, b (autores); ¢, d (Empresa de Biotecnologia Vegetal)
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Fig. 3. Banco ativo de germoplasma (BAG) (a, b) e estufa (c, d) com plantas matrizes de
bananeira.

2.1.2. Coleta de Material Vegetal/Mudas para Obtencao dos
Explantes

Entende-se por explante qualquer fragmento de tecido ou érgao oriundo
de partes vegetativas ou reprodutivas de uma planta (chamada matriz), o qual
é utilizado como material vegetal para iniciar o cultivo in vitro.

A principio, qualquer tipo de explante pode ser empregado para iniciar
a propagacao in vitro de determinada espécie. Porém, na préatica utilizam-se
explantes contendo maior proporcdao de tecido meristematico, o que ocorre
principalmente em tecidos e plantas mais novas. Assim, o estabelecimento
in vitro destes explantes possibilitard a formacdo de uma planta completa,
requerendo paraisso apenas alongamento e diferenciacao radicular (JUNGHANS;
SANTOS-SEREJO, 20086).

Vérias fontes de explantes tém sido empregadas para a micropropagacao
de bananeira, tais como: &pices caulinares obtidos de brotacdes laterais
(axilares) da planta matriz adulta (mudas tipo chifre, chifrinho, etc.), gemas
laterais e apices florais oriundos do “coracdo” da bananeira (inflorescéncia
masculina) retirado do cacho (Fig. 4). No entanto, os primeiros tipos sdo os
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mais utilizados e sua coleta deve ser realizada de preferéncia no mesmo dia
do estabelecimento in vitro para evitar a excessiva exposicao aos fatores do
ambiente, como contaminacdo e desidratacao (SOUZA et al., 1997). Nesta
fase, deve-se considerar também a estacdo do ano, a qual pode interferir
ndo apenas nas taxas de contaminacdo do material, mas também nos niveis
hormonais e concentracdao de polifendis das plantas. Para isso, um correto
estudo sobre a época do ano mais favoravel pode possibilitar o planejamento
da coleta do material em campo, facilitando sobremaneira a organizacao das
etapas do cultivo e da mao-de-obra no laboratério.

Fig. 4. Matriz de bananeira evidenciando as brotacdes laterais (mudas) em diferentes
estagios de desenvolvimento (a); inflorescéncia masculina (coracdo) da bananeira aderida
ao cacho (b) (seta); aspectos de mudas retiradas do campo e reduzidas, podendo ser
utilizadas como fontes iniciais de explantes para a micropropagacao (c, d) (seta).

Fotos: Jonny Everson Scherwinski-Pereira
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2.2. Estabelecimento in Vitro: Assepsia do Material Vegetal,
Extracdo dos Apices Caulinares e Transferéncia para Meio de
Cultura

Diversas metodologias de desinfestacdo tém sido empregadas visando
obter material vegetal descontaminado in vitro para servir como fonte inicial
de explantes sem, todavia, prejudicar o posterior desenvolvimento in vitro ou
mesmo conduzir o explante a morte. Para isso, varias substancias com acao
germicida sao utilizadas, variando quanto a concentracao e tempo de exposicao
do material vegetal, destacando-se o &lcool comercial (92,8°GL), hipoclorito
de soédio (NaOCI) (dgua sanitaria comercial) ou de calcio (P.A. ou utilizado
para limpeza de piscinas). Normalmente, gotas de algum espalhante adesivo
(detergente neutro ou Tween-20) sao adicionadas ao hipoclorito para quebrar
a tensao superficial da solucao e facilitar o contato desta com o explante. Por
fim, visando retirar o excesso de produto, sao feitas geralmente de trés a cinco
lavagens dos explantes em agua destilada e autoclavada. Em casos extremos
como, por exemplo, material vegetal que apresente grande quantidade de terra
aderida e raizes, podem-se retirar as raizes com auxilio de facas e realizar uma
pré-limpeza com lavagem em 4gua corrente e detergente comercial.

Vale ressaltar que para cada condicao (época de coleta, estado sanitario
das plantas matrizes, tamanho dos explantes, etc.) adaptacdes no processo
de desinfestacdo podem ser necessérias, seja pela exclusdo ou inclusdo de
algumaf(s) outra(s) substéancia(s) ou adequacoes quanto a sua concentracao e
tempo de exposicao (imersao). Nesse sentido, o protocolo descrito a seguir tem
sido utilizado comercialmente com sucesso.

Em escala comercial, a assepsia do material vegetal de bananeira tem inicio
a partir de uma limpeza mecéanica das mudas (escalpelamento), removendo-
se parte do rizoma e das bainhas foliares (pseudocaule), ainda em ambiente
externo. Para isso, devem-se realizar cortes longitudinais e transversais até
que se obtenham explantes com dimensodes de aproximadamente 10 cm?.
Estes sdao entao lavados com detergente e enxaguados em 4&gua, sendo
submetidos a uma primeira desinfestacdo em hipoclorito de sédio 2,5%
(v/v) (dgua sanitaria comercial) durante 30 minutos e reduzidos novamente
até dimensdes aproximadas de 5 cm?®. Posteriormente, ainda em ambiente
externo, uma segunda desinfestacdo é realizada utilizando-se hipoclorito de
céalcio 10% (p/v) ou hipoclorito de sédio 1,25%, durante 20 minutos. Em
seguida, os explantes sdo novamente reduzidos até 2,5 cm?®, quando entdo
sdo levados para cadmara de fluxo laminar e desinfestados com hipoclorito de
célcio 5% (p/v) ou hipoclorito de sédio 1,25% (v/v), durante 15 minutos (Fig.
b5a e Fig. bb), e lavados por trés vezes em agua destilada e autoclavada. Uma
vez desinfestados, os explantes sdo dispostos individualmente sobre papel de
filtro (em placas de Petri) ou sob placas de aluminio (estéreis) e com auxilio de
pincas e bisturis (Fig. bc e Fig. bd) sofrem nova reducéo (1 cm3), resultando
em um apice caulinar constituido de alguns primérdios foliares envolvendo o
meristema e um pequeno segmento de rizoma (Fig. 5e). Os &pices caulinares
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extraidos sao transferidos preferencialmente para tubos de ensaio contendo
meio de cultura semi-sélido (previamente preparado e autoclavado) (Fig. 5e) e
fechados com tampas de polietileno, selados com filme de PVC e mantidos em
sala de crescimento.

Caso se observe acentuado escurecimento (oxidacdo) causado pela
liberacdao e acimulo de fendis, os explantes devem permanecer no escuro
durante as duas primeiras semanas ou ser submetidos a um subcultivo para
novo meio de cultura. Esta transferéncia inicial para meio de cultivo, visando
a obtencao de culturas assépticas, é conhecida como estabelecimento in vitro
ou subcultivo zero.

Fotos: a, b, ¢ (autores); d (Herminio Souza Rocha); e (Empresa de Biotecnologia Vegetal)

Fig. 5. Ultima etapa da desinfestacdo do material vegetal de bananeira e obtencdo
de apices caulinares em camara de fluxo laminar: (a, b) desinfestacdao dos explantes
(segmentos de pseudocaule e rizoma); (c, d) explantes sendo reduzidos (retirada das
bainhas foliares e parte do rizoma); (e) dpice caulinar estabelecido em meio MS contendo
carvao ativado.

2.3. Indexacao de Virus

Geralmente, durante o estabelecimento e multiplicacdo de bananeira
in vitro, a presenca de microrganismos nos explantes pode ser detectada
facilmente pelo crescimento destes em meio de cultura, fato normalmente
conhecido na cultura de tecidos de plantas como contaminacdo. No entanto,
embora a técnica permita garantir a sanidade do material quanto a fungos e
bactérias, isso ndao acontece com os virus, uma vez que estes organismos s
se expressam no interior de células do hospedeiro sob determinadas condicdes
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climéaticas. Assim, plantas positivas para um determinado virus podem ser
assintomaticas em um época especifica do ano.

Assim como para as outras culturas, doencas causadas por virus em
bananeira podem ser transmitidas por insetos vetores e através da propagagao
assexuada, ameacando a producado em areas endémicas e também naquelaslivres
de virus, mas que recebem novas mudas (SHARMA et al., 2000; FIGUEIREDO
et al., 2007). No Brasil, apenas o Banana streak virus (BSV) e o Cucumber
mosaic virus (CMV) foram identificados em bananeiras até o presente momento
(MEISSNER FILHO et al., 2000), os quais podem ser verificados em infeccoes
mistas ou simples, dificultando a deteccao visual dos sintomas (FIGUEIREDO
et al.,, 2007).

No caso do BSV, existe uma faixa restrita de espécies hospedeiras e
as plantas infectadas podem apresentar sintomas de estrias foliares, lesdes
foliares cloréticas, mosaico, ma formacao dos frutos e diminuicdo no tamanho
do cacho. J4 o CMV possui distribuicdo cosmopolita, com diferentes graus de
viruléncia, podendo as plantas de bananeiras enfermas apresentarem necrose
vascular, espessamento intermitente da nervura, separacdao da bainha foliar
externa do pseudocaule, clorose, mosaico, nanismo, méa formacao dos frutos e,
as vezes, morte do vegetal (FIGUEIREDO et al., 2007).

Em razdao destes problemas, o comércio de plantas de bananeira
micropropagadas tem se estabelecido visando a limpeza clonal das cultivares de
maior interesse econémico (SILVA NETO, 2003). Entretanto, para comercializar
este tipo de muda é necessdario que os laboratérios realizem o processo de
indexacéao de virus, que consiste na realizacao de testes sorolégicos, biolégicos
ou moleculares com o objetivo de certificar o material vegetal em uso quanto
a infecgao por virus.

Em bananeira, esta indexacdo tem sido imprescindivel, sendo feita em
todos os apices caulinares estabelecidos in vitro, em laboratério de indexacéao
credenciado pelo Ministério da Agricultura. A indexacdao quando realizada
durante etapas tardias do cultivo, como na fase de multiplicacdo ou mesmo
de aclimatizacdo, por amostragem dos lotes produzidos, apresenta risco em
potencial. Isso significa que se os explantes forem positivos para o virus, todo o
material deve ser eliminado, por ndao se saber a origem dos explantes dos quais
surgiram aquelas novas plantas.

De modo geral, a deteccao de virus em bananeiras vem sendo realizada
por meio da sintomatologia (inspecao visual), indexacao biolégica (uso de
plantas indicadoras), por meio de testes sorolégicos (DAS-ELISA - Double
Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e moleculares
(PCR - Polymerase Chain Reaction) ou ainda por microscopia eletrénica de
transmissao, para observacao das particulas virais em extratos. Destes, o mais
utilizado em escala comercial em bananeira é o DAS-ELISA, para testes de
indexacdo do virus CMV. Entretanto, de acordo com Lockhart e Olszewski (1993)
e Figueiredo et al. (2007), determinadas estirpes do CMV nao sado detectadas
por testes sorolégicos. Ademais, o alto grau de heterogeneidade gendémica e
sorolégica apresentado pelo BSV imp6e uma séria restricdo quanto ao uso de
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técnicas sorolégicas e moleculares para a sua deteccdao em germoplasma de
Musa.

Nesse sentido, Figueiredo et al. (2007) desenvolveram um protocolo de
PCR multiplex para detectar simultaneamente o BSV e CMV em bananeiras
micropropagadas e cultivadas no Brasil. Para isso, os autores utilizaram as
cultivares Pacovan (AAB) e Prata Grauda (AAAB), e como controle positivo a
‘Prata Ana’ (AAB). Com a metodologia empregada foi possivel diagnosticar a
presenca de ambos os virus, de modo que em todas as amostras de ‘Pacovan’
(AAB) e do controle positivo houve infeccao mista do BSV com o CMV.

Assim, as biofébricas que utilizarem a tecnologia in vitro para produzir
e comercializar mudas de bananeira devem possuir registro em 6rgao de
fiscalizacdo agropecuéria para um acompanhamento sistematico da producao
e o controle oficial (indexacdo) para o virus. Como exemplos, citam-se a
Multiplanta — Tecnologia Vegetal (EMPRESA DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL,
2007) e o Instituto Biofabrica de Cacau em Illhéus — BA, os quais realizam a
indexacao das mudas de bananeira no Centro de Indexacao de Virus de Minas
Gerais?, situado no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras, MG.

2.4. NMultiplicacao/Proliferacao de Brotos

Nesta fase, o objetivo principal é obter o maximo de novas brotacdes
de bananeiras a partir dos explantes estabelecidos inicialmente. Portanto,
decorrido o periodo de estabelecimento in vitro (30 a 45 dias), os &pices
caulinares, que ndo possuem contaminacao visivel e cujo resultado do teste
para virus tenha sido negativo, sado utilizados para a inducdo de novas brotacoes
axilares. Para isso, primeiramente realiza-se uma limpeza das partes oxidadas e,
posteriormente, um seccionamento transversal da parte superior, para eliminar
o excesso de tecido foliar, seguido de um corte longitudinal dos apices, com o
objetivo de quebrar a dominédncia da gema apical e forcar o desenvolvimento
de novas brotaclOes laterais. As partes resultantes sdo entao transferidas para
novo meio de cultura, suplementado com regulador de crescimento, geralmente
citocininas, e mantidas em sala de crescimento até se desenvolverem (Fig. 6a),
fato que acontece normalmente em quatro semanas.

Apds algumas semanas, os explantes desenvolvidos (Fig. 6b e Fig.6c¢)
sao submetidos a uma limpeza dos tecidos oxidados e cortes da parte aérea,
sendo transferidos para novo meio de cultura até a emissao de novas brotacdes.
Subseqientemente, as multiplas brotacdes axilares formadas sofrem novamente
aretirada do excesso de tecidos oxidados, corte da parte aérea, individualizacao
e subdivisdo longitudinal dos brotos maiores e transferéncia para novo meio,
até que os mesmos procedimentos sejam novamente demandados (Fig. 7).

Essas sucessivas transferéncias, conhecidas como subcultivos ou
repicagens, sdo espassadas entre si, em média de quatro a cinco semanas,
e devem ser realizadas até no maximo seis vezes para evitar o aparecimento
de variantes somaclonais. Os subcultivos sdo também necessérios devido ao

2Credenciado pelo Registro Nacional de Sementes e Mudas (Renasem), com inscricdo e
credenciamento de nimero 01311/2006.
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esgotamento dos constituintes do meio de cultura (carboidrato, sais minerais e
vitaminas), além do acumulo de compostos como o etileno e alguns polifendis
que podem ser deletérios a cultura.

— s .

Fotos: a (Empresa de Biotecnologia Vegetal); b (Herminio

S. Racha); ¢ (Jonny E. Scherwinski-Pereira)

Fig. 6. Aspecto geral de apice caulinar estabelecido in vitro (a), apés 30 a 40 dias de
desenvolvimento (b) e apds corte longitudinal (ver detalhes das multibrotacoes formadas)
(c).

Fotos: Empresa de Biotecnologia Vegetal

Fig. 7. Aspecto geral da fase de multiplicacdo (repicagens): (a, b) explantes em
multiplicacdo; (c, d) limpeza dos tecidos oxidados, corte da parte aérea, incisdes e
subdivisdo dos explantes; (e, f) transferéncia dos explantes para restabelecer novos
ciclos de multiplicacao.

De modo geral, a inducdao de brotacbes ocorre apds a primeira
repicagem. No entanto, efetivamente, as maiores taxas de multiplicacdo sao
observadas entre o terceiro e o sexto subcultivo obtendo-se, normalmente,
uma multiplicacdo em crescimento por progressdao geométrica, de modo que a
partir de um Unico apice caulinar estabelecido in vitro é possivel obter centenas
de novas brotacdes, ao final de alguns meses, o que dependerd do protocolo,
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habilidade dos operadores e do gendétipo empregado. Em contraste, na fase de
estabelecimento e subcultivo 1, verifica-se baixa ou nula inducao de brotacdes,
o0 que pode estar relacionado a adaptacado do explante as condicdes de cultivo
ou ainda aos maiores indices iniciais de oxidacdo do material estabelecido in
vitro.

Um fator imprescindivel nessa fase diz respeito a habilidade de cada
técnico para extrair as bainhas foliares dos explantes e expor as gemas laterais
(axilares), bem como realizar as incisbes. Associada a estes procedimentos
estd a suplementacao exégena do meio de cultura com citocininas, geralmente
o Né-benzilaminopurina (BAP). O BAP é um regulador de crescimento do grupo
das citocininas que promove a inducdo de multiplas brotacdes pela quebra da
dominéncia da gema apical. Atualmente é a citocinina mais utilizada para a
multiplicacdo da bananeira in vitro, porém a concentracao “ideal” é genétipo-
dependente, sendo as maiores taxas de multiplicacdo obtidas com concentracdes
entre 2,5 e b5 mg - L'. Todavia, outras citocininas tém sido empregadas com
certo éxito para micropropagar diversos genétipos de Musa spp., incluindo
o isopenteniladenina (2ip), zeatina (ZN), cinetina (KIN) e mais recentemente
o tidiazuron (TDZ), este ultimo em concentracdes bem inferiores aquelas do
BAP (ARINAITWE et al., 2000; GUBBUK; PEKMEZCI, 2004; OLIVEIRA et al.,
20086).

Vérios tém sido os trabalhos reportados na literatura (HIRIMBUREGAMA;
GAMAGE, 1997; OLIVEIRA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2001), demonstrando
que diferencas entre gendtipos em relacao a capacidade proliferativa (taxa
de multiplicagdo) podem ocorrer até mesmo entre clones (OLIVEIRA et al.,
2006). Da mesma forma, estudo conduzido por Debiasi et al. (2002), com o
objetivo de correlacionar diferentes graus de dominancia apical in vivo com a
capacidade proliferativa in vitro da bananeira, nas cultivares Nanicao (AAA)
e Grande Naine (AAA), evidenciou uma influéncia significativa deste fator
com o comportamento in vitro dos explantes. De acordo com estes autores, a
utilizacdo de mudas oriundas de plantas matrizes com baixo grau de dominancia
apical in vivo proporcionou a maior taxa média proliferativa (7,51) para a cv.
Grande Naine, enquanto aquelas provenientes de bananeira com grau médio de
dominéancia apical in vivo resultaram na maior taxa média proliferativa (10,96)
para a cv. Nanicao.

2.5. Alongamento/Enraizamento dos Brotos

Esta fase é importante, pois de modo semelhante ao que se verifica em
condicdes de campo as raizes podem estimular o crescimento das culturas in
vitro e ex vitro (processo de aclimatizacado). Dessa forma, a obtencao de um
sistema radicular bem formado e funcional ird promover a sobrevivéncia e o
crescimento ex vitro das plantas. Entretanto, na literatura, encontram-se ainda
muitas discordancias sobre a existéncia ou ndao de conexao vascular entre as
raizes formadas in vitro e a parte aérea (funcionalidade das raizes) (APTER et
al., 1993a, b; DIAZ-PEREZ et al., 1995; ROMANO; MARTINS-LOUCAO, 2003).
Apesar do pouco entendimento no que diz respeito a qualidade das raizes
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oriundas do cultivo in vitro, elas farao a fixacao das plantas no substrato e
serao responsaveis pela nutricdo inicial das plantas sob condi¢cdes ex vitro, até
que novas raizes mais funcionais sejam formadas posteriormente.

Durante a fase de multiplicacao, o uso frequiente de citocininas no meio
de cultura, com o objetivo de incrementar as taxas de multiplicacao, resulta
muitas vezes em brotacdes de tamanho reduzido, com poucas raizes ou mesmo
desprovidas dessas, devido ao efeito cumulativo do regulador de crescimento
— habituacdo. Como conseqliéncia, uma fase intermediaria de alongamento e/
ou enraizamento é necessaria e tem sido amplamente reportada na literatura.
Neste caso, o meio geralmente é de consisténcia semi-sélida, podendo ser
suplementado com auxinas exdégenas como acido naftalenoacético (ANA) e
acido indolbutirico (AIB) (MOLLA et al., 2004), embora pouco recomendados
em razao de poderem causar variacdo somaclonal do material. Adicionalmente,
outras substéncias que favorecam a formacao de raizes como o carvao ativado
(GUBBUK; PEKMEZCI, 2004; COSTA et al., 20086) e sulfato de adenina (MIYATA
et al., 2006) podem ser utilizadas para o enraizamento/alongamento in vitro de
bananeiras. Outros fatores como a reducao das concentracoes de sais do meio,
0 gendtipo e a concentracao de sacarose também devem ser considerados para
melhorar o enraizamento.

Tem sido relatada a importéncia da adicao de sacarose no meio de
cultura, principalmente visando ao acumulo de reservas nas plantas para
suportar as condicoes de estresse na fase de aclimatizacao. Isso porque,
quando transplantadas para condicdes de casa de vegetacdo ou viveiro, as
plantas possuem apenas dgua e sais minerais para sustentarem seu crescimento
imediato, necessitando assim de reservas, como o amido, na emissao de novas
folhas e raizes (ARAGON et al., 2006), especialmente nas primeiras semanas
apds o transplantio para o substrato. Contudo, deve-se considerar que diferentes
gendtipos, sob varias condicdes de cultivo, poderdo desenvolver-se de maneira
distinta.

Nesse contexto, Costa et al. (2008), avaliando como a permanéncia de
brotacoes de bananeira em meio de enraizamento influencia o crescimento in
vitro e ex vitro das plantas, observaram que a fase de inducao de raizes in
vitro ocorreu até os 14 dias e, apds esse periodo, houve apenas o crescimento
em tamanho das raizes. Além disso, foi constatado que a sobrevivéncia das
plantas em casa de vegetacado atingiu 100% apés 21 dias de enraizamento,
havendo perdas apenas para as cultivares Preciosa (AAAB) aos 7 dias (20%) e
Japira (AAAB) aos 7 (13%) e 14 dias (7%) de cultivo em meio de enraizamento,
possivelmente por causa do reduzido desenvolvimento da parte aérea (muitas
vezes apresentando apenas uma folha expandida) e rizoma pouco definido
com fraca iniciacdo de primérdios radiculares, sugerindo baixa quantidade de
reservas.

Dessa forma, pode-se afirmar que a fase de enraizamento in vitro em
bananeira é necessaria, principalmente se as brotacdes oriundas da etapa de
multiplicacao tiverem tamanho reduzido. Entretanto, pode-se otimizar o tempo
de enraizamento in vitro sem, contudo, causar perdas significativas de plantas.
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Como conseqliéncia, hd a possibilidade de reduzir os gastos com energia e
mao-de-obra, pois as culturas permaneceriam em laboratério por menor periodo
de tempo.

Quanto ao uso de carvao ativado, estudos tém mostrado efeitos positivos
desta substancia sobre o enraizamento e vigor de brotagbes de bananeira
(GUBBUK; PEKMEZCI, 2004; COSTA et al., 2006). No caso do enraizamento,
esse efeito é atribuido ao fato de que o carvao simula a condicdo de escuro
na qual as raizes normalmente se desenvolvem melhor, além de possuir efeito
diluidor, retendo parte dos elementos que compdem o meio e adsorvendo
compostos fendlicos inibidores do enraizamento.

Em contraste a realizacdo de uma fase de enraizamento in vitro, existe
a possibilidade ainda de que brotacées bem desenvolvidas, jd diferenciadas
em plantas, possam ser diretamente removidas dos frascos durante os
subcultivos, separadas das demais e submetidas a aclimatizacado. Tal fato vem
sendo realizado comercialmente com sucesso e tem a vantagem de eliminar a
fase de alongamento/enraizamento (Fig. 8). Fato semelhante é reportado por
Oliveira e Silva (1997) com as cultivares Nanicdo (AAA) e Grande Naine (AAA),
em que o aumento para 45 dias no sexto subcultivo possibilitou a retirada
direta de cerca de 35% do material para a casa de vegetacdo, sem passar
pela fase de enraizamento. Ainda segundo esses autores, plantas que in vitro
possuiam parte aérea alongada e rizoma definido tiveram 98% de pegamento
na aclimatizacao, mesmo desprovidas de raizes, o que sugere a possibilidade de
se induzir o enraizamento de bananeiras micropropagadas em substrato, desde
que observadas as condicdes e os cuidados na aclimatizacao.

Fotos: Empresa de Biotecnologia Vegetal

Fig. 8. Plantas sendo retiradas diretamente da fase de multiplicacdo para aclimatizacao:
a) separacao das plantas maiores das demais brotacdes; b) plantas sendo colocadas em
recipientes (seta) para posterior aclimatizacao.

Em relacdo a funcionalidade das raizes in vitro, observacdes anatdémicas
conduzidas por Costa (2007) mostraram existir conexao vascular em plantas de
bananeira cultivadas em meio contendo ANA (1 mg - L"), sendo esta conexao
mais acentuada em plantas aclimatizadas. Este resultado estd de acordo
com outros trabalhos citados na literatura, para os quais nenhuma limitacao
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do sistema radicular formado em meio de cultura foi verificada em relacado a
sobrevivéncia e performance ex vitro das mudas obtidas. De fato, se as raizes
presentes nas plantas de bananeira micropropagadas nao tivessem funcao
alguma, haveria certamente elevadas perdas durante a fase de aclimatizacao.

2.6. Meio de Cultura e Condicdes de Cultivo

A escolha de um meio de cultura apropriado para cada espécie vegetal a
ser micropropagada e sua adequacao as diferentes fases de cultivo é condicao
béasica para o desenvolvimento de protocolos bem sucedidos. Em geral, o meio
de cultura é constituido basicamente por substancias essenciais ao crescimento
e desenvolvimento dos explantes, a saber: agua, macro e micronutrientes,
aminodacidos, vitaminas, carboidrato(s), reguladores de crescimento®, agentes
geleficantes (dgar ou Phytagel), entre outras. Contudo, parauma melhor resposta
morfogénica dos explantes (dpices caulinares, meristemas, brotacodes, etc.), o
mais adequado é desenvolver um meio de cultura baseado nas exigéncias de
cada espécie ou cultivar, tomando por base analises nutricionais do genétipo
em questao.

Para a bananeira, varios sdo os meios de cultura, suas concentracoes e as
variacdes de seus componentes (SOUZA; GONCALVES, 1996). Porém, o meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) é o mais utilizado, independente da fase de
cultivo in vitro. Em geral, o que se observa freqlientemente é a adequacéao a
cada fase do cultivo in vitro (estabelecimento, multiplicacdo ou enraizamento)
da concentracao de sais (principalmente macronutrientes), sacarose e utilizacao
ou nao de reguladores de crescimento (citocininas e/ou auxinas). No caso dos
reguladores de crescimento, estes podem estar associados, variando na relacao
citocinina:auxina, dependendo da resposta morfogenética demandada. Quanto
a consisténcia, a maioria dos protocolos tem utilizado meios semi-sélidos, sendo
o uso de meio liquido condicionado a utilizacdo de agitadores ou biorreatores. O
pH do meio é normalmente ajustado para 5,8 £ 0,1, antes da adi¢cao do agente
geleificante, sendo a autoclavagem realizada por 15-20 minutos a 121°C e 1,3
atm de pressao.

Quanto as condicbes de cultivo ou incubacdo, o padrdao adotado tem
sido o de salas de crescimento climatizadas, dotadas de iluminacao artificial
(fornecida por lampadas fluorescentes tubulares), com fotoperiodo de 16 horas
e temperatura média de 25°C+2°C (Fig. 9a e Fig. 9b). Entretanto, podem ocorrer
modificacdes no ambiente de cultivo, principalmente na fase de estabelecimento,
na qual comumente se mantém os dapices caulinares no escuro por alguns
dias, visando sobretudo reduzir os niveis de oxidacao. Adicionalmente, alguns

3S&0 anéalogos sintéticos dos hormonios vegetais. Tém a mesma funcdo dos hormdnios, porém
sdo sintetizados em laboratério e ndo pela planta, além de ser requeridos em maiores quantidades
para obter resposta semelhante (Termignoni, 2005). Sdo exemplos, o N®-benzilaminopurina (BAP)
e Tidiazuron (TDZ) (grupo das citocininas); acido indolbutirico (AIB) e &acido naftalenoacético
(ANA) (grupo das auxinas).
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trabalhos tém reportado a utilizacdo da luz solar em salas de crescimento (Fig.
9c-¢), seja na fase de multiplicacdo (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999, 2001;
SENDIN, 2001) ou enraizamento in vitro (ROCHA, 2005; COSTA, 2007), além
do cultivo fotoautotréfico (NGUYEN; KOZAI, 2001).

Fotos: a, b (Empresa de Biotecnologia Vegetal); c, d, e (Herminio Souza Rocha)

Fig. 9. Vista geral da sala de crescimento utilizada para a micropropagacéao de bananeiras:
(a, b) sala de crescimento de luz artificial - Empresa de Biotecnologia Vegetal; (c, d, e)
sala de crescimento de luz solar/natural — Companhia de Promocé&o Agricola, biofébrica
localizada junto @ Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, Cruz das Almas, BA.

2.7. Contaminantes e Oxidacdo Fendlica in Vitro: Ocorréncia e
Estratégias de Controle

2.7.1. Contaminacao

E principalmente na fase de estabelecimento que se devem detectar
e descartar as culturas contaminadas. Todavia, dependendo do tipo de
contaminante (exdgenos ou enddgenos) este procedimento também pode ser
necessario em fases posteriores como a multiplicacao decorrente de erros de
manipulacdo. As contaminacdes por bactérias tém sido mais drasticas que
por fungos por causar perdas danosas, como tempo e recursos financeiros ou
genéticos pela eliminacdo de frascos contaminados e o risco de disseminagao
durante os subcultivos subseqlentes, inviabilizando assim o processo de
micropropacao. Nesse contexto, o uso de agentes geleificantes de boa qualidade
como o Phytagel pode promover a répida identificacdo e eliminacao do material
contaminado e com isso evitar a sua disseminacao (OLIVEIRA; SILVA, 1997;
PEREIRA et al., 2003).
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De modo geral, as taxas e o tipo de contaminacdo na fase de
estabelecimento sao bastante varidveis e estao sob a influéncia de diversos
fatores, tais como, a época de coleta dos explantes no campo, o estado
sanitario das plantas matrizes, a correta execucao do processo de assepsia e
os agentes desinfestantes utilizados. No entanto, diversos trabalhos cientificos
tém reportado taxas de contaminacao entre 0% e 60% durante a fase de
estabelecimento, as quais tendem a se reduzir durante as fases subseqlientes.
Geralmente, a predominancia tem sido de bactérias que podem ser de diferentes
espécies (OLIVEIRA et al., 20086).

Para a micropropagacao de bananeiras, a ocorréncia de contaminacoes
tem sido considerada um problema em potencial, principalmente as bacterianas.
Isso porque embora sejam feitas desinfestacées superficiais antes do
estabelecimento in vitro, bactérias podem ser observadas de 7 a 15 dias apds
as manipulacdes, havendo até mesmo relatos de morte dos explantes (HABIBA
et al., 2002; PEREIRA et al., 2003).

Avaliando protocolos de desinfestacao em diferentes cultivares de
bananeira, Nietsche et al. (2006) verificaram ao final da fase de estabelecimento,
um total de 37,5% dos tubos contaminados para as cultivares avaliadas. As
maiores porcentagens de contaminacao ocorreram na ‘Prata Ana’ e ‘SH3640’,
com 62,5% e 57,1%, respectivamente por bactérias do tipo Gram negativa,
enguanto para a ‘FHIA-18' grande parte das bactérias detectadas foi do tipo
Gram positiva. De acordo com os autores, as bactérias Gram positivas sao
do tipo nao-fitopatogénicas freqiientemente encontradas no sistema digestivo
do préprio manipulador. Quanto aos protocolos utilizados, o tratamento dos
explantes com solucao de fungicida (Carbendazin 3,3%), alcool 92,8° GL e
hipoclorito de sédio (2%) foi o mais eficaz para a desinfestacdo de todas as
cultivares.

2.7.2. Oxidacdo por Compostos Fendlicos

Embora o processo de micropropagacao seja bem estabelecido e
proporcione éxito para a maioria dos gendtipos comerciais de bananeira, ainda
hé fatores que limitam em parte esta técnica para alguns deles, sobretudo nas
fases iniciais do cultivo in vitro. O principal deles é a ocorréncia excessiva de
oxidacao por compostos fendlicos nas partes excisadas dos explantes, a qual
interfere no desenvolvimento inicial destes, na taxa de multiplicacdo e, em
casos extremos, pode leva-los a morte.

Tal oxidacao é caracterizada pelo escurecimento dos tecidos excisados
e do meio de cultivo (Fig. 10), ambos resultantes da liberagdo, acimulo de
polifendis e produtos da oxidacao, precursores da sintese de lignina, como
melanina e suberina (ANDRADE et al., 2000; VAN WINKLE et al., 2003) e que
obstruem o tecido oxidado. Além disso, a oxidacao dos compostos fendlicos
por polifenases pode produzir substancias téxicas que normalmente inibem o
crescimento dos explantes (SATO et al., 2001). Sua ocorréncia e intensidade
estao associadas principalmente ao gendétipo, especialmente constituidos por
genomas ‘B’ (Musa balbisiana) (HIRIMBUREGAMA; GAMAGE, 1997), bem
como as condicdes de cultivo (constituicdo do meio de cultura, presenca de
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luz na fase de estabelecimento, etc.). Em geral, os niveis mais acentuados
de oxidacdo ocorrem na fase de estabelecimento, nos primeiros subcultivos
e durante os dias iniciais de cada subcultivo, de modo que quanto maior a
proporcao de rizoma nos explantes mais acentuado pode ser o escurecimento
causado por fendis.

Fotos: a, ¢ (Empresa de Biotecnologia Vegetal);

b (autores)

Fig. 10. Aspecto geral dos &pices caulinares estabelecidos e culturas em fase de
multiplicacao, evidenciando a oxidacado por fendis: a) apice caulinar em meio contendo
carvao ativado; b) apice caulinar em meio desprovido de carvao ativado; c) material em
multiplicacao.

Nesse sentido, estudo realizado por Hirimburegama e Gamage (1997),
visando avaliar diferentes constituicdes gendmicas sobre os niveis de oxidagao
fendlica in vitro de apices caulinares de bananeira, reporta que embora todas as
cultivares tenham apresentado escurecimento dos tecidos excisados, grandes
variacoes foram observadas quanto a suaintensidade. De acordo com os autores,
as cultivares contendo o genoma ‘B’ mostraram maior oxidacao, superior a 75%
da superficie dos explantes do grupo genémico BB e entre 50% e 65% para o
grupo ABB, a qual ocorreu 2 dias apds o estabelecimento in vitro e necessitou
de limpeza dos tecidos escurecidos e rapida transferéncia dos explantes para
novo meio. Por outro lado, gendtipos apresentando pouco ou nenhum genoma
‘B’ (AAB, AAA, AAAA) tiveram menor indice de oxidacao, inferior a 25% (AAA
e AAAA) e entre 25% e 50% (AAB), a qual foi superada apés duas limpezas
sucessivas. Os autores observaram também que a ocorréncia de elevada
oxidacao afetou diretamente o inicio das brotacdes axilares e também a taxa de
multiplicacdo durante os subcultivos.

Algumas estratégias podem ser utilizadas com o propdsito de reduzir
os niveis de oxidacao, entre elas: a suplementacdo do meio com substancias
antioxidantes (carvao ativado - Fig. 10, acido ascoérbico, entre outras), ou
o pré-tratamento dos explantes com alguns destes antioxidantes antes do
estabelecimento in vitro, manutencédo das culturas no escuro por alguns dias
apo6s o estabelecimento dos apices caulinares, transferéncias periédicas dos
explantes para meio de cultura novo e/ou limpeza das partes (tecidos) fenolizadas
(Fig. 11). Todavia, a adicdo ao meio de substancias antioxidantes nem sempre
tem mostrado melhor resultado (CAMOLESI et al., 2007). Para estes autores, o
pré-tratamento dos &pices caulinares da cultivar de bananeira Maca (AAB) em
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solucao de 0,25 g - L' de acido citrico e 0,75 g - L' de citrato de potassio por
90 minutos teve efeito antioxidante em pré-tratamento, ao passo que a adicao
dos antioxidantes ao meio de cultivo aumentou a oxidacao e diminuiu o nimero
de brotos emitidos nos primeiros subcultivos.

Fotos: Empresa de Biotecnologia Vegetal

Fig. 11. Limpeza dos tecidos oxidados durante o processo de repicagem: a) retirada de
partes oxidadas; b) restabelecimento dos explantes em novo meio.

2.8. Aclimatizacao

O sucesso final da micropropagacao nas diversas espécies vegetais
depende nao apenas da correta conducao das fases in vitro, mas sobretudo da
capacidade das plantas produzidas em superar, sem grandes estresses, a sua
transferéncia para condicoes in vivo (PEREIRA; FORTES, 2000; HAZARIKA,
2006). Isso porque o ambiente in vitro, no qual os explantes sdo cultivados,
tem como principais caracteristicas os baixos niveis de radiacdo, presenca
de carboidrato e nutrientes prontamente assimilaveis, condicoes assépticas e
atmosfera no interior dos recipientes com alta umidade relativa e pouca ou
nenhuma troca gasosa (ZACCHANI et al., 1997). Como conseqiiéncia deste
microambiente in vitro, as plantas desenvolvem caracteristicas estruturais
e fisiolégicas pouco aptas as condicoes ex vitro (YOKOTA et al., 2007), a
saber: baixa regulacao da perda de dgua, ocasionada principalmente por pouca
funcionalidade dos estbmatos e camada de cera epicuticular pouco espessa e
irregularmente distribuida (LAMHAMEDI et al., 2003), reduzido desenvolvimento
e organizacao do meséfilo foliar, fraca conexado entre as raizes e a parte aérea
(ROSS-KARSTEN et al., 1998; POSPISILOVA et al., 1999), entre outras.

Dessa forma, uma fase de aclimatizacdo* (adaptacao artificial) é
geralmente requerida e considerada imprescindivel com o objetivo de se evitar

“Alguns pesquisadores apresentam conceitos distintos com relagdo aos termos aclimatacéo e
aclimatizacdo. Segundo Preece e Sutter (1991), o termo aclimatacéao refere-se ao processo pelo
qual as plantas ou outros organismos vivos ajustam-se ou acostumam-se a uma nova condicdo
de clima ou situagdo, como resultado de um processo natural. Por outro lado, para George (1993)
aclimatacdo é um processo regulado pela natureza, enquanto aclimatizacdo é aquele controlado
pelo homem. Portanto, para fins de micropropagacéo serd adotado o termo aclimatizacdo, como
sendo o processo pelo qual as plantas cultivadas in vitro sdo adaptadas ao novo ambiente ex vitro
(estufa, telado, etc.) de modo artificial, ou seja, com a interferéncia humana.
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morte de plantas e favorecer o melhor desempenho das mudas ex vitro. E
durante este periodo de adaptacao que as modificagdes formadas em cultivo in
vitro sao corrigidas (MARIN, 2003), de modo que a planta passa do metabolismo
heterotréfico para o autotréfico (ROCHA, 2005). Isto é possivel porque o novo
ambiente ex vitro possibilita a formacao de folhas mais adaptadas e eficientes
nos processos concernentes ao desenvolvimento vegetal (SANDOVAL et al.,
1994), além de promover um sistema radicular mais funcional e eficiente e
formacdo de uma densa camada de cera epicuticular. Para isso, as plantas
devem ser submetidas as novas condicoes ambientais (estufa, casa de
vegetacao ou telado) de forma gradual e cercadas de cuidados, mantendo-se
alta umidade e baixa luminosidade nos dias iniciais apés o transplantio (Fig.
12), pois estes fatores irdao favorecer o metabolismo autotréfico nas plantas
produzidas. Portanto, caso nao sejam tomados os devidos cuidados durante
esta etapa, os resultados serdo a baixa sobrevivéncia e inviabilidade do processo
de micropropagacao.

Umidade relativa (%)

Dias apds o transplantio ex vitro (6-9 semanas)

Luminosidade Atividade fotossintética e
modificagées estruturais

Fig. 12. Esquema geral de algumas condi¢cées fundamentais a aclimatizacao das plantas,
evidenciando a reducado gradual da umidade e aumento da irradidancia em funcao do
tempo de transplantio.

Outro aspecto a ser considerado na fase de aclimatizacado refere-se ao
padrdao de crescimento das plantas. Isso porque ao sofrer mudanca abrupta
de ambiente (da condicdo in vitro para o ex vitro), normalmente as plantas
cessam ou reduzem o crescimento até que se adaptem as novas condicoes,
o que pode levar dias ou semanas (PEREIRA; FORTES, 2000). Desse modo, a
reducao de perdas por morte, associada ao rapido crescimento na aclimatizacao,
pode contribuir significativamente para que mudas micropropagadas sejam
disponibilizadas aos interessados de forma mais rapida e barata. Para tanto,
otimizacdes nas condicdes ambientais in vitro e ex vitro, cuidados no momento
do transplantio, o correto manejo das irrigacdes e a escolha adequada de
substratos e recipientes sdao fundamentais (SCHMITZ et al., 2002). No caso
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dos substratos, suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas podem facilitar
ou limitar a sobrevivéncia, formacao de novas raizes e crescimento das plantas.
Com relacao a escolha dos materiais que irdo compor a mistura do substrato
deve-se observar também o custo e sua disponibilidade.

Em bananeira, o processo de aclimatizacao consiste basicamente na
remocao das plantas dos frascos de cultivo, lavagem das raizes em dgua corrente
para remover o residuo de meio de cultivo aderido, individualizacao das plantas,
poda das raizes, transplantio para recipientes (tubetes ou bandejas coletivas)
contendo substrato adequado e transferéncia para casa de vegetacao ou telado
(Fig. 13 e 14). Em alguns casos, pode ser feita uma pré-aclimatizacao antes do
transplantio, pela abertura dos frascos ainda na sala de crescimento por algumas
horas ou mesmo dias. Outra alternativa que vem sendo reportada diz respeito a
utilizacdo da luz solar ou natural na fase de alongamento/enraizamento in vitro,
a qual tem proporcionado bons resultados na adaptacado das plantas ainda in
vitro (in vitro hardening) (ROCHA, 2005; COSTA, 2007).

Fig. 13. Procedimentos gerais realizados antes da transferéncia das plantas para a casa
de vegetacao, estufas ou telados: (a, b) abertura dos frascos e retirada das plantas; (c)
lavagem das raizes; (d) individualizacao; (e, f) transplantio para bandejas de isopor (128
células) contendo substrato.

Quanto aos tipos de mudas de bananeira micropropagadas, existem
comercialmente diversas variacdes de acordo com o padrao de desenvolvimento
das plantas na aclimatizacdao (Fig. 15) (EMPRESA DE BIOTECNOLOGIA
VEGETAL, 2007), a saber:

a) Em bandeja de polietileno preto com 24 mudas, com altura da parte
aérea de 20 a 30 cm e um torrdo de 6 cm?, prontas para o plantio direto
a campo.

b) Em bandeja de isopor com 128 mudas, com 10 a 15 cm de altura, as
quais necessitam ser transplantadas para um recipiente maior por um
periodo de 30-40 dias antes do plantio a campo.
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c) Mudas com raiz nua, pré-aclimatizadas, possuindo entre 5 e 10 cm de
altura, as quais necessitam que a aclimatizacdo seja finalizada antes
do plantio no campo. Sao facilmente transportadas e especialmente
indicadas para transporte a longas distancias, desde que o veiculo
utilizado seja rapido e eficiente.

Fotos: Empresa de Biotecnologia Vegetal

Fig. 14. Aspecto geral das estufas de aclimatizacdo e equipamentos usados: (a) carrinho
utilizado na transferéncia das plantas para as estufas e (b, ¢, d) detalhes das estufas e
das plantas.

Além desses tipos, a muda aclimatizada em tubetes (115 e 180 cm?® de
capacidade) é bastante utilizada, tendo como vantagens a formacao de um
sistema radicular sem enovelamento das raizes e crescimento mais acelerado
apés o plantio em campo (Fig. 15).

O transporte das mudas é feito pelo produtor ou providenciado pela
empresa produtora, independente da quantidade, por sedex, transportadora ou
via aérea (EMPRESA DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL, 2007). Nesse contexto,
Silva et al. (2003) reportam gue o transporte a longas distdncias de mudas do
tipo raiz nua, acondicionadas em caixas de isopor, pode resultar em grandes
perdas de material caso os meios de transporte sejam inadequados e acarretem
a demora na entrega. Para contornar essa limitacdo, existe o sistema de
acondicionamento denominado “rocambole”, que consiste em acondicionar
aproximadamente 100 mudas em tecido poroso, enroladas na forma de um
rocambole e dispostas lado a lado, de forma que, apés fechado, o pacote
mantém as mudas em posicao vertical (Fig. 16).

3. Caracteristicas Anatomicas das Plantas
Micropropagadas

Até o presente momento, poucos sao os trabalhos cientificos publicados
sobre a anatomia foliar de bananeiras micropropagadas (SANDOVAL et al.,
1994; ROCHA 2005; COSTA, 2007). Em geral, as folhas de bananeira in vitro,
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em casa de vegetacao e a campo, apresentam estruturas basicas semelhantes,
diferindo apenas quantitativamente e em relagcdo ao grau de diferenciacdo dos
tecidos (Tabela 1). Tais diferencas indicam a plasticidade fenotipica da espécie
as condicdes as quais as plantas estdao submetidas.

Fotos: a, b, ¢ (Empresa de Biotecnologia Vegetal); d (Herminio Souza Rocha)

Fig. 15. Tipos de mudas de bananeira micropropagadas: a) aclimatizadas em bandejas
de isopor (128 células); b) mudas com raiz nua; c) mudas em bandejas de polietileno (24
células); d) mudas aclimatizadas em tubetes.

Fotos: Herminio Souza Rocha

Fig. 16. Sistema de acondicionamento de mudas micropropagadas de bananeira utilizado
pela Companhia de Promocao Agricola, localizada junto a Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical, Cruz das Almas, BA.



270

Scherwinski-Pereira, Costa, Oliveira

Tabela 1. Principais caracteristicas da anatomia foliar de plantas de bananeira
(Musa cv. Grande Naine, AAA) em diferentes ambientes de cultivo.

Caracteristicas

In vitro'

Aclimatizacéo?

Campo’®

Cuticula

Extremamente fina

Fina nas primeiras folhas
formadas e espessa com
cada nova folha

Camada espessa

Cera epicuticular

Extrusdes espalhadas
de pequenas particulas
sobre a face abaxial da
epiderme

Extensas extrusdes, mais
evidentes e densas na
face abaxial da epiderme
e menos densas na face
adaxial. Espessamento
mais evidente com a
formacdo de novas folhas

Excessivas extrusdes,
bastante densas, algumas
vezes cobrindo os
estomatos (face abaxial) e
com uma espessa camada
na face adaxial

Epidermes Células relativamente  Lisa, parede externa Fina, parede externa
grandes, sinuosas espessa muita espessa, células
e algumas vezes relativamente pequenas
irregulares em tamanho;
parede externa fina
Presentes em ambas as faces da epiderme, porém mais abundantes na face
abaxial (espécie anfi-hipoestomatica), com quatro células subsidiarias (estomato
tetracitico)
Arranjo irregular, ndo  Arranjo mais regular em Ndmero de células
totalmente funcional fileiras subsidiarias algumas vezes
irregular; estritamente
arranjadas em fileiras
Muitos com os Nao reportado Nao reportado
Estématos ostiolos parcialmente
ou completamente
fechados (indicando
reduzida ou ausente
funcionalidade)
Tamanho médio de 38  Nao reportado Em média, didmetro
Am em comprimento equatorial de 27 yme
(diametro equatorial) diametro polar de 17 ym
e 15 ymem largura
(diametro polar)
Cavidade Nao desenvolvida Desenvolvimento gradual ~ Bem desenvolvida,
subestomatica alcancando através das
hipodermes
Hipodermes Células grandes, No inicio da aclimatizacdo  Duas ou mais camadas
paredes finas, uma uma camada, muito depois de células, especialmente
continua camada lisa  duas, relativamente lisas,  sobre os feixes vasculares
células grandes na face
adaxial da epiderme
Mesofilo Nao diferenciado Em inicio de diferenciagdo  Bem diferenciado
Parénquima Uma camada, células  Formacao de duas Trés a quatro camadas de
palicadico isodiamétricas, camadas com tempo de células, sendo as primeiras

préximas ao
parénguima esponjoso

aclimatizacao, células
alongadas, ainda em
contato com o parénguima
esponjoso

camadas de células
alongadas, separadas do
parénquima esponjoso

Continua...
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Tabela 1. Continuacao.

Parénquima Até duas camadas Duas camadas, mais Varias camadas de células
espon;joso irregulares tarde trés, dispostas cobrindo as paredes dos
irregularmente alvéolos, separadas do
parénguima palicadico
Alvéolos (cavidade)  Nenhum, apenas Pequenos no inicio Grandes, bem definidos,
pequenos espacos da aclimatizacao, separando o parénquima
intercelulares principalmente préximo a  esponjoso do palicadico
nervura, e entao grandes
Feixes vasculares Bastante rudimentares, Gradualmente mais Bem desenvolvidos

com apenas uns poucos desenvolvidos com a
elementos de floema aclimatizacdo; presenca de
e de xilema, indicando  mais elementos de floema
reduzida necessidade e de xilema

para transporte sob

condicdes in vitro

Esclerénquima Nenhum ou com fibras  Ndmero de fibras Fios grandes de fibras
muito ocasionais gradualmente compactas, especialmente
associadas aos incrementadas associadas sobre a parte superior dos
feixes, principalmente  com feixes vasculares, feixes; ou ndo associadas
presentes em folhas e presentes também na com os feixes
maiores e bem regido da nervura
formadas

Espessura média 200 - 250 ym (folhas 250 - 30 um 400 - 500 um
grandes)

Plantas enraizadas em meio de cultivo MS geleificado, desprovido de reguladores de crescimento,
e mantidas a 16 horas de intensidade luminosa de 80 mmol - m?2- s, 27 + 2°C.

2Plantas aclimatizadas em ambiente com sombreamento de 15%, temperatura diurna de 32°C a
35°C e noturna de 22°C a 25°C, e 80% de umidade relativa média (variacOes foram observadas
com cada nova folha formada durante esta fase).

3Plantas a campo.
Fonte: Adaptada de Sandoval et al., 1994.

Experimento realizado pelos autores durante o processo de adaptacao
das plantas micropropagadas as condicées ex vitro demonstrou que as
maiores alteracdes na anatomia foliar ocorrem apenas em folhas oriundas de
primérdios diferenciados ex vitro. Além disso, foi observado que a passagem
das plantas para uma condicao de maior radiacao, apés duas ou trés semanas
de aclimatizacao, é essencial para melhorar a adaptacado ex vitro das plantas
de bananeira.

Em outro estudo, foi avaliada a contribuicdo dos estdbmatos e da cera
epicuticular no controle da perda de d4gua em bananeiras micropropagadas.
Os resultados mostraram que folhas oriundas do final do enraizamento in vitro
sob metabolismo heterotréfico apresentaram excessiva transpiracdo, fato
atribuido a elevada densidade estomatica associada a reduzida capacidade dos
estdmatos em restringir a perda de dgua e auséncia de cera epicuticular. Por
outro lado, a fase de aclimatizacao ex vitro foi primordial para a melhoria da
funcionalidade dos estématos e formacao de uma camada de cera mais densa
e melhor distribuida.
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Apesar dos poucos estudos, a realizacdao de pesquisas acerca das
modificacbes que ocorrem nas diferentes fases da micropropagacao €
fundamental para otimizar os protocolos e as condicdes do ambiente in vitro,
além de fornecer informacdes importantes sobre quais cuidados proceder
visando reduzir as perdas e melhorar o crescimento das plantas apds a sua
exposicdo ao ambiente ex vitro.

4. Desempenho em Campo das Mudas Micropropagadas

Para alguns pesquisadores, as mudas micropropagadas apresentam as
seguintes caracteristicas quando comparadas aquelas propagadas por métodos
convencionais: sobrevivem mais no campo e apresentam maior crescimento nos
primeiros estadios de desenvolvimento; possuem uniformidade e facilitam os
tratos culturais; sdo mais produtivas, mostram maior precocidade e uniformidade
de producao. No entanto, embora existam inidmeros estudos sobre a propagacao
in vitro da bananeira, poucos sdo os dados sobre o comportamento das mudas
micropropagadas no campo (ALVARES; CALDAS, 2002).

Nesse sentido, Alvares e Caldas (2002), trabalhando com as cultivares
Nanicao (AAA) e Prata-Ana (AAB), verificaram que mudas micropropagadas (10
a 15 cm) tiveram maior crescimento nos estadios iniciais de desenvolvimento
em detrimento das mudas do tipo chifre (50 a 60 cm), o que foi atribuido ao fato
das plantas micropropagadas ja possuirem um sistema radicular ativo e area
foliar fisiologicamente ativa no momento do plantio em campo. Em relacao as
cultivares, na ‘Prata-Ana’, as mudas micropropagadas apresentaram resultados
significativamente superiores em todas as varidveis estudadas durante o
periodo de desenvolvimento vegetativo, enquanto na cultivar Nanicdo esta
superioridade foi observada somente até o oitavo més. Quanto a producao,
nao houve diferencas significativas na ‘Nanicao’, ao passo que a ‘Prata-Ana’
micropropagada foi significativamente superior a convencional.

Além disso, os autores afirmam que caso as mudas convencionais
possuam qualidade fisiolégica e fitossanitaria adequada, é possivel que a
produtividade destas seja semelhante a das mudas micropropagadas. Caso
contréario, as mudas oriundas do cultivo in vitro podem ser mais produtivas.

5. Estabilidade Genética das Mudas Micropropagadas

Apesar da técnica de micropropagacao apresentar diversas vantagens
para a producao massal de mudas, podem ocorrer variacbes somaclonais
nas plantas produzidas, impedindo o uso desta tecnologia, principalmente se
forem verificadas em grau elevado. Portanto, quando se trata de propagacao
comercial, um dos pré-requisitos mais importantes durante a clonagem in vitro
de qualquer espécie vegetal diz respeito a fidelidade/estabilidade genética das
plantas produzidas. Entretanto, embora indesejavel do ponto de vista comercial,
a obtencao de variabilidade genética pode ser importante para o melhoramento
de plantas, pois permite que caracteristicas de interesse sejam incorporadas



Micropropagacdo de Bananeira Visando a Producdo Massal de Mudas de Elevado Padrao 273
Genético e Fitossanitario

em novos gendtipos. Além disso, as variacoes tém papel importante no caso
de plantas propagadas vegetativamente que possuem uma estreita base
genética.

Em geral, a ocorréncia de variacbes estd comumente relacionada a
situacOes de estresse sofridas pelas plantas, seja pelo uso inadequado de tipos
e concentracdes de reguladores de crescimento, ocorréncia de calogénese
em alguma fase de cultivo, excessivo numero de subcultivos do material sob
multiplicacdo ou devido ao longo periodo de cultivo em mesmo meio de cultura
(GUPTA; VARSHNEY, 1999; SANTOS; RODRIGUES, 2004; MARTIN et al.,
2006; VENKATACHALAM et al., 2007).

Em bananeira, o aparecimento de plantas atipicas/variantes tem sido
freqientemente reportado por alguns autores (VENKATACHALAM et al.,
2007), o que pode estar associado aos inUmeros protocolos empregados, uso
incorreto e/ou falta de dominio da técnica para algumas cultivares regionais.
Apesar das discordancias, é importante destacar que atualmente existem
laboratérios (biofabricas), tanto no Brasil quanto em outros paises, que utilizam
a micropropagacao com taxas de variacoes somaclonais nas mudas inferiores
a 2%. Dessa forma, recomenda-se obter mudas de biofébricas idéneas e de
conhecido respaldo.

Quando verificadas, as variacdes tém afetado principalmente a estatura
da planta (porte baixo — nanismo - ou excessivamente alto — gigantismo),
cor da folha (variegada semelhante a um mosaico virético), forma (ondulacdes
laterais), cerosidade (auséncia) e arquitetura das folhas (roseta), além de
influenciar a forma dos cachos (SMITH, 1988; ISRAELI et al., 1991; SANTOS;
RODRIGUES, 2004), podendo diferir entre os gendtipos. Em relacao a taxa de
variacao somaclonal, existem trabalhos relatando diferencas entre genétipos de
bananeira para um mesmo protocolo de cultivo in vitro, de maneira que aqueles
com maior nivel de ploidia podem apresentar maior instabilidade genética.
Assim, num processo de multiplicacao in vitro os tetrapldides exigem atencao
diferenciada (SOUZA et al., 1997).

No que diz respeito aos fatores apontados como responsaveis pelas
variacoes, estudo conduzido por Rodrigues et al. (1998), no Vale do Ribeira
(SP), mostrou que a cultivar Nanicao (AAA) apresentou crescimento da taxa de
variacdo somaclonal com aumento do nimero de subcultivos in vitro, ocorrendo
as primeiras variacdes a partir do nono subcultivo. Ja Santos e Rodrigues (2004),
trabalhando com a ‘Pacovan’ (AAB), verificaram que até o quinto subcultivo
nenhuma variante foi observada, enquanto no sexto foram detectadas variantes
(4,8%), atingindo o maximo de 5,8% em nove subcultivos.

Nesse sentido, alguns procedimentos estratégicos podem ser adotados
visando controlar e reduzir as variacoes genéticas nas plantas micropropagadas
de bananeira, a saber: descarte de tecidos com calos, eliminacao de possiveis
plantas atipicas (fora do padrao), adequacao dos niveis exégenos de citocinina
e do tempo de permanéncia das culturas em mesmo meio de cultivo, etc.

Quanto a forma de deteccao, pode-se realiza-la por meio de observacoes
morfolégicas visuais das plantas (fenétipo), testes citolégicos e moleculares
(gendtipo) ou a associacdo de ambos, tanto durante a fase in vitro quanto ex
vitro (aclimatizacao ou campo). No caso do monitoramento ainda nas diferentes
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fases de cultivo in vitro, pode-se reduzir a quantidade de plantas anormais em
campo a niveis aceitaveis (SOUZA et al., 1997). Isso é importante uma vez
que alguns tipos de variacdes podem se manifestar meses apés o plantio ou
floracdo (SANTOS; RODRIGUES, 2004) e, com isso, provocar prejuizos aos
produtores.

O monitoramento da estabilidade genética por métodos moleculares tem
sido realizado por diferentes técnicas, entre as quais, a caracterizacao por meio
de marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), microssatélite
ou SSR (Simples Sequence Repeats) (VENKATACHALAM et al., 2007), além
de isoenzimas (EL-DOUGDOUG et al., 2007). Entretanto, a analise utilizando
iniciadores RAPD apresenta como principal limitacdao a baixa repetibilidade, o
que ndo ocorre com o SSR (JESUS et al., 2006).

6. Progressos na Micropropagacao de Bananeira

Em geral, a micropropagacao de bananeira é realizada sob condi¢cdes
heterotréficas, nas quais os explantes se desenvolvem em meio contendo
sacarose e nutrientes prontamente disponiveis, sob baixas intensidades
luminosas, além de uma atmosfera apresentando baixa ou nenhuma troca
gasosa, reduzidos niveis de diéxido de carbono (CO,) e elevada umidade relativa
(préxima de 100%).

No entanto, algumas estratégias tém sido pesquisadas e adotadas nos
ultimos anos com o objetivo de modificar o ambiente de cultivo in vitro e,
conseqlientemente, melhorar a qualidade das plantas produzidas e/ou reduzir
os custos de producao. Entre as mais importantes, destacam-se a reducao,
ou mesmo, eliminacdo da fonte de carbono (sacarose), aumento das trocas
gasosas, enriquecimento artificial com CO, e aumento da intensidade luminosa
(artificialmente ou utilizando a luz solar), empregados em associagdo ou
isoladamente (cultivo fotoautotréfico ou fotomixotréfico) (NAVARRO et al.,
1994; KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999; NGUYEN; KOZAI, 2001; SENDIN, 2001;
COSTA, 2007).

6.1. Uso da Luz Solar

A substituicdao das lampadas fluorescentes comumente utilizadas nas
salas de crescimento pela luz natural, associada ou nao a reducado nos niveis
exdégenos de sacarose, € um dos mais importantes avancos e tem mostrado
resultados promissores e aplicaveis (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999, 2001;
SENDIN, 2001; ROCHA, 2005; COSTA, 2007). Tal relevancia é justificada
pelo alto custo da iluminacao artificial nas salas de crescimento, o qual pode
representar 65% do total de energia elétrica utilizada nos laboratérios de cultura
de tecidos de plantas (STANDAERT DE METSENAERE, 1991). Em geral, as
principais vantagens advindas do emprego da luz solar incluem a eliminacao
dos custos com iluminacao artificial, uso de instalacées mais simplificadas e
reducao dos estresses no momento do transplantio ex vitro (ERIG; SCHUCH,
2005).
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Associado a estas vantagens, tem-se o fato da bananeira ser uma
espécie tipicamente tropical, podendo suportar temperaturas mais elevadas e
maiores niveis de radiacao, o que favoreceria e justificaria o uso da luz solar.
Adicionalmente, o cultivo da bananeira sob maior intensidade luminosa ainda
na fase in vitro pode promover melhor adaptacdo das plantas produzidas e,
conseqglientemente, reduzir os estresses ocasionados apdés a exposicao as
condicdes ex vitro.

Entretanto, segundo Erig e Schuch (2005) a disponibilidade de luz
depende das condicbes climaticas de cada regido e varia com a estacao do ano
e hora do dia, o que poderia limitar a utilizacao desta fonte de luz em algumas
regioes, como as de clima temperado. Além do mais, o emprego da luz natural
em regides com elevadas temperaturas pode necessitar de refrigeradores, o
que vem sendo feito pelo uso de aparelhos de ar-condicionado.

Efeitos benéficos da luz solar durante a micropropagacao de bananeira,
associados a alteracdes na composicao nutricional e fisica dos meios de cultura,
sdo reportados para as cultivares Grande Naine (AAA) e Maca (AAB), com
reducao de até 90% nos custos de producdao das mudas (KODYM; ZAPATA-
ARIAS, 1999, 2001; SENDIN, 2001).

De modo semelhante, estudos conduzidos por Rocha (2005) com a cultivar
Prata-Ana e por Costa (2007) com a ‘Caipira’ e ‘Pacovan’ também reportam
resultados promissores da luz natural. Segundo Costa (2007) brotacdes de
bananeira ‘Caipira’(AAA) enraizadas in vitro sob luz natural e meio contendo
sacarose (15 g - L") proporcionaram melhor adaptacado das plantas produzidas,
além de melhorias nas caracteristicas anatdmicas (espessamento significativo
dos parénquimas clorofilianos, palicadico e esponjoso) e fisiolégicas (menor
perda de dgua ap6s a remocao dos frascos de cultivo). Resultados similares
foram obtidos em experimentos com a cultivar Pacovan, com excecao da perda
de agua, que nao foi avaliada. Quanto ao comportamento ex vitro das plantas
produzidas em ambiente de luz natural, ambas as cultivares (Caipira e Pacovan)
tiveram 100% de sobrevivéncia e satisfatério crescimento ex vitro.

Em conseqiiéncia dos resultados promissores advindos da utilizacao da
luz solar na micropropagacado de bananeira, alguns paises tém utilizado esta
fonte luminosa nas salas de crescimento, destacando-se alguns laboratérios de
Cuba e do Brasil.

6.2. Micropropagacao Fotoautotréfica

Este sistema de cultivo esta relacionado ao fornecimento de condicdes
in vitro mais adequadas ao crescimento e desenvolvimento autotréfico®
dos explantes. Para atingir esse objetivo, torna-se necessario aumentar a
disponibilidade de CO, (pelo enriqguecimento artificial ou uso de membranas
permedveis nas tampas dos frascos de cultivo), incrementar os niveis
de intensidade luminosa (especialmente a densidade de fluxo de fdétons
fotossinteticamente ativos — DFFFA), reduzir a umidade relativa no interior
dos recipientes de cultivo, aumentar as trocas gasosas com o ambiente ex

5Um individuo autotrofo é aquele capaz de sintetizar as substancias essenciais por ele requeridas
a partir de substancias inorganicas obtidas do seu ambiente de cultivo (RAVEN et al., 2001).
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vitro, eliminar as substancias organicas (como a sacarose) do meio de cultura,
além de utilizar substratos fibrosos ou porosos (vermiculita), ao invés de agar,
para o enraizamento in vitro, entre outros (KOZAI, 1991, NAVARRO et al.,
1994; KUBOTA; TADOKORO, 1999; KOZAI; KUBOTA, 2001; NGUYEN; KOZAI,
2001).

Entre as vantagens da micropropagacao fotoautotréfica, comparada ao
método convencional (heterotréfico), destacam-se: melhoria nas caracteristicas
fisiolégicas e estruturais e por conseqiéncia na qualidade e performance (in
vitro e ex vitro) das plantas produzidas; reducao dos riscos de contaminacao
microbiana pela remocao da sacarose do meio; diminuicao do estresse apoés
a remocao das plantas dos frascos de cultivo e aclimatizacao; eliminacao dos
custos com iluminacdao e com reparos e manutencao, no caso de se usar luz
solar ou natural; e reducao das perdas de material por contaminacao (NGUYEN;
KOZAI, 2001; ZOBAYED et al., 2001; AFEEN et al., 2002).

Apesar das vantagens, observam-se, relativamente, poucos trabalhos
enfocando o sistema fotoautotréfico no cultivo in vitro de bananeiras
(NAVARRO et al.,, 1994; NGUYEN et al., 1999; NGUYEN; KOZAI, 2001) ou
algumas condicées que permitam reduzir a dependéncia heterotréfica dos
explantes cultivados in vitro (ROCHA, 2005; COSTA, 2007). Nesse sentido,
Navarro et al. (1994) demonstraram que condicdes como o incremento na
intensidade luminosa e na ventilacao dos recipientes de cultivo facilitaram o
transplantio ex vitro, ao passo que o aumento na concentracéo de CO, in vitro e
intensidade luminosa possibilitou significativamente maior matéria seca e area
foliar. Em contraste, nao foi observada diferenca significativa entre o cultivo
fotoautotréfico e fotomixotréfico quanto ao ganho de matéria seca ou para
a razao matéria seca de brotos e raizes, ao final da fase de enraizamento de
bananeira.

Ja Nguyen e Kozai (2001) verificaram que brotagcées de bananeira
cultivadas em sistema fotoautotré6fico apresentaram maiores taxas de
multiplicacdo, incremento na atividade fotossintética e taxa fotossintética
liquida, principalmente quando a concentracdo de CO, (1.340 + 100 ymol -
mol”’), intensidade luminosa (200 ymol - m? - s) e trocas gasosas (3,9 - h)
foram aumentadas.

7. Consideracdes Gerais e Perspectivas Futuras

Hoje, os estudos de micropropagacdo da bananeira sao bem
estabelecidos, com resultados praticos comprovados, o que proporcionou um
aumento significativo no uso desta tecnologia para a producdo comercial de
mudas certificadas, tanto por pequenos produtores quanto por aqueles mais
tecnificados.

Estima-se que a demanda por mudas ainda deve continuar crescente,
especialmente em virtude das mudancas no sistema de producdo de material
propagativo e adocao de programas de producao integrada de frutas. Nesse
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sentido, embora a micropropagacéao seja considerada um método bem estudado
em bananeira, é imprescindivel realizar pesquisas que reduzam os custos de
producdo sem, no entanto, afetar a qualidade genética e fitossanitaria das
mudas. Isso é importante, uma vez que pode possibilitar uma maior difusao
deste tipo de tecnologia por pequenos produtores, que tém na cultura da banana
uma fonte de renda e sustento.

Com esse intuito, estudos envolvendo o emprego de sistemas
automatizados, como os biorreatores de imersdo temporaria (BIT), o cultivo
fotoautotréfico, além do uso da luz solar, destacam-se como alternativas
promissoras a melhoria da qualidade das mudas obtidas, com reducao do custo
final de producao. Além disso, percebe-se um crescente interesse em pesquisas
que visem entender melhor os processos fisioldgicos e estruturais decorrentes
do cultivo in vitro, o que ir4 favorecer e otimizar os protocolos.

Outra perspectiva diz respeito a necessidade de adequar protocolos de
micropropagacao para novos genétipos resistentes a doencas e pragas, 0s
quais tém sido lancados pelos centros de pesquisa e apresentam potencial de
adocao, principalmente em regidoes que tém sido severamente afetadas pela
sigatoka-negra, sigatoka-amarela e mal-do-panama.
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