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RESUMO: A pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de estabelecer as melhores condigdes para a
produgo in vitro da bananeira cultivar Prata Zulu. A assepsia consistiu na imers&o dos explantes em
alcool 70% e em hipoclorito de s6dio comercial (50%), seguida de lavagens em dgua e inoculacdo
para o estabelecimento em meio MS basico por 30 dias. Para a multiplicagfo de 4pices caulinares da
cultivar, foram testadas quatro concentragdes de BAP (2,5; 5,0; 7,5 € 10,0 mg L') em meio MS, e cinco
diferentes meios para o enraizamento das brotagdes (Y2 MS; MS; MS +2 mg L de ANA; MS +4 mg
L' de ANA; MS + 8 mg L' de ANA). Os resultados demonstraram que a concentragdo de BAP de
5 mg.L"' apresentou melhor taxa de multiplicagdo (21,95 plantulas/explante), enquanto que dosagens
maiores do regulador de crescimento inibiram a formagfo de brotagdes sadias. O meio % MS foi
eficiente no enraizamento in vitro, enquanto que alta taxa de sobrevivéncia obtida no processo de
aclimatizagfo adotada foi satisfatéria para a cultivar Prata Zulu.

TERMOS PARA INDEXACAO: Cultura de Tecidos, Micropropagagdo, Musa spp., Sigatoka Negra,
Bananeira.

IN VITRO PROPAGATION OF BANANA CV. SILVER ZULU

ABSTRACT: This work was carried out to establish the best conditions for the production in vitro
of banana cv. Prata Zulu. The plant material was dipped into 70% alcohol, commercial sodium
hypochorite (50%) and rinsed in sterile water. Four concentrations of BAP (2.5; 5.0; 7.5 and 10.0 mg
L-1) were utilized in MS medium to induce the multiplication of shoot tip apices and five different
medium were tested to rooting phase. The results showed that 5.0 mg.L-1 BAP induced the highest
number of plants (21.95 plantlets/explant) and higher concentrations of the growth regulator inhibited
the formation of healthy bud. The 4 MS medium was effective to rooting and the survival in
acclimatization method used was satisfactory.

INDEX TERMS: Tissue Culture, Micropropagation, Musa spp., Sigatoka Negra.
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1 INTRODUCAO

Apesar de ser considerada uma das
frutas mais consumidas no Brasil, a
produtividade média de banana no pais é de
10 t/ha/ano (PEREIRA et al., 1999), sendo
que dentre os varios fatores responsaveis
por este baixo rendimento, algumas doengas
vém causando grande prejuizo a esta cultura.

A sigatoka negra ¢ considerada uma
das doengas mais importantes e mais
destrutivas da cultura a nivel mundial, pois,
em ataques severos pode causar a perda de
até 100% da produgdo de um bananal
(GASPAROTTO; PEREIRA; PEREIRA,
2000).

Dentre as cultivares testadas quanto
a resisténcia a sigatoka negra, Pereira et al.
(2002) recomendam a Prata Zulu por
apresentar baixa incidéncia de doengas
foliares, como a sigatoka negra e amarela,
além da boa produtividade, presenga de
pedicelos rigidos e comercializagio imediata
nos mercados consumidores de banana das
cultivares Prata comum e Mag4.

Na escolha correta da cultivar a ser
utilizada é muito importante observar a
qualidade da muda utilizada, visto que os
sistemas convencionais de produgdo de
mudas podem favorecer a disseminagio de
pragas e doencas de bananais contaminados
para novas areas.

Neste sentido, a utilizagdo da
propagacio in vitro, técnica que consiste
no isolamento de parte de uma planta e
cultivo em um meio nutritivo sob condi¢des
assépticas, tem proporcionado a producio

de mudas de qualidade, através da limpeza
e/oumultiplicagéo de cultivares de interesse.

A producdo comercial de mudas de
bananeira por meio de cultura in vitro de
apices caulinares tem sido empregada com
sucesso em varios paises, possibilitando a
produgdo de mudas superiores e
praticamente livres de doengas comuns as
diversas cultivares de Musa spp (MENDES
etal., 1996). De acordo com Sanada (1993),
mudas micropropagadas produzem 30%
mais do que mudas obtidas convencio-
nalmente, permitindo, além de uma colheita
sincronizada, um maior vigor das plantas,
maior produg@o e menor variabilidade nos
frutos.

A adequagdo de protocolos para a
multiplicag@o in vitro de cultivares de
bananeira de interesse comercial ou para o
melhoramento genético vem despertando o
interesse de instituicdes de pesquisas e
laboratdrios comerciais, pois as taxas de
proliferagéo obtidas ndo sdo uniformes entre
os diferentes cultivares testadas, em fung¢io
de diferentes aspectos, como o tipo e
tamanho do explante, meio nutritivo, nimero
de subcultivos e estado fisioldgico do tecido.

A cultivar Prata Zulu se caracteriza
pelo sabor agridoce, semelhante ao da
cultivar Prata comum, apresenta alto nivel
de resisténcia a sigatoka negra, boa
produtividade e presenca de pedunculos
rigidos, que lhe confere resisténcia ao
despencamento. Para produzir um cacho
ideal, a bananeira precisa de dez folhas
saudaveis. No caso da Prata Zulu, essa
quantidade

ultrapassa a - média,
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desenvolvendo uma resisténcia horizontal
que atua na velocidade do ataque do fungo
e permite que o desenvolvimento do fruto
seja mais rapido que a ag¢do da sigatoka
negra, a qual atinge todas as espécies de
bananas comercializadas.

Neste sentido, em fun¢fo da demanda
crescente por mudas de qualidade genética
e livres de patogenos, esta pesquisa teve por
objetivo estabelecer as melhores condigdes
in vitro de desinfestagio, estabelecimento,
multiplicagdo e desenvolvimento de
bananeira da cultivar Prata Zulu.

2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Amaz6nia Ocidental, municipio de
Manaus, Amazonas.

Inicialmente, os explantes de Musa
spp. cv Prata Zulu provenientes de gemas
laterais de plantas selecionadas em campo
foram reduzidos a dimensdes aproximadas
de 3 cm de pseudocaule, 2 cm de rizoma e
2 cm de didmetro, para entfo serem lavados
em 4gua com detergente comercial por 10
minutos e mantidos em 4gua corrente por 5
minutos e levados em agua estéril para a
cdmara de fluxo laminar.

A assepsia dos explantes consistiu na
imersdo em alcool 70% + tween 20 por 2
minutos, seguida de tratamento com solugdo
de hipoclorito de sédio comercial a 50% por
5 minutos. Posteriormente, procederam-se
cinco lavagens em 4gua destilada
autoclavada, para a retirada dos residuos dos
produtos desinfetantes no material vegetal.

Com auxilio de pingas e bisturis
esterilizados, foram retiradas as bainhas das
folhas e tecidos do rizoma até os explantes
atingirem o maximo de 1 cm derizomae 1,5
cm de pseudocaule.

Ap6s redugdo, as gemas apicais foram
inoculadas individualmente em tubo de
ensaio contendo meio com sais basicos e
vitaminas de MS (MURASHIGUE;
SKOOG, 1962), suplementado com 100 mg
L de inositol, 2 mg L de glicina, 30 g L'!
de sacarose. O meio foi solidificado pela
adi¢@o de agar a 6% (p/v) e o pH ajustado
para 5,8 £0,1, com o uso de KOH ou HCl a
0,1 oul,0N.

As culturas foram mantidas por sete
dias no escuro e, posteriormente, em
intensidade luminosa de 25 W.m?32,
temperatura de 26 £ 2°C e fotoperiodo de
16 horas, até completar 4 semanas de
estabelecimento. O experimento foi avaliado
diariamente, observando-se o nivel de
contaminagfo dos explantes por fungos e
bactérias.

A proliferagdo dos segmentos foi feita
em meio MS acrescido de diferentes
concentragdes de BAP, determinando os
seguintes tratamentos: (1) 2,5 mg.L", ; (2)
5mg.L’, (3)7,5mg.L"'e(4) 10,0 mg.L'.
No momento da transferéncia, os explantes
foram segmentados em duas partes
simétricas, visando a quebra da dominancia
apical, e mantidos nas mesmas condi¢des
de cultura da fase anterior. Foram efetuados
trés subcultivos em intervalos de 30 dias,
com a subdivisdo e transferéncia dos brotos
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formados para novo meio de cultura de
mesmo tratamento e avaliacdo do nimero
de brota¢des emitidas.

Ao final de 90 dias, as brota¢des com
1,5 a 2 cm de altura foram transferidas
individualmente para tubos de ensaio
contendo 15 mL de meio para a indugéo ao
enraizamento, de acordo com os seguintes
tratamentos: (1) 2 MS; (2) MS; (3) MS +
2 mg. L' de ANA; (4) MS +4 mg. L' de
ANA e (5) MS + 8 mg. L' de ANA. Os
frascos foram mantidos por 30 dias nas
mesmas condicdes de crescimento das fases
anteriores, sendo avaliados ao final de trinta
dias o nimero e o comprimento das raizes
formadas por plantula.

Em ambas as fases, foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente
casualizado, sendo quatro tratamentos para
a multiplicagdo e cinco tratamentos no
enraizamento com dez repeti¢des cada.

Finalizado o periodo de enraizamento,
os frascos de cultura foram destampados e
mantidos na sala de incubagdo por 12 a 15
h. Apés este periodo, as plantulas foram
lavadas em dgua destilada, transferidas para
casa de vegetagdo com sombreamento de
70% e plantadas em copos plasticos com
fundo perfurado contendo substrato
esterilizado composto de vermiculita e areia
(2:1). Apds o plantio e irrigagdo, foram
colocados copos plasticos transparentes
perfurados na extremidade superior sobre
cada planta por um periodo de cinco dias,
visando manter a umidade inicial. A irrigag4o
foi realizada diariamente e adubacfo foliar

semanal com macro e micronutrientes. Apds
60 dias, foi avaliada a taxa de sobrevivéncia
das plantulas para, entfio, serem transferidas
para viveiro.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de assepsia adotado neste
trabalho apresentou um aproveitamento de
89% dos explantes inoculados. Esta taxa
pode ser considerada razoavel, pois a fase
de estabelecimento in vitro de bananeira é
normalmente marcada por elevados indices
de perdas devido a contaminago por fungos
e bactérias.

A defini¢do deste percentual de
contaminag@o baixo ¢ muito importante e
decisivo no desenvolvimento da
micropropaga¢do comercial de uma
determinada cultura, sendo desejavel o
aumento da eficiéncia no estabelecimento
do processo, através da melhoria dos
diversos fatores relacionados ao controle

fitossanitario.

Na fase de multiplicagdo, observou-
s€ na primeira semana a turgescéncia dos
explantes, sendo que, nas semanas seguintes,
ocorreram o lancamento e o desenvol-
vimento de brotagdes, com coloragio
esverdeada e crescimento diferenciado de
acordo com o tratamento.

Ainda durante a proliferagio, verificou-
se uma perda de material (10%), devido a
oxidagdo dos explantes, decorrente da
liberagdo de compostos fendlicos pelas
células danificadas pelos cortes durante as
repicagens. '
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Nestes casos, como forma de controle
da oxidagdo recomenda-se diminuir o tempo
entre subcultivos para 20 a 25 dias, fase de
crescimento ativo das partes aéreas e de
maximo vigor de crescimento da cultura;
além da inclusdo de agentes antioxidantes,
tais como 4cido ascorbico, PVP ou 4cido
citrico, no meio de cultura.

Como pode ser observado na Tabela 1,
as concentragdes de BAP na indugéo e
desenvolvimento das brotagdes diferiram
estatisticamente aos 30 e 60 dias de cultura
nos dois primeiros subcultivos, 0 mesmo néo
ocorrendo no 32 subcultivo, aonde nio houve
diferenca significativa entre as
concentracdes de BAP.

Em termos de produgdo média de
brotos, obtiveram-se valores de 2,9; 2,7 e
2,8 para 30, 60 e 90 dias, respectivamente.
Estes resultados sdo semelhantes aos
obtidos por Wong (1986), que, trabalhando
com a cultivar Mysore, obteve a média de
trés brotos em condi¢des de cultura
similares.

Mesmo comportamento foi observado
por Souza et al. (1995), que comparando a
eficiéncia de cinco niveis de BAP na
multiplicagdo da bananeira Caipira,
concluiram que a concentragdo de 2,5 mg.L’!
apresentou a melhor taxa de proliferagdo,
enquanto que 10 mg.L"!, menor produgio
de brotos. Oliveira e Silva (1997), por sua
vez, alcangaram resultados satisfatérios na
multiplicagdo das cultivares Nanicdo e
Grande Naine, utilizando a concentracfo de
4 mg.L! de BAP.

Apesar desta diferenga ter ocorrido
somente nos primeiros cultivos, observou-
se que a média final de brota¢des formadas
no tratamento com 5 mg.L"! de BAP, mesmo
ligeiramente superior as demais dosagens,
refletiu na taxa de multiplicagdo média por
explante.

Na analise de regressio obteve melhor
ajuste a fungfo polinomial de 22 grau, com
coeficiente de determinagdo (R?) de 0,94,
sendo a fungdo ajustaday = 1,775+ 0,558 x
—0,052 x?, onde y = n° médio de brotagdes/

Tabela 1 —Efeito de BAP sobre a multiplicagéo in vitro de Musa sp. cv Prata Zulu, 2001.

BAP (mg.L") Subcultivo N2médio Taxa de

em meio MS de multiplicagdo
12 2 3° brotagdes | (média/explante)

2,5(T1) 24° 3.2° 2,92 2,8 21,95

5,0(T2) 4,00 3,00 33 34 39,30

7,5 (T3) 2,8 2,8° 3,00 29 2439

10,0(T4) 2,5° 1,8° 2,12 2.2 10,65

Média 29 2,7 2,8

Nota: a) médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
b) sinal convencional utilizado: ... ndo se aplica dado numérico
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tratamento ¢ X = concentragdo de BAP (mg/
L). De acordo com a Figura 1, observa-se
que o valor médio méaximo de brotacdes foi
obtido na concentragdo de 5 mg/L, e o
aumento da concentrag¢do acima deste valor

causa a reducdo no niimero de brotagdes.
4

*
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Figura 1 — Representagdo gréifica da relagdo entre
concentragdo BAP e n® médio de brotagdes de Musa
sp. cv Prata Zulu, 2001.

Esses dados demonstram quanto é
importante a adequagéo do protocolo para
as diferentes variedades de bananeira, pois
considerando-se a taxa de multiplicagio
média obtida por explante ao final dos trés
subcultivos, o T2 resultou em quase o dobro
da produgdo de plantulas do segundo methor
tratamento (T1); 39; 30 e 21,95 brotagdes,
respectivamente.

Em termos de desenvolvimento, os
tratamentos 1 e 2 (2,5 e 5,0 mg.L")
proporcionaram a formagio de brotagdes
de melhor qualidade, quando comparados
aos demais tratamentos, visto que a presenca
de citocinina nos primeiros tratamentos
promoveu o maior elongamento das
brotagdes e expansido foliar, formando
brotagdes de até 8 cm de altura ao final do
terceiro subcultivo.

A adigfo de maiores concentragdes de
BAP (7,5 e 10 mg.L"), no entanto, provocou
o desenvolvimento mais lento dos explantes,
com redugdo no comprimento das brotagdes,
langamentos e abertura de folhas.

Segundo Narayanaswamy (1977), este
comportamento deve-se a toxidez causada
pelo excesso de reguladores de crescimento
no meio de cultura, que pode provocar
alteracdes genéticas, fisioldogicas e
morfolégicas, resultando na redugdo da taxa
de multiplicagdo, encurtamento dos caules
e dificultando a individualizago das plantas
€ 0 processo de enraizamento.

Vérios autores recomendam o uso de
2,5a5,0mg.L"! de BAP, sendo este intervalo
o mais eficiente na indugfo e
desenvolvimento de raizes, visto que esta
citocinina tem fun¢8o primordial na divisdo
celular e pode estar envolvida na sintese de
proteinas, fundamental ao processo de
mitose, e atua também na quebra de
domindncia apical e na inducfio e
crescimento de brotagdes (BENERJEE; DE

LANGUE, 1985; VUYLSTEKE, 19883).

Na dltima fase in vitro, todos os

tratamentos testados induziram o
enraizamento, com surgimento dos
primoérdios radiculares ainda na primeira
semana de cultura. Ao final de 30 dias, no
entanto, apesar de ndo diferirem
estatisticamente entre si (Figura 2), o meio
com metade da concentra¢do dos sais de
MS (T1) produziu plantulas com maior
equilibrio entre as dimensdes da parte aérea

e sistema radicial.
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Figura 2 — Enraizamento in vitro de banana cv. Prata
Zulu, 2001.

Este efeito da reducdo dos
macronutrientes e da auséncia de reguladores
de crescimento no enraizamento foi descrito
anteriormente por Grattapaglia ¢ Machado
(1990) e Sandoval, Brenes e Peréz Sanches
(1991), sendo que, neste caso, ademais da
obtengéo de mudas de melhor qualidade, o
T1 apresenta vantagem quando comparado
aos demais, pela praticidade de preparo e,
principalmente, pelo menor custo de produgio
do meio de cultura.

O processo de aclimatizagdo das
plantulas de bananeira, etapa fundamental
para a sobrevivéncia do material quando
transferido para viveiro, apresentou, ao final
de 60 dias em casa de vegetagdo, uma taxa
de sobrevivéncia de 85%.

As perdas ocorridas nesta fase
devem-se, principalmente, as plantulas que
in vitro possuiam parte aérea pouco
alongada e rizoma pouco definido,
proveniente dos tratamentos com citocinina
em maiores concentra¢des na multiplicaggo.

4 CONCLUSAO

Em funcio dos resultados obtidos com
a cultura de tecidos de bananeira cultivar
Prata Zulu, foi possivel concluir que:

a) a concentragdo de BAP de 5 mg.L"
apresentou melhor taxa de multiplica¢do
(21,95 plantulas/explante), enquanto que
dosagens maiores do regulador de
crescimento inibiram a formagdo de
brota¢des sadias;

b) o meio MS com metade da concentracio
dos sais foi efetivo no enraizamento in vitro;

¢) acultivar respondeu favoravelmente na
condi¢do de aclimatizagdo formando
mudas vigorosas ao final de 60 dias em
casa de vegetacdo;

d) a pesquisa demonstrou a viabilidade da
cultura de tecidos da bananeira cultivar Prata
Zulu, através do processo de organogénese
diretaa partir de 4pices caulinares, permitindo
sua adog@o por laboratdrios e empresas de
micropropagagao comercial.
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