215

AVALIACAO DE UM PROTOCOLO PARA MULTIPLICACAO IN VITRO
DA BANANEIRA (Musa sp.) CV. CAIPIRA (AAA)'

MARCELO FIDELES BRAGA?, MARIA EUGENIA LISEI DE SA3 E PATRICIA CRYSTIE MUSTAFA*

RESUMO - Explantes de bananeira cv. Caipiras (AAA) foram cultivados in vitro. Nas subculturas de estabelecimento e multiplicagdo,
o meio utilizado foi MS + 5 mg/l de BAP e, na de enraizamento, 50%MS sem BAP. Na avalia¢do das subculturas, a maior contaminago
ocorreu no estabelecimento (74,7%), seguindo decrescente até o enraizamento, com 5,6%. O numero de brotos por frasco diminui ao
longo das subculturas, atingindo 3,7 brotos na subculturas 1 e 1,7 na subcultura 4. O tamanho dos brotos permaneceu entre 24 e 26 mm,
nas subculturas de 1 a 3, diminuindo na subcultura 4, com 22 mm. Como conseqiiéncia, a classe de brotos menores (x <20 mm)
predominou, variando de 56% na subcultura 1 para 65% na subcultura 4. No enraizamento, a predominancia (62%) foi de brotos na faixa
entre 30 e 60 mm, com média de 4,6 brotos por frasco. A avaliacdo geral do processo indicou um rendimento real de 70,9 mudas/rizoma.

Palavras-chave: Micropropagacao, Banana, Cultura de Tecidos

EVALUATION OF A COMMERCIAL PROTOCOL FOR IN VITRO
MULTIPLICATION OF BANANA (Musa sp) CV. CAIPIRA (AAA)

ABSTRACT:  Banana explants cv. Caipira (AAA) was cultivated in vitro. In the establishment and multiplication phases the
medium used was MS+5mg/l BAP and in the rooting phase, 50%MS without BAP. In the subcultures evaluations, the highest
contamination rate occurred at the establishment (74,7%), decreasing until rooting, with 5,6%. The number of shoots per flask along
the subcultures was 3,7 in the first subculture and 1,7 in the fourth. The shoots’ size remained between 24 and 26 mm in the subcultures
1 to 3, reducing in the subculture 4 with 22 mm. As a consequence, the class of smaller shoots (x < 20 mm) was predominant, from 56%
in the subculture 1 to 65% in the subculture 4. During rooting, the predominance (62%) of shoots was between 30 and 60 mm, with 4,6

shoots per flask. The general evaluation of the process indicated an efficiency of 70,9 plantlets per rhizome.
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INTRODUCAO

A banana, Musa spp, ¢ uma das frutas mais consumidas
no mundo e na maioria dos paises tropicais. No Brasil, a bananeira
¢ cultivada de norte a sul, numa area aproximada de 521.200 ha,
envolvendo desde a faixa litoranea até os planaltos interioranos,
sendo 99% da produgdo destinada ao mercado interno (Borges
et al., 1997). No estado de Minas Gerais, a cultura tem se
expandido grandemente, principalmente na regido Nordeste,
devido aos projetos de irrigagdo (Cancado Junior et al., 1999).

O grande crescimento da bananicultura, ocorrido nos
ultimos anos, acarretou uma forte demanda por mudas, muitas
vezes de origem duvidosa (Silva et al., 1999), aumentando a
incidéncia de pragas e doengas e, conseqiientemente, resultando
em baixo rendimento dos cultivos (Pereira et al., 1999).

A micropropagagédo da banana consiste em isolar apices
vegetativos de filhos de matrizes vigorosas e produtivas, em
condigdes assépticas, em meio de cultura in vitro. Em tais
condi¢des, proporciona-se uma proficua brotagdo de gemas
axilares a partir do apice vegetativo isolado. As principais
vantagens deste método sdo a alta taxa de multiplicagdo em
comparagdo aos métodos tradicionais ¢ a alta qualidade

fitossanitaria das mudas. Além disso, a micropropagagdo ¢ muito
utilizada para producdo de mudas basicas de novas cultivares
de bananeira desenvolvidos pelos programas de melhoramento
genético. Dessa forma, é possivel atender com maior rapidez e
eficiéncia as necessidades dos produtores.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
desempenho de um protocolo de micropropagacio de bananeira,
cultivar Caipira (AAA), introduzida da Africa Ocidental pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura, resistente a Sigatoka Amarela,
a Sigatoka Negra e ao Mal-do-Panama, uma vez que esta cultivar
constitui material de grande importancia para as regides de cultivo
da bananeira.

MATERIAIS E METODOS

Rizomas de bananeira cultivar Caipira foram retirados
de matrizes em campo, na EMBRAPA, em Cruz das Almas-BA e
enviados para o Laboratorio de Biotecnologia da EPAMIG, em
Uberaba-MG. Ap0s trés dias de viagem, foi feita uma pré-limpeza
do material, retirada de explantes e desinfestacdo. Para a
desinfestagdo, foi utilizada lavagem em agua e sabdo, em seguida,
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em camara de fluxo laminar, imersao em alcool 70% por 1 min, em
hipoclorito de sédio por 20 min e lavagem em trés aguas
autoclavadas. Foram estabelecidos 300 explantes de bananeira
cv. Caipira, com as seguintes dimensdes : 0,5 cm de rizoma, 1 cm
de primordios foliares e 1 cm de didmetro. Os explantes
permaneceram 30 dias na fase de estabelecimento.

Nas fases de estabelecimento e multiplicagdo, cada
recipiente conteve 50 ml do meio de cultura constituido pela
mistura de sais e vitaminas de MS (Murashige e Skoog, 1962),
suplementado com 5 mg/l de benzilaminopurina (BAP), 30 g/l de
sacarose ¢ 8 g/l de agar. A fase de multiplicagdo teve 5
subcultivos, cada um com durag@o média de 30 dias. No primeiro
subcultivo de multiplica¢do, cada explante foi retirado e cortado
longitudinalmente ao meio e as duas metades subcultivadas para
novo meio em recipientes diferentes.

A partir do segundo subcultivo de multiplicagdo, ao
final de cada subcultura, os tufos de brotagdes sadios tiveram as
folhas cortadas e foram divididos longitudinalmente em partes
iguais (2; 3 ou 4 partes, conforme o tamanho do tufo) para expor
seus pontos de crescimento ao meio nutritivo, sendo um
recipiente novo para cada parte dividida. Ao término da subcultura
5, os tufos foram subcultivados em meio de enraizamento.

Para iniciar a fase de enraizamento, os tufos de brotagdes
obtidos da fase anterior foram divididos, de forma que os brotos
com mais de 1 cm de cartucho foram individualizados, e os tufos
com gemas nao desenvolvidas foram divididos em partes iguais.
Os procedimentos para a retirada dos tufos, divisdo e subcultivo
foram os mesmos da fase anterior, exceto que ndo se cortaram as
folhas dos brotos. Todo o material foi subcultivado em recipientes
com 80 ml de meio de cultura constituido de 50% da concentracao
original de MS, 15g/1 de sacarose e 8g/1 de 4gar, sem reguladores
de crescimento. Cada recipiente recebeu 4 brotos (ou tufos
subdivididos), ¢ a fase de enraizamento teve a duragdo de 30
dias. Ao final desta subcultura, de um total de 2.446 frascos,
foram amostrados 818, que tiveram seus brotos (> 10 mm) reti-
rados e avaliados individualmente quanto ao numero e
comprimento do colo da plantula até a roseta foliar. O restante
dos frascos foi aberto e as plantulas, aclimatadas.

Na sala de incubacdo, a temperatura média foi de 25°C,
iluminacdo artificial com lampadas fluorescentes luz do dia, num
total de 3.000 lux, com fotoperiodo de 16 horas.

O controle de qualidade envolveu basicamente
procedimentos para evitar variacdes somaclonais e presenca de
pragas e doencas. Para controle de variagdes somaclonais, durante
as subculturas, os tecidos com calos foram descartados e na
aclimatacdo foi feito exame visual para deteccdo de possiveis
plantas fora-do-padrao.

Durante a fase de crescimento in vitro, as contaminagdes
verificadas eram anotadas e descartadas. Ao final de cada
subcultura, os frascos foram amostrados e avaliados, por fora,
sem retirada das culturas, quanto ao numero de brotos maiores
ou iguais a 10 mm e o comprimento destes brotos, da base do
pseudocaule até a roseta foliar. Durante a operagao de subcultivo,
foi anotado o rendimento de cada frasco subcultivado, ou seja,
quantos frascos da subcultura seguinte cada frasco subcultivado
rendeu.

As avaliacdes de nimero e comprimento de brotos da
subcultura 5 foram perdidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos dados apresentados na Figura 1, pode-se verificar
que o numero de brotos (> 10 mm) por frasco (NB) cai
significativamente ao longo das subculturas. Isto ndo significa
que o numero de gemas esteja, também, decrescendo, uma vez
que, pela Tabela 1, se observa que o rendimento de frascos se
mantém em torno de 3 na fase de multiplicagdo. Alguns autores
relatam médias de nimero de brotos superiores as apresentadas,
embora ndo informem se foram incluidos na contagem os brotos
abaixo de 10 mm de comprimento (Damasco & Barba, 1984;
Lameira et al., 1991; Domingues et al., 1995). Taxas de
multiplicag@o aproximadas foram obtidas por diversos autores
sob condigdes semelhantes a este trabalho, porém com diferentes
gendtipos (Lameira et al., 1991; Oliveira & Silva, 1997; Oliveira et
al., 1999).

No fator comprimento médio dos brotos por frasco
(MME), pode ser observado, na Figura 1, que o tamanho dos
brotos permanece praticamente o mesmo nas subculturas de 1 a
3, havendo, entdo, queda na subcultura 4. Provavelmente, o efeito
cumulativo do BAP de uma subcultura para outra tenha dificultado
o alongamento dos brotos (Grattapaglia & Machado, 1990).

A Figura 2 mostra mais claramente o comportamento do
nimero de brotos e suas classes de tamanho ao longo das
subculturas. A tendéncia geral ¢ de queda, sendo que a classe
de brotos menores (x<20) tende a predominar cada vez mais,
mostrando que, além de diminuir o numero de brotos, reduz
também sua capacidade de crescimento.

A taxa de multiplicagdo foi avaliada através do
rendimento de frascos de uma subcultura para outra (Tabela 1),
cujos valores se encontram proximos de 3,0 nos subcultivos de
1 a 4. De um modo geral, a literatura tem relatado valores
aproximados a esta taxa nos subcultivos 2 a4 (Oliveira & Silva,
1997; Oliveira et al., 1999). Com relacdo a menor taxa de
multiplicagdo observada no subcultivo 5, deve-se levar em
consideracdo que, no estabelecimento da subcultura seguinte
(enraizamento), foram colocados 4 brotos (ou tufos) para cada
frasco estabelecido, ao contrario das fases anteriores, nas quais
cada recipiente recebeu apenas um explante. Desta forma, o
rendimento da subcultura 5 ndo pode ser considerado para fins
de comparagdo de rendimento de frascos com outras subculturas.

A avaliag@o geral da eficiéncia de todo o processo in
vitro (Tabela 1) indica que, se todos os explantes estabelecidos
chegassem ao final de cada subcultura sem contaminagao,
teriamos uma taxa de rendimento total de 1.077,75 vezes o numero
de rizomas que entraram no processo, ou seja, 300x1.077,75 ~
322.727 mudas. Entretanto, o rendimento real foi de 70,9 mudas/
rizoma; iniciando-se com 300 rizomas, obtiveram-se 21.257 mudas.
Por estes numeros, chegamos a conclusao de que o rendimento
potencial seria 15,3 vezes maior que o rendimento real, mostrando
que as perdas por contaminagdo representam um grande problema
que precisa ser imediatamente controlado, sob pena de inviabilizar
comercialmente a técnica. A relagdo entre o nimero de mudas
produzidas e o nimero de explantes viaveis introduzidos foi de
apenas 77 vezes (21.257/277), ao passo que Mendes et al. (1996)
obtiveram 676 plantas/explante (variando de 143 a 1850) para a
variedade Nanicao, apds seis subcultivos, enquanto Oliveira &
Silva (1997) obtiveram uma eficiéncia de 190 plantulas/explante
viavel, apos o mesmo periodo e utilizando a mesma variedade.
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TABELA 1. Média* dos rendimentos de frascos de uma subcultura para a subcultura seguinte.

Subcultura Rendimento Intervalo de confianca
de frascos da subcultura seguinte P(0,05)
0 2,0 0,0
1 3,5 *
2 2,4 1,0
3 3,6 *
4 3,3 0,5
5 0,7 0,1
Enraizamento 7,2%* 0,2

*As médias ndo puderam ser comparadas estatisticamente ja que algumas subculturas ndo apresentaram repetigdes.

** Rendimento de plantulas por frasco no final da subcultura de enraizamento.

TABELA 2. Culturas contaminadas em cada subcultura.

Subcultura Total de frascos com explantes Total de frascos com culturas contaminadas
sadios, que iniciaram a subcultura
n %
0 277 207 74,7
1 184 53 28,8
2 393 48 12,2
3 1.250 613 49,0
4 2.166 559 25,8
5 5.186 666 12,8
Enraizamento 2.592 146 5,6
Total 12.048 2.292 19,02
a 63%
4 ta
o .
N , 0<3
5 | M 30-60
o] I 19% W 60-9%
. ! | 2 | 3 | 4 -MM(I]E‘ 1% %<

Subculturas

——NB*

FIGURA 1. Médias por frasco, com intervalo de confianga P(0,05),
do comprimento (MME) e niimero (NB) de brotos
>10 mm, de bananeira cv. Caipira, nas subculturas
de 1 a4. Uberaba-MG, 1998.
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FIGURA 2. Distribui¢ao porcentual da freqiiéncia de brotos de
bananeira cv. Caipira, conforme 4 classes de
tamanho (legenda), nas subculturas de 1 a 4.
Uberaba-MG, 1998.
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FIGURA 3. Porcentagem de brotos de bananeira cv. Caipira, por
faixa de tamanho (mm), no final da subcultura de
enraizamento (amostragem por frasco). Uberaba-

MG, 1998.
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FIGURA 4. Média do numero de brotos > 10 mm, de bananeira
cv. Caipira, por frasco, por classe de tamanho.
Uberaba-MG, 1998.
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Através dos dados da Tabela 2, observa-se que a maior
porcentagem de contaminag@o ocorreu durante a fase de
estabelecimento in vitro dos explantes (74,7%), uma vez que o
material foi diretamente proveniente do campo. Este nivel foi
decrescendo, até que, na subcultura 3, houve um acréscimo em
relagdo a subcultura 2. Segundo Grattapaglia & Machado (1990),
este acréscimo pode ser atribuido a bactérias enddgenas de
crescimento lento, que representam um problema para a maioria
dos laboratorios, gerando grandes perdas nas culturas em estagio
avangado de multiplicagdo. Algumas contaminagdes bacterianas
ocorridas foram identificadas como : Pseudomonas maltophila,
Bacillus sp, Klebsiella pneumonia e Hafnia alvei.

A ocorréncia de variagdes somaclonais é um dos fatores
limitantes na expansao da utilizagdo de plantas in vitro (Israeli et
al., 1991). Na bananeira, os principais os fatores que podem
induzir as variagdes somaclonais sdo a instabilidade genética
dos tecidos somaticos, a presenca de gemas adventicias
formadas nos tecidos do rizoma (independentemente da presenga
de calos), a taxa de repicagens in vitro e os componentes do
meio de cultura, como o uso dos reguladores de crescimento em
elevadas concentragdes, por exemplo, acima de 5,0 mg/L de BAP
(Domingues et al., 1995). No presente trabalho, o controle da
sua ocorréncia foi efetuado pelo descarte de tecidos com calos,
durante os subcultivos, e pela eliminagdo de possiveis plantas
fora-do-padrdo durante a aclimatagdo. Neste caso, ndo foi
identificada nenhuma planta com variagdo somaclonal, durante
a fase de aclimatacdo.

Na subcultura de enraizamento, 63% dos brotos
estiveram na faixa de tamanho entre 30 e 60 mm (Figura 3),
obtendo-se assim 4,6 brotos por frasco, com tamanho entre 30 e
60 mm (Figura 4). Isto representa um resultado razoavel,
considerando que houve um bom rendimento de brotos por
frasco, e o tamanho esta adequado para a fase de aclimatagéo.
Para classes menores, ha dificuldade de sobrevivéncia na
aclimatacdo, e nas classes maiores ha grande desuniformidade e
deformagido das primeiras folhas que se enrolam ao crescer mais
que a capacidade do recipiente, causando mau aspecto e
dificuldade de crescimento.

A n@o-utilizacdo de regulador de crescimento e a
redugdo dos nutrientes pela metade foram eficientes para
aumentar o vigor vegetativo das culturas, uma vez que os brotos
obtidos durante a fase de enraizamento (tamanho médio de 45
mm) apresentaram quase o dobro do tamanho dos brotos das
fases de multiplicacdo (Figura 1). Isto ja era esperado, pois, uma
vez enraizados, os brotos tém maior capacidade de absorgdo dos
nutrientes. Esta eficacia também foi comprovada por Domingues
etal. (1995) e Oliveira & Silva (1997). Inclusive, Souza & Gongalves
(1996) sugeriram que a melhor adequagdo dos nutrientes
favoreceria a rizogénese das plantas. Analisando diversos
trabalhos, Grattapaglia & Machado (1990) verificaram que
diversas espécies, principalmente herbaceas, enraizam na
presenca de niveis muito reduzidos de auxina, ou, simplesmente,
em meio basico sem horménio. A concentragdo de sacarose
reduzida pela metade também foi benéfica, pois isto facilita a
passagem das plantas para o estado autotréfico durante o
transplantio (Debergh, 1988).

CONCLUSAO

1 - Os niveis de contaminagdes atingidos podem
inviabilizar a produgdo comercial de mudas, num ambiente mais
competitivo, sendo este o principal fator que onera o rendimento
da cultura. Apenas melhorar as condigdes de assepsia ndo ¢
suficiente, sendo necessario identificar melhor os contaminantes
e formular estratégias para sua prevengao e controle, sobretudo
para as contaminag¢des com bactérias.

2 - Ainda ha necessidade de estudo das concentrag¢des
de BAP. Uma dosagem constante durante todas as subculturas
parece ndo ser o ideal, ja que se suspeita de que haja um efeito
cumulativo negativo do BAP ao longo das subculturas. O
decréscimo de dosagens ou mesmo a alternancia do uso do
regulador, ao longo das subculturas, parece ser um 6timo caminho
para aumentar o vigor das subculturas.

3 - O tamanho final das plantulas ao final do
enraizamento/inicio da aclimatagdo ainda é muito desuniforme.

4 - O protocolo produziu mudas de alta qualidade
genética e fitossanitaria, com eficiéncia maior que os sistemas
tradicionais de produgdo de mudas a campo.
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