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MICROPROPAGACAO DE BANANEIRA “‘PRATA”
ATRAVES DE CULTIVO IN VITRO DE APICES VEGETATIVOS
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RESUMO — Apices vegetativos de mudas de 2 a 4 méses de idade foram cultivados no
meio MS com 30 g/1 de sacarose e 22 WM benzilaminopurina. Apés 8 a 10 semanas,
foram produzidos uma ou duas gemas laterais; a subcultura destas no mesmo meio
produziu até 10 gemas apés 6 a 10 semanas. A maior taxa de multiplicacdo em sub-
culturas successivas foi de 40 plintulas novas por explante; a taxa de multiplicacdo
média foi de 10 gemas novas por explante em 8 semanas. O enraizamento ocorreu
no mesmo meio mas um melhor enraizamento foi observado nos meios diluidos pela
metade da concentragdo de MS em presenga de 1 uM AIB. As plantulas de diferen-
tes subculturas transplantadas no campo apresentaram um crescimento mais uni-
forme e mais vigoroso do que as mudas tradicionais da mesma variedade. O sistema
mostrou ser vidvel em escala comercial.

Palavras-chaves: Musa spp., bananeira “prata”, cultura de tecidos, multiplicagdo
clonal.

ABSTRACT — Vegetative shoot tips from 2 to 4 month old suckers of banana cv.
“Prata” were grown on MS medium with 30 g/1 sucrose and 22 pM benzylamino-
purine. After 8 to 10 weeks, one or two lateral buds were produced; subculture of
these on the same medium produced up to 10 buds after 6 to 10 weeks. The highest
multiplication factor observed in subsequent subcultures was 40 new palntlets per
explant; the average multiplication factor was 10 buds per explant in 8 weeks. Roo-
ting occurred on the same medium but better rooting was achieved on medium dilu-
ted to halfstrength MS with 1 pM indole-butyric acid. Plants obtained from diffe-
rent generations of subculture, when transplanted to the field, showed more uni-
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form and more vigorous growth than traditional planting material of the same va-
riety. The system is viable for commercial scale multiplication.

Key words: Musa spp., banana cv. “‘Prata”, tissue culture, micropropagation.

Introdugio

A produgio de mudas de bananeiras € um processo muito lento por causa
da dominéincia apical. No caso de cultivares novos e de clones limpos de pat6-
genos, a maneira convencional de propagagdo € um dos fatores limitantes no
estabelecimento de novos bananais.

O desenvolvimento de técnicas para a micropropagagdo de bananeiras é
de importincia no pafs uma vez que o Brasil € o maior produtor mundial de ba-
nanas. Em vérios outros paises produtores, a micropropagagio tem se estabele-
cido como a técnica preferida para a produgdo de mudas em escala comercial
(Hwang et al. 1984, Oglesby & Griffis 1986). Cita-se as vantagens de obter
mudas livres dos patégenos Fusarium oxysporum cf. cubense (mal-de-Panama),
broca da bananeira, nemotoides e, com a devida indexagao, o virus mosaico de
pepino (Berg & Bustamente 1974). Outras vantagens das mudas produzidas in
vitro que apareceram em plantios em escala comercial incluem a facilidade de
plantio (Oglesby & Griffis 1986), a precocidade e maior uniformidade de co-
lheita (Hwang et al. 1984).

A micropropagagdo de Musa spp. foi investigada por varios autores nos
dltimos anos (Ma & Shii 1972, Guzman et al. 1980, Vessey & Rivera 1981,
Swamy et al. 1982/83, Cronauer & Krikorian 1984 a, b, Hwang et al. 1984,
Vuylsteke & Langhe 1985, Banerjee & Langhe 1985, Wong 1986). Entre estes
autores, apenas Vuylsteke & Langhe (1985) e Banerjee & Langhe (1985) cita-
ram o cultivo in vitro de dpices vegetativos de bananeira “Prata’’, apresentando
dados sobre as taxas de multiplicagdo em sucessivas subculturas. Os outros au-
tores relataram, principalmente, sucesso na fase de regeneragao de outras varie-
dades. Vuylsteke & Langhe (1985) e Banerjee & Langhe (1985) constataram
que a taxa de multiplicagdo de bananeira “Prata’’ era menor do que de outras
variedades testadas.

A banana ‘‘Prata’ € uma das variedades mais importantes no Brasil, por-
tanto, o objeto deste trabalho foi de desenvolver técnicas de cultura de 4pices
vegetativas in vitro para obtengao de mudas sadias da cv. ““Prata’’ em escala
comercial.

Material e Métodos

Mudas de bananeira “‘Prata’ de 2 a 4 méses de idade, cultivadas na Es-
tagdo Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia, no Lago Norte de
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Brasilia € no PAD-DF, foram utilizadas como fonte de explantes. Apices ainda
cobertos por algumas bases foliares foram retirados de rebentos no campo e de-
sinfectados com solugdo comercial de hipoclorito de sédio (0,8% de cloro ativo
na concentracdo final) por 15 minutos. Apices com 5 mm de comprimento fo-
ram inoculados no meio de cultura.

O meio bésico utilizado continha sais (macro e micronutrientes) e vitami-
nas segundo Murashige & Skoog (1962), com sacarose (3% p/v) e agar (0,5%
p/v). O pH foi ajustado a 5,8 anteriormente a adi¢ao de agar. Foram testados os
horménios BAP (benzilaminopurina), cinetina, AIA (4cido indolil-acético),
2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) e AIB (4cido indolbutirico) em diferen-
tes concentragbes, com ou sem 4gua de coco, com base nas combinagGes cita-
das na literatura para outras cultivares de banana (Tabela 1). As culturas foram
mantidas em trés fotoperiodos: 12, 16 e 24 horas de luz, todos na mesma tem-
peratura de 282 C.

Os meios, nimeros 1 a 7 (Tabela 1), foram testados na fase de isolamento
dos 4pices oriundos de mudas de campo (6 dpices por tratamento— em trés repe-
tices independentes, sendo utilizadas cada vez mudas procedentes de diferen-
tes locais. Os meios 3, 8, 9 e 10 (Tabela 1), foram comparados na segunda sub-
cultura, na fase de multiplicagdo. Foi testado o meio 3 (Tabela 1) nas formas
sélidas e liquida, apSs a terceira subcultura, alternando as duas formas ou utili-
zando apenas uma das formas por vdérias subculturas sucessivas.

Para promover o enraizamento, as plantulas com 2 a 4 folhas foram trans-
feridas para um novo meio basico diluido pela metade da concentragdo do meio
MS com 1 pM de AIB. Apés o enraizamento, essas plintulas foram transplan-
tadas para copos com vermiculita e solo esterilizado, em uma proporgao de 1:1,
e foram mantidas num fotoperiodo de 12 horas de luz no ambiente do laborat6-
rio para aclimatagdo. Quando apresentaram 8 ou 9 folhas e uma altura acima de
20cm, as mudas foram transplantadas para sacos pldsticos contendo terra com
esterco. Apés trés a quatro semanas em sacos, as mudas foram transplantadas
para o campo.

Resultados e Discussao

Nio houve desenvolvimento do 4dpice em nenhuma das repeticbes nos
meios testados na fase de isolamento (Tabela 1), com a excegao do meio 3. Nos
demais meios, dentro de poucos dias, os explantes e, em consequéncia, Os
meios, se tornaram totalmente escuros. No tratamento 3, com 22 pM BAP,
todos os explantes, das trés fontes diferentes de mudas, desenvolveram-se. Os
explantes inicialmente aumentaram de volume e, no final de 4 semanas, a maio-
ria dos explantes j4 apresentava 3 ou 4 folhas. Foi observado neste estigio um
escurecimento do meio e o inicio de necrose das superficies do explante em
contato com o meio. Os tecidos internos dos explantes ndo foram afetados.
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As partes necréticas dos explantes foram retiradas € os mesmos transferi-
dos para meio fresco, onde continuaram crescendo vigorosamente. Em alguns
casos, os explantes produziram uma ou duas gemas laterais apés 4 a 6 semanas
(Figura 1A). O desenvolvimento dos explantes foi 0 mesmo no meio 3 em todos
os trés fotoperiodos testados.

Apés 4 a 6 semanas, cada uma das gemas foi separada dos explantes e re-
picada para 0 mesmo meio. O crescimento foi mais rdpido do que na fase de
isolamento. As culturas apresentaram dois tipos de multiplicagdo de gemas apés
6 a 8 semanas: (1) proliferagdo de estruturas como bulbilhos e (2) proliferagao
de gemas. No caso dos bulbilhos, cada explante tinha vérios pontos de cresci-
mento ou pontos meristeméticos (Figura 1B). No caso de proliferagdo de plin-
tulas, cada explante produziu 2 a 10 plantulas novas (Figura 1C). Alguns ex-
plantes apresentaram os dois padrGes morfogenéticos simultaneamente (Figura
1D). Iniciagdo de necrose nesta subcultura ocorreu com uma intensidade menor
do que na primeira fase de estabelecimento das culturas. Entretanto, foi feita a
nova subcultura apés 4 semanas para evitar o escurecimento do meio. O melhor
crescimento dos explantes nesta primeira subcultura ocorreu em fotoperiodo de
12 horas. Nao houve nenhum enraizamento dos explantes nesse meio, nessa
subcultura.

Os meios, mimeros 8, 9 e 10, foram testados juntamente com o meio 3
(Tabela 2) na fase de multiplicagdo, para otimizar a concentragio de BAP e
avaliar o efeito da 4gua de coco na multiplicagido de gemas. A taxa de multipli-
cagéo (Tabela 2) foi bem menor no meio com 9 uM BAP (4,5 gemas novas por
gema individual inoculada, em 8 semanas) do que no meio com 22 uM BAP
(10 gemas novas). As gemas também se necrosaram mais rapidamente no meio
com 9 uM de BAP. Nao houve nenhuma diferenca entre tratamentos com 22
uM de BAP e com 44 pM de BAP em mimero de gemas novas. Portanto, uma
concentragdo de 22 pM de BAP parece ser mais apropriada para multiplicagdo
de bananeira ‘‘Prata”, coincidindo com os resultados de virios outros autores
para outras cultivares (Teixeira & Ferreira 1983, Cronauer & Krikorian 1984b).
A taxa média de multiplicagdo estabilizou-se num valor médio de 10 novas ge-
mas por explante em 8 semanas nas subculturas subsequentes (até a sexta sub-
cultura); o minimo de 2 novas gemas e o miximo de 22 por explante na segun-
da subcultura (Tabela 2), aumentaram para um mfnimo de 4 e um m4ximo de 40
nas subculturas subsequentes.

Um dos motivos para nio utilizar altas concentragdes de BAP nos meios
de multiplicagdo € a inibigdo do alongamento da parte aérea. Ndo observamos
tais efeitos em nossos estudos.

Esta taxa de multiplicacdo foi maior do que as obtidas por Banerjee e
Langhe (1985), provavelmente por causa da menor concentracio de BAP (0,8
pM) utilizada por esses autores. Vuylsteke e Langhe (1985) ndo apresentaram
o valor médio da taxa de multiplicagido conseguida com banana ‘‘Prata’ mas os
minimos e maximos (2-11 na segunda subcultura e 9-16 na terceira subcultura)
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foram semelhantes aqueles observados no presente trabalho. Eles utilizaram o
meio basico do Murashige & Skoog (1962) com 10 uM BAP. Como foi relata-
do por estes autores, obteve-se, também, gemas muiltiplas em 100% dos casos.
Nio se observou nenhuma redugio na taxa de multiplicagdo até a sexta ge-
ragao.
Oglesby & Griffis (1986) utilizaram 4gua do coco no meio para a cv.
“Grande Naine’’ mas, no meio com 22 pM BAP, ndo aumentou a taxa de mul-
tiplicagdo da banana ‘‘Prata’ (Tabela 2), nem melhorou o estado fisiol6gico das
plantulas.

Foram utilizados meios liquidos alternados como meios sélidos para me-
lhorar o crescimento de explantes, a partir da terceira subcultura. Essa trans-
feréncia para meio liquido foi feita ap6s 4 semanas em meio sélido, sem separar
as gemas presentes no explante. As culturas foram mantidas no meio liquido
por mais 4 semanas antes de avaliar a multiplicag@o. Os resultados obtidos com
trés sequéncias de meios (i. e., s6 meio sélido, meio sélido alternado com meio
liquido, e s6 meio liquido nas subculturas sucessivas), mostram que a alternan-
cia de meios sélidos e liquidos € melhor para a multiplicacido e o crescimento
de gemas de bananeira ‘‘Prata’.

As plantulas produziram 3 a 4 raises no meio bésico diluido pela metade
de 1 pM de AIB apés um més. A partir da terceira subcultura, ocorreu enrai-
zamento de plintulas no meio 3, sélido e liquido (Figura 1F).

Quando foram transferidas para copos com vermiculita e solo esterilizado,
as mudas cresceram bem e produziram um total de 8 a 9 folhas em 5 a 6 sema-
nas, com 20 cm de altura e um bom desenvolvimento do sistema radicular (Fi-
gura 2A). Nesta fase, as mudas foram transplantadas para sacos com terra adu-
bada. As mudas cresceram rapidamente, atingindo 80cm de altura em 3 meses,
quando foram transplantadas para o campo. O crescimento no campo foi vigo-
roso.

Mudas oriundas da segunda, terceira e quarta subculturas foram transplan-
tadas para o campo, onde apresentaram um crescimento mais uniforme e uma
taxa de crescimento superior ao das mudas comuns da mesma variedade (Figura
2B). As plantas oriundas da segunda subcultura comegaram apresentar rebentos
dentro de dois meses apds o plantio, com até cinco rebentos dentro de trés me-
ses. Elas alcangaram uma altura média de 1,96m e circunferéncia na base de
64cm, com 19 folhas apés quatro meses. Entre 14 mudas da segunda subcultu-
ra, 14 da terceira subcultura e 100 da quarta subcultura transplantadas no cam-
po, nao houve nenhum caso de mortalidade.

Assim € possivel obter milhares de mudas no prazo de um ano através da
regeneragdo e multiplicag@o in vitro de um explante de 4pice vegetativo de ba-
naneira ‘‘Prata’ pelo método descrito neste trabalho.
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TABELA 1 — Composigio de meios utilizados no isolamento de 4pices vegetativos e ba-
naneira “‘Prata”.

Trata- BAP Cinetina AIA 2,4-D AIB Agua de coco

mento M uM pM pM pM (ml/1)
1 2,2 0 5,7 0 0 0
2 44 0 2,9 0 0 0
3 22,0 0 0 0 0 0
4 44,0 0 0 0 25 100
5 0 4,6 0 23 0 0
6 0 4,6 0 9,0 0 0
7 0 0 23,0 0 0
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TABELA 2 - Efeitos de concentragao de BAP e de 4gua de coco na taxa de multiplicagio
de explantes de bananeira “Prata”, na segunda subcultura.

Tratamento BAP Aguadecoco Taxa de multiplicagdo
pM (ml/1) (Gemas novas/8 semanas)
Média Min/Max
3 22,0 0 10,0 2/22
8 9,0 0 4,5 2/10
9 22,0 100 9,6 2/18
10 440 0

42 2/8
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FIGURA 1 — Diferentes estdgios de regeneragao de plantas através de cultivo n vitro de
dpices vegetativos de bananeira “Prata”. A — Explantes no meio de regeneragao 10 sema-
nas ap6s inoculagdo. B — Produgdo de bulbilhos na primeira subcultura. C — Produgao de
plantas na primeira subcultura. D — Produgio de bulbilhos e plantas no mesmo explante na

primeria subcultura. F — Enraizamento de plantas da quarta subcultura no meio de multi-
plicagao.
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FIGURA 2 — Estabelecimento de plantas oriundas de cultivo in vitro de dpices vegetativos
de bananeira “Prata”. A — Em mistura de vermiculita e solo. B — No campo na Estagio
Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia: mudas com cinco (a esquerda), trés
(no meio) e dois (4 direita) méses de idade apds o transplante.



