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RESUMO

A cultura da banana é de grande importancia por ser uma das frutas mais consumidas no mundo
e produzida em grandes dreas no Brasil. O estado do Maranhdo possui regides consideradas
polos produtores, necessitando assim de uma grande demanda de mudas com alta qualidade
fitossanitaria para suprir a necessidade dos plantios comerciais. Neste sentido a cultura de
tecidos se apresenta como uma alternativa para a producdo de mudas com alta qualidade
fitossanitdria e vegetativa. Objetivou-se com este trabalho desenvolver um protocolo de
estabelecimento da bananeira in vitro. Para tanto, mudas do tipo chifre, chifrinho, chifrao e
guarda-chuva, foram coletadas do bananal da fazenda escola da UEMA, e em laboratério foram
limpas, reduzido o tamanho e desinfestadas. Assepticamente em fluxo laminar foram cortadas
até o meristema apical, novamente desinfestadas e estabelecidos em trés diferentes meios de
cultura: meio MS, meio MS com adicao de 2,5 uM de BAP (6- benzilaminopurina) e meio MS
com adicio de 0,5uM de ANA (Acido naftaleno acético) e 1,5uM de BAP (6-
benzilaminopurina). As avalicbes quanto a porcentagem de resposta dos explantes, foram
realizadas da segunda até a quinta semana apds estabelecimento. Concluiu-se que houve uma
baixa taxa de contaminag¢do no experimento. Os trés meios de cultivo apresentaram o
estabelecimento dos explantes em tempos diferentes de resposta, onde o tratamento com 2,5uM
de BAP apresentou resposta mais rapida.

Palavras-chaves: Cultura de tecido. Banana. Micropropagacao.



ABSTRACT

Banana crop is of great importance as it is one of the most consumed fruits in the world and
produced in large areas in Brazil. The state of Maranhdo has regions considered as producing
poles, thus requiring a great demand for seedlings with high phytosanitary quality to supply the
need for commercial plantations. In this sense, tissue culture presents itself as an alternative for
the production of seedlings with high phytosanitary and vegetative quality. The objective of
this work was to develop an in vitro banana establishment protocol. For this, seedlings of the
type horn, horn, horn and umbrella were collected from the banana plantation of the UEMA
school farm, and in the laboratory were cleaned, reduced in size and disinfected. Aseptically in
laminar flow they were cut to the apical meristem, disinfected again and established in three
different culture media: MS medium, MS medium with addition of 2.5 uM BAP (6-
benzylaminopurine) and MS medium with 0.5uM addition. ANA (Naphthalene Acetic Acid)
and 1.5uM BAP (6-benzylaminopurine). Evaluations for explant response percentage were
performed from the second to the fifth week after establishment. It was concluded that there
was a low contamination rate in the experiment. The three culture media presented explant
establishment at different response times, where the treatment with 2.5uM BAP showed faster
response.

Keywords: Tissue culture. Banana. Micropropagation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos principais produtores mundiais de banana com drea plantada de 491
hectares e drea colhida de 455 mil hectares no ano de 2019 (IBGE, 2019). A produgdo brasileira
de banana estd distribuida por todo o territério nacional, a regido Nordeste a maior produtora
(35%), seguida do Sudeste (33%), Sul (16%), Norte (12%) e Centro-Oeste (4%) (IBGE, 2013).
No nordeste o estado do Maranhdo, mais especificamente a regido do Mearim (representada
pelos municipios de Pedreiras, Trizidela do Vale, Lima Campos, Joselandia, Sdo Luis Gonzaga,
Lago Verde e Santo Antdnio dos Lopes), caracteriza se como o pdlo produtor do Estado,
correspondendo em torno de 35.000 toneladas, numa produgdo total de 90.000 toneladas ou
seja, mais de 1/3 da produgao estadual, (SAGRIMA, 2016). Com o aumento da produgdo se faz
necessdrio a renovacao dos plantios, o que exige uma grande quantidade de mudas com elevada
qualidade fitossanitéria.

O plantio comercial da bananeira (Musa sp.) é estabelecido por meio da propagacao
vegetativa pelo método tradicional utilizando mudas do tipo chifrdo, chifre, chifrinho e
fracionamento do rizoma. Pelo método tradicional, mesmo o material sendo de 6tima qualidade,
o processo € lento e permite a disseminacdo de doencas e pragas como sigatoka negra, sigatoka
amarela, mal-do-Panam4, broca do rizoma e nematoides (SOUZA et al., 2006). Estudos
recentes t€m mostrado que a propagacao in vitro é uma alternativa, pois permite o controle das
condi¢des ambientais, nutricionais e de agentes patogénicos. Mudas advindas dessa técnica
possuem alta qualidade fitossanitdria e uniformidade na producdo em tempo reduzidos
(REGUEIRA et al., 2018; SILVESTRI et al., 2018).

No processo de micropropagacdo da bananeira a fase mais critica é o estabelecimento
dos épices caulinares in vitro, em fungao da contaminag@o por microrganismos que competem
com os explantes pelos nutrientes do meio de cultura, libera metabdlitos téxicos neste meio,
podendo ocasionar a morte da plantula (PEREIRA et al., 2011), e pela oxidagdo caracterizada
pelo escurecimento do dpice caulinar ou até mesmo do meio de cultivo (GRATTAPAGLIA E
MACHADO 1998). A utilizagao de fitoreguladores de crescimento vegetal € importante para o
estabelecimento da banana in vitro pois o principio de regenerar novas plantas a partir de um
unico propéagulo se baseia na ativa¢io do crescimento de gemas axilares presentes na inser¢ao
das folhas na base do rizoma, por meio de balango hormonal (SCHERWINSKI-PEREIRA et
al., 2009).

Em vista da auséncia de biofédbricas ou laboratdrios universitdrios que realizam esta

pratica no territério maranhense, os agricultores do estado possuem uma dependéncia da
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compra de mudas com qualidade fitossanitaria de outros estados. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver um protocolo eficiente de estabelecimento in vitro da cultura da banana, testando

diferentes meios de cultivo, com e sem reguladores de crescimento vegetal.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura da Banana

2.1.1 Classificacio botanica e origem

As bananeiras produtoras de frutos comestiveis sdo plantas da classe das
Monocotyledoneae, ordem Scitaminales, familia Musaceae, da qual fazem parte as subfamilias
Heliconioideae, Strelitzioideae e Musoideae. Os géneros Ensete e Musa, € constituida por
quatro séries ou se¢oes: Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys e (Eu-) Musa (SIMMONDS,
1973).

A secdo (Eu-) Musa € a mais importante, uma vez que, além de ser formada pelo maior
numero de espécies desse género, apresenta ampla distribuicdo geografica e abrange as espécies
comestiveis. A classificacdo proposta por Cheesman (1948) para o género Musa, aceita
atualmente no mundo inteiro, baseia-se no nimero basico de cromossomos dividido em dois
grupos da seguinte maneira: as espécies com n = 10 cromossomos pertencem as secoes
Australimusa e Callimusa, enquanto as espécies com n = 11 cromossomos integram as se¢oes
Rhodochlamys e (Eu-)Musa. As espécies componentes destas duas ultimas se¢des sao as que
apresentam potencialidade como germoplasma util ao melhoramento genético das variedades
cultivadas. Segundo Shepherd (1990), tais espécies sao:

a) Rhodochlamys: M. laterita Cheesman, M. ornata Roxburgh, M. rubra, M. sanguinea
e M. velutina Wendl e Drude.

b) (Eu-)Musa: M. acuminata Colla, M. balbisiana Colla, M. flaviflora Simmonds, M.
halabanensis Meijer, M. ochracea Shepherd e M. schizocarpa Simmonds.

A bananeira tem seu centro de origem na Asia e se dispersou para Africa e América,
atualmente € cultivada em todo o planeta, tendo preferéncia para os paises de clima tropical,
onde a banana ouro, banana prata, banana maca e banana nanica, sdo as variedades mais
cultivadas (FILHO et al.,, 2008). No Brasil, as bananeciras existem desde antes do seu
descobrimento onde os indigenas se alimentavam in natura de bananas de uma cultivar muito

digestiva que se supde tratar-se da ‘Branca’ e outra, rica em amido, que precisava ser cozida
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antes do consumo, chamada de ‘Pacoba’ conhecida atualmente como a cultivar Pacova.

(MOREIRA, 1999 e PEREZ et al., 2001).

2.1.2 Morfologia

A bananeira é uma planta herbdcea completa, pois apresenta raiz, caule, folhas, flores,
frutos e sementes. O caule € subterraneo denominado rizoma, sendo o centro vital da bananeira,
pois é nele que ocorre a formagio das raizes, folhas, inflorescéncias e rebentos. E uma estrutura
conica, com eixo central curvo virado para cima e formado por muitos entrends curtos. A partir
dos nds existentes no rizoma surgem as raizes, enquanto da sua parte apical originam-se as
folhas e a gema floral (MOREIRA, 1999).

O rizoma € constituido de duas zonas, o cortex que desempenha um papel de protecao
e € basicamente constituido pelo parénquima, onde estdo os feixes vasculares que suprem as
folhas, raizes e rebentos e o cilindro central, de onde se originam o sistema radicular e aéreo.
A medida que a planta se aproxima da fase de florescimento, aparte central do rizoma comega
a necrosar-se da base para o dpice. Este fendOmeno inativa as raizes basais e limita a emissao
de novos rebentos. Um rizoma bem desenvolvido pode ter de 25 a 40cm de didmetro o e 6,9 a
11,5 quilos de acordo com a cultivar e a idade da planta (SOTO BALLESTERO, 1992). O
sistema radicular € fasciculado distribuido por toda a superficie do rizoma, em processo de
diferenciagdo continua, surgindo durante a fase vegetativa de crescimento (MOREIRA, 1987).

As raizes podem atingir até 5 metros de comprimento, porém superficial, com
aproximadamente 30% localizadas na profundidade de 0-10cm e 82% concentrando-se na
camada de 0-50 cm, dependendo da variedade e condi¢des de solo (BORGES; SOUZA, 2004).
Durante os primeiros meses de crescimento vegetativo, a producdo de raizes € abundante,
ocorrendo simultaneamente com o processo de formacdo das folhas, e cessa na época do
florescimento. A morte das folhas por senescéncia ou por ataque de pragas ou doencas que
determina a morte das raizes formadas na mesma época (MOREIRA, 1999).

As folhas da bananeira sdo formadas por bainha foliar, peciolos, nervuras e limbo foliar,
se formam pelas sucessivas biparti¢cdes da gema apical, dando origem também as gemas laterais
de brotacdo assim a bananeira apresenta tantas gemas laterais quantas forem as folhas geradas
(MOREIRA, 1999). A fixac@o das bainhas foliares no rizoma ocorre de forma concéntrica,
gerando arcos cujas extremidades ndo se tocam. Internamente, a bainha possui numerosos

espacos aeriferos corados por finos diafragmas, formando espacos que se prolongam até o limbo
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(SOTO BALLESTERO, 1992). Essa estrutura formada pela unido das bainhas foliares é
denominada pseudocaule que pode atingir dimensdes varidveis entre 1,2 a 8m de altura com 10
a 50cm de diametro. Forma uma estrutura resistente que suportam os limbos foliares e o cacho.
(MANICA, 1997). O intervalo de emissao das folhas varia com as condi¢gdes ecoldgicas e com
a cultivar, pode ocorrer entre 7 a 11 dias. Uma bananeira pode emitir entre 30 a 70 folha 4
durante seu ciclo vital. Anteriormente ao aparecimento da inflorescéncia, a bananeira emite as
ultimas 3 ou 4 folhas com dimensdes cada vez menores. A ultima folha lancada tem sua
conformag¢do mais coridcea, formato tipico, com as nervuras secunddrias muito pronunciadas e

frequentemente secas durante o desenvolvimento do cacho (MOREIRA, 1987).

2.1.3 Importancia Socioeconémica

As exportacdes globais de bananas, excluindo a banana-da-terra, atingiram um recorde
de 19,2 milhdes de toneladas em 2018, devido a um amplo crescimento no fornecimento. Os
nimeros reportados para o ano inteiro indicam um aumento nas remessas globais de 5,7% em
relacdo a 2017. O forte crescimento da oferta nos dois principais exportadores, Equador e
Filipinas, foi o principal responsédvel por esse aumento. Enquanto isso, condi¢des climéticas
adversas continuaram afetando as remessas de varios outros fornecedores-chave,
principalmente Costa Rica e Republica Dominicana. (FAO, 2019).

A banana é uma fruta tropical amplamente consumida e produzida no mundo, devido
ao seu alto valor nutricional e medicinal (KIROGO, 2006). Além de ser uma fonte rica de
nutrientes como potdssio, carboidratos e vitamina A, fornecendo mais de 25% das necessidades
de carboidratos para mais de 70 milhdes de pessoas no mundo (NJUE, 2015). Na maioria dos
paises em desenvolvimento, a banana € classificada como a quarta maior colheita de alimentos,
depois do arroz, trigo e milho, e € a principal fonte de emprego, bem como a renda dentro e fora
da fazenda em suas principais dreas de produ¢ao (TUMUHIMBISE E TALENGERA, 2018).

No Brasil € cultivada em praticamente todos os estados, principalmente os pequenos
produtores, mais também por médios e grandes produtores, possui uma produgdo estimada em
7,2 milhoes de toneladas, em uma area de 530,8 mil hectares, com crescimento de 1,1%, em
relag@o ao ano de 2018 e com rendimento médio, de 14,633 kg/ha (IBGE, 2018).0s estados de
Sao Paulo, Bahia, Para, Santa Catarina, Minas Gerais, Pernambuco, Ceara, Paraiba e Rio de
Janeiro sdo os maiores produtores, sendo desenvolvidas atividades em nivel empresarial. Além
de grande produtor, o Brasil € grande consumidor da fruta, considerando que praticamente nao

7z

ha exportacdo do pafs (apenas cerca de 1% € exportado) e toda a producdo € consumida
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internamente (FAO, 2017). O Brasil foi responsdvel pela exportacdo de 83.944 toneladas de
bananas em 2014 (SEBRAE, 2015). Em 2016, a exportacdo foi de 63.600 toneladas e a
estimativa para 2017 foi de 62.900 toneladas (FAO, 2017), podendo ser observada uma redu¢ao
no volume da exportacdo de bananas no decorrer dos anos. Em 2015, as maiores quantidades
de bananas brasileiras foram exportadas para o Uruguai, Argentina e Reino Unido (SEBRAE,
2016).

A evolugao da bananicultura brasileira foi possivel diante da disponibilidade de material
genético diversificado, mudas sadias e de boa qualidade genética, préticas culturais de manejo
pré e pos-colheita, técnicas fitossanitarias desenvolvidas, técnicas de nutri¢io e de irrigacdo e
melhoria do nivel técnico e organizacional do produtor (LICHTEMBERG; LICHTEMBERG,
2011). Na regido Centro Oeste, a bananicultura é a principal atividade fruticola (EMATER,
2018), mesmo sendo a regido com menor producdo da fruta, em escala nacional,
correspondendo a 4% da producdo brasileira (BORGES ET AL., 2012). De acordo com Gontijo
(2017), a producdo de bananas no Distrito Federal é pequena, mas de qualidade por causa da
proximidade entre o polo produtor e os estabelecimentos comerciais que atende. Sao 170
hectares de drea cultivada na capital, a maior parte, por pequenos produtores. Além das
condig¢des favordveis a comercializacdo, o Distrito Federal retine boas condi¢des climéticas para
o cultivo da fruta.

O Nordeste € considerado o maior produtor brasileiro de bananas. Segundo dados
realizados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica no ano de 2018, ocorreu um
aumento nas estimativas de producdo de 4,8%, onde encontram-se em destaque os estados de
Pernambuco (26,7%, incremento de 86,2 mil toneladas) e Rio Grande do Norte (39,1%,
incremento de 58,1 mil toneladas). No estado do Cear4, a estimativa da producdo recuou 7,7%,

ou menos 32,2 mil toneladas.

2.1.4 Cultivares

No cultivo pelo Brasil poucos genétipos possuem potencial agrondmico para exploragao
comercial com alta produtividade, tolerancia as pragas e doencas, porte reduzido e menor ciclo
de producgdo, apesar do grande nimero de cultivares existentes (Ramos et al., 2009). As
cultivares mais difundidas no Brasil sdo: Prata, Pacovan, Prata Ana, Maca, Mysore, Terra e
D’Angola, do grupo AAB, utilizadas unicamente para o mercado interno, € Nanica, Nanicdo e

Grande Naine, do grupo AAA, usadas principalmente no mercado para exportacdo (Tabela 1).
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Em menor escala sdo plantadas ‘Ouro’ (AA), a ‘Figo Cinza’ e ‘Figo Vermelho’ (ABB), ‘Caru
Verde’ e ‘Caru Roxa’ (AAA). As cultivares Prata, Prata Ana e Pacovan sdo responsaveis por
aproximadamente 60% da drea cultivada com banana no Brasil (Silva et al., 2001).

A banana prata foi introduzida no Brasil pelos portugueses e, por esta razdo, os
brasileiros, especialmente os nordestinos e nortistas, manisfestam uma clara e constante
preferéncia por seu sabor, apresenta frutos pequenos, de sabor doce e suavemente dcidos

(SILVA, 2004).

2.1.5 Métodos de propagacio

A bananeira (Musa spp.) pode ser propagada de forma sexuada ou assexuada (ALVES
et al., 2004). A sua propagacao via semente, ndo € comumente utilizada pois as flores femininas
dificilmente podem ser fecundadas, devido a um atrofiamento do estigma que impede a
passagem do podlen. Entretanto, em casos raros, este atrofiamento pode ndo ocorrer e a
fecundacido se processa normalmente, surgindo desta forma sementes férteis (MOREIRA,
1999). Assim logo a propagacdo da bananeira por meio de semente so € realizada para fins de
melhoramento genético, uma vez que as bananas se formam naturalmente por partenocarpia.
(MEDEIROS, 2015)

Na natureza a multiplicagdo ocorre normalmente, por via vegetativa, através da
emissdo de brotacoes (LICHTEMBERG et al., 2011). Uma bananeira pode produzir tantas
mudas quantas forem as suas folhas emitidas (38 + 2). Contudo, a variedade, o porte da
bananeira e a idade da planta-mde sdo fatores importantes na determinacdo do ndmero de
rebentos emitidos até o surgimento do cacho, uma bananeira em média produz apenas de nove
a dez mudas, em periodo geralmente superior a 12 meses, em condi¢des de campo, e algumas
ndo sdo de boa qualidade (ALVES; LIMA; SANTOS-SEREJO, 2015). Segundo Nomura e
Fuzitani (2005), essas mudas sao formadas por um rizoma ou parte dele, com um pedago maior
ou menor de pseudocaule, desse rizoma, uma ou mais gemas (apical ou laterais) irdo brotar, e
cada uma produzird uma nova bananeira.

Nakayama (2012), cita os seguintes tipos de propagacdo convencional: Mudas dos
tipos ‘“chifrinho”, “chifre” e “chifrao”, fracionamento do rizoma, rizoma inteiro invertido,
viveiro de mudas no campo e propagacao rapida, que sdo método de propagagao convencional,
in natura, com eliminacdo das folhas basais facilitando a exposi¢cdo das gemas do rizoma,

também chamada de descorticagdo, bem como o seu tratamento com solucdes desinfestantes
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que sdo praticas importantes para a manutencao da sanidade do bananal (TULMANN NETO et
al., 1989).

Quando se dispde de um cultivo comercial bem estabelecido, com qualidade
fitossanitdria, que a idade do rizoma ndo seja superior a trés anos, pode-se obter mudas dos
filhos que ndo foram selecionados para dar continuidade a unidade de produ¢ao (BORGES, A.
L.; SOUZA, L. da S., 2004). (REPETIDO). No entanto, essas mudas apresentam baixa taxa de
multiplicacdo, além de resultar em mudas desuniformes, dificultando o manejo do pomar, e
podendo ainda se constituir em um mecanismo de disseminacdo de pragas e doencas, tais como
mal-do-panamd, moko, podridao- -mole, broca, nematoides e virus (ROELS et al., 2005). A
presenca de pragas e doengas constitui, portanto, motivo de preocupacio para o agricultor por

representar uma ameaca constante a producdo vegetal dessa fruta (CORDEIRO, 2000).

2.2 Micropropagacao

A cultura de tecidos pode ser definida como um conjunto de técnicas que permitem a
cultura de d6rgdos, tecidos, cé€lulas e protoplastos em condi¢des assépticas, empregando meios
nutritivos artificiais. Essas técnicas podem ser aplicadas para a obtencdo de plantas livres de
patégenos, propagacdo massiva de plantas, conservacdo de germoplasma, melhora por
mutagénese in vitro e engenharia genética (PIZA; PINHO, 2002). As técnicas de cultura de
tecidos tém sido empregadas de diferentes formas no desenvolvimento de cultivares de plantas
in vitro, podendo oferecer novas alternativas aos programas de melhoramento em suas
diferentes fases e, muitas vezes, oferecem solucdes unicas (FERREIRA, et al., 1998). O
agronegdcio busca constantemente por técnicas inovadoras e modernas que visam aumentar a
eficiéncia das culturas, produzir produtos de melhor qualidade e garantir a seguranca alimentar.
Nesse sentido, a cultura de tecidos, em especial a micropropagacao, vem sendo empregada para
atender a essas demandas (FINANCIAL TRIBUNE, 2015), revolucionando o cenario da
agricultura em todo o mundo, por meio da produ¢do massal de mudas de vdrias espécies
vegetais de interesse econdomico (SHUKLA et al., 2012).

A micropropagacao permite a producido de quantidades superiores de mudas sadias,
livres de microrganismos, usando um pequeno nimero de explantes. Em comparagao com as
técnicas de propagacdo convencionais, a propagacdo in vitro apresenta vantagens, como

producdo de mudas sadias, em larga escala e possibilita propagar espécies de dificil propagagdo
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(ERIG E SCHUCH, 2005; CARVALHO ET AL., 2011; BHOJWANI E DANTU, 2013;
OLIVEIRA ET AL., 2013, WAMAN ET AL., 2014).

Na micropropagacdo, os reguladores de crescimento, especialmente as auxinas e
citocininas, desempenham um papel muito importante. A citocinina, auxilia no processo de
estabelecimento de espécies vegetais in vitro, onde desempenha papel crucial na modulacao
dos processos fisioldgicos de desenvolvimento, sendo que na suplementagdo exégena tem sido
empregado com maior frequéncia o BAP (6- benzilaminopurina) por ser altamente efetivo na
formacao e atividade dos meristemas apicais, e pela maior estabilidade quando comparada as
demais fontes (ALMEIDA; RODRIGUES, 2016). Outro horménio bastante utilizado no
estabelecimento de espécies vegetais in vitro sdo as auxinas, que promovem a divisao,
diferenciacdo e alongamento celular e sdo responsédveis pela dominancia apical. Em baixas
concentracdes, as auxinas auxiliam no crescimento normal de embrides e da raiz, enquanto que
em concentragdes mais elevadas, pode apresentar efeito inibitdrio ou favorecer na formacao de
calos (TAIZ; ZEIGER, 2017). Alguns exemplos de auxinas, ANA (dcido naftaleno acético),
AIB (4cido indo butirico), AIA (acido indol acético) (WAMAN ET AL., 2014).

A instalagdo de um bananal comercial a partir de mudas micropropagadas, contribui
para o incremento da produtividade, longevidade e lucratividade do empreendimento, tanto em
sistemas convencionais como em sistemas organicos (MARTINS et al., 2011). Mudas de
bananeira micropropagadas sdo comercializadas com cerca de cinco a dez centimetros de altura,
em bandejas ou raiz nua, necessitando de um periodo de aclimatizacdo em viveiro sombreado,
em recipientes contendo substrato para que alcancem o tamanho adequado para o plantio no
campo. Esse processo também pode ser realizado na prépria propriedade, reduzindo custos e o

estresse das mudas no transporte (NOMURA et al., 2009).
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3. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no laboratério de cultura de tecidos (LCT) e laboratério
de genética molecular (LABWICK) do centro de ciéncias biolégicas da Universidade Estadual
do Maranhdao (UEMA), localizando na cidade de Sao Luis — MA. As mudas de bananeiras do
tipo chifrinho, chifre e guarda-chuva, provenientes da cultivar ‘prata’, foram coletadas da
cole¢do de cultivares de banana da fazenda escola da UEMA — campus Paulo VI, com as
seguintes coordenadas geogréficas 2° 35°16”S e 44° 12°20”W. A regido possui um clima
equatorial quente e semi-umido, com duas estagdes bem definidas: uma esta¢ido chuvosa que se
estende de janeiro a junho e uma estacdo seca com déficit hidrico acentuado de julho a
dezembro. As mudas foram coletadas em 23 de setembro de 2019, durante a esta¢do seca com
a temperatura média de aproximadamente 27 °C, a temperatura maxima foi de 37 °C e a
temperatura minima foi de 23 °C.

A principio foi realizado uma lavagem dos rizomas em dgua corrente, seguido de cortes
da parte foliar e do sistema radicular (figura 1). Os rizomas foram levados aos laboratérios de

cultura de tecidos e de genética molecular.

Figura 1. a) Retiradas das mudas de banana da cultivar prata e b) lavagem dos rizomas da banana apds a retirada

do campo.

O rizoma foi reduzido a um tamanho aproximado de 3 a 4 cm de altura, utilizando uma

faca, que a cada corte foi desinfestada em uma solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5%, apds
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este procedimento o material foi imerso em uma solucdo hipoclorito de s6édio com a
concentracdo de 2% e adicionado 1 gota de solu¢cdo de Tween® para cada 100ml da solugdo
desinfestante por 20 minutos (Figura 2). A desinfesta¢ado utilizada no trabalho, foi desenvolvida
anteriormente através de outros testes realizados com uso das variedades Fhia 18 e Pacovan
ken, agora testado com a cultivar Prata.

A desinfestacdo dos explantes da bananeira consistiu em duas etapas, a primeira 0s
materiais vegetais, foram levados para a camara de fluxo laminar e com o auxilio de pincas e
bisturis, foi retirado o excesso de tecido para reducdo do tamanho destes, até a visualizacdo do
meristema apical caulinar da banana, na segunda etapa, os explantes foram desinfestados em
condig¢des assépticas com sua imersdo em alcool 70% por 2 minutos, posteriormente em outra
solucdo de hipoclorito de sédio a 2% adicionado 1 gota de Tweens 20 para cada 100 mL da
solucdo desinfestante por mais 20 minutos, em seguida realizou-se triplice lavagem em édgua

destilada e estéril por 2 minutos cada, para retirada do excesso das solugdes desinfestantes.

Figura 2. a) Cortes dos tecidos externos do rizoma da banana e b) Imersdo dos rizomas na primeira solucio de

hipoclorito de sédio.

a)

Fonte: Vieira, (2019).

O meio de cultura padrao utilizado foi o MS (MURASHIGUE & SKOOG, 1962)
composto de macro, micronutrientes e vitaminas, e adicionado diferentes concentracdes de
reguladores de crescimento vegetal. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado (DIC) com 3 tratamentos e 6 repeticdes, sendo os tratamentos compostos por T1 -
MS com 0,5uM de ANA e 1,5uM de BAP, T2 - MS com 2,5uM de BAP e T3 - Meio MS. Para

a formulagao dos tratamentos, o meio padrao foi divido em trés recipientes, onde adicionou se
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as concentracoes de cada regulador crescimento. O pH foi ajustado para aproximadamente 5,7,
apos a ajustagem, os meios foram transferidos para os 18 frascos, com 30ml de meio em cada.
Em seguida, os frascos foram autoclavados por 120 °C, a 1 atm., por 20 minutos. O processo
de inoculagdo da cultura foi realizado em camara de fluxo laminar, cada frasco com apenas um
explante, e levados para sala de crescimento, com temperatura 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16
horas de luz, a uma intensidade luminosa aproximadamente 45umolm™2s™. As avaliacdes foram
realizadas da data de inoculacdo, que foi 24 de setembro de 2019 até a 5* semana de
estabelecimento.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

No estabelecimento dos explantes, foi observado a contaminacdo por bactérias na
segunda semana de avaliacdo do experimento, a perda por contaminagdo foi de 11%. Singh et
at. (2011) explica que a contaminagdo dos dpices caulinares de bananeira, apds a inoculagado in
vitro, € mais frequente por bactérias do que por fungos, isso por causa da alta umidade presente
nos tecidos da planta, sendo que os rizomas coletados em épocas chuvosas ou em plantios
excessivamente irrigados, a ocorréncia de contaminagdo in vitro é mais elevada, acarretando a
eliminagdo de grande parte dos explantes.

O material vegetal utilizado neste trabalho foi coletado no periodo seco, apresentando
assim uma baixa umidade em seus tecidos, impedindo o desenvolvimento de alguns
microrganismos, o que pode ter favorecido o baixo indice de contaminacdo. A metodologia de
desinfestacdo utilizada foi suficiente para que ocorresse a assepsia dos dpices caulinares, o que
também foi relatado por Pereira et al., (2011) e Pereira et al., (2015) nos trabalhos utilizando
explantes de bananeira ‘Grande Naine’ e ‘Thap maeo’ com 2% de cloro ativo por 20 min,
obtiveram uma reduc@o na contaminag¢do por bactérias e fungos dos explantes.

Em todos os meios testados houve estabelecimento dos explantes (Figura 3), mas em
diferentes tempos de respostas. Apds as duas primeiras semanas os explantes com os meios T2
apresentaram 60% com a coloragdo esverdeada, 40% a mais que o tratamento T3 e 20%
comparado ao tratamento T1, foi observado entdo que os tratamentos T1 e T3 ndo apresentaram
alteracdes visuais no inicio do processo de estabelecimento, somente na terceira semana
comegou ocorrer o processo de soltura dos tecidos externo e emissdo da nova folha. Na quinta
semana do experimento todos os explantes do tratamento T2 jd apresentavam coloracio verde
e emissdo da nova folha. Chernyad'ev (2000), explica que durante os estdgios iniciais de

desenvolvimento foliar, hd predominancia da atividade de citocininas, determinando a taxa
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maxima de cloroplasto e divisdo celular, formacdo de membranas e sintese de proteinas. Apds
esta fase de crescimento linear, ocorre reducdo da atividade de citocinina e, em contraste,
aumento da atividade de auxina, estimulando o alongamento das células mesofilicas, isso pode
explicar o motivo pelo qual na fase inicial do estabelecimento, o tratamento com maior
concentracdo de citocinina (T2) obteve os melhores resultados, e o tratamento com adicao
auxina e uma menor concentracdo de citocinina (T1) precisou de um tempo a mais para
responder.

Santos et al. (2011), em sua pesquisa sobre estabelecimento do abacaxi, explica que
das citocininas disponiveis comercialmente, o BAP € a que geralmente proporciona melhores
resultados, cuja fungdo na cultura de tecidos € estimular a divisdo celular, atuando no processo

de morfogénese.

Figura 3. Percentual de coloracdo verde dos explantes durante as semanas de estabelecimento.
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Em plantios comerciais que exija uma alta demanda de mudas em um curto espago de
tempo, o uso de reguladores de crescimento pode ser uma alternativa para uma resposta mais
rapida do explante. Mas o tratamento com o meio MS, mostrou que houve o estabelecimento
dos explantes exigindo um maior tempo de resposta, também se tornando uma alternativa para
a producdo de mudas na auséncia dos reguladores. Faria et al., (2007) explica que o meio MS
€ utilizado com sucesso na regeneracao de microplantas para a maioria das espécies. De acordo
com Carvalho, et al (2011), algumas cultivares de bananeira sdo capazes de se desenvolver

adequadamente em meio MS, sem adicao de auxina ao meio, como a cultivar Williams. Arruda
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et al. (2017), também encontrou resultados positivos com o uso do meio somente do meio MS
no estabelecimento in vitro de 4pices caulinares de morangueiro, cultivar Jonica.

Com base na figura 4 podemos observar o desenvolvimento dos dpices caulinares de
cada tratamento, durante as cinco semanas de estabelecimento da cultura, onde houve mudancas
de coloracdo e o rompimento dos tecidos externos até o aparecimento das primeiras folhas.
Observou se diferentes respostas com utilizagdo ou ndo dos reguladores de crescimento e que
o tratamento com maior concentragdo de citocinina (T2), apresentou a abertura da folha anterior
aos outros tratamentos. Resmi e Nair, (2011) em seu trabalho com cultivares de banana
diploides e triploides, cita que os efeitos superiores da citocinina podem ser atribuidos a sua
alta estabilidade nas culturas in vitro, tendo em vista ndo ser degradada com facilidade,

persistindo, assim, no meio de cultura por mais tempo.

Figura 4. Desenvolvimento dos explantes durante as semanas de estabelecimento em diferentes meios de

cultivo.

ANA +BAP

MS
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5. CONCLUSAO

A desinfestacdo utilizada no trabalho reduz a contaminag@o por fungos e bactérias
em explantes de bananeira da cultivar Prata.

O tratamento T2, apresentou resposta mais rapida quando comparado com os outros
tratamentos.

O explantes do tratamento T1, ndo mostrou diferenca em resposta in vitro,
comparado aos demais tratamentos estudados, obtendo resposta semelhante ao tratamento
somente com MS (T3). O tratamento T3 mesmo apresentando resposta mais demorada que
o tratamento com adi¢do de 2,5uM BAP (T2), pode se tornar uma alternativa vidvel para o

estabelecimento da banana.
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