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Volume do frasco e consisténcia do meio de cultura na multiplicacéo in vitro da
bananeira ‘Maca’

Flask size and growth medium consistence in the in vitro multiplication of ‘Macd’ banana tree

Mara Rubia Camolesi' Ricardo Tadeu de Faria'"" Carmen Silvia Vieira Janeiro Neves"
Adriana Novais Martins'!

RESUMO

A propagacdo in vitro da bananeira possibilita
produzir, em larga escala, mudas livres de doencas em curto
espaco de tempo. Para otimizar o processo de
micropropagac¢do, pode-se modificar a metodologia de
producdo das mudas, levando-se em conta também a
manutencdo da qualidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a influéncia do volume do frasco e da consisténcia do meio de
cultura na taxa de multiplicacdo e no desenvolvimento de
mudas de bananeira ‘Maca’, propagadas in vitro. A partir de
apices caulinares, foram realizados quatro subcultivos (S2,
S3, S4 e S5) em meio MS modificado com metade da
concentracdo dos macronutrientes, acrescido de 30g L* de
sacarose e 2,5mg L* de BAP (6 benzilaminopurina), em
tratamento fatorial 2x2: dois tipos de meio de cultivo
(semissolido por adicdo de 1,6g L* de Phytagel™ e liquido
estacionario) e frascos de dois volumes (250 e 500mL). As
plantulas foram induzidas ao enraizamento in vitro e
aclimatizadas em estufas, em bandejas de 72 células, e
posteriormente cultivadas em sacos de polipropileno de
17x18cm. O cultivo meio liquido em frasco de 500mL pode ser
adotado com sucesso para multiplicagdo de mudas de banana
‘Magd’, tendo sido observada maior taxa de multiplicacéo
(25,27 brotos/frasco), melhor adaptagdo no inicio da
aclimatizacao e desempenho similar aos demais tratamentos
apos 60 dias de cultivo em sacos de polipropileno.

Palavras-chave: micropropagacdo, Musa spp., cultura de
tecidos, meio liquido.

ABSTRACT

The in vitro propagation of the banana is
accomplished to produce large quantities of seedlings free from
diseases. Micropropagation process can be optimized changing
the method, but also considering plantlet quality. The objective

of this work was to evaluate the influence of the flask size and of
the growth medium consistence on the multiplication rate and
on the initial plantlet development of in vitro propagated ‘Maca’
banana tree. Starting from stem apexes, four subcultures were
accomplished (S2, S3, S4 and S5) in MS medium modified
with the half of the concentration of the macronutrients, added
of 30g L* of sucrose, 2.5mg L* of BAP (6-benzylaminopurine)
in factorial design 2x2: two types of growth media (semi solid
by addition of 1.6g L** Phytagel™ and stationary liquid), and
two flask sizes (250 and 500mL). Plantlets were induced in
vitro rooting and acclimatization in greenhouse using trays
with 72 cells and later grown in 17x18cm polypropylene bags.
Cultivation in liquid medium bottle of 500mL can be successfully
adopted for propagation of ‘Mac¢d’ banana plantlets because
it had larger multiplication rate (25.27), better adaptation in
the initial stage of acclimatization and similar performance to
the other treatments after 60 days of cultivation in the bags.

Key words: micropropagation, Musa spp., tissue culture, liquid
medium.

INTRODUCAO

O Brasil se destaca na produgao de banana,
e o Estado de Sao Paulo ¢é responsavel por 15,4% da
produg¢do nacional, observando-se um aumento da area
de cultivo nas ultimas safras (CASER et al., 2008).
Juntamente com a expansdo da bananicultura, ocorre
aumento da demanda por mudas. A utilizagdo de mudas
micropropagadas para a instalagdo de novas areas ¢
pratica comum entre os produtores, principalmente
porque esse tipo de técnica, além de produzir mudas
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livres de doencas, também possibilita producao de um
numero elevado de mudas em curto espago de tempo
(SOUZA et al., 1999). Um dos fatores que ainda
prejudica a utilizacdo de mudas micropropagadas € o
alto custo para produg@o, e muitos trabalhos apresentam
alternativas, visando a otimizar o processo de
multiplicagéo in vitro de mudas de bananeira (DINIZ et
al., 1999; KODYM & ZAPATA-ARIAS 1999; KODYM
& ZAPATA-ARIAS, 2001; BERNARDI et al., 2004;
MADHULATHA etal., 2004; ERIG & SCHUCH, 2005).

A estratégia de aumentar o nimero de
subcultivos ndo ¢é valida para aumentar o rendimento
da quantidade de mudas, pois € de extrema importancia
preservar o numero ideal de subcultivos (SANTOS &
RODRIGUES, 2004). E importante também manter a
concentragdo de fitorreguladores entre Img L' e Smg
L' (SOUZA et al., 1999), de forma a manter a
estabilidade genética dos clones formados, evitando a
variagdo somaclonal.

A consisténcia do meio de cultivo pode ser
um dos fatores de diminui¢do dos custos, porém ¢é
bastante discutida. CALDAS et al. (1998) observaram
que o meio liquido normalmente exige algum tipo de
suporte ou agitacao para fornecer o 0xigé€nio necessario
para a respiragdo do explante. Os mesmos autores
observaram que, nos meios semissolidos, pode ocorrer
a criacdo de gradientes na distribui¢do de nutrientes
com o crescimento dos tecidos, o que ndo acontece em
meios liquidos.

Deacordo com TEIXEIRA & TORRES (1998),
os frascos de conserva de 250mL e 500mL podem ser
utilizados em cultura de tecidos e permitem maior
rendimento do trabalho do operador. Para multiplicacdo
in vitro de bananeira, ¢ comum observar, em
laboratorios comerciais, a utilizagdo de frascos de 250mL
e meio semissolido, principalmente durante a etapa de
multiplicagdo.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
influéncia do volume do frasco e da consisténcia do
meio de cultura na taxa de multiplicacdo e no
desenvolvimento vegetativo de mudas de bananeira
‘Magd’ propagadas in vitro, durante a fase de
aclimatizagao.

MATERIAL E METODOS

Mudas do tipo chifrinho de bananeiras da
cultivar ‘Mac¢a’ (Musa spp, grupo AAB), coletadas em
propriedade comercial localizada em Assis (SP), com
latitude 22°39°42"S, longitude 50°24°44"” W e altitude
de 546 m, foram utilizadas para retirada de apices
caulinares de aproximadamente 15 mm contendo o
meristema apical e algumas camadas de primoérdios
foliares.

Os apices caulinares foram estabelecidos em
frascos de 250mL contendo 40mL de meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) modificado com a
metade da concentracdo dos macronutrientes e
acrescido de 30g L' de sacarose, Img L' de BAP (6
benzilaminopurina), 1,6g L' de Phytagel™ (substituto
do agar para solidificagdo de meio decultura) e pH 5,8
ajustado antes da autoclavagem. Apods a inoculagdo,
os apices caulinares permaneceram no escuro a 25+2°C,
por 10 dias; em seguida, foram submetidos ao
fotoperiodo de 16h e a intensidade luminosa de 50pmol
m? s por mais 20 dias.

Aos 30 dias, os apices caulinares passaram
para a fase de multiplicacdo, sendo realizado o primeiro
subcultivo (S1) no mesmo meio utilizado para a fase de
isolamento, com 2,5mg L' de BAP. Nessa fase, os
explantes sofreram dois cortes longitudinais para
quebra da dominancia apical e foram cultivados
individualmente em frascos de 250mL contendo 40mL
de meio de cultivo.

A partir do segundo subcultivo (S2), os
apices caulinares foram submetidos ao tratamento
fatorial 2x2, com dois tipos de meio de cultivo
(semissolido) por adi¢do de 1,6g L' de Phytagel™ e
liquido estacionario) versus frascos de dois volumes
(250mL com 10cm de altura x 6cm de didametro e S00mL
com 14,5cm de altura e 7,5cm de didmetro), totalizando
quatro tratamentos. Nos frascos de 250mL, foram
adicionados 40mL de meio de cultivo, e 60mL de meio
de cultivo foram adicionados nos frascos de 500mL.
No S2, foram cultivados 26 apices caulinares por
tratamento. Foram realizados quatro subcultivos (S2,
S3, S4 e S5) de 30 dias cada, e os frascos foram
repicados integralmente, sendo o nimero final de mudas
e frascos cumulativos em cada tratamento.

Os subcultivos de S2 a S5 foram realizados
por subdivisao longitudinal dos explantes e subcultivo
das gemas laterais, formando touceiras com dois a trés
brotos. Em cada frasco, foram colocadas duas a trés
touceiras no inicio do subcultivo, sendo estas
subdivididas e contadas por frasco ap6s o término de
cada subcultivo.

Apos o término da fase de multiplicagdo, os
brotos foram individualizados e induzidos ao
enraizamento em meio liquido modificado com a metade
da concentragdo dos macronutrientes, acrescido de 30g
L' de sacarose, sem adigdo de horménios e pH 5,8, em
frascos de 250mL, por 30 dias.

As mudas foram, entdo, submetidas ao
processo de aclimatizacdo em estufa. Nessa fase, foi
avaliada a aclimatizag@o em bandejas (canteiro movel
multicelular de poliestireno expandido com 72 células e
medindo 3,5x3,5x6,0cm), com posterior transplante das
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mudas para sacos de polipropileno com 17x18cm e
volume de 1,5L e nova avaliagdo. O substrato utilizado
foi o Plantmax™, e cada fase da aclimatizagédo durou 30
dias. No inicio do processo de aclimatizagao, as plantas
em bandejas multicelulares foram submetidas ao
sombreamento em tela do tipo sombrite 70%, com
cobertura plastica, e foram irrigadas por sistema
automatico de nebulizagdo acionado por cinco minutos,
trés vezes ao dia. As plantas cultivadas em sacos
plasticos foram irrigadas por aspersdo, por cinco
minutos, duas vezes ao dia.

Na multiplicagdo in vitro, foram avaliadas
as caracteristicas de numero de brotos por frasco de
cultivo e nimero de touceiras por frasco de cultivo. Na
aclimatizacdo, foram avaliadas as caracteristicas de
numero de folhas, comprimento da parte aérea em mm
(medido com régua), numero de raizes, comprimento
da maior raizem mm (medido com régua), diametro do
pseudocaule em mm (medido com paquimetro), na altura
do colo para o desenvolvimento em bandejas e em sacos
de polipropileno. Também foram avaliadas as
caracteristicas de numero de mudas com baixo
desenvolvimento e nimero de mudas mortas no
momento em que ocorreu o transplante das mudas das
bandejas para os sacos, buscando evidenciar a
adaptacdo das mudas na transferéncia do ambiente in
Vitro para o ex vitro.

Os dados foram submetidos a analise de
variancia utilizando-se o teste de Tukey, a 5% de
probabilidade para comparagdo das médias. Os dados
de contagem foram transformados para x+0,5 , para
a comparagao das médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o subcultivo S2 (Tabela 1), observa-se
que, tanto para niimero de brotos, quanto para numero
de touceiras, ocorreram diferencas significativas
quanto a consisténcia do meio de cultura, sendo o
numero total de brotos no meio liquido superior ao do
meio semissolido para ambos os volumes de frascos.
Para o subcultivo S3, as maiores médias foram
observadas para o tratamento meio liquido x frasco de
500mL; para nimero de brotos e para niumero de
touceiras foi observado que os tratamentos
apresentaram comportamento semelhante, exceto
quando comparado o meio semissolido com o meio
liquido para o frasco de 500mL. No subcultivo S4, o
numero de brotos por frasco de cultivo e o nimero de
touceiras apresentaram as maiores meédias para o
tratamento meio liquido x frasco de 500mL.

A disponibilidade de nutrientes
proporcionada pelo meio liquido e o maior espago

dentro do frasco de 500mL para desenvolvimento do
rizoma e, consequentemente, maior massa para
desenvolvimento de brotos proporcionaram ao
tratamento meio liquido x frasco de 500mL melhores
condigdes para o desenvolvimento de brotagdes em
banana ‘Ma¢a’ (Tabelal).

Observou-se o aumento da taxa de
multiplicagdo com o aumento do nimero de subcultivos.
Na literatura, o aumento da multiplicagéo é observado
dos subcultivos S2 a S6 (OLIVEIRA & SILVA, 1997,
OLIVEIRA etal., 1999; SA & BRAGA, 2002). Para cinco
cultivares do grupo AAB, foram observadas taxas
médias, que variaram de 5,5 a 18,0 brotos por explante
no subcultivo S2; de 9,2 a 37,3 no subcultivo S3; de
13,0 a 58,0 no subcultivo S4 e de 13,5 a 66,5 no subcultivo
S5. OLIVEIRA et al. (1999) obtiveram, para a cultivar
‘Prata Ana’, nos subcultivos S2, S3 e S4, os valores de
2,18; 3,75 e 3,22 mudas por explante respectivamente,
resultando numa média de 68,38 mudas no final de cinco
subcultivos. No subcultivo S5, o numero médio de
brotos variou de 10,58 a 17,76 ¢ o numero médio de
mudas enraizadas variou de 6,33 a 17,35.

Também foram avaliadas, no subcultivo S5
(Tabela 2), as mudas que apresentavam bom
desenvolvimento para serem submetidas ao
enraizamento. Na ocasido, foram descartadas mudas
menores que lcm de comprimento e que ndo
apresentavam primoérdios foliares. A porcentagem de
mudas aproveitadas foi calculada considerando-se os
totais. Observou-se que o meio liquido x frasco de
500mL apresentou melhor aproveitamento das mudas
em relag@o aos demais tratamentos, e mais de 97% das
mudas produzidas no final do subcultivo S5
apresentaram condigdes para seguirem para a fase de
aclimatizagdo.

Para numero total de brotos e para a média
de brotos por explante inicial no subcultivo S5, foi
obtido para o tratamento meio liquido x frasco de S00mL
o numero total de 657 brotos, representando uma taxa
de 25 plantulas x explante inicial (Tabela 2). OLIVEIRA
et al. (2001) obtiveram um total acumulado de 252,38
mudas por explante inicial no final de cinco subcultivos,
utilizando 2,5mg L' de BAP para a cultivar tetraploide
‘FHIA-01, Grupo Genémico  AAAB.
BHAGYALAKSHMI & SINGH (1995) observaram que
o meio liquido foi melhor para a multiplicacdo, enquanto
o meio semissolido proporcionou as melhores taxas de
sobrevivéncia ex vitro. Os resultados diferem dos
apresentados por COSTA etal. (2007), que observaram
menor indice de multiplicacdo do meio liquido
estacionario (2,0 brotos por explante) em relacdo ao
meio semissolido solidificado com agar (4,8 brotos por
explante) para a concentra¢do de 2mg L' de BAP no
final de trés subcultivos.

Ciéncia Rural, v.40, n.2, fev, 2010.
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Tabela 1 - Namero médio de brotos e de touceiras por frasco de cultivo para os subcultivos de S2 até S4 e nimero médio de brotos e de
mudas enraizadas por frasco de cultivo no subcultivo S5 de mudas de banana ‘Maga’, conforme o tamanho do frasco e o meio de

cultura.

Subcultivo S2
Frasco (mL)
Numero de brotos Numero de touceiras
Meio Meio
Semissolido Liquido Semissolido Liquido
250 7,15b A 10,38 a A 1,96b A 2,54a A
500 822b A 12,15a A 1,78 b A 2.81aA
CV % 19,49 14,50
Subcultivo S3
----------------------- Numero de brotos Numero de touceiras-------=-======-=----
Meio Meio
Semissolido Liquido Semissolido Liquido
250 11,04 a A 11,27aB 2,36a A 241aA
500 10,69b A 13,95a A 1,97b A 2,40a A
CV % 16,04 12,32
Subcultivo S4
——————————————————————— Numero de brotos: Numero de touceiras---------------------
Meio Meio
Semissolido Liquido Semissolido Liquido
250 10,58 a A 11,89 aB 2,19b B 2,82aB
500 12,50b A 17,76 a A 3,00bA 395aA
CV % 15,98 9,04
Subcultivo S5
——————————————————————— Ntmero de brotos: Numero de mudas enraizadas---------------
Meio Meio
Semissolido Liquido Semissolido Liquido
250 10,58 a A 11,89 aB 6,33bB 9,60 a B
500 12,50 b A 17,76 a A 921b A 17,35a A
CV % 15,98 9,04

Meédias ndo seguidas por mesmas letras, minasculas na linha e maiusculas na coluna, diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade de

erro no teste de Tukey.

A fase de aclimatizagdo é extremamente
importante para o sucesso das fases iniciais de
desenvolvimento das mudas no campo, pois o
enviveiramento proporciona maior vigor vegetativo e
desenvolvimento de raizes e rizoma necessarios ao
desenvolvimento bem-sucedido das mudas no plantio

definitivo (SANTOS & RODRIGUES, 2004). Em relagao
a parte aérea e ao sistema radicular das plantulas para
aaclimatizag¢do em bandejas (Tabela 3), observa-se que,
apesar do numero de folhas ser inferior para o
tratamento meio liquido x frasco de 500mL, o
comprimento da parte aérea e o diametro do

Tabela 2 - Porcentagem de mudas aproveitadas, numero total de brotos e média de brotos por explante inicial no final do processo in vitro de
mudas de banana ‘Mag¢d’ conforme o tamanho do frasco e o meio de cultura.

Porcentagem de Mudas Aproveitadas (%)

Numero total de brotos

Média de brotos x Explante inicial

Frasco (mL) Meio Meio Meio
Semissolido Liquido Semissolido Liquido Semissolido Liquido

250 59,84 80,75 381 535 14,65 20,58

500 73,71 97,72 350 657 12,96 25,27

Meédias ndo seguidas por mesmas letras, minusculas na linha e maiusculas na coluna, diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade de

erro no teste de Tukey.
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Tabela 3 - Numero de folhas, comprimento da parte aérea, didmetro do pseudocaule, numero de raizes e comprimento da maior raiz de
mudas de banana ‘Maga’ apds 30 dias de aclimatizagdo em bandeja e apos mais 30 dias de cultivo em sacos de polipropileno, em

estufa, conforme o tamanho do frasco ¢ o meio de cultura.

Niimero de folhas Comprimento da parte

Diametro do Comprimento da maior

Numero de raizes

Frasco aérea (mm) pseudocaule (mm) raiz (mm)
(mL)
Meio Meio Meio Meio Meio
Semissolido  Liquido  Semissélido  Liquido  Semissélido Liquido Semissolido Liquido Semissélido Liquido
250 3,75 aA 3,65 aA 58,0 aA 61,1 aB 11,7 aA 13,2 aB 10,0 aA 9,55 aA 1152aA  86,8bB
500 3,40 aA 2,95 aB 62,9 aA 69,8 aA 10,9 bA 15,0 aA 8,75 aA 10,15aA  128,6aA  110,2 aA
CV % 11,55 8,57 8,25 19,47 14,82
Niimero de folhas Compr}mento da parte Diametro do Nitmero de raizes Comprlmento da maior
aérea (mm) pseudocaule (mm) raiz (mm)
Meio Meio Meio Meio Meio
Semissolido  Liquido  Semissolido  Liquido  Semissolido Liquido Semissolido Liquido Semissélido Liquido
250 5,05 aA 5,05 aA 111,6aB  109,7 aA 10,6 a A 10,5 aA 6,80 aA 6,10 aA 138,7aA  136,6 aA
500 4,90 aA 4,95 aA 1233aA  111,3bA 10,7 aA 11,3 aA 6,25 aA 7,00 aA 132,3aA  1358aA
CV % 5,92 5,48 3,81 11,83 6,70

Médias ndo seguidas por mesmas letras, minusculas na linha e maitisculas na coluna, diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade de

erro no teste de Tukey.

pseudocaule foram maiores em relagcdo aos demais
tratamentos. Para nimero de raizes, ndo foram
observadas diferengas significativas entre os
tratamentos e, para comprimento da maior raiz, observa-
se menor desempenho do meio liquido x frasco de 250mL
(Tabela 2).

Para a parte aérea e o sistema radicular das
plantulas na fase de aclimatizagdo em sacos de
polipropileno (Tabela 3), o nimero de folhas e o didmetro
do pseudocaule foram similares entre plantas dos
diferentes tratamentos. Apenas a caracteristica
comprimento da parte aérea apresentou diferengas
significativas com as maiores médias para o tratamento
meio semissolido x frasco de 500mL. Os tratamentos
passam a apresentar comportamento similar para as
caracteristicas nimero de raizes e comprimento da maior
raiz, sugerindo que, para o sistema radicular, também
ndo ha prejuizos de desenvolvimento entre os
tratamentos ao final do periodo de aclimatizag@o.

Avaliando a sobrevivéncia em casa de
vegetagdo de plantas de bananeira das cultivares
‘Caipira’ (AAA), ‘Preciosa’ (AAAB) e ‘Japira’ (AAAB),
COSTA et al. (2008) observaram que a sobrevivéncia
em casa de vegetacao atingiu 100% apos 21 dias de
cultivo em meio de enraizamento. Nesse trabalho, as
mudas foram submetidas a 30 dias de enraizamento e
passaram pelo procedimento de poda das raizes
conforme sugerido em literatura (THOMAS &
RAVINDRA, 1997), o que proporciona maior facilidade

no manejo e mais uniformidade no estande de plantas
aclimatizadas. Esses fatores podem estar ligados ao
bom desenvolvimento das mudas, ndo havendo relagdo
com as diferengas dos tratamentos utilizados para
multiplicagao.

Além disso, o meio liquido apresenta
vantagens de utilizacao em relacao ao meio semissolido
por dispensar prévio aquecimento para diluigdo do
agente de solidificacdo, ser facilmente distribuido nos
frascos de cultivo, independentemente da temperatura,
e eliminar a necessidade de posicionar cada explante.

CONCLUSAO

O tratamento meio liquido x frasco de 500mL
pode ser adotado para multiplicagéo in vitro de mudas
de bananeira ‘Macga’, ja que foi observado maior
numero de mudas por explante no final da multiplicag@o,
melhor adaptac@o no inicio da aclimatizagdo e
desempenho similar na fase final de aclimatizagdo.
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