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SOUZA, Alexssandro Rodrigues. Universidade do Estado de Mato Grosso. Fevereiro 
de 2026. Otimização de protocolo para micropropagação de bananeira Musa 
spp. cv. BRS Terra-Anã. Orientadora: Profa. Dra. Maurecilne Lemes da Silva 
Carvalho. Coorientador: Prof. Dr. Ilio Fealho de Carvalho 

RESUMO 

A micropropagação de bananeiras constitui uma estratégia fundamental para a 
produção de mudas de alta qualidade genética e fitossanitária, porém ciclos 
sucessivos de micropropagação podem induzir variações somaclonais. Este estudo 
teve como objetivo otimizar e validar um protocolo para micropropagação de 
bananeira (Musa spp.) cv. BRS Terra-Anã por meio de diferentes técnicas de 
micropropagação e uso de diferentes fontes de citocinina. Ápices caulinares foram 
cultivados em meio MS suplementado com benziladenina (BA) (0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg 
L-1) ao longo de oito ciclos consecutivos. A maior produção média de brotos por 
explante foi obtida com 1,0 mg L-1 de BA, totalizando 666 brotos ao final do 
experimento, seguida por 3,0 mg L⁻¹ (582 brotos). Observou-se comportamento não 
linear da brotação, com incremento até o quarto ciclo e redução progressiva nos 
ciclos subsequentes, confirmado por modelos lineares generalizados mistos 
(GLMM), evidenciando interação significativa entre concentração de citocinina e 
número de subcultivos. A estabilidade genômica foi avaliada por citometria de fluxo e 
análise cromossômica, revelando predominância de plantas triploides (2n = 3x = 33), 
com baixa frequência de variantes somaclonais (5,56%), principalmente mixoploides, 
associadas ao uso de 2,0 mg L-1 de BA. As plantas aclimatizadas apresentaram 
crescimento uniforme, e diferenças estomáticas foram restritas à densidade e à 
largura dos estômatos entre plantas triploides e mixoploides. No sistema TCL, BA, 
meta-topolina (mT) e thidiazuron (TDZ) induziram organogênese adventícia 
dependente do regulador, da concentração e do tempo de cultivo, com destaque 
para o TDZ a 2,0 e 3,0 mg L-1, que apresentou maior potencial regenerativo. 
Entretanto, mT favoreceu melhor conversão de brotos em plantas completas, com 
maior vigor morfoestrutural. Os resultados demonstram que ciclos consecutivos de 
regeneração in vitro em Musa spp. cv. BRS Terra-Anã mantêm elevada estabilidade 
genética, desde que associados a concentrações adequadas de citocininas, 
constituindo protocolo seguro e eficiente para multiplicação clonal e aplicações em 
melhoramento e biotecnologia vegetal. 
 
Palavras-chave: Micropropagação de bananeira; multiplicação in vitro; camadas 
finas de tecido (TCL); organogênese; mixoploidia; variação somaclonal. 
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SOUZA, Alexssandro Rodrigues. Universidade do Estado de Mato Grosso. February 
2026. Protocol Optimization for Micropropagation of Banana Musa spp. cv. 
BRS Terra-Anã. Advisor: Prof. Dr. Maurecilne Lemes da Silva Carvalho. Co-advisor: 
Prof. Dr. Ilio Fealho de Carvalho. 

 
ABSTRACT 

The micropropagation of banana plants is a key strategy for producing planting 
material with high genetic and phytosanitary quality; however, successive in vitro 
regeneration cycles may induce somaclonal variation. The present study aimed to 
optimize and validate a micropropagation protocol for Musa spp. cv. BRS Terra-Anã 
using different micropropagation techniques and distinct cytokinin sources. Shoot 
apices were cultured on MS medium supplemented with benzyladenine (BA) (0, 1.0, 
2.0, and 3.0 mg L-1) over eight consecutive regeneration cycles. The highest mean 
number of shoots per explant was obtained with 1.0 mg L-1 BA, totaling 666 shoots at 
the end of the experiment, followed by 3.0 mg L-1 BA (582 shoots). Shoot production 
showed a non-linear pattern, with a progressive increase up to the fourth cycle 
followed by a marked decline in subsequent cycles. This trend was confirmed by 
generalized linear mixed models (GLMM), indicating a significant interaction between 
cytokinin concentration and the number of subcultures. Genomic stability was 
assessed by flow cytometry and chromosome analysis, revealing a predominance of 
triploid plants (2n = 3x = 33), with a low frequency of somaclonal variants (5,56%), 
mainly mixoploids, predominantly associated with the 2.0 mg L-1 BA treatment. 
Acclimatized plants exhibited uniform growth, and stomatal differences between 
triploid and mixoploid plants were restricted to stomatal density and width. In the TCL 
system, BA, meta-topolin (mT), and thidiazuron (TDZ) induced adventitious 
organogenesis in a manner dependent on the growth regulator, concentration, and 
culture period, with TDZ at 2.0 and 3.0 mg L-1 exhibiting the highest regenerative 
potential. However, mT promoted superior conversion of shoots into complete plants, 
resulting in improved morphostructural vigor. These results demonstrate that 
successive in vitro regeneration cycles in Musa spp. cv. BRS Terra-Anã maintain 
high genetic stability when associated with appropriate cytokinin concentrations, 
representing a safe and efficient protocol for clonal propagation and applications in 
plant breeding and biotechnology. 
 
Keywords: Banana micropropagation; in vitro multiplication; thin cell layers (TCL); 
organogenesis; mixoploidy; somaclonal variation. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A bananeira (Musa spp. L.), pertencente à família Musaceae, é uma 

monocotiledônea herbácea de origem no sudeste asiático, sendo amplamente 

cultivada em regiões tropicais e subtropicais ao redor do mundo (Maseko et al., 

2024; Heslop-Harrison e Schwarzacher, 2007). Atualmente, estima-se a existência 

de mais de mil cultivares produzidas globalmente, com proeminência para o grupo 

Cavendish, responsável por aproximadamente 47% da produção mundial devido à 

sua elevada produtividade e adaptabilidade ambiental (Mordor Intelligence, 2025). A 

banana constitui um dos frutos mais consumidos no planeta, representando a base 

alimentar de centenas de milhões de pessoas e desempenhando papel fundamental 

na segurança alimentar e na subsistência de populações vulneráveis (OECD/FAO, 

2025; George e Santos, 2025). No cenário brasileiro, a cultura apresenta ampla 

distribuição geográfica, com o maior volume produtivo concentrado no semiárido 

nordestino, que responde por cerca de 41% da produção nacional (Souza et al., 

2022; Amaro et al., 2021). Segundo dados recentes do Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística – IBGE (2025), a produção nacional atingiu 6,9 milhões de 

toneladas na safra de 2024, ratificando a importância socioeconômica da atividade, 

especialmente para a agricultura familiar. 

Contudo, apesar da relevância estratégica, a bananicultura brasileira 

enfrenta sérios gargalos agronômicos que limitam a produtividade e oneram os 

custos operacionais. Entre os principais entraves destacam-se as Sigatokas negra 

(Pseudocercospora fijiensis) e amarela (Pseudocercospora musae) (Silva et al., 

2024), além do Mal-do-Panamá, causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense. A 

variante Tropical Race 4 (TR4) é atualmente classificada como a maior ameaça 

global à cultura, podendo inviabilizar a produção em até 100% das áreas afetadas 

(Amorim et al., 2025; Gasparotto et al., 2021). Adicionalmente, pragas como o 

moleque-da-bananeira (Cosmopolites sordidus) comprometem o vigor das plantas e 

o desenvolvimento do rizoma (Mascarin et al., 2022). Nesse contexto, torna-se 

imperativo o investimento em estratégias de manejo integrado, melhoramento 

genético e, primordialmente, na produção de mudas com elevado padrão 

fitossanitário. A micropropagação surge como ferramenta biotecnológica essencial, 
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permitindo a multiplicação rápida e clonal de matrizes sadias, garantindo a fidelidade 

genética e a sustentabilidade do setor (Amorim et al., 2025; Ribeiro et al., 2020). 

A cultivar BRS Terra-Anã, desenvolvida pela Embrapa Mandioca e 

Fruticultura, representa uma alternativa promissora para a agricultura familiar 

brasileira, combinando características agronômicas desejáveis como porte reduzido, 

resistência moderada a doenças e adaptação a diferentes condições 

edafoclimáticas. O porte baixo facilita o manejo cultural e reduz perdas por 

tombamento, enquanto a qualidade dos frutos atende às demandas do mercado 

consumidor. No entanto, a ausência de protocolos otimizados de micropropagação 

específicos para esta cultivar limita sua disseminação em larga escala e constitui 

uma lacuna importante na literatura científica. 

O sucesso da micropropagação depende criticamente da otimização de 

protocolos baseados no uso de citocininas, que atuam na quebra da dominância 

apical e no estímulo à divisão celular (Nagel e Heinzmann, 2024; Pasternak e 

Steinmacher, 2024). Entre os reguladores de crescimento mais empregados, 

destacam-se a benziladenina (BA), amplamente reconhecida pela eficiência na 

indução de brotações laterais (Bozsó e Barna, 2021); a meta-topolina (mT), que tem 

demonstrado resultados superiores quanto ao vigor morfofisiológico das plântulas 

(Abdalla e Dobránszki, 2024); e o thidiazuron (TDZ), uma citocinina do grupo das 

fenilureias com alta potência tanto na organogênese quanto na embriogênese 

somática (Nautiyal et al., 2022). 

Estudos recentes têm avançado significativamente na compreensão dos 

efeitos dessas citocininas em diferentes cultivares de bananeira. Chhon et al. (2025) 

reportaram que concentrações de 3,0 mg L-¹ de BA foram ótimas para a proliferação 

inicial de brotos em banana do subgrupo Cavendish, enquanto 2,5 mg L-¹ 

produziram maior número de brotos em subcultivos subsequentes. Saha (2025) 

demonstrou que a combinação de BA com baixas concentrações de auxinas 

promoveu a formação de brotos em diferentes genótipos triploides de Musa. Mia et 

al. (2025) otimizaram concentrações de BA para multiplicação em massa das 

cultivares G9 e Agnishwar. Kumari e Kumar (2025) descreveram protocolo otimizado 

para G9 e Malbhog. Patel e Sahay (2025) recomendam a indução de escalpos em 

meio MS suplementado com 11,1 μM de BA. 
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Além de BA, outras citocininas têm sido investigadas. Salma et al. (2024) 

reportaram alta indução de gemas em meio MS suplementado com 0,5 mg L-¹ de 

TDZ na cultivar Grand Naine. Sorn et al. (2024) compararam BA e TDZ na 

regeneração de brotos de banana Cavendish. A meta-topolina tem emergido como 

alternativa promissora (Aremu et al., 2012; Werbrouck et al., 1996). Karwasra et al. 

(2024) reportaram maiores taxas de crescimento com mT em Chlorophytum 

borivilianum. Vasudevan et al. (2025) demonstraram superioridade da mT em 

melancia. 

A manutenção da estabilidade genética é aspecto crítico da 

micropropagação (Majumder et al., 2025; Krishna et al., 2016; Nwauzoma e Jaja, 

2013). A variação somaclonal está associada a diversos fatores (Bairu et al., 2011; 

Oh et al., 2007; Cassells e Curry, 2001). A citometria de fluxo tem emergido como 

ferramenta rápida para avaliação da estabilidade genética (Ho et al., 2024; Paudel et 

al., 2021; Bhosale et al., 2011). Estudos clássicos demonstraram sua aplicabilidade 

(Doležel et al., 2007; Galbraith et al., 1983). Em bananeira, marcadores RAPD e 

ISSR têm sido utilizados para confirmação da fidelidade clonal (Lakshmanan et al., 

2007; Ray et al., 2006). 

A variação somaclonal pode manifestar-se de diferentes formas em plantas 

regeneradas por cultura de tecidos (Bairu et al., 2007). Embora esse fenômeno 

possa ser explorado como fonte de variabilidade em programas de melhoramento 

genético (Hazarika, 2006), sua ocorrência não controlada é geralmente indesejável 

em sistemas de micropropagação voltados à produção clonal. As alterações 

associadas à variação somaclonal podem envolver modificações genômicas, como 

mudanças no número de cromossomos, bem como alterações epigenéticas, 

incluindo padrões de metilação do DNA (Ortiz e Swennen, 2014). Nesse contexto, 

fatores relacionados ao ambiente in vitro, como o estresse oxidativo, têm sido 

apontados como potenciais indutores de variabilidade epigenética, contribuindo para 

a instabilidade observada em culturas celulares e tecidos regenerados (Hazarika, 

2003; Cassells e Curry, 2001). 

Considerando o tamanho do genoma e a ploidia, a bananeira apresenta 

características citogenéticas particulares (Cavalier-Smith, 2005; Gregory, 2005). A 

citometria de fluxo permite determinação precisa do valor C (Doležel e Bartoš, 2005). 
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Estudos correlacionam tamanho do genoma e características fisiológicas (Franks e 

Beerling, 2009; Gregory, 2001). 

Citocininas aromáticas, como a meta-topolina, têm sido associadas a 

menores taxas de variação somaclonal (Aremu et al., 2011; Bairu et al., 2009). Esse 

efeito tem sido atribuído, em parte, à menor indução de estresse fisiológico e 

metabólico nas culturas in vitro, bem como à capacidade dessa citocinina de formar 

conjugados reversíveis, o que reduz o acúmulo de metabólitos potencialmente 

tóxicos e contribui para maior estabilidade genética e epigenética das plantas 

regeneradas (Bairu et al., 2011). 

Diante desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a 

regeneração in vitro de explantes de Musa spp. cv. BRS Terra-Anã sob a influência 

de diferentes citocininas, empregando ciclos sucessivos de subcultivo, com ênfase 

na resposta morfofisiológica e na capacidade proliferativa. Especificamente, buscou-

se analisar o efeito da BA ao longo dos ciclos de multiplicação, incluindo a avaliação 

da estabilidade genética das plantas regeneradas nos subcultivos sucessivos, 

objetivando consolidar um protocolo responsivo, reprodutível de micropropagação da 

cultivar, apto à implementação em biofábricas e direcionado ao suprimento de 

mudas de qualidade para a bananicultura, com especial relevância para a agricultura 

familiar. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Musa spp. cv. BRS Terra-Anã 

A cultivar BRS Terra-Anã (Musa spp. grupo AAB, subgrupo Terra) é uma 

variedade de plátano desenvolvida pelo Programa de Melhoramento Genético de 

Banana e Plátano da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em atendimento às 

demandas da cadeia produtiva da bananicultura no Brasil (Embrapa, 2022). Ela 

resulta do cruzamento e seleção de genótipos das cultivares Terra Maranhão, 

Terrinha e D'Angola (Farta Velhaco) (CONAFER, 2022). 

A cultivar foi inicialmente recomendada para o Vale do Ribeira (SP) e para 

Mato Grosso, sendo validada em 20 unidades distribuídas no estado para verificar 

sua adaptação às condições edafoclimáticas, bem como a aprovação de produtores 

e consumidores das regiões (Marcilio et al., 2022; Embrapa, 2022). 
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A cv. BRS Terra-Anã apresenta um conjunto de características 

morfoagronômicas superiores quando comparada às demais variedades do tipo 

Terra. Seu porte reduzido (2,83 m), aliado ao maior diâmetro do pseudocaule (82,8 

cm), facilita o manejo e a colheita, além de conferir maior estabilidade à planta, 

reduzindo o risco de tombamento e os danos provocados pelo vento (Embrapa, 

2022). 

A cultivar também se destaca pelo ciclo mais curto, emitindo a inflorescência 

em cerca de 265,8 dias, enquanto cultivares tradicionais, como a Farta Velhaco, 

demandam períodos mais longos (Embrapa, 2022; Marcilio et al., 2022). Esse 

desempenho estrutural e fisiológico reflete diretamente na produtividade, onde os 

cachos apresentam peso médio de 22,8 kg, superior aos valores observados em 

outras variedades do subgrupo Terra (CONAFER, 2022; EMPAER, 2022). 

Do ponto de vista nutricional, seus frutos apresentam elevado teor de amido 

resistente, um carboidrato com ação prebiótica associado a benefícios metabólicos e 

à saúde intestinal, aumentando o interesse dos consumidores e agregando valor ao 

produto (Assis et al., 2025; Liang et al., 2024). Em termos fitossanitários, a cultivar 

exibe resistência à Sigatoka-amarela (P. musae) e à murcha de Fusarium, embora 

seja suscetível à Sigatoka-negra (P. fijiensis), à broca do rizoma e a nematoides 

(Embrapa, 2023). 

No conjunto, as características agronômicas, nutricionais e de adaptação 

mostram que a cv. BRS Terra-Anã apresenta melhor arquitetura de planta, maior 

produtividade e qualidades superiores, tornando-se uma das cultivares mais 

promissoras do subgrupo Terra (Marcilio et al., 2022). 

 

2.2 Micropropagação 

A micropropagação é uma técnica de propagação vegetativa baseada na 

cultura de tecidos vegetais, que utiliza pequenas porções de uma planta-matriz, 

denominadas explantes, cultivadas sob condições assépticas, em meios de cultura 

nutritivos, com o objetivo de produzir clones geneticamente idênticos em larga 

escala (Marak; Devi, 2021; Morais et al., 2012). Trata-se de uma biotecnologia 

aplicada em laboratório que explora o potencial totipotente das células vegetais, ou 

seja, a capacidade de uma única célula se diferenciar e formar uma planta completa 

(Singh et al., 2025; Chaudhari, 2023). 
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Em comparação à propagação convencional, a micropropagação oferece 

diversas vantagens (Bhatia; Sharma, 2015), tais como: produção de grande número 

de mudas em menor tempo, uniformidade genética entre as plantas propagadas 

(Singh et al., 2025), possibilidade de obtenção de plantas livres de patógenos, 

conservação de genótipos e redução do espaço para a produção de mudas (Kundu; 

Sindhusha; Kumar, 2021; Reuther, 1990). A técnica é amplamente empregada na 

produção comercial, em programas de melhoramento genético, na conservação de 

espécies nativas e na obtenção de matrizes isentas de doenças. No caso da 

bananeira, a micropropagação tem se consolidado como o método mais eficiente e 

amplamente utilizado para a produção massal de mudas (Agbadje et al., 2021; 

Ribeiro et al., 2020), possibilitando a geração de plantas com elevado padrão 

genético e fitossanitário, em menor espaço físico, menor tempo e com facilidade de 

transporte a longas distâncias (Dagnew et al., 2012; Scherwinski-Pereira; Costa; 

Oliveira, 2009). 

A metodologia da micropropagação envolve etapas sequenciais que se 

iniciam com (i) a seleção criteriosa do explante, considerando o estado fisiológico, a 

juvenilidade e a sanidade da planta matriz, seguida de (ii) desinfestação superficial 

para eliminação de contaminantes e estabelecimento asséptico da cultura (Chukwu 

et al., 2025; Permadi et al., 2023). O (iii) estabelecimento ocorre mediante 

inoculação em meio de cultura apropriado, suplementado ou não com reguladores 

de crescimento vegetal, etapa na qual a competência morfogênica do tecido é 

induzida ou expressa em resposta às condições nutricionais e hormonais do meio 

(Rolland; Johnny, 2025; Nasrin; Islam, 2025). 

A fase de (iv) multiplicação promove a amplificação clonal por meio de 

subcultivos sucessivos e do estímulo citocinínico à proliferação de brotações ou 

estruturas meristemáticas (Chukwu et al., 2025; Rolland; Johnny, 2025). 

Subsequentemente, a etapa de (v) enraizamento possibilita a formação de um 

sistema radicular funcional, condição essencial para a transição ao ambiente ex 

vitro. Por fim, durante a fase de (vi) aclimatização, as plântulas passam por ajustes 

anatômicos, fisiológicos e metabólicos que determinam sua sobrevivência, 

estabelecimento e desenvolvimento completo (Mañogil et al., 2024; Sharma et al., 

2023). 
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Apesar de constituírem as etapas finais da micropropagação, o 

enraizamento e, sobretudo, a aclimatização são amplamente reconhecidos como 

fases limitantes do processo. A brusca mudança das condições in vitro para um 

sistema ex vitro sob condições ambientais variáveis pode comprometer a 

funcionalidade estomática, o desenvolvimento do sistema radicular e a eficiência 

fotossintética, impactando diretamente a sobrevivência e o desempenho inicial das 

mudas (Grzelak; Pacholczak; Nowakowska, 2024). 

 

2.2.1 Aplicações práticas: biofábricas e micropropagação comercial 

A micropropagação transcende o âmbito laboratorial e encontra aplicação 

consolidada em sistemas de produção comercial de mudas e em plataformas 

biotecnológicas conhecidas como biofábricas. Esses sistemas permitem a 

multiplicação massiva de material genético livre de doenças, com padronização de 

qualidade genética confirmada por marcadores moleculares e citometria de fluxo 

quando necessário (Loyola-Vargas; Ochoa-Alejo, 2024; Faisal; Alatar, 2022). 

Na produção comercial de plantas, protocolos nodais e o uso de reguladores 

de crescimento como TDZ, BA e AIB permitem multiplicação rápida de cultivares 

visando à produção industrial em larga escala (Wongchaya et al., 2024). Em 

bananeira, sistemas de biorreatores de imersão temporária (TIB) aumentam 

significativamente a taxa de brotação, comprimento e sobrevivência, permitindo 

adaptação à produção em larga escala com alta eficiência de enraizamento e 

aclimatização (Thanonkeo et al., 2024). Esses sistemas em meio líquido reduzem 

custos operacionais e permitem escala industrial, superando limitações dos sistemas 

convencionais em meio sólido. 

Além da produção de mudas, a cultura de tecidos vegetais é utilizada 

comercialmente em biofábricas, explorando a capacidade de células vegetais 

cultivadas in vitro de sintetizar compostos bioativos de alto valor agregado (Loyola-

Vargas; Ochoa-Alejo, 2024). Entre as vantagens comerciais destacam-se a 

multiplicação massiva de material genético em espaço físico reduzido comparado a 

viveiros convencionais e a padronização de qualidade genética (Wongchaya et al., 

2024; Faisal; Alatar, 2022). 

Contudo, desafios práticos persistem, incluindo custos de implantação e 

necessidade de infraestrutura para biorreatores e controle asséptico (Thanonkeo et 
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al., 2024). A aclimatação pode ser ponto crítico para sobrevivência e exige 

protocolos específicos (Thanonkeo et al., 2024; Wongchaya et al., 2024). 

Adicionalmente, a regulamentação e qualidade em plantas para uso farmacêutico ou 

indústria alimentícia requer validação e rastreabilidade rigorosas (Loyola-Vargas; 

Ochoa-Alejo, 2024). 

Ainda assim, a micropropagação se consolida como uma das ferramentas 

mais eficientes e versáteis da biotecnologia vegetal moderna, sendo essencial para 

acelerar processos de propagação, garantir a sanidade vegetal (Chukwu et al., 

2025), e conservação de recursos genéticos (Bettoni; Wang; Wang, 2024), visto que 

variantes somaclonais são alvo de estudo contínuo para a obtenção de genes de 

interesse agronômico, especialmente aqueles associados à resistência biótica e 

abiótica, utilizando como recurso estratégico para o desenvolvimento e o lançamento 

de novas cultivares (Amorim et al., 2025; Deepthi, 2018). 

 

2.3 Atuação dos Reguladores de Crescimento Citocinínicos na 

Micropropagação de Musa spp. 

As citocininas pertencem ao grupo dos fitormônios, quando naturais, e têm 

sua atividade metabólica diretamente associada à estimulação da divisão celular, 

desempenhando papel fundamental no controle do crescimento e do 

desenvolvimento das plantas (Abdalla; Dobránszki, 2024; Márquez-López; 

Quintana-Escobar; Loyola-Vargas, 2019; Cid; Teixeira, 2015). Essas substâncias 

podem ser também sintetizadas laboratorialmente, recebendo o nome de 

reguladores de crescimento vegetal, exercendo a mesma função dos hormônios 

vegetais (Silva et al., 2020; George et al., 2008), além disso, as citocininas podem 

atuar em conjunto com outros reguladores de crescimento, regulando processos 

como a atividade regenerativa, a diferenciação celular e a formação de órgãos (Long 

et al., 2022; Kieber; Schaller, 2018), como auxinas e giberelinas, modulando 

respostas morfogênicas distintas de acordo com a concentração, o tipo de explante 

e o estágio de desenvolvimento do tecido (Pasternak; Steinmacher, 2024). 

 

2.3.1 Sinalização hormonal e reprogramação celular 

A regulação hormonal por auxinas e citocininas guia decisões fundamentais 

de organogênese e reprogramação celular em culturas in vitro, afetando divisão, 
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diferenciação e indução de raízes ou brotos. O equilíbrio auxina–citocinina determina 

o destino celular: concentrações maiores de citocinina (ex. BAP/BA) favorecem a 

organogênese de gemas e brotos, enquanto auxinas (ex. NAA, AIB) favorecem 

enraizamento ou formação de calo, conforme demonstrado em protocolos eficientes 

de regeneração de diversas espécies (Faisal; Alatar, 2022; Chiappetta et al., 2014). 

A reprogramação celular molecular envolve fatores de transcrição ligados à 

via auxínica: a modulação de membros da família ARF (Auxin Response Factors) foi 

associada à formação de raízes adventícias e à etapa de indução, mostrando 

ligação direta entre sinalização auxínica e ativação de programas de divisão celular 

(Chiappetta et al., 2014). O controle do ciclo celular é acompanhado por marcadores 

de replicação cromossômica como HISTONA H3, cuja expressão muda na fase de 

indução de raiz, indicando coordenação entre sinais hormonais e a maquinaria de 

progressão do ciclo celular (Chiappetta et al., 2014). 

Essas evidências moleculares demonstram que a interação auxina–

citocinina não se limita a efeitos fisiológicos superficiais, mas envolve cascatas de 

sinalização que regulam a expressão gênica, a atividade de fatores de transcrição e 

a progressão do ciclo celular, determinando a competência morfogênica dos tecidos 

cultivados in vitro. A otimização de meios de cultura (força basal, pH) e combinações 

de BA/cinetina com NAA/IAA maximizaram taxa de regeneração e número de brotos 

por explante em diferentes espécies, reforçando que ajustes finos nos reguladores 

de crescimento são cruciais para eficiência da micropropagação (Faisal; Alatar, 

2022). 

 

2.3.2 Citocininas na cultura de tecidos vegetais 

Na cultura de tecidos vegetais, as citocininas são amplamente utilizadas em 

razão de sua elevada capacidade de induzir brotações adventícias, seja por 

embriogênese somática, caracterizada pela formação de embriões bipolares 

estrutural e funcionalmente equivalentes aos embriões zigóticos (Adero; Tripathi; 

Tripathi, 2023), ou por organogênese, que envolve a neoformação de órgãos 

unipolares a partir de tecidos competentes, como gemas axilares, meristemas 

apicais ou células somáticas (Tuncer, 2021). Em ambas as rotas morfogênicas, a via 

direta decorre da reprogramação celular, sem fase de calogênese, enquanto a via 

indireta pressupõe desdiferenciação celular, calogênese e posterior determinação 
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morfogênica. Dessa forma, esses reguladores atuam preferencialmente em regiões 

celulares caracterizadas por intensa atividade mitótica e elevado potencial 

regenerativo, favorecendo processos de diferenciação e multiplicação celular (Li et 

al., 2022; Cid; Teixeira, 2015). 

Nos métodos de cultivo in vitro, a ação desses reguladores de crescimento é 

potencializada pela adição exógena de concentrações mínimas e controladas ao 

meio de cultura, permitindo que sejam absorvidos e assimilados pelo metabolismo 

vegetal (Yang et al., 2025; Ai et al., 2024). Essa suplementação hormonal 

desencadeia respostas morfogênicas específicas, de modo que a adição de 

citocininas favorece a indução de brotos e a multiplicação celular, enquanto a 

aplicação de auxinas estimula predominantemente a formação de raízes, refletindo o 

papel fisiológico natural desses reguladores no metabolismo vegetal (Nagel; 

Heinzmann, 2024). 

 

2.3.3 Benziladenina (BA) 

A Benziladenina (BA) é um regulador de crescimento vegetal sintético do 

grupo das adeninas, amplamente difundido em sistemas de multiplicação in vitro 

devido à sua elevada eficiência na indução de brotações adventícias e na quebra da 

dominância apical (Dias, 2022). Sua atuação fundamenta-se na modulação do ciclo 

celular e na ativação de genes responsáveis pela manutenção e diferenciação de 

tecidos meristemáticos (Bozsó; Barna, 2021). Além disso, a BA desempenha um 

papel crucial no equilíbrio hormonal quando associada a outros reguladores de 

crescimento, como as auxinas, direcionando as respostas morfogênicas para a via 

da organogênese direta ou indireta (Schaller; Bishopp; Kieber, 2015). Na cultura de 

Musa spp., este regulador é o mais empregado em protocolos de micropropagação, 

demonstrando superioridade na taxa de multiplicação e na qualidade dos explantes 

produzidos (Siregar et al., 2025; Nugrahani et al., 2024; Kavitha et al., 2021; Pereira 

et al., 2018). 

Apesar da eficiência da benziladenina, o uso prolongado ou em elevadas 

concentrações pode estar associado a efeitos fisiológicos indesejáveis, como 

hiperidricidade, senescência precoce e até mesmo variação somaclonal em brotos 

adventícios (Sianipar et al., 2024; Vasconcelos et al., 2012). 
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2.3.4 Meta-topolina (mT) 

Nesse contexto, a meta-topolina (mT), uma citocinina aromática de 

ocorrência natural, tem sido amplamente investigada (Doležal et al., 2021; Nisler, 

2021; Plíhalová et al., 2021). Estudos demonstram que a mT supera a BA em 

diversos protocolos, pois, além de promover uma proliferação axilar vigorosa, seus 

subprodutos metabólicos são menos inibitórios, o que reduz drasticamente a 

incidência de hiperidricidade e melhora a qualidade fitossanitária das brotações 

regeneradas (Ptak et al., 2023; Işlek, 2021) promovendo maior estabilidade 

regenerativa in vitro quando comparada a outras citocininas (Koç, 2021). Em Musa 

spp. as concentrações testadas e comparadas a outras citocininas como BA e 

thidiazuron (TDZ), apresentaram valores altamente significativos quanto à produção 

de brotos e formação de plantas com vigor morfofisiológico superiores (Pingua, 

2023; Keshari; Mohapatra; Deo, 2020) e também em outras culturas como maçã 

(Malus domestica Borkh) (Abdalla; Dobránszki, 2024) e Kucharska et al. (2020) 

utilizando groselha (Ribes grossularia) como modelo experimental, recomendam o 

uso de mT como uma citocinina alternativa para multiplicação in vitro. 

 

2.3.5 Thidiazuron (TDZ) 

Desenvolvido inicialmente para fins agrícolas, o thidiazuron foi utilizado em 

culturas de algodão como agente desfoliante (Murthy et al., 1998; Arndt et al., 1976, 

apud Lu, 1993). Posteriormente, o composto passou a ser classificado como uma 

citocinina sintética do grupo das fenilureias, distinguindo-se das citocininas 

purínicas, como a benziladenina e a meta-topolina, pertencentes ao grupo das 

adeninas (Doležal; Bryksová, 2021; Guo et al., 2011). Em função de seu 

comportamento regenerativo e elevada atividade citocinínica, o TDZ passou a ser 

amplamente empregado em sistemas de cultura de tecidos, destacando-se na 

indução de brotações e em processos regenerativos, incluindo a embriogênese 

somática (Tuncer, 2021; Pai; Desai, 2018; Dewir et al., 2018). Em Musa spp., sua 

aplicação tem sido associada à formação de aglomerados de brotos e nódulos 

meristemáticos (Hapsoro et al., 2024; Sorn; Chhon; Kun, 2024; Darvari et al., 2010), 

refletindo sua intensa ação morfogênica. Contudo, o uso do TDZ pode acarretar 

efeitos fisiológicos indesejáveis, como hiperidricidade, inibição do alongamento dos 

brotos e dificuldades no enraizamento subsequente, especialmente quando 
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empregado em concentrações elevadas ou por longos períodos de exposição (Dewir 

et al., 2018; Guo et al., 2011). Assim, embora o TDZ se destaque pelo elevado 

potencial regenerativo, sua utilização requer criteriosa otimização das condições de 

cultivo. 

No contexto da micropropagação, as citocininas apresentam 

comportamentos fisiológicos distintos, refletindo diferenças estruturais, metabólicas 

e de interação hormonal. Assim, a escolha do tipo e da concentração de citocinina 

deve considerar as características da espécie, o estádio de desenvolvimento e os 

objetivos do protocolo, uma vez que o equilíbrio hormonal adequado é fator 

determinante para o sucesso da micropropagação. 

 

2.4 Variação Somaclonal 

O uso contínuo de subculturas em sistemas de micropropagação pode 

favorecer a ocorrência de variações somaclonais (Armini et al., 2021; Rajan e Singh, 

2021; Santos e Rodrigues, 2004). Essas variações decorrem de alterações 

genéticas e epigenéticas, incluindo instabilidade cromossômica, modificações no 

padrão de metilação do DNA e estresse oxidativo associado às condições de cultivo 

in vitro, comprometendo a estabilidade genética das plantas regeneradas (Sianipar 

et al., 2024). Nesse contexto, a variação somaclonal não deve ser interpretada como 

um evento isolado, mas como resultado da interação entre múltiplos fatores 

celulares e moleculares desencadeados pelo ambiente artificial de cultivo. 

Entre as manifestações mais evidentes desse fenômeno, destacam-se as 

alterações citogenéticas. A variação somaclonal pode expressar-se por meio de 

aneuploidia, poliploidia, translocações cromossômicas e endorreduplicação. Esta 

última, caracterizada pela replicação do DNA sem divisão celular subsequente, 

resulta em células com níveis de ploidia aumentados e pode ser induzida por 

condições de estresse típicas do cultivo in vitro. Tais alterações cromossômicas 

comprometem a estabilidade genética e podem refletir negativamente no 

desempenho agronômico das plantas regeneradas, tornando essencial o 

monitoramento citogenético em programas de micropropagação. 

Contudo, embora as alterações estruturais do genoma sejam amplamente 

documentadas, os mecanismos epigenéticos subjacentes à variação somaclonal têm 

recebido crescente atenção nos últimos anos. A reprogramação celular durante o 
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cultivo in vitro envolve mudanças profundas na organização da cromatina e na 

expressão gênica. Estudos demonstram, por exemplo, a modulação da expressão 

de HISTONA H3 durante a indução de raízes (Chiappetta et al., 2014), sugerindo 

alterações na dinâmica cromatínica associadas à reprogramação celular e possíveis 

consequências epigenéticas funcionais. 

A metilação do DNA e as modificações pós-traducionais de histonas 

constituem mecanismos epigenéticos capazes de alterar a expressão gênica sem 

modificar a sequência nucleotídica. Durante o cultivo in vitro, esses processos 

podem ser influenciados por fatores como estresse oxidativo, desbalanço hormonal 

e composição nutricional do meio de cultura, resultando em mudanças 

potencialmente hereditárias. Assim, a variação somaclonal pode emergir não apenas 

de alterações estruturais no genoma, mas também de reprogramações epigenéticas 

induzidas pelo ambiente de cultivo. Ainda assim, estudos específicos de metiloma e 

análises integradas envolvendo espécies reativas de oxigênio (ROS) e regulação 

epigenética são necessários para elucidar de forma mais abrangente os 

mecanismos causais desse fenômeno. 

Paralelamente aos eventos genéticos e epigenéticos, o estresse oxidativo 

desempenha papel central na instabilidade observada em sistemas de cultura de 

tecidos. A produção excessiva de espécies reativas de oxigênio (ROS) pode 

desencadear danos ao DNA, lipídios e proteínas, promovendo mutações e 

alterações epigenéticas. Evidências experimentais indicam que o manejo do estado 

redox influencia diretamente a saúde do tecido cultivado. Em culturas de Crocus 

sativus, por exemplo, tratamentos com ácido salicílico reduziram o escurecimento 

(browning) e demonstraram efeito protetor contra o estresse oxidativo (Ahmed et al., 

2025), sugerindo que o controle redox pode contribuir para a manutenção da 

estabilidade genética e epigenética. 

Dessa forma, a interação entre estresse oxidativo, produção de ROS e 

mecanismos epigenéticos configura uma rede complexa de respostas celulares que 

culminam na variação somaclonal. O manejo adequado dessas variáveis, seja por 

suplementação antioxidante ou por ajustes nas condições de cultivo, representa 

estratégia promissora para reduzir a instabilidade genética e aprimorar a qualidade 

das plantas micropropagadas. 
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2.5 Citometria de fluxo como ferramenta de monitoramento 

A citometria de fluxo é amplamente recomendada para a determinação do 

conteúdo nuclear de DNA, estimativa de ploidia, análise da atividade do ciclo celular 

e quantificação de níveis de endorreduplicação em plantas, sendo suas diretrizes 

práticas, aplicações e limitações metodológicas bem estabelecidas na literatura 

(Sliwinska et al., 2022; Faisal; Alatar, 2022). Em programas de melhoramento 

genético e controle de qualidade na micropropagação, essa técnica destaca-se 

como ferramenta estratégica para o monitoramento da estabilidade citogenética. 

Entre suas principais vantagens, ressalta-se a rapidez e a elevada 

sensibilidade na mensuração do conteúdo nuclear de DNA, permitindo a análise 

simultânea de milhares de núcleos por amostra (Leus et al., 2009). Essa capacidade 

confere robustez estatística às estimativas de ploidia e possibilita a detecção de 

alterações cromossômicas mesmo quando presentes em baixa frequência. Além 

disso, a citometria de fluxo apresenta ampla aplicabilidade, sendo empregada em 

estudos de sistemática, ecologia, biologia reprodutiva, análises em culturas de 

tecidos e programas de melhoramento vegetal, especialmente na identificação de 

poliploidia e endorreduplicação (Sliwinska et al., 2022). 

No contexto específico da micropropagação, a técnica assume papel 

fundamental na validação da homogeneidade genética de plantas regeneradas. 

Estudos demonstram sua aplicação prática na confirmação da estabilidade 

cromossômica, como observado em Plectranthus amboinicus (Faisal; Alatar, 2022; 

Sliwinska et al., 2022), reforçando seu potencial como ferramenta de controle de 

qualidade em sistemas comerciais de produção de mudas. 

Entretanto, apesar de suas vantagens operacionais, a citometria de fluxo 

apresenta limitações que devem ser consideradas para garantir a confiabilidade dos 

resultados. A presença de metabólitos secundários e compostos citotóxicos pode 

interferir no preparo das amostras e na intensidade de fluorescência, exigindo 

protocolos específicos de extração nuclear e, frequentemente, otimização para cada 

espécie (Nix; Ranney; Lynch, 2024; Sliwinska et al., 2022). Essa limitação torna-se 

particularmente relevante em tecidos lenhosos ou ricos em compostos fenólicos. 

Adicionalmente, o uso de padrões internos adequados e a adoção de 

procedimentos metodológicos rigorosamente padronizados são indispensáveis para 

assegurar reprodutibilidade e comparabilidade entre análises (Nix; Ranney; Lynch, 
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2024; Leus et al., 2009). Cabe destacar ainda que a técnica permite inferir conteúdo 

de DNA e distribuição das fases do ciclo celular, mas não detecta diretamente 

mutações na sequência gênica ou alterações epigenéticas, como padrões de 

metilação do DNA e modificações de histonas, sendo necessária a associação com 

métodos complementares para análises moleculares mais aprofundadas. 

Dessa forma, a citometria de fluxo constitui ferramenta rápida, robusta e 

altamente informativa para avaliações citogenéticas em programas de melhoramento 

e controle de qualidade na micropropagação, desde que suas limitações 

metodológicas sejam devidamente consideradas. Sua aplicação possibilita a 

detecção precoce de alterações cromossômicas, contribuindo significativamente 

para a manutenção da estabilidade genética em sistemas comerciais de produção 

de mudas. 

 

2.6 Thin Cell Layer (TCL) 

No sistema de cultivo in vitro, a técnica Thin Cell Layer (TCL), desenvolvida 

por Tran Thanh Van, em 1973 (Van, 1973), marcando um importante avanço na 

biotecnologia aplicada à cultura de tecidos vegetais, oferecendo um potencial 

regenerativo viável para tecidos mais complexos de regeneração in vitro (Phong et 

al., 2023). A técnica consiste na utilização de finas seções de tecido vegetal, obtidas 

de diferentes órgãos, como caule, folhas, raízes, inflorescências, ápice caulinar ou 

embriões (Singh, 2021; Van, 2003). Essas camadas podem ser seccionadas de 

forma transversal (tTCL) ou longitudinal (lTCL), em relação ao órgão de origem 

(Sharma, 2023). 

A espessura reduzida desses explantes, aproximadamente 1,0 mm, 

influencia diretamente na capacidade organogênica ou embriogênica, pois 

proporciona o contato direto, ao meio de cultivo, de um número limitado de células 

envolvidas (Tung et al., 2022), favorecendo células ativas do tecido in situ, 

facilitando, então, a diferenciação, tornando a TCL uma técnica altamente 

responsiva para protocolos de regeneração em diversas espécies vegetais (Bravo-

Ruiz et al., 2022; Van, 2003). 

A aplicabilidade da TCL no cultivo in vitro demonstrou êxito em culturas de 

importância econômica como orquídeas (Lo et al., 2022; Wattanapan et al., 2018) 

em café (Avila-Victor et al., 2023) e outras culturas de interesse econômico. De 
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acordo Nhut et al. (2003), a TCL tem demonstrado seu potencial para protocolos de 

micropropagação em espécies frutíferas como maçã (Malus spp.), kiwi (Actinidia 

chinensis), maracujá (Passiflora edulis Sims) e pupunha (Bactris gasipaes Kunth) 

(Sharma et al., 2023), contribuindo significativamente nos sistemas de propagação 

em larga escala dessas espécies. 

Entre suas principais vantagens estão a economia de espaço em laboratório, 

menor volume de meio de cultura (Sharma et al., 2023), além do maior número de 

explantes por unidade de tecido e resposta mais rápida à indução morfogênica 

(Bravo-Ruiz et al., 2022; Singh, 2021; Nhut et al., 2003). 
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CAPÍTULO I 

MICROPROPAGAÇÃO DA BANANEIRA cv. BRS TERRA-ANÃ: AVALIAÇÃO DA 

ESTABILIDADE GENÉTICA EM CICLOS SUCESSIVOS DE SUBCULTIVO 

 

RESUMO 

A micropropagação é uma técnica essencial para a produção em larga escala de 
mudas de bananeira com qualidade fitossanitária e uniformidade genética. A cv. 
BRS Terra-Anã, um plátano de porte reduzido (2,83 m) desenvolvido pela Embrapa, 
apresenta resistência à Sigatoka-amarela e à murcha de Fusarium, sendo 
recomendada para cultivo no Mato Grosso e Vale do Ribeira (SP). O presente 
estudo teve como objetivo avaliar a eficiência de diferentes concentrações de 
benziladenina (BA) na multiplicação in vitro de ápices caulinares da cv. BRS Terra-
Anã e monitorar a estabilidade genética ao longo de oito ciclos sucessivos de 
subcultivo. Ápices caulinares foram estabelecidos em meio MS suplementado com 
BA e subcultivados a cada 30 dias durante 240 dias. A taxa de multiplicação foi 
avaliada pelo número médio de brotos por explante. A estabilidade genética foi 
monitorada por citometria de fluxo para determinação do nível de ploidia e por 
análise morfométrica de estômatos (densidade, comprimento, largura e área 
estomática) nas faces adaxial e abaxial das folhas. Os resultados demonstraram que 
a concentração de 1,0 mg L-¹ de BA foi a mais eficiente, equilibrando alta 
produtividade de brotos e viabilidade econômica. A análise citométrica revelou que a 
maioria das plantas manteve o padrão triploide característico (3x), porém foi 
detectada mixoploidia em alguns indivíduos submetidos a ciclos prolongados de 
subcultivo, indicando que a exposição prolongada a BA pode induzir instabilidade 
mitótica. Plantas mixoploides apresentaram redução de aproximadamente 15% na 
densidade estomática na face abaxial e aumento nas dimensões das células-guarda, 
confirmando a relação entre nível de ploidia e características estomáticas. 
Recomenda-se a realização de 3 a 4 subculturas para otimizar a produtividade sem 
comprometer a estabilidade genética. O protocolo proposto fornece uma base 
confiável para laboratórios produtores de mudas, possibilitando multiplicação 
eficiente e economicamente viável da cv. BRS Terra-Anã em larga escala. 
 
Palavras-chave: Ápices caulinares; Musa spp.; Benziladenina; Variação 
somaclonal; Citometria de fluxo; Estômatos. 
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ABSTRACT 

Micropropagation is an essential technique for large-scale production of banana 
plantlets with phytosanitary quality and genetic uniformity. The cultivar BRS Terra-
Anã, a short-stature plantain (2.83 m) developed by Embrapa, exhibits resistance to 
Yellow Sigatoka and Fusarium wilt and is recommended for cultivation in Mato 
Grosso and Vale do Ribeira (SP), Brazil. This study aimed to evaluate the efficiency 
of different benzyladenine (BA) concentrations on in vitro multiplication of shoot tips 
of cv. BRS Terra-Anã and to monitor genetic stability over eight successive 
subculture cycles. Shoot tips were established on MS medium supplemented with BA 
and subcultured every 30 days for 240 days. Multiplication rate was assessed by the 
average number of shoots per explant. Genetic stability was monitored by flow 
cytometry for ploidy level determination and by stomatal morphometric analysis 
(density, length, width, and stomatal area) on adaxial and abaxial leaf surfaces. 
Results demonstrated that 1.0 mg L-1 BA was the most efficient concentration, 
balancing high shoot productivity and economic viability. Cytometric analysis 
revealed that most plants maintained the characteristic triploid pattern (3x); however, 
mixoploidy was detected in some individuals subjected to prolonged subculture 
cycles, indicating that prolonged BA exposure may induce mitotic instability. 
Mixoploid plants showed approximately 15% reduction in stomatal density on the 
abaxial surface and increased guard cell dimensions, confirming the relationship 
between ploidy level and stomatal characteristics. It is recommended to perform 3 to 
4 subcultures to optimize productivity without compromising genetic stability. The 
proposed protocol provides a reliable basis for plantlet production laboratories, 
enabling efficient and economically viable large-scale multiplication of cv. BRS Terra-
Anã. 
 
Keywords: Shoot tips; Musa spp.; Benzyladenine; Somaclonal variation; Flow 
cytometry; Stomata. 
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1. INTRODUÇÃO 

A bananeira (Musa spp.) apresenta elevada importância socioeconômica e 

alimentar, especialmente em regiões tropicais e subtropicais. No Brasil, a produção 

atingiu aproximadamente 7,04 milhões de toneladas em 2024, com valor estimado 

em R$ 16,06 bilhões, evidenciando a relevância da cultura para a economia agrícola 

nacional (IBGE, 2024). Nesse cenário, a cultivar BRS Terra-Anã, lançada pela 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa) em 2022, representa um 

avanço estratégico para o segmento de plátanos (Musa AAB), destacando-se pelo 

porte reduzido, maior facilidade de manejo e resistência à Sigatoka-amarela e à 

murcha de Fusarium raça 1 (Embrapa, 2022). 

A consolidação comercial dessa cultivar depende da disponibilidade de 

mudas com elevada qualidade fitossanitária e fidelidade genética. A propagação 

convencional via rizomas apresenta limitações quanto à taxa de multiplicação e ao 

risco de disseminação de patógenos sistêmicos. Nesse contexto, a cultura de 

tecidos vegetais constitui importante ferramenta biotecnológica, sendo a 

micropropagação a técnica mais empregada para produção clonal em larga escala 

de Musa spp. (Erol et al., 2023). 

Entretanto, a eficiência e a segurança do processo de micropropagação 

estão diretamente associadas ao manejo de reguladores de crescimento. A 

benziladenina (BA), citocinina amplamente utilizada na fase de multiplicação, 

promove a quebra da dominância apical e estimula a proliferação de gemas axilares. 

Apesar de sua eficácia na indução de brotações múltiplas, concentrações elevadas e 

sucessivos ciclos de subcultivo podem aumentar a frequência de variações 

somaclonais, comprometendo a uniformidade genética das plantas regeneradas 

(Shirani Bidabadi et al., 2010; Venkatachalam et al., 2007). 

A variação somaclonal pode manifestar-se por alterações no conteúdo de 

DNA nuclear, incluindo eventos de aneuploidia e poliploidia, com potenciais 

impactos no desempenho agronômico e na estabilidade fenotípica das mudas 

(Mohan Jain; Swennen, 2004). Dessa forma, o monitoramento da estabilidade 

genética por meio de citometria de fluxo tem sido amplamente empregado como 

ferramenta rápida e confiável para avaliação de fidelidade clonal em plantas 
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micropropagadas (Erol et al., 2023). Adicionalmente, parâmetros morfométricos 

estomáticos podem atuar como indicadores complementares de alterações ploidiais. 

Embora existam protocolos consolidados para micropropagação de Musa 

spp., ainda são escassas informações específicas sobre a resposta morfogênica e a 

estabilidade genética da cv. BRS Terra-Anã sob diferentes concentrações de BA ao 

longo de múltiplos ciclos de subcultivo. A ausência desses dados limita a definição 

de estratégias que conciliem alta taxa de multiplicação e manutenção da integridade 

genômica. 

Diante disso, o presente estudo teve como objetivos: (i) avaliar a eficiência 

de diferentes concentrações de BA na multiplicação in vitro da cv. BRS Terra-Anã; 

(ii) determinar a taxa de multiplicação ao longo de oito ciclos consecutivos de 

subcultivo; (iii) monitorar a estabilidade genética por citometria de fluxo; e (iv) 

correlacionar alterações no conteúdo de DNA nuclear com parâmetros 

morfométricos estomáticos. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Material vegetal 

Foram utilizados como material vegetal explantes de bananeira da cv. BRS 

Terra-Anã (Musa spp., genoma AAB), obtidos a partir de plantas-matrizes mantidas 

em coleção de germoplasma da EMPAER – Tangará da Serra – MT. As plantas-

matrizes foram previamente identificadas e caracterizadas quanto à sanidade 

fitossanitária e à conformidade morfológica com o padrão da cultivar. 

Para o estabelecimento in vitro, foram coletados rizomas de plantas adultas 

sadias, dos quais foram extraídos os ápices caulinares (tipo chifrinho) com 

aproximadamente 15 a 30 cm de comprimento, após remoção das bainhas foliares 

externas. Alternativamente, foram utilizados explantes provenientes de plantas já 

estabelecidas in vitro, mantidas em meio de multiplicação. 

 

2.2. Desinfestação e estabelecimento in vitro 

Os rizomas contendo os ápices caulinares foram inicialmente lavados em 

água corrente para remoção de resíduos de solo e matéria orgânica. 

Posteriormente, foram submetidos à desinfestação superficial em câmara de fluxo 

laminar. O procedimento consistiu na imersão do material em solução de detergente 



 

47 
 

neutro a 2% (v/v) por 10 minutos, sob agitação, seguida de três enxágues em água 

destilada estéril. Em seguida, os explantes foram imersos em solução de hipoclorito 

de cálcio [Ca (ClO)₂] a 60% por 20 minutos, sendo posteriormente enxaguados 

novamente três vezes em água destilada estéril. Na sequência, realizou-se imersão 

em solução de álcool etílico a 70% (v/v) por 5 minutos, finalizando o processo com 

três enxágues em água destilada estéril. 

Após a desinfestação, os ápices caulinares foram isolados com auxílio de 

bisturi e pinça estéreis, reduzidos a aproximadamente 4 cm de altura e inoculados 

individualmente em frascos de vidro de 250 mL contendo 80 mL de meio de cultura. 

 

Figura 1. Etapas do preparo dos ápices de Musa spp. cv. BRS Terra-Anã. (A) 
Brotações do tipo chifrinho. Bar.10 cm. (B) Redução do ápice pós lavagem. (C) 
Ápices reduzidos no processo de desinfestação. Bar. 5 cm. (D) Ápice reduzido 
inoculado em MS. Bar. 4 cm. 
 

O meio de cultura contendo os sais básicos de MS (Calsson Labs, 

Smithfield, UT, USA) (Murashige; Skoog, 1962) e vitaminas de White (1943), 

suplementado com 30 g L⁻¹ de sacarose, 100 mg L-1 de Inositol (Acumedia®; 

Neogen, Lansing, MI, USA) e solidificado com 2,8 g L-1 de Phytagel (Sigma Aldrich®). 

O meio de cultura foi suplementado com regulador de crescimento vegetal, 

benziladenina (Sigma Aldrich®) nas concentrações 1,0; 2,0 e 3,0 mg L-1, com pH 

ajustado para 5,7 ± 0,1 antes da autoclavagem. O meio foi esterilizado a 121 °C (1 

atm) por 15 minutos, onde os explantes foram cultivados posteriormente. 

As culturas foram transferidas para sala de crescimento com fotoperíodo de 

16 horas e 36 μmol m-2s-1 de irradiância (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Barueri, 

Brasil), e 25 ± 2 ºC. 
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2.3. Multiplicação in vitro utilizando ciclos de subcultivos 

Após o estabelecimento in vitro (aproximadamente 30 dias de cultivo), os 

explantes que apresentaram brotações foram subcultivados para meio de 

multiplicação. Os subcultivos foram realizados a cada 30 dias, por um período total 

de oito subcultivos (240 dias), para avaliação da taxa de multiplicação e da 

estabilidade da resposta morfogenética ao longo do tempo. 

No primeiro cultivo, os ápices foram inoculados inteiros, sem seccionamento. 

A partir do segundo, terceiro e quarto subcultivos, os explantes foram seccionados 

longitudinalmente em quatro partes, visando intensificar a taxa de multiplicação. 

A variável analisada foi o número médio de brotos por explante, utilizado 

como indicador da eficiência de multiplicação in vitro ao longo dos subcultivos. 

Em cada subcultivo, as brotações foram individualizadas e transferidas para 

novos frascos de vidro (250 mL) contendo 80 mL de meio de cultura de 

multiplicação. 

 

2.4. Avaliação da estabilidade genética em cada ciclo de multiplicação 

A cada ciclo de multiplicação as brotações de aproximadamente 10 cm de 

comprimento foram isoladas e inoculadas em meio de cultura na ausência de BA 

para o desenvolvimento completo. Foram coletadas três folhas expandidas de cv. 

BRS Terra-Anã de cada tratamento por ciclo, isoladas para avaliar a estabilidade 

genética via estimativa do conteúdo de DNA nuclear. 

Suspensões de núcleos foram preparadas por meio de chopping de folhas 

jovens com uma lâmina de aço descartável (Galbraith et al., 1983) em tampão de 

isolamento WPB (Loureiro et al., 2007). A suspensão gerada foi aspirada por meio 

de duas camadas de gaze, com uma pipeta de plástico e filtrada em membrana de 

Nylon CellTrics® com malha de 30 μm para a remoção de fragmentos de células e 

de tecidos, sendo em seguida adicionado 25 μL (1mg mL-1) de iodeto de propídio e 5 

μL (1mg mL-1) de Rnase para corar o DNA. 

Após 30 minutos em ambiente protegido da incidência de luz as amostras 

foram analisadas no citômetro de fluxo. Sendo realizadas três repetições e, pelo 

menos, 10.000 núcleos analisados para a quantificação da emissão da fluorescência 

com o uso do citômetro de fluxo CytoFLEX (Beckman Coulter, CA, EUA). Como 

padrão interno, foi utilizada a espécie Pisum sativum com conteúdo de DNA 2C = 
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9.09pg (Dolezel et al., 1998). Os histogramas foram gerados e analisados pelo 

programa CytExpert 2.0.1 e o conteúdo de DNA (pg) calculado de acordo Dolezel e 

Bartos (2005) e Dolezel et al. (2007). 

Conteúdo 2C de DNA (em pg): 

 

Média do pico G1 de Musa spp. cv. BRS Terra-Anã x 9,09 

Média do pico G1 de Pisum sativum 

 

2.5. Análise Citogenética  

O número cromossômico das plantas regeneradas da cv. BRS Terra-Anã foi 

avaliado por meio da análise do conteúdo de DNA, permitindo a identificação de 

plantas com ploidia correspondente à cv. BRS Terra-Anã. 

As pontas de raízes com aproximadamente 1 a 2 cm de comprimento foram 

coletadas das plantas mixoploide confirmadas dos ciclos 4, 5, 6 e tiploide (controle) 

no período da manhã. Em seguida, as amostras foram pré-tratadas com solução de 

8-hidroxiquinolina a 0,003M (HQ) por 7 horas à 4°C. 

Após o pré-tratamento, o material foi fixado em solução Metanol (álcool 

metílico: ácido acético, 3:1 v/v) por 24 horas e armazenado sob refrigeração até o 

preparo das lâminas. As raízes foram posteriormente lavadas em água destilada por 

15 minutos e submetidas à hidrólise em HCl 1M a 60 °C por 20 minutos. 

Em seguida, os ápices meristemáticos esmagados entre lâmina e lamínula 

para dispersão das células, realizada a técnica freeze-crack em nitrogênio líquido (-

196°C) (Conger; Fairchild, 1953), e secas ao ar. As lâminas foram coradas em 

Giemsa 5% por 10 minutos, e posteriormente submetida a observação em 

microscópio ótico. 

A contagem cromossômica foi realizada em células individualizadas, 

preferencialmente em metáfase. O número cromossômico foi determinado com base 

na contagem direta dos cromossomos visíveis, e as imagens representativas foram 

selecionadas para documentação e confecção das pranchas. 

 

2.6. Aclimatização de plantas 

Plantas com raiz e parte aérea expandidas, com aproximadamente 10 cm de 

altura, foram retiradas dos frascos, lavadas em água corrente para a remoção do 
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meio de cultura. Em seguida, foram submersas em água e mantidas por um período 

de 24 horas, posteriormente foram plantadas em copos plásticos (11 cm x 8 cm) com 

orifícios contendo substrato Carolina Soil® (Figura 2). 

Após 5 dias mantidas em condições climatizada (25 ± 2 ºC), as plantas 

foram cultivadas em casa de vegetação, onde permaneceram sob cultivo e 

monitoramento contínuo (Figura 2). 

 

Figura 2. Etapas da aclimatização. (A) Brotações da cv. BRS Terra-Anã retiradas do 
frasco para seleção padronizada; (B) Plantas submergidas em água em bandeja; (C) 
Plantas em substrato sob condições de casa de vegetação. Bar. 6 cm. 
 

 As plantas variantes e exemplares de indivíduos controles foram mantidas 

em cultivo, com o objetivo de acompanhamento do desenvolvimento vegetativo e 

avaliação da estabilidade morfofisiológica durante a fase de crescimento ex vitro. 

À medida que alguns indivíduos atingiram aproximadamente 20 cm de 

altura, apresentando porte adequado e bom vigor vegetativo, estes foram destinados 

a agricultores familiares, como forma de extensão e transferência de tecnologia, 

mantendo-se parte do material sob cultivo para continuidade das avaliações 

experimentais. 

 

2.7. Caracterização estomática 

As folhas analisadas foram coletadas de plantas previamente aclimatizadas 

em casa de vegetação, sob sistema de irrigação controlado. Foram amostrados 

indivíduos triploides (2n = 3x) e mixoploides (2n = 3x/6x), previamente confirmados 

quanto ao nível de ploidia. 

O decalque epidérmico foi obtido nas regiões mediana das faces adaxial e 

abaxial da lâmina foliar. Para a confecção das impressões, utilizou-se adesivo 

instantâneo à base de cianoacrilato (Super Bonder®). Uma gota do adesivo foi 
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depositada sobre lâmina de vidro, sendo imediatamente pressionada contra a 

superfície foliar selecionada por aproximadamente 1 minuto. Após a remoção 

completa da folha, o material permaneceu em secagem ao ar por 5 minutos, antes 

da observação em microscópio óptico. 

Para a determinação da densidade estomática, foram analisadas três folhas 

por nível de ploidia, selecionando-se cinco campos de visualização por face foliar 

nas regiões mediana e central da lâmina, totalizando 15 observações por ploidia. As 

contagens foram realizadas em microscópio óptico com objetiva de 10x. 

A mensuração do comprimento e da largura dos estômatos e das células 

guardas foi realizada em microscópio óptico com objetiva de 40x. Foram avaliadas 

três folhas por ploidia, com cinco medições por folha, totalizando 15 medições por 

nível de ploidia. As análises biométricas foram conduzidas com auxílio do software 

ImageJ (National Institutes of Health, EUA). 

 

2.8. Delineamento experimental 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso (DIC), 

constituído por quatro tratamentos, correspondentes às concentrações de BA (1,0; 

2,0 e 3,0 mg L-¹) e ao tratamento controle (ausência de BA). Cada tratamento foi 

composto por 13 repetições, sendo cada repetição representada por um frasco 

contendo quatro explantes, totalizando 52 unidades experimentais e 208 explantes. 

 Os dados dos experimentos foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e ao modelo linear misto generalizado (GLMM) e Zero-Inflated Negative 

Binomial (ZINB) adequados para dados de contagem com alta superdispersão e 

excesso de zeros. O modelo ZINB permitiu distinguir zeros estruturais de zeros 

amostrais, fornecendo estimativas mais robustas, considerando os efeitos fixos dos 

tratamentos e do tempo, e o efeito aleatório das repetições. Quando constatada 

significância, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade. 

As análises foram realizadas no software Rstudio® (Posit Software, PBC, 

2024). 
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3.0 RESULTADOS 

3.1. Ciclos consecutivos de regeneração in vitro de Musa spp. cv. BRS 

Terra-Anã a partir de ápices caulinares são geneticamente estáveis 

3.1.1. Resposta morfogênica e estabelecimento dos explantes 

Ápices caulinares da cv. BRS Terra-Anã cultivados na presença de 

diferentes concentrações de benziladenina (BA) demonstraram variações 

significativas na produção de brotações ao longo de oito ciclos consecutivos de 

regeneração. Primeiramente, observou-se o intumescimento da região basal dos 

ápices com proliferação celular evidente, e após 11 dias de cultivo, pequenas 

brotações tornaram-se visíveis (Figura 3). 

 

Figura 3. Sequência de multiplicação in vitro de explantes de Musa spp. cv. BRS 
Terra-Anã cultivados em meio MS suplementado com BA. (A–F) Estágios sucessivos 
do desenvolvimento: (A) ápice caulinar estabelecido em meio de cultura MS; (B) 
início da emissão de brotações; (C) formação de múltiplos brotos adventícios; (D) 
alongamento dos brotos e emissão dos primeiros primórdios foliares; (E) brotos 
alongados em diferentes estágios de desenvolvimento; (F) plântulas com sistema 
foliar e radicular completos. 
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3.1.2. Efeito das concentrações de BA na taxa de multiplicação 

A análise comparativa das médias pelo teste de Tukey (p<0,05) revelou que 

a concentração de 1,0 mg L-1 de BA foi a mais eficaz, produzindo uma média de 1,20 

brotos por explante ao longo dos oito ciclos. Este resultado foi estatisticamente 

superior a todos os outros tratamentos testados (Figura 4). A concentração de 3,0 

mg L-1 também apresentou desempenho satisfatório, com média de 1,02 brotos por 

explante, sendo significativamente superior ao grupo controle (0,37 brotos por 

explante) e ao tratamento com 2,0 mg L-1 (0,38 brotos por explante), que não 

diferiram estatisticamente entre si. 

 

Figura 4. Número médio de brotos por explante de Musa spp. cv. BRS Terra-Anã 
em diferentes concentrações de BA no decorrer de oito ciclos consecutivos de 
multiplicação in vitro. As barras de erro indicam o erro padrão. As letras referem-se a 
diferenças estatísticas entre os tratamentos por ciclo de acordo com o teste de 
Tukey, a 5%. 
 

3.1.3. Dinâmica temporal da produção de brotos ao longo dos ciclos 

No primeiro ciclo de cultivo, no qual os explantes provenientes de ápices 

caulinares não foram seccionados, então não foi observada a formação de 

brotações. A partir do segundo ciclo de multiplicação, iniciou-se a proliferação de 

brotos em todos os tratamentos, evidenciando que o seccionamento dos explantes é 

um fator crítico para a indução da organogênese adventícia em Musa spp. (Figura 

5). 
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No ciclo 2, os tratamentos contendo 1,0; 2,0 e 3,0 mg L-1 de BA produziram 

140, 78 e 106 brotos, respectivamente, enquanto o tratamento controle apresentou 

68 brotos. Nos ciclos 3 e 4, observou-se aumento significativo no número de 

brotações em todos os tratamentos, com pico de produção no ciclo 4. Destacaram-

se as concentrações de 1,0 e 3,0 mg L-1, que apresentaram 150 e 126 brotos no 

ciclo 3; e 186 e 194 brotos no ciclo 4, respectivamente. O tratamento controle 

apresentou resposta intermediária no ciclo 4, com 106 brotos, enquanto a 

concentração de 2,0 mg L-1 de BA resultou em menor produção de brotações, com 

82 brotos (Figura 5). 

A partir do quinto ciclo de cultivo, observou-se redução acentuada no 

número de brotações em todos os tratamentos (Figura 5). A redução foi mais 

evidente no tratamento contendo 2,0 mg L-1 de BA, que apresentou apenas 13 

brotos no ciclo 5 e ausência total de brotações nos ciclos subsequentes. 

 

Figura 5. Evolução da produção de brotos ao longo de oito ciclos consecutivos de 
multiplicação in vitro de Musa spp. cv. BRS Terra-Anã em diferentes concentrações 
de BA. Os dados representam o número total de brotos produzidos em cada ciclo 
para cada tratamento. 

 

Em contraste, as concentrações de 1,0 e 3,0 mg L-¹ de BA mantiveram a 

produção de brotos até o ciclo 8, embora com redução progressiva da produção 

relativa após o pico observado no quarto ciclo. Nos ciclos subsequentes, verificou-se 

declínio gradual da capacidade regenerativa, resultando em produção residual de 

brotos nos ciclos finais de multiplicação (Figura 6). 
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Figura 6. Mapa de calor da produção relativa de brotos (%) por ciclo e tratamento 
em Musa spp. cv. BRS Terra-Anã Os valores foram normalizados em relação ao 
valor máximo observado em cada tratamento, permitindo evidenciar a dinâmica da 
capacidade regenerativa ao longo dos subcultivos. 
 

3.1.4. Produção acumulada e eficiência multiplicativa 

A quantificação da produção acumulada ao longo dos oito ciclos confirma o 

padrão observado na análise temporal (Figura 7). O tratamento com 1,0 mg L-1 de 

BA apresentou a maior produção total, atingindo 666 brotos, seguido por 3,0 mg L-1 

de BA com 598 brotos. O tratamento controle produziu 363 brotos, enquanto 2,0 mg 

L-1 de BA resultou em apenas 241 brotos ao longo de todo o período experimental. 

 

Figura 7. Produção acumulada de brotos ao longo de oito ciclos de multiplicação in 
vitro de Musa spp. cv. BRS Terra-Anã em diferentes concentrações de BA. Os 
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valores representam o número total de brotos produzidos em cada tratamento 
durante todo o período experimental. 

 

3.1.5. Implicações para o manejo de subcultivos e risco de variação 

somaclonal 

O declínio acentuado na capacidade regenerativa observado a partir do 

quinto ciclo levanta questões importantes sobre o número ideal de subcultivos 

consecutivos em protocolos de micropropagação comercial. 

No presente estudo, a manutenção de capacidade regenerativa até o oitavo 

ciclo nos tratamentos com 1,0 e 3,0 mg L-1 de BA, embora com produtividade 

decrescente, sugere que a cv. BRS Terra-Anã apresenta relativa estabilidade 

genética sob estas condições. No entanto, considerando o pico de produção no ciclo 

4 e o declínio subsequente, recomenda-se que protocolos comerciais limitem o 

número de subcultivos consecutivos a 3 – 4 ciclos, estabelecendo periodicamente 

novas culturas a partir de ápices caulinares de plantas-matrizes certificadas. 

 

3.2. Ciclos sucessivos de regeneração in vitro de Musa spp. cv. BRS 

Terra-Anã apresentam reduzida instabilidade genética 

A estabilidade genômica das plantas de Musa spp. cv. BRS Terra-Anã 

regeneradas subsequentes a oito ciclos de multiplicação in vitro apresentaram 

reduzida instabilidade genética demonstrada na avaliação da estimativa de DNA 

nuclear via citometria de fluxo. 

Os histogramas de fluorescência obtidos revelaram, na maioria das amostras, 

um pico unimodal de intensidade fluorescente, proporcional com o perfil citométrico 

esperado para plantas de cv. BRS Terra-Anã triploide (2n = 3x = 33 cromossomos). 

Essa observação confirma a preservação da estabilidade genética ao longo dos 

ciclos sucessivos de proliferação in vitro, sem evidências de aneuploidia ou 

poliploidia significativa (Figura 8). Entre as 72 plantas avaliadas, quatro (5,56%) 

apresentaram variações no padrão de ploidia, sendo classificadas como variantes 

somaclonais. 
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Figura 8. Histogramas de citometria de fluxo comparando plantas triploide e 
mixoploide de Musa spp. cv. BRS Terra-Anã. (A) Planta triploide (3x) com pico único 
em 2C; (B) Planta mixoploide (3x/6x) apresentando dois picos distintos, 
correspondentes às populações celulares triploide (2C) e hexaploide (4C). O padrão 
de referência Pisum sativum é indicado em ambos os histogramas. 
 

Entretanto, em um subconjunto de amostras, foram detectados dois picos 

distintos de fluorescência, indicativos de mixoploidia, caracterizada pela coexistência 

de populações celulares triploides e hexaploides (Figura 8 B). Essa alteração na 

estimativa do DNA nuclear cromossômica foi mais prevalente em tratamentos 

submetidos a concentrações de 2,0 mg L-1 BA, enquanto o controle e demais 

concentrações exibiram predominantemente o padrão triploide. 

O conteúdo relativo de DNA nas amostras triploides variou entre 12,6 e 15,4 

pg com coeficiente de variação 3,67%, alinhando-se aos valores do genótipo padrão. 

Em contraste, as amostras mixoploides apresentaram faixas de 26,8 a 29,5 pg e 

6,86% coeficiente de variação, refletindo a proporção de células hexaploides (2n= 

6x= 66 cromossomos) (Figura 9). 

A B 
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Figura 9. Nível de ploidia por meio de análise de DNA nuclear em amostras de Musa 
spp. cv. BRS Terra-Anã. Total de plantas analisadas pela citometria de fluxo. 
 

Plantas triploides (2n=3x) apresentaram 33 cromossomos (Figura 10 A) e 

plantas mixoploides com células (2n=3x ou 6x) com 40 cromossomos (Figura 10 B). 

 
Figura 10. Arranjo cromossômico em metáfases de Musa spp. cv. BRS Terra-Anã. 
(A)* indivíduo triploide (2n = 3x = 33) e (B)** indivíduos mixoploides apresentando 
variação de ploidia entre 2n=3x= 33 e 2n=6x= 66. Bar. 40 µm. 
 

3.3 Aclimatização e Caracterizações estomáticas  
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Após a aclimatização em substrato a cada ciclo com nível de ploidia 

confirmado, em manutenção sob condições controladas de casa de vegetação, 

plantas da cv. BRS Terra-Anã, apresentaram crescimento uniforme, conforme 

esperado para plantas oriundas do sistema de micropropagação (Figura 11). 

 
Figura 11. Plantas de Musa spp. cv. BRS Terra-Anã aclimatizadas, ilustrando 
indivíduos triploides e mixoploides oriundos de diferentes ciclos de regeneração in 



 

60 
 

vitro. (A) Planta triploide (controle); (B) mixoploide do ciclo 4; (C) mixoploide do ciclo 
5; (D – E) mixoploides do ciclo 6, mantidas em casa de vegetação. Bar. 15 cm. 

 

Apesar do desenvolvimento vegetativo homogêneo, diferenças na morfologia 

estomática foram observadas entre plantas triploides e mixoploides cultivadas ex 

vitro, especialmente quanto à densidade estomática e à largura dos estômatos, 

conforme evidenciado tanto pelas imagens (Fig. 12 A–B) quanto pelas análises 

quantitativas.  A maior densidade estomática foi observada em plantas triploides na 

face abaxial, com média de 100,2 estômatos mm², seguida por plantas mixoploides 

na face abaxial, com 85,4 estômatos mm². Valores inferiores foram registrados na 

face adaxial, sendo 29,8 estômatos mm² em plantas triploides e 19,8 estômatos mm² 

em plantas mixoploides, com todas as comparações estatisticamente distintas (Fig. 

12 C). 

 Quanto à morfometria estomática, a largura estomática diferiu 

significativamente entre as ploidias e faces foliares (Fig. 12 D), sendo maior em 

plantas mixoploides na face abaxial (54,2 µm) e menor em plantas triploides na face 

adaxial (46,9 µm), enquanto plantas mixoploides na face adaxial e triploides na face 

abaxial apresentaram valores intermediários (50 e 46 µm respectivamente). 

 

Figura 12. Caracterização dos estômatos das plantas triploides e mixoploides de 
Musa spp. cv. BRS Terra-Anã, cultivadas em casa de vegetação. (A) Epiderme da 
folha triploide face abaxial. (B) Epiderme da folha mixoploide face abaxial. Bars.40 
µm. (C) Densidade estomática (mm2). (D) Largura dos estômatos (μm). As barras 
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indicam o erro padrão, letras distintas dentro de cada variável, diferem entre si, pelo 
teste de Tukey 5%. 

 

Em contraste, o comprimento do estômato não apresentou diferenças 

significativas entre os grupos, variando de 46,1 a 49,0 µm. 

Não houve efeito significativo dos tratamentos sobre a área estomática, o 

comprimento dos estômatos ou as dimensões das células-guarda. A área estomática 

variou de 1884 a 2038 µm², o comprimento dos estômatos de 46,1 a 49,0 µm, e as 

células-guarda apresentaram comprimento entre 38,5 e 40,0 µm e largura entre 17,8 

e 19,8 µm. 

As análises referentes à densidade, morfometria estomática entre plantas 

triploides e mixoploides da cv. BRS Terra-Anã limitaram-se à densidade estomática 

e à largura dos estômatos. 

 

4. DISCUSSÃO 

O corte do explante é um passo fundamental para o sistema de cultivo in 

vitro, possuindo a finalidade de quebrar a dominância do meristema apical do 

explante, processo diretamente refletido na fisiologia da planta, interrompe a 

dominância e atividade de auxinas presentes no ápice, permitindo que citocininas 

atuem diretamente na proliferação de gemas laterais e posteriormente brotos 

adventícios (Sosnowski; Truba; Vasileva, 2023; Suman, 2017). 

As variações de concentrações de reguladores de crescimento 

apresentaram respostas significativas para o número de brotos produzidos, com 

destaque para a concentração de 1,0 mg L-1 de BA, que promoveu a maior taxa de 

multiplicação ao longo dos oito subcultivos. Em estudo realizado por Hasmayaputra, 

Asnawati e Arifin (2024), o meio de cultura suplementando com 1,5 mg L-1 BA 

obtiveram média de 12,0 brotos de Musa spp. Cavendish, ressaltando a não 

utilização de 1,0 mg L-1 BA dentre os tratamentos. Tirkey (2021) por sua vez utilizou 

a combinação de 1,0 mg L-1 BA com 50 mg L-1 de sulfato de adenina a qual resultou 

uma média de 5,5 brotos por explante de Rauvolfia serpentina (L). Contudo, 

observa-se que a concentração de 1,0 mg L⁻¹ de BA apresenta elevada 

responsividade para a indução e multiplicação de brotos em diferentes cultivares de 

Musa spp. e em outras espécies, evidenciando seu expressivo potencial 

regenerativo. A taxa de multiplicação acumulada obtida nessa concentração (666 
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brotos a partir do número inicial de explantes) demonstra a viabilidade técnica e 

econômica do protocolo para fins de produção comercial de mudas. Considerando 

que cada broto regenerado pode ser utilizado como nova fonte de explantes em 

subcultivos sucessivos, a capacidade multiplicativa exponencial do sistema torna-se 

substancial, reforçando sua aplicabilidade em programas de micropropagação em 

larga escala. 

A concentração de 3,0 mg L-1 de BA não diferiu estatisticamente de 1,0 mg 

L-1, demonstrado também em estudos de Naitchede et al. (2025) e Nugrahani et al. 

(2024). Contudo, sob o ponto de vista econômico e prático, a concentração de 1,0 

mg L-1 de BA mostra-se mais viável e recomendada para Musa spp. cv. BRS Terra-

Anã, por proporcionar maior taxa de proliferação e regeneração de brotos com 

menor uso da citocinina. Esta maior resiliência sugere que estas concentrações 

proporcionam um balanço hormonal mais adequado para a manutenção da 

capacidade regenerativa ao longo de múltiplos subcultivos. 

As diferenças observadas entre os estudos também refletem a influência do 

genótipo, pois as cultivares de Musa spp. exibem uma sensibilidade variável às 

citocininas. Além disso, fatores como a composição do meio de cultura, adição de 

reguladores de crescimento e a idade fisiológica dos explantes contribuem para 

essas variações experimentais (Šimoníková et al.,2022; Martanti et al.,2022). 

A técnica de subcultivo sucessivo constitui uma etapa fundamental da 

micropropagação, pois permite a multiplicação seriada de brotos a partir de um 

explante inicial (Chukwu et al., 2025; Mendonça et al., 2020), mantendo o material 

vegetal metabolicamente ativo e apto a novos ciclos de cultivo (Jhurree-Dussoruth, 

2022). O pico de produção observado no quarto ciclo pode estar associado ao 

estabelecimento de um equilíbrio fisiológico entre a competência proliferativa dos 

explantes e as condições físico-químicas do meio de cultura, favorecendo a máxima 

expressão do potencial morfogênico.  

 Entretanto, como observado, em condições de cultivo in vitro, 

especialmente sob exposição prolongada a elevadas concentrações de citocininas e 

sucessivos ciclos de subcultivo, esse estímulo hormonal pode intensificar 

artificialmente a divisão celular, favorecendo a ocorrência de falhas na coordenação 

entre replicação nuclear e citocinese (Yang et al. 2021). Como consequência, podem 

surgir alterações citogenéticas, como endorreduplicação induzindo a ocorrência de 
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variação somaclonal, epigenéticas e fisiológicas, afetando a estabilidade genética e, 

em alguns casos, a morfologia das plantas regeneradas (Oliveira et al., 2022; 

Krishna et al., 2016). 

Embora frequentemente relacionada a anomalias morfológicas e redução de 

vigor, a variação somaclonal também constitui uma importante fonte de variabilidade 

genética, podendo ser explorada como ferramenta de melhoramento vegetal (Das et 

al., 2025). Quando controlada e devidamente caracterizada, essa instabilidade pode 

contribuir para a obtenção de cultivares com maior resistência a estresses bióticos e 

abióticos e melhor desempenho agronômico (Deepthi, 2018; Nwauzoma; Jaja, 

2013). Nesse contexto, a formação de indivíduos mixoploides a partir de plantas 

triploides, observada nos subcultivos suplementados com BA, indica a ocorrência de 

instabilidade citogenética induzida pelas condições in vitro como a submissão à 

múltiplos ciclos de subcultivo, à exposição prolongada a citocininas e ao estresse 

fisiológico acumulado como a oxidação (Sianipar et al., 2024; Ermini et al.,2021). 

A citometria de fluxo constituiu etapa fundamental para a estimativa do 

conteúdo nuclear de DNA das plantas avaliadas, configurando-se como uma das 

metodologias mais rápidas, precisas e sensíveis para a detecção de variações no 

nível de ploidia e de possíveis alterações genômicas estruturais (Ho; Eng; Ling, 

2024). 

A quantificação de núcleos para a estimativa de DNA foi realizada com base 

na intensidade relativa de fluorescência dos núcleos corados, utilizando Pisum 

sativum como padrão interno de referência. A análise dos histogramas revelou que a 

maioria dos indivíduos apresentou pico principal compatível com o nível triploide 

esperado, com valores consistentes e bem definidos, indicando estabilidade 

citogenética. Entretanto, em determinadas amostras, observou-se a presença de 

dois picos distintos no histograma, correspondentes a níveis triploide e próximos à 

hexaploide no mesmo indivíduo, caracterizando a ocorrência de mixoploidia, 

evidenciando a coexistência de populações celulares com diferentes níveis de 

ploidia. Esses resultados demonstram a eficiência da citometria de fluxo como 

ferramenta para monitoramento da estabilidade genética. 

Após a triagem preliminar por citometria de fluxo, os indivíduos variantes e 

controle foram submetidos à confirmação citogenética por meio da contagem direta 

de cromossomos em metáfase, utilizando meristemas radiculares. (Souza et al., 
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2023; Guimarães et al., 2009). As análises confirmaram que a maioria das células 

apresentaram 2n = 3x = 33 cromossomos, compatível com o padrão triploide 

esperado para o subgrupo Terra (AAB) (Dehury; Dehery; Das, 2021; Nwauzoma et 

al., 2002). Entretanto, em determinados indivíduos, observou-se a coexistência de 

células entre 33 e 66 cromossomos (2n = 6x), caracterizando mixoploidia. 

A ocorrência de mixoploides sugere eventos de duplicação possivelmente 

associados a falhas na segregação cromossômica ou à ocorrência de 

endorreduplicação. A incidência dessas alterações foi observada 

predominantemente em indivíduos submetidos a ciclos de subcultivos sucessivos 

sob exposição à BA, indicando que o estímulo citocinínico prolongado pode atuar 

como fator indutor de instabilidade mitótica (Ferreira et al., 2023).  

Embora a maioria das plantas mantiveram-se triploide característica, a 

detecção de mixoploidia evidencia que o protocolo de micropropagação da cv. BRS 

Terra-Anã, em ciclos de subcultivo sob exposições prolongadas de BA, pode 

desencadear alterações no nível de ploidia. 

A ocorrência de estômatos nas faces adaxial e abaxial confirma o padrão 

anfiestomático, com predominância na face abaxial, conforme relatado para 

diferentes cultivares de bananeira (Morais et al., 2023; Nyainleta; Pesik; Hiariej, 

2022; Costa et al., 2009). Esse arranjo anatômico está associado à otimização das 

trocas gasosas e à redução da perda hídrica sob condições edafoclimáticas. 

A comparação entre níveis de ploidia revelou que indivíduos mixoploides 

apresentaram redução consistente na densidade estomática, acompanhada por 

aumento nas dimensões das células-guarda. A diminuição aproximada de 15% na 

densidade estomática na face abaxial sugere que a alteração no conteúdo nuclear 

interfere diretamente na organização da epiderme foliar. Esse padrão está de acordo 

com a relação descrita entre ploidia e densidade estomática, na qual o aumento do 

DNA nuclear promove expansão celular, resultando em estômatos maiores e menos 

numerosos (Vandenhout et al., 1995). 

De modo geral, os resultados indicam que a ploidia da cv. BRS Terra-Anã 

influenciam principalmente a densidade estomática, enquanto as características 

relacionadas à morfometria dos estômatos (comprimento, área e dimensões das 

células-guarda) permanecem relativamente estáveis entre os grupos avaliados. 
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Os resultados evidenciam que protocolos de micropropagação devem ser 

ajustados conforme o sistema experimental, sendo a escolha da citocinina, da 

concentração e do número de ciclos determinante para eficiência e qualidade das 

mudas. Para o uso de ápices caulinares, a concentração de 1,0 mg L⁻¹ de BA 

destacou-se por aliar alta eficiência multiplicativa e viabilidade econômica, uma vez 

que o aumento das concentrações não proporcionou maior produtividade, além de 

aumentar riscos fisiológicos como variação somaclonal. Além disso, a condução do 

protocolo entre três e cinco ciclos de subcultivo configura intervalo tecnicamente 

seguro para manter elevada produtividade sem ampliar significativamente o risco de 

variações somaclonais. Assim, o protocolo proposto integra eficiência técnica, 

racionalização de insumos e controle de estabilidade genética, apresentando 

potencial aplicabilidade comercial e contribuição direta para o fortalecimento 

sustentável da bananicultura. 

 

5. CONCLUSÃO 

Entre as concentrações de benziladenina (BA) avaliadas, 1,0 mg L-1 

destacou-se como a mais responsiva para a multiplicação in vitro da cv. BRS Terra-

Anã, promovendo maior taxa de proliferação de brotos aliada à viabilidade técnica e 

econômica do protocolo. A taxa de multiplicação ao longo de oito ciclos consecutivos 

de subcultivo apresentou variações entre os ciclos, com pico produtivo observado 

entre o terceiro e o quarto subcultivo, indicando que a limitação a três ou quatro 

subculturas consecutivas pode otimizar a produtividade, ao mesmo tempo em que 

reduz a exposição prolongada ao regulador de crescimento e, consequentemente, o 

risco de alterações citogenéticas. 

O monitoramento da estabilidade genética por meio da citometria de fluxo 

evidenciou a ocorrência de variações no nível de ploidia, incluindo eventos de 

mixoploidia, demonstrando que subcultivos sucessivos sob exposição contínua à BA 

podem estar associados à indução de alterações citogenéticas. Esses achados 

reforçam a necessidade de controle periódico da qualidade genética em programas 

de micropropagação comercial. 

Adicionalmente, a correlação entre ploidia e parâmetros morfométricos 

estomáticos confirmou a associação clássica entre aumento do nível de ploidia e 

ampliação das dimensões estomáticas, especialmente da largura, acompanhada de 
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redução na densidade estomática. Tal relação demonstra que a análise anatômica 

foliar constitui ferramenta complementar eficiente para a triagem preliminar de 

variações citogenéticas detectadas por citometria de fluxo. 

Dessa forma, no contexto das condições experimentais adotadas, propõe-se 

um protocolo de micropropagação eficiente para a cv. BRS Terra-Anã, com definição 

da concentração de BA mais responsiva e número recomendado de subculturas, 

aliado à implementação de monitoramento citogenético sistemático, a fim de 

assegurar a qualidade genética das mudas produzidas em larga escala. 
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CITOCININAS 
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de 2026. Regeneração in vitro de bananeira cv. BRS Terra-Anã via técnica de 
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Dr. Ilio Fealho de Carvalho. 

 

RESUMO 

A micropropagação de bananeira (Musa spp.) é uma ferramenta biotecnológica 
essencial para a produção massal de mudas de alta qualidade. Este estudo 
investigou, pela primeira vez, a aplicação da técnica de camadas finas de tecido 
(Thin Cell Layer – TCL) na regeneração organogênica da cv. BRS Terra-Anã, 
avaliando as respostas morfogenéticas induzidas por três citocininas: benziladenina 
(BA), thidiazuron (TDZ) e meta-topolina (mT), em cinco concentrações (0,0; 1,0; 2,0; 
3,0 e 4,0 mg·L⁻¹). Explantes nodulares ultrafinos (≈1,1 mm) foram cultivados em 
meio MS modificado durante 120 dias. Os resultados revelaram padrões 
morfogenéticos contrastantes: TDZ promoveu a maior taxa de multiplicação (8,46 
brotos por explante aos 120 dias com 2,0 mg L⁻¹). Em contraste, mT demonstrou 
superioridade qualitativa, produzindo regenerantes com maior vigor, alongados e 
com alta competência para enraizamento (92% dos brotos apresentaram primórdios 
radiculares). A análise estatística via modelos lineares mistos generalizados (GLMM) 
e Zero-Inflated Negative Binomial (ZINB) confirmou a significância dos efeitos de 
tratamento, tempo e suas interações (p < 0,05). A técnica TCL mostrou-se altamente 
eficiente para bananeira, permitindo maior densidade de inoculação (sete explantes 
por frasco) e otimização do uso de recursos. Para protocolos de micropropagação 
comercial que priorizam eficiência, incluindo aclimatização, mT a 2,0–3,0 mg L⁻¹ 
representa a escolha ótima. Este estudo preenche uma lacuna metodológica 
importante na literatura de cultura de tecidos de Musa spp. e fornece subsídios para 
otimização de protocolos de micropropagação em larga escala. 
 
Palavras-chave: Micropropagação; Musa spp.; Organogênese; Meta-topolina; 
Thidiazuron; Cultura de tecidos vegetais.  
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ABSTRACT 

Micropropagation of banana (Musa spp.) is an essential biotechnological tool for 
mass production of high-quality plantlets. This study investigated, for the first time, 
the application of the Thin Cell Layer (TCL) technique in organogenic regeneration of 
cultivar BRS Terra-Anã, evaluating morphogenetic responses induced by three 
cytokinins: benzyladenine (BA), thidiazuron (TDZ), and meta-topolin (mT), at five 
concentrations (0.0, 1.0, 2.0, 3.0, and 4.0 mg·L⁻¹). Ultrathin nodular explants (≈1.1 
mm) were cultured on modified MS medium for 120 days. Results revealed 
contrasting morphogenetic patterns: TDZ promoted the highest multiplication rate 
(8.46 shoots per explant at 120 days with 2.0 mg·L⁻¹), but with severe qualitative 
limitations, including hyperhydricity and absence of rooting competence. In contrast, 
mT demonstrated qualitative superiority, producing more vigorous, elongated 
regenerants with high rooting competence (92% of shoots presented root primordia). 
Statistical analysis via Generalized Linear Mixed Models (GLMM) and Zero-Inflated 
Negative Binomial (ZINB) confirmed the significance of treatment, time effects, and 
their interactions (p < 0.05). The TCL technique proved highly efficient for banana, 
allowing higher inoculation density (seven explants per flask) and optimization of 
resource use. For commercial micropropagation protocols prioritizing overall 
efficiency, including acclimatization, mT at 2.0–3.0 mg·L⁻¹ represents the optimal 
choice. This study fills an important methodological gap in the Musa spp. Tissue 
culture literature and provides support for optimization of large-scale 
micropropagation protocols. 
 
Keywords: Micropropagation; Musa spp.; Organogenesis; Meta-topolin; Thidiazuron; 
Plant tissue culture. 
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1. INTRODUÇÃO 

A bananeira (Musa spp.) consolidou-se como uma das culturas de maior 

relevância socioeconômica global, sendo a fruta mais comercializada 

internacionalmente e um pilar fundamental para a segurança alimentar em regiões 

tropicais e subtropicais (Galán et al., 2018). Com uma produção mundial estimada 

em mais de 95 milhões de toneladas, o Brasil destaca-se como o quinto maior 

produtor, desempenhando um papel estratégico na bioeconomia frutícola da 

América Latina (Silva et al., 2013). No entanto, a sustentabilidade da bananicultura 

enfrenta ameaças fitossanitárias sem precedentes, como o avanço da murcha de 

Fusarium (Raça Tropical 4 – TR4) e da Sigatoka-negra, que exigem a renovação 

constante dos plantios com clones de alta fidelidade genética e isentos de 

patógenos (Kumar et al., 2024). 

Neste cenário, a micropropagação convencional via ápices caulinares tem 

sido o método padrão para a produção massal de mudas. Contudo, apesar de sua 

ampla adoção, essa técnica ainda apresenta gargalos importantes, como taxas de 

multiplicação limitadas, elevados custos operacionais por unidade produzida e risco 

de variações somaclonais, especialmente em decorrência do uso prolongado ou de 

altas concentrações de reguladores de crescimento (Cejas et al., 2011; Tegen, 

2016). Para superar essas limitações, a técnica de Camadas Finas de Tecido (Thin 

Cell Layer – TCL) emerge como uma alternativa disruptiva e de alto rendimento. 

Baseada no uso de explantes ultrafinos (0,1 a 5,0 mm), a TCL maximiza a área de 

contato com o meio de cultura e otimiza a reprogramação celular devido à maior 

densidade de tecidos meristemáticos e vasculares expostos (Teixeira; Dobránszki, 

2015). Embora promissora, a aplicação da TCL em Musa spp. ainda é escassa na 

literatura, carecendo de protocolos otimizados para cultivares de relevância regional. 

Um dos fatores determinantes para o sucesso da regeneração in vitro via 

TCL é o balanço hormonal, especificamente a escolha da citocinina. 

Tradicionalmente, a benziladenina (BA) e o thidiazuron (TDZ) têm sido os 

reguladores mais empregados. Embora a BA seja amplamente utilizada devido à 

sua disponibilidade e eficiência na indução de brotações, sua presença pode 

comprometer o desenvolvimento do sistema radicular. Esse efeito tem sido 

associado tanto ao acúmulo de metabólitos derivados da BA na base do explante 

quanto ao desequilíbrio hormonal entre citocininas e auxinas, uma vez que níveis 
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elevados de citocininas tendem a inibir processos relacionados ao enraizamento 

(Sosnowski; Truba; Vasileva, 2023; Aremu et al., 2012ª). 

 Já o TDZ, apesar de seu potente efeito proliferativo, é frequentemente 

associado a desordens fisiológicas como a hiperhidricidade, comprometendo a 

qualidade das mudas e o sucesso na aclimatização (Salma et al., 2024). Em 

contrapartida, a meta-topolina (mT), um análogo aromático da BA, tem demonstrado 

resultados superiores em diversas espécies lenhosas e herbáceas. A vantagem 

metabólica da mT reside em sua translocação eficiente e desativação via 

metabólitos que não interferem na sinalização das auxinas endógenas, promovendo 

um equilíbrio único entre altas taxas de multiplicação e excelente competência 

radicular in vitro (Abdalla; Dobránszki, 2024; Grira et al., 2024). 

A cv. BRS Terra-Anã representa um avanço estratégico para a agricultura 

brasileira, oferecendo resistência e produtividades adaptadas às condições locais. 

No entanto, a expansão comercial desta cultivar depende diretamente da 

disponibilidade de protocolos biotecnológicos que assegurem o vigor vegetativo e a 

sanidade do material propagativo. 

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial 

morfogenético de explantes TCL da cv. BRS Terra-Anã sob diferentes regimes de 

BA, mT e TDZ. A fim de maximizar a taxa de multiplicação, visando a otimização da 

cadeia produtiva de mudas e o fortalecimento da bananicultura nacional. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Preparo dos Explantes e Condições de Cultivo 

Foram utilizadas formações nodulares de bananeira cv. BRS Terra-Anã 

previamente estabelecidos in vitro. Os explantes TCL foram obtidos através de 

cortes transversais ultrafinos (aproximadamente 1,1 mm de espessura) na região do 

disco basal (Teixeira; Dobránszki, 2015) (Figura 1). Os explantes foram inoculados 

em meio de cultura MS (Calsson Labs, Smithfield, UT, USA) (Murashige & Skoog, 

1962) e vitaminas de White (1943), suplementado com 30 g L⁻¹ de sacarose, 100 mg 

L-1 de 76nositol (Acumedia®; Neogen, Lansing, MI, USA) e solidificado com 2,8 g L-1 

de Phytagel (Sigma Aldrich®), O meio foi suplementado com reguladores de 
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crescimento vegetal, como Benziladenina (BA), Meta-topolina (mT) e Thidiazuron 

(TDZ) (Sigma Aldrich®). 

 

Figura 1. Etapas do preparo das TCLs. (A) Formação nodular. Bar. 2 cm. (B) TCLs 
após seccionadas. Bar. 2 cm (C) TCL evidenciando estabelecida em meio de cultura 
evidenciando expessura. Bar. 1 cm. (D) Disposição das TCLs após a inoculação em 
meio de cultura. Bar. 2 cm. 

2.2 Tratamentos Experimentais 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso, em 

esquema fatorial 3 × 5 × 4, envolvendo três citocininas (BA, mT e TDZ), cinco 

concentrações (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L⁻¹) e quatro tempos de avaliação (30, 60, 

90 e 120 dias de cultivo). Para cada tratamento foram utilizadas cinco repetições, 

sendo cada repetição constituída por um frasco de cultivo com capacidade de 250 

mL, contendo 40 mL de meio de cultura e sete explantes do tipo TCL. 

2.3 Coleta de Dados e Análise Estatística 

Foram avaliados o número de brotos por explante, o comprimento do broto 

(mm), o número de folhas, o diâmetro do pseudocaule (mm) e a presença de raízes. 

Os dados foram analisados utilizando Modelos Lineares Mistos Generalizados 

(GLMM) para variáveis contínuas e Modelos Zero-Inflated Negative Binomial (ZINB) 

para dados de contagem com excesso de zeros (Zuur et al., 2009). As análises 

foram realizadas no software R (R Core Team, 2023). 

3. RESULTADOS 

A regeneração via TCL seguiu um padrão de organogênese direta, com a 

formação de primórdios de brotos a partir da periferia do explante (Figura 2). 
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Figura 2. Etapas da organogênese in vitro em explantes de camadas finas de tecido 
(TCL) da cv. BRS Terra-Anã. (A-B) Início da resposta morfogenética com 
intumescimento dos tecidos; (C-D) Desenvolvimento de múltiplos primórdios de 
brotos a partir da região subepidérmica. 
 

Houve efeito significativo da interação entre tipo de citocinina, concentração 

e tempo de cultivo (p < 0,001). A dinâmica de proliferação variou drasticamente entre 

os reguladores (Figuras 3, 4 e 5). 

 
Figura 3. Dinâmica temporal do número médio de brotos por explante TCL sob 
diferentes concentrações de benziladenina (BA). As linhas representam as médias 
ajustadas pelo modelo ZINB ao longo de 120 dias de cultivo. 
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Figura 4. Resposta proliferativa de explantes TCL em função de diferentes 
concentrações de meta-topolina (mT). Observa-se um incremento linear na 
produção de brotos até os 120 dias, com estabilização qualitativa superior. 
 
O thidiazuron (TDZ) promoveu a maior taxa de multiplicação, alcançando média de 
8,46 brotos por explante na concentração de 2,0 mg L-1 aos 120 dias (Figura 4). 

 

Figura 5. Efeito de concentrações de thidiazuron (TDZ) na multiplicação de brotos 
via TCL. Nota-se o maior potencial quantitativo deste regulador aos 120 dias de 
cultivo em comparação aos demais tratamentos. 

 

No entanto, observou-se um painel visual de diferenciação nítido entre os 

tratamentos (Figura 6). 
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Figura 6. Aspectos morfológicos de regenerantes da cv. BRS Terra-Anã aos 120 
dias de cultivo em função da citocinina e concentração. (A-D) BA; (E-H) mT e (I-L) 
TDZ. Escala de tempo horizontal (30, 60, 90 e 120 dias). 
 

A análise comparativa pelo teste de Tukey (Figura 7) e a relação entre 

brotos totais e plantas viáveis (Figura 8) destacam a superioridade quantitativa do 

TDZ e a eficiência qualitativa da mT. 

 

Figura 7. Comparação estatística do número de brotos aos 120 dias entre as três 
citocininas nas concentrações testadas. Letras diferentes indicam diferença 
significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). 
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Figura 8. Análise comparativa entre o número total de brotos regenerados e o 
número de plantas individualizadas aos 60 e 120 dias. Observa-se a discrepância 
entre produção bruta (TDZ) e aproveitamento final (mT). 
 

As variáveis morfométricas (Figura 9) confirmaram que a mT produz plantas 

com pseudocaule mais robusto e folhas mais largas, facilitando a etapa posterior de 

aclimatização. 
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Figura 9. Parâmetros morfométricos e competência radicular de regenerantes aos 
120 dias. Visão geral das plantas formadas (A) Planta controle cultivada em meio 
MS isento de reguladores de crescimento; plantas previamente induzidas em meio 
suplementado com reguladores de crescimento vegetal (PGRs): (B) BA; (C) mT; (D) 
TDZ. Bar. 5 cm; (E-I) Gráficos de barras representando comprimento do 
pseudocaule, largura foliar, comprimento foliar, largura do pseudocaule e 
comprimento radicular. Barras representam erro padrão da média (SEM). 
 

Por fim, a síntese dos resultados demonstra que, embora o TDZ maximize a 

produção numérica, a mT oferece um equilíbrio superior entre eficiência proliferativa 

e qualidade fisiológica (Figura 10). 

 

Figura 10. Comparação de citocininas na técnica TCL em Musa spp. cv. BRS Terra-
Anã. (A) Síntese da eficiência proliferativa: Número de brotos por explante TCL em 
função dos tratamentos.Índice de qualidade fisiológica e competência para 
enraizamento in vitro; (B) A meta-topolina (mT) resultou em maior vigor e prontidão 
para aclimatização. 
 

4. DISCUSSÃO 

A eficácia da técnica de Camadas Finas de Tecido (TCL) para a regeneração da 

cv. BRS Terra-Anã confirma a premissa de que explantes de dimensões reduzidas 

maximizam a competência morfogenética (Sharma et al., 2023). A superioridade da 

TCL em relação aos métodos convencionais de ápices caulinares (Cronauer; 

Krikorian, 1984) deve-se à maior exposição das células aos reguladores de 

crescimento e à proximidade dos tecidos vasculares, facilitando a absorção de 

nutrientes e a reprogramação celular (Teixeira; Dobránszki, 2015). 

O thidiazuron (TDZ) demonstrou ser a citocinina mais eficaz na indução de 

brotações, um resultado consistente com o relatado por Salma et al. (2024), que 

destacam o TDZ como um regulador de alta estabilidade metabólica capaz de inibir 
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a enzima citocinina oxidase. No entanto, a alta taxa de multiplicação (8,46 

brotos/explante) foi acompanhada por baixa competência radicular espontânea. Este 

fenômeno ocorre porque o TDZ, sendo uma fenilureia, pode induzir estresse 

oxidativo e desequilíbrios na síntese de etileno, resultando em tecidos com excesso 

de água e paredes celulares pouco lignificadas (Abdalla; Dobránszki, 2024). Em 

protocolos de alto impacto, a produtividade bruta não deve se sobrepor à viabilidade 

técnica, o que torna o uso isolado de TDZ em altas concentrações um risco para a 

produção comercial da cv. BRS Terra-Anã. 

A meta-topolina (mT) destacou-se como o regulador mais equilibrado, 

promovendo não apenas uma proliferação satisfatória, mas também o melhor 

desenvolvimento morfométrico. A notável taxa de enraizamento espontâneo (92%) 

observada nos tratamentos com mT representa um diferencial crítico. Ao contrário 

da benziladenina (BA), que frequentemente inibe a formação de raízes, a mT possui 

uma via metabólica distinta. Estudos recentes indicam que os derivados da mT são 

translocados de forma mais eficiente e sua desativação via N9-glicosilação ocorre de 

modo a não interferir na sinalização das auxinas necessárias para a iniciação 

radicular (Grira et al., 2024; Hussain et al., 2019). 

Além disso, o vigor das plantas tratadas com mT, evidenciado pelo maior 

diâmetro do pseudocaule e largura foliar, são características preditores diretos de 

sucesso na etapa de aclimatização, reduzindo o tempo de permanência em casa de 

vegetação e a mortalidade ex vitro (Talla et al., 2022; Koç, 2021). 

A escolha entre mT e TDZ deve considerar o objetivo final do produtor. Se o 

foco for a multiplicação rápida em fases iniciais, reguladores de maior atividade 

citocinínica podem favorecer taxas elevadas de proliferação. Contudo, para a cv. 

BRS Terra-Anã, a recomendação de mT (2,0-3,0 mg L-1) mostra-se mais segura e 

eficiente. 

É importante ressaltar que o uso prolongado de citocininas de alta atividade, 

como o TDZ, aumenta o risco de variações somaclonais (Aremu et al., 2012b). 

Embora a mT seja frequentemente associada a uma maior estabilidade genética em 

diversas espécies (Hussain et al., 2019), recomenda-se o monitoramento molecular 

dos regenerantes para garantir a fidelidade genética desta cultivar brasileira em 

larga escala. 
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A técnica de TCL apresenta-se não apenas como um método de 

regeneração, mas como uma perspectiva transformadora para a produção massal 

de mudas da cv. BRS Terra-Anã. A capacidade de gerar múltiplos brotos a partir de 

secções ultrafinas abre caminho para a automação do processo e a integração com 

sistemas de biorreatores de imersão temporária (TIS), o que poderia reduzir 

drasticamente os custos operacionais e o tempo de laboratório. Além disso, a 

otimização deste protocolo permite uma resposta rápida a demandas de mercado e 

programas de fomento agrícola, garantindo o fornecimento de material propagativo 

com alto rigor sanitário e vigor vegetativo. 

Em suma, a transição para métodos mais refinados como a TCL, apoiada 

pela bioeficiência da meta-topolina, fornece as bases para que produtores e 

biofábricas otimizem seus sistemas produtivos, assegurando que a cv. BRS Terra-

Anã alcance seu pleno potencial produtivo no campo com o suporte de uma base 

científica sólida e inovadora. 

Considerando a eficiência global do processo de micropropagação, que 

inclui a taxa de sobrevivência na aclimatização, a meta-topolina na faixa de 2,0 a 3,0 

mg L-1 mostrou-se a melhor recomendação para produção comercial. Embora 

produza menos brotos que o TDZ em números absolutos, os regenerantes de mT 

possuem maior vigor e competência para o estabelecimento ex vitro. 

 

5. CONCLUSÃO 

A técnica TCL é um método viável e eficiente para a regeneração in vitro da 

cv. BRS Terra-Anã, permitindo alta densidade de explantes e otimização do meio de 

cultura. O thidiazuron (TDZ) a 2,0 mg L-1 maximiza a produção numérica de brotos, 

mas compromete a qualidade fisiológica e o enraizamento das plântulas. A meta-

topolina (mT) a 2,0-3,0 mg L-1 é a citocinina mais indicada para protocolos que visam 

mudas de alta qualidade, apresentando o melhor equilíbrio entre multiplicação e 

prontidão para o campo. 
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CONCLUSÃO GERAL 

A regeneração de explantes de Musa spp. cv. BRS Terra-Anã em ciclos 

sucessivos de subcultivo sob ação de BA evidenciou elevado potencial proliferativo, 

destacando-se a concentração de 1,0 mg L⁻¹ como a mais eficiente por conciliar alta 

produtividade de brotos e viabilidade econômica. O monitoramento sistemático dos 

subcultivos mostrou-se indispensável para assegurar a fidelidade genética das 

plantas regeneradas, considerando o risco de variações somaclonais associado ao 

estresse oxidativo, à exposição prolongada a citocininas e ao número elevado de 

repicagens. Recomenda-se a realização de três a quatro subculturas como 

estratégia para maximizar a multiplicação com menor probabilidade de instabilidade 

genética. 

A micropropagação por meio da técnica de TCL demonstrou forte 

dependência do tipo de citocinina, da concentração e do tempo de exposição, 

evidenciando que não há um regulador universalmente superior, mas respostas 

específicas conforme o objetivo da cultivar. O TDZ promoveu elevada indução de 

brotos, embora com menor vigor; o mT favoreceu melhor qualidade fisiológica; e a 

BA proporcionou produção intermediária, aliada a menor custo e ampla 

aplicabilidade. As diferenças entre reguladores refletiram-se tanto na quantidade 

quanto na qualidade e no vigor dos brotos regenerados, reforçando a importância da 

escolha estratégica do PGR conforme a finalidade produtiva. 

Diante da inexistência de protocolos consolidados para a cv. BRS Terra-Anã, 

os resultados obtidos constituem base técnica consistente para programas de 

micropropagação comercial. A padronização das concentrações hormonais, do 

número de subcultivos e do tipo de regulador de crescimento permite aliar eficiência 

regenerativa, qualidade fisiológica e segurança genética. Considerando a relevância 

agronômica da cultivar para a agricultura familiar, os achados contribuem para 

viabilizar a produção em larga escala de mudas uniformes e de alto desempenho, 

consolidando a BA como principal alternativa para multiplicação, com uso 

complementar de TDZ ou mT conforme o objetivo específico do sistema produtivo. 

 


