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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo estabelecer uma metodologia répida e eficiente para inducao de
calos e embrides sométicos, estabelecimento de células em suspensdo, regeneragao em plantas
e estudar a estabilidade genética dos regenerantes produzidos. Foram utilizadas flores
masculinas imaturas de variedades de bananeira tripléides (Grande naine, Maca e Terra) para
inducdo embrides somaticos. Os embrides somaticos formados foram transferidos para meio
de cultura liquido para estabelecimento de suspensdo celular para cada variedade. Foram
instalados experimentos para ajuste de protocolo de regeneracdo das suspensdes via
embriogénese somatica, utilizando varias combinacdes dos reguladores de crescimento BAP e
AIA. As plantas regeneradas foram individualizadas, enraizadas e aclimatizadas em casa de
vegetacdo e posteriormente levadas a campo. A avaliacdo da estabilidade genética das plantas
geradas foi realizada através de caracteres agrondmicos, morfologicos e moleculares
(marcadores microssatélites). O tempo para inducdo de embriogénese em bananeira pode
levar de 45 dias (‘Terra’) a 180 dias (‘Grande naine’). Na regeneragdo a partir de suspensao
celular, a variedade Magca, apresentou os melhores resultados no meio de cultura MS sem
acréscimo de reguladores de crescimento. Para a variedade Grande naine este mesmo meio
apresentou melhores resultados para diferenciacio em embrides, mas estes ndo foram
convertidos em plantas. Na avaliacdo da estabilidade genética, as plantas analisadas das trés
variedades, através de caracteres agronomicos, morfolégicos e moleculares, ndo apresentaram
variacdo somaclonal, algumas plantas da variedade Terra apresentaram variacdo epigenética.

Palavras-chave: Variacdo epigenética. Suspensdo celular. SSR. Musa sp. Embriogénese
somatica.



ABSTRACT

The objective of the present work was to establish a quick and efficient methodology for
callus and somatic embryo induction, establishment of cell suspension, regeneration in plants
and study the genetic stability of the regenerants produced. Immature male flowers of triploid
banana varieties (Grande naine, Maca e Terra) were used for the induction of somatic
embryos. The somatic embryos formed were transferred to liquid culture medium for the
establishment of the cell suspension for each variety. Experiments were carried out in order to
adjust the regeneration protocols for the suspensions via somatic embryogenesis using many
combinations of BAP and AIA regulators. The regenerated plants were individualized, rooted
and acclimatized under greenhouse conditions and further taken to the field. The evaluation of
the genetic stability of the plants generated was carried out using agronomical morphological
and molecular (microsatellite marker) characteristics. The time for the induction of
embryogenesis in bananas can take up from 45 (‘Terra’) to 180 days (‘Grande naine’). For the
regeneration of the cell suspension, the Maca variety presented best results in MS culture
medium without addition of growth regulators. For the Grande naine variety, this same
medium presented best results for differentiation into embryos, but these were not converted
into plants. For the evaluation of the genetic stability, plants analyzed from the three varieties
using agronomical, morphological and molecular characteristics did not show any somaclonal
variation, some plants of the Terra variety showed epigenetic variation.

Key-words: SSR. Somatic embryogenesis. Musa sp. Epigenetic variation. Cell suspension.
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INTRODUCAO GERAL

A cultura da bananeira assume importancia econdmica e social em todo o mundo,
sendo cultivada em mais de 80 paises tropicais, principalmente por pequenos agricultores. O
Brasil € o quarto produtor mundial de banana, tendo produzido 7,0 milhdes de toneladas em
2006, em uma area aproximada de 500 mil hectares. A India produziu, no mesmo periodo, 12
milhdes de toneladas em 400 mil hectares (FAO, 2009). A bananeira é cultivada de Norte a
Sul do Pais e, praticamente, toda fruta produzida € comercializada no mercado interno,
representando as exportagdes apenas 3,4% da producdo. A cultura da banana destaca-se como
a segunda fruta mais importante em area colhida, quantidade produzida, valor da produgdo e
consumo (BORGES e SOUZA, 2004). Sao Paulo continua sendo o primeiro estado produtor,
com 1.178.140 t (17,6% da produgdo nacional). A Bahia detém a segunda maior (975.620 t,
ou 14,6% do total) e teve um acréscimo significativo de produgdo entre 2004 e 2005 (11,8%),
em razdo de uma maior area colhida - a Bahia apresentou a maior area em 2005 (70.896 ha) e
€ neste estado que estd o municipio com maior produ¢do de banana do pais, Wenceslau
Guimaraes (IBGE, 2009). A maioria dos bananicultores é composta por pequenos produtores
que utilizam a banana como fonte de renda em seu orcamento, cabendo-lhe um papel
fundamental na fixa¢do da mao-de-obra rural.

Consumida em sua quase totalidade na forma in natura, a banana constitui parte
integrante da alimentacdo das populagdes de baixa renda, ndo s6 pelo valor nutritivo, mas
também pelo seu baixo custo. Contém vitaminas A, B e C, muito potdssio, pouco sddio,
nenhum colesterol e mais agicar que a maca (ALVES et al., 2004).

Apesar da grande importancia da banana, sua producao esta seriamente comprometida
por diferentes enfermidades causadas por fungos, bactérias, virus e nematdides. Em Musa
spp, variedades resistentes a doencas existem particularmente entre os diploéides nao
cultivados e a transferéncia dessas caracteristicas para triploides cultivados por hibridagdo é
dificultada, principalmente devido ao fato da maioria das cultivares serem estéreis e/ou
apresentar um sistema de reproducao sexual dificil (BAKRY et al., 1997).

Associada a falta de resisténcia as principais doencas e pragas, a maioria das
variedades comerciais é pouco produtiva e tem porte alto. As cultivares mais conhecidas
(Prata, Pacovan, Maca, Grande naine e Terra) sdo muito suscetiveis a Sigatoka-negra e, a
excecdo da Terra e Maca, sd@o também suscetiveis a Sigatoka-amarela. Com relacdo ao mal-
do-Panama, as cultivares Grande naine e Terra, sdo resistentes, a Maca € altamente suscetivel

e as demais cultivares sdo medianamente suscetiveis. As doencas Sigatoka-amarela e negra,
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ou ainda o mal-do-Panamd, podem causar perdas na produgdo de até 100%, a depender da
cultivar e/ou condi¢do de cultivo. Uma das estratégias para a solucdo dos problemas
mencionados € a criagdo de novas variedades.

O método de melhoramento mais utilizado em bananeira € realizado mediante o
cruzamento de diploides pré-melhorados AA com tripldides comerciais AAB, gerando
hibridos tetrapléides com boas caracteristicas de fruto e resisténcia a pragas. Esta metodologia
tem sido empregada no programa de melhoramento de bananeira na Embrapa de 1982 até os
dias atuais, com a obtencdo de uma série de cultivares, do tipo Prata e Maca. No entanto, esta
estratégia € dificultada devido a esterilidade de alguns gendtipos tripléides, como os do
subgrupo Cavendish que sdo as de maior interesse no mercado internacional (SILVA et al.,
2001; SILVA et al., 2004).

O que dificulta o melhoramento convencional (cruzamentos) é a auséncia de sementes
nas cultivares de banana, o que pode ser devido a inexisténcia de pdlen vidvel e/ou de
polinizadores naturais eficientes. As cultivares que ndo produzem sementes quando
polinizadas ou aquelas que produzem em pequena quantidade podem ser tanto dipldides
quanto tripldides, onde a ausé€ncia desta caracteristica estd relacionada a intensa selecao
agrondmica, sendo um reflexo do processo de domesticacdo da espécie (SILVA et al., 2002).

Um dos maiores desafios dos programas de melhoramento de plantas alégamas,
autégamas e de propagacdo vegetativa € a reducdo do tempo de lancamento de novas e
melhores cultivares. A duracdo do programa, naturalmente depende dos métodos de
melhoramento empregados, e véarios anos sdo despendidos nas etapas de recombinacdo e
selecdo de materiais superiores e outros tantos na multiplicacdo destes materiais para fins de
comercializacdo. A cultura de tecidos oferece op¢des que podem acelerar algumas fases do
melhoramento, como a germinagdo precoce de sementes in vitro para aumentar o rendimento
dos cruzamentos de algumas culturas, a produgdo de plantas dihapléides por meio da cultura
de anteras ou micrdsporos para encurtar o processo de desenvolvimento de linhagens puras
(FERREIRA et al.,1998).

A cultura de tecidos envolve um conjunto de técnicas, mediante as quais um explante
€ cultivado de forma asséptica em um meio nutritivo e sob condi¢des controladas de
temperatura € luminosidade. Estas técnicas tem se constituido em um instrumento valioso
para o desenvolvimento da agricultura, especialmente quando associadas as dreas de

melhoramento genético, fitossanidade e fitotecnia (SOUZA et al., 2006). As mesmas sao

empregadas de diferentes formas no desenvolvimento de cultivares superiores de plantas, em
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uma ou outra etapa do melhoramento, oferecendo novas alternativas aos programas de
melhoramento em suas diferentes fases e muitas vezes oferecem solugdes tinicas (BINSFELD
et al., 2000), como o emprego da cultura de embrides, visando introgressdo génica por meio
de cruzamentos entre individuos distantes. Da mesma forma, a incorporagdo de genes via
transformacgdo genética, depende da cultura de células, tecidos ou orgdos para regenerar
plantas in vitro. A quebra de barreiras de incompatibilidade genética pré e pds-zigéticas onde
nao ocorre a formacdo do zigoto e, conseqiientemente, da semente, podem ser contornadas
pelo uso da polinizacdo in vitro ou fusdo de protoplastos (TORRES et al., 1998; FERREIRA
et al., 1998).

A micropropagacdo € o uso de mudas provenientes do cultivo in vitro, que oferece
possibilidades para aumentar de maneira considerdvel o nimero de plantas dentro de um curto
espaco de tempo (SOUZA et al., 1997), além de possibilitar a oferta de mudas sadias, livres
de bactérias, fungos e nematdides. Em bananeira, a depender do genétipo, a propagacdo €
mais ou menos problemdtica com relagdo as taxas de multiplicagdo. O numero de mudas
produzidas em campo € sempre proporcional a taxa obtida no laboratério. Algumas
variedades de bananeira como a Caipira apresentam uma alta taxa de propagacdo, outras,
como a tipo ‘Terra’ multiplicam-se muito pouco. Para cada cultivar de bananeira deve-se
aplicar um procedimento diferenciado no processo de micropropagacdo, considerando os
diferentes genétipos, a fim de se evitar alteracdes na qualidade genética da muda (SANTOS e
RODRIGUES, 2004).

Embriogénese somadtica é a producdo de embrides, e posteriormente plantas inteiras, a
partir de uma Unica ou um conjunto de células vegetativas ou somatica. A fonte de explante
ou célula, pode vir de qualquer parte da planta como folha, talo, raiz, hipocétilo, flores,
podendo incluir células altamente especializadas como mesofilo foliar, epiderme e graos de
polen, de uma espécie. O programa de desenvolvimento dos embrides somdticos € bem
parecido ao de embrides zigbticos, embora haja algumas diferencas, como falta do suspensor
e as divisdes das células podem nao ser ordenadamente ou padronizado como em embrides
zigbticos, mas seguem as mesmas fases, pré-globular, globular, coracio, torpedo, e assim por
diante (SRIVASTAVA, 2002).

Embrides somdticos sdo utilizados para obtencdo de suspensdes celulares em meio
liquido, onde estas s@do mantidas sob condi¢do de agitacdo, subcultivadas semanalmente e
nestas condi¢des as células se dividem e multiplicam ativamente. Estas células podem ser

utilizadas para trabalhos de transformacdo genética, hibridacao somaética, propaga¢ao massal,
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criopreservacao, sementes sintéticas, mutacdo e duplicacdo cromossdmica. No entanto, para a
eficiéncia destes métodos e para que a embriogénese somdtica venha a ser o sistema de
micropropagacdo do futuro, torna-se necessario que ocorram melhorias nos protocolos
regenerativos (GUERRA et al., 1999).

A cultura de células em suspensio e a regeneracdo via embriogénese somdtica podem

ser, técnicas promissora para a obtencdo de grandes quantidades de mudas qualificadas com
baixo custo de produ¢do (MATSUMOTO e SILVA NETO, 2003). A variacdo somaclonal
apresenta aplicacdo importante no melhoramento genético, mas € problema muito grave na
micropropagacdo a partir de gemas ou através de embriogénese somdtica. Segundo Cote et al.
(2000), a taxa de variagdo somaclonal em trabalhos utilizando embriogénese somdtica é
bastante baixa em algumas variedades de banana. A fidelidade clonal é um dos mais
importantes pré-requisitos na micropropagacdo de qualquer espécie em cultivo. Um dos
grandes problemas freqiientemente encontrados com as culturas in vitro é a presenca de
variacdo somaclonal, entre subclones de uma linha parental, decorrentes diretamente da
cultura in vitro de células vegetais, tecidos ou 6rgaos (VENKATACHALAM et al., 2007).
Os microssatélites podem servir como marcadores altamente sensiveis para monitorar a
variacdo genética, sinalizando o potencial deletério de mutagdes durante o cultivo in vitro,
porque eles refletem uma taxa relativamente elevada de mutacdo, correspondendo ao grau de
variabilidade genética (LOPES et al., 2006; BURG et al., 2007; WILHELM et al., 2005). A
varia¢do, ou instabilidade, observada em microssatélites muitas vezes corresponde a uma
alterac@o no tamanho das seqiiéncias simples repetidas (LEROY et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de suspensdo celular e avaliar a
estabilidade genética das plantas regeneradas das variedades de bananeira Terra, Maca e

Grande naine.
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CELL SUSPENSION CULTURE AND PLANT REGENERATION OF A BRAZILIAN
PLANTAIN, CULTIVAR TERRA'
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RESUMO

A micropropagacdo de bananeira ‘Terra’ utilizando meristema apical e gemas laterais
apresentam problemas de oxidacdo e baixa taxa de multiplicagdo. A regeneracdo de plantas a
partir de suspensao celular, via embriogénese somdtica, além de gerar plantas geneticamente
iguais a planta mae, destaca-se por apresentar alta taxa de multiplicacio e permitir o
escalonamento da producgdo pela manutengdo da cultura em meio liquido, com menor custo de
producdo. Este trabalho teve como objetivo estabelecer células em suspensio e regeneragao
em plantas de bananeira ‘Terra’, via embriogénese somatica. Flores imaturas da posicao 4 a
14 foram retiradas de inflorescéncia masculina, em condi¢des assépticas e inoculadas em
meio de cultura para inducdo de embriogénese. Massas embriogénicas contendo embrides
somaticos esbranquicados foram transferidos para meio de cultura liquido para
estabelecimento de suspensdo celular. As culturas foram mantidas sob agitacdo de 120 rpm
em condi¢des de escuro a temperatura de 27 £ 1°C, sendo o meio de cultura renovado a cada
10 dias. Um meés apds a cultura fez-se a primeira passagem das células pela peneira para
retirada do material inicial. Com dois meses de subcultivos a suspensdo apresentava
aglomerados com tamanho variado, constituido de células densas. Com conseqiientes
subcultivos observou-se que o volume das células foi dobrado a cada repicagem. Apds cinco
meses de subcultivo a densidade das células em suspensdo foram ajustadas para 5%, diluindo-
se 1 ml de células compactadas em 19 ml de meio liquido, e um ml desta suspensdo foi
plaqueada em quatro diferentes composicdes de meio de cultura contendo como compostos
basicos sais e vitaminas do MS acrescido de 0,7% de Agar (Tratamento 1 - na fase de
diferenciacdo utilizou 1.1 uM de ANA, 0.2 uM de zeatina, 0.7 uM de 2ip, 0.5 uM de
kinetina, 680 uM de glutamina, 2 mM de prolina e 130 mM de sacarose; na fase maturagao
utilizou-se 2.2 uM de BAP e 11.4 uM de IAA; na germinacdo dos embrides formados
utilizou-se 2 uM de BAP e 2 uM de TAA e na regeneracdo de plantas utilizou-se 1 uM de
BAP e 1 uM de TAA: Tratamento 2 - 2.2 uM de BAP e 2.2 uM de TAA: Tratamento 3 - 2.2
uM de BAP e 11.4 uM de TAA: Tratamento 4 - 2 uM de BAP e 2 uM de [AA), nos
tratamentos 2, 3 e 4 os mesmos meios foram utilizados em todas as etapas da regeneragdo.
Quinze dias apds plaqueadas, as células em meio de regeneragcdo, observou-se o surgimento
dos primeiros embrides somaticos. Apds trinta dias os embrides apresentavam-se formados e
foram transferidos para meio de cultura de maturagdo. Os embrides germinados foram
transferidos para meio de regeneracdo para completarem seu desenvolvimento. O maior

nimero de plantas regeneradas foi obtido quando se utilizou o meio de cultura T3 (0,500
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rng.L'1 de BAP e 2 mg.L'1 de AIA), obtendo-se 558 plantas, seguido pelas combinacdes T4
(375 plantas) e T2 (323 plantas). Nao foi observada nenhuma diferenca em termos de
regeneracdo da suspensdo nos meios utilizados, podendo ser observado uma oxida¢do em
massa de algumas repeti¢des e necrose das células, diminuindo, assim, o nimero de plantas
regeneradas. Todos os tratamentos deram origem a plantas normais com bom
desenvolvimento do sistema radicular e quando aclimatizadas em casa de vegetacdo tiveram
desenvolvimento normal. Os protocolos testados foram considerados vidveis para regeneracao

de plantas a partir de suspensao celular de bananeira ‘Terra’, dando origem a plantas normais.
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Cell suspension culture and plant regeneration of a Brazilian
plantain, cultivar Terra
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Abstract — The objective of this study was to establish cell suspension culture and plant regeneration via
somatic embrvogenesis of a Brazilian plantain, cultivar Terra Maranhio, AAB. Immature male flowers were
used as explant source for generating highly embrvogenic cultures 45 days after moculation, which were
used for establishment of cell suspension culture and multiplication of secondary somatic embryos. Five
semisolid culture media were tested for differentiation, maturation, somatic embryos germination and for plant
regeneration. An average of 558 plants per one mulliliter of 3% SCV (settled cell volume) were regenerated in
the MS medmm, with 11.4 uM indolacetic acid and 2.2 pM 6-benzylaminopurine. Regenerated plants showed
a normal development, and no visible somaclonal vanation was observed in vitro. It 1s possible to regenerate

plants from cell suspensions of plantain banana cultivar Terra using MS medum supplemented with 11 4 uM
of TAA and 2.2 uM of BAP.

Index terms: Musa, culture media, propagation, somatic embryogenesis.

Cultura de células em suspensao e regeneracao de plantas
de bananeira cultivar Terra

Fesumo — O objetivo deste trabalho foi estabelecer a cultura de células em suspensiio e a regeneracio de
plantas via embriogénese somatica de bananeira cultivar Terra Maranhio, AAB. Flores imaturas masculinas
foram utilizadas como fonte de explante para obtencio de culturas altamente embriogénicas 45 dias apos
a mnoculacio, as quais foram utilizadas para o estabelecimento de suspensdes celulares & multiplicacio de
embnides somaticos secundanos. Cinco meitos de cultura semi-solidos foram testados para a diferenciacio.
maturagdo, germinacio dos embrides somaticos e para a regeneracio de plantas. A media de 558 plantas por
mililitra de 3% SCV (volume de células sedimentadas) fo1 regenerada, em meio MS com 11,4 pM de acido
indolacético e 2.2 uM de 6-benzilaminopurina. As plantas regeneradas apresentaram desenvolvimento normal,
e ndo fo1 observada a ocorréncia de varagio somaclonal in vitro. E possivel a regeneraciio de plantas a partic
de celulas em suspensio de bananeira "Terra' utilizando meio MS suplementado com 11.4 pM de ATA e 2.2 pM
de BAP.

Termos para indexacio: Musa, meio de cultura, micropropagacio, embriogénese somatica.

Introduction

Bananas and plantains (Musa spp.) are very important
fruits for both social and economical reasons. They
are worldwide cultivated 1n the tropical countries and
constitute a staple food for nearly half a billion people.
The Brazilian cultivar Terra is a French plantain
consumed in stews or fried, mainly in the North and
Northeast of the country. This cultivar is resistant to
vellow sigatoka (Mycosphaerella musicola Leach)

and fusarium wilt [Fusarium oxysporumn f. sp. cubense
(E.F. Smith)], but it is susceptible to black sigatoka
(Mycosphaerella fijiensis Morelet), nematodes and
weevil borers [Cosmopolites sordidus (Germar)] (Silva
etal., 2001).

The materials used for conventional propagation of
banana and plantain mclude corms, large and small
suckers, and sword suckers (Cronauer & Krikorian,
1934). However, conventional planting materials are
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not the ideal propagule. because of the low number of
suckers (Vuylsteke, 1989) and the fact that it could be
a potential source of dissemination of weevils, fungal
pathogens. nematodes. and viruses (Sagi et al.. 1998).
The rapid production of healthy planting material of
desired clones, within a short time period, 1s facilitated
by large-scale micropropagation. Different in vitro
micropropagation protocols have been used in several
Musa spp. of divergent genomic constitution and ploidy
(Cronaver & Krikorian, 1984; Vuylsteke, 1989; Scott
et al . 1999: Armnaitwe et al, 2000; Roels et al_, 2005).
However, in vitro propagation through shoot-tip culture
has shown low level of success in some varieties,
mainly due to oxidation caused by phenolic compounds
that form a barrier around the tissue, preventing nutrient
uptake and hindering growth (Strosse et al. 2004).
Micropropagation of plantain using meristem tip culture
has shown low level of success, mainly due to oxidation
and low proliferation caused by a high degree of apical
dominance. The presence of a B genome can also affect
multiplication (Ariwnaitwe et al. 2000; Roels et al.,
2005).

Somatic embryogenesis and cell suspension have been
obtained for different genotypes of banana (Navarro
etal, 1997; Strosse et al., 2003, 2006). Cell suspensions
with high regeneration capacity have application for
mass clonal propagation, germplasm handling and
cryopreservation (Panis et al., 1990; Navarro etal., 1997;
Kosky etal., 2002) and for improving Musa spp. through
nonconventional strategies, 1e. protoplast culture and
fusion, mutagenesis, somaclonal variation and genetic
transformation (Ganapathi et al, 2001: Matsumoto
et al, 2002; Assani et al., 2005; Houllou-Kido et al..
2005; Kumar et al., 2005; Pei et al., 2005). In addition,
the incorporation of biotechnological procedures m
breeding programs depends upon efficient and reliable
plant regeneration protocols.

The objective of this work was to establish a protocol
of cell suspension culture and plant regeneration
via somatic embryogenesis of the Brazihan plantamn
cultivar Terra Maranhdo, AAB. applicable for large-
scale propagation. genetic transformation and somatic
hybridization studies.

Materials and Methods

Explant donor plants of plantain cultivar Terra
(cooking banana, AAB) are maintaimed at Embrapa's

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v43, n. 10, p.1325-1330, out. 2008
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Banana Germplasm Bank, m Cruz das Almas. BA,
Brazil The experiment was carried out during
2006. Male buds were harvested and peeled off in
the laboratory to approximately 10 cm size. The
size-reduced male buds were washed in tap water
and transferred to a clean bench for further steps of
surface sterilization. They were sprayed twice with
70% ethanol, and famed. Immature flowers from the
posifion 4 to 14, counting down from the top, were
removed under stereomicroscope and placed on Petri
dishes containing 30 mL of culture medium constituted
of MS salts and vitamins (Murashige & Skoog, 1962),
supplemented with 4.1 uM biotin, 18 pM 2.4-D
(dichlorophenoxyacetic acid). 5.7 puMIAA(indoleacetic
acid), 5.4 pM NAA (naphtaleneacetic acid), 87 mM
sucrose, and solidified with 0.7% type III agarose. The
pH was adjusted to 5.7 before autoclaving at 121°C
for 20 min. Eight male buds, containing five explants
per Petri dish, were used. The cultures were kept in
the dark. at 27=1°C. for up to six months. Cultures
were observed weekly for the presence of embryo
formation.

Immature male flowers of the Brazilian plantain
cultivar Terra, AAB_ was used to induce embryogenic
callus (Figure 1 A). Friable embryogenic calli
with many embryos were transferred to 125 mL
Erlenmevyerflasks containing 15 mL of liquid medinm
constituted of MS salts and vitamins supplemented
with 4.5 uM 2.4-D. 680 uM glutamine, 4.1 pM
biotin, 10 mg L ascorbic acid and 130 mM sucrose.
The pH of the medium was adjusted to 5.3, before
autoclaving. The cultures were maintained in the
dark, at 27+2°C, in orbital shaker at 120 rpm. After
one month, the cell suspension was homogenized by
passing through a 0.6-mm-mesh sieve selecting the
single cells and small cell aggregates. Subcultures
were done at every ten days period. Cell samples
were observed through an inverted microscope
(Zeiss, Germany).

The density of cell suspensions was adjusted to 5% of
settled cell volume (SCV) by dilution of ImL of settled
cells into 19 mL of fresh medium. One milliliter of the
diluted culture was placed on a filter paper in a Petn
dish containing 35 mL of culture medium. Five different
culture media were used (Table 1). Four freatments
were tested, with different use sequences of culture
medium for each phase of the regeneration process
(differentiation, embryo maturation. germination and
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whole plant regeneration) (Table 2). The culture media A.
B. C and D (Assani et al., 2001; Matsumoto et al., 2002;
Strosse et al | 2003) were usad for cellular differentiation.
The cultures were maintained in these media until plant
regeneration. except for the culfures in medmm A that.
after embryo formation, were transferred to media C,
D and E, for embryo maturation, germination and plant
regeneration, respectively (Table 2). Five replications
were used for each stage of regeneration. and the number
of regenerated plants with roots and leaves was evaluated,
at the end of the last stage of regeneration.

For plant regeneration, the cultures were kept
in the dark for one month, and then transferred to a

growth chamber at 27+2°C. under white fluorescent
light with 16-hour-photoperiod at 50 pmol m? s
The cultures were kept for 30 days in the culture
medium, for differentiation and maturation, 15 days
m the medium for germination, and 45 days in the
regeneration medium. Regenerated plants were rescued
and transferred to Magenta box containing 50 mL of
solid growth regulator-free MS medium, at ratio of
16 plants per box. One hundred plants were selectad
at random, from each treatment, for acclimatization
under greenhouse conditions.

Analysis of wvarlance was carred out usmg
the Generalized Linear Model procedurs. Means

Figure 1. Plant regeneration from somatic embryos of a Brazilian plantamn cv. Terra (AAB). A, imitial explant, cluster of
immature male flower: B, embryogenic mass bearing a group of somatic embryos; C. morphological aspects of the embryogenic
suspension type [l aggregates: D, somatic embryo formed after 30 days in semusolid medium; E, fully developed somatic
embryos after 15 days, in medium of germunation; F, germination of embryos; G and H. normal rooted plants germinated
from somatic embrvos, side view and bottom view, respectively: [, acclimatization of plants regenerated in greenhouse.
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separation was done by the Tukey test using SAS (SAS
Institute, 2000).

Results and Discussion

Forty-five days after explant inoculation,
embryogenic calli appeared with numerous whitish
translucent somatic embrvos (Figure 1 B). Somatic
embryos with similar features have been previously
reported (Cote et al, 1996; Navarro et al, 1997;
Khalil et al., 2002; Talil et al.. 2003). At 5-6 months
of culture. 20% of the explants produced embryogenic
calli (Figure 1 B). Different authors have reported that
somatic embryogenesis 1s genotype dependent (Assani
et al., 2002: Gahan & George, 2008). However,
the embryogenic frequency in banana was not only
dependent on the genome group, but 1t also varied with
the variety within genome groups and even from one
experiment to another (Strosse et al., 2006).

Suspension cells could be observed after two weeks
of culture. Several cell types were observed: large
and highly vacuolated cells. dense cytoplasm cells,
single cells and cell aggregates (Figure 1 C). After
homogenization, single cells and small cell aggregates
were selected. After two months of cultivation.

Table 1. Composition of culture media used to obtain somatic
embryogenesis of Brazilian plantain cv. Terra (ABB).

Component Culture media'”
A B C

11.4

22

TAA (pM)

BAP (pM)
NAA (pM)
Zeatin (pM)
2-ip (pM)
Kinetin (puM)
Ghutamine { pM)
Proline (mM)
Sucrose (mM) &7 27 27 g7
BAIQ media used in this study contained M3 salts (Murashige & Skoog,
1962) and wvitamins, solidified with Phytagel (2.0 g L) and adjusted to
pH 5.8, before antoclaving at 121°C for 20 min.
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Table 2. Culture media sequence used for differentiation,
maturation, germunation and plant regeneration from
embryogenic cell suspension.

Step Sequence of culture media™

T1 T2 T3 T4
Differentiation A B C D
Maturation [ B C D
Germination D B C D
Plant repeneration E B C D
I Treatments.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v43, n. 10, p.1325-1330, out. 2008

the suspension was set up by dense cytoplasm cell
aggregates. Domergue et al. (2000) have described
such cells as type II ones, highly embryogenic with the
producing capacity of 130,000 to 150,000 embryos m™
of PCV. When the cell suspensions were 4-5 months
old, fine embryogenic cells were observed as yellowish
white in color. The vellow pigmentation of cytoplasm
mdicated the embryogenic character of the cell
suspensions (Ganapathi et al., 2001; Jalil et al., 2003).
The number of cells had doubled at every subcultivation
period.

Early stages of embryo development could be
observed two weeks after transferring to differentiation
medium (Table 2). After 30 days, the embryos were
completely formed (Figure 1 D). The embryos were
transferred to maturation medium and maintained there
for another 30 days (Figure 1 E). Mature embryos were
transferred to germination medium. After 15 days, the
embryos started germinating, displaying roots and
leaves, and after 45 days, they were transferred to
whole plant regeneration medium (Figure 1 F). All
treatments generated normal and vigorous plants with
good root system development (Figure 1 G and H), with
few losses during the greenhouse acclimatization step
(Figure 1 I), and without occurrence of morphological
variation i plants. The treatment using C medium
achieved the bestresults in all stages of the regeneration
process. with an average number of 558 plants mL™!
of 5% SCV (Table 3). Domergue et al. (2000) got an
estimated number of 154,000 embryos from 1 mL
PCV for 'Grand Naine'; Strosse et al. (2006) reported
estimates of 48,000 and 20,000 regenerated plants
per 1 mL PCV, using cultivars from the subgroup
Cavendish and plantains, respectively.

Lemosetal (2001) used micropropagation of banana
‘Terra’ with traditional cultivation in semisolid media
compared with a temporary immersion bioreactor,
and reported that the temporary immersion system
presented 2.20 times more viable shoots than the

Table 3. Number of plants regenerated from cell suspension
of Brazilian plantain cv. Terra in different culture media®™

Treatment Average number of regenerated plants from 1 mL
of 5% PCV suspensions
T1 168.20433.05¢
T2 323004135 80bc
T3 S58.60+108.31a
T4 37540465 44b

tMeans followed by the same letters do not differ significantly, according
to Tukey’s test, at 3% of probability.
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traditional semisolid system. in 60 days of subculture.
However, the number of regenerated plants in the
present work, for each milliliter of 5% SCV (around
558 plants). was similar to that obtained for another
plantain (AAB) via temporary immersion bioreactor
using shoot tips (Roels et al.. 2005). This number
was also proportionally higher than the obtained by
Kosky et al. (2002), for the hybrid cultivar FHIA-18
(AAAB), in a temporary immersion system (RITA)
using 2 g of somatic embryos in 200 mL of the same
medium used in the present study (medmm C):
748 plants.

The protocol developed i this work 1s suitable
for large-scale propagation of type French plantains,
as well as for the use in nonconventional genetic
improvement strategies. after studying the genetic
stability, including the somatic hybridization and the
genetic transformation.

Conclusions

1.1t is possible to regenerate plants from cell
suspensions of plantain banana eultivar Terra.

2. Theprotocolusing MS medium supplemented with
11.4 pM of IAA and 2.2 pM of BAP 1s efficient in plant
regeneration from 'Terra' plantain cell suspension.

Acknowledgements

To Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico and Fundagdo de Amparo
a Pesquisa do Estado da Bahia, for supporting this

research project.

References

ARINAITWE, G.; RUBAIHAYO, PR.; MAGAMBO, M.JS.
Proliferation rate effects of cytokinins on banana (Musa spp.)
cultivars. Scientia Horticulturae, v.86, p.13-21, 2000.

ASSANI A CHABANE, D HAICOUR, R: BAKRY, F;
WENZEL. G.: FOROUGHI-WEHER. B. Protoplast fusion in
banana (Musa spp.): comparison of chemical (PEG: polyethvlene
glycol) and electrical procedure. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, v.83, p.145-151, 2005.

ASSANL A HAICOUR, R.; WENZEL, G.: COTE, F.; BAKRY,
F.. FOROUGHI-WEHR. B.; DUCREUX., G.; AGUILLAR. M.E.:
GERAPIN, A Plant regeneration from protoplasts of dessert
banana cv. Grande Naine (Musa spp., Cavendish sub-group
AAA)Y via somafic embryogenesis. Plant Cell Reports, v.20,
p-482-488, 2001.

ASSANI A ; HAICOUR, R ; WENZEL. G ; FOROUGHI-WEHR,
B.. BAKRY. F.: COTE. FX.: DUCREUX, G.. AMBROISE. A
GRAPIN. A Influence of donor material and genotype on protoplast
regeneration in banana and plantain cultivars (Musa spp.). Plant
Secience, v.162, p. 355-362, 2002

COTE, FX.: DOMERGUE, R: MONMARSON, &
SCHWENDIMAN, J: TEISSON, C.; ESCALANT, IV
Embryvogenic cell suspensions from the male flower of Musa AAA
cv. Grand nain. Physiologia Plantarum, v.97, p.285-280, 1994,
CRONAUER, S.5; KERIKORIAN, AD. Multiplication of Musq
from excised stem tips. Annals of Botany, v.53, p.321-328, 1084,

DOMERGUE. FGR. FERRIERE. N. COTE. FX.
Morphohistological study of the different constituents of a banana
(Musa AAA cv Grande naine) embryogenic cell suspension. Plant
Cell Reports, v.19, p.748-754, 2000.

GAHAN, PB.. GEORGE. EF. Adventiious regeneration. In:
GEORGE. EF.: HALL, MA.:; KLERK. GID. (Ed). Plant
propagation by tissue culture. 3¢ ed. Dordrecht: Springer, 2008.
p.355-401.

GANAPATHI, TER.. HIGGS, N.S: BALINT-KURTI, PI:
ARNTZEN, CI; MAY, GD.; VAN ECK, TM. Agrobacterium-
mediated transformation of embrvogenic cell suspensions of
the banana cultivar Rasthali (AAB). Plant Cell Reports, v.20,
p.157-162, 2001.

HOULLOU-KIDO, L.; KIDO, EA; FALCO, M.C; SILVA
FILHO.M. de C.S.:FIGUEIRA.A V. de O NOGUEIRA N.deL.:
ROSSI M.L.; TULMANN NETO, A. Somatic embryogenesis and
the effect of particle bombardment on banana Macd' regeneration.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.40. p.1081-1086, 2005.
JALIL, M.; KHALID. N.; OTHMAN, R Y. Plant regeneration
from embryogenic suspension cultures of Musa acuminara cv. Mas
(AA). Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v.75, p.209-214,
2003,

KHALIL, SM.; CHEAH. K.T: PEREZ, E A GASKILL, DA ;
HU, 1.5. Regeneration of banana (Musa spp. AAB cv. Dwarf
Brazilian) via secondary somatic embryvogenesis. Plant Cell
Reports, v.20, p.1128-1134, 2002.

KOSKY, R.G.; SILVA, M. de F; PEREZ, L P: GILLIARD, T
MARTINEZ, FB.; VEGA, MR MILIAN, M.C.; MENDOZA,
E Q. Somatic embryogenesis of the banana hybrid cultivar
FHIA-18 (AAAB) in liquid medivm and scaled-up in a bioreactor.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v.68, p.21-26, 2002
KUMAR, GB.S.; GANAPATHI TR REVATHI, C.J.;: SRINIVAS,
L.. BAPAT. V.A. Expression of hepatifis B surface anfigen m

LEMOS, EEP. de; FERREIRA, M. de 5.; ALENCAR, LM.C.
de; OLIVEIRA, 1.G.L; MAGALHAES, VS. Micropropagagao de
clones de banana cv. Terra em biorreator de imersio temporaria.
Revista Brasileira de Fruticultura, v.23, p.482-487, 2001.
MATSUMOTO, K.; VILARINHOS, AD.; OKA, S. Somatic
hybridization by electrofusion of banana protoplasts. Euphytica,
v.125, p.317-324, 2002,

MURASHIGE, T.. SKOOG, T. A revised medium for rapid

growth and bioassays with tobacco tissue cultures. Physiologia
Plantarum. v.15, p.473-407, 1962.

Pesq. agropec. bras., Brasilia. w43, n. 10, p.1325-1330, out. 2008



1330

NAVARRO, C.: ESCOBEDO. RM.: MAYO, A In vitro plant
regeneration from embryogenic cultures of a diploid and a triploid,
Cavendish banana Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v.51,
p.17-25, 1997,

PANIS, B.; WITHERS, L A ; DE LANGHE, E. Cryopreservation
of Musa suspension cultures and subsequent regeneration of plants.
Cryoletters, v.11, p.337-350, 1990,

PEI, X.W.; CHEN, SK.; WEN, RM.: YE. S HUANG, 1.Q.:
ZHANG. Y.Q.. WANG. B.S.; WANG. ZX.: JIA, S K. Creation of
transgenic bananas expressing human lysozyme gene for Panama
wilt resistance. Journal of Integrative Plant Biology, v47,
p.971-977, 2005.

ROELS, 5. ESCALONA. M. CEJAS, I. NOCEDA., C:
RODRIGUEZ, R.; CANAL, M.J.; SANDOVAL, J.; DEBERGH,
P. Optinuzation of plantain (Musa AAB) micropropagation by
temporary immersion system. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, v.82, p.57-66, 2005.

SAGI. L. GREGORY, DM.; REMY S; SWENNEN. R
Recent developments in biotechnological research on bananas
(Musa spp.). Biotechnology and Genetic Engineering Reviews,
.15, p.313-317, 1998.

SAS INSTITUTE. SAS/STAT: user’s guide: statistics. Cary: SAS
Institute, 2000.

SCOTT, L; DICK. A IRVINE, I.: STEAR. M.I.: MCEELLAR,
Q.A; KRIKOFIAN, AD. IRIZAREY H.. GOENAGA. R

25

L_3. Morais-Lino et al.

SCOTT. M.E.. LOCKHART. B.E.L. Stability in plant and bunch
traits of a French-type' dwarf plantain micropropagated from the
floral axis tip and five lateral corm tips of a single mother plant:
good news on the tissue culture and bad news on banana streak
virus. Scientia Horticulturae, v 81, p. 159-177, 1000

SILVA.S. deQ.e; SOUZAJUNIOR. M.TALVES.EJ..SILVEIEA.
JE.S; LIMA MB. Banana breeding program at Embrapa. Crop
Breeding and Applied Biotechnology, v.1 p.399-436, 2001,

STROSSE. H.; DOMERGUE, R.; PANIS. B.; ESCALANT. I.;
COTE. F. Banana and plantain embryogenic cell suspensions.
Montpellier: Ipgri, 2003. 31p. (Inibap Technical Guidelines, 8).

STROSSE. H.. SCHOOFS, H.. PANIS. B. ANDRE. E.:
REVYNIERS, K SWENNEN, R. Development of embryogenic cell

suspensions from shoot meristematic tissue bananas and plantains
(Musa spp.). Plant Science, v.170, p.104-112, 2006

STROSSE. H.: VAN DEN HOUWE, I.; PANIS, B. Cell and
tissue culture, and mutation induction. In: MOHAN JAIN, 5
SWENNEN, R. (Ed.). Banana improvement: cellular, molecular
biology, and induced mutations. Enfield: Science Publishers, 2004.
p.13-21

VUYLSTEKE., D. Shoot-tip culture for the propagation,
conservation and exchange of Musa germplasm. Rome: IBPGR,

1989 56p. (Practical manual for handling crop germplasm.
In vitro, 2).

Received on July 7, 2008 and accepted on September 15, 2008

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v43, n 10, p.1325-1330, our. 2008



CAPITULO 11

ESTABILIDADE GENETICA DE PLANTAS DE BANANEIRA ‘TERRA’
REGENERADAS A PARTIR DE SUSPENSAO CELULAR!
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RESUMO

A micropropagac¢do € uma ferramenta de grande importancia para melhoramento genético de
plantas, no entanto, € necessario que as mudas produzidas sejam de qualidade e que a
fidelidade genética seja garantida. Mudas de bananeira ‘Terra’ regeneradas a partir de
suspensdo celular foram plantadas em campo, com o objetivo de se avaliar a estabilidade
genética, por meio de caracteristicas agrondmicas, morfolégicas e moleculares (SSR). Foram
avaliadas 50 mudas de bananeira ‘Terra’ originadas da regeneracdo de suspensdo celular em
quatro diferentes meios de culturas e como testemunha foram utilizadas 50 mudas de
bananeira ‘Terra’ micropropagadas. Com relacdo a avaliacdo agronOmica, as mudas
apresentaram as mesmas caracteristicas de producdo quando comparadas as testemunhas; na
avaliacdo morfoldgica, 2,8% das plantas apresentaram anormalidades, como auséncia de
inflorescéncia, pseudocaule rachado e arquitetura diferente desta variedade. A avaliacdo
molecular (SSR), ndo detectou nenhuma variagao genética nas amostras analisadas, inferindo-
se, entdo, que a variacdo ocorrida foi do tipo epigenética.

Palavras chave: Variacao epigenética. SSR. Propagacdo massal. Musa sp..
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ABSTRACT

Micropropagation is a tool of great importance for plant breeding, however, it is necessary
that the plants produced are of quality and genetic fidelity is guaranteed. Plants of Terra
cultivar, regenerated from cell suspensions were analyzed in field aiming check your genetic
stability, through morphological and molecular dates. We evaluated 50 plants originated from
regeneration suspension using four different culture media, and 50 plants micropropagated
used as control. With respect to agronomic evaluation plants showed the same characteristic
of production when compared to the control, in the morphological, 2.8% of plants showed
abnormalities, including absence of inflorescence, pseudostem cracked and different
architecture of this variety. The molecular analysis using microsatellite markers no detected
genetic variation in the samples analyzed, inferring, then, that the change occurred type
epigenetics.

Keywords: SSR. Musa sp. Mass propagation. Epigenetic variation.
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2.1 INTRODUCAO

A micropropagacdo € a produgdo massal de individuos geneticamente idénticos e
fisiologicamente uniformes. Essa técnica permite, em um curto espagco de tempo, a
multiplicagdo de um grande nimero de plantas livres de bactérias, fungos, virus e nematdides
(SOUZA et al., 1997; PEREIRA et al., 2001). No caso da bananeira, a propagacdo pode
apresentar limitagdes com relacdo as taxas de multiplicacdo, isto porque algumas variedades,
como a ‘Caipira’ (AAA), apresentam uma alta taxa de multiplicacdo, enquanto que outras,
como as do subgrupo Terra multiplicam-se muito pouco.

A cultura de células em suspensdo e sua regeneracdo em plantas, por meio da
embriogénese somatica, sdo processos que podem ser utilizados para a obteng¢do de um grande
nimero de mudas sadias, a baixos custos de producio (MATSUMOTO e SILVA NETO,
2003). Esta tecnologia tem sido usada em diferentes variedades de bananeira (JALIL et al.,
2003; STROSSE et al., 2006; MORAIS-LINO et al., 2008). Entretanto, poucos estudos tém
sido realizados com o objetivo de avaliar a estabilidade genética e o comportamento em
campo de plantas regeneradas a partir deste processo.

Na micropropagacao tradicional, a variagdo somaclonal € um dos fatores limitantes,
uma vez que leva a perda da identidade genética de um determinado gendtipo. Essa variagao
pode resultar de alteracdes genéticas e ou epigenéticas (SAHIJRAM et al., 2003). Portanto,
para propagar comercialmente plantas de uma variedade, por meio da cultura de tecidos, €
importante conhecer a estabilidade genética dos propdgulos produzidos.

A caracterizagdo fenotipica, com base em uma descricio morfoldgica e fisioldgica
pode ser utilizada para deteccdo de variantes somaclonais, porém, este método requer uma
ampla observacao das plantas até a producdo de frutos (JIN et al., 2008). Em bananeira, as
alteracdes morfolégicas comumente encontradas, produto de variacOes somaclonais, sdo a
presenca de plantas ands, gigantes, em mosaico ou variegadas. Bairu et al. (2006), observaram
que mudas micropropagadas de Cavendish durante 10 geracdes apresentaram 88% das
variagdes associadas com tipos andes.

A instabilidade genética de plantas produzidas pela regeneracdo in vitro tem sido
analisada mediante o uso de marcadores moleculares em vérias espécies, entre elas bananeira
(VENKATACHALAM et al., 2007; RAY et al., 2006), algodao (JIN et al., 2008), Pinus spp.;
(MARUM et al., 2009), kiwi (PALOMBI e DAMIANO, 2002) e Quercus rubra (WILHELM
et al., 2005). Entre os diferentes tipos de marcadores moleculares, os microssatélites (SSR)

mostram-se altamente eficientes para monitorar a variacdo genética durante o processo de
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embriogénese somadtica (WILHELM et al., 2005). No entanto, sdao poucos os relatos
disponiveis sobre a quantificacdo da estabilidade genética dos regenerantes de bananeiras
originados a partir de suspensoes celulares, sendo fundamental que métodos mais eficientes e
seguros de multiplicacio de bananeira sejam estabelecidos, de modo que a taxa de
multiplicag@o seja aumentada, mantendo-se a identidade genética (LEMOS et al., 2001).

Este trabalho tem como objetivo estimar a estabilidade genética de plantas regeneradas
a partir de suspensdo celular de bananeira do subgrupo Terra, por meio da caracterizacao

agrondmica e molecular, utilizando marcadores SSR.

2.2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas mudas da cultivar Terra Maranhdo regeneradas a partir de suspensao
celular, desenvolvidas a partir de quatro diferentes meios de cultura, descritos em Morais-
Lino et al. (2008). Em todas as etapas de regeneragao utilizou-se meio de cultura composto de
sais e vitaminas do MS (MURASHIGE e SKOOG 1962) e 0,7% de Agar, suplementados com
diferentes reguladores de crescimento, sendo que para o tratamento 1 diferentes concentracdes
de reguladores de crescimento foram utilizadas em cada etapa de regeneragdo (diferenciacgdo,
maturacdo, germinagdo dos embrides € conversdo em plantas); e para os demais tratamentos
foi adotada as mesmas concentracdes dos reguladores em todas as etapas de regeneragao.

Os tratamentos e as concentracdes dos reguladores de crescimento sdo descritos a
seguir: Tratamento 1 - na fase de diferenciacdo foi utilizado 1.1 uM de ANA, 0.2 uM de
zeatina, 0.7 uM de 2ip, 0.5 uM de kinetina, 680 uM de glutamina e 2 mM de prolina; na fase
de maturacgao utilizou-se 2.2 uM de BAP e 11.4 uM de IAA; na germinag¢do dos embrides
formados o meio continha 2 uM de BAP e 2 uM de IAA e na regeneragdo de plantas 1 uM de
BAP e 1 uM de IAA, Tratamento 2 - 2.2 uM de BAP e 2.2 uM de [AA, Tratamento 3 - 2.2
uM de BAP e 11.4 uM de IAA e Tratamento 4 - 2 uM de BAP e 2 uM de TAA.

Uma amostra aleatéria de 50 mudas de bananeira ‘Terra’ de cada um dos quatro
tratamentos foi aclimatizada em casa-de-vegetacdo e ao atingirem quatro meses de idade
foram levadas a campo no espagamento de 3x3x3 m. Como testemunha utilizou-se 50 mudas
micropropagadas a partir de dpices caulinares.

A avaliacdo da estabilidade genética das plantas foi realizada mediante o emprego da

caracterizacdo agrondmica, morfolégica e molecular.



31

2.2.1. Caracterizacao agrondmica e morfolégica

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas agrondmicas: altura da planta (APL, cm);
diametro do pseudocaule (DIP, cm); nimero de mudas na floragdo (NMF); nimero de folhas
vivas no florescimento (NFF); nimero de pencas (NPE); nimero de frutos por cacho (NFR) e
numero de dias do plantio ao florescimento (NDF). O delineamento experimental utilizado foi
o inteiramente casualizado, com 4 tratamentos mais a testemunha, com 50 repeti¢des. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na caracterizacdo morfolégica uma série de observacdes visuais foram realizadas
visando identificar plantas atipicas considerando as seguintes caracteristicas morfoldgicas:
altura da planta, formato e inser¢do das folhas, forma¢do do cacho, tamanho e formato dos
frutos, e presenca ou auséncia de inflorescéncia. Como padrao foi utilizado plantas da mesma

idade oriundas da micropropagacao tradicional.

2.2.2. Anélise molecular com microssatélites

Foi realizada uma amostragem aleatoria de 18 plantas para cada um dos tratamentos
utilizados e mais dez plantas micropropagadas a partir de dpices caulinares como testemunha.

O DNA gendmico das 82 amostras foi extraido utilizando o protocolo proposto por
Doyle e Doyle (1990). A quantidade e qualidade do DNA foram determinadas pela andlise
comparativa das amostras em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio. As
amostras foram diluidas em TE e padronizadas em 10 ng pL™. As reacdes de amplificacio
foram completadas com dgua ultrapura para o volume final de 15 ul contendo: 1,5 mM
MgCl,, 100 uM de cada uma dos dNTP’s, 0,2 uM de cada iniciador SSR (Tabela 1), 1 U de
Taq polimerase, tampao 1X e 30 ng de DNA gendmico.
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Tabela 1. Primers SSR utilizados na andlise de plantas regeneradas a partir de suspensdo
celular de bananeira ‘Terra’. Cruz das Almas, 2009.

Primers SSR Repeticao (F/R)

MaOCEN 10 ggaagaaagaagtggagaatgaa/tgaaatggataaggcagaagaa
Ma 1-27 tgaatcccaagtttggtcaag/caaaacactgtccecatete
Ma 1-17 tgaggcggggaatcggta/ggecgggagacagatggagtt
Mb1-69 ctgcctetecttetectttggaa/tcggtgatggctetgactca
Mb 1-100 tcggctggctaatagaggaal/tctcgagggatggtgaaaga
CNPMFO1 tgatgcattggatgatctcg/aaaacacaccaactccatcce
CNPMF 08 atcgaggaatttgggagagg/atccacaatccgatcagcetc
CNPMF 09 ccttcatcatcatcacgge/accacgacctectectctte
CNPMF 10 cacatcacacgctctgcttc/tttttcggctgatccaattc
CNPMF 26 tggagatgaagaagatcgec/tcatcaagtgegttgcatte
CNPMF 43 aaaccctccaccaacaccte/gtttggtgctcattgetgtg

As amplificacdes foram conduzidas em termociclador BIO-RAD utilizando-se o
esquema de “touchdown” com ciclo inicial de 4 min. a 94 °C, seguido de 30 seg. a 94 °C, 30
seg. a 55 °C, reduzindo-se um grau a cada ciclo, 1 min. a 72 °C, num total de 10 ciclos,
seguido de 30 ciclos de 30 seg. a 94 °C, 30 seg. a45 °C e 1 min. a 72 °C.

Os produtos das amplificagdes de SSR foram aplicados em gel agarose ultrapura 1000
(Invitrogen) na concentracdo de 3,0% e visualizados em luz ultravioleta com brometo de

etideo. Os resultados foram capturados em sistema fotografico digital Kodak.

2.3 RESULTADOS

2.3.1. Caracterizacao agrondmica e morfolégica

A caracterizagdo agrondmica foi realizada considerando-se o primeiro ciclo de
producdo. Os valores médios para as varidveis avaliadas se encontram na Tabela 2.

A altura média de planta variou de 414,96 cm para o tratamento 2 a 385,74 cm para o
tratamento 1, apresentando diferenca significativa entre si, mas nao diferiram dos demais
tratamentos. O diametro do pseudocaule ndo apresentou diferenca estatistica entre os
tratamentos, podendo ser observado uma variacdo de 27,1 cm para o tratamento 2 a 24,1 cm

para o tratamento 1.
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O cardter nimero de mudas na floragdo variou de 12,2 no tratamento 4 a 10,1 no
tratamento 1, havendo diferenga significativa entre si € ndo diferindo dos demais tratamentos.
Para o nimero médio de folhas no florescimento pode ser observado na Tabela 2 que ndo ha
diferenca significativa entre os tratamentos, no entanto houve uma variagdo de 11,6 a 11,0

folhas/planta para os tratamentos 1 e 5, respectivamente.

Tabela 2 - Valores médios de altura da planta (APL), didmetro do pseudocaule (DIP), nimero de mudas na
floracdo (NMF), nimero de folhas no florescimento (NFF), nimero de pencas (NPE), niimero de frutos (NFR) e
nimero de dias do plantio ao florescimento (NDPF) de mudas de bananeira ‘Terra’ regeneradas a partir de
suspensdo celular em quatro meios de cultura. Cruz das Almas, 2009.

TRAT  APL (cm)  DIP (cm) NMF NEF NPE NFR  NDPF (dias)
1 385,74 b 24.1a 10,1 b 116a 99a  140ab 492 a
2 414,96 a 27.1a 12,1 a 1,la  11,0a 164 a 477 a
3 404,83 ab 262 a 11,4 ab 11,2a 9,6 a 134 b 492 a
4 405,77 ab 27.0a 12,2 a 11,52 10,8a 157 ab 474 a
5 410,80 ab 26,1 a 11,0 ab 11,06 10,6a 165a 495 a
F 2,447% 2,678% 2.896%  0947ns  1,62lns  2,851% 2,568%
Média 404,42 26,1 11,36 11,28 10,38 156 486
CV% 11,88 14,19 30,68 15,72 30,59 34,01 12,02

Tratamento 1: na fase de diferenciacdo utilizou 1.1 pM de ANA, 0.2 uM de zeatina, 0.7 uM de 2ip, 0.5 uM de
kinetina, 680 uM de glutamina e 2 mM de prolina; na fase maturacdo utilizou-se 2.2 uM de BAP e 11.4 uM de
TIAA; na germinacdo dos embrides formados utilizou-se 2 uM de BAP e 2 uM de TAA e na regeneracdo de
plantas utilizou-se 1 pM de BAP e 1 uM de IAA, Tratamento 2 - 2.2 uM de BAP e 2.2 uM de IAA, Tratamento
3: 2.2 uM de BAP e 11.4 uM de TAA, Tratamento 4: 2 uM de BAP e 2 uM de TAA, Tratamento 5: plantas
utilizadas como testemunhas, micropropagadas a partir de dpices caulinares. 'Médias seguidas de letras iguais na
coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Com relacdo ao nimero de pencas por cacho nao houve diferenca significativa entre
os tratamentos, podendo ser observado uma variacao de 11,0 para o tratamento 2 a 9,6 para o
tratamento 3. O ndmero de frutos variou de 165 para o tratamento 5 (testemunha) e 134 para o
tratamento 3, havendo diferenga significativa entre si e ndo diferindo dos demais tratamentos.

As plantas oriundas do tratamento 4 foram mais precoces para o florescimento e o
tratamento 5 o mais tardio (cerca de trés semanas), embora ndo tenha havido diferenca
significativa entre os tratamentos para esta caracteristica (Tabela 2).

Com relagdo a avaliagdo morfoldgica, os tratamentos 1, 4 e 5 conforme pode ser
observado na Tabela 3, promoveram 10, 10 e 2% de plantas com variacdo morfolégica,
respectivamente, em todos os parametros avaliados. O tratamento 1 gerou 2% das plantas com
pseudocaule rachado e 2% com auséncia de formagdo da inflorescéncia. As demais plantas
dos tratamentos 1, 4 e 5 geraram 6, 10 e 2%, das plantas com variacio morfoldgica,
respectivamente, com porte baixo, cacho e fruto com tamanho fora do padrdo para bananeira

do grupo Terra, quando comparadas com plantas normais do tratamento utilizado como

testemunhas. De maneira geral, foram observadas poucas plantas com alteracdes
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morfoldgicas, fato que permite inferir sobre a eficiéncia da técnica de obtencdo e regeneracdo

de suspensdes celulares.

Tabela 3 - Avaliacdo morfolégica em campo das plantas regeneradas a partir de suspensdo celular de bananeira
‘Terra’.

Tratamento Variacdo no Auséncia de Plantas tipo Plantas tipo ~ Porcentagem de
pseudocaule inflorescéncia Terra Terrinha plantas normais
masculina (Terra) (%)
1 1 1 45 3 90
2 0 0 50 0 100
3 0 0 50 0 100
4 0 0 45 5 90
5 0 0 49 1 98

2.3.2 Avalia¢do molecular com microssatélites

As amostras 1 com variagdo no pseudocaule, 3 e 8 com variagdo tipo terrinha
(tratamento 1); 69, 70 e 75 com variacdo do tipo terrinha (tratamento 4) e 81 também com
variagdo do tipo Terrinha (tratamento 5), referem-se as plantas que apresentaram variacdo
morfolégica quando avaliadas em campo, as demais plantas que apresentaram variacao
morfoldgica, ndo foi possivel coletar amostras foliares. Na avaliacdo molecular, esta variacao
ndo foi detectada em nenhum dos primers utilizados, sugerindo que esta varia¢do teve origem
epigenética. As Figuras 1 e 2 exemplificam dois perfis SSR das plantas regeneradas a partir
suspensdo celular de bananeira ‘Terra’ gerado pelos iniciadores Ma 1-17 e Mb 1-100,
respectivamente.

Por meio dos resultados observados na analise molecular utilizando os primers de
microssatélites, € possivel inferir que ndo houve variacdo somaclonal entre as plantas
regeneradas a partir de suspensao celular. Todos os primers apresentaram padrdes de alelos
unicos (monomorficos), independente do tratamento utilizado e da planta genotipada (Figuras
1 e 2). Desta forma, as plantas regeneradas a partir de suspensdes celulares mantém a
identidade genética da cultivar original. E possivel sugerir que os protocolos utilizados para a
obtencdo das suspensdes celulares, assim como os protocolos utilizados para regenerar plantas

nao induzem variacao genética.



35

Figura 1- Perfil SSR de diferentes plantas regeneradas a partir suspensdo celular de bananeira ‘Terra’ gerado
pelos iniciadores Ma 1-17. A letra M representa o tamanho do marcador molecular utilizado (50pb). Amostras de
1 — 18 (tratamento 1), 19 — 36 (tratamento 2), 42- 59 (tratamento 3), 60 — 77 (tratamento 4) correspondem a 18
plantas de bananeira “Terra’ de cada tratamento, 37 — 41 e 78 — 82 correspondem as plantas de bananeira ‘Terra’
utilizadas como testemunhas. Cruz das Almas, 2009.

Figura 2- Perfil SSR de diferentes plantas regeneradas a partir de suspensdo celular de bananeira ‘Terra’ gerado
pelos iniciadores Mb 1-100. A letra M representa o tamanho do marcador molecular utilizado (50pb). Amostras
de 1 — 18 (tratamento 1), 19 — 36 (tratamento 2), 42- 59 (tratamento 3), 60 — 77 (tratamento 4) correspondem a
18 plantas de bananeira ‘Terra’ de cada tratamento, 37 — 41 e 78 — 82 correspondem as plantas de bananeira
‘Terra’ utilizadas como testemunhas. Cruz das Almas, 2009.
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2.4 DISCUSSAO

Com relacdo aos meios de culturas utilizados para regeneracao de suspensao celular de
bananeira ‘Terra’, os resultados obtidos neste trabalho mostram que, 0s mesmos
influenciaram no nimero de embrides convertidos em plantas, mantendo a fidelidade genética
das plantas regeneradas.

Na avaliacdo agrondmica as caracteristicas avaliadas estdo entre aquelas consideradas
relevantes para identificagdo e selecdo de individuos superiores (SILVA et al., 2002). Os
maiores valores para altura de planta (414,96 cm) e diametro de pseudocaule (27,1 cm)
observados neste trabalho estdo abaixo dos citados por Silva et al. (2001) para o grupo Terra.
Estas caracteristicas assumem grande importancia no melhoramento genético da bananeira,
uma vez que estdo relacionadas ao vigor da planta, podendo interferir na capacidade de
sustentacdo do cacho e na suscetibilidade ao tombamento (SILVA et al., 2003). Apesar de no
presente trabalho as plantas apresentarem porte mais baixo em relacdo aos citados nas
referéncias, as mesmas apresentaram cachos grandes, com uma média de 156 frutos, podendo
ser vulneraveis a quebra do pseudocaule.

Quanto ao numero de mudas por plantas, emitidas na época de florescimento, os
resultados deste trabalho podem ser de grande importancia no que diz respeito a produgdo de
mudas desta variedade, onde foram produzidos em média 11,3 mudas por planta, sendo
considerado um valor 6timo para produ¢do de mudas. Segundo Silva et al. (2008), as
variedades de bananeira do grupo Terra apresentam baixo perfilhamento, produzindo 1 a 2
mudas por planta.

Os melhores resultados para nimero médio de pencas e de frutos por cacho
observados neste trabalho foram semelhantes aos observados por Silva et al. (2008), em
plantas advindas de mudas micropropagadas a partir de dpices caulinares. O cardter nimero
de pencas € de grande interesse para o produtor e fundamental para o melhoramento genético
da bananeira, uma vez que a penca constitui-se na unidade comercial (SILVA et al., 2002;
SILVA et al., 2006).

No que diz respeito a variedades do grupo Terra, existem dezenas de tipos que se
diferenciam quanto a altura das plantas, cor do pseudocaule, cor da casca e do fruto,
persisténcia ou auséncia da inflorescéncia masculina, forma e tamanho dos frutos, entre outros

(SILVA et al., 2001), sendo a variedade ‘Terrinha’ uma variante da variedade ‘Terra’. A
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presenca de variagdao na morfologia das plantas de bananeira do tipo “Terra’ ndo € considerada
pela literatura como uma variagdo somaclonal, e sim, uma caracteristica normal do genétipo.

A variacdo somaclonal, corresponde ao aparecimento de plantas anormais durante o
processo de propagacao, principalmente relacionado a estatura, cor, forma e ma formagao dos
cachos (ISRAELI et al., 1991). A auséncia dessas variacOes € importante para 0 sucesso € a
superioridade no desempenho em campo das plantas micropropagadas em comparagdo com as
mudas convencionais (BERNARDI et al., 2004).

A ocorréncia de anormalidades na morfologia e fisiologia de plantas tem sido
condicionada a acdo epigenética, que ndo ¢ freqiientemente transmitida a geracdes
subseqiientes (KAEPPLER et al., 2000), e devido a sua instabilidade genética é um processo
com importancia pratica em programas de melhoramento genético para gerar variantes
valiosos. Porém, se torna um fendmeno indesejdvel quando o objetivo principal é a
micropropagacdo ou transformacao de material selecionado (PEREDO et al., 2009).

Pela analise molecular (SSR), € possivel inferir que ndo houve variacdo somaclonal
entre as plantas regeneradas a partir de suspensao celular. Todos os primers apresentaram
padrées de alelos tnicos (monomdrficos), independente do tratamento utilizado e da planta
genotipada. Os SSR’s tem se mostrado extremamente eficientes em estudos visando a
deteccao da instabilidade genética em plantas provenientes de processos de embriogénese
somatica (WILHELM et al., 2005; MARUM, et al., 2009; JIN et al., 2008).

Marum et al. (2009), identificaram que apenas 9,6% das plantas de Pinus pinaster,
regeneradas a partir da embriogénese somadtica, mostraram altera¢des genéticas detectadas por
meio de marcadores SSR. Resultados similares foram encontrados por Burg et al. (2007) ao
avaliarem a instabilidade genética de plantas de Pinus silvestres originadas de células
embriogénicas e cotiledonares e por Rahman & Rajora (2001) em mudas micropropagadas de
Pinus tremuloides.

Em algoddo Jin et al. (2008), observaram alto nivel de variagdo somaclonal em calos
embriogénicos e plantas regeneradas por meio da embriogénese somadtica, utilizando
marcadores SSR. De acordo com os autores, a avaliacdo da estabilidade genética nos
regenerantes, originados de suspensdo celular, € um recurso essencial antes da ado¢ao desta
metodologia como um processo de propagacgdo clonal em larga escala.

Avaliando variantes induzidos em plantas micropropagadas de bananeira ‘Prata Anad’
Guimardes et al. (2009), identificaram um unico variante somaclonal utilizando marcadores

RAPD e essa variagdo nao foi detectada quando se utilizou marcadores SSR. Venkatachalan
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et al. (2007) e Ray et al. (2006) analisaram a estabilidade genética de plantas
micropropagadas de bananeira utilizando os marcadores moleculares RAPD e ISSR e ndo
detectaram nenhuma variacdo somaclonal em nenhum deles. Palombi e Damiano (2002)
analisando a varia¢do induzida em plantas micropropagadas de Kiwi, fizeram a comparacao
entre os marcadores RAPD e SSR, observaram que somente o marcador SSR foi capaz de
detectar a variacdo genética.

Como nenhuma variagdo genética foi detectada com o uso de marcadores SSR, as
alteracdes morfoldgicas observadas podem ser decorrentes de variacao epigenética. Em nosso
estudo, aproximadamente 2,8% das plantas analisadas originadas de regeneracdao de
suspensdo celular de bananeira ‘Terra’ mostraram variagdo morfologica. Segundo Marum et
al. (2009), os fatores epigenéticos ou a combinacgdo de alteracdes genéticas e epigenéticas, sao
a base para observacgao da variacdo somaclonal ao nivel morfolégico.

Os resultados obtidos mediante as andlises agrondmicas, morfoldgicas e moleculares
(SSR) de plantas regeneradas a partir de suspensdo celular de bananeira “Terra’, sugerem que
o processo de obten¢cdo de mudas utilizado, nas condicdes descritas neste estudo, € adequado

para a producao de massal mudas geneticamente estaveis.
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CAPITULO III

EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE INFLORESCENCIAS MASCULINAS
EM BANANEIRAS TRIPLOIDES.!

'Artigo a ser submetido a comité editorial do periédico cientifico Plant Cell Reports
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RESUMO

Dentre as técnicas de propagacao in vitro de fruteiras, a embriogénese somética se destaca por
apresentar inimeras vantagens, dentre elas destaca-se, a alta taxa de multiplicagdo comparada
a qualquer outro processo de propagacdo. O objetivo deste trabalho foi induzir embriogénese
somatica dos gendtipos de bananeira Grande naine e Maca a partir de flores masculinas
imaturas, estabelecer suspensdo celular, regenerar plantas e avaliar a estabilidade genética das
plantas geradas. O meio de inducdo de embriogénese foi o MS suplementado com diferentes
doses de glutamina e o meio para regeneracdo das células em suspensdo utilizou-se o MS
suplementado com cinco doses combinadas de BAP e AIA. Como resultado observou-se que
cada variedade respondeu diferentemente as doses de glutamina no meio de cultura, onde a
variedade ‘Grande naine’ formou embrides somadticos em meio desprovido de glutamina
enquanto que, a variedade ‘Mac¢a’ formou embrides somédticos na presenca de glutamina. Para
a fase de regeneracdo a variedade °‘Grande naine’ apresentou melhores resultados em
formacdo de embrides no meio de cultura sem regulador de crescimento, porém estes
embrides nao foram convertidos em plantas quando mantidos no mesmo meio e para a
variedade Maca o maior nimero de plantas foram regeneradas neste mesmo meio. No que diz
respeito a estabilidade destas plantas, ao serem analisadas utilizando marcadores
microssatelites ndo foi observado variacdo genética com os iniciadores utilizados.

Palavras chave: SSR. Reguladores de crescimento. Musa sp.. Embrides somaéticos.
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ABSTRACT

Among in vitro fruit propagation techniques, somatic embryogenesis stands out for presenting
many advantages, with high rate of multiplication being highlighted compared to any other
propagation process. The objective of the present work was to induce somatic embryogenesis
of Grande Naine and silk banana genotypes and evaluate the genetic stability of the plants.
The medium for inducing embryogenesis was the MS supplemented with different doses of
glutamine, and the medium for cell suspension regeneration was MS supplemented with five
doses with combinations of BAP and TAA. Results showed that each variety responded
differently to the doses of glutamine in the culture medium, whereas the ‘Grande Naine”
variety formed somatic embryos in the glutamine-free medium and “Silk” variety formed
somatic embryos in the presence of glutamine. For the regeneration phase, the ‘Grande
Naine” variety presented best results for embryo formation in culture medium without growth
regulators; however, these embryos were not converted into plants when maintained in the
same medium and for the Silk variety the greatest number of plants regenerated in this same
medium. Regarding plant stability, no genetic variation was observed using microsatellite
markers.

Key words: SSR. Somatic embryos. Musa sp.. Growth regulators.



45

3.1 INTRODUCAO

Os métodos tradicionais de melhoramento e de multiplicacdo sexuada de bananeira
apresentam algumas limitagdes, como a dificuldade na obteng¢do de sementes em frutos
partenocdrpicos, a baixa fertilidade e a lenta taxa de multiplicacdo. Sua propagacgdo € feita por
meio de mudas retiradas das plantas adultas em campo ou por micropropagacao (Borges et al.,
2004). A depender do gendtipo, a propagacdo pode apresentar problemas em relacio as taxas
de multiplicacdo. Dentre os métodos in vitro de propagacdo, a embriogénese somadtica se
destaca como um importante método de regeneracdo usado para a propagagdo de plantas elite
in vitro (FERREIRA et al., 2005), por apresentar como vantagens, a alta taxa de multiplica¢dao
comparada a qualquer outro processo de propagacdo; o escalonamento da producdo pela
manutencao da cultura em meio liquido, eliminando a dependéncia de periodos especificos de
disponibilidade de material propagativo, permitindo estabelecer o periodo desejado para
obtencdo das mudas; além das mudas serem geneticamente iguais a planta mae e
fisiologicamente uniformes, com desenvolvimento normal e livre de virus (ZIMMERMAN,
1993; MERKLE, 1995), podendo também ser utilizada para propagacdo clonal e
melhoramento, tanto pela fusdo de protoplastos como pela transformagdo genética.

A fase de inducdo de embriogénese ¢ considerada de grande importincia para obter
embrides somdticos bem formados, contribuindo com as fases subseqiientes de
desenvolvimento, isto €, a matura¢do e a conversao em plantas (FILLIPI et al., 2001). Entre
os explantes mais utilizados, as flores masculinas imaturas sdo as que t€ém apresentado
melhores respostas a inducdo de culturas embriogénicas em bananeira (BECKER et al., 2000;
JALIL et al., 2003; STROSSE et al., 2003).

As culturas de células em suspensao sao utilizadas, principalmente, para o isolamento
de protoplastos, embriogénese somadtica, producdo de metabdlitos secunddrios e estudos
basicos de metabolismo. Na cultura da bananeira, células em suspensdo com alta capacidade
de regeneracdo tém aplicacdo na propagacdo clonal em massa, na criopreservagdo
(NAVARRO et al., 1997; KOSKY et al., 2002; PANIS et al., 1990) e para o melhoramento
genético nao-convencional, por meio da fusdo de protoplastos, da mutagénese, da variacao
somaclonal e da transformacdo genética (GANAPATHI et al., 2001; BECKER et al., 2000;
MATSUMOTO et al., 2002; ASSANI et al., 2005; HOULLOU-KIDO et al., 2005; KUMAR
et al., 2005; PEI et al., 2005; GHOSH et al., 2009). A incorpora¢do destas técnicas

biotecnoldgicas em programas de melhoramento genético depende de um protocolo eficiente
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de regeneracdo das células em suspensdo através da embriogé€nese somdtica utilizando
gendtipos nacionais.

A Propagacdo de plantas através de cultura de tecidos deve resultar, teoricamente, na
producdo de individuos clonais idénticos ao material inicial. No entanto, alteracdes em varios
niveis, incluindo morfoldgicas, bioquimicas, genéticas e ou epigenéticas, sdo observados
durante a propagacdo in vitro de plantas (RAHMAN e RAJORA, 2001; PEREDO et al.,
2009). Estas variacoes podem ser avaliadas com base nas alteracdes fenotipicas, nas
mudancas em padrdes de isoenzimas e proteinas, na estrutura e nimero de cromossomos,
alteracoes de DNA ou caracteristicas epigenéticas (FOURRE, 2000).

Os microssatélites podem servir como marcadores altamente sensiveis para monitorar
a variagdo genética, sinalizando o potencial deletério de mutacdes durante o cultivo in vitro,
porque refletem uma taxa relativamente elevada de mutacdo (LOPES et al., 2006; BURG et
al., 2007). Microssatélites consistem de repeticoes em tandem de curta seqii€ncia. A variacdo
ou instabilidade, observada em microssatélites, muitas vezes corresponde a uma alteracdo no
tamanho das seqiiéncias simples repetidas (LEROY et al., 2000). Palombi & Damiano (2002)
relataram pela primeira vez o uso de marcadores SSR para investigar a variacdo genética em
plantas micropropagadas de kiwi. Na literatura sdo encontrados relatos do uso de marcadores
SSR visando detectar a variacdo somaclonal de plantas de bananeira micropropagadas
(Guimardes et al., 2009), e nenhuma delas estuda a estabilidade genética de plantas
regeneradas a partir de suspensao celular através da embriogénese somética.

O objetivo desse trabalho foi induzir a embriogénese somadtica a partir de flores
masculinas imaturas das variedades de bananeira Maca e Grande naine, estabelecer suspensao
celular e avaliar a estabilidade genética das plantas regeneradas com base em marcadores

moleculares SSR.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Inducdo de embriogénese e estabelecimento de células em suspensao
Foram utilizadas inflorescéncias masculinas de bananeiras das variedades Grande
naine e Macd, coletadas no Banco Ativo de Germoplasma de Bananeira da Embrapa

Mandioca e Fruticultura Tropical, em Cruz das Almas (BA). Inicialmente, reduziram-se essas
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inflorescéncias para um tamanho de 10 cm de comprimento, as quais foram, posteriormente,
lavadas em solugdo de dgua e detergente.

Em camara de fluxo laminar, sob condi¢des assépticas, este material foi borrifado com
alcool 70% e flambado duas vezes. Apds esse processo de desinfestacdo, iniciou-se a retirada
dos dicasios (flores imaturas) das inflorescéncias masculinas, com o auxilio de um
microscopio estereoscopio e bisturi. Essas inflorescéncias foram colocadas em placas de Petri
contendo meio de cultura constituido de sais e vitaminas do MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) com 3% de sacarose, solidificado com 0,7% de agar e suplementado com 1 mg L™ de
AIA, 4 mg L' de 24-D e 1 mg L de ANA, variando-se as concentracdes de glutamina (0,
50, 100, 150 e 200 mg L'l), com pH ajustado para 5,8 e autoclavados durante 20 minutos a
121°C. As culturas foram mantidas em sala escura, com temperatura de 27 + 1°C, até a
formacao de calos embriogénicos e/ou embrides somaticos.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2
(variedades de bananeira) x 5 (concentracdes de glutamina), com 12 repeticdes por
tratamento. O material foi observado semanalmente durante 120 dias, avaliando-se a presenca
ou auséncia de embrides somdticos e nao calos embriogénicos. Os dados foram analisados
através analise estatistica.

Massas embriogenicas contendo embrides somadticos foram transferidos para
Erlenmeyer de 125 ml contendo 15 ml de meio liquido constituido de sais e vitaminas do MS,
suplementado com 1 mg L™ de 2,4-D, 100 mg L' de glutamina, 1 mg L™ de biotina, 10 mg L
I de 4cido ascorbico, e 44,5 g L' de sacarose (Morais-Lino et al., 2008). As culturas foram

mantidas no escuro a 27 + 2°C, sob agitacdo de 120 rpm e subcultivados a cada 10 dias.

3.2.2 Regeneracao das células em suspensao

Para a variedade Maca a densidade das células em suspensao foi ajustada para 5% do
volume de células aglomeradas (VCA), com uma dilui¢cdo de um ml de células em suspensdo
aglomeradas em 19 ml de meio de cultura liquido. As células em suspensdo da variedade
Grande naine, como eram compostas de aglomerados menores, foram diluidas para 3,3%
VCA, diluindo-se um ml de células em suspensdo aglomeradas em 29 ml de meio de cultura
liquido. Um ml da nova suspensdo de cada variedade foi plaqueada sob papel filtro em placa
de Petri contendo meio de cultura constituido de sais e vitaminas do meio MS, 30 g L™ (3%)
de sacarose, 7 g L(0,7%) de agar, testando cinco concentracdes diferentes dos reguladores

BAP e AIA (0,0 e 0,0 mg L' [testemunha]; 0,2 ¢ 0, mgL™"; 0,4¢ 0,3 mgL"; 0,6 ¢ 0,5 mg L°
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1; 0,8 e 0,7 mg L'l), respectivamente. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com 5 (cinco) tratamentos
(concentragdes combinadas de BAP e AIA) e 5 repeti¢des. Foram avaliadas a média do
nimero de embrides somdticos germinados, ndao germinados e o numero de plantas
convertidas por tratamento. Os dados foram tabulados e submetidos a andlise de variancia,
utilizando o programa estatistico SAS, versdao 9.1 (SAS INSTITUTE INC. 2002 - 2003). Os
dados foram transformadas para log (x + 10) e as médias agrupadas pelo teste de Scott &
Knott (1974), a 5% de probabilidade.

As culturas foram mantidas nestes meios até a completa regeneracdo das plantas.
Mensalmente as culturas foram transferidas para meio fresco. No inicio da diferenciacdo das
células em embrides, as culturas foram mantidas em uma sala de crescimento com
temperatura de 27 + 2°C, no escuro durante um més e posteriormente foram transferidas para
uma sala de crescimento com as mesmas condi¢des sob ilumina¢cdo com fotoperiodo de 16 h.
As plantas ja enraizadas foram individualizadas em caixas Magenta contendo meio de cultura
MS, sem reguladores de crescimento. As mudas de bananeira das variedades Grande naine e
Macga, obtidas a partir das suspensdes celulares, foram aclimatizadas em casa-de-vegetagdo,

sendo posteriormente levadas a campo.

3.2.3 Extracao de DNA e Amplificacdo de SSR

Com as plantas j& em campo, foram selecionadas aleatoriamente 18 plantas de
bananeira de cada tratamento [BAP e AIA (0,0 e 0,0 mg L! [testemunha]; 0,2 e 0,1 mg L'l;
0,4 ¢ 0,3 mg L'l; 0,6 € 0,5 mg L'l; 0,8 ¢ 0,7 mg L'l)] das variedades Maca e Grande naine, e
como testemunha foram utilizadas 10 plantas da variedade ‘Mac¢a’ regeneradas do tratamento
sem reguladores de crescimento. Para a variedade Grande naine, que regenerou em média
uma planta no meio de cultura utilizado como testemunha, retirou amostras de plantas obtidas
da micropropagacdo de dpices caulinares, como testemunhas. Realizou-se a extragdo do DNA
genomico utilizando o método CTAB (Doyle & Doyle, 1990). A quantidade e qualidade do
DNA foram determinadas pela andlise comparativa das amostras em gel de agarose 0,8%,
corado com brometo de etidio, sendo as amostras diluidas em TE e padronizadas em 10 ng
uL". As reacdes de amplificacdo foram completadas com dgua ultrapura para o volume final
de 15 ul contendo: 1,5 mM MgCl,, 100 uM de dNTPs, 0,2 uM de cada iniciador SSR (Tabela
1), 1 U de Taq polymerase, tampao 10 x e 30 ng de DNA gendmico.
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As amplificacdes foram conduzidas em termociclador BIO-RAD utilizando-se o
esquema de “touchdown” com ciclo inicial de 4 min. a 94 °C, seguido de 30 seg. a 94 °C, 30
seg. a 55 °C, reduzindo-se um grau a cada ciclo, 1 min. a 72 °C, num total de 10 ciclos,
seguido de 30 ciclos de 30 seg. a 94 °C, 30 seg. a45 °C e 1 min. a 72 °C.

Os produtos das amplificagdes de SSR foram aplicados em gel agarose ultrapura 1000
na concentracdo de 2,5%. Os resultados foram capturados em sistema fotografico digital
Kodak.

Tabela 1 - Primers SSR utilizados nas andlises das plantas regeneradas a partir de suspensao celular de
bananeira ‘Mac¢a’ e ‘Grande naine’. Cruz das Almas, 2009.

Primers SSR Repeticao (F/R)

MaOCEN 10 ggaagaaagaagtggagaatgaa/tgaaatggataaggcagaagaa
Ma 1-27 tgaatcccaagtttggtcaag/caaaacactgtcccecatcte
Ma 1-17 tgaggcggggaatcggta/ggcgggagacagatggagtt
Mb1-69 ctgectctecttetectttggaa/tcggtgatggetetgactea
Mb 1-100 tcggctggctaatagaggaa/tctcgagggatggtgaaaga
AGMI 67/68 ataccttctccegttcttctte/tggaaacccaatcattgatc
CNPMFO01 tgatgcattggatgatctcg/aaaacacaccaactccatcce
CNPMF 08 atcgaggaatttgggagagg/atccacaatccgatcagete
CNPMF 09 ccttcatcatcatcacggc/accacgacctcctectctte
CNPMF 10 cacatcacacgctctgcttc/tttttcggetgatccaattc
CNPMF 43 aaaccctccaccaacacctc/gtttggtgctcattgetgtg

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Inducdo de embriogénese e estabelecimento de células em suspensao

Aos 90 dias de cultivo in vitro das flores imaturas das cultivares Grande naine e Maca,
observou-se somente a formacdo de calos de coloragdo amarelada, independente da
concentracdo de glutamina. Apds 180 dias de cultivo, foram observadas diferentes respostas
entre as cultivares de bananeiras utilizadas e as concentra¢des de glutamina (Tabela 2).

Na cultivar Grande naine ocorreu formagdo de embrides somaticos na auséncia de
glutamina (Figura 1A) e na presenca de 200 mg L' de glutamina (Tabela 2). Nos demais
tratamentos ocorreu a formagdo de calos ndo embriogénicos, exceto na presenca de 100 mg L
! de glutamina, onde as flores imaturas mostraram-se oxidadas, nio apresentando nenhum tipo

de crescimento ou formagao de embrides somaticos.
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Em relacdo a bananeira ‘Mac¢a’ houve a formacdo de embrides somaticos de coloragdo
esbranquicada (Figura 1B) nas concentracdes de 50, 100 e 150 mg L' de glutamina com
freqiiéncias de 60, 50 e 40 % dos explantes, respectivamente (Tabela 2), sendo que as flores
imaturas que ndo formaram embrides sofreram oxidacao (Figura 1C).

Apesar da baixa freqiiéncia de embrides somaticos induzidos nas cultivares de
bananeiras estudadas, as massas embriog€nicas contendo embrides somadticos de cada
variedade, foram transferidas para meio de cultura para o estabelecimento de suspensdes

celulares.

Tabela 2. Freqiiéncia (%) de embrides somaticos (ES) e de calos ndo embriogénicos (CNE), obtidos no cultivo
de inflorescéncias masculinas das cultivares de bananeira Mag¢a e Grande naine em meio de cultura para inducao
de embriog€nese somdtica utilizando cinco concentracdes de glutamina, apds 180 dias de cultivo. Cruz das
Almas, 2009.

Concentragio de glutamina (mg L™)

. 0 50 100 150 200
Cultivares
ES CNE ES CNE ES CNE ES CNE ES CNE
Grande naine 50 50 0 100 0 0 0 100 50 50
Maca 0 0 60 40 50 50 40 60 0 50

Figura 1 - Diferentes respostas da glutamina na indugdo de embriogénese somatica em inflorescéncias
masculinas de bananeira. A - Embrides somdticos da variedade Grande naine em meio de cultura sem glutamina,
B - Embrides somiticos da variedade Magd em 50 mg L' de glutamina, C - Inflorescéncia masculina com
oxidacgao.

Com relagdo ao estabelecimento das suspensdes celulares, apds 30 dias de subcultivos
fez-se a primeira passagem das células pela peneira para retirada do material inicial. Com dois
meses de subcultivos observou-se no microscopio invertido que as células em suspensio

apresentavam aglomerados com tamanho variado constituido de células densas. Apds trés
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meses de cultivo, observou-se a formacdo de aglomerados celulares muito pequenos para a
variedade Grande naine, (Figura 2A, 2B e 2C) e de rdpida multiplica¢do, enquanto que para a
variedade Maca houve a formagao de aglomerados celulares bem maiores (Figura 3A, 3B e
3C), observando-se que esta variedade necessita de um maior numero de subcultivos para

formar uma suspensdo com aglomerados celulares menores.

3.3.2 Regeneracao das células em suspensao

Duas semanas depois das células em suspensdo da variedade Grande naine serem
plaqueadas em meio de cultura para regeneracdo, observou-se o inicio da formaciao de
estruturas pro-embridnicas (Figura 2D ). Com um més de plaqueadas em meio de cultura,
observou-se que os embrides jd estavam formados, independentemente da combinagdo da
concentracdo dos reguladores de crescimento (Figura 2E) ou auséncia destes (Figura 2F).
Completados 45 dias, os embrides foram transferidos para meio fresco para maturagdo,
germinagdo (Figura 2G) e regeneracdo de plantas (Figura 2H), podendo ser observado um
sistema radicular bastante desenvolvido.

Para a variedade Maca foi observada a diferenciacdo dos primeiros embrides duas
semanas depois de plaqueadas (Figura 3D) e apés trinta dias os embrides ja estavam formados
(Figura 3E). Em todos os tratamentos que constituiam as associacOes dos reguladores de
crescimento houve a formagdo de plantas normais e vigorosas (Figuras 3F e 3G), com bom
desenvolvimento do sistema radicular e com poucas perdas durante o processo de

aclimatizacdo em estufa para as duas cultivares (Figura 21 e 3H).
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Figura 2 - Suspensio celular e regeneracdo de plantas de bananeira ‘Grande naine’ (AAA). A - Suspensio
celular; B - Aglomerados celulares visto em microscopio; C — Corte histolégico de um aglomerado celular; D -
Formacgdo de embrides 15 dias apds plaqueamento; E e F— Embrides somaticos formados em meio com e sem
reguladores de crescimento, respectivamente; G — Germinag@o dos embrides somaticos; H — Plantas regeneradas
de suspensdo celular; I — Aclimatizag¢do em casa-de-vegetacio.
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Figura 3 - Suspensao celular e regeneracdo de plantas de bananeira ‘Maga’ (AAB). A - Suspensao celular; B -
Aglomerados celulares visto em microscépio; C — Corte histolégico de um aglomerado celular; D - Formagdo de
embrides 15 dias apds plaqueamento; E — Embrides somaticos formados em meio com 30 dias apds
plaqueamento; F — Germinacdo dos embrides somdticos; G — Plantas regeneradas de suspensdo celular; H —
Aclimatizacio das plantas regeneradas.

As médias dos tratamentos ndo diferiram estatisticamente (P > 0,05) para as varidveis,
nimero de embrides formados e nimero de embrides ndo germinados, para as variedades
Maca e Grande naine (Tabela 3). O nimero de embrides formados variou, na variedade
Grande naine, de 11072,6 (Tratamento 1) a 6076,67 (Tratamento 5) e na variedade Maca esta
variacdo foi de 295,4 (Tratamento 1) a 106 (Tratamento 2). Para a varidvel nimero de
embrides ndo germinados houve uma variagdo de 11071 (Tratamento 1) a 4180,67
(Tratamento 5) para a variedade Grande naine e para a Maca houve uma variacdo de 131,4
(Tratamento 1) a 21,5 (Tratamento 2).

Com relacio a varidvel numero de plantas regeneradas, ndo houve diferencga

significativa nos tratamentos de 2 a 5, mas houve diferenca entre estes e o tratamento 1 para a
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variedade Grande naine. Para o gendtipo Magd os tratamentos 1 e 5 foram similares
estatisticamente, mas diferiram dos demais.

Para ‘Grande naine’ o meio de cultura composto somente de sais e vitaminas do MS,
sem acréscimo de regulador de crescimento (Tratamento 1), promoveu melhores resultados
com uma média de 11.072,60 embrides somaticos formados por ml de VCA 3,3% (Tabela 3).
No entanto, estes embrides ndo foram convertidos em plantas. Em relagdo ao maior numero
de plantas regeneradas para a variedade Grande naine, o meio de cultura composto de sais e
vitaminas do MS, suplementado com 0,8 e 0,7 mg L' de BAP e AIA (Tratamento 5),
respectivamente, promoveu o maior numero de plantas regeneradas, com uma média de 1.896
plantas por ml de VCA 3,3% (Tabela 3). Para a cultivar Maga o tratamento 1, composto de
sais e vitaminas do MS, sem acréscimo de reguladores de crescimento, proporcionou a
formag¢do de um maior nimero de embrides (295) por ml de VCA 5 %, quando comparado
aos demais tratamentos.

Em relagdo a taxa de conversdo de embrides em plantas, o melhor resultado para a
variedade Grande naine, foi obtido no tratamento 5 (20,21%) e o pior no tratamento 1
(0,01%). Para o genétipo Maga a maior porcentagem de conversiao de embrides em plantas foi
obtida quando se utilizou o tratamento 2 (79,72%) e a menor foi obtida quando utilizou o
tratamento 1(55,52%).

Foram aclimatizadas um total de 4.000 plantas de todos os tratamentos da variedade
Grande naine (Figura 2I) e 1.534 plantas da ‘Maca’. Trés meses apds a aclimatizacdo nao
foram observadas variacdes somaclonais. Apds este periodo as plantas foram transferidas para

telado e posteriormente levadas a campo.

Tabela 3. Média do nimero de embrides formados, embrides ndo germinados, nimero de plantas regeneradas e
taxa de conversdo em plantas de bananeira, a partir da regeneracdo de suspensdo celular das variedades Grande
naine e Mac¢d em 5 repeti¢des por tratamento (BAP e AIA: 1: 0,0 e 0,0 mg L’l, 2:0,2 e 0,1 mg L' 3:04e03
mg L’l; 4:0,6 € 0,5 mg L'5:08¢e07 mg L’l), apos cinco meses de cultivo. Cruz das Almas, 2009.

Tratamento N° de embrides N° de plantas Embrides ndo Taxa de conversdao em
germinados plantas (%)

Grande Maca Grande Maca Grande Macga Grande Maca
naine naine naine naine

1 11072,6a' 295,4a 1b 164a 11071a 131,4a 0,01 55,52

2 8558,4a 106a 706,8a 84,5b 7851,6a 21,5a 8,01 79,72

3 10950a 127,75a 677,33a 87,75b  10272,67a 40,0a 6,19 68,69

4 6495,75a 152a 621a 93,8b  5874,75a 58,2a 9,48 61,71

5 6076,67a 250,44a 1896a 149,8a  4180,67a 100,6a 20,21 59,82

t 0.6011ns  0.1899ns  0.3018ns 0.0115*%*  0.5571ns  0.5523ns

cv 9.23 9.07 30.52 6.07 13.47 21.6

"Médias seguidas de letras mintisculas na colunas nio diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste

de Scott-Knott.
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3.3.3. Estabilidade genética das mudas produzidas por meio de marcadores SSR

Por meio dos resultados observados através da analise molecular utilizando os 11
primers de microssatélites, € possivel inferir que ndo houve variacdio somaclonal entre as
plantas regeneradas a partir de suspensdo celular, tanto para a cultivar Grande naine quanto
para a Macd. Todos os primers apresentaram padrdes de alelos unicos (monomorficos),
independente do tratamento utilizado e da planta genotipada (Figuras 4, 5, 6 e 7). As plantas
regeneradas destas variedades mantém a identidade genética das cultivares originais. Com
isso, € possivel inferir que os protocolos utilizados para a obtencdo das suspensdes celulares,

assim como os utilizados para regenerar plantas nao induzem variacdo genética.

Figura 4 - Perfil SSR de diferentes plantas regeneradas a partir suspensdo celular de bananeira ‘Grande naine’
gerado pelos iniciadores AGMI 67/68. A letra M representa o tamanho do marcador molecular utilizado (50pb).
Amostras de 1 — 18 (TRAT 1), 19 — 36 (TRAT?2), 42- 59 (TRAT 3), 60 — 77 (TRAT 4) correspondem a 18
plantas de bananeira ‘Grande naine’ de cada tratamento, 37 — 41 e 78 — 82 correspondem as plantas de bananeira
‘Grande naine’ utilizadas como testemunha.
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Figura 5 - Perfil SSR de diferentes plantas regeneradas a partir suspensdo celular de bananeira ‘Grande naine’
gerado pelos iniciadores CNPMF 09. A letra M representa o tamanho do marcador molecular utilizado (50pb).
Amostras de 1 — 18 (TRAT 1), 19 — 36 (TRAT?2), 42- 59 (TRAT 3), 60 — 77 (TRAT 4) correspondem a 18
plantas de bananeira ‘Grande naine’ de cada tratamento, 37 — 41 e 78 — 82 correspondem as plantas de bananeira
‘Grande naine’ utilizadas como testemunha.

Figura 6 - Perfil SSR de diferentes plantas regeneradas a partir suspensio celular de bananeira ‘Mag¢d’ gerado
pelos iniciadores Mb1-100. A letra M representa o tamanho do marcador molecular utilizado (50pb). Amostras
de 1 — 18 (TRAT 1), 19 — 36 (TRAT?2), 42- 59 (TRAT 3), 60 — 77 (TRAT 4) correspondem a 18 plantas de
bananeira ‘Maca’ de cada tratamento, 37 — 41 e 78 — 82 correspondem as plantas de bananeira ‘Mac¢a’ utilizadas
como testemunha.
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Figura 7 - Perfil SSR de diferentes plantas regeneradas a partir suspensdo celular de bananeira ‘Maga’ gerado
pelos iniciadores CNPMF 43. A letra M representa o tamanho do marcador molecular utilizado (50pb). Amostras
de 1 — 18 (TRAT 1), 19 — 36 (TRAT2), 42- 59 (TRAT 3), 60 — 77 (TRAT 4) correspondem a 18 plantas de
bananeira ‘Mag¢ad’ de cada tratamento, 37 — 41 e 78 — 82 correspondem as plantas de bananeira ‘Maga’ utilizadas
como testemunha.

3.4 DISCUSSAO

Existem vdrios trabalhos de indug¢do de embriogénese somadtica de bananeira e
regeneracdo em plantas (JALIL et al., 2003; KOSKY et al., 2002; STROSSE et al., 2006) e
nenhum sobre a estabilidade genética das plantas regeneradas por este processo.

Foi observado que as cultivares Grande naine e Mac¢a respondem diferentemente as
concentracoes de glutamina utilizadas como suplemento no meio de cultura MS para inducao
da embriogénese somatica. De acordo com George e Debergh (2008), em alguns géneros a
maioria dos genétipos sdo competentes, mas em outros pode haver uma variagdo larga, até
mesmo em competéncia entre cultivares dentro de uma mesma espécie.

A variedade Grande naine formou embrides somdticos na auséncia de glutamina,
aminoécido utilizado como suplemento a meios de cultura para induzir a formacao de
embrides somaticos, confirmando os resultados obtidos em outros trabalhos em bananeira do
subgrupo Cavendish (STROSSE et al., 2003, ASSANI et al., 2001). Para a variedade Maca é
necessaria a presenca de glutamina para inducdo da embriogénese. Alguns trabalhos em
bananeira utilizam outros reguladores para induzir a embriogénese somatica (HOULLOU-
KIDO et al., 2005; MATSUMOTO et al., 2002, FILIPPI et al., 2001).

Quanto ao estabelecimento das suspensdes celulares apds trés meses de subcultivos,
observou-se diferenca somente na formagao dos aglomerados celulares entre as variedades

Grande naine e Magd, onde a primeira era composta de aglomerados celulares muito
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pequenos, de coloracdo branco-amarelada, e a segunda apresentava aglomerados celulares
maiores e amarelados. Segundo Jalil et al. (2003), a pigmentacdo amarelada do citoplasma
indica o carater embriogénico das células em suspensdo. As células em suspensdes obtidas
neste trabalho para as duas variedade, podem ser classificadas segundo Domergue et al.
(2000), como do tipo III (citoplasma com pequenos vacuolos, presenca de graos de amido,
relacdo nucleopldsmica alta). Os autores descrevem que estas células sdo altamente
embriogenicas com um ndmero médio de embrides em torno de 150.000 a 130.000 por ml
de células aglomeradas, com 90 e 80% de germinacdo, respectivamente.

A regeneracdo da suspensdo celular é de grande importincia para conhecimento da
qualidade da suspensdo estabelecida. Neste trabalho as suspensdes celulares foram diluidas
em 20 e 30 vezes, para a variedade Maca e Grande naine, respectivamente, com o objetivo de
aumentar a eficiéncia de regeneracado e os resultados obtidos corroboram aqueles observados
por outros autores. Em trabalhos com a variedade Grande naine (AAA) Cote et al. (1996),
observaram germinacdo de 3 — 20% de um total de 370.000 embrides por ml de células
aglomeradas. Georget et al. (2000), estudando a mesma variedade obtiveram 154.000
embrides por ml de células aglomeradas para a variedade Grande naine e Strosse et al. (2006),
regeneraram 48.000 plantas de Cavendish e 20.000 de pliatanos por ml de celulas
compactadas.

Com relagdo a variedade ‘Mac¢d’ com a qual foi obtida as maiores taxas de conversao
em plantas. Estes resultados podem ser considerados bons quando comparados com os
obtidos por Houllou-Kido et al. (2005), que obtiveram uma regenera¢do em torno de 400
plantas por 10 ml de células compactadas e ndo diluidas, utilizando os reguladores de
crescimento BAP e AIA, em baixas concentragdes (0,045 mg L'de BAPe 0,205 de AIA).

Independente da concentra¢do de reguladores de crescimento utilizada observou-se a
regeneracao de plantas em todos os tratamentos das duas variedades. A formagao de um maior
nimero de embrides para a variedade Grande naine, em meio de cultura desprovido de
regulador de crescimento e a conversao de somente de uma planta neste mesmo meio, pode
ser devido a auséncia de reguladores de crescimento no meio de cultura, onde, auxinas e
citocininas sdo os dois principais reguladores do crescimento envolvidos na regulagdo da
divisdo e diferenciacdo de células e tem desempenhado um importante papel na indu¢do de
embriogénese somdtica e organogénese (FEHE'R et al., 2003).

Com relacdo a estabilidade genética das plantas geradas por meio da andlise molecular

utilizando 11 primers SSR, nado foi detectada nenhuma variagdo genética (somaclonal) entre
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as amostras, uma vez que o padrdo dos alelos foi comum aos tratamentos (Figuras 4, 5, 6 e 7)
para as duas variedades analisadas. Shchukin et al. (1997) relataram que a taxa de variacdo
somaclonal foi maior em plantas regeneradas da cultura de dpices da cv. Grande naine (5,3%),
quando comparados aquelas derivadas de embriogénese somatica (0,5 e 3,6%).

Os SSR’s tem se mostrado extremamente eficientes em estudos visando a detec¢do da
instabilidade genética em plantas provenientes de processos de embriogénese somatica
(WILHELM et al., 2005; MARUM, et al., 2009; JIN et al., 2008).

Apenas 9,6% das plantas de Pinus pinaster regeneradas a partir da embriogénese
somatica mostraram alteracdes genéticas detectadas por meio de marcadores SSR (MARUM
et al., 2009). Resultados similares foram encontrados por Burg et al. (2007) ao avaliarem a
instabilidade genética de plantas de Pinus silvestres originadas de células embriogénicas e
cotiledonares e por Rahman e Rajora (2001) em mudas micropropagadas de Pinus
tremuloides.

Em algodao Jin et al. (2008), observaram alto nivel de variagdo somaclonal em calos
embriogénicos e plantas regeneradas por meio da embriogénese somdtica. De acordo com os
autores, a avaliacdo da estabilidade genética nos regenerantes, originados de suspensdo
celular, ¢ um recurso essencial antes da ado¢do desta metodologia como um processo de
propagacao clonal em larga escala.

No presente trabalho, os resultados obtidos mostram que a regeneragdo de plantas a
partir de células pode ser eficiente para obten¢do de mudas de bananeira em larga escala sem

a presenga de variagdo somaclonal.

3.5 CONCLUSOES

1. Cada variedade responde diferentemente a determinada concentracdo de glutamina
adicionada ao meio de cultura.

2. E possivel regenerar plantas a partir de suspenséo celular da bananeira em larga escala com
fidelidade genética.

3. O uso de marcadores microssatelites foi eficiente na confirmacio da fidelidade genética das

plantas regeneradas de suspensdo celular das variedades de bananeira Grande naine e Maga.
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RESUMO

A utilizagdao de técnicas de cultura de tecidos para a regeneracdo e propagacao massal de
gendtipos superiores via embriogénese somatica esta se tornando pratica rotineira em muitos
laboratdrios para algumas espécies de plantas. A aclimatizacdo destas plantas geradas € de
grande importancia para garantir a otimizagdo do processo. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o crescimento de plantas regeneradas a partir de suspensao celular de bananeira da
cultivar Grande naine em diferentes substratos. As mudas provenientes da regeneracdo de
suspensdo celular em meio MS com quatro combinacdes de BAP e AIA foram transplantadas
para tubetes contendo seis substratos diferentes: SC1 (Ecoterra®), SC2 (PlantMax®), SC3
(Solo), SC4 (SC1+ vermiculita®), SC5 (SC2 + Vermiculita), e SC6 (SC3 + vermiculita), num
delineamento experimental inteiramente casualizado com 24 tratamentos com 20 repeticoes.
Foram avaliadas as caracteristicas, altura de planta, didametro do pseudocaule, nimero de
folhas e de raizes, comprimento de folhas e raizes, e largura de folhas aos 30 e 60 dias. O
maior crescimento de planta aos 30 dias foi obtido quando se cultivou as mudas no substrato
SC3 e o menor quando se utilizou o substrato SC2 com ou sem vermiculita, e aos 60 dias o
maior crescimento foi com o substrato SC3 (solo) e SC4 e o menor com o SC2. O meio B
suplementado com 0,4 mg L' de BAP e 0,3 mg L' de AIA proporcionou os melhores
resultados para a maioria dos caracteres avaliados.

Palavras-chave: Producao de mudas. Musa sp.. Embriogénese somaética.
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ABSTRACT

The use of plant tissue culture techniques for regeneration and mass propagation of superior
genotypes through somatic embryogenesis is becoming a daily practice in many laboratories
for some plant species. The acclimatization of these plants is very important in order to
guarantee the optimization of the process. The objective of the present work was to evaluate
growth of regenerated plants from cell suspension of Grande Naine banana cultivar in
different substrates. Seedlings from cell suspension regeneration in MS medium with four
combinations of BAP and IAA were transplanted into tubetes with six different substrates:
SC1 (Ecoterra®), SC2 (PlantMax®), SC3 (Soil), SC4 (SC1+ vermiculite®), SC5 (SC2 +
Vermiculite), e SC6 (SC3 + vermiculite), in complete random blocks, 24 treatments and 20
replicates. The following characteristics were evaluated: plant height, pseudostem diameter,
number of leaves and roots, length of leaves and roots and width of leaves at 30 and 60 days.
The largest plant growth at 30 days occurred when seedlings were cultivated in the SC3
treatment and smallest at SC2 with or without vermiculite; and at 60 days, largest growth was
observed with SC3 (soil) substrate and smallest at SC2. The B medium supplemented with 0,4
mg L of BAP and 0,3 mg L of IAA showed best results for most of the characteristics
evaluated.

Key-words: Somatic embryogenesis. Seedling production. Musa sp..
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4.1 INTRODUCAO

A propagacgdo da bananeira, independente da cultivar, é realizada por meio de mudas
desenvolvidas a partir de gemas oriundas do seu caule subterrdneo ou rizoma, porém, esse
sistema € lento e permite a disseminacdo de pragas que sdo, atualmente, um dos fatores
limitantes a expansdo da cultura. Apesar de inadequado, o uso de mudas convencionais ainda
€ bastante utilizado pelos agricultores (ALVES et al., 2004).

Mudas obtidas por micropropagacdo € uma alternativa bastante promissora, cuja
principal meta € a produ¢do massal de individuos geneticamente idénticos e fisiologicamente
uniformes, com desenvolvimento normal e com plantas livres de doengas, pragas e virus
(KOZAI et al.,, 1997). A embriogénese somdtica destaca-se, entre as técnicas de
micropropagacao por apresentar as maiores taxas de multiplicacdo quando comparada aos
outros processos de propagacdo (ZIMMERMAN, 1993).

A aclimatizagdo representa uma etapa fundamental dentro de um programa de
producdo de mudas, sendo que, em alguns casos, chega a ser o fator limitante no processo de
micropropagacdo (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990). Dentre os fatores importantes
envolvidos na aclimatizacdo ex vitro, destaca-se o substrato a ser utilizado, pois ele pode
facilitar ou impedir o crescimento das mudas conforme suas propriedades fisico-quimicas. As
caracteristicas do substrato, entre elas a aeracdo, associado a elevada capacidade de retencdo
de 4gua, sdo fatores fundamentais durante a aclimatizacdo (CALVETE, 1998), por isso € de se
esperar que cada cultura tenha diferente exigéncia de substrato para o seu melhor
desenvolvimento (SCHMITZ et al., 2002). Neste contexto, ¢ fundamental a determina¢do dos
substratos adequados para a aclimatizagdo de mudas ex vitro, os quais devem garantir a
manutencdo mecanica do sistema radicular, a estabilidade da planta, o suprimento de dgua e
nutrientes e as trocas gasosas entre as raizes e o ar atmosférico (SILVEIRA et al., 2002).

Os substratos horticolas sdo os mais utilizados na aclimatizacdo de mudas, eles sdo
constituidos por vermiculita expandida, materiais organicos (turfa, casca de Pinus, casca de
arroz carbonizada ou composto organico), fertilizantes e aditivos, estes substratos sdo
encontrados prontos para o uso, formulados por firmas idoneas, disponiveis no mercado
(FILGUEIRA, 2000), como o PlantMax®.

A aclimatizacdo € a fase final da micropropagacdo e quando mal conduzida,
inviabiliza todo o processo de multiplicagdo in vitro. A transferéncia de plantas do laboratério

para telados e posterior aclimatizacao € influenciada por varios fatores. Dentre esses estdo, a
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qualidade da muda e o substrato utilizado. O objetivo deste trabalho foi identificar o melhor
substrato para o crescimento de plantas regeneradas a partir de suspensdo celular de bananeira
da cultivar Grande naine e verificar o efeito residual do BAP e AIA sobre a aclimatizacdo das

plantas.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado na casa-de-vegetacdo na Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical, Cruz das Almas (BA), no periodo de agosto a setembro de 2008. Foram utilizadas
20 plantas regeneradas de suspensdo celular de bananeira cultivar Grande naine oriundos de
quatro meios de cultura constituidos de sais e vitaminas do MS (MURASHIGE & SKOOG,
1969) acrescido de diferentes concentracdes de BAP e AIA, descritas a seguir: Meio A: 0,2 e
0,1 mg L'l; Meio B: 0,4 € 0,3 mg L'l; Meio C: 0,6 € 0,5 mg L' e Meio D: 0,8 e 0,7 mg L. As
plantas foram aclimatizadas em casa de vegetacdo em tubetes contendo os seguintes
substratos: SC1 (Ecoterra®: Substrato comercial, composto de folhas de eucalipto
decompostas, farelo de rocha, biogel e rico em microorganismos em decomposi¢do), SC2
(PlantMax® Horticultura: Substrato comercial, composto de casca de pinus, vermiculita,
turfa, corretivo de acidez, nitrato de potassio, superfosfato simples), SC3 (Solo comum), SC4
(SC1 + vermiculita - 2:1), SC5 (SC2 + vermiculita - 2:1) e SC6 (Solo + vermiculita - 2:1). A
irrigacdo foi realizada manualmente com mangueira, uma vez por dia, no periodo da manha.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 6
(substratos) x 4 (meios de cultura), totalizando 24 tratamentos, com 20 repeticdes. Cada
parcela experimental foi composta por uma planta. As caracteristicas altura da planta (APL),
diametro do pseudocaule (DPC) e nimero de folhas (NFL), foram avaliadas no transplantio,
aos 30 e 60 dias apds a aclimatizagdo. Aos 30 e 60 dias apds transplantio (DAT) foram
avaliadas a largura (LFD) e o comprimento (CFD) da folha mais nova e expandida (folha D),
o comprimento da maior raiz (CRZ) e o nimero de raizes (NRZ). Para os caracteres
comprimento e nimero de raizes realizou-se avaliacao destrutiva de 10 plantas aos trinta dias
apo6s plantio (DAP). As demais plantas foram mantidas em casa de vegetacdo até os 60 dias
apos o plantio, onde avaliaram-se as mesmas carateristicas mensuradas ao 30 DAP. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia para cada tempo de avaliagdo e as médias dos

tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios para altura de plantas (APL), diametro do pseudocaule (DPC) e
numero de folhas (NFL) de plantas da cultivar Grande naine regeneradas a partir de suspensao
celular em quatro meios de cultura e seis substratos estdo apresentados na Tabela 1.

Para altura de plantas na época de transplantio (Figura 1A), houve variagcdo de 3,8 cm
(substrato SC1 e plantas originadas do meio D) a 2,02 cm nos substratos SC5 e SC6 em
plantas originadas do meio D, com o maior valor de média geral para o substrato SC1 de 3,05
cm e a menor média de 2,51 cm dos substratos SC5 e SC6. Lisei de S4 & Braga (2002),
observaram na aclimatizacdo de bananeira ‘Prata’ micropropagadas, que o comprimento de
brotos entre 30 e 60 mm, ao final da fase de enraizamento, conferiu maior vigor, facilidade de
manuseio e uniformidade das plantulas durante o transplantio para casa de vegetacgao,
evitando perdas nesta fase.

Ap6s o periodo de aclimatizagdo de 30 dias (Figura 1C) a altura variou de 10,83 cm
para plantas provenientes do meio B e aclimatizadas no substrato SC4 a 4,03 para plantas
originadas do meio de cultura D e aclimatizadas em substrato SC5, com uma media geral de
9,11 para meio B e 8,9 cm para substrato SC1. Aos 60 dias (FiguralD) apds plantio a altura
de planta teve uma variagcdo de 19,13 cm para plantas provenientes do meio B e aclimatizadas
em substrato SC3 a 4,27 cm para plantas regeneradas no meio B e aclimatizadas no substrato

SC2, com uma média geral de 13,2 cm para meio B e 17,26 cm para substrato SC3.
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Tabela 1. Valores médios de Altura de plantas (APL), didmetro do pseudocaule (DPC) e numero de folhas (NFL) no transplantio (0 dias) 30 e 60 dias apds transplantio de
mudas de bananeira ‘Grande naine’ regeneradas a partir de suspensdo celular, em quatro meios de cultura (ME) aclimatizadas em seis diferentes substratos (SUB). Cruz das

Almas, 2009.
APL (cm) DPC (cm) NFL
Dias Sub BAP e AIA BAP e AIA BAP e AIA
A B C D Média A B C D Média A B C D Média
SC1 3,41aA 2,49bB  2,50bA  3,80aA 3,05 0,48aA 0,45aB 0,44aA 0,48aA 0,46 32bA  3,4bA  4,1aA 3,5bA 3,55
SC2 3,06aA  2,54abB  2,30bA 2,82abB 2,68 0,46abA 0,47aB  0,40cA 0,41bcB 0,44 3,4aA 3,6aA 3,8aA 3,7aA 3,63
0 SC3 2,58aB 3,09aA 2,00bA 2,97aB 2,66 0,45bA  0,53aA 0,40bA 0,28cD 0,42 33b A 33bA 4,0aA 39aA 3,63
SC4 2,90aB 2,29bB 2,11 bA 3,09 aB 2,60 0,43aA 0,44aB 0,41aA  0,36cC 0,41 3,6aAA 36aA 35aB 3,5bA 3,55
SC5 2,78aB  2,34abB 2,02bA 2,89 aB 2,51 0,46aA 0,46aB 0,36bB  0,31cD 0,40 32aA 34aA 34aB 3,7aA 343
SC6 2,/78aB  2,34abA  2,02bA  2,89aC 2,51 0,43abA 0,48aB 0,42bA  0,25cE 0,40 3,6aA 3,5aA 3,8aA 3,7aA 3,65
Médias 2,92 2,52 2,16 3,08 0,45 0,47 0,41 0,35 3,38 3,47 3,77 3,67
SC1 8,59bB  10,27aA 8,69bA  8,05bA 8,90 0,78abB  0,84aB  0,74bA  0,70bA 0,77 7,10aA 7,05aB 7,30aA 7,30aA 7,19
SC2 4,50bD 4,48bC 5,59abC  5,67aB 5,06 0,50bC 0,60abC 0,61aB  0,60aB 0,58 5,55cD 5,65abC 6,30aB 6,10abB 5,90
30 SC3 9,77aA 9,95aA 7,60bB  5,17cB 8,12 0,80bB  0,91aA  0,69cA  0,54dC 0,74 6,60aB 6,90aB 6,55aB 6,26aB 6,58
SC4 8,89bB  10,83aA 8,20bA  5,94cB 8,47 0,78abB  0,87aA  0,73bA  0,52¢cC 0,72 7,50aA 7,775aA 735aA 6,32bB 7,23
SC5 7,40bC 8,74aB 5,10cC 4,03 cC 6,32 0,73aB  0,80aB  0,55bB  0,43cD 0,63 6,30 abC 6,85aB 5,90bC 5,61bC 6,17
SC6 9,91aA  10,39aA 6,94bB 6,42 bB 8,42 0,88aA 0,86aA 0,70bA 0,61cB 0,76 6,70aB 6,80aB 6,65aB 6,56aB 6,68
Médias 8,18 9,11 7,02 5,88 0,75 0,81 0,69 0,57 6,63 6,83 6,68 6,36 6,63
SC1 12,20cC 13,57abC 15,11aB 14,10aA 13,75 1,02aC  1,04aC 1,07aB  1,13aA 1,07 6,78 aA 7,30aA 7,33 aA 7,30 aA
SC2 4,93abD 4,27bE 5,60abD  6,09aC 5,22 0,71aDb  0,73aD 0,76aC  0,71aC 0,73 5,90abB 5,40 bB 5,60 abB 6,60 aA 5,88
60 SC3 18,14 abA  19,13aA 16,87bA 14,88cA 17,26 1,36aA  1,45aA 1,31abA 1,21bA 1,33 6,70 bA 7,20 abA 7,50 abA 7,90 aA 7,33
SC4 13,22¢cC  16,54abB 17,68aA 15,28bA 15,68 1,19aB  1,25aB  1,29aA 1,15aA 1,22 6,20bB 6,37ba 7,80aA 7,11 abA 6,87
SC5 7,39 bB 9,68 aD 6,22bcD 5,58 cC 7,22 0,97aC  1,01aC  0,78bC  0,58cD 0,84 5,89aB 6,60aA 6,10aB 544aB 6,01
SC6 15,14aB  15,99aB 11,69bC 11,75bB 13,64 1,23aB  1,27aB  1,04bB  0,97bB 1,13 7,00 abA 6,44 bA 6,80 abA 7,71 aA 6,99
Médias 11,84 13,20 12,20 11,28 1,08 1,13 1,04 0,96 6,41 6,55 6,86 7,01 6,41

'Médias seguidas da mesma letra mintscula dentro de cada substrato e tempo de aclimatizacio e da mesma letra maitscula em cada meio de cultura ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. SUB: 1- SC1(Ecoterra®), 2- SC2 (PlantMax®), 3- SC3(Solo comum), 4- SC4 (SC1 + vermiculita), 5-
SCS5 (SC2 + vermiculita), 6- SC6 (SC3 + vermiculita). ME: BAP e ATA - A. 0,2 ¢ 0,1 mg L'l; B.0,4¢0,3mg L'l; C.0,6 € 0,5 mg L'l; D. 0,8 ¢ 0,7 mg L
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Tabela 2. Valores médios de nimero de raizes (NRZ), comprimento de raizes (CRZ), largura folha D (LFD), comprimento folha D (CFD), de mudas de bananeira ‘Grande

naine’ regeneradas a partir de suspensao celular, em func¢@o de quatro meios de cultura (ME) aclimatizadas em seis diferentes substratos (SUB). Cruz das Almas, 2009.

NRZ CRZ (cm) LFD (cm)
Dias  Sub BAP e AIA BAP e AIA BAP e AIA
B C D Média A B C D Medas A B C D Média
SCl1 9,8aA 10,0aA 8,5aB 8,2aA 9,13 17,9 aA 20,93 aA 19,68aA 18,59aA 19,28 6,06 aBA 6,83aB 5,77bA 548bA 6,04
SC2 72aB  7,0aB 7.6aB 6,8 aA 7,15 19,84 aA 20,92 aA 20,16 aA 21,77aA 20,67 3,28 abC  3,25¢D 3,98abC 4,12aB 3,66
SC3 8,9abA  9.4abA 10,2aA 7.5cA 9,00 17,44abA 20,12 aA 18,73abA  15,1bB 17,85 577aB 648aB 4,81bB 349c¢C 5,14
30 SC4 9,9aA 95abA 8,7abB 7,7 bA 8,95 20,55 aA 19,76 aA 18,41abA 15,03bB 18,44 6,40bA 7,51aA 566bA 3,96cB 588
SC5 85aB  9,1aA 7,7aB 7,75aA 8,26 20,18 aA 22,0 aA 19,45abA 1536bB 19,25 5,10aB  524aC 3,69bC 2.64cD 4,17
SC6 99aA 10,0aA 8,8aB 6,0bA 8,68 19,24 aA 18,62aA 17,43 aA 16,05aB 17,84 6,51aA 6,65aB 4,79bB 439bB 5,59
Médias 9,03 9,17 858 733 8,53 19,19 20,39 18,98 16,98 5,52 5,99 4,78 4,01
SC1 13,4aA 10,9aA 11,1aA 11,8aA 13,05 17,24 aB 18,72 aA 17,88 aB 18,62aA 18,12 8,38bB 8,70abB 9,63aA 9,51aA 9,06
SC2 7,1aB  7.8aA 85aA 8,1aA 7,88 19,40 aB 21,04 aA 20,50 aB 19,47 aA 20,10 245abD 1,99bD 3,26aD 3,36aD 2,77
60 SC3 132aA 10,5aA 11,2aA 11,8aA 11,68 19,42 aB 19,69 aA 17,66 aB 18,51 aA 18,82 9,54 abA 10,06 aA 8,73bB 8,60bB 9,23
SC4 11,8aA 11,0aA 10,8 aA 10,4aA 11,00 17,95aB 17,15aA 19,09aB 17,39aA 17,90 8,05 bB 9,19aB 9,92aA 9,26aA 9,11
SC5 11,3aA 11,8aA 11,8aA 10,6aA 11,38 30,26 aA 20,59 bA 2823 aA 18,12bA 24,30 4,12abC  4,88aC 3,50bD 3,42bD 398
SC6 123aA 11,7aA 11,6 aA 93aA 1123 23,05aB 22,01 aA 18,67aB 2238aA 21,53 8,28abB 9,00aB 7,42bcC  6,58cC 7,82
Médias 1235 10,62 10,83 10,33 2122 1987 2034 19,08 6,80 7,30 7,08 6,79

'Médias seguidas da mesma letra mintscula dentro de cada substrato e tempo de aclimatizacio e da mesma letra maitscula em cada meio de cultura ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. SUB: 1- SC1(Ecoterra®), 2- SC2 (Plantmax®), 3- SC3(Solo comum), 4- SC4 (SC1 + vermiculita), 5-
SC5 (SC2 + vermiculita), 6- SC6 (SC3 + vermiculita). ME: BAP e AIA - A.0,2¢ 0,1 mgL";B.0,4¢0,3mgL";C.0,6e0,5mgL";D.0,8¢0,7mgL".
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CFD
Dias Sub BAP e AIA
A B C D Média
SCI | 12,48abA  1390aA 12,09bA 11,63bA 12,53
SC2| 8,15aB 8,01aC  896aC 942aB 8,64
SC3 | 12,23bA  1426aA  999c¢cB  7,68dC 11,04
30 SC4 | 1291bA  15,14aA 11,80bA  884aB 12,17
SC5 | 12,03 aA 12,82aB  841bC  6,86bC 10,03
SC6 | 13,38aA  1426aA  998bB  9,62bB 11,81
Médias 11,86 13,07 10,21 9,01
SCl| 17,09bB  18,37abB  19,19abB 19,41 aA 18,52
SC2| 7,60 beD 6,80cD 9,13abD  10,04aC 8,39
SC3 | 21,38aA  22,79aA 20,73 abA 19,24bB 21,04
60 SC4 | 1783bB  19,29abB  21,22aA 19,44abA 19,45
SC5 | 11,03 bC 13,57aC  9,88bD 10,08 bC 11,14
SC6 | 20,47aA  21,17aA  1622c¢C  16,04bB 18,48
Médias 15,90 17,00 16,06 15,71

"Médias seguidas da mesma letra mindscula dentro de cada substrato e
tempo de aclimatizagdo e da mesma letra maitiscula em cada meio de
cultura ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey. SUB: 1- SC1 (Ecoterra®), 2- SC2 (PlantMax®), 3-
SC3(Solo comum), 4- SC4 (SC1 + vermiculita), 5- SC5 (SC2 +
vermiculita), 6- SC6 (SC3 + vermiculita). ME: BAP e AIA - A. 0,2 ¢
0,1 mg L' B.04e0,3 mg L’l; C.0,6 0,5 mg L’l; D. 0,8 e 0,7 mg L.
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Figura 1: Mudas de bananeira ‘Grande naine’ regeneradas a partir de suspensdo celular em quatro meios de
cultura, aclimatizadas em seis diferentes substratos: A: mudas antes da aclimatizagdo, B: mudas com 15 dias
apos aclimatizagdo, C: plantas com um més de aclimatizadas (da esquerda para direita, duas plantas crescidas no
substrato SC1, SC2 e SC3), D: plantas com um més de aclimatizadas mostrando o sistema radicular (da esquerda
para direita, duas plantas crescidas no substrato SC2, SC1 e SC3), E: plantas com 60 dias de aclimatizacdo (da
esquerda para direita, duas plantas crescidas no substrato SC2, SC1 e SC3), F: plantas com raizes sessenta dias
apods aclimatizagdo (da esquerda para direita, plantas crescidas no substrato SC3, SC2 e SC1), G: plantas com
folhas amareladas crescidas em substrato SC5 e H: plantas com folhas amareladas crescidas em substrato SC2.

A altura da planta € uma varidvel muito importante e até mesmo determinante para a
defini¢do do momento do transplantio para o campo. O niimero e o tamanho das folhas sdo
informacdes de extrema importancia, pois determinam a drea fotossintetizante, fundamental
para a sobrevivéncia e desenvolvimento da planta (SOUZA JUNIOR et al., 2001).

Em relagdo ao didmetro do pseudocaule (DPC), na época de transplantio as médias
variaram de 0,53 cm para plantas regeneradas em meio B e aclimatizadas no substrato SC3 a
0,25 cm para plantas regeneradas no meio D e aclimatizadas no substrato SC6. Aos 30 dias
apds o plantio o DPC variou de 0,91 cm para plantas regeneradas em meio B e aclimatizadas
em substrato SC3 a 0,43 cm para plantas provenientes do meio D aclimatizadas em substrato
SCS, com uma média geral de 0,81 cm para o meio B e 0,77 cm para o substrato SC1. Para 60
DAP em casa de vegetacdo este cardter apresentou uma variacdo de 1,45 cm para plantas
regeneradas em meio B e aclimatizadas no substrato SC3 a 0,58 cm para plantas provenientes
do meio D e aclimatizadas no substrato SC5, com media geral de 1,33 cm para o substrato
SC3 e 1,13 cm para Meio B. Os melhores valores foram observados para a combina¢do Meio
B e Substrato SC3, tanto aos 30 quanto aos 60 dias apds o plantio.

Para o carater nimero de folhas na época de transplantio houve variacio de 4,1 folhas
para plantas originadas do meio C e aclimatizadas no substrato SC1 a 3,2 folhas para plantas
regeneradas no meio A e aclimatizadas nos substratos SC1 e SC5. Aos 30 DAP, a melhor

combinacdo foi obtida quando se utilizou plantas provenientes do Meio B aclimatizadas no
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Substrato SC4 (7,75 folhas), enquanto que os piores valores foram observados em mudas
originadas da regeneracdo em Meio A e aclimatizadas a em Substrato SC2 (5,5 folhas). Aos
60 DAP, o nimero de folhas variou de 7,9 para plantas oriundas do meio D e aclimatizadas
no Substrato SC3 a 5,4 para a plantas provenientes do meio B e aclimatizadas em substrato
SC2 (Tabela 1).

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores médios para nimero de raizes (NRZ),
comprimento de raizes (CRZ) e largura (LFD) da folha D de mudas de bananeira da cultivar
Grande naine. O carater nimero de raizes aos 30 DAP variou de 10,2 para plantas regeneradas
em meio C e aclimatizadas no substrato SC3 a 6,0 raizes para plantas provenientes do meio D
e aclimatizadas no substrato SC6, com uma média geral de 9,13 para substrato SCI1 e 9,17
para Meio B. Aos 60 DAP este carater variou de 13,4 raizes para plantas originadas de meio
A e aclimatizadas no substrato SC1 a 7,1 para plantas oriundas de meio A aclimatizadas em
substrato SC2, com média geral de 13,05 para substrato SC1 e 12,35 para meio A.

Em relagdo ao comprimento das raizes, aos 30 DAP, as plantas provenientes do meio
B aclimatizadas no Substrato SCS5, apresentaram os melhores resultados, com 22,0 cm de
comprimento de raiz e aos 60 dias os maiores comprimento de raizes foram obtidos quando se
utilizou plantas regeneradas em meios A e C e aclimatizadas no substrato SC5 com valores de
30,26 e 28,23 cm, respectivamente (Tabela 2).

Para a largura da folha D (LFD), foi observada aos 30 DAP uma variag¢dao de 7,51 cm
para plantas provenientes do meio B e aclimatizadas no substrato SC4 a 2,64 cm para plantas
regeneradas em meio D e aclimatizadas no substrato SC5 com media geral de 5,99 cm para
meio B e 6,04 cm para o substrato SC1. Aos 60 DAP a LFD variou de 10,06 cm para plantas
oriundas do meio B aclimatizadas no substrato SC3 a 1,99 cm para plantas provenientes do
meio B e aclimatizadas no substrato SC2, com media geral de 9,23 cm para o substrato SC3 e
7,30 cm para Meio B (Tabela 2).

Com relacdo ao comprimento da folha D (CFD) (Tabela 2) observou-se que a variacao
foi de 15,14 cm para plantas provenientes do meio B e aclimatizadas no substrato SC4 a 6,86
cm para plantas regeneradas em meio D e aclimatizadas no substrato SC5, com média geral
de 13,07 cm para Meio B e 12,53 cm para o substrato SC1. Aos 60 DAP o CFD variou de
22,79 cm para plantas provenientes do meio B e aclimatizadas no substrato SC3 a 6,80 cm
para plantas regeneradas em Meio B e aclimatizadas no substrato SC2, com média geral de
17,00 cm para Meio B e 21,04 cm para o substrato SC3.

Os principais efeitos dos substratos se manifestam sobre as raizes, e assim influenciam

o crescimento da propria raiz e da parte aérea (HARTMAN et al., 1990). Pereira et al. (2005)
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trabalhando com aclimatizacdo de bananeira utilizando como substrato o PlantMax®
obtiveram aos final de 30 DAP as melhores médias para altura de plantas, diametro do
pseudocaule e numero de folhas. Esses resultados corroboram com os obtidos no presente
trabalho.

O uso de substratos comerciais assegura a repetibilidade dos resultados em trabalhos
de pesquisa e na producio comercial de plantas, devido a sua uniformidade quimica e fisica
(HOFFMANN et al., 2001). O Substrato PlantMax® tem sido utilizado para a formacdo de
mudas de eucalipto, pinus, citrus, maracujazeiro, olericolas e também cafeeiro (SKREBSKY
et al., 2006). Quando comparado a outros substratos, apresenta vantagens pela sua
uniformidade fisico-quimica (HOFFMANN et al., 2001; COUTO et al., 2003), todavia esse
substrato necessita de suplementagdo nutritiva para se obter mudas de melhor qualidade.

Considerando o sistema radicular (ndmero e comprimento das raizes) das plantas
aclimatizadas (Figura 1E e 1F), observou-se um bom desenvolvimento radicular em todos os
substratos utilizados. Entretanto os substratos SC2 e SC5 que apresentaram PlantMax® em
sua composi¢do, promoveram a formag¢do de um menor numero de raizes aos 30 e 60 dias
com escurecimento dos pelos absorventes. Acrescenta-se ainda, que nesses tratamentos houve
uma redu¢do no crescimento da parte aérea, com uma paralisagdo no surgimento de novas
folhas e pouca expansdo da largura e comprimento foliar, como pode ser observado nos dois
periodos de avalia¢do, em relacdo aos demais substratos (Tabela 2).

Ap6s 60 dias de transplantio os substratos ndo suportaram o crescimento das plantas
devido ao esgotamento de nutrientes ou até mesmo em fun¢do do espaco limitado nos tubetes
para desenvolvimento das raizes. Também foi observado que o tempo de permanéncia de
mudas aclimatizadas em substratos como o SC1 ou SC3 com ou sem vermiculita é de, no
maximo, 60 dias, quando as plantas apresentam um desenvolvimento necessario para serem
transferidas para telado em recipientes maiores e ou campo. No entanto, Costa et al. (2008)
relatam que aos 90 dias apds transplantio as mudas micropropagadas, apresentaram pouco
desenvolvimento da parte aérea, onde muitas vezes as plantas apresentavam apenas uma folha
expandida, e rizoma pouco definido, com fraca inicia¢do de primordios radiculares, sugerindo
baixa quantidade de reservas para sustentarem seu crescimento ex vitro.

Os resultados obtidos com relacdo ao substrato SC2 corroboram aqueles observados
por outros autores (SKREBSKY et al., 2006; PEREIRA et al., 2005, Rocha et al., 2008). No
entanto, observou-se um efeito negativo deste substrato no crescimento de mudas regeneradas
a partir de suspensdao celular de bananeira ‘Grande naine’, gerando plantas pouco

desenvolvidas quando comparadas aos outros substratos testados, proporcionando
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crescimento das plantas nos primeiros 30 dias e a partir de entdo paralisando o crescimento,
tornando as folhas amareladas e coridceas (Figura 1G e H). Alguns substratos podem
apresentar concentracdes toxicas de alguns elementos, entre eles o aluminio, o ferro e o
manganés e, também, baixo teores de nutrientes essenciais Leon (1993) apud Einloft et al.
(1999). Em videira observou-se sintomas de deficiéncia de ferro como o amarelecimento nas
folhas novas e brotos e de manganés as partes apicais mortas, aspecto clorético geral das
folhas novas, podendo confundir seus sintomas com caréncia de ferro, de zinco, ou de
magnésio (TERRA et al., 1993).

Os resultados obtidos neste trabalho com o substrato SC1 (Ecoterra) corroboram com
os obtidos por Rocha et al. (2008), estes autores em trabalho com aclimatizacdo de
microplantas de jenipapeiro, citam que o teor de matéria organica (204 g.dm™) deste substrato
aliado a concentracdo de fésforo (970 mg.dm-3), potdssio (930 mg.dm-3), calcio (19,5
Cmol.dm-3), magnésio (5,3 Cmol.dm-3), aluminio (0,25 Cmol.dm-3), sédio (0,32 Cmol.dm-
3), favoreceu o bom desenvolvimento das plantas tanto da parte aérea quanto do sistema
radicular.

Todos os substratos utilizados mostraram valores estatisticamente diferentes entre si,
observando-se superioridade para os tratamentos que niao continham o substrato SC2. De uma
forma geral as combinacdes dos reguladores de crescimento BAP e AIA, adicionados ao meio
de cultura para regeneracio das células em suspensdo, nao interferiu no desenvolvimento das
mudas de bananeira ‘Grande naine’ ex vitro, porém, observou-se que o meio B suplementado
com 0,4 mg L' de BAP e 0,3 mg L' de AIA promoveu os melhores resultados para a maioria
dos caracteres avaliados. Durante o desenvolvimento das mudas em casa de vegetacdo, foi
realizada avaliacdo visual e ndo foi observada a presenca de variantes somaclonais. Desta
forma, as condi¢des propostas para a aclimatizacdo de mudas de bananeira da cultivar Grande

naine, regeneradas a partir de suspensao celular, sdo bastante favoraveis.
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4.4 CONCLUSOES

1. E possivel a aclimatizacio de mudas de bananeira da variedade Grande naine regeneradas
de suspensao celular;

2. Mudas de bananeira apresentam bom desenvolvimento no substrato comercial Ecoterra®;

3. Os substratos utilizados para aclimatizacdo das mudas de bananeira ndo suportaram o
crescimento das mesmas apds os 60 dias;

4. A utilizacdo dos reguladores de crescimento BAP e AIA na fase de regeneracdo de plantas

melhoram a capacidade de aclimatizacdo e desenvolvimento inicial das mudas.
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CONCLUSAO GERAL

1. Com a metodologia desenvolvida neste trabalho € possivel produzir mudas de bananeira
regeneradas a partir de suspensao celular com qualidade e com estabilidade genética.

2. Quanto a indu¢do de embriogénese somatica de bananeira, o uso de variedades pertencentes
a grupos gendOmicos deferentes requer meios de culturas adequados, pois, cada gendtipo
responde diferentemente a determinado meio de cultura na fase inducao de embriogénese.

3. Os marcadores SSR ndo identificaram variacdes genéticas em mudas provenientes da
regeneragdo de suspensdo celular de variedade de bananeira.

4. Os resultados obtidos neste trabalho podem ser de grande ajuda para trabalhos futuros de
melhoramento genético ndo convencional, utilizando suspensdo celular de bananeira em

transformacgao genética, hibridacao somatica e propagacao massal.



