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RESUMO

Tecidos de rizoma e pseudocaule de bananeira (Musa spp.), de plantulas mi-
cropropagadas, dos cultivares Mac¢d, Nanicdo e GN-60 foram utilizados para induczo
de estruturas embriogénicas. Explantes obtidos desses tecidos foram cultivados em
meio de cultura, segundo Schenk & Hildebrandt, com vitaminas de Staba em con-
centracdes modificadas por Novak et al.,, acrescido do regulador de crescimento
Dicamba, nas concentracdes de 0; 2,0; 3,5 ¢ 6,63 mg/L. A formacdo de tecidos
com capacidade embriogénica (calos e estruturas globulares) foi observada em tecidos
localizados préximo ao dpice meristemdtico, para os trés cultivares testados. A partir
dessas estruturas, foram obtidas suspensdcs celulares que deram origem a estruturas
semelhantes a embriSes somdticos, que, apds germinacdo, emitiram raiz ou parte
aérea, nfo apresentando, no entanto, germinacfo satisfatéria.

Termos de indexaciio: bananeira, embriogénese somdtica, Dicamba, micropropagacdo.

ABSTRACT

INDUCTION OF EMBRYOGENIC STRUCTURES ON RHIZOMA
AND PSEUDOSTEM TISSUES OF BANANA

Structure formations with embryogenic capacity were induced on rhizoma and
pseudostem tissues of micropropagated plants of the banana (Musa spp.) cultivars
Macgd, Nanicdo e GN-60. Explants obtained from these tissues were cultivated in
a media as cited by Schenk & Hildebrandt, with Staba vitamines in modified
concentration by Novak et al., supplemented with Dicamba, a growth regulator,
used at concentrations of 0, 2.0, 3.5, 6.63 mg/L. The treatments induced the formation

(1 Parte de trabalho de dissertacdo apresentado pelo primeiro autor para obtencio do titulo de mestre no Curso de
Pés-graduagiio em Genética e Melhoramento de Plantas da ESALQ/USP, Piracicaba (SP). Recebido para publicagio em
8 de maio e aceito em 19 de setembro de 1995.
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of structures with embryogenic capacity in tissues (callus and globular structures)
originated from regions immediately above and below the meristematic apex, on
the three tested cultivars. Starting from these structures, celular suspensions were
obtained. These structures were cultivated and gave origin to structures similar to
somatic embryos which after germination produced roots or aerial parts. Germination,

however, was not satisfactorily present.

Index terms: banana, somatic embryogenesis, Dicamba, micropropagation.

1. INTRODUCAO

As bananeiras sao afetadas por patégenos, como
fungos, bactérias, virus e nematdides. Diversas
caracteristicas agrondmicas e da qualidade dos fru-
tos sdo importantes e devem ser consideradas como
objetivos para o melhoramento.

Os métodos tradicionais de melhoramento de
plantas apresentam certas dificuldades para essa
cultura, de propagacdo vegetativa. Os cultivares sdo
normalmente constituidos de hibridos interespeci-
ficos, sendo comum a heterozigocidade, a poliploi-
dia e a esterilidade, sendo que esta tdltima cria,
freqiientemente, uma barreira insuperdvel para os
cruzamentos.

A indugdo de mutacdo para o melhoramento,
seja pelo uso da radiagdo (Novak et al., 1986, 1990;
Tulmann Neto et al., 1989), seja por mutagénicos
quimicos (Omar et al., 1989), tem sido utilizada,
bem como a ampliacdo da variabilidade através da
variacdo somaclonal pelo cultivo in vitro de 4pices
caulinares (Hwang & Ko, 1987).

A embriogénese somdtica, a partir de calos de
cultivares de importincia econémica, poderd ndo
somente ampliar a variabilidade genética como le-
var 2 obtencdo de novos cultivares. O sistema uni-
celular também facilita a inducdo e selecdo de
mutantes com resisténcia a doengas ou tolerdncia
ao estresse ambiental (Novak, 1992).

Os resultados alcancados até o momento, com
relagdo a obtencdo de embrides somaticos de Musa
spp., ainda sdo insatisfatérios, devido a baixa fre-
qiiéncia de regeneracdo. O presente trabalho teve
por objetivo otimizar o método para obtengdo de
embrides somdticos, a partir de tecidos de rizoma
e pseudocaule, de cultivares de bananeira que pos-
suam elevado grau de esterilidade para posterior
utilizagdo em programas de melhoramento.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Inducéio de estruturas embriogénicas

Para inducdo de estruturas embriogénicas em te-
cidos do rizoma e pseudocaule dos cultivares Maga,
Nanicdo e GN-60 (mutante induzido, obtido do cul-
tivar Grand Naine), utilizaram-se plintulas micro-
propagadas em meio 1, liquido, contendo macro-
e micronutrientes, segundo Murashige & Skoog
(1962), vitaminas de Morel & Wetmore (1951),
suplementado com 5 mg/L de BAP (6 benzil-ami-
nopurina), 30 g/L sacarose, pH 5,7-5,8.

A partir de brotos de origem in vitro, ndo en-
raizados, com aproximadamente 5 cm de altura e
0,8 cm de didmetro, foram obtidos explantes, me-
diante corte transversal iniciando da base para o
dpice em segmentos de aproximadamente 2 mm de
espessura. Os explantes foram numerados da base
do rizoma para o pseudocaule de 1 a 9 (Figura
1), correspondendo os nimeros 3, 4 e 5 a regido
que envolve o meristema apical, estando a posi¢do
3 logo abaixo e a posicdo 5, logo acima do tecido
meristematico apical.

Os explantes foram inoculados em placas de
Petri com 10 cm de didmetro, contendo o meio
2, semi-s6lido, previamente preparado e composto
de macro- e micronutrientes segundo Schenk & Hil-
debrandt (1972), vitaminas de Staba (1969) em con-
centracdes modificadas por Novak et al. (1989),
contendo tiamina (2 mg/L), 4cido nicotinico
(2 mg/L), piridoxina (2 mg/L), pantotenato de Ca
(1 mg/L), p-amino benzdico (0,5 mg/L), cianoco-
balamina (1,5 mg/L), riboflavina (0,5 mg/L), cloreto
de colina (1 mg/L), 4cido félico (0,5 mg/L) e biotina
(1 mg/L); inositol 100 mg/L, cisteina 40 mg/L, sa-
carose 20 g/L, pH 5,7-5,8, dgar 7 g/L. A esse meio,
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foi adicionado o 4cido 3,6 dicloro-2-metoxibenzdi-
co (Dicamba) nas concentragdes de 0; 2,0; 3,5 e
6,63 mg/L. Os explantes foram entdo cultivados
em camara escura (B.0.D.) a 26,5°C.

O delineamento experimental utilizado foi o in-
teiramente casualizado, em esquema tipo fatorial,
constando de trés cultivares de bananeira, quatro
concentracdes de Dicamba e 16 repeticdes (placas
de Petri) por tratamento, contendo cada placa os
explantes obtidos de uma plantula.

Foram avaliados o percentual médio de explantes
com formacgdo de estruturas embriogénicas, bem
como o percentual médio dos que apresentaram es-
curecimento (oxidagfo).

2.2 Obtencio de suspensoes celulares

As estruturas embriogénicas obtidas foram trans-
feridas para erlenmeyers (250 ml) contendo 50 ml
do meio semelhante ao meio 2, exceto pelo regu-
lador de crescimento Dicamba que passou para 4,42
mg/L, sacarose 30 g/L e auséncia de agente so-
lidificante. Esses recipientes ficaram sob agitacdo
(80-120 rotagBes por minuto), na auséncia de luz,
realizando-se subcultivos semanais.

Figura 1.

'

Ap6s um periodo de dois meses aproximada-
mente, foram obtidas suspensdes celulares, que,
transferidas para meio 2, liquido, sem regulador
de crescimento, permaneceram 24-48 horas sob agi-
tacdo constante de 70 rpm.

2.3 Desenvolvimento e germinacio dos embrioi-
des

As suspensoes obtidas foram transferidas para
meio 2, sem Dicamba, suplementado com 1,5 mg/L
de zeatina, para desenvolvimento dos possiveis em-
brides somaticos, os quais, apés dois meses apro-
ximadamente, apresentaram dimensdes que
variaram de 2 a 5 mm de didmetro.

Para germinacdo dos embridides, utilizou-se o
meio 2 contendo duas fases: uma, sélida, com 10 g/L.
de dgar e, outra, liquida, em volume de 50 ml cada
uma. A fase s6lida foi autoclavada e suplementada
com carvio ativado (1,5 g/L) e, a liquida, filtrada,
porém acrescida de zeatina (2,2 mg/L).

Apds o resfriamento do meio sélido, adicionou-
-se o meio liquido na parte superior, onde entdo
se inocularam os possiveis embrides somaticos, os
quais ficaram sob agitacdo constante de 65 rpm,
sob luz 38 W/m? para inducfo de germinacdo.

— NOLANIO~NDOYO

Esquema ilustrativo do processo de obtencdo de explantes em Musa spp. A partir de uma

plintula in vitro (a), sdo obtidos segmentos contendo rizoma e pseudocaule (b), os quais sfdo seccionados
transversalmente em segmentos de aproximadamente 2 mm de didmetro ¢ numerados de 1 a 9 (¢) e
plaqueados em meio de cultura suplementado com Dicamba.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O quadro 1 mostra o percentual de estruturas
embriogénicas induzidas nos cultivares de bana-
neira Macd, Nanicdo e GN-60, tratados com as
diversas concentragdes do regulador de crescimento
Dicamba. O meio com Dicamba mostrou-se favo-
rdvel para a inducd@o das estruturas embriogénicas,
confirmando, assim, o resultado de Novak et al.
(1989). As formacdes de estruturas globulares e
calos ocorreram a partir do 15.° dia ap6s inoculagdo
dos explantes, atingindo o ponto maximo em torno
de 45 dias. Ap6s esse periodo, ocorreu tendéncia
de oxidag¢do das estruturas embriogénicas para to-
dos os tratamentos.

Quadro 1. Percentual de explantes dos cultivares
Macid, GN-60 e Nanicdo, que apresentaram
estruturas embriogénicas apés 45 dias de
cultivo, em meio suplementado com Di-
camba (1)

Dicamba (mg/L)

Cultivares

0 2,0 3,5 6,63
Macid Oc 14,31b 25,96b 84,31a
GN-60 Oc 36,28b 83,55a 7,.91¢
Nanicao Oc 77,59a 41,94b 25,43b

(l) Médias seguidas de letras iguais nio diferem significativamente
entre si (sentido horizontal) pelo teste de Tukey - 5%.

A auséncia de regulador de crescimento induziu
a proliferacdo de raizes e o desenvolvimento das
gemas apicais nos explantes, para os trés cultivares
testados. Essa tendéncia ndo foi observada para as
concentragbes 2,0, 3,5 e 6,63 mg/L de Dicamba.

A intensidade de formacgdo das estruturas em-
briogénicas variou de acordo com as concentracdes
de Dicamba utilizadas. A concentracdo de 2 mg/L
induziu melhor resposta para o cultivar Nanicdo,
onde ocorreu a formagdo de estruturas embriogé-
nicas em 77,59% dos explantes. A comncentragdo
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de 3,5 mg/L foi melhor para o GN-60, onde ocorreu
a formacédo das estruturas em 83,55% dos explantes,
enquanto a de 6,63 mg/L foi melhor para o cultivar
Maci, onde 84,31% dos explantes apresentaram a
formacdo dessas estruturas.

As estruturas embriogénicas obtidas no presente
trabalho (Figura 2A), constituiram-se de estruturas
globulares e calos, cujo grau de ocorréncia variou
entre os cultivares testados. Para o ‘Mac¢d’ (grupo
AAB) e Nanicdo (grupo AAA), ocorreu maior for-
magdo de calos opacos de coloragdo creme. Para
o ‘GN-60" (AAA), além da formacdo desses dois
tipos de estrutura, ocorreu, com maior freqiiéncia,
a formacdo de calos translicidos. Essa diferenca
de resposta entre os cultivares de bananeira também
foi observada por Novak et al. (1989).

O quadro 2 mostra o percentual de oxidagdo
dos explantes dos diferentes cultivares de bananeira
com a utilizagdo do Dicamba. A auséncia do re-
gulador de crescimento provocou elevados percen-
tuais de oxidacd@o, os quais ndo foram, portanto,
determinados pela presen¢a do regulador de cres-
cimento, exceto para o cultivar GN-60 a 6,63 mg/L
de Dicamba.

A pesquisa de Novak et al. (1989), da qual foi
adaptado o método para este trabalho, utilizou di-
versas concentragdes de Dicamba para quatro ge-
nétipos de Musa, observando-se que concentracdes

Quadro 2. Percentual de explantes oxidados
dos cultivares Macd, GN-60 e Nanicdo, ap6s
45 dias de cultivo em meio suplementado
com Dicamba (1)

Dicamba (mg/L)

Cultivares

0 2,0 3.5 6,63
Macgd 49,86a 23,756  39,95ab 20,84a
GN-60 67,74a 41,52b  18,35¢ 76,562
Nanicdo 56,52a 14,33¢  28,73bc 41,81ab

([) Médias seguidas de letras iguais nfo diferem significativamente
entre si (sentido horizontal) pelo teste de Tukey - 5%.
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acima de 6,63 mg/L provocaram o escurecimento
dos explantes e a exsudagdo de compostos fendlicos.
Resposta semelhante foi verificada no presente tra-
balho, pois, para alguns cultivares, mesmo a con-
centrac¢do de 6,63 mg/L foi capaz de induzir
escurecimento e exsudacfo de fendis.

Comparando-se os quadros 1 e 2, as concen-
tragdes que provocaram maior produgdo de estru-
turas embriogénicas para cada cultivar foram
também aquelas onde os explantes apresentaram
menor oxidacdo. Para o ‘Maci’, a concentragdo de
6,63 mg/L de Dicamba provocou um percentual de

Figura 2. A: Aspecto de calos translicidos e fridveis (a), de calos compactos (b) e de estruturas globulares
(¢), induzidos em tecidos do rizoma e pseudocaule de bananeira através do uso de Dicamba (10 x).
B: Células de bananeira obtidas através do cultivo in vitro de calos compactos e estruturas globulares em
meio liquido (200 x). C: Estruturas semelhantes a embrides somdticos em fase de desenvolvimento (10 x).
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oxidagdo de 20,84, ou seja, o menor indice apre-
sentado por esse cultivar, enquanto, para o GN-60,
o menor percentual de oxidacdo foi observado na
concentragdo de 3,5 mg/L, com 18,35 de oxidagio;
j4 o ‘Nanicdo’ apresentou menor oxidagdo com 2,0
mg/L de Dicamba (14,33%).

Foram observadas diferencas na resposta dos ex-
plantes as diversas concentracdes de Dicamba, de
acordo com sua posicdo de origem nas plantulas.
Os explantes constituidos apenas de tecidos do ri-
zoma n#o se mostraram adequados. A partir de ex-
plantes obtidos logo abaixo da posicdo do dpice
meristematico, envolvendo tecido do rizoma e do
pseudocaule, bem como os explantes englobando
0 dpice meristemético e logo acima deste, € que
apresentaram boa formagdo de estruturas globulares
e calos. Como ponto comum entre 0s cultivares,
notou-se que os explantes localizados préximo ao
meristema apical (abaixo e acima) mostraram maio-
res percentuais de estruturas embriogénicas.

Segundo Ammirato (1984), nas gramineas (mono-
cotileddneas), a embriogénese somdtica se verifica
em poucos tecidos, especificamente nos dpices de
crescimento ativo. Isso talvez explique o verificado
para a embriogénese de Musa spp., a qual tem sido
observada ou em tecidos florais ou tecidos préximos
ao dpice meristematico, entre 0 rizoma € 0 pseu-
docaule. Também como Novak et al. (1989), neste
trabalho observou-se que o explante contendo o me-
ristema apical ndo foi o mais adequado para a in-
ducio da embriogénese somdtica, devido a
dominéncia apical, que induz a recupera¢do da parte
aérea da planta inicial, em detrimento da formacao
de estruturas embriogénicas.

Do cultivo das estruturas embriogénicas (calos
de coloragio creme), em mecio liquido, foram ob-
tidas suspensdes celulares (Figura 2B), as quais,
a principio apresentaram-se pouco uniformes, como
observado por Krikorian & Scott (1990). Esses au-
tores obtiveram suspensdes celulares a partir de calo
e também notaram grande ndmero de células ja di-
ferenciadas, apresentando pouca capacidade de di-
visdo. Neste trabalho, observou-se também que a
realizacdo de subcultivos semanais resultaram em
culturas mais uniformes. Ainda segundo esses au-
tores, suspensdes celulares tém sido estabelecidas
para um nimero limitado de cultivares de bananeira,
como os pertencentes aos grupos AA e AAA (cul-
tivares GN-60 ¢ Nanicdo) ou ABB, enquanto re-
sultados positivos em AAB (‘Macd’) ainda sdo
raros.

A partir do cultivo das suspensdes celulares em
meio para desenvolvimento, estas deram origem a
estruturas semelhantes a embrides somdticos (Fi-
gura 2C), as quais atingiram de 2 a 5 mm de com-
primento ¢ de 1 a 3 mm de largura. Durante o
processo germinativo, essas estruturas nao apresen-
taram germinacdo satisfatéria, emitiram apenas
radicelas e, quando houve inducdo de parte aérea,
nfo ocorreu o enraizamento simultdneo.

O quadro 3 mostra o percentual de estruturas
semelhantes a embrides somdticos, que permane-
ceram verdes, oxidaram, formaram raiz ou parte
aérea, apos 15 dias da inoculacdo, em meio de ger-
minacio.

As respostas obtidas variaram para os cultivares
testados. O ‘Macid’ revelou raizes em 26,56% dessas
estruturas, o ‘Nanicdo’ em 17,11% e o ‘GN-60’

Quadro 3. Percentual de estruturas semelhantes a embrifes somdticos, que permaneceram verdes,
oxidaram, formaram O6rgdos (raiz e parte aérea), apés 15 dias da inoculagdo em meio de

germinacdo
Cultivares Verdes Oxidagdo Formagéo de raiz Formacdo de parte aérea
Maci 74,21 25,79 26,56 13,33
GN-60 31,03 68,97 1,34 0
Nanicao 50,12 49, 88 17,11 6,66
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apresentou menor emissdo de radicelas (1,34%), en-
quanto houve inducdo da parte aérea em apenas
13,33% para o ‘Magd’ e 6,66% para o ‘Nanicdo’.

Perea-Dallos & Novak (1988) e Novak et al.
(1989) induziram a formagdo de calos embriogé-
nicos em bananeira mediante o regulador de cres-
cimento Dicamba e citam que o passo mais dificil
foi o desenvolvimento dos embrides somdticos em
plantas, ou seja, sua maturagdo. Segundo os autores,
o meio dupla fase, numa das quais se utiliza carvao
ativado, foi fundamental nesse processo, pela
diminuicdo da oxidagdo das estruturas. No presente
trabalho, notou-se a mesma tendéncia, mas ainda
com controle insuficiente.

Os autores acima confirmaram, por estudos his-
tol6gicos, a origem das células embriogénicas, in-
dependentes do tecido materno, das quais se
descnvolveram os embrides sométicos em estruturas
bipolares, obtendo-se aproximadamente 200-300
embrioes somdticos para cada 100 ml de suspensdo
celular inicial. Embora haja semelhanca com os re-
sultados de outros autores, faz-se necessdrio o aper-
feicoamento do método para obtencdo de embrides
sométicos vidveis, bem como a obten¢@o de plantas
completas.

4. CONCLUSOES

1. O uso do Dicamba como regulador de cres-
cimento mostrou-se satisfatério para inducdo de
estruturas embriogénicas. A concentragdo de
6,63 mg/L foi a methor para o cultivar Macd;
3,35 mg/L para o °‘GN-60" e 2,0 mg/L para o
‘Nanicdo’.

2. As regides situadas préximo ao meristema
apical (constituidas de tecidos do rizoma e pseu-
docaule) de plantulas de bananeira responderam me-
lhor & indugdo de estruturas embriogénicas para
os trés cultivares observados.

3. Os possiveis embrides somdticos obtidos nédo
apresentaram germinacéo satisfatéria, emitiram ra-
diculas ou parte aérea, mas nido simultancamente,
nio havendo, portanto, a regeneracdo de plantas
completas.
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