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RESUMO

A literatura tem relatado a ocorréncia de variagdo somaclonal em plantas derivadas de cultura de
tecidos. Neste trabalho, foi estudada a influéncia do namero de subcultivos na indugdo de variantes em
bananeira, cultivar Pacovan (Musa spp., grupo AAB). Apices caulinares foram introduzidos e multiplicados
in vitro, utilizando-se no estabelecimento o meio de cultura MS com adicdo de 2,5 mg.L'l de BAP e nos
subcultivos subseqiientes, o meio MS com 4,0 mg.L™ de BAP para inducdo de brotacées laterais. Foram
obtidas gerag8es com diferentes niumeros de subcultivos (3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9), e comparadas com mudas
obtidas de rizomas. Observaram-se as plantas obtidas, no total de 426, em condi¢des de campo no Vale
do Acu (RN). Para calculo da porcentagem de variantes somaclonais, avaliaram-se as seguintes caracteris-
ticas morfoldgicas: estatura da planta, coloracdo e forma das folhas e conformacdo do cacho. Foram
consideradas como variantes apenas as plantas cujos perfilhos também mostravam o mesmo tipo de vari-
acdo. Constatou-se a ocorréncia de variagdo somaclonal nas mudas provenientes dos tratamentos a partir
de cinco subcultivos, atingindo-se o valor de 5,8% de variantes no nono subcultivo. O aumento da porcen-
tagem de variacdo somaclonal com o do nimero de subcultivos indica o cuidado que as biofabricas devem
ter em relagcdo a esse parametro, desenvolvendo protocolos de micropropagacdo especificos para cada
cultivar a ser comercializada.
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ABSTRACT

SOMACLONAL VARIATION EVENT ON MICROPROPAGATED PACOVAN
BANANA SEEDLING (Musa spp. AAB group)

The occurrence of somaclonal variation for plants in developed from tissue culture is well
documented in the literature. The present study evaluated the influence of humbers subculture in the
induction of variants in Pacovan banana tree (Musa spp., AAB group). Apex stems were introduced and
multiplied in vitro using culture media MS, with addition of 2.5 mg.L™ of BAP. In subsequent subcultures,
MS with 4.0 mg.L™? of BAP was used to induce side buds. Results showed that plants were regenerated
with different numbers of subculture (3, 4, 5, 6, 7, 8, and 9). These data were compared with seedlings
from developed rhizomes. All the plants, were observed at field conditions in Vale do Acu, Rio Grande
do Norte State. The percentage of somaclonal variants, some was estimated using morphological
characteristics, such as plant size, color and shape of leaves and bunch shape. Only plants in which buds
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showed the same type of variation were considered as variables. Somaclonal variation occurred from
the fifth subculture, and on the 9™ subculture a 5.8% variation was observed. The increase of percentage
of somaclonal variation, due to a higher number of subcultures, indicates the necessity of protocols for
micropropagation specific for each variety to be commercialized.

Key words: seedling production, banana, in vitro, somaclonal variation.

1. INTRODUCAO

Com a utilizacdo da técnica de
micropropagacdo, mudas de bananeira provenientes
de cultura de tecidos sdo produzidas e colocadas a
disposicdo do agricultor. Ainda hoje, a falta de do-
minio dessa tecnologia, para algumas cultivares
regionais de bananeira, é responsavel pela colocagao
no mercado de mudas de qualidade duvidosa, trazen-
do prejuizos aos agricultores devido a ocorréncia de
alta taxa de variacdo somaclonal. Segundo Karp
(1994), o aparecimento de variacdes incontrolaveis e
inexplicaveis, em plantas produzidas por essa
tecnologia, € um fator inesperado e indesejado para
empresarios e agricultores.

Estudos sobre os fatores que podem influen-
ciar a taxa de variacdo somaclonal no processo de
micropropagacao, descritos por ScowcrorT (1984) e
GEORGE € SHERRINGTON (1984), mostraram que o apare-
cimento de calos em determinada fase do processo de
micropropagacao, relaciona-se com a taxa de varia-
¢do somaclonal, bem como periodos prolongados de
cultivo in vitro. Foi observada ainda, a diferen¢a na
taxa de variagdo somaclonal em diferentes gendtipos
de bananeira para um mesmo protocolo de multipli-
cacdo, mostrando diferencas de comportamento dos
genotipos ao cultivo in vitro.

Com relagao ao namero de subcultivos in vitro,
alguns autores foram enfaticos em afirmar, que se tra-
ta de um fator importante no controle da ocorréncia
de variacdo somaclonal. Reuveni et al. (1986) sugeri-
ram que o nimero maximo de plantas obtido a partir
de um apice caulinar deve ser de aproximadamente
1.000 plantas para a cv. Willians (grupo AAA).
KRrikorIAN et al. (1993) sem especificar nimeros, su-
geriram que possa ocorrer influéncia do namero
excessivo de subcultivos in vitro no aumento da taxa
de variacdo somaclonal.

Trabalhando com uma populacdo representa-
tiva de bananeira cv. Grande Naine, micropropagadas
in vitro, Stover (1987) encontrou aproximadamente
25% de plantas atipicas ou variantes. Segundo seus
relatos, alguns tipos de varia¢g8es se manifestaram cin-
CO ou seis meses ap0s o plantio ou a floracdo. A
variacdo mais comumente encontrada foi com relacédo
ao porte, variando de baixo ao gigantismo. Avalian-
do as variantes somaclonais com relacdo a morfologia,
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SmiTH (1988) encontrou plantas com estatura anormal,
de porte baixo ou mini e até gigantismo; as folhas apre-
sentavam forma afilada (caracteristica tetraploéide),
coloracdo variegada semelhante a um mosaico
virético, ondulages laterais e auséncia de cerosidade
no limbo foliar.

No experimento de campo realizado por
VuyLsTKE et al. (1996), o desempenho de plantas vari-
antes do grupo AAB foi avaliada com relacdo as
caracteristicas agronémicas. Cerca de trés de cada qua-
tro variantes apresentavam desenvolvimento inferior
ao de plantas normais. A cultivar Nanicdo, estudada
por Ropricues et al. (1998), no Vale do Ribeira (SP),
apresentou aumento da taxa de variacdo somaclonal
com o do nimero de subcultivos in vitro, ocorrendo
as primeiras variantes a partir do nono subcultivo.
Nesse trabalho, que avaliou em condicdes de campo
1.991 mudas produzidas em diferentes subcultivos,
foram observados diferentes tipos de variantes
somaclonais, sendo o mais comum o VMIF (Variante
Morfoldgica da Insercao da Folha no Pseudocaule) res-
ponséavel por reducao significativa na producéao.

O objetivo do presente trabalho foi observar a
influéncia do namero de subcultivos durante o pro-
cesso de multiplicacéo in vitro, da cultivar Pacovan, na
taxa de variagdo somaclonal em mudas produzidas e
destinadas ao plantio comercial.

2. MATERIAL E METODOS

O material utilizado como matriz no processo
de micropropagacédo constituiu-se de rizomas (brotos
laterais), da cv. Pacovan (grupo AAB). Foram selecio-
nados 20 rizomas, retiradas as folhas externas, até
atingir, aproximadamente, 7,0 cm de comprimento por
2,5 cm de didmetro. Os rizomas foram mergulhados
em solucéo de agua e hipoclorito de s6dio (2% de clo-
ro ativo), na proporg¢édo de 3:1, por aproximadamente
25 minutos. Apos o tratamento asséptico, 0s rizomas
foram lavados com agua destilada estéril (4 vezes),
no interior de camara de fluxo laminar.

Apobs a assepsia, com o auxilio de pinca e bis-
turi, isolou-se o 4pice caulinar, constituido de duas a
trés folhas, envolvendo o meristema e um pequeno seg-
mento de rizoma.
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Os é&pices caulinares foram submetidos a
inoculacdo em meio de cultura MS (MURASHIGE € SKOOG,
1962), sélido (6,0 g.L™ de agar), suplementado com vi-
taminas de MS, sacarose (30,0 g.L ), 6-benziladenina
(2,5 mg.L?), pH ajustado para 5,8 e incubado a tem-
peratura média de 26 °C e fotoperiodo de 16 horas
de luz.

Os subcultivos dos explantes, para a formacéo
das diferentes geracdes a serem testadas no experimen-
to, iniciaram-se com a transferéncia dos explantes para
meio de cultura com sais e vitaminas de MS
suplementado com 4,0 mg.L™* de BAP, para indugéo
de brotacdes laterais nas mesmas condi¢Bes de tem-
peratura e fotoperiodo citados anteriormente.

A partir do segundo subcultivo e com a certe-
za de ndo ocorrer contaminacdes, foram selecionados
sete 4pices caulinares, isolando e subcultivando os
explantes, em meio de cultura fresco, ocorrendo
subcultivos a intervalos de quatro semanas.

Cada apice caulinar foi subcultivado um nu-
mero predeterminado de vezes formando tratamentos
com 3, 4,5, 6,7, 8 e 9subcultivos, cujas plantas obti-
das durante o processo foram utilizadas para inducéo
de novas brotacdes.

A medida que o namero de subcultivos de cada
geracdo foi sendo atingido, as plantulas foram
transferidas para frascos contendo meio de cultura de
enraizamento, constituido de meio de cultura basico,
com metade da concentracao de sais de MS, solido (6,0
g.L ! de agar), vitaminas MS, sacarose (30,0 g.L) e de
IBA (4cido indolbutirico) 0,2 mg.L ™, onde permanece-
ram por aproximadamente 20 dias, ou até atingirem
enraizamento e alongamento satisfatorios.

Depois de atingirem o estadio desejado (7,0 a
10,0 cm), as plantulas foram transferidas para caixas
plasticas contendo vermiculita e mantidas em cama-
ra Umida, com uso de nebulizadores por cinco dias.

Apo6s a aclimatizacdo, as mudas foram
transferidas para bandejas plasticas de 24 células, con-
tendo substrato estéril PlantiMax (horticultura),
misturado a 2% da formulagdo 10-10-10, permanecen-
do por 21 dias em viveiro com sombrite 50%.

A testemunha constituiu-se de 48 rizomas,
coletados no prdéprio local do experimento, localiza-
do no Lote 78 do Distrito de Irrigacdo do Baixo Acgu,
municipio de Alto do Rodrigues, Vale do A¢u (RN).

A medida que os tratamentos foram sendo ob-
tidos, realizou-se seu plantio em julho de 2001. Cada
tratamento foi plantado em lotes, compostos por linhas
contiguas em espagamento de 3,5 x 2,20 m, os quais
receberam individualmente adubacédo de plantio e os

tratos culturais normais de manutencdo do pomar, in-
clusive irrigacédo por microaspersao.

N&o foi possivel montar um delineamento ex-
perimental convencional, mesmo sem a inclusdo de
repeticdes, devido ao diferente nUmero de plantas ob-
tido de cada tratamento e a necessidade de realizar
o plantio dentro de época apropriada.

As avalia¢des foram mensais e consistiram em
observar planta por planta, no intuito de se encon-
trar algum tipo de variacdo morfologica.

Durante a avaliacdo, observaram-se caracte-
risticas morfologicas variantes com relagdo a insergao
das folhas no pseudocaule, formas da folha, varia-
cdo da clorofila na folha, retardamento no
desenvolvimento, interacdo dessas caracteristicas e
caracteristicas gerais do cacho, como tamanho de dedo
e numero de pencas/cacho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao término da fase de laboratorio e
aclimatizacdo, formaram-se os sete tratamentos de ge-
racGes de plantas obtidas através de 3, 4,5,6,7,8¢
9 subcultivos, com total de 426 plantas da cv. Pacovan,
como demonstra a Tabela 1.

Apobs as diversas avaliacdes, os seguintes ti-
pos de variantes somaclonais foram identificados:

1. Variante de Cacho (VC) - caracteriza-se por
apresentar a planta com as propriedades morfoldgicas
normais da cv. Pacovan, como altura da planta, co-
loracdo e forma das folhas e pseudocaule, exceto pela
conformacéo do cacho. Nesse caso, o cacho da vari-
ante apresenta-se com numero médio de cinco
pencas/cacho e dedos da segunda penca com tama-
nho médio de 14,4 cm, enquanto o controle apresenta
cacho com nimero médio de oito pencas/cacho e de-
dos da segunda penca com tamanho médio de 22,1
c¢m, normal para o primeiro ciclo de cultivo dessa cul-
tivar irrigada. O menor namero de pencas/cachoe o
tamanho reduzido dos dedos com consequente dimi-
nuicdo da massa, em média de 26%, faz com que esse
cacho seja classificado como de segunda, tendo pouco
valor comercial e acarretando prejuizo ao agricultor.

2. Variante Variegada (VV) - caracteriza-se
por apresentar variegacdes em todas as partes da
planta, das folhas ao pseudocaule incluindo o cacho.
A producdo € inexpressiva, uma vez que o cacho apre-
senta tamanho reduzido e danos por queimadura
solar devido a pouca clorofila existente na planta. Os
descendentes apresentam o mesmo tipo de variegagdo
dessa planta que revela potencial para ornamentagéo.
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Tabela 1.Variantes somaclonais encontrados nas diferentes tratamentos da cultivar Pacovan no Vale do Agu

(RN), em 2002

Plantas observadas

Tipos de variantes somaclonais

Tratamentos
Total Normal Variantes VC \AY VMFF-VCF VCP
% %

Controle 48 48 (100) 0 0 0 0 0
F3 11 11 (100) 0 0 0 0 0
F4 16 16 (100) 0 0 0 0 0
F5 31 31 (100) 0 0 0 0 0
F6 41 39 (95,20) 2 (4,80) 1 (2,40) 0 0 1 (2,40)
F7 65 63 (96,93) 2 (3,07) 2 (3,07) 0 0 0

F8 90 86 (95,52) 4 (4,48) 2 (2,24) 1(1,12) 1 (1,12) 0
F9 172 162 (94,20) 10 (5,80) 6 (3,48) 0 2 (1,16) 2 (1,16)

VC = variante de cacho. VV = variante variegada. VMFF-VCF = variante morfoldgica da forma da folha e clorofila da folha.

VCP = variante da coloragdo do pseudocaule.

3. Variante Morfoldgica da Forma da Folha as-
sociada a uma Variacdo da Clorofila na Folha (VMFF
- VCF) - caracteriza-se pelo estreitamento do limbo
foliar com um afilamento pronunciado na ponta da
folha, deixando-a com forma lanceolada. Associada
a essa caracteristica, um dos lados da folha, geralmen-
te o direito para quem vé a folha pela face inferior, é
menor e com variegac¢des acompanhando toda a ex-
tensdo de sua borda. Em sua face superior, podem ser
observadas pequenas manchas de coloracéo negra se-
melhante a queimaduras. A extremidade da borda que
circunda toda a folha é ligeiramente mais grossa, dan-
do um aspecto serrilhado a essa estrutura. A area
foliar € menor que uma folha de planta normal.

4. Variante da Coloragdo do Pseudocaule
(VCP) - caracteriza-se por apresentar coloracdo negra
e brilhante no pseudocaule, acompanhando o engago
em tom opaco até chegar nas flores. Fica bem eviden-
te a diferenca da coloracdo quando comparada ao
controle que possui tonalidade verde-clara e opaca.

Pela Tabela 1 verificam-se os tipos de varian-
tes encontrados e a porcentagem de variacgao
somaclonal total para cada tratamento estudado na
cv. Pacovan. Observa-se que até em 5 subcultivos (F5)
ndo houve a ocorréncia de variantes e que a partir do
6.° subcultivo (F6) foram detectadas variantes (4,8%),
atingindo o maximo de 5,8% em nove subcultivos (F9).

A variante mais comum encontrada foi do tipo
VC, que apresentou modifica¢8es morfologicas no ca-
cho. Os tipos de variantes classificados como
VMFF-VCF e VCP, estudados no presente trabalho, fo-
ram também observados por SmiTH (1988) € RODRIGUES
et al (1998), na caracterizacdo de variantes
somaclonais em mudas de bananeira in vitro.
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O aumento da porcentagem da variacao
somaclonal, em vista do namero de subcultivos, foi
relatado também por ScowcrorT (1984) e GEORGE €
SHERRINGTON (1984), sendo um dos fatores responsa-
veis pela ocorréncia de anomalias em plantas
micropropagadas. Tais resultados mostram que as
biofabricas devem ter um total controle desse
pardmetro, pois como demonstrou YuvLsTeke (1996),
a maioria das variantes apresentaram desempenho
inferior ao de uma planta normal.

Os resultados do presente trabalho revelam
gue para obtencdo de mudas de bananeira da cv.
Pacovan com qualidade genética deve-se
micropropagar um apice caulinar até cinco
subcultivos.

A mesma preocupacdo foi demonstrada por
KrikoriaN et al. (1993), no controle do namero de
subcultivos, para a manuten¢do da qualidade da
muda. Para Reuveni et al. (1986) o nimero de plantas
obtidas a partir de um apice caulinar de uma triploide
AAA, ndo deve ultrapassar a 1.000 plantas, manten-
do-se assim a qualidade genética da muda
micropropagada.

Deve-se ressaltar que Robricues et al (1998),
trabalhando com a cv. Nanicdo, obtiveram resultado
semelhante com relagdo a influéncia do namero de
subcultivos e o0 aumento da taxa de variacdo
somaclonal, recomendando até sete subcultivos para
essa cultivar. No presente trabalho, apesar de indicar
a mesma tendéncia de aumento da variacéo
somaclonal em vista do nimero de subcultivos, fica
demonstrado que a cv. Pacovan (AAB) possui um com-
portamento in vitro diferente da cv. Nanicdo (AAA).
Enquanto na cv. Nanicéo as variantes aparecem a partir
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de nove subcultivos (Robpricues et al, 1998), na cv.
Pacovan, no sexto subcultivo, ocorre o aparecimento
de plantas indesejaveis na porcentagem de 4,8%, che-
gando a 5,8% no nono subcultivo, taxa superior
guando comparada a cv. Nanicdo, que apresentou
2,2% também no nono.

Além de diferentes taxas de variacao
somaclonal entre as cultivares, observaram-se tipos de
variantes que ndo foram encontrados na cv. Nanicéo,
bem como variantes dessa cultivar também nédo encon-
tradas na ‘Pacovan’. A variante VC, mais comum para
a cv. Pacovan, ndo ocorre na ‘Nanicdo’ e a VMIF (Va-
riante Morfoldégica da Insercdo da Folha no
Pseudocaule), tipica da tripléide AAA Nanicao
(Robricuks et al., 1998) ndo ocorre na tripldide AAB
Pacovan. Portanto o genotipo utilizado deve ser con-
siderado em trabalhos de micropropagacédo de
bananeira, principalmente quando se visa a produ-
¢cdo comercial de mudas.

Como na presente pesquisa, observou-se que
os perfilhos apresentavam as mesmas caracteristicas
das variantes, excluiu-se entdo a possibilidade de ou-
tros fatores serem responsaveis pelas modificacdes
encontradas. Apesar disso, 0s autores reconhecem que
outros testes (analise molecular) podem ser realiza-
dos para a comprovacao final. Os estudos revelam o
risco que corre o agricultor ao plantar mudas
micropropagadas, adquiridas de biofabricas que nédo
observem as condi¢cbes adequadas para
micropropagacao, incluindo o nimero de subcultivos,
pois pode haver alta porcentagem de variantes
somaclonais, comprometendo ndo somente a primei-
ra colheita.

4. CONCLUSOES

1. A porcentagem de variagdo somaclonal au-
menta com o namero de subcultivos e, portanto, as
biofabricas devem limitar o nimero de subcultivos
para obtencdo de mudas de alta qualidade genética.

2. Para cada cultivar de bananeira deve-se
aplicar um procedimento diferenciado no processo de
micropropagacdo, considerando os diferentes
genotipos, a fim de se evitar alteragfes na qualidade
genética da muda.
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