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RESUMO: A mutagéo tem sido usada em substituigcdo ao sistema convencional
no melhoramento em bananeira para cultivares estéreis. No entanto, para o
sucesso da mutagénese in vitro, é indispensavel o estabelecimento de
protocolos reprodutiveis de regeneracao in vitro de plantas e otimizacdo de
tratamentos mutagénicos. Este trabalho foi desenvolvido na Embrapa
Mandioca e Fruticultura, com o objetivo de ajustar técnicas de mutagénese
para serem empregadas em suspensdes celulares e calos embriogénicos de
bananeira, buscando adaptar a metodologia de inducdo de mutacdo, via
irradiacdo com raio gama, e por meio do etil metano sulfonato (EMS). O
trabalho foi subdividido em trés capitulos: no primeiro foi desenvolvida uma
metodologia para recuperacdo da capacidade embriogénica de suspensdes
celulares com alta concentracdo de células ndo-embriogénicas, cultivadas por
mais de trés anos, a qual possibilitou também a manutencdo continua da
producdo de calos embriogénicos por periodo prolongado, de forma a permitir a
rapida obtencdo de suspensdes celulares e a regeneracdo de plantas dessas
suspensdes; no segundo capitulo adaptou-se uma metodologia de inducdo de
mutacdo, por irradiacdo gama, para calos embriogénicos (CE) e suspensdes
celulares (SC) de bananeira ‘Tropical’ (AAAB) e ‘Terra Maranhdo’ (AAB);
enquanto no terceiro capitulo ajustou-se uma metodologia de inducdo de
mutagénese in vitro, via etil metano sulfonato (EMS) pela analise dos indices
de sobrevivéncia e regeneracdo de plantas a partir do tratamento de CE e SC
de bananeira. Melhores respostas em crescimento e multiplicacdo de novos
calos embriogénicos sdo obtidos com 0,50 mg L™ de 2,4-D no meio de cultura,
em intervalos de dois meses de subcultivos. O uso do diacetato de fluoresceina
FDA revelou a presenca de ceélulas embriogénicas viaveis com uma

regeneracao significativa de plantas, nestas condi¢bes de cultivo. Assim, a



metodologia desenvolvida nesse trabalho, possibilita resgatar o potencial
embriogénico de suspensdes celulares nao-embriogénicas de cultivos
prolongados e induzir novas células embriogénicas com o uso de 2,4-D.
Registrou-se que o aumento das doses de radiacdo gama provocou reducdes
nos parametros estudados. Independente da cultivar usada, as doses de 100 e
200 Gy afetaram negativamente a germinacdo de embribes sométicos dos
calos embriogénicos, bem como o numero de raizes e comprimento das
plantas. Nas suspensfes celulares estas variaveis foram reduzidas com as
doses de 60 a 200 Gy. O aumento das doses de radiacdo gama provocou
reducdo no comprimento das plantas e no indice de sobrevivéncia. A eficiéncia
dessa metodologia de radiacdo gama em calos embriogénicos e suspensoes
celulares abrem perspectivas para uso de mutagénese in vitro no
melhoramento de bananeira. Calos embriogénicos da cultivar Terra Maranhao
sdo mais sensiveis aos efeitos do mutagénico EMS, comparados as
suspensdes celulares. Enquanto na ‘Tropical’, as suspensdes celulares sao
mais sensitivas em relacdo aos tratamentos de EMS que os calos
embriogénicos. Este estudo mostra uma metodologia eficiente e rapida de
aplicacao de mutagénese in vitro via EMS com possibilidade de propagacao de

mutantes promissores.

Palavras chave: Mutagdo, Musa, embriogénese somatica, mutagénico quimico

e fisico.



RESTORING THE POTENTIAL OF CELLS SUSPENSIONS
EMBRYOGENIC AND METHODOLOGY ADJUSTMENTS TO
BANANA MUTAGENESIS

Author: Cleilton Vasconcelos Moreira
Adviser: Sebastidao de Oliveira e Silva

ABSTRACT: The mutation has been used in replacement of conventional
system in improvement in banana sterile. However, to the success of in vitro
mutagenesis indispensable the establishment of reproducible protocols in vitro
regeneration of plants and optimization mutagenic treatments. This work was
developed at Embrapa Cassava and Fruits, aiming to adjust mutagenesis
techniques in order to be employed in cell suspensions and embryogenic callus
banana, seeking to adapt the mutation induction methodology via Gamma
radiation means and ethyl methane sulfonate (EMS). The work was subdivided
into three chapters: in the first was developed a methodology for recoveryring of
embryogenic capacity of cell suspensions with a high concentrations of non-
embryogenic cells, which have been grown for more than three years; which
also provided a continuous maintenance of embryogenic callus production for a
long-term period in order to obtain cell suspensions and plant regeneration of
these suspensions; in the second chapter adapted to adapt the mutation
induction methodology, via gamma irradiation, to embryogenic callus (EC) and
cell suspensions (CS) of banana 'Tropical' (AAAB) and 'Terra Maranhao' (AAB);
while in the third chapter was adjusted up an in vitro mutagenesis inducing
methodology via ethyl methane sulfonate (EMS) for examining the survival and
plant regeneration rates from EC treatment and SC banana. Effective
responses in growth and multiplication of new embryogenic callus are obtained
with 0.50 mg L™ 2,4-D in the culture medium at every two-months subculture.
The use of the fluorescein diacetate DF revealed the presence of viable
embryogenic cells with significant regeneration of plants in these culture
conditions. Thus, the methodology developed in this study, enables rescue the
embryogenic potential the embryogenic potential of non-embryogenic cell
suspensions of extended crops and induce new embryogenic cells with the use



of 2,4-D. It was recorded that that increasing doses of gamma radiation caused
reductions in the parameters under study. Independent of the cultivar used,
doses of 100 Gy and 200 affect negatively the germination of somatic embryos
from embryogenic callus as well as the number of root and the length plants. All
these variables cell suspensions were reduced at the doses from 60 to 200 Gy.
The increasing gama radiation doses caused a reduction in the length of the
plants and in the survival rate. The efficiency of this radiation methodology in
embryogenic callus and cell suspensions brings perspectives on the use of in
vitro mutagenesis for the banana improvement. Embryogenic callus of the
cultivar Terra Maranhdo are more sensitive to the effects of EMS mutagenic,
compared to cell suspensions. While in "Tropical’, the cell suspensions are more
sensitive in relation to EMS treatments than embryogenic callus. This study
shows a rapid and efficient methodology for in vitro mutagenesis via EMS

application with the possibility of the propagation of promising mutants.

Key words: Mutation, Musa, somatic embryogenesis, chemical and physical

mutagens.



INTRODUCAO GERAL

A bananeira (Musa spp.) € a frutifera tropical mais difundida e apreciada
no mundo (RAMU et al., 2015) e constitui um dos cultivos perenes de mais
rapido retorno do capital investido. Logo, a banana destaca-se como a fruta de
maior producdo e comercializagdo mundial, apresentando grandes areas de
cultivo nas regides tropicais (CASTELAO-JUNIOR et al., 2015), inclusive, em
todos os estados brasileiros, principalmente por pequenos agricultores como
uma atividade agricola de relevante papel socioeconémico e agroecoldgico
(PAULA et al., 2015).

Os registros mais antigos indicam que a banana tem como centro de
origem a Asia Meridional (regides tropicais da India e Malasia) com
disseminagéao, posteriormente, para diversas partes do mundo, inclusive para a
Ameérica, onde a cultura encontrou melhores condi¢cfes de crescimento. Outros
centros secundarios ocorrem na Africa Oriental, em algumas ilhas do Pacifico e
uma consideravel diversidade genética na Africa Ocidental (CHAMPION, 1967).
As cultivares encontradas nestas regides evoluiram de espécies selvagens e
apresentam trés niveis de ploidia, constituindo os diploides com 22
cromossomos (2x), triploides com 33 cromossomos (3x) e tetraploides com 44
cromossomos (4x), que sdo multiplos do numero béasico (n=11) (SHEPHERD,
1984).

Durante sua evolucdo, genotipos com alta ploidia foram selecionados
pelos agricultores, em especial devido ao seu vigor e rendimentos elevados
(KHAYAT e ORTIZ, 2011). As cultivares triploides e tetraploides surgiram da
hibridacdo natural entre duas espécies selvagens, Musa acuminata e Musa
balbisiana (CHEESMAN, 1948). Esses genomas sdo denominados pelas letras
A (M. acuminata) e B (M. balbisiana), de cujas combinagfes resultam os
grupos gendémicos AA, BB, AB, AAA, AAB, ABB, AAAA, AAAB, AABB e ABBB



(SIMMONDS e SHEPHERD, 1955). O cruzamento entre espécies e
subespécies pode ter levado ao aparecimento das cultivares comestiveis, que
selecionadas pelo homem, logo passaram a dominar as areas de produc¢do de
banana (AMORIM et al., 2011).

De maneira geral, essas cultivares possuem caracteristicas que limitam
o progresso do melhoramento genético devido a partenocarpia, poliploidia
(CHOPRA, 2005; CAPDEVILLE et al., 2009) e a variabilidade genética estreita
resultante da baixa fertilidade feminina (SILVA et al., 2001; PUA, 2007; BAKRY
et al., 2009).

Como qualquer espécie cultivada em grandes areas, a bananeira é,
também, severamente prejudicada por varias doencas que limitam a ampliacao
do seu cultivo em nivel nacional. Segundo Silva et al. (2013), as cultivares mais
usadas pelos agricultores (Prata, Pacovan, Maca, Grande Naine e Terra) sdo
muito suscetiveis a Sigatoka-negra e, a excecdo da Terra e Maca, sdo também
suscetiveis a Sigatoka-amarela. Com relagdo ao mal-do-Panamg, a ‘Grande
Naine’ e a ‘Terra’ séo resistentes, a ‘Maca’ € altamente suscetivel e as demais
cultivares sdo medianamente suscetiveis.

Uma estratégia para resolver este problema é o desenvolvimento de
novas cultivares via hibridacéo, seguido por selecéo de progénies (SILVA et al.,
2002; DONATO et al., 2006). No entanto, a esterilidade tem dificultado o
melhoramento convencional da bananeira, como tem igualmente afetado a
propagacio de plantas e a gestdo de germoplasma (PEREZ-HERNANDEZ et
al., 2008).

Por outro lado, nos casos em que a variabilidade genética natural é
limitada (REIS et al., 2015), ou se existirem dificuldades relacionadas com as
aplicac6es dos métodos tradicionais de melhoramento, a indugdo de mutacdes
€ uma ferramenta que pode ajudar a superar essas barreiras (PESTANA et al.,
2010). Nessa perspectiva, a cultura de tecidos vegetais dispde de ferramentas
poderosas para superar essas limitacdes e tem sido indispensavel no suporte
aos programas de melhoramento genético. A cultura de tecidos € um ramo da
biotecnologia muito utilizada na multiplicagdo de material genético, avaliacdo
de germoplasma, producdo de mudas livres de virus e, no melhoramento
genético de plantas, a grande vantagem da utilizacdo da cultura de tecidos

vegetais € o potencial para melhorar a eficacia na inducdo de mutacdo em



varios aspectos (PREDRIERI et al., 2001). Primeiramente, por oferecer uma
grande variedade de material vegetal in vitro, tais como, gemas axilares, apices
caulinares, calos embriogénicos e suspensao celular, sendo essa Ultima a mais
adequada para inducédo de mutacéo.

De fato, estruturas que dardo origem a plantas sdo compostas de
algumas ou mesmo de uma unica célula. Isto significa menos risco de obtenc¢éo
de plantas quiméricas, ou seja, tecidos ou plantas com setores mutados e
outros ndo mutados, e uma maior probabilidade de se obter células mutantes
para expressar a mutacdo no fenotipo (ESCALANT et al., 1994; JAIN e
MALUSZYNSKI, 2004; JAIN, 2010).

Ademais, a cultura de tecidos também permite a manipulacdo de
grandes populacdes para tratamento mutagénico, selecdo e clonagem das
variantes selecionados. Isso também oferece a possibilidade de executar
rapidamente a propagacgao e os ciclos de subcultura destinados a separar os
setores que sofreram mutagéo do material original, e ampliar aquela regido que
sofreu mutacdo (NEWMANN et al., 2009). Outra vantagem dessa metodologia
€ que as condi¢cdes fitossanitarias sdo mantidas durante toda a totalidade do
processo (PREDRIERI et al., 2001).

Outra consideracdo relevante diz respeito a cultura de células em
suspensao, que tem contribuido grandemente para a regeneracdo de plantas
de bananeira por meio da embriogénese somatica (STROSSE et al., 2003;
MORAIS-LINO et al., 2008; JAIN, 2010).

Conforme relatado por Jain (2010), a embriogénese somatica é um
sistema excelente para a propagacao clonal e inducdo de mutacédo. O fato de
que os embrides somaticos sejam originarios de uma unica célula impede o
surgimento de quimeras em plantas regeneradas in vitro, iSso 0s torna material
ideal para mutagénese. Além disso, embrides sométicos de mutantes diretos
podem ser desenvolvidos a partir de células de embrides somaticos de
mutantes, que apos germinarem formam plantas inteiras mutantes.

A embriogénese somatica pode ser obtida em meio liquido por meio da
utilizacdo de suspensdes celulares. Geralmente estas suspensdes celulares
podem ser iniciadas pela inoculacdo de calos friaveis em meio liquido sob
agitacdo. Assim, a cultura de células ou suspenséo celular € uma técnica que

permite a inducdo, propagacdo e manutencao de células em meio liquido, as



quais apresentam taxas de divisdo muito mais elevadas do que as cultivadas
de maneira convencional (GUERRA et al, 1999; MATSUMOTO, 2006;
GEORGE et al., 2008).

Embora o desenvolvimento de calos embriogénicos e suspensfes
celulares tém sido obtidos em diferentes cultivares de bananeira, muitos
protocolos ndo tém sido prontamente reprodutiveis para grande parte dos
genadtipos (STROSSE et al., 2006).

Uma consideracéo relevante acerca da cultura de suspensdes celulares
€ que nao ha registros de pesquisas que visam 0 reuso pela recuperacao da
capacidade embriogénica em suspensdes celulares de cultivos prolongados,
sobretudo, em bananeira. Também n&o existem estudos que comprovam a
conversdo de células ndo embriogénicas a embriogénicas em suspensdes
celulares de bananeiras. Logo, o desenvolvimento de um método eficaz de
recuperacdo da capacidade embriogénica em suspensdes celulares de cultivo
prolongado sao importantes em bananeira e pode constituir-se em uma boa
ferramenta para o melhoramento genético dessa cultura (HOULLOU-KIDO et
al., 2005).

Uma estratégia utilizada para superar as dificuldades do melhoramento
convencional de cultivares estéreis e acelerar a obtengcéo de novas variedades
resistentes € o uso de mutagénese in vitro (DOMINGUES et al., 1994;
TULMANN NETO et al., 1995; GARCIA et al.,, 2002, PESTANA et al., 2010;
BARAKAT e EL - SAMMAK, 2011).

Para o0 sucesso da mutagénese in vitro, € indispensavel o
estabelecimento de protocolos reprodutiveis de regeneracdo de plantas,
otimizacdo de tratamentos mutagénicos e eficiente triagem das populacoes
mutantes para variacoes desejadas (VAN HARTEN, 1998; JAIN, 2007), tais
como a resisténcia ao Fusarium (TANG et al., 2000;. JAIN e SWENNEN, 2004).

As técnicas in vitro podem melhorar a eficacia da indugdo de mutacao,
especialmente ao manipular um grande numero de plantas regeneradas
(PREDRIERI, 2001; JAIN e MALUSZYNSKI, 2004; JAIN, 2010), e dispor de
uma grande variedade de material vegetal para o tratamento mutagénico.

Segundo Escalant et al. (1994) , a utilizacdo de embrides somaticos de
origem unicelular, tem o potencial para produzir plantas sem quimerismo,

tornando-se uma excelente opcdo para programas de melhoramento néo-



convencional. Dessa maneira, a cultura de células representa uma técnica (util
para a inducdo da mutagdo e auxiliar os programas de melhoramento de
bananeira, uma vez que um grande numero de células pode ser tratada usando
suspensdao de células como explante, o que ndo ocorre em cultura de
meristemas (JAIN e MALUSZYNSKI, 2004; HOULLOU-KIDO et al., 2005).

A ocorréncia de mutagdes pode levar a um aumento da variabilidade
genética, essencial para o sucesso do melhoramento, portanto, caracteriza-la é
de extrema importancia para melhorar uma cultura (COIMBRA et al., 2004b;
BORGES et al.,, 2010; CABRAL et al., 2011; PATIL e WAKODE, 2011;
TABASUM et al., 2011).

MutagOes naturais ou induzidas séo consideradas como boas formas de
gerar variabilidade genética. As mutacles induzidas sdo definidas como as
alteracdes hereditarias no DNA (acido desoxirribonucleico), de ordem
qualitativa ou quantitativa, e ndo derivadas de segregacdao ou recombinagéo
genética. Como as taxas de mutacdo espontanea sdo muito baixas, mutacoes
induzidas estdo sendo utilizadas para aumentar a sua taxa e frequéncias
(COIMBRA et al., 2004a). A variabilidade genética criada por meio de
mutacdes € um pré-requisito para selecao natural e artificial.

O mutagénico quimico etil metano sulfonato (EMS) pode ser aplicado
com sucesso onde nenhuma instalacdo de irradiacdo seja acessivel. Além
disso, em comparacdo com mutagénicos fisicos (ex: raios gama), 0s quimicos
podem aumentar as mutacdes genéticas (mutagbes ponto) uma vez que
causam mudangas cromossomicas (VAN HARTEN, 1998; PREDIERI, 2001;
TOKER et al.,, 2007). A medicdo da reducdo de 50% da sobrevivéncia,
crescimento e posterior proliferacdo para substancias quimicas sé&o
determinadas por alteragdo na concentracdo e duracdo do tratamento
(PREDIERI, 2001; KODYM e AFZA, 2003).

Bhagwat e Duncan (1997) administraram doses do mutagénico quimico
em bananeira (Musa AAA) para produzir variantes exibindo resisténcia contra a
fusariose (Fusarium oxysporum f. Sp. Cubense). Os autores determinaram 200
mM de EMS durante 30 minutos como dose e duracao ideais.

As mutagbes servem como ferramenta aos programas de melhoramento

geneético, pois levam a producdo de novas formas alélicas, que podem conferir



novas caracteristicas agronémicas, ampliando a base genética dos recursos
disponiveis para o melhoramento (RAMALHO et al., 2012).

A resisténcia a doencga e reducéo da altura da planta séo caracteristicas
mutantes bastantes frequentes em Musa spp., quando se utiliza a inducao de
mutacdo (NEWBURY et al., 2000; TANG et al., 2000; PESTANA et al.,
2011a/b; AMORIM et al., 2012; SILVA et al., 2013).

O uso direto de mutagédo € um processo valioso, especialmente quando
o melhoramento é feito para uma ou duas caracteristicas facilmente
identificaveis e desejadas numa variedade bem adaptada. A obtencédo de
variabilidade mediante o emprego de agentes mutagénicos tem sido utilizada,
em funcdo da capacidade de gerar uma ou mais caracteristicas desejaveis,
aprimorando cultivares ja estabelecidas e no desenvolvimento de novos
genadtipos (MALUSZYNSKI, 1998).

Diante do exposto, esta pesquisa teve como objetivos (i) desenvolver
uma metodologia para recuperacdo da capacidade embriogénica de
suspensdes celulares com alta concentracdo de células nao-embriogénicas,
cultivadas por mais de trés anos; manter calos embriogénicos por periodo
prolongado de forma a permitir a rapida obtencéo de suspensbdes celulares; (ii)
adaptar a metodologia de inducdo de mutacéo, via irradiacdo gama e (iii) via
etil metano sulfonato (EMS), para calos embriogénicos (CE) e suspensdes
celulares (SC) de bananeira ‘Tropical’ (AAAB) e ‘Terra Maranhao’ (AAB).
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Recuperacédo do potencial embriogénico de suspensdes celulares de

cultivo prolongado de bananeira ‘Tropical'.

Autor: Cleilton Vasconcelos Moreira

Orientador: Sebastido de Oliveira e Silva

RESUMO: Neste trabalho é descrito um método de recuperacdo da capacidade
embriogénica de suspensdes celulares de bananeira. Objetivou-se desenvolver
uma metodologia para recuperacdo da capacidade embriogénica de
suspensdes celulares com alta concentracdo de células ndo-embriogénicas,
cultivadas por mais de trés anos; bem como para manutencdo de calos
embriogénicos por periodo prolongado de forma a permitir a rapida obtencgéo
de suspensdes celulares. Para recuperar a capacidade embriogénica, amostras
de suspensbes celulares ndo-embriogénicas de bananeira ‘Tropical’ (AAAB)
foram transferidas para meio semissoélido contendo 1,0 mg L™ de &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e armazenadas durante 15 meses, sob condi¢cdes
de auséncia de luz e & temperatura de 27 + 2" C. Os calos embriogénicos
formados nesse periodo foram subcultivados em meio de cultura semissolido
contendo diferentes concentragdes de 2,4-D (0,0; 0,50; 1,0 e 1,5 mg L™). O
crescimento dos calos foi baseado no peso fresco dos calos subcultivados a
cada dois (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12) e trés meses (0, 3, 6, 9, 12). Foram
determinadas as curvas de crescimento dos calos embriogénicos com
subcultura bimestral e trimestral ao longo de doze meses na presenca de 2,4-
D, e da subcultura bimestral em meio MS basico na auséncia da auxina. Foi
mensurado o numero de embrides germinados e realizadas avaliagbes para
comprovacdo de células embriogénicas viaveis nas novas suspensdes
celulares com o uso do corante indicador diacetato de fluoresceina (FDA) e
testes de regeneragdo de plantas dessas suspensdes. Constatou-se que,
melhores respostas em crescimento e multiplicacdo de novos calos
embriogénicos sdo obtidos com 0,50 mg L™ de 2,4-D no meio de cultura, em
intervalos de dois meses de subcultivos. O uso de 1,5 mg L™ de 2,4-D revelam
respostas promissoras na manutencdo in vitro prolongada de calos
embriogénicos contendo embribes somaticos de bananeira ‘Tropical. As
analises comprovaram a presenca de células embriogénicas viaveis com
expressiva regeneracdo de plantas em meio com 0,50 mg L' de 2,4-D da
subcultura bimestral. Assim, com o0 uso da metodologia desenvolvida nesse
trabalho, é possivel resgatar o potencial embriogénico de suspensoées celulares
nao-embriogénicas de cultivos prolongados e induzir novas células
embriogénicas com o uso de 2,4-D.

Palavras chave: Musa ssp., embridbes somaticos, acido 2,4-
diclorofenoxiacético; células embriogénicos.
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Recovery of the embryogenic potential of late cells suspensions of
banana ‘Tropical'.

Author: Cleilton Vasconcelos Moreira

Adviser: Sebastido de Oliveira e Silva

ABSTRACT: This work describes a method for recovering the embryogenic
capacity of cell suspensions of banana. The objective was to develop a
methodology for recovering cell suspension with a high concentration of non-
embryogenic cells, which have been grown for more than three years, as well
as to keep embryogenic callus for a long-term period in order to obtain cell
suspensions rapidly. To recover the embryogenic capacity samples from non-
embryogenic cell suspensions were transferred to semisolid medium containing
1 mg L™ 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and stored for 15 months under
conditions of no light and temperature £ 27 2 °C. The callus formed were
subcultured over this period in semisolid culture medium containing different
concentrations of 2,4-D (0.0, 0.50, 1.0 and 1.5 mg L™). The growth of was
based on the fresh weight of callus subcultured every two (0, 2, 4, 6, 8, 10 and
12) and three months (0, 3, 6, 9, 12). This study determined the growth curves
of the embryogenic callus subcultured every bimonthly and quartely throughout
twelve months on the presence of 2,4-D, and that of bimonthly subculture in MS
medium on the absence of auxin. The number of embryos germinated and
evaluations to prove viable embryogenic cell in the new cell suspensions using
the indicator dye fluorescein diacetate (FDA) and plant regeneration tests of
these suspensions was measured. Effective responses in growth and
multiplication of new embryogenic callus are obtained with 0.50 mg L™ 2,4-D in
the culture medium at every two-months subculture. The use of 1.5 mg L™ 2,4-
D shows promising responses in vitro to maintain embryogenic callus containing
somatic embryos banana 'Tropical'. The analyzes showed the presence of
viable cells with expressive embryogenic plant regeneration in medium with
050 mg L' 2,4-D bimonthly subculture. Thus, using the methodology
developed in this work, one can restore the embryogenic potential of non-
embryogenic cell suspensions of extended crops and induce new embryogenic
cells with the use of 2,4-D.

Keywords: Musa ssp., somatic embryos, acid 2,4-diclorofenoxiacetic,
embryogenic cells.
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INTRODUCAO

A suspensdo celular € um procedimento de cultivo in vitro de células
vegetais, isoladas a partir de calos embriogénicos, em meio de cultura liquido.
A cultura de células e a regeneracdo de plantas via embriogénese somaética,
constitui-se como uma técnica de grande aplicabilidade na micropropagacéo,
por permitir a obtencdo de grandes quantidades de mudas com qualidade
(MORAIS-LINO et al. 2008), bem como na inducédo de duplicacdo do niamero
de cromossomos, mutagénese e transformacdo genética (GANAPATHI et al.,
2001; MOHANDAS et al., 2011; MOHANDAS et al., 2013), por facilitar o acesso
a ceélulas isoladas, diminuindo a ocorréncia de quimeras e por aumentar a
eficiéncia na regeneragao in vitro.

As auxinas sao os principais reguladores de crescimento utilizados para
inducdo da embriogénese somatica. Segundo Xiao et al. (2007), o &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) tem sido importante na inducédo da calogénese e
células embriogénicas de Musa acuminata cv. Mas, e utilizado para reativar o
ciclo da célula e iniciar a formacado do embrido. O 2,4-D também se mostrou
eficiente no crescimento de calos de bananeira ‘Prata And’ (LIMA, 2009).

No processo de crescimento e desenvolvimento de calos embriogénicos,
é fundamental estabelecer o melhor momento para repicagem dos calos e/ou
de células em suspenséo, pois, com a sintese de biomassa e/ou aumento do
namero de células formam-se novos agregados que, por conseguinte,
traduzem em um ganho potencial na regeneracao de plantas (SOARES, 2003).

Loyola-Vargas e Vazquez-Flota (2006) explicam que para quantificar o
crescimento de células em suspensdo, sao utilizados, principalmente, os
métodos baseados no numero de células, peso de matéria seca, peso de
matéria fresca, volume de células e proteina total da célula.

A cultura de células em suspensao de bananeiras tem sido relatada por
varios autores (MONTEIRO et al., 2011; HOULLOU-KIDO et al., 2005; LIMA,
2009; MORAIS-LINO et al., 2008; STROSSE et al., 2006, 2003; KOSKY et al.,
2002; MATSUMOTO et al., 2010). No entanto, ndo ha registros de pesquisas
que visam 0O reuso pela recuperacdo da capacidade embriogénica em
suspensodes celulares de cultivos prolongados, sobretudo, em bananeira. Sao

incipientes, ou inexistentes estudos que avaliem o restabelecimento do
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potencial embriogénico de suspensdes celulares apds um periodo prolongado
de cultivo in vitro, tampouco, estudos que comprovam a conversao de células
nao embriogénicas a embriogénicas em suspensdes celulares de bananeiras.

As suspensdes celulares ndo-embriogénicas tendem a proliferar células
com baixa competéncia para se desenvolver a embrides somaticos, de modo
gue apresentam agregados celulares mais desuniformes, com baixa frequéncia
de células embriogénicas (GEORGET et al., 2000). O desenvolvimento de
protocolos que visem reintegrar o estado de homogéneas as suspensdes
celulares, sobretudo, aquelas de cultivos prolongados, sdo absolutamente
indispensaveis para recrescer e aumentar a frequéncia de células
embriogénicas. Neste contexto, é necessario desenvolver e ampliar as
potencialidades das aplicacbes da cultura de células em suspensao, pois, iSso
exprime uma importancia essencial em pesquisas com fins biotecnoldgicos e,
logo, possibilita gerar novos processos para otimizacdo dos sistemas de
protocolos de embriogénese somatica.

A vista disso, esse trabalho teve como objetivos desenvolver uma
metodologia para recuperar a capacidade embriogénica de suspensdes
celulares com alta concentracdo de células ndo embriogénicas, cultivadas por
mais de trés anos, e para manter por periodo prolongado os calos
embriogénicos obtidos a partir de células em suspenséao de bananeira ‘Tropical’
com baixa capacidade embriogénica de forma a permitir a rapida obtencéo de
suspensodes celulares.

Espera-se, dessa maneira recuperar a qualidade das suspensdes
celulares cultivadas por periodo prolongado, com formacdo de novos
agregados celulares ou células isoladas, resgatar e manter o potencial
embriogénico dessas suspensfOes celulares para que sejam induzidas a
produzir embrides somaticos quando desejado. Além disso, com as aplicacdes
dessas estratégias, espera-se contribuir no desenvolvimento de protocolos
eficientes para producdo e manutencdo de embrides somaticos a partir de
suspensdes celulares ndo embriogénicas, que poderdo ser utilizados para o
estabelecimento de novas suspensodes celulares, uma vez que 0 processo para
nova inducdo de embriogénese somética em bananeiras a partir de
inflorescéncias masculinas imaturas até alcancar a etapa de estabelecimento

de uma nova suspensao celular € laborioso e demanda muito tempo.
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MATERIAL E METODOS
O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Nucleo de Biotecnologia Avancada (NBA) da Embrapa Mandioca e

Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia.

Material vegetal e condi¢Ges de cultivo

Como material inicial de estudo foram utilizadas suspensdes celulares
de bananeira ‘Tropical’ (AAAB), cultivadas por mais de trés anos e que ja
estavam com baixa capacidade embriogénica, com presenca de aglomerados
de tamanhos variados constituido de células densas, apresentando
escurecimento oxidativo e aspecto viscoso. Durante os trés anos as
suspensdes foram subcultivadas a cada 10 dias em meio liquido constituido de
sais e vitaminas do MS, suplementado com 1,0 mg L™ de 2,4-D, 0,219 mg L*
de zeatina, 10 mg L™ de acido ascérbico, e 30 g L™ de sacarose (MORAIS-
LINO et al., 2008) e mantidas no escuro a 27 = 2°C, sob agitagéo de 120 rpm.

Obtencdo de calos embriogénicos de bananeira a part ir de suspensofes

celulares cultivadas por mais de trés anos

Aproximadamente 600uL de volume da suspensédo celular nao-
embriogénica foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura
semissolido, constituido de sais e vitaminas do MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), suplementado com 1,0 mg L™ de 2,4-D, 10 mg L™ de &cido ascérbico,
0,219 mg L™ de zeatina, 30 g L™ de sacarose, solidificado com 8 g L™ de
agarose e pH ajustado para 5,8. Para a transferéncia dos agregados das
suspensdes celulares em fase de multiplicagdo, foi utilizada uma peneira
(diametro de 100 pm) esterilizada. Apds essa etapa, 50 mg de agregados
celulares foram transferidos para o meio semissolido e distribuidos em quatro
partes com auxilio de uma espatula estéril.

As placas foram incubadas durante 15 meses, com realizacdo de dois
subcultivos, sendo o primeiro realizado no sexto més apos o dia da inoculagéo,
e 0 segundo subcultivo aos onze meses, sob condi¢bes de auséncia de luz e a
temperatura de 27 + 2° C. A partir desse periodo foram realizadas observacées

semanais para detectar a formacdo de pro-embrides e embrides somaticos,
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constituindo os calos embriogénicos que seriam utilizados para producédo de
grande volume de calos embriogénicos e obtengcdo de novas suspensdes

celulares.

Producdo de calos embriogénicos a partir de suspens oes celulares

cultivadas por longos periodos

Amostras contendo 20 mg de calos embriogénicos de bananeira
‘Tropical' originados das suspensdes celulares cultivadas por periodo
prolongado foram coletadas com auxilio de uma espatula esterilizada,
colocadas sobre uma membrana de poliéster e distribuidas em placas de Petri
contendo meio MS, suplementado com 30 g L™ de sacarose, com diferentes
concentracdes de 2,4 D (0,0 mg L™ 0,50 mg L™ 1,0 mg L™ 1,5 mg L) e pH
ajustado para 5,8 e solidificado com 8,0 g L™ de agarose. Os calos foram
mantidos em sala de crescimento nas condi¢cdes de auséncia de luz e a
temperatura de 22 + 1 °C.

A fim de se determinar o melhor manejo das culturas de calos para
obtencdo de maior crescimento dos calos embriogénicos foram testados
intervalos de transferéncia para novo meio de cultura (60 e 90 dias) e
acompanhados durante um ano.

O crescimento dos calos foi baseado no peso fresco dos calos
subcultivados a cada dois (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12) e trés meses (0, 3, 6, 9, 12).
As membranas contendo os calos foram pesadas e as culturas foram
transferidas para novo meio de cultivo. Ao final dos 12 meses de cultivo,
realizou-se a contagem do numero de embrides germinados nos calos.

Amostras de calos mantidos nas diferentes concentragbes de 2,4-D
foram transferidas para meio MS sem 2,4-D, e o crescimento dos calos foi
acompanhado por um ano mediante pesagem a cada dois meses.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, em
parcela subdividida no tempo com 28 tratamentos (4 concentracdes de 2,4-D x
7 intervalos de coleta: (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 meses), 20 tratamentos (4
concentracbes de 2,4-D x 5 intervalos de coleta: 0, 3, 6, 9, 12 meses), e 28
tratamentos (calos oriundos de 4 concentracbes de 2,4-D cultivados no meio

basico MS na auséncia da auxina x 7 intervalos de coleta: 0, 2, 4,6, 8, 10 e 12
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meses). A curva de crescimento dos calos foi plotada a partir da média de 12
repeticbes por ponto da curva em cada tempo de determinacdo de massa
fresca dos calos. As médias foram submetidas a analise de variancia pelo teste

F e quando significativas a regresséao polinomial foi aplicada.

Restabelecimento de suspensdes celulares e regenera  ¢ao de plantas

Os novos embrides somaticos formados a partir das subculturas dos
calos tratados com diferentes concentracdes de 2,4-D foram submetidos a
avaliacdo do seu potencial de gerar novas suspensdes celulares com contetdo
de células viaveis de caracteristicas embriogénicas e, na sequéncia, foram
avaliados quanto ao potencial de regenerar plantas normais.

Amostras dos calos embriogénicos oriundos de cada meio de cultura
(com diferentes concentracdes de 2,4-D), foram transferidas para Erlenmeyers
contendo meio liquido utilizado para o estabelecimento de células em
suspensao desenvolvido por Morais-Lino et al. (2008), constituido de sais e
vitaminas do MS, suplementado com 2,4-D (0,0; 0,50; 1,0 e 1,5 mg L), 0,219
mg L™ de zeatina, 10 mg L™ de &cido ascorbico, 30 g L™ de sacarose, e
mantidos no escuro a 27 + 2 °C, sob agitacdo de 120 rpm para estabelecimento
do cultivo de células em suspensdo. As suspensfes foram subcultivadas a
cada 10 dias.

Para deteccdo de células embriogénicas duas amostras de suspenséo
celular de cada tratamento foram depositadas sobre laminas de vidro e
adicionadas duas a trés gotas de solucédo de FDA a 0,01%. As laminas foram
cobertas com uma laminula e, apés 5 minutos, observadas em microscopio de
fluorescéncia (Olympus DP 71), utilizando-se o filtro Wiba com aumento total
de 100X. As células que apresentaram fluorescéncia de coloracdo verde e
formato isodiamétrico foram consideradas viaveis.

Aos 60 dias de estabelecimento das suspensdes celulares, foram
procedidos os testes de regeneracdo de plantas, utilizando-se o0 meio de
regeneracao constituido por sais e vitaminas do meio MS, solidificado com
0,7% de &gar, suplementado com BAP (0,45 mg L ™), AIA (0,35 mg L™), acido
ascorbico (10 mg L™), sacarose (30 g L%) de acordo com protocolo
estabelecido por Morais-Lino et al. (2008). Os embribes somaticos foram
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transferidos para a sala de crescimento sob iluminacdo com fotoperiodo de 16
h e densidade de fluxo de féton de 30 pE.m?.s?, a 27 +2 °C.

Foram utilizadas 24 repeticbes para os testes de regeneragao e para 0s
testes de viabilidade das suspensdes celulares foram utilizadas duas amostras

provenientes de cada tratamento.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Producdo de calos embriogénicos a partir de suspens oes celulares
cultivadas por longos periodos

Houve interagao significativa entre as concentragbes da auxina 2,4-D e o
intervalo de subcultivos de dois meses (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 meses) para o
crescimento dos calos embriogénicos. Foi constatado que o meio MS com as
concentracbes de 2,4 D nédo diferiram significativamente para a producédo de
calos. Apesar desse resultado, a auxina 2,4-D apresentou grande eficiéncia na
inducdo de embriogénese somatica de Musa (AAAB) cv. Tropical a partir da
cultura de calos embriogénicos com subculturas a cada dois meses.

Aos trés meses apods inoculacdo, nas amostras coletadas de
suspensdes celulares de bananeira cv. Tropical as células ndo-embriogénicas
em suspensdo com presenca de aglomerados de tamanhos variados
constituido de células densas, apresentando escurecimento oxidativo e aspecto
viscoso, foi observada a diferenciacdo de agregados celulares com a formacao
inicial de calos nas extremidades (Figuras la, 1d, 1g e 1j). Aos 60 dias de
cultivo, verificou-se o crescimento e desenvolvimento dos calos (Figuras 1b, 1e,
1h e 1k). A partir dos 90 dias, os calos embriogénicos mantidos em meio de
cultura suplementado com diferentes niveis de 2,4-D apresentaram a formacéo
de novos proembrides e embrides somaticos de coloracéo esbranquicada.

As maiores médias de peso fresco dos calos embriogénicos foram
obtidas no meio suplementado com 0,50 mg L™ (Figura 1e). Este tratamento foi
0 mais eficiente para a formacdo de novos embrides somaticos, quando a
cultura foi transferida para novo meio, que podem ser utilizados para o

estabelecimento rapido de suspenséo celular.
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FIGURA 1 Inducéo de calos embriogénicos a partir de suspensdes celulares de
bananeira ‘Tropical’ cultivadas por periodo prolongado. Fase inicial
de formacdo (a, d, g, j) e desenvolvimento de embrides somaticos
apos 60 dias (b, e, h, k) e 90 dias de cultivo em meio MS
semissélido com diferentes concentracbes de 2,4-D. a-c) auséncia
de 2,4-D; d-f) 0,50 mg L™* de 2,4-D; g-i) 1,0 mg L™ de 2,4-D; j-I) 1,5
mg L ™).
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Com relacdo ao crescimento dos calos, notou-se que 0s maiores
coeficientes de determinacéo (R?) foram obtidos com o uso do peso da matéria
fresca, e que os dados obtidos com essa caracteristica de avalia¢cdo ajustaram-
se a equacao logistica, sendo as equacdes significativas ao nivel de 1% de
probabilidade (Figura 2A). Esses resultados decorrem do fato dessa
caracteristica de avaliagdo ser menos sujeita a erros de determinagéo.

De acordo com a analise de regressao foi possivel verificar que os calos
embriogénicos cultivados em intervalos de dois meses, em meio MS contendo
2,4-D, mantinham o crescimento continuo e ascendente. No entanto, nos seis
primeiros meses de cultivo ndo foram registrados incrementos significativos em
peso da matéria fresca (g) comparados ao controle (auséncia do
fitorregulador). A partir do 6° més nos intervalos de subcultivos bimestrais
observou-se a proliferacdo intensa de novos calos com presenca de embrides
somaticos, confirmados pelo incremento no peso de matéria fresca, sendo que
a concentracdo mais elevada de 2,4-D (1,5 mg L™) apresentou menor
crescimento. Estes resultados mostraram que a renovacao do meio nutritivo em
intervalos de dois meses de cultivo mantém a viabilidade de calos
embriogénicos com potencial para formacdo de embrides somaticos viaveis de
bananeira ‘Tropical'.

Por outro lado, nos calos com subcultivo trimestral (0, 3, 6, 9, 12 meses)
em meio com diferentes concentracdes de 2,4-D (Figura 2B) foi observado que
até o sexto més de cultivo houve um incremento de matéria fresca um pouco
mais elevado quando comparado com o0s subcultivados a cada dois meses.
Entretanto, a partir do 6° més os calos cultivados em meio contendo 2,4-D
reduziram a taxa de crescimento, comprometendo a qualidade dos calos
embriogénicos. Na auséncia da auxina houve uma de incremento de matéria
fresca dos calos ao longo dos 12 meses. Porém, esse incremento pode ter sido
influenciado pela elevada maturacédo e germinacdo dos embribes somaticos

(Figura 1c).
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FIGURA 2 Crescimento de calos embriogénicos de bananeira ‘Tropical’ com
subcultivos bimestral (A) e trimestral (B) em meio MS contendo
diferentes concentracdes de 2,4-D e subcultivo bimestral de calos
oriundos do cultivo em meio MS com diferentes concentragdes de 2,4-
D e transferidos para meio basico MS na auséncia da auxina (C).
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Analisando as subculturas no intervalo bimestral (Figura 2A) e trimestral
(Figura 2B), verifica-se que, o0 aumento da concentragdo da auxina 2,4-D tem
efeito estimulador em alguns casos, e também, pode levar a efeitos inibitérios
quando utilizadas concentracdes de até 1,5 mg L™ de 2,4-D. Simultaneamente,
ambos os intervalos de subcultura também influenciaram na inducéo de calos
com novos embrides somaticos. O subcultivo bimestral de calos embriogénicos
de bananeira ‘Tropical’ permitiu a manutencdo do crescimento continuo e
ascendente.

Por outro lado, nos subcultivos trimestrais os calos cultivados em meio
com diferentes concentragdes de 2,4-D, reduziram o crescimento a partir do 6°
més, enquanto os cultivados em meio sem 2,4-D continuaram aumentando o
conteudo de matéria fresca (Figura 2B). Durante os intervalos das subculturas
dos calos, apés os primeiros meses de cultivo, observou-se uma grande
proliferacdo de embrides somaticos, e esses entraram em processo de
maturacdo e germinacdo sem induzir a formacdo de novos embrides
somaticos, refletindo o seu baixo estado nutricional pelo esgotamento do meio
de cultivo. Esse comportamento ndo é desejado quando o objetivo € a
manutencdo continua da qualidade dos calos embriogénicos com a formagéo
de proembrides.

Assim sendo, esses resultados indicaram que, possivelmente, intervalos
mais distantes de subcultivos e elevadas concentracdes dessa auxina levariam
mais rapidamente a um possivel descontrole nas exigéncias metabdlicas para
0 crescimento, maturacéo e germinacdo dos embrifes somaticos.

Para os calos embriogénicos transferidos dos meios de cultivo com
diferentes concentracdes de 2,4-D para 0 meio basico MS na auséncia da
auxina (Figura 2C) e subcultivados a cada dois meses, nao foram identificados
efeitos significativos entre os calos oriundos das diferentes concentracbes de
2,4-D. Possivelmente o efeito residual da auxina promoveu um constante
crescimento expresso em aumento da producdo de matéria fresca dos calos.
Essas respostas confirmam que, independente da concentracdo de 2,4-D
administrada nos meios de cultivo e do tempo de exposi¢cado dos calos a estes
meios, 0 incremento de matéria fresca foi potencializado quando os calos
embriogénicos foram transferidos para o meio MS na auséncia da auxina 2,4-
D.
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Além disso, foi verificado que os calos originados dos tratamentos com a
concentracdo elevada de 2,4-D (1,5 mg L) quando transferidos para o meio
sem a auxina, com intervalo bimestral de cultivo, produziram menos matéria
fresca em relacdo as subculturas bimestral e trimestral na presenca do 2,4-D.

Ao final dos 12 meses de cultivo, por meio da contagem do numero
médio de embrides germinados nos calos embriogénicos provenientes das
subculturas bimensais e trimensais tratadas com 2,4-D e da subcultura
bimestral na auséncia da auxina 2,4-D, foram observados variagcdes na
germinacdo de embrides somaticos nos tratamentos que envolveram as

concentracdes da auxina 2,4-D (Tabela 1).

TABELA 1. Numero de embrides somaticos germinados a partir de calos
embriogénicos de bananeira ‘Tropical’ oriundos dos intervalos das
subculturas bimestral (A) e trimestral (B) em diferentes
concentracbes de 2,4-D e da subcultura bimestral na auséncia da
auxina 2,4-D. (C) ao longo de 12 meses.

Numero de embrides somaticos germinados

Concentracao Intervalo de subcultura
2,4 -D A B C
Controle 504 873 98
0,50 mg L™ 0 0 190
1,0mgL™ 0 26 12.195
1,5mgL™ 0 0 33

Observou-se que, na subcultura bimestral (A), a presenca do 2,4-D
promoveu a manutencdo do crescimento dos calos, de modo que os
proembrides e os embrides formados n&o foram induzidos a processos de
diferenciacdo, maturacdo e germinacdo. Uma total de 504 embrides soméaticos
germinaram quando os calos embriogénicos foram mantidos em meio MS na
auséncia do 2,4-D. No entanto, o tratamento controle para o intervalo de
subcultura trimestral (B), obteve-se 873 embrides germinados. Foi observado
gue embrides globulares surgiram diretamente a partir dos calos
embriogénicos.

Os calos embriogénicos subcultivados em intervalo bimestral mantidos

no meio com auséncia da auxina (C), oriundos de cultivos com 1,0 mg L™ de
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2,4-D, foram os que apresentaram maior niumero de embrides germinados
(12.195). A metodologia aplicada nesse trabalho, utilizando calos
embriogénicos contendo proembrides e embrides cultivados in vitro, com
posterior formacdo de novos embrides somaticos promoveu um numero
expressivo de germinagcdo seguida da regeneracdo in vitro de planta de
bananeira cv. Tropical.

Para Arnold et al. (2002), os embrides maduros com uma morfologia
normal, e que tenham acumulado material de armazenamento suficiente,
alcancam uma maturacdo e podem converter em plantas normais. Segundo
esses autores, a competéncia para a inducdo a embriogénese somatica pode
ser o resultado da sensibilidade da auxina.

Restabelecimento de suspensdes celulares e regenera  ¢ao de plantas

Com relacdo ao restabelecimento de novas suspensdes celulares, foi
verificado que a cultura de células em suspensao provenientes dos tratamentos
com 2,4-D apresentou competéncia embriogénica. Observou-se a multiplicagéo
das células em suspensdo, no entanto, foi verificado que a cultura dessas
células provenientes do tratamento auséncia do 2,4-D ndo se manteve apos 63
dias, levando ao escurecimento e morte celular desse tratamento.
Provavelmente a presenca do fitorregulador 2,4-D foi requerida, de modo que,
mesmo sendo disponibilizada no meio de cultivo, sua auséncia enddgena
conduziu a essa resposta. Isso revela a importancia do 2,4 D e seu efeito
residual no inicio do estabelecimento das culturas de calos embriogénicos.

Além disso, outra observacdo importante registrada foi referente a
influéncia dos estadios de maturacdo dos embrides somaticos formados sobre
os calos para obtencdo das suspensdes celulares. Embrides somaticos em
estadios avancados de maturacdo ndo foram fontes adequadas para
estabelecimento da suspensao celular. Assim, mesmo utilizando embrides
somaticos em fases iniciais de formacdo, ou seja, proembrides e embrides
somaticos mais jovens, nas condi¢cdes de cultivo impostas desse tratamento
com auséncia da auxina, os embrides alcancaram imediata maturacdo, o que

levou a ndo formacao dos agregados celulares e a iniciagcao rapida do processo
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de morte celular. Isso explica o periodo curto da cultura dessas células
oriundas desse tratamento.

Quanto a deteccdo de células embriogénicas, essas possuem divisdes
celulares continuas e nudcleos proeminentes que resultam na formacdo de
massas de células, chamadas de agregados embriogénicos (SILVA et al.,
2012). Neste trabalho, os pontos verdes fluorescentes descrevem este tipo
celular, portanto, sendo potencialmente embriogénicas. Foi visualmente
perceptivel a presenca de grandes pontos de concentracdes dessas células
nas suspensodes celulares dos tratamentos com 2,4-D. Todavia, em menores
propor¢cdes naquelas provenientes do tratamento em auséncia dessa auxina.
Possivelmente essas suspensdes retomariam ao estado de nao-embriogénico
pela possibilidade de multiplicacéo de células desse tipo.

Agregados nao-embriogénicos apresentam em maior parte células
grandes, alongadas, vacuoladas, com espacos intercelulares e sistema celular
desorganizado, ndo sendo viaveis (NOGUEIRA et al.,, 2007; SILVA et al.,
2012). O método de deteccdo de células embriogénicas das suspensdes
celulares pelo uso do diacetato de fluoresceina (FDA), permitiu comprovacao
da presenca elevada de agregados celulares com alto potencial embriogénico,
praticamente ao longo de todo o ciclo de crescimento (Figura 3).
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FIGURA 3 Agregados celulares em suspensao de bananeira ‘Tropical’ coradas
com diacetato de fluoresceina (FDA) de subcultura bimestral
submetidas a diferentes concentracbes de acido 2,4
diclorofenoxiacético: (A) Controle; (B) 0,50 mg L™ (C) 1,0 mg L™
(D)1,5mg L™

Em suspensdes celulares podem ser encontradas diferentes tipos e
constituintes celulares. Domergue et al. (2000), estudando morfohistologia de
suspensdes celulares de bananeira cv. Grande Naine, pode identificar cinco
tipos de agregados celulares. Sendo que um desses tipos apresentava
caracteristicas altamente embriogénicas, tais como: células pequenas com
citoplasma denso, auséncia de grandes vacuolos, nucleo grande e nucléolos
proeminentes.

Como resultado para a regeneragéo in vitro, verificou-se que apoés trés
meses de observacao, as suspensodes dos tratamentos com presenca do 2,4-D
regeneram plantas em maior ou menor propor¢cdo (Figura 4). Houve
regeneracdo de plantas em maior propor¢do no tratamento com 0,50 mg L™ de
2,4-D da subcultura bimestral. Enquanto aquelas suspensdes provenientes do
tratamento na auséncia da auxina apresentaram escurecimento oxidativo,

morte celular e baixa competéncia de regeneracédo de plantas (Figura 4).
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Resultados obtidos por outros autores (KHALIL et al., 2002; KULKARNI
et al., 2006; XIAO et al., 2007; LIMA, 2009) indicam a grande variabilidade das
respostas de Musa spp em relacdo a diferentes concentracdes de reguladores

de crescimento empregados, isoladamente ou em combinacdes.

FIGURA 4 Aspecto das células em regeneracdo de bananeira cv. Tropical
oriundos de suspensdes celulares cultivadas sob diferentes
concentragdes de &cido 2,4 diclorofenoxiacético: (A) Controle; (B)
0,50mg L™ (C)1,0mg L™ (D)1,5mg L™,

Com a estratégia adotada na metodologia deste trabalho, foi possivel
comprovar que, células nao-embriogénicas presentes nas suspensdes
celulares de cultivo prolongado podem ser induzidas a proliferar células
embriogénicas, e, portanto, restabelecer o crescimento com potencial formacgéao
de novos embrides somaticos e, por conseguinte, obter suspensdes celulares
compativeis com células embriogénicas que podem ser destinados a regenerar

plantas fisiologicamente normais.
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CONCLUSOES

E possivel recuperar a capacidade embriogénica de suspensdes
celulares com alta concentracdo de células ndo-embriogénicas, cultivadas por
mais de trés anos; bem como manter calos embriogénicos por periodo
prolongado de forma a permitir a rapida obtencdo de novas suspensdes
celulares.

Suspensbes celulares ndo embriogénicas de bananeira ‘Tropical”
(AAAB) podem recuperar o potencial embriogénico mediante o cultivo em meio
MS sélido na presenca de 0,50 a 1,0 mg L™ 2,4-D para geracdo de embries
somaticos, e posterior cultivo em meio liquido.

Culturas de calos embriogénicos apresentam um crescimento continuo
quando subcultivados a cada dois meses no meio de cultura com 0,50 mg L™
de 2,4-D, havendo a formacdo de novos embrides somaticos. E o uso de 1,5
mg L™ de 2,4-D revela resposta promissora na manutencao in vitro prolongada

de calos embriogénicos de bananeira ‘Tropical'.
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Irradiacdo gama em calos embriogénicos e suspensoes celulares de
bananeira ‘Tropical’ (AAAB) e ‘Terra Maranhdo’ (AAB )

para inducdo de mutagénese

Autor: Cleilton Vasconcelos Moreira

Orientador: Sebastido de Oliveira e Silva

RESUMO: Este trabalho objetivou adaptar a metodologia de inducdo de
mutacédo, via irradiacdo gama, para calos embriogénicos (CE) e suspensdes
celulares (SC) de bananeira ‘Tropical’ (AAAB) e ‘Terra Maranhao’ (AAB). O
trabalho foi desenvolvido em duas etapas para avaliar o efeito da radiagao do
Cobalto-60 em doses de 2,5 a 200 Gy em culturas embriogénicas (calos e
suspensdes celulares). Decorridos 60 dias da irradiacdo, em meio de cultura de
regeneracao realizaram-se avaliacdes para mensurar 0 numero de embrides
germinados, numero médio de raizes, comprimento médio de plantas e o indice
de sobrevivéncia. Os resultados mostraram que o aumento das doses de
radiacdo gama provocou reducdes nos parametros estudados. Independente
da cultivar estudada, as doses de 100 e 200 Gy afetaram negativamente a
germinagcdo de embrides soméaticos dos calos embriogénicos, bem como o
namero de raizes e comprimento das plantas. Nas suspensdes celulares estas
variaveis foram reduzidas com as doses de 60 a 200 Gy. O aumento das doses
de radiagdo provocou reducdo no comprimento das plantas e no indice de
sobrevivéncia. A radiossensitividade aos raios gama em CE de bananeira
‘Terra Maranh&o’ foi verificada entre 60 e 80 Gy com reduc¢des mais proximas a
50% para sobrevivéncia, enquanto a de 80 Gy para SC. Para a cultivar Tropical
as doses de radiagdo gama sugeridas sdo de 60, 80 e 100 Gy para CE, e para
irradiacdo de SC, foi possivel identificar a radiossensitividade com 40 Gy. A
eficiéncia dessa metodologia de irradiacdo gama em calos embriogénicos e
suspensodes celulares abrem perspectivas para uso de mutagénese in vitro no

melhoramento de bananeira em pesquisas de determinacédo da dose letal LDsp.

Palavras-chave : Musa spp., Melhoramento genético, inducdo de mutacéo,

embriogénese somatica.
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Gamma irradiation in embryogenic callus and cell su spensions of banana
‘Tropical' (AAAB) and 'Terra Maranhao' (AAB)

to induce mutagenesis

Author: Cleilton Vasconcelos Moreira

Adviser: Sebastidao de Oliveira e Silva

ABSTRACT: This study aimed to adapt the mutation induction methodology,
via gamma irradiation, to embryogenic callus (EC) and cell suspensions (CS) of
banana 'Tropicall (AAAB) and 'Terra Maranhdo' (AAB). The study was
conducted into two stages to evaluate the effect of radiation from Cobalt-60 in
doses from 2.5 to 200 Gy in embryogenic cultures (callus and cell suspensions).
After 60 days of irradiation, in regeneration medium culture, evaluations were
carried out to measure the number of germinated embryos, number of roots,
length of plants and the survival rate. The results showed that increasing doses
of gamma radiation caused reductions in the parameters under study.
Independent of the cultivar at issue, doses of 100 Gy and 200 affect negatively
the germination of somatic embryos from embryogenic callus as well as the
number of root and the length plants. All these variables cell suspensions were
reduced at the doses from 60 to 200 Gy. The increasing radiation doses caused
a reduction in the length of the plants and in the survival rate. The radio-
sensitivity of gamma irradiating embryogenic callus of banana ‘Terra Maranhéao’
was recorded between 60 and 80 Gy under further reductions close to 50% for
survival, while 80 Gy in cell suspensions (CS). To cultivate Tropical, it was
suggested the gamma radiation doses of 60, 80 and 100 Gy for EC and CS
irradiation; it was possible to identify the radio-sensitivity with 40 Gy. The
efficiency of this gama irradiation methodology in embryogenic callus and cell
suspensions brings perspectives on the use of in vitro mutagenesis for the
banana improvement in researches regarding the determination of the LDsg

lethal dose.

Keywords: Musa spp, Breeding, mutation induction, somatic embryogenesis.
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INTRODUCAO

Bananas e platanos estdo entre as mais importantes culturas
alimentares em todo o mundo e sdo cultivados em mais de 80 paises tropicais,
inclusive, em todos os estados brasileiros, principalmente por pequenos
agricultores. O Brasil € o quinto produtor mundial de banana, com producao de
6,9 milhdes de toneladas em uma &rea de 481.116 ha (FAO 2015).

Entre os problemas que impedem a obtencdo de altos rendimentos na
cadeia produtiva da banana estdo as sigatokas amarela e negra, e o mal-do-
Panama, principais doencas que causam perdas significativas na producédo. As
cultivares mais conhecidas (Prata, Pacovan, Macéa e Grande Naine) sdo muito
suscetiveis a Sigatoka-negra e, a excecao da ‘Maca’, sdo também suscetiveis
a Sigatoka-amarela. Com relacdo ao mal-do-Panama, a ‘Grande Naine’, é
resistente, a ‘Macd é altamente suscetivel e as demais cultivares sao
medianamente suscetiveis (SILVA et al., 2013).

Uma das estratégias para a solugdo dos problemas relacionados as
doencas da bananeira é a criagdo de novas variedades resistentes, via
hibridacdo, tarefa que é dificultada pela esterilidade, ploidia e a falta de
producéo de pélen e de sementes em alguns cruzamentos, nesse caso sugere-
se 0 uso de técnicas biotecnoldgicas como a mutacao (SILVA et al. 2013).

A mutacdo é indicada para cultivares elites e € mais adequada para
caracteristicas agronémicas governadas por um ou poucos alelos, uma vez que
conserva as outras caracteristicas do fendtipo original (BERMUDEZ E
CARABALLOSO et al., 2010, PESTANA et al., 2011).

A radiacdo gama tem sido empregada para induzir mutacdo em gemas
de bananeira (BERMUDEZ et al., 2002; HIRIMBUREGAMA et al., 2004;
RESENDE, 2005). Bermudez et al. (2002), ao tratar gemas adventicias de
clones de bananeira das cultivares Maca (AAB) e Gros Michel (AAA) obtiveram
mutantes de bananeira com porte reduzido, por meio da radiacdo gama de 25
Gy. Hirimburegama et al. (2004), apos irradiacdo de &pices caulinares de
bananeira (AAB) com 45 Gy, alcancaram sucesso para reducdo de altura e
frutificacéo precoce.

A aplicagdo de radiagdo gama de 20 Gy em 4apices caulinares de
triploides AAB (Pacovan) e 30 Gy em tetraploides AAAB (Pacovan Ken) criou

uma ampla variabilidade para porte e um grande numero de mutantes para
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diversas caracteristicas agronémicas de interesse em bananeiras, como
resisténcia a pragas desenvolvidas na Embrapa Mandioca e Fruticultura
(RESENDE, 2005). Estes resultados confirmam a possibilidade de emprego da
inducdo de mutacdo em bananeira para a obtencdo de caracteristicas
agrondmicas desejaveis.

Todavia, s&o incipientes o0s trabalhos que empregaram calos
embriogénicos e ou suspensao celulares para inducdo de mutagénese de
bananeira (BECKER et al., 2000; MATSUMOTO et al., 2002; KHANNA et al.,
2004). Culturas de calos embriogénicos podem ser utilizadas diretamente para
a micropropagacao (MORAIS-LINO et al., 2008) e para transformacdo genética
(ACERETO-ESCOFFIE et al., 2005), e serem cultivadas em meio liquido para
obtencédo de suspensodes celulares (MONTEIRO et al., 2011), as quais podem
ser importantes para induzir a mutacdo e um grande numero de mutantes
promissores podem ser propagados muito rapidamente por essa via.

Os tratamentos mutagénicos em meristemas multicelulares de plantas
propagadas vegetativamente, geralmente resultam na formacdo de plantas
quiméricas ou falsos mutantes (ADAMES et al.,, 1999). Uma das alternativas
para corrigir tal problema seria a indugcdo de mutagédo em calos embriogénicos
e suspensdes celulares uma vez que o novo individuo regenerado resulta de
uma unica célula (NEWMANN et al., 2009), ou seja, aquela que sofreu
mutacao.

Na cultura de calos embriogénicos € possivel obter embrides somaticos
e suspensOes celulares, cujas culturas tém permitido regenerar plantas em
grandes quantidades e com baixo custo de producdo (MORAIS-LINO et al.,
2008). Logo, com a aplicacdo da radiacdo gama nessas culturas pode-se
induzir mutagbes, num periodo de tempo mais curto, e produzir um numero
expressivo de clones regenerados idénticos. Assim, a indugdo de mutacao por
meio da radiacdo gama em calos embriogénicos e suspensdes celulares
podem constituir instrumentos de grande utilidade para a obtencédo de mutantes
com caracteristicas agronémicas desejaveis.

Neste contexto, o0 objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
metodologia para mutagénese com o0 uso de radiagdo gama em calos

embriogénicos e suspensdes celulares de bananeira e, por meio dessa técnica,
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seja possivel estabelecer um protocolo eficiente para uso no melhoramento de

bananeira.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Nucleo de Biotecnologia Avancada (NBA) da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, em Cruz das Almas, BA e as irradiacdes realizadas no Centro de

Energia Nuclear na Agricultura (CENA-USP), em Piracicaba, SP.

Material vegetal e indug@o de embriogénese somética

Inflorescéncias masculinas imaturas das bananeiras ‘Tropical’ (AAAB) e
‘Terra Maranhao’ (AAB), foram coletadas e reduzidas para um tamanho de 10
cm de comprimento e posteriormente, lavadas em solucdo de agua e
detergente. Em condi¢gbes assépticas, no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais, as inflorescéncias foram borrifadas com &lcool 70% e flambadas
duas vezes, as flores imaturas foram removidas e colocadas em placas de Petri
contendo meio de cultura constituido de sais e vitaminas do MS (MURASHIGE
e SKOOG, 1962) com 3% de sacarose, solidificado com 0,7% de agar e
suplementado com 1,0 mg L™ de &cido indolilacético (AIA), 4,0 mg L™ de &cido
2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 1,0 mg L™ de &cido naftaleno acético (ANA),
100 mg L™ de glutamina (MORAIS-LINO et al., 2008), com pH ajustado para
5,8 e autoclavagem durante 20 minutos a 121°C. As culturas foram mantidas
em sala escura, com temperatura de 27 = 1° C, até a formacdo de calos
embriogénicos.

Os calos embriogénicos formados foram transferidos para placas de
Petri contendo meio de cultura semissolido constituido de sais e vitaminas do
MS, suplementado com 1,0 mg L™ de 2,4-D, 10 mg L™ de &cido ascérbico,
0,219 mg L™ de zeatina, 30 g L™ de sacarose, solidificado com 8 g L™ de
agarose e pH ajustado para 5.8. As culturas foram mantidas em sala escura
com temperatura de 27 = 1° C. Foram realizadas observacdes semanais

nesses calos para verificar a formacéo de embrides somaticos.
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Estabelecimento de suspensao celular

Para o estabelecimento de suspensdes celulares, embrides somaticos
de bananeira ‘Tropical’ e ‘Terra Maranhao’ foram transferidos para erlenmeyers
contendo meio de cultura liquido constituido de sais e vitaminas do MS,
suplementado com 1,0 mg L™ de 2,4-D, 0,219 mg L™ de zeatina, 10 mg L™ de
acido ascorbico, e 30 g L™ de sacarose de acordo com o protocolo sugerido por
MORAIS-LINO et al. (2008), e entdo mantidos no escuro a 27 = 2 °C, sob

agitacao de 120 rpm, subcultivados a cada dez dias.

Irradiacdo gama em culturas embriogénicas de banane ira

Culturas embriogénicas (calos e suspensdes celulares) foram
distribuidas, separadamente, em membrana de nylon em placa de Petri sobre o
meio basico MS suplementado com 10 mg L™ de acido ascérbico, 30 g L™ de
sacarose, solidificado com 8 g L™ de agarose e pH ajustado para 5.8.

O trabalho foi realizado em duas etapas para determinacdo da
radiossensitividade. Placas de Petri contendo amostras de 20 mg/membrana
de calos embriogénicos de bananeira ‘Tropical’ (Experimento 1) foram enviadas
para irradiacido em fonte de Cobalto® no Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA) da Universidade de Sao Paulo (USP). Foram administradas
as doses de 0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0; 17,5; 20,0 e 22,5 Gy a uma taxa
de 0,332 kGy h™.

No Experimento 2 foram utilizados, calos embriogénicos (20
mg/membrana) e suspensodes celulares (100 pL/membrana) de bananeira
‘Tropical’ e ‘Terra Maranh&o’. Foram usadas radiacdo gama de 0,0; 10; 20; 40;
60; 80; 100; 120; 140; 160; 180 e 200 Gy, a uma taxa de 0,332 kGy h™.

Apds exposicdo a radiagdo gama, os calos embriogénicos e as
suspensodes celulares (irradiados e testemunhas) foram reenviados para Cruz
das Almas, BA. As placas contendo os materiais irradiados permaneceram no
mesmo meio de cultura por uma semana, no escuro. Apos este periodo, as
membranas de cada tratamento foram transferidas para o meio de regeneracao
constituido de sais e vitaminas do meio MS, acrescido de 0,45 mg L™* de
benzilaminopurina (BAP) e 0,35 mg L™ de AIA, 30 g L™ de sacarose, 7 g L™ de

agar e mantidos em sala de crescimento sob iluminagdo com fotoperiodo de 16
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h e densidade de fluxo de féton (30 HE.m™ s™) no Laboratério de Cultura de
Tecidos da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Decorridos 60 dias da irradiagdo e permanéncia no meio de
regeneracdo, as avaliacbes do material irradiado do primeiro experimento
consistiram na mensuracdo do numero de embrides germinados, numero
meédio de raizes, comprimento médio de plantas e o indice de sobrevivéncia. O
material irradiado do segundo experimento foi avaliado quanto ao numero de
embrides germinados e o indice de sobrevivéncia.

Para a verificacdo da sobrevivéncia utilizou-se o célculo do indice de

sobrevivéncia:

N—n
% 100

5% =

Onde, S%: indice de sobrevivéncia; N: nimero de embrides somaticos

germinados; n: numero de embrides somaticos ndao germinados.

Delineamento estatistico

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dez
tratamentos e dez repeticdes para o experimento 1, com duas testemunhas,
constituidas pelas placas que foram mantidas no laboratério em Cruz das
Almas, e as que foram enviadas ao Cena, mas nao foram irradiadas.

No experimento 2, o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com doze tratamentos em dez repeticbes, em arranjo fatorial
2x2x12 (cultivar x tipo de material vegetal x dose de radiacdo gama), e usadas
as mesmas testemunhas do Experimento 1.

As médias foram submetidas a andlise de variancia pelo teste F (5% de

probabilidade) e regressdo, com transformacdo dos dados quantitativos

para\x+05 e analisados através do programa estatistico SISVAR, (FERREIRA,
2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1

Os resultados obtidos para determinacéo da radiossensitividade de calos
embriogénicos demonstraram que, apenas algumas doses causaram reducdes
significativas (p < 0,05) na germinacéo in vitro dos embrides somaticos, no
indice de sobrevivéncia, namero de raizes e comprimento de plantas

regeneradas da bananeira ‘Tropical’ (Tabela 1 e 2).

TABELA 1. Numero de embrides somaticos germinados e indice de
sobrevivéncia obtidos nos diferentes tratamentos com doses de
radiacdo gama em calos embriogénicos de bananeira ‘Tropical’
aos 60 dias ap6s radiacdo. Cruz das Almas, BA, 2015.

Radiag&o . o indice de
Embribes somaticos A
gama germinados sobrevivéncia

(Gy) (%)
0,0 6340 99,7
2,5 4186 66,0
5,0 4640 73,2
7,5 4796 75,6
10,0 4564 72,0
12,5 3448 54,4
15,0 3751 59,2
17,5 8819 99,1
20,0 2508 39,6
22,5 3448 54,4

Para a germinacao in vitro de embries somaticos, observou-se reducao
no numero de embries germinados com aumento da dose de radiacdo gama,
Apesar disso, esse efeito ndo foi continuo para todas as doses de radiacao
gama, haja vista que, a radiacdo de 17,5 Gy apresentou 0 maior numero de
embrides (8819 embrides germinados), superando as testemunhas (6340
embrides germinados) (Tabela 1). De modo geral, a exposicdo a radiacdo
gama nas doses de 2,5 a 17,5 Gy nédo influenciou expressivamente a
germinacao in vitro dos embrides somaticos. Por outro lado, a aplicagéo de 20
Gy provocou reduglOes acentuadas na germinagdo in vitro dos embrides

somaticos (2508) em relacdo ao controle (6340). Assim, verifica-se que 0s
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resultados de germinacéo in vitro ndo foram proporcionais as intensidades de
radiagao.

Quanto ao indice de sobrevivéncia, observa-se uma redugdo na
sobrevivéncia de embrides somaticos, em funcdo do aumento da dose de
radiacdo gama, quando comparado com o controle. O menor indice foi
verificado na utilizagdo da dose 20 Gy com taxa de 39,6 %. As doses mais
baixas de 5,0, 7,5 e 10 Gy apresentaram valores proximos e semelhantes de
sobrevivéncia de 73,2, 75,6, e 72 %, respectivamente.

A dose de 17,5 Gy apresentou indice de sobrevivéncia de 99,1 %, sendo
considerada, portanto, de pouco efeito nessa caracteristica, cujo valor é
proximo ao da testemunha que apresentou 99,7 %. A sobrevivéncia obtida na
dose 12,5 Gy foi a mesma observada com a radiacdo de 22,5 Gy, ou seja, de
3448 embrides germinados. Possivelmente, os efeitos da reducéo do indice de
sobrevivéncia, nesses dois casos decorreram da acéo de outros fatores, como
a ocorréncia de uma desaceleracdo dos estadios de desenvolvimento e
maturacdo dos embrides somaticos. Ademais, o baixo poder germinativo
efetivamente causado pela exposicdo as doses mais elevadas de radiacéo
gama (22,5 Gy), pode ndo manifestar efeitos deletérios aos 60 dias apls a
irradiacdo. Logo, poderiam atingir maiores danos fisiologicos e decréscimos na
germinacdo apdés um maior periodo de tempo. Apesar disto, € possivel
observar que houve alta reducdo de sobrevivéncia quando utilizada a dose
elevada de 20 Gy.

De uma forma geral os efeitos da radiacdo foram aleatérios para as
diferentes intensidades de radiacdo, provavelmente devido as baixas taxas de
raio gama usadas (2,5 a 22,5 Gy), que para apices caulinares de tetraploide foi
recomendada 35-40 Gy (NOVAK et al.,, 1990). No entanto, quando se avalia
doses mais elevadas de radiacdo gama (0 a 60 Gy) foi verificado um
decréscimo de sobrevivéncia com aumento das doses de radiacdo gama em
apices caulinares de bananeira ‘Terra Maranhdo’ (PESTANA et al., 2010; REIS
et al., 2015).

Em todas as doses de radiacdo gama houve uma reducao
estatisticamente significativa quanto a emissdo de raizes em relagdo ao
tratamento controle. Na Tabela 2, nota-se que as plantas obtidas da

germinacgéo in vitro dos embries somaticos, obtidos de calos embriogénicos
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irradiados com 0 e 2,5 Gy apresentaram meédias respectivas de 10,30 e 13,65
de raizes, embora ndo tenham sido diferentes entre si, foram estatisticamente

superiores as demais doses de radiagéo.

TABELA 2. Numero de raizes e comprimento médio de plantas de bananeira
‘Tropical’, obtido a partir da exposicdo de calos embriogénicos in
vitro a radiacdo gama, apos 60 dias em sala de crescimento. Cruz
das Almas, BA, 2015,

Radiagdo gama Comprimento de plantas

NUmero de raizes

(Gy) (cm)

0,0 10,30 a 8,26 a
2,5 13,65 a 8,29 a
5,0 8,50 bc 4,67 a
7,5 9,55 bc 6,91 a
10,0 7,90 bc 3,46 a
12,5 9,15 bc 7,00 a
15,0 8,70 bc 5,98 a
17,5 4,80 c 4,50 a
20,0 3,70 c 3,01la
22,5 5,70 c 3,26 a

* "Médias com letras iguais na mesma coluna n&o diferem estatisticamente entre si, ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de (Tukey, p < 0,05).

Para o comprimento de plantas regeneradas, cuja variacao foi 8,29 a
3,01 cm, respectivamente para dose 2,5 Gy e 20 Gy, verificou-se que néo
houve diferencas significativas, apesar de ser observada a reducdo no
comprimento das plantas em todos os tratamentos utilizados, a exce¢do das
doses 2,5 e 12,5 Gy (Tabela 2). Esta redugdo no comprimento das plantas foi
também observada em apices caulinares bananeira irradiada com raios gama.
(HIRIMBUREGAMA et al., 2004; BERMUDEZ et al., 2002; RESENDE, 2005;
PESTANA et al., 2010; REIS et al., 2015).

Observou-se que as plantas regeneradas apresentaram alturas e
namero de raizes semelhantes, mas apresentam diferencas quanto ao vigor
(Figura 1).
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FIGURA 1 Plantas regeneradas de embrides somaticos de bananeira Tropical’
apos tratamento com diferentes doses de radiacdo gama (T1 :0,0;
T2:25;T3:50;T4:7,5;,T5:10,0; T6 : 12,5; T7 : 15,0; T8 : 17,5;
T9 : 20,0 e T10 : 22,5 Gy) em condi¢des in vitro, mantidas na sala
de crescimento. Cruz das Almas, BA, 2015.

Experimento 2

Verificou-se efeito significativo das doses de radiacdo gama, e das
cultivares de bananeira estudadas (‘Tropical’ e ‘Terra Maranh&o’), e observou-
se, ainda, que ndo houve significancia para o tipo de material vegetal (calos
embriogénicos e suspensfes celulares) (p>0,05). Dessa forma, calos
embriogénicos e suspensdes celulares de cultivares de bananeira ao serem

irradiados apresentam respostas que dependem do gendétipo, como ocorrem
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em gemas apicais e apices caulinares submetidas a irradiacdo (RESENDE,
2005; PESTANA et al., 2010).

Notou-se que nas cultivares, as equacdes significativas atribuiveis a
dose para o agente mutagénico raio gama foram do tipo quadratica, indicando
que, dentro do intervalo estudado (0 a 200 Gy), a germinacgéo in vitro de
embribes somaticos dos calos embriogénicos e suspensdes celulares
decresceu de forma quadratica com o aumento da dose de radiacdo gama.

De maneira geral, calos embriogénicos e suspensfes celulares de
bananeira ‘Terra Maranhdo’ tiveram maior sensibilidade as doses do
mutagénico quando comparados aos calos embriogénicos e suspensdes
celulares de bananeira ‘Tropical’, pois as médias observadas de embrides
somaticos provenientes dos calos embriogénicos foram maiores (Tabela 3).
Logo, pode-se inferir que, para uma mesma dose de mutagénico, a reducao da
germinacao in vitro dependeu da cultivar.

Ademais, altas doses de radiacdo gama produzem efeitos deletérios e
influenciam de forma negativa no crescimento causando danos genéticos
conforme relatado por Watanabe et al. (2000) e Reis et al. (2015) em
bananeira. A radiagdo gama interfere nos processos de divisdo celular
culminando em crescimento alterado e variabilidade morfologica (AMJAD &
AMJUN, 2007). Nesse sentido, as doses elevadas podem gerar alta frequéncia
de mutagbes, mas levam a baixas taxas de regenerag¢ao de culturas in vitro.
Segundo Lu et al. (2007), o nivel critico da radiacdo gama nos quais mutacdes
sdo induzidas devem estar dentro da tolerancia para a regeneragao de brotos,
como observado para a germinacao in vitro de embrides somaticos a partir de
calos embriogénicos e suspensdes celulares da cultivares.

As doses de mutagénico mais comumente utilizadas para propagulos in
vitro de banana variam muito principalmente em funcéo do explante utilizado.
Como exemplos podem ser citados o uso de 20 e 30 Gy de raios gama para
irradiacdo apices caulinares de bananeira ‘Terra Maranhdo’ (PESTANA et al.,
2010), 38 Gy para apices caulinares da cultivar Pisang Berangan (AAA)(CHAI
et al., 2004), e 20 Gy para gemas in vitro de ‘Terra Maranhdo’ (REIS et al.,
2015).
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Em face aos resultados obtidos (Tabela 3), verifica-se que as doses

aplicadas de 10 e 20 Gy em calos embriogénicos da cultivar Terra Maranhao e

10 Gy para calos embriogénicos e suspensdes celulares da cultivar Tropical

nao provocaram um efeito deletério significativo.

TABELA 3 Numero de embribes germinados in vitro obtidos a partir da

irradiagcao

gama

com diferentes intensidades em calos

embriogénicos (CE) e suspensfes celulares (SC) de bananeira
‘Tropical’ e ‘Terra Maranh&o’, aos 60 dias apds radiacdo, em sala
de crescimento. Cruz das Almas, BA, 2015.

Radiacdo
Cultivar gama Germinagdo de embrides in vitro®
(Gy)
CE SC Equac0bes de regressao

0,0 299,70a 521,1a

10 243,20a  750,9a y= 0,0118x? — 3,6745x + 280,43
. 20 226,40a 1159p CE R? = 0.9601
e 40 110,60a 97,1b
S 60 82,40b 41,5b
g 80 82,400  175,1b
© 100 7,10c Oc
kZ 120 33,60c  Oc y = 0,0286x% — 7,9946x + 514,66

140 12,00a  Oc sc

160  7,60c  3,2c R2=0,6723

180 2,70c 2c

200 0,20c Oc

Germinagdo de embrifes in vitro®
CE sc Equacg0bes de regressao

0,0 1529,1a 988,30a

10 1160,2a 1019,8a CE y= 0,07177x? — 18,7035x + 106,22
_ 20 35,9¢c 57,2b R2 = 0,6670
8 40 97,5b 48,3b
2 60 107,7b  20,5b
= 80 45,8¢c Oc

100 15,7¢c Oc

120 3,6¢ Oc y = 0,0552x — 14,239x + 786,14

140 8,1c Oa sc

160  5,7c Oc R2=0,6762

180 Oc Oc

200 Oc Oc

*Médias com letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey, (p < 0,05).
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Comparando os tipos de materiais vegetais analisados, para a cultivar
Terra Maranhdo (Tabela 3), pode-se observar que suspensdes celulares
apresentam diferencas significativas e maior sensibilidade aos raios gama em
relacdo aos calos embriogénicos. A germinacao in vitro de embrides somaticos
via suspensdes celulares apresentou menores valores médios nas doses de
20, 40 e 60 Gy, respectivamente. Essas doses sao consideradas efetivas para
determinacao da dose letal DLsp, € @0 mesmo tempo vantajosa, uma vez que
inducdo de mutagénese in vitro a partir de suspensdes celulares eliminaria a
dependéncia das sucessivas repicagens e as chances de ocorréncia da
mutacao individual seria ampliada, tendo vista que cada célula pode gerar um
individuo que sofreu mutacéo.

Em relacdo aos calos embriogénicos, também foram registrados os
menores valores médios de embrides germinados para estas mesmas doses
do mutagénico. Ademais, pode-se observar que a aplicacdo das doses mais
elevadas de 100 a 200 Gy nao apresentaram diferencas significativas para os
dois tipos de materiais vegetais, e, portanto, ocasionaram danos fisiologicos
severos e, consequentemente, uma alta letalidade, o que pode inviabilizar a
utilizagdo das mutacgoes.

Para a ‘Tropical’, as médias de germinacdo in vitro de embribes
somaticos, via calos embriogénicos de 107,7 e 45,8 foram maiores nas doses
60 e 80 Gy, respectivamente. Em relacdo as suspensfes celulares, foram
registradas médias de 20,5 e também auséncia de germinagdo para as
mesmas doses do mutagénico. As doses mais elevadas de 120 a 200 Gy
levaram a grandes reducfes na germinacéo in vitro e a efeitos deletérios, logo,
nao diferiram estatisticamente entre calos embriogénicos e suspensdes
celulares (Tabela 3).

As andlises mostraram que o indice de sobrevivéncia, a partir da
irradiacdo em calos embriogénicos de ‘Terra Maranh&o’ com doses mais baixas
de raios gama de 10, 20 e 40 Gy, apresentaram taxas de 85,49, 66,54 e 92,79
%. Enquanto para suspensfes celulares, constataram taxas de sobrevivéncia

de 99,98, 36,32 e 21,20 % para as mesmas doses respectivamente (Tabela 4).
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TABELA 4 indice de sobrevivéncia (%) de embrides somaticos de bananeira
‘Terra Maranh&o’ e ‘Tropical’ obtidos de calos embriogénicos (CE) e
suspensdes celulares (SC) irradiados in vitro, com diferentes doses
de raio gama, apos 60 dias em sala de crescimento. Cruz das
Almas, BA, 2015.

indice de sobrevivéncia (%)

Radiacdo
%%n;? Terra Maranhdo Tropical
CE SC CE SC
0,0 98,88 99,87 97,38 97,69
10 85,49 99,98 73,55 96,22
20 66,54 36,32 74,49 69,08
40 92,79 21,20 66,20 56,11
60 51,39 11,19 50,11 1,42
80 55,22 56,49 53,16 0,00
100 3,38 0,00 52,20 0,00
120 14,60 0,00 0,49 0,00
140 4,56 0,00 19,33 0,00
160 2,01 0,37 0,37 0,00
180 0,20 0,00 0,00 0,00
200 0,18 0,00 0,00 0,00

Para a cultivar Tropical, foram registradas taxas de 73,55, 74,49 e
66,20% de sobrevivéncia de embribes somaticos, via calos embriogénicos,
para as doses mais baixas. Ja nas suspensodes celulares foram registrados os
indices de sobrevivéncia de 96,22, 69,08 e 56,11 % nas doses de 10, 20 e 40
Gy, respectivamente.

Para ‘Terra Maranhdo’, as doses intermediarias de 60, 80 e 100 Gy,
obtiveram-se indices de 51,39, 55,22 e 3,38 % em calos embriogénicos e de
11,19, 56,49 e 0,0 % para suspensdes celulares (Tabela 4). Na cultivar
Tropical, foram obtidos para essas mesmas doses intermediérias, indices de
50,11, 53,16 e 52,20 % provenientes da irradiacdo de calos embriogénicos, e
apenas 1,42 % na dose de 60 Gy em suspensdes celulares. indices de 50 %
de sobrevivéncia sdo promissores e esperados para determinagdo da dose
letal DLsp, assim, calos embriogénicos também pode ser uma fonte alternativa
eficiente para obtencdo rapida de uma populacdo mutante induzida por

radiacdo gama. A partir da dose de 80 Gy foram verificados efeitos severos de
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letalidade, ndo sendo constatada sobrevivéncia via irradiacdo de suspensdes
celulares.

Segundo Kulkarni et al. (1997), em Musa spp., as doses de 50 Gy
raramente induziram multiplicacdo de brotos. Assim, nesse estudo, as doses
consideradas altas (120 a 200 Gy) afetaram negativamente a sobrevivéncia
dos calos embriogénicos e suspensoes celulares de ambas as cultivares.

De maneira geral, a determinacdo da radiossensitividade a radiacao
gama para calos embriogénicos de bananeira ‘Terra Maranh&o’ foi verificada
entre 60 e 80 Gy com reducbes mais proximas a 50% para sobrevivéncia,
enquanto para suspensdo celular foi de 80 Gy. Para a ‘Tropical’ a
radiossensitividade de radiacdo gama foi detectada entre as doses de 60, 80 e
100 Gy para calos embriogénicos, e para irradiacdo de SC foi possivel
identificar a radiossensitividade com a dose de 40 Gy, indicada como a mais
promissora para pesquisas de determinacao da DLsy.

Embora ndo tenha sido determinada a dose letal LDsy, adaptou-se uma
metodologia para trabalhos de radiacdo gama em calos embriogénicos e
suspensdes celulares de bananeira. A inducdo de mutacdo a partir dessas
culturas embriogénicas é de grande relevancia para o melhoramento de
bananeira, pois, o estado de desenvolvimento das células é relativamente
uniforme, além de ser uma técnica eficiente de multiplicacdo rapida de

producdo de uma populacdo mutante induzidos por raios gama.
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CONCLUSOES

Em bananeira, as suspensdes celulares sdo mais sensiveis que o0s calos
embriogénicos & alta radiacdes, e doses raios gama acima de 100 Gy causam
reducdo no numero de embrides germinados, raizes e no comprimento de
plantas.

Efeitos deletérios e redugbes na sobrevivéncia de calos embriogénicos
e/ou suspensdes celulares de bananeira tem sido demonstrado com uso de
doses de 120 a 200 Gy.

A eficiéncia dessa metodologia de radiagdo de calos embriogénicos e
suspensfes celulares abrem perspectivas para uso de mutagénese no

melhoramento de bananeira em pesquisas de determinacéo da dose letal LDsg
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CAPITULO 1lI

Sobrevivéncia de calos embriogénicos e suspensfes ¢ elulares de

bananeira ‘Tropical’ e ‘Terra Maranh&o’ ao etil met  ano sulfonato (EMS) *

'Artigo a ser ajustado para submissdo ao Comité Editorial do periédico cientifico: Revista
Brasileira de Fruticultura.
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Sobrevivéncia de calos embriogénicos e suspensdes ¢ elulares de

bananeira ‘Tropical’ e ‘Terra Maranhao’ ao etil met  ano sulfonato (EMS)

Autor: Cleilton Vasconcelos Moreira

Orientador: Sebastido de Oliveira e Silva

RESUMO: Muitas cultivares de bananeira sdo estéreis, o que dificulta o
melhoramento genético por hibridagdo. A mutacdo tem sido usada em
substituicdo ao sistema convencional no melhoramento dessa cultura. Este
trabalho objetivou adaptar a metodologia de indu¢cdo de mutagénese in vitro,
via etil metano sulfonato (EMS) em bananeira. Calos embriogénicos (CE) e
suspensodes celulares (SC) de bananeira ‘Tropical’ e ‘Terra Maranhao’ foram
expostos a diferentes concentracdes de EMS (0,025 a 2% v/v). Os tratamentos
foram distribuidos em esquema fatorial 2x7x2x2 (cultivar x concentracdo de
EMS x tempo de imersdo x tipo de material vegetal), em delineamento
inteiramente casualizado com seis repeticdes. Os resultados apontaram
valores decrescentes no numero de plantas regeneradas e no indice de
sobrevivéncia com aumento das concentragcdes do mutagénico. As cultivares
estudadas exibiram diferencas significativas na regeneracéo de plantas quando
submetidas ao tratamento com mutagénico EMS nas diferentes concentracdes
e tempos de imersdo. De modo geral, os calos embriogénicos da cultivar Terra
Maranhdo sdo mais sensiveis que calos embriogénicos da cultivar Tropical aos
efeitos do mutagénico EMS. Os calos embriogénicos da cultivar Terra
Maranhdo exibiram baixos indices de sobrevivéncia, muito inferiores ao
esperado de 50 %, quando comparado ao controle. Enquanto os CE de
bananeira ‘Tropical’, submetidos ao EMS nas concentracdes 0,05 e 0,1 % (v/v)
no tempo de imersdo de uma hora mostraram indice de sobrevivéncia de 54,27
e 52,26 %, respectivamente, considerados efetivos para inducdo de
mutagénese in vitro. Todavia, quando se utilizou suspensdes celulares da
cultivar Tropical, observou-se maior sensibilidade ao EMS comparada a SC da
cultivar Terra Maranhdo. Logo, em SC de bananeira ‘Terra Maranhdo’, a
concentracéo de 0,1 % (v/v) do EMS no tempo de imersdo de uma e duas
horas, reduziu a sobrevivéncia em 47,34 e 56,38 %, respectivamente, em
relacdo ao controle, sendo estes tratamentos sugeridos para SC dessa cultivar,
por garantir indices de sobrevivéncia promissores para estudos de
determinacdo da DLso. Nestas mesmas condi¢cdes, o EMS causa letalidade e
reduz indices de sobrevivéncia nas suspensdes celulares da cultivar Tropical.
Este estudo mostra uma metodologia eficiente e rapida de aplicagdo de
mutagénese in vitro via EMS com possibilidade de propagacédo de mutantes
promissores.

Palavras-chave : Musa spp, indugéo de mutagéao, culturas embriogénicas.
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Survival of embryogenic callus and cell suspensions of banana ‘Tropical’

and ‘Terra Maranhao’ to the Ethyl methane sulfonate (EMS)

Author: Cleilton Vasconcelos Moreira

Adviser: Sebastido de Oliveira e Silva

ABSTRACT: Many banana cultivars are sterile which makes the genetic
improvement by hybridization. The mutation has been used to replace the
conventional system in the improvement of this culture. This study aimed to
adapt the in vitro mutagenesis inducing method by using ethyl methane
sulfonate (EMS) in banana. Embryogenic callus (EC) and cell suspensions (SC)
of banana ‘Tropical and ‘Terra Maranhao’ were exposed to different EMS
concentrations (0.025 to 2% v/v). The treatments were distributed into factorial
2X7x2x2 (cultivar x EMS concentration x immersion time x type of plant
material), in completely randomized design with six replications. The results
showed decreasing values in the number of regenerated plants and the survival
rate with an increase of the mutagenic concentrations. The cultivars showed
significant differences in the regeneration of plants when subjected to treatment
with chemical mutagenic within the range studied. Overall, the embryogenic
callus of the cv. Terra Maranh&@o are more sensitive than embryogenic callus of
cv. Tropical to the effects of EMS mutagen. The embryogenic callus of the cv.
Terra Maranhdo showed low rates of survival, lower than the expected 50%,
when compared to the control. While the EC banana ‘Tropical’, EMS at 0.05
and 0.1% (v/v) concentrations in the immersion time of one hour showed
survival rate of 54.27 and 52.26% respectively, which are considered effective
for the in vitro mutagenesis induce. However, cell suspensions of banana
‘Tropical' displayed greater sensitive to the EMS compared to SC cv. Terra
Maranhdo. Therefore, in SC banana cv. Terra Maranhdo, the EMS
concentration of 0.1% (v/v) at the immersion time of one to two hours, reduced
survival in 47.34 and 56.38% respectively, compared to the control, which
makes these treatments being suggested for this cultivar SC for ensuring
promising survival rates for studies to determine the LDsy. Under the same
conditions, the EMS causes mortality and reduced survival rates in cell
suspensions of the cv. Tropical. This study shows a rapid and efficient
methodology for in vitro mutagenesis via EMS application with the possibility of
the propagation of promising mutants.

Keywords: Musa spp, mutation induction, embryogenic cultures.
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INTRODUCAO

O género Musa, abrange bananas e platanos, representa a quarta
cultura alimentar mais importante em alguns dos paises menos desenvolvidos
do mundo. O Brasil € o quinto produtor mundial de banana, com producéo de
6,9 milhdes de toneladas em uma &rea de 481.116 ha (FAO 2015).

As plantagbes consistem em plantas clonadas que sdo geneticamente
idénticas e uniformes, 0 que torna a cultura particularmente suscetivel a fungos
patogénicos que causam doencas como O as sigatokas amarela e negra e o
mal-do-Panama, que impedem a obtencdo de altos rendimentos na cadeia
produtiva da banana. Isso levou a especulacdo de que a producédo de banana
em todo o mundo deixaria de ser sustentavel no futuro proximo, ameacando a
estabilidade econdbmica e da seguranca alimentar nos paises em
desenvolvimento de regifes tropicais e subtropicais (HESLOP-HARRISON e
SCHWARZACHER, 2007).

As variedades de banana comestiveis tendem a ser triploides e
partenocarpicas. Logo, o uso do melhoramento convencional nem sempre €&
possivel, pois, muitos gendétipos ndao produzem polen e nem sementes (SILVA
et al. 2011). Esse cenério associado a suscetibilidade as doencas torna a
bananicultura brasileira bastante vulneravel (RODRIGUES, 2010).

A mutagénese in vitro € uma ferramenta poderosa para o melhoramento
genético de alguns gendtipos de bananeira. Com o uso da técnica € possivel
alterar caracteristicas agronémicas governadas por um ou pouco genes, em
genoétipos de grande interesse (PEREZ PONCE, 1998; JAIL et al., 2011) e
contornar os problemas que ameacam a bananicultura.

A indugdo de mutacdo em Musa pode proporcionar o aumento de
variabilidade genética, permitir a selecdo e a propagacdo de mutantes
promissores e genotipicamente homogéneos (JAIL et al.,, 2011), mediante o
uso de mutagénicos quimicos. Nesse sentido, o etil metano sulfonato (EMS)
tem sido relatado como mutagénico efetivo para inducdo de mutagénese em
bananeira (BIDABADI et al., 2011; JANKOWICZ-CIESLAK et al.,, 2012;
BIDABADI et al., 2012; CHEN et al., 2013).

O meétodo descrito aqui tém potenciais aplicacdes praticas e inovadoras,

em que uma populacdo mutante pode ser produzida rapidamente, e revela-se
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altamente vantajoso, uma vez que a indug¢ao de mutacéo in vitro via aplicagéo
de EMS (CH3S0O,0C;Hs) como mutagénico em culturas embriogénicas (calos
embriogénicos e suspensdes celulares) dispensaria a dependéncia das
sucessivas repicagens para ampliar aquela regido que sofreu mutacéo
(NEWMANN et al., 2009), e reduziria o tempo até que os alelos desejados
sejam recuperados, como ocorrem na indu¢do de mutagcdo a partir de apices
caulinares, gemas e tecidos meristematicos de bananeira.

Dessa forma, com inducdo de mutagénese in vitro, via etil metano
sulfonato em calos embriogénicos e suspensdes celulares o quimerismo pode
ser eficientemente corrigido, com ganho em tempo e de recursos.

Ressalta-se ainda que séo incipientes as informacdes sobre utilizagéo
de calos embriogénicos e suspensdes celulares de bananeira para inducéao de
mutacdo via EMS. Portanto, as abordagens nesse estudo serdo Uteis para
trabalhos de mutagénese quimica, gerando informacdes que podem auxiliar os
protocolos de propagacado de mutantes apds a indugédo de mutagéo.

Diante do exposto, esse trabalho tem como objetivo adaptar a
metodologia de inducdo de mutagénese in vitro, via etil metano sulfonato

(EMS) em calos embriogénicos e suspensdes celulares de bananeira.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Nucleo de Biotecnologia Avancada (NBA) da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, Cruz das Almas — Babhia.

Inducdo de embriogénese somatica

Inflorescéncias masculinas imaturas das bananeiras ‘Tropical’ (AAAB) e
‘Terra Maranh&o’ (AAB), foram coletadas e reduzidas para um tamanho de 10
cm de comprimento e posteriormente, lavadas em solucdo de agua e
detergente. Em condi¢cdes assépticas, foram borrifadas com alcool 70% e
flambadas duas vezes, em seguida as inflorescéncias foram removidas e
colocadas em placas de Petri contendo meio de cultura constituido de sais e
vitaminas do MS, com 3% de sacarose, solidificado com 0,7% de agar e
suplementado com 1,0 mg L™ de acido indolilacético (AIA), 4,0 mg L™ de &cido

2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 1,0 mg L™ de &cido naftaleno acético (ANA),
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100 mg L™ de glutamina (MORAIS-LINO et al., 2008), com pH ajustado para
5,8 e autoclavadas durante 20 minutos a 121 °C. As culturas foram mantidas
em sala escura, com temperatura de 27 + 1 °C, até a formacdo de calos
embriogénicos.

Os calos embriogénicos formados foram transferidos para placas de
Petri contendo meio de cultura semissolido constituido de sais e vitaminas do
MS, suplementado com 1,0 mg L™ de 2,4-D, 10 mg L™ de &cido ascérbico,
0,219 mg L™ de zeatina, 30 g L™ de sacarose, solidificado com 8 g L™ de
agarose e pH ajustado para 5.8. As culturas foram mantidas em sala escura
com temperatura de 27 * 1 °C. Foram realizadas observagbes semanais

nesses calos para verificar a formacéo de embrides somaticos.

Estabelecimento de suspensao celular

Para o estabelecimento de suspensdes celulares, embrides somaticos
de bananeira ‘Tropical’ e ‘Terra Maranhao’ foram transferidos para erlenmeyers
contendo meio de cultura liquido constituido de sais e vitaminas do MS,
suplementado com 1,0 mg L™ de 2,4-D, 0,219 mg L™ de zeatina, 10 mg L™ de
acido ascorbico, e 30 g L™ de sacarose de acordo com o protocolo sugerido por
MORAIS-LINO et al. (2008), e posteriormente, mantidos no escuro a 27 = 2 °C,

sob agitacao de 120 rpm, subcultivados a cada dez dias.

Aplicacéo de etil metano sulfonato  (EMS)

Com o emprego de etil metano sulfonato (EMS - CH3S0O,0C,Hs) como
agente mutagénico, em diluicbes distintas, foram determinados os efeitos de
diferentes concentracdes do agente mutagénico sobre calos embriogénicos e
suspensodes celulares de bananeiras ‘Tropical’ e ‘Terra Maranhao’

Foram coletados 20 mg de peso fresco de calos embriogénicos
somaticos e 100 pL/membrana de suspensdes celulares, em fase de
crescimento ativo, com a densidade ajustada para 33% do volume de células
aglomeradas (VCA), das duas cultivares, que foram expostos a solucado de
EMS nas concentra¢bes 0;0; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,15 e 0,2 % (v/v), sob
agitacao de 100 rpm por uma e duas horas. O controle constituiu-se na imerséo

do material em agua esteéril.
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ApoOs o tratamento com solucdes de EMS, procedeu-se a trés lavagens
em &gua deionizada. Posteriormente, o conteddo de calos embriogénicos foi
distribuido uniformemente em placas de Petri contendo meio de regeneracao.

Para retirar 0 mutagénico das suspensfes celulares, foi descartado
excesso do sobrenadante e os agregados celulares foram distribuidas
uniformemente em placas de Petri contendo meio de regeneracdo semissolido,
constituido por sais e vitaminas do meio MS, solidificado com 0,7% de Agar,
suplementado com BAP (0,45 mg L), AIA (0,35 mg L™), acido ascérbico (10
mg L?), sacarose (30 g L) e mantidas sob incubagdo em uma sala de
crescimento com temperatura de 27 + 2°C, no escuro durante uma semana. A
seguir, os calos embriogénicos e as suspensdes celulares foram transferidas
para uma sala de crescimento com as mesmas condi¢des sob iluminacdo com
fotoperiodo de 16 h e densidade de fluxo de féton (30 pE m? s™).

Decorridos 60 dias de incubacado, realizaram-se as avaliacbes que
consistiram da analise quantitativa do numero de plantas regeneradas e o
indice de sobrevivéncia provenientes dos calos embriogénicos (CE) e
suspensdes celulares (SC) de bananeira ‘Tropical’ e ‘Terra Maranh&o’ dos
tratamentos com EMS.

Os parametros estudados foram submetidos a analise de regresséo para
avaliar a sensibilidade de CE e SC das cultivares, por meio da sobrevivéncia e
regeneracao in vitro, a fim de identificar a concentracdo O6tima de EMS
necessaria para pesquisas de determinacdo da dose letal DLsy (dose que
causa 50% de letalidade) e fornecer potenciais aplicacfes praticas do método
para uso na inducdo de mutacgéo e producéo rapida de uma populagdo mutante

em bananeira.

Delineamento estatistico

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis
repeticdes. Os tratamentos foram distribuidos em esquema fatorial 2x7x2x2
(cultivar x concentracdo de EMS x tempo de imersdo x tipo de material
vegetal). As médias foram submetidas a analise de variancia pelo teste F (5%

de probabilidade) e quando significativas, a regressao polinomial foi aplicada.
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Os dados quantitativos foram transformados para Vx+os , analisados através
do programa estatistico SISVAR, verséo 4.3 (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados revelaram que o mutagénico quimico EMS (0, 0,025, 0,05,
0,075, 0,1, 0,15 e 0,2% v/v) foi eficiente na alteracdo da magnitude dos
parametros avaliados. Observou-se que a andlise de variancia revelou efeito
significativo (p < 0,05), apenas para as concentracdes (CM) de EMS sobre o

namero de plantas regeneradas (Tabela 1).

TABELA 1 Resumo da andlise de varidncia para o numero plantas
regeneradas de cultivares de bananeira ap6s 60 dias do
tratamento com mutagénico EMS. Cruz das Almas, BA, 2015.

Fonte de variagéo GL Quadrado Médio
Cultivar (C) 1 1481,14 "
Concentragdao do mutagénico (CM) 6 34972,04 *
Horas 1 77,78™
Tipo de material (TM) 1 802,57
C*CM 6 854,01 ™
C * Horas 1 2064,28 "
C*TM 1 1011,50™
CM * Horas 6 260,32 "
CM*TM 6 905,11 "™
Horas * TM 1 274,57™
C*CM *Horas * TM 6 791,04
Erro 19 668,28
Total 55 -
CV (%) 76,6

GL= Grau de liberdade; CV = Coeficiente de variacdo; ™ = néo significativo; * = significativo a
5% de probabilidade de erro pelo teste F.

As andlises de regressdes sequenciais com modelo polinomial indicaram
significancia para o modelo quadratico (Tabela 2). Uma reducéo significativa foi
observada na regeneracdo in vitro das culturas embriogénicas (calos e
suspensdes celulares) com o aumento da concentracdo de EMS. Na
comparacdo entre os tipos de materiais genéticos testados, calos
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embriogénicos e suspensdes celulares de bananeira ‘Terra Maranhao’
obtiveram-se diferencas no nimero de plantas regeneradas a medida que se

aumentou as concentragdes de EMS.

TABELA 2 Numero de plantas regeneradas in vitro da cultivar Terra Maranhao
obtidos 60 dias apds tratamento de etil metano sulfonato em calos
embriogénicos (CE) e suspensdes celulares (SC). Cruz das Almas,

BA, 2015.
Tempo de i o
imersao (h) Numero de plantas regeneradas in vitro
e EMS (%)
1 hora CE SC Equac0bes de regressao
0 164a 249a
0,025 Oc 376a y = 8.2976x° - 82.488x + 193.29
0,05 Oc 77b R2=0.578
0,075 Oc od
0,1 41b 89b )
0.15 0c od y = 17.242x - 4918.24x + 348
0,2 Oc 51c SC Rz =0.7219
2 horas CE
0 192a 188a y= 14.762x% - 134.74x + 283.29
0,025 29¢c 146a R?=0.8722
0,05 od 19c
0.075 od od
0.1 0d 106b y = 8.869x” - 94.56x + 271.57
0.15 Od 0d ¢ R2 = 0.6429
0,2 56b 36¢C

"Médias com letras iguais na mesma linha n&o diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey, (p < 0,05).

Quando os calos embriogénicos foram expostos ao EMS na
concentracdo de 0,025 % (v/v), por uma hora, ndo houve regeneracdo de
plantas, enquanto no tratamento controle foi observada a regeneracao de 164
plantas. Os resultados mostraram que nao foram observadas diferencas
significativas entre as concentracdes de 0,05, 0,075, 0,15 e 0,2 % (v/v) para a
regeneracao de plantas, via calos embriogénicos, quando tratados por uma
hora. Essas concentracdes levaram ao aumento da letalidade quando o tempo
de imersdo em EMS foi de duas horas.

Foram observadas diferengas significativas entre a concentragéo 0,025

% (v/v) e o controle no tempo de imersdo de duas horas, entretanto, néo
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ocorreu regeneracdo de plantas a partir de calos embriogénicos de ‘Terra
Maranhdo’ quando foram submetidos as concentracdes de 0,05 a 0,15 % (v/v)
de EMS. Nas concentra¢cbes maiores 0,1 e 0,2 % (v/v) com imersao de duas
horas, a reducdo da regeneracdo de plantas pode ser explicada pelo efeito
inibitorio e letal do EMS nos calos embriogénicos.

Suspensbes celulares quando foram imersas em 0,025 % (v/v) de
solucdo EMS né&o apresentaram diferencas estatisticas em relacdo ao controle
e, inclusive, superou o numero de plantas dos demais tratamentos com registro
de 376 e 188 plantas regeneradas in vitro quando tratadas por uma hora e
duas horas, respectivamente. No entanto, quando essas suspensdes foram
tratadas com 0,05 % (v/v) houve reducdo da regeneragcdo (77 plantas),
estatisticamente diferente dos demais tratamentos, exceto da concentracao de
0,1 % (v/v) que apresentou 89 plantas regeneradas, quando imersa por uma
hora em solugcéo de EMS (Tabela 2).

Efeitos letais com expressiva oxidacdo dos tecidos em funcdo do
aumento das concentracbes de EMS foram verificados em suspensdes
celulares de bananeira ‘Terra Maranhao’, logo, esse efeito levou a morte celular
e a baixa regeneracdo de plantas, sendo mais frequentes quando foram
administrados 0,075, 0,15 e 2,0 % (v/v) por duas horas (Figura 3).

De maneira geral, para a cultivar em questdo, os tratamentos controle
nao diferiram estatisticamente, e levaram a regeneracédo de 164 e 294 plantas
durante uma hora de tratamento dos calos embriogénicos e suspensdes
celulares, respectivamente. Enquanto em duas horas de imersdo foram
regeneradas 192 e 188 plantas a partir de calos embriogénicos e suspensdes
celulares, respectivamente.

Vale ressaltar que, nem todos os tratamentos regeneraram plantas a
partir dos calos embriogénicos e suspensfes celulares e, um grande nimero
de embrides somaticos ndo germinados foram considerados dormentes (Figura
3E). Embora esses efeitos de dorméncia nédo tenham sido considerados
deletérios, esses embrides ndo alcancaram germinacdo ou regeneracdo, mas
mostraram um aumento de tamanho e uma coloracéo esverdiada, mesmo apos

0s 60 dias em meio de regeneracéo.



63

FIGURA 3 Oxidacéo e efeitos letais em fungéo das concentragdes de EMS em
suspensoes celulares de bananeira ‘Terra Maranh&ao’. (A) Controle
(dia da inoculacéo), (B) 0,15 % de EMS; (C) 0,2 % de EMS; (D)
regeneracdo de plantas apds 60 dias em sala de crescimento
(Controle) e (E) presenca de embrides esverdeados nao
germinados.

Bidabadi et al. (2012), evidenciaram efeitos semelhantes de dorméncia
guando submeteram &pices caulinares de bananeira ‘Rastali’ durante 30 min ao
tratamento de EMS e registraram a maior percentagem de explantes
dormentes em bananeira ‘Berangan Intan’ e ‘Berangan’ com EMS em 250
mM/60 min e 200 mM/30 min, respectivamente.

Conforme relatado por Bidabadi et al. (2012), em &pices caulinares de
bananeira, o efeito de dorméncia mantém vivo, mas retarda as respostas
fisiologicas dos explantes, como pode ter ocorrido nos embrides somaticos que
permaneceram dormentes apds o tratamento com EMS. A ocorréncia de
embrides somaticos dormentes (embrides esverdeados e nao germinados)
parece ser resposta dependente de cultivares e das diferentes concentracdes e
tempo de duracdo em solucdo de EMS (BHAGWAT e DUNCAN, 1997,
BIDABADI et al., 2012). A ocorréncia desses embrides foram mais frequentes
nos tratamentos com concentracdo de 0,2 % (v/v) por uma hora, o que pode
estar muito relacionado ao efeito inibitério do EMS.
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Por meio da analise de regressédo, o modelo que melhor se ajustou a
relacdo numero de plantas regeneradas em funcdo das concentracdes
crescentes do EMS, a partir da imersao dos calos embriogénicos e suspensdes
celulares por uma e duas horas foi 0 polinomial quadratico (Tabela 2 e 3).

Os calos embriogénicos de bananeira ‘Tropical’ (Genoma AAAB) né&o
apresentaram diferenca significativa na capacidade de regeneragéo de plantas
para a concentracdo de 0,025 % (v/v) em relag&o ao controle (Tabela 3).

TABELA 3 Numero de plantas regeneradas in vitro da cultivar Tropical obtido
60 dias apos tratamento de etil metano sulfonato em calos
embriogénicos (CE) e suspensdes celulares (CS). Cruz das Almas,

BA, 2015.
EMS
(%) e tempo NGmero de plantas regeneradas in vitro*
de imerséo
1 hora CE SC Equac0bes de regressao
0,0 398a 177a
0,025 348a 8c y = 8.6667x° - 128.19x + 524.29
0,05 216b oc CE R2 = 0.7119
0,075 od Oc
0,1 208b Oc
0,15 122c Oc 2
0.2 od 27b  SC y =12.143x" - 113.79x + 242.57
R2=0.7837
2 horas
0,0 363a 238a CE
0,025 255h 13b y= 15.648x° - 4608.81x + 326.97
0,05 14c Oc R?=0.6923
0,075 od 8c
0.1 255b Oc y = 13.964x% - 137.82x + 309.43
0.15 Od 0c  sc Rz = 0.7533
0,2 ad 3c

"Médias com letras iguais na mesma linha n&o diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey, (p < 0,05).

Foram obervadas reducdes no numero de plantas de bananeira
‘Tropical' quando o EMS foi administrado nas concentra¢gbes de 0,05, 0,1 e
0,15 % (v/v) por uma hora de tratamento. Essas concentracbes s&o
importantes, pois, abrem perspectivas para seu uso em estudos de
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determinacdo da dose letal do EMS para calos embriogénicos. Todavia, na
concentracdo mais alta de 0,2 % (v/v), nos dois tempos de tratamento, as
suspensdes celulares foram mais sensiveis e exibiram uma média de niamero
de plantas regeneradas significativamente inferior em relacdo aos tratamentos
de calos embriogénicos (Tabela 3).

De maneira analoga a cultivar Terra Maranhdo, foi observado um
comportamento quadratico da equacao de regressado para a ‘Tropical’. Assim,
nao foram observadas diferencas significativas entre o controle e a
concentracéo de 0,025 % (v/v) para o numero de plantas regeneradas via calos
embriogénicos. Essa concentragdo € pouco efetiva para reduzir o numero de
plantas a 50 %, como esperado para estudos de determinacdo da dose DLsy.
Nesse sentido, as concentracbes do EMS consideradas eficientes para
alcancarem a DLsp, a partir do tratamento em calos embriogénicos, parecem
estar proximas de 0,05 e 0,1 % (v/v) com tempo de imersao de uma hora.

N&o foi observada significAncia para o nimero de plantas regeneradas
nos tratamentos com as concentragcbes de 0,05 a 0,15 % (v/v) quando
suspensdes celulares foram tratadas com o mutagénico por uma ou duas horas
de imersao, sendo verificados, nessas concentracdes, registros muito baixos
e/ou nenhuma regeneragao de plantas.

Na concentracdo 0,15 % (v/v) do mutagénico, apenas o0s calos
embriogénicos responderam com a regeneracdo de 122 plantas no tempo de
imersdo de uma hora, na cultivar em questdo. Reducdes severas de numero de
plantas regeneradas e efeitos deletérios foram registradas com aplicacdo da
concentracdo de 0,2 % (v/v) de EMS. Essa concentracdo do mutagénico
reduziu significativamente em ambos os tempos de tratamento de calos
embriogénicos e suspensdes celulares de bananeira ‘Tropical’ (Tabela 3).
Nessa concentracao foi verificada a regeneracao de apenas 27 plantas, obtidas
via suspensodes celulares na cultivar Tropical, no tratamento de uma hora de
imersdo, sendo essa a maior média detectada, cuja concentracdo expressou a
grande sensibilidade e o efeito letal do EMS.

As anadlises mostraram que o indice de sobrevivéncia, a partir dos
tratamentos com EMS, para os calos embriogénicos da cultivar Terra
Maranh&o proporcionaram variacfes de 0 a 95,43 %, cuja concentragcdo mais

baixa de 0,025 % (v/v) de EMS, apresentou indice de sobrevivéncia de 0 e
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17,57 % quando esses explantes foram imersos por uma e duas horas,
respectivamente. Enquanto para suspensfes celulares constataram indices de
95,43 e de 77,65 % para a mesma concentracdo, no tempo de imerséo de uma
e duas horas, respectivamente (Tabela 4).

Para a ‘Tropical’, os tratamentos dos calos embriogénicos tratados com
0,025 % (v/v) de EMS foram registrados percentuais de 87,43 % quando a
imerséao foi por uma hora e 70,24 % de sobrevivéncia quando as culturas foram
imersas por duas horas. Ja nas suspensdes celulares foram registrados os
indices de sobrevivéncia de 6,83 e 5,46 %, nos tempos de imersdo de uma e

duas horas, respectivamente (Tabela 4).

TABELA 4 indice de sobrevivéncia (%) de embrides somaticos de bananeira
‘Tropical’ e ‘Terra Maranhao’ obtidos de calos embriogénicos (CE)
e suspensdes celulares (SC) 60 dias apds tratamento com etil
metano sulfonato. Cruz das Almas, BA, 2015.

indice de sobrevivéncia (%)

Cultivar
EMS
Terra Maranh&o Tropical
(%)
CE SC CE SC
1h 2h 1h 2h 1h 2h 1h 2h
0 100 100 100 100 100 100 100 100

0,025 0 17,57 9543 77,65 87,43 70,24 6,83 5,46

0,05 0 0 26,19 10,10 54,27 8,58 0 0
0,075 0 0 0 0 0 0 0 3,36
0,1 25 0 47,34 56,38 52,26 38,94 0 0
0,15 0 0 0 0 30,65 0 0 0
0,20 0 29,16 17,34 12,24 2,04 4,91 23,07 1,26

Os resultados deste estudo mostraram que diferentes concentra¢des do
mutagénico EMS revelaram uma reducdo gradual na sobrevivéncia,
crescimento e capacidade de regeneracao de plantas nas cultivares estudadas

quando a concentracdo e duracdo da EMS foram aumentadas. Estes
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resultados estdo de acordo com os relatados em apices caulinares e gemas
meristematicas de bananeira (BIDABADI et al., 2012; BHAGWAT e DUNCAN,
1997).

Para as concentracbes de 0,075, 0,15 e 0,20 % (v/v), ndo foram
detectados percentuais de sobrevivéncia quando calos embriogénicos e
suspensfOes celulares de bananeira ‘Terra Maranhdo’ foram imersos em
solugdo de EMS nos dois tempos estudados (Tabela 4). Esses efeitos severos
e letais também foram verificados na cultivar Tropical, sendo constatada baixa
e, em alguns casos, auséncia de sobrevivéncia quando calos embriogénicos e
suspensfes celulares foram tratados por uma ou duas horas com o
mutagénico. Jankowicz-Cieslak et al. (2012) estabeleceram concentracdes
Otimas para a mutagénese com aplicacdo EMS em apices caulinares de
banana e verificaram efeito letal com tratamento de 1,5% EMS por 4 horas de
incubacéo.

De maneira geral, os tratamentos controle (agua estéril) alcancaram 100
% de sobrevivéncia (Tabela 4). Os calos embriogénicos e suspensodes
celulares das cultivares Terra Maranhdo (genoma AAB) e Tropical (genoma
AAAA) ndo apresentaram diferenca significativa em seu desempenho para a
capacidade de regeneracao in vitro de plantas.

Observou-se que o tratamento das suspensdes celulares de ‘Terra
Maranh&do’ com 0,1 % (v/v) do mutagénico, imerso por uma e duas horas foi
mais efetivo e alcancou o0s respectivos percentuais de 47,34 e 56,38% de
sobrevivéncia, considerados proximos aos esperados para determinagdo da
DLso. Nesse sentido, para os calos embriogénicos de ‘Tropical’ tratados com
0,05 e 0,1 % (v/v) e imersos por uma hora, observou-se significativa eficiéncia
para determinacdo da DLs,, obtendo-se indices de 54,27 e 52,26 % de
sobrevivéncia, para as respectivas concentracdes do EMS. Jankowicz-Cleslak
et al. (2012) trataram apices caulinares de bananeira com EMS a 0,125 % por
24 h e 0,06% por 48 h, e obtiveram variacbes nas taxas de sobrevivéncia de
52% e 87% e relataram a eficiéncia da concentragdo mesmo com uma
diminuicdo na frequéncia de brotos regenerados.

Portanto, os resultados deste trabalho mostraram que uma dose 6tima
de EMS pode ser definida com base em alguns fatores, como a porcentagem

de sobrevivéncia e a reducdo da capacidade de regeneracdo de 50%
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(BIDABADI et al., 2012). Como também foi possivel apresentar um modelo
eficiente de ajuste da dose do mutagénico a ser calculada com base em
regressao (PREDIERI e VIRGILIO, 2007; PESTANA et al., 2010).

A determinacdo de concentracfes 6timas de EMS tem sido um critério
relevante para a mutagénese in vitro em bananeira, com base na regeneracéo
in vitro e na sobrevivéncia (JANKOWICZ-CIESLAK et al., 2012; JAIL et al.,
2011). Nesse sentido, foi essencial a tentativa de determinacdo das
concentracdes Gtimas do EMS para uso em calos embriogénicos e suspensdes
celulares de bananeira como uma alternativa efetiva para inducdo de

mutagénese in vitro.

CONCLUSOES

Calos embriogénicos da cultivar Terra Maranhdo sdo mais sensiveis aos
efeitos do mutagénico EMS, comparados as suspensfes celulares. Enquanto
na ‘Tropical’, as suspensdes celulares sdo mais sensitivas em relacdo aos
tratamentos de EMS em calos embriogénicos.

O EMS administrado em 0,15 e 0,2 % (v/v) causa letalidade e reduz
indices de sobrevivéncia em calos embriogénicos e suspensdes celulares de
bananeira.

Este estudo mostra uma metodologia eficiente e rapida de aplicacdo de
mutagénese in vitro via EMS com possibilidade de propagacdo de mutantes

promissores.
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CONSIDERACOES FINAIS

Existe uma grande perspectiva de reuso de suspensdes celulares de
bananeira de cultivos prolongados, desde que se contorne o problema com
células ndo-embriogénicas no meio de cultivo. Com a metodologia
desenvolvida nesse trabalho foi possivel recuperar a qualidade das
suspensdes celulares de cultivos prolongados, induzir a formagdo de novos
agregados celulares, bem como resgatar e manter o potencial embriogénico
com elevada producdo de embrides sométicos. Logo, o protocolo desenvolvido
foi eficiente na manutencdo de embrides somaticos e producdo de novas
suspensdes celulares de bananeira.

Apesar dos avancos ja alcancados, h& necessidade de estabelecer
protocolos mais eficientes de regeneracao de plantas apdés mutagénese in vitro
em bananeiras, haja vista que algumas limitacbes nas cultivares como, a
ploidia e esterilidade, que tem dificultado o melhoramento genético por
hibridagcéo e que resultam no uso dessa ferramenta. Vale ressaltar que uso de
raios gama e etil metano sulfonato em culturas embriogénicas sdo técnicas
inovadoras e de grande valor, por serem metodologias seguras para
mutagénese in vitro.

Em bananeira existe uma variedade de material vegetal para a aplicacao
de técnicas de inducdo de mutacdo, tal como apices caulinares, tecidos
meristematicos e gemas adventicias, calos embriogénicos e suspensodes
celulares. No entanto, o uso de suspensfes celulares € vantajoso por
manipular um grande numero de individuos (cé€lulas) num espaco reduzido e
fornecer disponibilidade de material genético durante todo o ano. O uso dessas
estruturas na mutagénese in vitro permite desenvolver uma populacdo de
plantas mutantes, apresentando-se como material apropriado, em
conformidade com os objetivos do programa de melhoramento em bananeira,
onde a ocorréncia de quimerismo pode ser evitada.

Embora a inducdo de mutacédo em culturas embriogénicas em bananeira
ainda apresente alguns entraves como, falta de protocolos eficientes para obter
células embriogénicas, o0s ajustes metodolégicos desenvolvidos nessa
pesquisa apresentam concentragcdes promissoras, bem como tempo eficiente

de exposicao aos mutagénicos que auxiliam em trabalhos de determinagéo da
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dose letal e obtencdo de mutantes apds mutagénese in vitro. Portanto, com a
metodologia desenvolvida é possivel produzir centenas de plantas mutantes
que poderdo ser selecionados e apresentar caracteristicas agrondmicas
desejaveis.

Como se pbde observar, os resultados, tanto do uso de radiacdo gama
quanto do EMS foram aleatérios, portanto, semelhantes a acdo do mutagénico
na geracdo de caracteristicas desejaveis no melhoramento. O que leva a
necessidade de fazer mais pesquisa para o estabelecimento de metodologias

adequadas.



