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METHODOLOGY

METODOLOGIA in vivo VISANDO INDUCAO DE MUTACOES NO
MELHORAMENTO DA BANANEIRA “MACA”
(In vivo Methods for the Induction of Mutations in “Ma¢i™ Banana
Improvement Programs)
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ABSTRACT

In the Radiation Genetics Section of CENA/USP a rapid method of banana propaga-
tion was adapted for use in mutation breeding through gamma radiation of the cultivar “Ma¢a™.
Rhizomes with diameters of approximately 20 cm were taken from field grown adult plants which
had not reached the flowering stage. These rhizomes, free from roots and containing the apical and
lateral shoots, were put into receptacles containing autoclaved vermiculite, covered with plastic and
maintained in the greenhouse. The apical meristem was eliminated to stimulate lateral bud develop-
ment. When these lateral buds reached 4-7 cm in diameter, their meristems were also eliminated.
New buds were obtained from the callus which developed subsequently. The other aspect of the
research was the analysis of sensitivity to gamma rays after elimination of the meristems of lateral
shoots. Based on the average number of new buds formed the LDgq was calculated to be between
30 and 40 Gy. This level of radiation and the adapted methodology described are suitable for use
in mutation breeding with this cultivar.

INTRODUCAO

A banana é uma das frutas tropicais de maior importincia no Brasil, que € o
maior produtor mundial e responsdvel por cerca de 16% do total produzido (Moura,
1986).
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Sdo vdrios os problemas da bananicultura brasileira, mas dentre as priorida-
des de pesquisa, os técnicos tém apontado a resisténcia a uma série de doengas tais co-
mo “Moko”, “Mal de Sigatoka” e “Mal do Panam4” (Alves, 1984). Dentro dos subgru-
pos em que foram classificados os cultivares, ndo existem fontes de resisténcia para al-
gumas destas doengas. Os métodos de melhoramento através de cruzamentos, que po-
deriam ser aplicados para obten¢@o de cultivares resistentes, sdo dificultados devido ao
alto grau de esterilidade das bananas tripléides (Sheperd ez al., 1986). Em situagoes
como esta, onde existem limita¢Ges na variabilidade genética natural, ou dificuldades
relacionadas as aplicagdes de métodos de melhoramento, uma ferramenta de trabalho
que pode resultar de interesse, refere-se 4 indug¢do de mutagdes por agentes fisicos ou
quimicos. Na verdade, tem sido relatado que as mutag¢Ges somdticas naturais tém resul-
tado em fator de importancia na diversifica¢gdo dos clones de bananeira. Daf a sugestdo
de, através de aumento da freqiiéncia destas mutagdes pelo uso de mutagénicos, fazer-
se a sele¢do para uma série de mutantes de interesse agrondmico, tais como resisténcia
aquelas doengas (Shepherd et al., 1986).

Ao analisar-se esta alternativa, os autores reconhecem que uma das dificulda-
des seria o isolamento das mutagdes somdticas induzidas, de acordo com o tipo de ma-
terial da bananeira que fosse utilizado para o tratamento mutagénico. Se uma estrutura
multicelular como o rizoma por exemplo, for tratada com o mutagénico, sendo a mu-
tagdo um evento unicelular, automaticamente haveria a ocorréncia de quimerismo de
vdrios tipos. Se células isoladas fossem tratadas, o mutagénico poderia produzir um
mutante sélido. Estas situagdes foram bem descritas por Broertjes e Van Harten
(1978), para o caso de plantas de propagagdo vegetativa. Nesta revisdo, os autores su-
gerem vdrias alternativas para o isolamento de mutag¢Ges somdticas neste grupo de
plantas, tais alternativas incluem tratamentos realizados in vivo ou in vitro.

Gemas adventicias, por exemplo, podem ser de grande importancia na indu-
¢3o de mutagBes em plantas de propagacdo vegetativa. Isto porque tem sido observado
que em muitos casos, tais gemas se originam, em tltima instdncia, de uma tnica célula,
permitindo portanto, a obten¢do de mutantes sélidos (Broertjes et al., 1968). Em ba-
naneira, Hamilton (1965) prop6s um método de reprodug¢do in vivo em que estariam
envolvidas gemas axilares e adventicias. Este método foi posteriormente usado e adap-
tado por outros autores, inclusive no Brasil (Dantas et al., 1986; Martinez et al., 1986)
para propagacdo rapida da bananeira. Ndo se encontraram referéncias sobre sua utiliza-
¢d0 para indug¢do de mutagdes, ndo se podendo afirmar se as novas plantas origindrias
de gemas adventicias seriam ou ndo provenientes de uma ou mais células.

Diante do que foi discutido, resolveu-se realizar pesquisa cujo objetivo foi a
adaptacdo, para as condi¢Bes da Se¢do de Radiogenética do CENA/USP, da metodolo-
gia de Hamilton. Apés isto, objetivou-se também através do seu uso na cultivar “Mag¢a™,
a determinagdo da sensitividade a raios gama visando-se trabalho de indug¢do de muta-
¢Oes para resisténcia a doengas.
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MATERIAIS E METODOS

Plantas de bananeira adultas da cultivar “Ma¢a” foram obtidas de campo de
produgdo comercial, localizado na regido de Piracicaba. Tais plantas ainda ndo haviam
frutificado e apresentavam diidmetros variando de 8 a 20 cm e foram trazidas para o
CENA onde sofreram o corte de seus pseudocaules, aproximadamente 15 cm acima da
intersecgdo das bainhas com o rizoma. Apds isso, tiveram uma a uma retiradas destes
rizomas, as bainhas que compde o pseudocaule deixando-se apenas 5 ou 6 bainhas no
centro do rizoma para prote¢do do 4pice meristemdtico. Além das bainhas, foram re-
tiradas as raizes excedentes e a terra. Uma vez realizado esse trabalho os rizomas
passaram por uma rdpida desinfec¢ao que foi realizada lavando-se os mesmos com dgua
e em seguida imergindo-os em solugdo de hipoclorito de sédio (5%) por 10 minutos,
repassando-se em dgua destilada. Em seguida, os rizomas foram colocados em casa de
vegetagdo, em bacias pldsticas perfuradas sobre vermiculita estéril, mantendo-se sempre
a umidade adequada.

Uma semana apds o procedimento descrito, retomaram-se os rizomas para a
retirada das bainhas restantes que haviam ficado no centro. Tais bainhas foram retira-
das uma a uma com cuidado, utilizando-se um bisturf, até atingir o dpice meristemdti-
co com cerca de 2 mm de altura. Neste estdgio o meristema foi retirado assepticamen-
te (dlcool), com o mesmo bisturi e a seguir com tal instrumento, foi feito um corte em
cruz na regido ferida. Tal corte teve aproximadamente 2,5 cm de comprimento e cos-
tumeiramente ¢ denominado de segamento e foi feito com o objetivo de favorecer o
desenvolvimento das gemas laterais dorinentes, existentes nos rizomas.

Aproximadamente 30 dias apds este procedimento as gemas laterais, situadas
entre as bainhas retiradas, comegam a se desenvolver. Quando atingiram aproximada-
mente 4 cm de didmetro sofreram o mesmo processo de retirada de suas bainhas, ex-
tragdo do meristema e segamento em cruz. Nesse estdgio os rizomas foram irradiados
um a um com diversas doses de raios gama na fonte de **Co do CENA, com o objetivo
de se determinar a sensitividade. A abertura dos cilindros da fonte foi de 80 cm utili-
zando-se a taxa de dose de 33 kR/hora. Para a medida do efeito da irradiag¢do procu-
rou-se observar a capacidade ou o nimero de brotagdes obtidas nas gemas laterais se-
gadas, pois, estas novas brotagoes € que serdo utilizadas em trabalho futuro para sele-
¢do de mutantes.

Para a determinagdo da sensitividade foi realizado um total de 3 experimen-
tos. O primeiro experimento, considerado preliminar consistiu na irradia¢do de rizo-
mas de bananas Ma¢d com 3 doses: 40, 80 e 120 Gy, mais a testemunha, sendo que
cada tratamento teve 3 repeti¢Oes. No segundo experimento, foram usadas as doses de
20, 30 e 40 Gy mais a testemunha, com 6 repeti¢Ges por tratamento. No terceiro expe-
rimento, utilizaram-se as doses de 60, 80 ¢ 100 GY mais a testemunha, com 5 repeti-
¢Oes para cada tratamento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtengdo de novas plantas de cultivar “Magd” através do segamento de meristemas
apicais e laterais.

Como jd se previa, surgiram no inicio da aplicagdo do método, uma série de
problemas que dificultaram a obten¢do de novas plantas através dos dois segamentos
realizados para isto. Houve por exemplo a ocorréncia do apodrecimento de alguns ri-
zomas mantidos em bacias pldsticas. Isto pode ter ocorrido devido & md eliminagdo
da gema apical, quando pode-se ter ferido o rizoma além do que seria necessdrio. Ou
entdo poderia estar relacionado a temperaturas excessivamente altas na casa de vege-
tagdo (superiores a 28°C) associadas ao alto teor de umidade. Observou-se que os ri-
zomas em estdgio de apodrecimento parcial, ainda poderiam ser aproveitados. Uma vez
que estes tecidos eram retirados, o apodrecimento cessa, possibilitando a emissdo de
novas brotagdes.

A alta umidade revelou-se fator de grande importincia no método. Houve
uma melhora sensivel na velocidade de emissdo de novas brotagGes apds o segundo se-
gamento, quando os rizomas foram cobertos com pldstico.

O didgmetro inicial dos rizomas também foi de importdncia com relagdo ao
numero médio de novas brota¢Ses. Rizomas com didmetros de 8-11 cm produziram
um ndmero baixo de novos brotos, enquanto que os didmetros entre 17-20 cm foram
0s que originaram o maior niimero de brotos.

Existiram casos em que os rizomas também produziram muitos brotos late-
rais, que apds serem eliminados pelo segundo segamento para a emissdo de novas bro-
tages, ndo possibilitaram boas brota¢Ges. Observou-se que este maior niimero de bro-
tos eliminados, nfo significava necessariamente um maior nimero de novos brotos
formados. O que se revelou de importancia, foi o didmetro dos brotos laterais a serem
eliminados. Quanto maior este didmetro, era maior a probabilidade de ocorréncia de
novas brotagses.

A md eliminag¢do da gema apical ou o mau segamento em cruz ocorre quando
nfo se retira totalmente o meristema ou ndo se realiza o corte em cruz adequadamente.
Isto provoca o desenvolvimento das bainhas circundantes ao meristema apical ou entdo
o meristema € reconstituido totalmente. Estes dois processos trazem prejuizo ao mé-
todo pois retardam ou impossibilitam o desenvolvimento das gemas laterais.

Levando-se em conta os resultados que foram obtidos, reuniram-se as condi-
¢oes ideais para a aplicagdo desta metodologia pela Se¢do de Radiogenética do CENA:

1) Obtengdo de plantas novas, sem diferencia¢io floral, corte no pseudocaule
15 cm acima da intersec¢do das bainhas que compde o pseudocaule com o rizoma.
Corte das rafzes junto ao rizoma e lavagem em dgua. Dar preferéncia a rizomas com
didmetros maiores (aproximadamente 20 cm).
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2) Retirar dos rizomas, uma a uma, as bainhas que compde o pseudo caule
deixando-se apenas 5 a 6 bainhas no centro do rizoma, para prote¢do do dpice meriste-
mdtico. Imersdo em hipoclorito de sddio a 5% por 10 minutos repassando-se em dgua
destilada.

3) Plantio superficial dos rizomas em vermiculita autoclavada em bacias plds-
ticas perfuradas, em casa de vegetagdo. Manter sempre a umidade na vermiculita, co-
brir as bacias com pldstico transparente para manuten¢do da umidade.

4) Uma semana apés a colocagdo dos rizomas nas bacias pldsticas eliminar
uma a uma as 5-6 bainhas que haviam ficado, com bisturi mergulhado previamente em
dlcool, até que se atinja o dpice meristemdtico, com cerca de 2 mm de altura. Eliminar
o meristema com o bisturi estéril, procurando ndo deixar nenhum vestigio meristemd-
tico. Ainda com o bisturi fazer um corte em cruz de cerca de 2,5 cm. Este primeiro
segamento deve ser cuidadoso de modo a ndo se ferir demasiadamente os rizomas, o
que poderia causar apodrecimento.

5) Cerca de trinta dias apds o primeiro segamento, as gemas laterais, situadas
entre as bainhas retiradas, comegam a se desenvolver. Aguardar o desenvolvimento des-
tes brotos laterais até que atinjam aproximadamente 4 cm de didmetro em sua base.
Isto deverd ocorrer cerca de 4 meses apos o primeiro segamento. Retirar as bainhas dos
brotos laterais, extrair o meristema e realizar o segundo segamento em cruz, da mesma
maneira anteriormente descrita. Rizomas parcialmente apodrecidos podem ser recupe-
rados retirando-se assepticamente as partes lesadas. No caso dos rizomas serem irradia-
dos, deve-se fazer a irradia¢ao, imediatamente apés este segundo segamento.

6) Depois do segundo segamento, ao redor dos brotos laterais eliminados,
ocorrerd a formagdo de calos, iniciando-se a formagdo de brotos laterais de 17 a 30
dias ap6s o segamento.

7) Dois a trés meses apds o segundo segamento, os novos rebentos estio pron-
tos para serem transplantados para sacos pldsticos, originando novas mudas; sendo que
logo apds seu enraizamento podem ser inoculados com o patdgeno.

8) Em média, de cada rizoma foi possivel a obtengdo de 4 novas plantas. Este
nimero ¢ baixo, quando se compara com resultados de outros pesquisadores. Porém,
deve-se lembrar que para o presente caso, o método foi modificado, ndo interessando
somente o nimero de brota¢des mas também a sua origem de formagao.

9) Portanto, utilizando-se o procedimento descrito anteriormente, o periodo
total é de cerca de 8 meses para a obten¢do de novas mudas, se os rebentos laterais jd
apresentarem raizes quando ainda ligados ao rizoma, ou cerca de 9 meses se tais re-
bentos necessitarem do enraizamento. No caso de ter havido a irradia¢do dos rizomas
apos o segundo segamento, este periodo serd maior devido ao.atraso no desenvolvimen-
to das novas brotagGes laterais.

Aplicando-se o método como foi descrito, eliminando-se as bainhas e o me-
ristema, existe a possibilidade de que a nova muda formada, passando pelo estdgio de
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calo (tectdo indiferenciado) seja de origem adventicia. Como cita Hamilton (1965) as
novas plantas podem ter origem axilar ou adventicia. Pelo formato da nova muda, é
possivel identificar no estdgio inicial estes dois tipos pois, as de origem axilar s3o mais
globulares na base e apresentam um maior crescimento inicial pois as de origem adven-
ticia terdo que se desenvolver antes do calo para se formarem.

J4 se discutiu no inicio deste trabalho, o sucesso que autores tém tido na
obtengdo de mutantes sélidos através do uso de gemas adventicias (Broertjes et al.,
1968). Portanto, é preferivel a utilizagdo de método que favorega o aparecimento de
novas plantas através de gemas adventicias, pois se as mudas se originassem de gemas
axilares, seguramente haveria a formagdo de quimeras. Deve-se entretanto, ressalvar
que hd casos em que mais de uma célula faz parte da gema adventicia e neste caso,
resultaria também em quimerismo.

Determinacdo da sensitividade a raios gama

Como descrito na metodologia foram realizados trés experimentos. O primei-
ro, foi considerado um ensaio preliminar irradiando-se rizomas de banana Magi apés o
segundo segamento, com 40, 80, 120 Gy, comparando-se com o controle. Para o con-
trole houve a emissdo de 0,6 novos brotos em média por rizoma, enquanto que para a
dose de 40 Gy, tal nimero caiu para 0,3. Doses majores ndo resultaram na emissdo de
novas brotag3es.

Baseando-se no ensaio preliminar, realizaram-se dois outros experimentos e
para a discussdo dos resultados, resolveu-se agrupar os dados destes dois experimentos.
Apéos a irradiagdo, a partir de 12 dias iniciou-se o processo de emiss@o de novas brota-
¢Oes laterais, que estendeu-se até dois meses ap6s a irradiagdo. Observou-se que quanto
maior a dose, maior a demora para a emissdo destes brotos, o que era de se esperar
devido ao efeito fisiolégico produzido pelas radiagGes na geragio M,V,;. A maior
parte dos brotos surgiu entre 18 a 28 dias ap6s a irradiaggo. '

Foi feita uma contagem de niimero de brotos nos rizomas bem como anotou-se
a altura das novas brota¢des. Os valores médios encontrados sdo relatados na Tabela 1.

Pode-se observar por estes dados, que doses ao redor de 80 Gy inibiram to-
talmente e emissdo de novas brotacdes. Concluise também, como era de se esperar,
que doses crescentes de radiagio produziram um decréscimo no nimero de brotos.
Notou-se também uma tendéncia para os brotos apresentarem um menor crescimen-
to, com exce¢do da dose de 20 Gy. Isto pode ser explicado pois, como se observa pelo
nimero de brotos, tal dose foi relativamente baixa, permitindo que em determinados
rizomas, houvesse um grande nimero de novas brotagGes. Esta grande competi¢do
entre estes novos brotos, acarretou um decréscimo na altura média. J4 para os trata-
mentos seguintes, tal competi¢io ndo existiu, observando-se um decréscimo na altura

em relag¢do ao controle.
¥
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Tabela I - Sensitividade a raios gama de rizomas do cultivar “Ma¢a™, ap6s o segamento de gemas

laterais.
N© de brotos por rizoma* Altura dos brotos*
Doses
(Gy) Média Controle =100,0 Média Controle =100,0

0 4,1 100 9,99 100
20 4,1 100 6,29 63
30 2,5 61 8,20 82
40 1.8 44 2,67 27
60 0,7 16 ) 1,18 12
80 0,0 0 0,00 0
100 0,0 0 0,00 0

* Dados obtidos 3 meses apds a irradiagdo.

Como se sabe, tanto a letalidade como a redugdo de crescimento podem ser-
vir de parimetros para a escolha da dose a ser utilizada em trabalhos de inducio de
mutagBes. No presente trabalho, a LDsg, ou seja, a dose que produz 50% de mortali-
dade, estd entre 30 e 40 Gy e esta é a faixa de dose que serd utilizada em trabalho em-
pregando-se esta metodologia. Neste caso, o que se propde € a irradiagdo, de um gran-
de nimero de rizomas ap6s o segundo segamento. As novas mudas adventicias devem
ser destacadas dos rizomas e utilizadas na triagem em busca de mutantes. Se o objetivo
for resisténcia ao Mal-do-Panamd, plantas jovens podem ser inoculadas segundo proce-
dimento descrito por Sun e Su (1984) e Mendes e? al. (1989), permitindo.de uma ma-
neira rdpida e eficiente, em casa de vegeta¢do, a triagem de um grande mimero de plan-
tas. Este método foi testado, utilizando-se plantas com 7 a 10 cm de altura, retiradas
das gemas laterais segadas. Tais plantas foram colocadas em copos pldsticos contendo
terra autoclavada, para o enraizamento, até que atingissem de 15 a 20 cm de altura.
A inoculagio foi feita através de rega do solo com a concentrag¢do de 5 x 10* esporos/
ml do Fusarium oxysporum f. sp. cubense, ferindo-se as raizes para facilitar o acesso
do fungo. Os sintomas apareceram cerca de 3 semanas apés, observando-se 0 necrosa-
mento do colo da planta, amarelecimento das folhas (das mais velhas para as mais
novas) e em certos casos, a rachadura do pseudo caule junto ao solo. Interiormente,
através de corte pode-se notar o escurecimento dos tecidos do rizoma e dos vasos
condutores. Em geral a planta inoculada ndo sobreviveu, mas em certos casos, houve
sobrevivéncia devido a brotagses laterais.
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CONCLUSOES

Foi feita a adapta¢do de método de multiplicagdo rdpida da bananeira utili-
zando-se a cultivar “Ma¢a”™, para trabalhos de indugdo de mutagdes, visando-se espe-
cialmente resisténcia a doengas.

Rizomas com cerca de 20 cm de didmetro, retirados de plantas adultas no
campo, que nfo haviam frutificado, submetidos a dois segamentos, cerca de 8 a 9 me-
ses depois, permitem a obten¢do de novas mudas de origem axilar ou adventicia.

Ensaios com sensitividade a raios gama, demonstraram que usando-se este
sistema, podem ser utilizadas doses entre 30 e 40 Gy para a obtengio de um numero
médio de 50% de novas mudas, em relagdo ao controle. Estas novas plantas podem
ser utilizadas para a triagem em busca de resisténcia a doengas, utilizando-se inocula-
¢30 do solo, através de um método rdpido e eficiente, que permite a sele¢do cerca de
3 semanas ap6s a inoculaggo.
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RESUMO

Na Secdo de Radiogenética do CENA foi feita a adaptagdo do método de propagacdo
ripida da bananeira, para trabalho de indu¢do de mutagSes através de radiacdo gama na cultivar
“Maga™.

Rizomas com cerca de 20 cm de didmetro foram retirados de plantas adultas do campo,
que ainda nio haviam frutificado. Estes rizomas, livres de raizes e contendo a gema apical e as late-
rais, foram colocados em recipientes contendo vermiculita autoclavada, cobertos com pldstico e
mantidos em casa de vegetagdo. Efetuou-se a eliminagdo do meristema apical, estimulando-se assim
o desenvolvimento das gemas laterais. Quando estes brotos laterais atingiram 4 a 7 cm de didmetro,
seus meristemas também foram eliminados e a partir do calo formado, novas mudas foram obtidas.

A outra parte da pesquisa consistiu na determinagdo da sensitividade 4 radiagdo gama, apds
a eliminagdo dos meristemas dos brotos laterais. Baseando-se no nimero médio de novas mudas for-
madas, determinou-se que a dose para 50%de letalidade estd entre 30 e 40 Gy. Doses dentro desta fai-
xa e ametodologia descrita podem ser usadas para trabalhos de indugdo de mutag¢Ges com este cultivar.
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