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ANALISE MORFOLOGICA DE CALOS DE BANANEIRA, cv. PRATA ANA,
PROVENIENTES DA CULTURA DE MERISTEMAS
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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar calos obtidos da cultura de
meristemas (scalp method) de bananeira, cv. Prata ana utilizando a microscopia eletronica de
varredura. Genétipos de bananeira, cv. Prata ana cultivadas in vitro foram utilizados para a inducio de
meristemas na base das folhas e posterior formacdo de estruturas conhecidas como scalp, as quais
foram transferidas para meio ZZs que induz a formacdo de calos. Os calos obtidos foram
caracterizados morfologicamente quanto a coloragado e textura apresentada. Cinco amostras compostas
de regides dos calos consideradas homogéneas de acordo com a classifica¢do visual foram coletadas e
fixadas em Karnovsky para futura andlise em microscopio eletronico de varredura LEO EVO 40XVP.
Foi verificada a formacdo de 3 tipos de calos (Tipo 1- calo transparente aquoso; Tipo 2- calo com
glomérulos amarelos menores; Tipo 3- calo com glomérulos amarelos maiores). A andlise por MEV
mostrou que os calos Tipol apresentaram células alongadas; os calos Tipo 2 uma estrutura indefinida,
enquanto os calos Tipo 3 apresentaram células com formato isodiamétrico que condizem com
caracteristicas de calos embriogénicos.

Palavras-chaves: microscopia eletronica de varredura, Musa sp., embriogénese somdtica,
caracteristicas embriogénicas.

INTRODUCAO

A bananeira (Musaceae) € uma planta herbicea de grande importancia econdmica e social no
mundo, pois, sendo cultivada em quase 120 paises, constitui fonte de renda e alimento para milhdes de
pessoas principalmente para muitos paises em desenvolvimento (FAO, 2009). Técnicas de engenharia
genética associadas a cultura de tecidos vém sendo utilizadas no melhoramento desta espécie com a
obtencdo de cultivares resistentes a doencas e agronomicamente melhoradas. Dentre as técnicas de
cultura de tecidos, a embriogénese somdtica tem sido um importante sistema de obten¢do de plantas e
o entendimento desse processo pode servir como base para futuros trabalhos de melhoramento
genético dessa espécie.

Durante o periodo de calogénese é possivel determinar caracteristicas desejaveis associadas a
alta capacidade embriogénica por meio de anélises microscépicas fornecendo importantes informacdes
sobre as condicdes ideais para a obtencdo de calos embriogénicos e, consequentemente de suspensodes
celulares embriogénicas, permitindo adequar protocolos que viabilizem a transformagdo genética por
meio da embriogénese somdtica indireta (NOGUEIRA et al., 2007). Essa sele¢do precoce de calos
pode reduzir o custo de producdo, tempo e mao-de-obra envolvida no processo utilizando apenas
material com alta capacidade embriogénica.

Células embriogénicas, independente do padrdo direto ou indireto, apresentam rdpida divisdo
mitética, tamanho pequeno, citoplasma denso, nicleo grande com nucléolo proeminente, vactiolos
pequenos e presenca de grdos de amido. Essas caracteristicas podem ser analisadas por meio de
estudos morfoldgicos e ultra-estruturais e sugerem uma intensa sintese de RNA e ampla atividade
metabdlica (WILLIAMS E MAHESWARAN, 1986). Além disso, as andlises de microscopia
eletronica permitem avaliar as alteracdes celulares e a atividade de organelas, possibilitando
caracterizar tipos celulares e regides do explante potencialmente embriogénicas.
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Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar calos obtidos da cultura de
meristemas (scalp method) de bananeira, cv. Prata ana utilizando a microscopia eletronica de
varredura.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério Central de Biologia Molecular (LCBM) e
no Laboratdrio de Microscopia Eletronica e Andlise Ultra-estrutural (LME) da Universidade Federal
de Lavras.

Foram utilizados genétipos de bananeira, cv. Prata ana, cultivadas in vitro no LCBM. Para a
inducdo de meristemas na base das folhas, os explantes passaram por diversos cultivos nos meios P5 e
P4, os quais diferem entre si somente na concentracio de benzilaminopurina (BAP): 2,273 mg.L"
(P5) e 22,73 mg.L'1 (P4) de benzilaminopurina (BAP). Esses meios de cultivo sdo constituidos de sais
e vitaminas de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementados com 0,175 mgL'1 de acido
indolacético (AIA), 10 mg.L™" de 4cido ascérbico, 30 gL' de sacarose e solidificado com 6 gL' de
dgar, pH 5,8. As condi¢des de cultivo em sala de crescimento foram com fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25 + 1 °C. Com o objetivo de estabelecer a cultura de meristemas ‘“scalps”, os
meristemas foram excisados das plantas e colocados em meio P4 no escuro conforme proposto por
Strosse et al. (2003).

Conforme a formagdo de “scalps” de aproximadamente 3mm x 3mm x3mm, estes foram
transferidos para meio ZZs (1/2 macro-nutrientes de MS, micro e vitaminas de MS, suplementado com
1 mg.L'1 de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D), 0,219 mg.L'1 de zeatina, 10 mg.L'l de acido ascorbico, 30
gL' de sacarose e solidificado com 6 gL' de 4dgar, pH 5,8) para a indugdo do processo de calogénese
de acordo com a metodologia descrita por Strosse et al., 2003. Os calos obtidos nas mesmas condic¢oes
de tempo, meio de cultivo, temperatura e luminosidade foram caracterizados morfologicamente por
cinco avaliadores através de um questiondrio de notas, quanto a coloragdo e textura apresentada. Estes
foram fotografados em estereomicroscépio com camera acoplada.

Cinco amostras compostas de regides dos calos consideradas homogéneas de acordo com a
andlise e classificacdo visual (Tipo 1, Tipo 2 e Tipo 3) foram coletadas e fixadas em solugdo
Karnovsky (2,5% Glutaraldeido e 2,5% paraformaldeido) em tampdo cacodilato 0,05M, pH 7,0
durante 24 horas, na geladeira. Posteriormente, os calos foram colocados em glicerol 30% por 30
minutos e, apds imersdo em nitrogénio liquido, cortados com bisturi. Os fragmentos foram lavados
trés vezes (10 minutos) em tampao cacodilato 0,05 M e pds-fixados em solucdo de tetréxido de 6smio
1% por duas horas. Ap6s isso foi realizada a desidratacdo em gradiente de acetona (25%, 50%, 75% e
90%) por 10 minutos em cada e em 100% duas vezes de 10 minutos.

Em seguida, as amostras foram levadas para o aparelho de ponto critico por meio de CO,
liquido para completar a secagem. As amostras foram montadas em suportes de aluminio (stubs), com
fita de carbono dupla face colocada sobre uma pelicula de papel aluminio. Apds cobertos com ouro
pelo evaporador de ouro SDC 050 foram observados em microscdpio eletrdnico de varredura LEO
EVO 40XVP. Diversas imagens para cada amostra foram geradas e registradas digitalmente, a
aumentos varidveis, nas condicdes de trabalho de distdncia (Mid: WD) de 9 mm (BOSSOLA e
RUSSELL, 1998 adaptado por ALVES, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trés tipos de calos de Musa sp. cv. Prata ani, utilizados neste trabalho foram caracterizados
externamente por cinco avaliadores por meio de um questiondrio de notas, em calo transparente
aquoso (Figura 1A), calo com agregados celulares amarelos menores (Figura 1B) e calo com
agregados celulares amarelos maiores (Figura 1C). Os calos foram fotografados em
estereomicroscopio com camera acoplada.
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Figura 1 - A) Calo transparente aquoso; B) Calo com glomérulos amarelos menores; C) Calo com
glomérulos amarelos maiores. Barra Smm.

Segundo Grando et al. (1993) o calo transparente aquoso € formado por um tecido esponjoso,
branco translicido e sem consisténcia. Segundo Strosse et al. (2003), é comum a formacao de calos
com glomérulos amarelos heterogéneos em Musa sp. caracterizando calos compactos ou
embriogénicos com embrides individuais (poucos embrides).

As observacdes em microscopia eletronica de varredura (MEV) mostraram que as células do
calo transparente aquoso possuem formato alongado (Figura 2A). Estes dados condizem aos
observados por Nogueira et al. (2007) em calos de Byrsonima intermedia durante o primeiro cultivo,
as células apresentaram dimensdes de 140 X 30um, caracterizando o formato alongado. Steiner et al.
(2005) trabalhando com A. angustifélia observou algumas células alongadas e vacuolizadas, sendo a
vacuolizagdo definida como um marcador precoce de morte celular (FILONOVA et al., 2000).
Figueiredo (2007) observou em calos translicidos por MEV células com formato isodiamétrico e
alongado em disposi¢do pouco organizada, resultado sememlhante ao obtido neste estudo em calos
com glomérulos amarelos menores (Figura 2B).

As células do calo com glomérulos amarelo maiores apresentaram formato isodiamétrico
(Figura 2C). Nogueira et al. (2007), observou em células de calo de Byrsonima intermedia apés
segundo e terceiro subcultivo, células arredondadas com diametros de 35 X 40 pum caracterizando um
formato esférico. Em calos globulares de Phoenix dactylifera foram observadas pequenas células
meristemdticas alternando de 8 a 20 mm de didmetro (SANE et al., 2006). Estudos com Coffea
arabica mostraram células pequenas e isodiamétricas com diametros entre 15 um e 20 pm (QUIROZ-
FIGUEROA et al., 2002). Em calos caracterizados em amarelo escuro de Passiflora spp foi observado
células com predominincia do formato isodiamétrico, caracteristica de calos embriogénicos
(FIGUEIREDO, 2007).

100 um

100 um
I

Figura 2 - Eletromicrografia de varredura de células obtidas de calo de Musa sp. cv. Prata and. A)
Calo Tipo 1 — Células alongadas; B) Calo Tipo 2 — Estruturas indefinidas; C) Calo Tipo 3 — Células
isodiamétricas.

CONCLUSAO

Calos com glomérulos amarelos maiores, observados mediante microscopia eletronica de
varredura em cultura de meristemas de bananeira apresentam caracteristicas compativeis com calos
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embriogénicos que podem ser destinados a regenerar plantas ou obter suspensdes celulares. Os calos
transparentes aquosos € com glomérulos amarelos menores observados ndo apresentam caracteristicas
de calos embriogénicos.
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