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RESUMO: A duplicagdo de cromossomos pode ser usada no melhoramento
genético de cultivares de bananeiras para geragao de triploides secundarios. Em
trabalhos dessa natureza necessitam-se de métodos para a estimativa da ploidia.
Esse trabalho teve por objetivo avaliar o conteddo de DNA, a espessura foliar, a
caracterizagao anatdbmica e a turgescéncia foliar de gendtipos de bananeira di, tri
e tetraploides, para posteriormente, relacionar tais caracteres com o niumero de
cromossomos, e com uso dessa informacgéo, estabelecer uma forma rapida de
estimar ploidia. A avaliacao do conteido de DNA foi realizada por citometria de
fluxo nos diploides AA (Calcutta e NBA), triploides AAA (Grande Naine e Caipira)
e tetraploides AAAA (Calypso e Bucanero). Para cada amostra foram realizadas
quatro repeticdes e analisados cinco mil nucleos. A analise da massa especifica
foi feita utilizando trés discos retirados de cada uma das duas partes do limbo
foliar, nas posi¢des apical, mediana e basal da primeira, segunda e terceira folhas
expandidas das mudas dos diploides AA (Calcutta e Lidi), triploides AAA (Grande
Naine e Williams) e tetraploide AAAA (Bucanero e Calypso), utilizando-se quatro
plantas para cada genétipo. Avaliou-se a massa fresca, seca (mg) e especifica
(mg cm®) dos discos para os diferentes genétipos. A caracterizacdo anatémica foi
feita em amostras foliares seccionadas em cortes transversais e paradérmicos
(face abaxial e adaxial) das mesmas plantas diploides, triploides e tetraploides
usadas no experimento anterior, utilizando o microscépio Ken-a-vision. Ja a
avaliagdo da turgescéncia foliar foi feita usando o aparelho Wiltmeter®, por meio
de andlise direta das folhas e de discos foliares dos diferentes gendétipos. Os
resultados obtidos para o conteddo de DNA mostraram que os genomas dos
diploides possuem menor peso (0,96 pg), os triploides Grande Naine (1,48 pg) e



Caipira (1,63 pg) apresentaram pesos intermediarios, enquanto os tetraploides,
Calypso (1,90 pg) e Bucanero (2,26 pg) foram os que apresentaram DNA mais
pesados. A massa especifica obtida da massa fresca dos discos foliares retirados
da parte apical da folha apresentou uma boa relacdo com a ploidia. Assim os
gendtipos com maior ploidia foram os que apresentaram a mais alta massa fresca
do disco foliar. No estudo anatémico observou-se que os gendtipos tetraploides
apresentaram estdmatos maiores e em menor quantidade em comparagao aos
triploides e diploides. O potencial de turgescéncia esta relacionado a ploidia,
quando observado diretamente na planta pelo aparelho Wiltmeter® em leituras
realizadas as 6:30 h da manha. Plantas com maiores ploidias apresentam maior

turgescéncia.

Palavras chave: Musa acuminata, diploides, triploides, tetraploides, discos foliares

e turgescéncia.
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ABSTRACT: Chromosome duplication may be used in genetic breeding of banana
cultivars for developing secondary triploids. Methods for estimating ploidy levels
are needed. The objective of the present work is to evaluate DNA content, leaf
thickness, anatomic characterization and leaf turgor of di, tri and tetraploid banana
genotypes to later correlate with the number of chromosomes and establish a
quicker method for estimating ploidy levels. The evaluation of DNA content was
carried out by flow cytometry in the AA (Calcutta and NBA) diploids, AAA tripoloids
(Grande Naine and Caipira) and the AAAA tetraploids (Calypso and Bucanero).
Four replicates were carried out for each sample and five thousand nuclei were
analyzed. The specific mass analysis was carried out using three discs taken from
each of the two parts of the foliar limb in the apical, medium and basal positions of
the first, second and third expanded leaves of plantlets of the AA diplois (Calcutta
and Lidi), AAA triploids (Grande Naine and Williams) and AAAA tetraploids
(Bucanero and Calypso), using four plants per each genotype. Fresh, dry (mg) and
specific (mg cm-2) mass of the discs for the different genotypes, were evaluated.
The anatomic characterization was carried out in leaf samples of the same diploid,
triploid and tetraploid plants used in the previous experiment by the Ken-a-vision
microscope. The evaluation of leaf turgor was carried out using the Wilmeter
equipment by direct analysis of leaves and foliar discs of the different genotypes.
Results regarding DNA content showed that the diploid genomes weigh less (0.96
pg); the triploid Grande Naine (1.48 pg) and Caipira (1.63 pg), intermediate
weights and the tetraploids Calypso (1.90 pg) and Bucanero (2.26 pg), presented
the heaviest DNAs. The specific mass obtained for the fresh mass of the foliar
discs taken from the apical part of the leaf presented good relationship with the



ploidy level. Therefore, the genotypes with greater ploidy level were those which
presented highest fresh mass of the leaf discs. For the anatomic study, the
tetraploid genotypes presented larger stomata and in less amount in comparison
to the triploid and diploid genotypes. The turgor potential is related to ploidy level
when directly observed in the plant using the Wiltmeter equipment in readings
carried out at 6:30 a.m. Plants with higher ploidy level presented increased turgor

pressure.

Key words: Musa acuminata, diploids, triploids, tetraploids, leaf discs and turgor.



INTRODUCAO

O cultivo da bananeira é uma importante atividade do agronegdcio
brasileiro e possui relevante papel econémico e social no mundo, com uma area
de plantio estimada de 4,1 milhdes de hectares, em 107 paises, e uma producéo
de 70 milhdes de toneladas. O Brasil € o quinto produtor mundial de banana,
tendo produzido 6,8 milhdes de toneladas em 2009, em uma area aproximada de
480 mil hectares, onde se estima que a producdo dessa fruta emprega 960 mil
pessoas (FAO, 2011).

A banana é a fruta mais consumida no mundo, ndo seria exagero concluir
que é também a mais importante. Consumida em sua quase totalidade na forma
in natura, essa fruta constitui parte integrante da alimentagdo das populacdes de
baixa a alta renda, ndo s6 pelo seu valor nutritivo, como pelo seu baixo custo e
sabor agradavel. Ademais, a banana pode ser utilizada na preparacao de pratos
culinarios, banana chips e outros produtos industriais, além do uso medicinal,
ornamental e na confeccao de artigos de decoragcao (BAKRY et al., 2009).

O centro de origem da maior parte do germoplasma de banana esta
localizado no Continente Asiatico. 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 cromossémicos,
existindo diploides com 22 cromossomos (2x), triploides com 33 cromossomos
(3x) e tetraploides com 44 cromossomos (4x), que sdo multiplos do numero
basico (n=11), sendo que a origem de triploides a partir de diploides e de
tetraploides a partir dos triploides é facilmente constatada por meio de
cruzamentos experimentais (SHEPHERD, 1984).

Cruzamentos interespecificos entre M. acuminata Colla (genoma A,
2n=2x=22) e M. balbisiana Colla (genoma B, 2n=2x=22), deram origem a maioria
dos gendétipos de bananeiras atualmente em uso para alimentacéo, razao pela
qual as plantas geradas destes cruzamentos apresentam caracteristicas das duas
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espécies (SIMMONDS, 1973). Estudos realizados por Simmonds & Shepherd
(1955) constataram os seguintes grupos gendmicos: diploides AA, AB e BB;
triploides AAA, AAB e ABB; e tetraploides AAAA, AAAB, AABB e ABBB, sendo
esta classificacdo adotada em todo o mundo. Além dos grupos gendmicos, foi
estabelecido o uso do termo subgrupo, para denominar um complexo de
cultivares, originarias, por meio de mutacées de uma Unica cultivar original
(SHEPHERD et al., 1984), como no caso do grupo AAA, subgrupo Cavendish e
grupo AAB, subgrupos Prata e Terra, no Brasil.

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 pragas que causam perdas significativas na producado. As
cultivares mais conhecidas (Prata, Pacovan, Maca, Grande Naine e Terra) sao
muito suscetiveis a Sigatoka-negra e, a excecao da ‘Terra’ e ‘Macg&’, sdo também
suscetiveis a Sigatoka-amarela. Com relacdo ao mal-do-Panam4, as cultivares
Grande Naine e Terra, sdo resistentes, a ‘Maca’ é altamente suscetivel e as
demais cultivares sdo medianamente suscetiveis.

Uma das estratégias para a solucdo dos problemas relacionados a essas
doencas é a criagdo de novas variedades resistentes, uma vez que seu uso nao
depende da acao do produtor durante a fase de crescimento das plantas, nao é
prejudicial ao meio ambiente e, geralmente, € compativel com outras técnicas de
manejo. Embora no Banco de Germoplasma de Banana da Embrapa Mandioca e
Fruticultura exista variabilidade genética suficiente (diploides AA), o
melhoramento é dificultado pela esterilidade constatada em alguns diploides e
triploides e a falta de conhecimento do tipo de heranca das resisténcias. As
dificuldades resultantes da baixa producao de sementes ou em alguns casos,
auséncia de sementes em cruzamentos, podem ser contornadas, mediante a
escolha adequada dos genitores e ou pelo uso de tecnologias ndo convencionais
de melhoramento. Vale ressaltar que, por meio de hibridagcbes uma série de
cultivares ja foi desenvolvida e recomendada pela Embrapa (SILVA, et al., 2011a;
SILVA et al., 2011b).

A introducdo e a avaliacdo de germoplasma constituem-se nas primeiras
etapas de desenvolvimento de variedades superiores. Entre o0s acessos
avaliados, alguns reunem tantas caracteristicas desejaveis que podem ser

recomendados sem nenhum processo de melhoramento, como exemplo, podem
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ser citadas as cultivares Caipira e Thap Maeo. No entanto, a maioria das
introducdes apresenta uma ou poucas caracteristicas importantes e precisa ser
modificada em programa de melhoramento genético, de modo a torna-la
agronomicamente (til.

O método de melhoramento mais utilizado em bananeira é o convencional,
mediante o cruzamento de diploides pré-melhorados AA (genitor masculino) com
triploides comerciais e consequente geracdao de hibridos tetraploides. Esta
metodologia usando a cultivar triploide AAA — Gros Michel foi desenvolvida na
década de 1920, em Trinidade e Jamaica, e continua empregada até hoje. Na
Embrapa Mandioca e Fruticultura, onde se usa triploides AAB, do tipo Prata e
Maca, a técnica é usada desde 1982 até os dias atuais, com relativo sucesso
(SILVA et al.,, 1999; SHEPHERD, 1987; SILVA et al., 2011b). Os novos
tetraploides produzidos, embora resistentes a doenca, apresentam alguns
problemas como polpa flacida, despencamento, menor tempo de prateleira e
firmeza reduzida (SILVA et al., 2002)

Mais recentemente, o cruzamento de tetraploides com diploides com a
geracao de triploides (AAAB x AA = AAA ou AAB) esta sendo incrementado no
melhoramento genético de bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura (SILVA
et al., 2011Db).

As dificuldades da hibridacdo na maioria das variedades tém levado o
desenvolvimento de novas técnicas de melhoramento de bananeira para a criacao
de cultivares resistentes as doencas, as quais complementam e dao suporte as
atividades convencionais. Entre elas estdo, a hibridagdo somatica, a fertilizacao in
vitro, a mutacdo, a duplicacdo de cromossomos e a transformacdo genética
(SILVA et al., 2005; SILVA et al., 2011b).

Dentre as técnicas citadas, a duplicacdo de cromossomos permite a
producdo de autotetraploides férteis, os quais serdo utilizados em cruzamentos
com diploides melhorados para geragao de triploides secundarios. Desta forma é
possivel introduzir resisténcia a pragas nos hibridos gerados, selecionar e
recomendar novas cultivares, tipo Cavendish, com frutos de boas caracteristicas e
partenocéarpicos (STOVER & BUDDENHAGEN, 1986, SILVA et al., 2002; SILVA
et al., 2011Db).

A duplicagdo de cromossomos in vitro € baseada na aplicagdo de

substancias antimitéticas (colchicina e orizalina) em explantes, como &pices
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caulinares e ou suspensdes de células embriogénicas, sob condi¢cdes assépticas
(VAN DUREN et al., 1996; GANGA & CHEZHIYAN, 2002; BAKRY et al., 2007),
com a posterior identificacéo e selecao dos autotetraploides estaveis.

Antimitéticos ou agentes poliploidizantes sdo substancias, em geral
sintéticas, que bloqueiam a divisdo celular na metafase e induzem a duplicagédo
no numero de cromossomos. Como exemplos de antimitéticos, citam-se a
colchicina (C22H25NOg), um alcalbdide extraido do célquico (Colchium autumnale,
Liliaceae); a orizalina (C12H1sN4OgS — 3,5-dinitro-N4,N4-dipropylsulfanilamide), um
herbicida dinitroanilina e a 8-hidroxiquinolina (8-HQ). Outros compostos, como o
Amiprofés-metil (APM), Trifluralina (herbicida dinitroanilina) e a cafeina, também
tém sido utilizados como alternativa a colchicina para poliploidizacdo (HANSEN &
ANDERSON, 1996; PETERSEN et al., 2002; MADON et al., 2005; KHOSRAVI et
al., 2008). Eles atuam na dindmica de polimerizacdo dos microtubulos, de
maneira similar a colchicina, embora sejam menos tdxicos que essa substancia
(MOREJOHN & FOSKET, 1984). A eficiéncia do APM e trifluralina é variavel, mas
a maioria dos resultados tem sido promissores (KHOSRAVI et al., 2008).

Os agentes antimitéticos agem em células de tecidos meristematicos em
divisdo inibindo, durante a metafase, a formacao do fuso mitético. O mecanismo
molecular da acado desses produtos baseia-se na sua afinidade para ligar-se a
tubulina, proteina que compde as fibras do fuso mitdtico. Assim, forma-se o
complexo antimitético-tubulina, que além de impedir a polimerizacdo dos
microtubulos do fuso mitético, perturba a normal segregacao polar das cromatides
irmas na anafase, apdés a separacao do centrobmero. Por ndo haver segregacao
na anafase, devido a auséncia de fuso mitético, e nem citocinese (divisao
citoplasmatica), é esperado que a totalidade do material genético (cromossomos)
da célula original ou mae, nesse momento ja duplicado, permanega no interior do
ndcleo de uma unica célula, ao invés de ser distribuido igualmente para duas
células-filhas. Como resultado, a partir de diploides, células com quatro pares de
cromossomos idénticos e homoélogos em todos os loci sdao “teoricamente”
produzidas e, ap6s sua proliferacdo, podem formar um setor de tecido tetraploide
qgue pode ser identificado citologicamente (ALEZA et al., 2009).

Assim, se em sequéncia, essa célula com 4x=44 cromossomos passa por
um novo ciclo de replicagdo do DNA, na auséncia de antimitético, as cromatides

irmas terdo teoricamente segregacao polar normal, e apds a divisdo celular e
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citoplasmatica duas células filhas idénticas (4x=44) serdo produzidas e, assim
sucessivamente.

Quanto a acao dos agentes antimitéticos, ha relatos na literatura que a
colchicina liga-se de forma instavel e reversivel a tubulina, enquanto a orizalina e
outros herbicidas dinitroanilinas tém maior afinidade a tubulina vegetal livre e
formam um complexo antimitético-tubulina estavel (COSTA, 2010).

Em bananeira a duplicacdo de cromossomos € tradicionalmente realizada
pelo uso de colchicina (DOLEZEL et al., 1994; BAKRY et al., 2007), apresentando
como desvantagem o fato dessa substancia somente atuar com eficiéncia em
células que estdo em divisdao. Desse modo, a poliploidizagdo geralmente nao
atinge todas as células do material tratado, sendo comum o aparecimento de
mixoploides (WAN et al., 1989; CARVALHO et al., 2005). Além disso, a colchicina
possui alta toxicidade ao ser humano e pode ocasionar esterilidade e crescimento
anormal nas plantas regeneradas (WAN et al., 1989). Por isso, visando maior
eficiéncia do tratamento tém-se variado a forma de aplicagao, a concentracao € o
tempo de exposicao ao antimitético.

A cafeina e herbicidas baseados em dinitroanilina (orizalina) tém mostrado
alta atividade de poliploidizacdo com baixa fitotoxicidade (PETERSEN et al., 2002;
MADON et al., 2005). Porém, ainda ndo se conhece o efeito da cafeina na
duplicacdo de cromossomos de bananeira. A orizalina possui uma alta atividade
de despolimerizacao de micro-tubulo devido sua grande afinidade com a tubulina
vegetal. Além disso, essa substancia pode ser aplicada em concentragdes mil
vezes menor que a colchicina com a mesma eficiéncia na obtengcdo de
autotetraploides estaveis (DOLEZEL et al., 1994; HANSEN et al., 1998, JESUS-
GONZALEZ & WEATHERS, 2003). Assim sendo, com o uso de gendtipos
adequados, bem como, adequando-se a concentracdo, tempo de exposicao,
formas de aplicacdo de cada antimitético, pode-se chegar a eficiéncia no uso da
duplicacao cromossémica no melhoramento genético.

Em geral, depois de aplicados os antimitéticos, efetuadas as repicagens e
0 enraizamento in vitro das brotacdes, um grande niumero de plantas é produzido
e deve ser submetido a aclimatizagdo ex vitro. Todavia, entre as plantas tratadas
e regeneradas algumas, ou mesmo, a maioria pode nao ter os cromossomos
duplicados, surgindo assim as mixoploides, diploides ou aneuploides. Por essa

razao, na fase in vitro e ou ex vitro (aclimatizacao) deve-se realizar a pré-selecao
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dos provaveis poliploides (poliploides putativos), de forma a diferenciar, por
caracteristicas morfolégicas, os poliploides das plantas nao duplicadas (diploides)
podendo reduzir significativamente o trabalho posterior para confirmacédo da
ploidia.

A determinacédo do nivel de ploidia em plantas submetidas a duplicacao
cromossémica pode ser realizada diretamente por meio da contagem dos
cromossomos em células mitéticas e ou meidticas (GUERRA, 1989; VILLA, 1995).
No entanto, a analise citogenética exige muita experiéncia do pesquisador, sendo
um procedimento laborioso e demorado, e principalmente, quando se trata de
analises em grande numero de plantas (MAGALLANES et al., 1996; SARI et al.,
1999).

O método mais simples de identificar poliploides putativos é aquele que
baseia na morfologia das plantas. A associacdo entre o nivel de ploidia e as
caracteristicas morfolégicas pode auxiliar na separacdo de plantas poliploides,
principalmente porque esses apresentam células e érgdos maiores, ou “efeito
gigas” (MAGALLANES et al., 1996; SOUZA & QUEIROZ, 2004). Em bananeira,
os poliploides normalmente apresentam folhas arcadas e com limbo mais
espesso, maior razdo entre largura e comprimento foliar, maior pigmentagéo nas
folhas, pseudocaule mais espesso, plantas robustas e mais compactas e
crescimento lento. Poliploides também demonstram maior resisténcia a perda de
agua pelas folhas (BAKRY, 2009).

Contudo, nem sempre € possivel distinguir os diferentes niveis de ploidia
com base somente em caracteristicas morfolégicas, principalmente por causa de
fatores ambientais expressos no fenétipo, sendo necessaria a posterior
confirmagdo da ploidia mediante citometria de fluxo ou contagem de
cromossomos. No entanto, a confirmacdo por esses métodos é laboriosa e
dificultada principalmente, quando se trabalha com elevado numero de plantas.

Uma estratégia promissora na identificacao rapida dos poliploides pode ser
baseada na espessura da folha, que pode ser estimada pela massa especifica.
No entanto, a medida da massa especifica foliar ainda ndo é adotada como uma
pratica segura para diferenciar a ploidia em bananeira. A técnica precisa ser
adequada para ser empregada com éxito na pré-selecao de plantas duplicadas
com antimitéticos. Estudos realizados por Costa (2010) na Embrapa Mandioca e
Fruticultura com bananeiras duplicadas com diferentes concentracées de
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colchicina, sugerem uso da espessura das folhas para diferenciar os niveis de
ploidias. Esta técnica consiste na retirada de discos, de area conhecida, do limbo
foliar, com a posterior obtencdo da massa fresca e seca. Com isso, determina-se
a densidade especifica foliar (razdo entre a massa seca ou fresca de discos
foliares e a area do disco). Assim, espera-se que os poliploides estejam entre os
individuos que apresentem folhas mais espessas.

Outro método usado para a identificacdo do nivel de ploidia, também
conhecido como método indireto, € a caracterizacdo anatémica, como diametro
do grao de pélen, numero e tamanho de cloroplastideos, tamanho de células
(VILLA, 1995; MAGALLANES et al., 1996; SOUZA & QUEIROZ, 2004). Trata-se
de técnica relativamente rapida e facil para a avaliacdo do nivel de ploidia e que
permite estimativa de correlagdes estatisticas (SOUZA & QUEIROZ, 2004).

Além desses métodos indiretos mencionados, a turgescéncia das células
foliar poderia também ser empregada para diferenciar diploides de poliploides,
uma vez que, os individuos com maior ploidia normalmente apresentam células
mais turgidas (BAKRY et al., 2009). Medidas da turgescéncia celular de folhas
podem ser facilmente obtidas, com o uso de um aparelho denominado Wiltmeter®
(CALBO et al., 2010). Embora esse aparelho, ainda ndo tenha sido testado para
bananeira, ja foi utilizado em outras culturas como nas folhas de couve, alface e
chicoria, para determinar turgescéncia (CALBO et al., 2008 e 2010). Espera-se
que seja eficiente também, para medir a turgescéncia das folhas de bananeira. O
Wiltmeter® é um tipo de aplanador para medir a firmeza relacionada &
turgescéncia celular de folhas e de segmentos planares de érgaos, como por
exemplo, partes de hortalicas e flores. E um equipamento simples, portatil e de
facil manuseio, que faz medidas objetivas durante o desenvolvimento da planta
(CALBO et al., 2008).

Varios autores, no entanto, enfatizam que os métodos indiretos podem ser
influenciados pelo ambiente e a analise individual de algumas variaveis podera
levar a erros na classificacao do nivel de ploidia de um individuo (MAGALLANES
et al.,, 1996; SARI et al., 1999; SOUZA & QUEIROZ, 2004). Além disso, tais
métodos possibilitam apenas distingdo entre individuos poliploides e diploides,
ndao sendo util para separar, por exemplo, triploides de tetraploides
(MAGALLANES et al., 1996; SARI et al., 1999). Mesmo assim, a aplicacao dos

métodos indiretos é importante no melhoramento de bananeira, uma vez que
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descarta plantas diploides possibilitando uma consideravel reducdo do numero de
individuos a ser submetido a analise citogenética o que reduz os custos do
trabalho e acelera o processo de selecao (SOUZA & QUEIROZ, 2004).

Em vista do que foi exposto e considerando a importancia dos métodos
indiretos para determinacdo do nivel de ploidia em plantas submetidas a
duplicagdo cromossOmica, esse trabalho teve por objetivo avaliar o conteudo de
DNA, a espessura foliar, a caracterizacao anatébmica e a turgescéncia foliar de
genotipos de bananeira di, tri e tetraploides, para posteriormente, relacionar tais
caracteres com o numero de cromossomos, € com uso dessa informacéo

estabelecer uma forma rapida de estimar a ploidia.
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ESTIMATIVA DO CONTEUDO DE DNA DE Musa acuminata COLLA COM
DIFERENTES PLOIDIAS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Autora: Manuela Ramos da Silva

Orientador: Sebastiao de Oliveira e Silva
Co-orientador: Janay de Almeida dos Santos-Serejo
Co-orientador: Edson Perito Amorim

RESUMO: A citometria de fluxo € uma técnica bastante confiavel para a
determinacdo do conteudo de DNA em espécies vegetais, portanto, é
perfeitamente possivel separar niveis diferentes de ploidia de uma mesma
espécie por essa técnica. Essa informacgao € muito importante, principalmente em
programas de melhoramento genético que envolvem poliploides, a fim de
possibilitar a escolha adequada dos materiais vegetais com ploidia adequada,
com os quais se deseja trabalhar. O presente trabalho teve como objetivo avaliar
o conteudo de DNA de dois acessos de bananeira diploides AA (Calcutta e NBA),
dois triploides AAA (Grande Naine e Caipira) e dois tetraploides (AAAA) Calypso e
Bucanero. Amostras de folhas frescas desses gendtipos foram trituradas,
juntamente com o padrao de referéncia interno (Pisum sativum) no tampao LBO01.
As suspensdes de nucleos obtidas foram filtradas em gaze e tela de 50 um
adicionando-se 25 uL de iodeto de propideo. Para cada amostra foram realizadas
quatro repeticoes e analisados 5 mil nucleos. Os resultados obtidos para o
conteudo de DNA mostraram que os diploides Calcutta e NBA possuem o
genoma de menor peso (0,96 pg), os triploides Grande Naine e Caipira
apresentaram pesos de 1,48 pg e 1,63 pg, respectivamente e os tetraploides
Calypso e Bucanero, tiveram pesos respectivos de 1,90 pg e 2,26 pg,
confirmando assim que os diploides tém o menor genoma, os triploides

apresentam genoma intermediario e os tetraploides tém os maiores genomas.

Palavras chave: diploide, triploide, tetraploide, bananeira.
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ESTIMATION OF THE DNA CONTENT IN Musa acuminata COLLA WITH
PLOIDY LEVEL DIFERENTS BY FLOW CYTOMETRY

Author: Manuela Ramos da Silva
Advisor: Sebastiao de Oliveira e Silva
Co-advisor: Janay de Almeida dos Santos-Serejo

Co-advisor: Edson Perito Amorim

Abstract: Flow cytometry is a reliable technique for the determination of DNA
content in plant species; therefore is it possible to separate different ploidy levels
of the same species using this technique. This information is very important
especially for genetic breeding programs involving polyploids in order to enable
the right choice of plant material with the correct ploidy level chosen to work with.
The objective of the present work was to evaluate the DNA content of two diploid
AA (Calcutta and NBA), two triploid AAA (Grande Naine and Caipira) and two
tetraploid (AAAA) Calypso and Bucanero, banana accessions. Samples of fresh
leaves of these genotypes were crushed together with the internal reference
standard (Pisum sativum) in LB01 buffer. The nuclei suspension was filtered in
gauze and 50 um filters. 25 pL of propidium iodide were added. For each sample,
four replicates were carried out and five thousand nuclei were analyzed. The
following results were obtained for DNA content: Calcuta and NBA, diploids, have
the lightest genome (0.96 pg), the triploids Grande Naine and Caipira presented
genomes with 1.48 pg and 1.63 pg, respectively, and the tetraploids Calypso and
Bucanero, presented the heaviest genomes with 1.90 and 2.26 pg, respectively,
confirming that diploids have smaller genomes than triploids and these, smaller

than tetraploids, which presented the largest genome.

Key words: Diploid, triploid, tetraploid, banana.
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1 INTRODUCAO

As dificuldades ocorridas na hibridacdo de algumas variedades de
bananeira tém levado o desenvolvimento de novas técnicas de melhoramento
para a criacao de cultivares resistentes as doencas. As técnicas de biotecnologia
como mutacdo, duplicagdo de cromossomos, hibridagdo somatica e
transformacdo genética complementam e dao suporte as atividades
convencionais, por possibilitar o melhoramento de gendétipos com problema de
esterilidade (SILVA et al, 2005; SILVA et al.,, 2011). A duplicacdo de
cromossomos permite a producdo de autotetraploides férteis, que poderao ser
utilizados em cruzamentos com diploides melhorados, para geracao de triploides
secundarios, permitindo assim o melhoramento genético de cultivares estéreis
como as do tipo Cavendish.

A duplicagdo de cromossomos in vitro baseia-se na aplicacdo de
substancias antimitéticas (colchicina, orizalina e cafeina) em explantes, tais como
apices caulinares e ou suspensdes de células embriogénicas, sob condicdes
assépticas (VAN DUREN et al., 1996; GANGA & CHEZHIYAN, 2002; BAKRY et
al., 2007), com a posterior identificacao e sele¢do dos autotetraploides estaveis.

A determinacado do nivel de ploidia em plantas submetidas a duplicacao
cromossémica pode ser realizada por métodos diretos e indiretos. Os métodos
diretos compreendem a contagem dos cromossomos em células mitéticas e ou
meioticas (GUERRA, 1989; VILLA, 1995) e avaliacdo do conteudo de DNA pela
citometria de fluxo. Entre os métodos indiretos que poderiam ser utilizados citam-
se as caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas das plantas.

A andlise citogenética exige muita experiéncia do pesquisador, além de ser
laboriosa e demorada, principalmente quando se trata de anélises em grande
numero de plantas (MAGALLANES et al., 1996; SARI et al., 1999).

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve analises de dispersao da
luz, fluorescéncia, radiagdao, laser, fluxo hidrodindmico e substancias

fluorescentes (fluorocromos) na determinagdo de algumas caracteristicas
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estruturais e funcionais de particulas bioldgicas (células, ndcleos, cromossomos,
organelas), para isso € necessario utilizar um equipamento denominado citbmetro
de fluxo.

Os métodos de analise do conteudo de DNA por citometria de fluxo foram
originalmente desenvolvidos para células humanas. Posteriormente foi introduzido
como método de avaliacdo de ploidia e de quantificacdo de DNA, com alta
resolucao, em diferentes espécies de plantas (TIERSCH et al., 1989).

O principio da técnica baseia-se na analise das propriedades Opticas de
particulas que fluem em uma suspensao liquida (tampao de extracao) em direcéao
a uma camara de fluxo que se encontra preenchida por um fluido envolvente
“sheath fluid” que apresenta uma velocidade muito superior a da suspensao
liguida. Por causa da diferenca de velocidade entre os dois fluidos, as particulas a
serem analisadas sdo forcadas a moverem-se, individualmente, no centro do
fluxo, fenébmeno esse conhecido como focagem hidrodindmica (DOLEZEL, 1997).
Essas particulas interceptam, uma a uma, o feixe de laser ocorrendo um processo
de dispersao da luz e ou emissao de fluorescéncia (DOLEZEL & BARTOS, 2005).
Essa fluorescéncia é separada pela utilizacdo de uma série de espelhos dicroicos,
filtros e fotomultiplicadores (EECKHAUT et al., 2005). Os circuitos dentro do
aparelho convertem esses sinais fluorescentes em valores digitais que sao
armazenados e exibidos na forma de histogramas (DOLEZEL et al., 2007;
OCHATT, 2011). Como as particulas sao analisadas individualmente e em alta
velocidade, grandes populacées podem ter o conteido de DNA mensurado em
um curto espaco de tempo (SHAPIRO, 2004).

Em plantas, € possivel obter milhdes de nucleos em suspenséo a partir de
poucas gramas de tecido foliar em um procedimento relativamente simples que
envolve a maceracdo desse tecido em uma solucdo tampdo que mantém a
integridade nuclear (GALBRAITH et al.,1983). A coloragdo dessa amostra com
corantes especificos para o DNA (DAPI, iodeto de propideo, brometo de etideo)
permite ao aparelho estimar a quantidade de material genético - DNA
(LOUREIRO & SANTQOS, 2004).

Pela informagcédo gerada por meio da determinacdo do conteido de DNA
com alta resolugdo, € possivel estimar o nivel de ploidia das amostras de
interesse. Este estudo tem sido empregado com sucesso em trabalhos de
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melhoramento genético de varias espécies vegetais, inclusive para a cultura da
bananeira.

Usando a citometria de fluxo em bananeira foi observado que, genétipos
com maior ploidia apresentam maior quantidade de DNA e que o genbma A
apresenta 12% mais material genético que o B. Observaram-se também,
variagbes no tamanho do genoma A e resultados semelhantes aos de
classificacao taxonémica de banana (DOLEZEL et al.,1994; MADAIL, 2011).

O presente trabalho objetivou avaliar o conteiddo de DNA do genoma de
plantas diploides, triploides e tetraploides de Musa acuminata Colla por
citomentria de fluxo e confrontar esses dados com o grau de ploidia desses

materiais.

2 MATERIAL E METODOS

Amostras de folhas frescas dos acessos de bananeira Calcutta e NBA
(diploide AA), Grande Naine e Caipira (triploides AAA) e Calypso e Bucanero
(tetraploides AAAA), obtidos na Embrapa Mandioca e Fruticultura, foram
submetidas a andlise de citometria de fluxo no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Retiraram-se discos foliares dos acessos de bananeira, que foram
posteriormente embalados em sacos plasticos com algodao umedecido com agua
destilada e colocados em isopor com gelo e em seguida transportados para
Lavras. No Laboratério da UFLA as amostras foram trituradas em placas de petri,
juntamente com o padrdo de referéncia (Pisum sativum -9,09 pg de DNA)
contendo 1 mL de tampéao de extracao de nucleos LBO1. A suspenséao obtida foi
filtrada em gaze e tela de 50 um e posteriormente corada com 25 pL de iodeto de
propideo (Figura 1). Todo esse processo foi realizado sob gelo triturado. As
leituras foram realizadas no citbmetro de fluxo FACSCalibur 4 cores (Becton
Dickinson — BD) e os histogramas obtidos no software Cell Quest™ e analisados
no programa WINMDI (2011), assim a leitura da fluorescéncia emitida por cada
nucleo é transformada em um ponto no histograma.

A determinacdo da quantidade de DNA foi feita pela posicao relativa do
pico G1 da planta analisada em relacado a posicao do pico G1 de um padrao de
referéncia (9,09 pg). Os valores de conteudo de DNA e os coeficientes de
variacao (CV) dos tratamentos (seis com quatro repeticdes) foram submetidos a
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analise de variancia, sendo os coeficientes de variacdo e indices de DNA
comparados pelo teste de Scott-Knott a 5% pelo programa estatistico SISVAR.

— /@dﬁ%

Disco Foliar —

Tampéo de .
isolamento 20a 30”mg Trituradas
do padrac e
da amostra

Colorgcao dos Remocio de
FacsCalibur (Bioscienses) nucleos restos celulares

Figura 1- Diagrama da metodologia utilizada para analisar o conteuddo de DNA

nuclear dos tecidos de bananeira por citometria de fluxo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 2, estao representados os histogramas obtidos pelas analises de
citometria de fluxo de seis gendétipos (di, tri e tetrapléides) de Musa acuminata
Colla. Os resultados geraram os picos G1 e G2 que representam
respectivamente, a maior parte dos nucleos que estdo na fase G1 da interfase e
aqueles que estao na fase G2 da interfase juntamente, com os nudcleos que estao
em mitose. O pico G2 nem sempre é formado. O vale formado entre os dois picos
representa o periodo de sintese de DNA, ou seja, a fase S da interfase. Como
foram analisados simultaneamente dois materiais vegetais, os histogramas
geraram dois picos G1. O primeiro referente a analise das amostras de bananeira,
enquanto o segundo € o do padrdo de referéncia interno (Pisum sativum). Os
picos menores formados séo referentes a fase G2 da interfase e mitose e ndo séo
necessarios para as analises, portanto, sdo desconsiderados. A razao entre estes
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dois picos (Musa e Pisum) foi utilizada como base para calcular o conteudo de

DNA das amostras de bananeira.
Nos histogramas é possivel observar que quanto mais DNA tem a amostra

mais a direita se forma o pico, portanto, o material diploide tem o pico formado

i ol

mais a esquerda em relacao ao tetraploide.

NBA (AA) Calcutta (AA)
Caipira (AAA) Grande Naine (AAA)
Bucanero (AAAA) Calypso (AAAA)

Figura 2. Histogramas obtidos pela analise de citometria de fluxo em Musa
acuminata Colla. O pico maior a esquerda de cada histograma corresponde ao G1
das amostras dos diploides (NBA e Lidi), triploides (Caipira e Grande Naine) e os
tetraploides (Bucanero e Calypso) e os picos a direita ao padrao de referéncia

(Pisum sativum).
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No presente estudo, assim como no de Jesus (2010) e Madail (2011) foi
utilizado como padrao interno a ervilha (Pisum sativum), que possui um conteldo
de 2 C de DNA de 9,09 pg. Este padrao foi escolhido por possuir um conteudo de
DNA cujo valor situa-se no meio do valor médio para a maioria dos contetdos de
DNA vegetal, podendo, desta forma, ser utilizado para avaliar tanto plantas com
um pequeno genoma quanto aquelas com um genoma grande. Além disso, o
genoma nuclear das ervilhas é estavel e o preparo de suspensdes de nucleos a
partir das suas folhas néo libera composto que interfere na coloracao pelo iodeto
de propideo (DOLEZEL & BARTOS, 2005).

Na Tabela 1 sdo mostrados os resultados encontrados para o conteudo de
DNA estimado de seis acessos de bananeira com trés diferentes niveis de ploidia.

Tabela 1. Conteudo de DNA estimado por citometria de fluxo para acessos de

bananeira (Musa acuminata) com diferentes niveis de ploidia.

Variedade Genoma indice de DNA cv
(p9)

Calcutta AA 0,96 a* 0,84 b
NBA AA 0,96 a 1,15b
Grande Naine AAA 1,48 Db 0,61a
Caipira AAA 1,63 ¢C 1,01 b
Calypso AAAA 1,90d 0,64 a
Bucanero AAAA 2,26 e 0,96 b
CV% 3,88 27,90

*Médias seguidas pela mesma letra dentro da coluna pertencem ao mesmo grupo,
segundo o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Os coeficientes de variagdo (CV) encontrados para os picos G1 variaram
de 0,61 a 1,15 % (Tabela 1), caracterizando um excelente resultado, inferior ao
encontrado em trabalhos bastante citados com bananeira, como o de DOLEZEL
et al. (1994), cujos coeficientes ficaram entre 2,5 % e 4,5%. Segundo
GALBRAITH et al. (2002) coeficientes de variacdo de até 5% s&o aceitaveis.
Houve diferenca entre os CVs dos gendétipos de diferentes ploidias, no entanto,

todos foram muito inferiores ao maximo aceitavel.
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Os indices de DNA para os diploides Calcutta e NBA foram de 0,96 pg. As
variedades Grande Naine e Caipira, que sao triploides, apresentaram 1,48 pg e
1,63 pg de DNA, respectivamente, formando dois grupos diferentes (b e ¢), ambos
com diferenca significativa do agrupamento dos diploides, que se encontram no
grupamento a. A ‘Caipira’ apresentou tamanho de genoma ligeiramente maior que
a Grande Naine, embora ambas sejam triploides. Os tetraploides Calypso (1,90
pg) e Bucanero (2,26 pg), também formaram dois grupos diferentes com os
valores mais altos de DNA. Como eram esperados, os indices de DNA
encontrados para os diploides foram 0os menores, para os triploides intermediarios
e nos tetraploides os maiores indices, foram observados. A diferenca observada
na quantidade de DNA de individuos de mesma ploidia, como em Grande Naine e
Caipira, pode ser devida a origem diferentes dos acessos, como observado por
DOLEZEL et al. (1994), existe variacdo de quantidade de material genético no
genoma A.

MADAIL (2011), em trabalhos com 15 genétipos de bananeira encontrou o
valor de DNA semelhante para a variedade Caipira (1,54 pg). Em acessos
tetraploides, JESUS (2010) encontrou valores para o conteudo de DNA que
variaram entre 2,28 pg e 2,56 pg, portanto, proximos aos observados dos neste
estudo.

4 CONCLUSOES

A citometria de fluxo € um método confiavel para determinacao do nivel de
ploidia em Musa acuminata Colla.

Os gendtipos diploides Calcutta e NBA possuem os menores genomas, 0s
triploides Grande Naine e Caipira apresentam genoma intermediario e o0s
tetraploides Calypso e Bucanero tém os maiores genomas, confirmando a relacao
esperada entre conteudo de DNA e nivel de ploidia.
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RESUMO: Trabalhos com duplicacdo de cromossomos necessitam de estudos
para a confirmacao da ploidia que pode ser feita por métodos convencionais e por
métodos indiretos. Esse estudo objetivou estimar indiretamente a espessura foliar,
com base na massa de discos foliares e caracterizar anatomicamente folhas de
genotipos de bananeira com diferentes ploidias para serem usadas na distingdo
de individuo diploide de tetraploide de bananeira. Utilizaram-se genétipos
diploides AA (Calcutta e Lidi), triploides AAA (Grande Naine e Williams) e
tetraploides AAAA (Bucanero e Calypso). Para andlise da massa fresca, seca
(mg) e suas massas especificas (mg cm™) foram usados discos foliares retirados
de diferentes posicoes de folhas de quatro plantas de cada gendtipo. O estudo
anatdomico foi realizado com amostras seccionadas em cortes transversais e
paradérmicos (seccdo adaxial e abaxial da folha) e observadas em microscopio
Ken-a-vision. A massa especifica obtida da massa fresca dos discos retirados na
parte apical da folha foi estatisticamente superior em relacdo as demais posicoes.
Na posicao apical, a média da massa especifica dos diploides foi inferior a dos
ploliploides. Essa caracteristica pode ser usada para estimar a ploidia dos
gendtipos de bananeira. Anatomicamente observou-se que os tetraploides tiveram
estbmatos maiores e em menor quantidade por em comparacdo as outras
ploidias. Assim, a massa fresca e sua massa especifica, com a retirada dos
discos foliares na parte apical da folha e o estudo anatébmico do tamanho e
quantidade dos estébmatos dos tetraploides podem ser utilizadas como método de
pré-selecdo para distinguir gendtipos de bananeira com diferentes niveis de

ploidia. Mais estudos com esses métodos indiretos precisam ser realizados.

Palavras chave: Musa acuminata, discos foliares, anatomia foliar.
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DIFFERENT PLOIDY LEVELS
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Abstract: Works of chromosome duplication need of study in order to confirm
ploidy levels, which can be carried out by conventional methods (chromosome
counts and flow cytometry) or by indirect methods (morphological or structural
characteristics of plants). The objective of the present work is to indirectly estimate
leaf thickness using the mass of leaf discs as the basis and automatically
characterize leaves from banana genotypes with different ploidy levels to be used
in order to distinguish between diploid and tetraploid bananas. The AA diploids
(Calcutta and Lidi), AAA triploids (Grande Naine and Wiliams) and AAAA
tetraploids (Bucanero and Calypso), were used. For the specific mass analysis,
leaf discs were taken from different positions of the first, second and third leaves
from four plants of each genotype. The anatomic study was carried out with
samples taken of transversal and paradermic cuts (abaxial and adaxial surfaces).
The material was observed under the Ken-a-vision microscope. The specific mass
obtained from the fresh mass of the leaf discs taken from the apical section of the
leaf was superior in comparison to the remaining positions for the genotypes in
study. The average of the specific mass of the diploids was inferior of that
ploliploids on discs taken from this position. The ploidy level estimation of the
banana genotypes was only possible using the fresh and specific mass of the leaf
discs from apical position. For the anatomic studies of the leaves, the tetraploids
sampled had the largest stomata and in less amount, in comparison to the other
ploidy levels. These results show that the fresh and specific mass, with the
withdrawl of the leaf discs from the apical section of the leaf and the size and
amount of stomata may be used as a pre-selection method for distinguishing
banana genotypes from different ploidy. More studies regarding these indirect
methods are still needed.

Key words: Musa acuminata, leaf discs, leaf anatomy.
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1 INTRODUCAO

A hibridacdo é o método de melhoramento genético mais empregado em
bananeira. Apesar de muitas cultivares ja terem sido desenvolvidas por esse
sistema, o0s cruzamentos sdo normalmente dificultados pela esterilidade
constatada em alguns diploides e triploides, que apresentam baixa ou nenhuma
producdo de sementes. Problemas dessa natureza podem ser contornados,
mediante a escolha adequada dos genitores ou pelo uso de tecnologias nao
convencionais de melhoramento (SILVA et al., 2011).

O uso de métodos nao convencionais de melhoramento genético de
bananeira, a exemplo da duplicacdo de cromossomos, é uma importante
estratégia para contornar a esterilidade e gerar triploides. A duplicacéo
cromossémica de diploides permite a producao de plantas autotetraploides férteis,
que depois de avaliados e selecionados em campo, podem ser utilizados em
cruzamentos com diploides melhorados para geracao de triploides secundarios.

Varios sao os fatores que podem determinar o sucesso da poliploidizagao
em bananeira, destacando-se 0 genoétipo; tipo, concentragdo, periodo de
exposicao e formas de aplicacdo do agente antimitético. Para facilitar trabalhos,
dessa natureza, faz-se necessario o desenvolvimento e uso de técnicas praticas e
seguras para pré-selecao e identificacdo dos poliploides putativos (GANGA &
CHEZHIYAN, 2002; BAKRY et al., 2007, SILVA et al., 2011).

Normalmente, apdés a inducdo da duplicacdo de cromossomos, Sao
efetuadas multiplicagbes e o enraizamento in vitro das brotagcées regeneradas.
Nesse processo, € obtido um grande numero de plantas, que depois sao
aclimatizadas ex vitro. No entanto, entre as plantas tratadas e regeneradas
algumas, ou mesmo, a maioria, pode nao ter os cromossomos duplicados
surgindo assim, os mixoploides, diploides ou aneuploides. Por este motivo é
imprescindivel a realizacdo de uma pré-selecao dos provaveis poliploides
(poliploides putativos), visando reduzir o numero de plantas que terdo que ser
analisadas para confirmacdo da ploidia, mediante a quantificacdo do DNA
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nuclear, por citometria de fluxo, e ou contagem do nimero de cromossomos em
meristemas de raizes, processo esse que é muito trabalhoso (BAKRY et al., 2007;
COSTA, 2010). Esses métodos, apesar de seguros e utilizados com frequéncia,
tornam-se inadequados quando se trabalha com elevado numero de plantas. Vale
também ressaltar que nem sempre se dispée de um citbmetro, cujo preco de
aquisicao € elevado.

Em geral, sugere-se o uso da pré-selecao que é efetuada na fase de
aclimatizacdo e se baseia nas caracteristicas morfolégicas e ou estruturais como
resultado dos efeitos da poliploidizagdo (COSTA, 2010). A associacdo entre o
nivel de ploidia e as caracteristicas morfoldégicas pode auxiliar na separacao de
plantas poliploides, principalmente porque as células, tecidos e 6rgaos das
tetraploides sdo maiores ou tem “efeito gigas” (SOUZA & QUEIROZ, 2004). Em
bananeira, os poliploides normalmente sao plantas vigorosas, mais compactas,
com crescimento lento, apresentando folhas e pseudocaule mais espessos.
Poliploides também demonstram maior resisténcia a perda de agua pelas folhas
(SILVA et al., 2008).

A relacdo entre a massa e a area foliar pode possibilitar a identificacéo de
individuos que apresentem maior espessura de folha, conforme verificado por
Benincasa (1988), Witkowski & Lamont (1991), Scalon et al. (2001), e dessa
forma constituir-se em um método rapido de determinacdo da ploidia pela
estimativa indireta da espessura da folha (COSTA, 2010). Esta técnica consiste
na retirada de discos, de area conhecida, na regiao do terco médio do limbo foliar,
com a posterior obtencdo da massa fresca e seca. Com isso, € possivel
determinar a massa especifica foliar (razdo entre a massa seca ou fresca de
discos foliares e a area do disco), sendo que os poliploides estariam entre os
individuos que apresentam maior massa especifica foliar. Porém, a medida
precisa desta espessura foliar ainda ndo € uma metodologia adotada na pré-
selecdo de individuos de bananeira tratados com antimitéticos. Costa (2010)
utilizou esse método em plantas de bananeira tratadas com diferentes
concentragdes de colchicina.

Nem sempre € possivel distinguir os diferentes niveis de ploidia com base
somente nos métodos indiretos. Pois esses podem levar a uma classificagao
equivocada de determinados genétipos, uma vez que as caracteristicas em que
se baseiam os métodos indiretos podem ser influenciadas pelo ambiente. Porém,
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quando se trata de um numero muito grande de plantas, eles poderdo ser
utilizados como uma pré-selegcdo de provaveis poliploides (SARI et al., 1999;
SOUZA & QUEIROZ, 2004).

Outro método indireto usado para a identificacdo do nivel de ploidia é que
se baseia em caracteristicas anatdbmicas, como didmetro do grédo de pdlen,
namero e tamanho de cloroplastideos e tamanho de células (VILLA, 1995;
MAGALLANES et al., 1996; SOUZA & QUEIROZ, 2004). Esta técnica além de ser
relativamente rapida e facil para a avaliacado do nivel de ploidia permite ainda
estimar correlacdes estatisticas (SOUZA & QUEIROZ, 2004).

Assim, este estudo teve por objetivo adequar a metodologia de uso da
espessura foliar com base na massa fresca e seca de discos foliares para ser
usado na pré-selecdo de gendtipos com diferentes ploidias e efetuar a
caracterizagdo anatdbmica de acessos de bananeira di, tri e tetraploides.

2 MATERIAL E METODOS

Espessura foliar na diferenciacao de ploidia em bananeira

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada em Cruz das Almas, BA, utilizando
0s genotipos, diploides AA (Lidi e Calcutta), triploides AAA (Williams e Grande
Naine) e tetraploides AAAA (Bucanero e Calypso).

Utilizaram-se quatro mudas do tipo chifrinho de cada gendétipo que foram
plantadas em vasos plasticos contendo cinco litros de substrato vegetal e esterco
de gado, em telado. A irrigacao foi realizada manualmente, uma vez por dia. Apos
cinco meses foram retiradas amostras para o estudo de espessura de folha.

Trés discos foram retirados de cada uma das duas partes do limbo foliar,
nas posicdes (apical, mediana e basal) da primeira, segunda e terceira folha
expandida das mudas de cada genétipo (Figura 1). Para tanto, utilizou-se um
vazador de 3,5 cm de didmetro. A coleta dos discos foliares foi realizada nas
primeiras horas de cada manha, a partir das sete horas. Imediatamente apés a
excisdo as amostras foram colocadas em sacos plasticos fechados para manter a
umidade e evitar a perda excessiva de agua por transpiragdo. Ao final da coleta,
os sacos foram conduzidos ao laboratério para determinacdo das massas dos
discos.
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Figura 1. Mudas desenvolvidas em telado (A), retirada dos discos nas trés
primeiras folhas da planta (B), posicao dos furos C (Cs: apical, C,: mediana e Cs:
basal) nas duas laminas da folha.

A massa fresca e seca de cada disco foi determinada em balanca de
precisao (0,001 g), sendo a massa seca obtida apdés secagem em estufa de
ventilacédo forgada (60 °C por 48 horas). Ja a massa especifica de cada disco, em
mg cm, foi determinada dividindo-se a massa fresca ou seca (mg) de cada disco
pela area do vazador (9,616 cm?).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 6 (gendtipos) x 3 (numero de folhas) x 3 (posicao do furo na folha) com
quatro repetigdes por tratamento.

Os dados foram avaliados estatisticamente mediante a andlise de
variancia, comparando-se as médias da massa fresca e seca pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade usando-se o programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2003).

Caracterizacao anatomica na diferenciacao de ploidia em bananeira

Foram utilizados os gendétipos Calcutta, Lidi, Grande Naine, Willams,
Calypso e Bucanero oriundos do banco de germoplasma de banana da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Foram retiradas cinco amostras foliares (cinco plantas)
entre o bordo e a nervura central na regido mediana da segunda folha expandida
de cada gendtipo (Figura 2). As amostras foram previamente fixadas em FAA 70
(JOHANSEN, 1940) por 72 horas e conservadas em &lcool etilico 70% (v v'') e
enviadas para analise no Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).
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Figura 2. Planta de bananeira mostrando a posicdo da primeira, segunda e
terceira folha.

As amostras foliares foram seccionadas em cortes transversais e
paradérmicos (face abaxial e adaxial), obtidos em micr6tomo de mesa manual e a
mao livre, os quais foram submetidos a clarificacdo com hipoclorito de sddio
(1,0% -1,25% de cloro ativo) e triplice lavagem em agua destilada. As seccdes
transversais foram coradas com solucao safrablau (safranina 1% e azul de astra
0,1%, na proporcao 7:3) e as secc¢oes paradérmicas coradas com safranina 0,1%
e, posteriormente, montadas em Iaminas semipermanentes com agua glicerinada
(KRAUS & ARDUIN, 1997). O material foi observado e fotografado em
microscépio Ken-a-vision,

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Espessura foliar

Houve diferencas entre os resultados de massa especifica (ME) ao se usar
os resultados da massa fresca (MF) e seca dos discos (MS) coletados nos seis
gendtipos de bananeira avaliados. As interacdes entre os gendtipos e a posicao
dos furos na folha e entre gendétipos e numero da folha foram significativas para a
ME obtida da massa fresca (MEMF) e para a ME da massa seca (MEMS)
respectivamente (Tabela 1 e 2). As demais interagdes nao foram apresentadas
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pela falta de significancia (F ") observada entre os valores de massa especifica.
(Anexo 1).

Para ME usando a massa fresca dos discos foliares (MEMF) retirados da
posicao apical da folha, os tetraploides Calypso e Bucanero e o triploide Grande
Naine apresentaram as maiores médias, que ndo diferiram estatisticamente entre
si, no entanto, a média da massa especifica da Grande Naine também nao
apresentou diferenca estatistica da observada na Williams. Por sua vez, os
diploides Lidi e Calcutta tiveram as menores médias de massa especifica, embora
diferentes entre si, essas médias também apresentaram diferencas estatisticas
das observadas em triploides e nos tetraploides. Esses resultados de médias de
massa especifica, com excecdo da MEMF da cultivar Grande Naine, que diferiu
estatisticamente da Wiliiams, foram observados nos discos retirados nas posicoes
apical, mediana e basal (Tabela 1).

Também pode ser observado na Tabela 1, que a massa especifica obtida
da matéria fresca (MEMF) dos discos retirados na parte apical da folha foi
estatisticamente superior em relacdo as das demais posigcbes para todos os

genotipos estudados.

Tabela 1. Massa fresca (MF) e massa especifica com base na massa fresca
(MEMF) dos discos retirados em trés posicoes nas folhas dos genétipos de
bananeira com diferentes ploidias. Cruz das Almas, BA, 2011.

Posicédo do Furo na Folha

Apical Mediana Basal
Genétipo MF MEMF MF MEMF  MF MEMF
(mg) (mgem® (mg) (mgcm?® (mg) (mgcm?)
Lidi 19762 2055dA 18421 1916dB 17249 17,94dC

Calcutta 209,92 21,83cA 196,49 20,43cB 184,44 19,18 cC
Grande Naine 265,73 27,63 abA 252,85 26,29aB 222,31 23,12aC
Williams 256,26 26,65 bA 234,92 24,43bB 208,07 21,64bC
Calypso 273,12 28,40aA 254,00 26,41 aB 226,01 23,50aC
Bucanero 269,74 28,05aA 251,82 26,19aB 226,40 23,54 aC

CV % 5,72

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas e pela letra maitdscula nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para a média de massa especifica com base na massa seca dos discos
foliares, os maiores valores da interagdo gendétipos e numero da folha, foram
observados no triploide Grande Naine nas trés folhas, embora a MEMS desse
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acesso nao tenha diferido estatisticamente da média da massa especifica da
Williams e dos tetraploides Calypso e Bucanero na folha 1, da Lidi na folha 2, e da
de todos os acessos, com excecao da média do diploide Calcutta, na folha 3
(Tabela 2). Também pode-se observar que nao houve diferenca significativa entre
as folhas (1, 2 e 3) para o diploide Calcutta, triploide Williams e os tetraploides
Bucanero e Calypso. Ja para o diploide Lidi e o triploide Grande Naine, as
maiores médias de MEMF foram observadas nas folhas 2 e 3. As médias de
massa especifica desses dois genétipos nao diferiram estatisticamente em
nenhuma das trés folhas (Tabela 2). Com esses resultados nao é possivel estimar
a ploidia dos acessos de bananeira estudados, com base na massa especifica da
massa seca, pois as médias dos genobtipos poliploides nao apresentaram
diferencgas estatisticas dos diploides.

Assim, a resposta distinta da massa especifica com base na massa fresca,
daquela obtida com massa seca, pode ser explicada pela maior turgidez dos
acessos de maior ploidia, efeito esse que € eliminado, quando se retira a

umidade, ao se usar a massa seca.

Tabela 2. Massa seca (MS) e massa especifica com base na massa seca
(MEMS) dos discos retirados em trés folhas dos gendtipos de bananeira com
diferentes ploidias. Cruz das Almas, BA, 2011.

NUmero da Folha

Gendtipo MS 1 MEMS MS : MEMS MS : MEMS

(mg) (mgcm® (mg) (mgcm® (mg) (mgcm?)
Lidi 349,57 36,35bcB 404,53 42,07abA 419,93  43,67aA
Calcutta 332,17 34,54cA 340,42 35,40cA 342,63 35,63bA
Grande Naine 406,75 42,30aB 447,00 46,50aA 421,13 43,79aAB
Williams 369,58 38,43abcA 398,67 41,46bA 399,29  41,52aA
Calypso 380,67 39,60abA 398,67 41,46bA 377,29 39,23abA
Bucanero 395,50 41,13aA 377,92 39,30bcA 410,13 42,65aA
CV (%) 14,35

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas e pela letra maitscula nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Alguns autores relataram que a relagdo entre massa e area foliar possibilita

a identificacdo de individuos que apresentem maior espessura de folha
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(BENINCASA, 1988; WITKOWSKI & LAMONT, 1991; SCALON et al. 2001), e
segundo Costa (2010) essa informacgao pode ser usada em um método rapido de
determinacao da ploidia em bananeira pela estimativa indireta da espessura da
folha.

Os resultados desse trabalho demonstram que somente a massa
especifica baseada na massa fresca foi eficaz em distinguir os triploides e
tetraploides dos diploides em bananeira. Também foi observado que os discos
retirados na parte apical da folha foram os que tiveram os melhores resultados
para todos os genétipos. Assim, essa técnica, com os devidos cuidados, pode ser
utilizada para estimar a ploidia, como um método de pré-selecao para as plantas
de bananeira duplicadas, apesar de Sari et al. (1999) e Souza & Queiroz (2004)
afirmarem que nem sempre € possivel distinguir os diferentes niveis de ploidia
com base somente nos métodos indiretos, pois pode ocasionar uma classificagéo
equivocada de determinados gendtipos, uma vez que essas caracteristicas
podem ser influenciadas pelo ambiente. Esse problema ndo é tdo grave uma vez
que a ploidia podera ser confirmada em etapas posteriores do melhoramento.

Caracterizacao anatomica

As folhas de bananeira amostradas dos diferentes genotipos apresentaram
a mesma estrutura basica, com uma epiderme unisseriada revestindo tanto a face
abaxial quanto adaxial das folhas. Abaixo da epiderme ocorre uma ou duas
camadas de células alongadas no sentido periclinal, caracterizando uma
morfologia tabular para as células da hipoderme. Ocorreram estébmatos em ambas
as faces da epiderme caracterizando folhas anfiestomaticas (Figura 3).

O clorénquima, em sua maior parte, era composto por duas camadas de
células de parénquima palicadico. Observou-se ainda, um parénquima esponjoso,
que pode ser formado por células tabulares, onde ocorrem camaras de ar,
formando grandes espacos intercelulares maiores do que o tamanho de uma
célula. Os feixes vasculares eram colaterais fechados com xilema voltado para a
face adaxial e o floema para a face abaxial das folhas. Foi observada uma bainha
do feixe parénquimatica e bem desenvolvida, que em alguns gendtipos,

apresentava extensdes de feixes compostas de fibras (Figura 3).
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Figura 3. Seccdes transversais de folhas de diferentes genétipos de banana. A:
AA Calcutta; B: AAA Grande Naine; C: AAAA Bucanero; D: AA Lidi; E: AAA
Williams; F: AAAA Calypso; ead: epiderme da face adaxial; eab: epiderme da face
abaxial; had: hipoderme da face adaxial; hab: hipoderme da face abaxial; pp:
parénquima palicadico; pe: parénquima esponjoso; x: xilema; fl: floema; fb: fibras.
Barras: 50 um.

Foram observadas diferengas na espessura dos diferentes tecidos foliares
dos gendtipos de bananeira amostrados, embora ndo tenham sido feitas medidas.
Os gendtipos AAAA Bucanero e AAA Grande Naine apresentaram espessura do
limbo superior aos demais gendtipos amostrados (Figura 3). Uma maior
espessura do limbo permite o desenvolvimento de mais clorénquima, sendo tipico
de folhas de sol que apresentam folhas mais espessas (CASTRO et al., 2009).
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Dessa forma, esses gendtipos parecem demonstrar folhas com maior capacidade
de aproveitar a radiacao incidente, possuindo potencial para o cultivo em éareas
com maior incidéncia de radiacdo e temperaturas. Os genoétipos Bucanero e
Grande Naine apresentaram também um maior numero de camadas da bainha
dos feixes vasculares, mostrando ainda células maiores nessa regido em
comparacdo com o0s demais genoétipos. Esses gendtipos tinham uma menor
proporcdo de cavidades de ar no parénquima esponjoso, que era preenchido
quase que totalmente por tecido parénquimatico. A hipoderme da face adaxial foi
particularmente espessa no genoétipo AAAA Bucanero em relagdo aos demais
(Figura 3).

A hipoderme pode ser uma eficiente barreira para reduzir a transpiracao
excessiva, podendo ainda atenuar a radiacdo que chega sobre o clorénquima e
armazenar agua, sendo importante em plantas sujeitas ao estresse hidrico e
excesso de radiacdo (CASTRO et al., 2009). Dessa forma, o genétipo Bucanero
pode ser uma alternativa interessante para ambientes secos por reunir um grande
numero de caracteres mais xeromorfos na folha.

Os estébmatos dos gendtipos de bananeira observados eram tetraciclicos,
possuindo quatro células subsidiarias, duas paralelas e duas perpendiculares ao
eixo longitudinal do estdémato (Figura 4), estando presentes em ambas as faces
das folhas, contudo, em maior quantidade na face adaxial (Figuras 4 e 5). Embora
nao tenham sido realizadas contagens e nem medidas, foram observadas
diferengas entre o tamanho e o numero de estdmatos por area entre os diferentes
genotipos, em ambas as faces das folhas. Os genoétipos AA Calcutta, AAA Grande
Naine, AAA Williams e AA Lidi apresentaram uma quantidade de estdbmatos maior
que os gendtipos tetraploides Bucanero e Calypso em ambas as faces das folhas,
sendo que esses estdbmatos foram menores em tamanho (Figuras 4 e 5).
Considerando que gendtipos tetraploides apresentaram estématos maiores e em
menor quantidade em comparagao aos diploides, essa caracteristica podera ser
usada para trabalhos de melhoramento por duplicacdo na identificacdo de
poliploides.

Maiores densidades estoméaticas podem estar relacionadas a uma maior
capacidade de captagcdao de CO. e podem otimizar o processo fotossintético
(CASTRO et al., 2009). Contudo, os estbmatos também sido uma porta para a
perda de agua na forma gasosa (CASTRO et al.,, 2009). Dessa forma, os
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gendtipos AAAA Bucanero e AAAA Calypso podem apresentar menor quantidade

de estdmatos que pode restringir tanto a entrada de CO, quanto a perda de agua

e que certamente podem influenciar nas caracteristicas de crescimento dessas

plantas.
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diferentes gendtipos. A: AA Calcutta; B: AAA Grande Naine; C: AAAA Bucanero;
D: AA Lidi; E: AAA Williams; F: AAAA Calypso. es: estdmato; ce: célula
epidérmica regular barras: 50 pm.

A estrutura interna das folhas de bananeira dos genétipos observados
estdo de acordo com trabalhos previamente publicados (COSTA et al., 2009) e a
grande plasticidade observada entre os gendtipos confirma a necessidade de

estudos mais detalhados quantificando as diferencas observadas em resposta a
diferentes condicbes ambientais.

4 CONCLUSOES

A massa especifica com base na massa fresca de discos foliares retirados
na parte apical da folha pode ser utilizada para distinguir os diploides dos
poliploides em bananeira.

A anatomia da folha especificamente, o tamanho e quantidade dos
estbmatos, podem ser usados para distinguir diploides de tetraploides em
trabalhos de melhoramento por duplicagdo de cromossomos.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA TURGESCENCIA FOLIAR DE ACESSOS DE BANANEIRA COM
DIFERENTES PLOIDIAS'

'Artigo submetido ao comité editorial do periédico Ciéncia Rural.
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Co-orientador: Janay de Almeida dos Santos-Serejo

Co-orientador: Edson Perito Amorim

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a turgescéncia celular das folhas dos
gendtipos diploides (Calcutta e Lidi), triploides (Grande Naine e Williams) e
tetraploides (Bucanero e Calypso) de bananeira usando o aparelho Wiltmeter®,
com leitura direta na planta e por meio de discos foliares e relacionar esta
caracteristica com o nivel de ploidia. Pelo método de leitura direta utilizou-se
quatro plantas de cada genotipo, sendo feita as medicées na segunda folha de
cada planta. As leituras foram realizadas em trés horarios diferentes (6:30 h,
12:00 h e 16:30 h). Pelo método com discos coletou-se a segunda folha das
plantas para a retirada dos discos foliares que foram utilizados para as analises
da pressdao de turgescéncia e conteudo relativo de agua. Na pressao de
turgescéncia realizada diretamente nas plantas as maiores médias foram obtidas
no triploide Williams (153,06 kPa) e no tetraploide Bucanero (137,91 kPa) e os
diploides Lidi e Calcutta apresentaram os potenciais mais baixos (75,87 kPa e
83,99 kPa, respectivamente). Em relacdo aos horarios das medicbes da pressao
de turgescéncia a maior média foi encontrada as 6:30 h da manha. A pressao de
turgescéncia e o conteudo relativo de agua analisados com discos foliares nao
apresentaram diferencas entre os genétipos avaliados. Assim, pode-se concluir
que a pressao de turgescéncia s6 pode ser usada para distinguir diploides dos
poliploides, quando obtida diretamente na planta pelo aparelho Wiltmeter® e em
leituras realizadas as 6:30 h da manha.

Palavras chave: Wiltmeter®, pressdo de turgescéncia, Musa sp.
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EVALUATION OF LEAF TURGOR IN BANANA ACCESSIONS WITH
DIFFERENT PLOIDY LEVELS

Author: Manuela Ramos da Silva
Advisor: Sebastiao de Oliveira e Silva
Co-advisor: Janay de Almeida dos Santos-Serejo

Co-advisor: Edson Perito Amorim

This work aimed to evaluate the cell turgor of leaves from the di, tri and tetraploid
banana genotypes using the Wiltmeter® equipment, with direct reading on the
plant and by leaf discs, and relate this characteristic with the ploidy level. By the
direct reading method, four plants of each genotype were used, whereas the
readings were carried out directly in the second leaf of each plant. The readings
were carried out in three different time periods (6:30 a.m., 12:00 p.m. and 16:30
p.m.). For the other method, the second leaf was collected for taking out leaf discs
which were used for the analysis of turgor pressure and relative water content. As
to the turgor pressure obtained directly on the plants, the highest averages were
obtained for the Williams triploid (153.06 kPa) and the Bucanero tetraploid
(137.91 kPa ) and the Lidi and Calcutta diploids presented lower potentials (75.87
kPa and 83.99 kPa, respectively). In regard to the time periods of the
measurement of the turgor pressure, the highest average was for 6.30 p.m. The
turgor pressure and relative water content analyzed with the leaf discs did not
present differences among the genotypes evaluated. Therefore, it can be
concluded that the turgor pressure may only be used to distinguish diploids from
polyploids, when obtained directly in the plant using the Wiltmeter equipment in
readings carried out at 6:30 a.m.

Key words: Wiltmeter, turgor pressure, Musa sp.
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1 INTRODUCAO

O método de melhoramento mais utilizado em bananeira € o convencional
mediante o cruzamento de diploides pré-melhorados AA (genitor masculino) com
triploides comerciais e consequente geracdo de hibridos tetraploides. Contudo,
esse método ndo tem alcangado sucesso na geracdo de novas cultivares do
Subgrupo Cavendish, devido a esterilidade observada nesses genoétipos (BAKRY
et al., 2007).

As dificuldades da hibridagcdo na maioria das variedades tém levado ao
desenvolvimento de novas técnicas de melhoramento de bananeira para a criacao
de cultivares resistentes as doencas, as quais complementam e dao suporte as
atividades convencionais. As técnicas baseadas na biotecnologia, a exemplo da
duplicacéo do nimero de cromossomos in vitro, assume grande importancia para
complementar as atividades convencionais do melhoramento genético de
cultivares estéreis de bananeira.

A duplicagdo cromossOmica de diploides permite produzir plantas
autotetraploides férteis que ao cruzar com diploides melhorados geram triploides
secundarios, podendo, assim, introduzir resisténcia a pragas nos hibridos gerados
e outras caracteristicas desejaveis (SILVA et al., 2002; BAKRY et al., 2007; SILVA
et al., 2011).

No entanto, em trabalhos dessa natureza, ha grande necessidade de
identificar rapidamente os autotetraploides, pois essa técnica pode gerar um
grande numero de plantas com diferentes ploidias. Para isso, faz-se necessario o
uso de métodos diretos (contagem de cromossomos e citometria de fluxo)
(GUERRA, 1989; VILLA, 1995) e indiretos (caracterizacdo anatbmica, como
didmetro do grdo de pdlen, nimero e tamanho de cloroplastideos, tamanho de
células) (VILLA, 1995; MAGALLANES et al., 1996; SOUZA & QUEIROZ, 2004)
para estimar a ploidia das plantas duplicadas.

Além dos métodos indiretos jA mencionados, a turgescéncia celular das
folhas pode também ser empregada para diferenciar diploide de poliploide, uma
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vez que, os individuos com maior ploidia normalmente apresentam células mais
turgidas (BAKRY et al., 2009). Segundo Calbo et al. (2010) as medidas do
potencial de turgor de folhas podem ser facilmente obtidas, com o0 uso de um
aparelho denominado Wiltmeter® (Figura 1A) que foi desenvolvido pela Embrapa
Instrumentacao Agropecuaria (CALBO & NERY, 1995).

O Wiltmeter® é um tipo de aplanador que serve para medir a firmeza
dependente da turgescéncia celular de folhas e de segmentos planares de
orgaos, como por exemplo, de hortalicas e flores (CALBO et al., 2008). Esse
equipamento é portatil e de facil uso, pois faz medidas objetivas diretamente na
planta, utilizando discos foliares, podendo ser realizada durante toda vida da
planta. Segundo Dutra et al. (2011) as medidas realizadas por esse equipamento
em células do mesofilo possibilitam estudos sobre efeito de luz, temperatura e
transpiracao, além da possibilidade de ser utilizado na avaliacdo do estado hidrico
e em manejo de irrigacao.

Além do potencial de turgor pelo aparelho Wiltmeter®, muitos consideram
que o conteudo relativo de agua seja mais bem correlacionado com os fatores
fisioldgicos das plantas, por apresentar forte relacdo com volume celular,
relevante no metabolismo de plantas sob o déficit hidrico (JHONES, 1992),
entretanto, problemas metodolégicos na determinacdo deste parametro, como
determinacdo da massa turgida e interferéncia da respiracéo e fotossintese no
ganho ou perda de massa do tecido tem dificultado a sensibilidade do indice e
sua aplicagdao (DUTRA et al., 2011).

O conteudo relativo de agua pode ser estimado com precisdao usando a
relacdo entre a diferenca de peso fresco e seco com a diferenca de peso turgido e
seco, denominando peso relativo dos tecidos (SMART & BINGHAM, 1974). O uso
de metodologia com hidratacao rapida de tecido foliar tem eliminado a fonte de
erro na determinacao do conteudo relativo de agua e a alta correlagcdo dessa
caracteristica com o potencial de agua, possibilita estima-lo adequadamente
(CALBO et. al., 2010).

Assim, este trabalho visou avaliar a turgescéncia celular das folhas dos
gendtipos di, tri e tetraploides de bananeira usando o aparelho Wiltmeter®, com
leituras diretas na planta e em de discos foliares e relacionar o conteido de agua
com o nivel de ploidia.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas plantas jovens de bananeira dos gendtipos diploides AA
(Lidi e Calcutta), triploides AAA (Williams e Grande Naine) e tetraploides AAAA
(Bucanero e Calypso) desenvolvidas em vasos plasticos contendo cinco litros de
substrato vegetal constituido por terra e esterco de gado, em casa de vegetacao
em ambiente monitorado (Tabela 1).

Tabela 1. Temperatura média (Tmed) e umidade relativa (UR) da casa de
vegetacao referente ao periodo da realizacdo dos experimentos de turgescéncia
foliar.Cruz das Almas, BA. 2011.

Periodo Tmed (°C) UR (%)
03/10/2011 30,25 55,10
04/10/2011 30,10 57,30
05/10/2011 27,28 66,54
06/10/2011 28,77 61,50
07/10/2011 28,74 58,11

Turgescéncia foliar por leitura direta

A pressao de turgescéncia foi medida na casa de vegetacdo usando o
aparelho Wiltmeter® (Figura 1A) por meio do método de leitura direta, seguindo a
metodologia de CALBO et al. (2008). Foi utilizada a segunda folha de quatro
plantas de cada genétipo (Figura 1B e C) e as leituras foram realizadas em trés
horarios (6:30 h, 12:00 h e 16:30 h), durante cinco dias consecutivos.
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Figura 1. Aparelho Wiltmeter® (A) medindo a turgescéncia celular das folhas
diretamente nas plantas de bananeira (B e C).

Para evitar variagdo nas leituras da turgescéncia das plantas em
decorréncia de irrigacao irregular, dez dias antes das avaliagcbes iniciou-se uma
irrigacdo manual colocando 200 mL de agua em cada planta, sempre no final da
tarde. Esse procedimento continuou a ser realizado durante todo o periodo do
estudo.

A calibracdo do aparelho foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por CALBO et al. (2010) antes e durante os dias de leitura nos trés
horarios diferentes com a finalidade de corrigir possiveis desvios do fator
Wiltmeter (w). Sua realizacdo € necessaria para obtencao do fator de correcao o
valor “w” que corrige a pressao lida no aparelho para a pressao de turgescéncia
(Ptu), sendo Ptu = Pa x w, onde Pa é a presséo lida no aparelho.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 6 (genétipos) x 3 (horarios) com cinco repeticbes e quatro plantas por
unidade experimental. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias dos gendétipos e dos horarios comparadas pelos testes de Scott-Knott e
Tukey, respectivamente, a 5% de probabilidade usando-se o programa estatistico
Sisvar (FERREIRA, 2003).

Turgescéncia foliar e conteudo relativo de agua usando discos foliares

Nesse estudo foram utilizadas cinco plantas dos gendtipos avaliados que
foram mantidas em casa de vegetagao, onde a irrigacao foi feita de forma manual
colocando 200 mL de agua por planta, sempre no final da tarde.
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A segunda folha de cada planta dos acessos foi coletada, armazenada em
caixas de isopor com gelo, e levada ao laboratério para a retirada dos discos
foliares, que foram utilizados para as andlises de turgescéncia foliar e contetdo
relativo de agua.

As medidas da pressao de turgescéncia dos discos foliares foram obtidas
utilizando o aparelho Wiltmeter®. Ja o contelido relativo de &gua foi calculado
através da relacao entre a diferenca do peso fresco e seco e a diferenga do peso
turgido e seco dos discos foliares multiplicado por 100. O peso turgido dos discos
foliares foi obtido por hidratacdo rapida, com remocgcdo do excesso de agua da
superficie dos tecidos e o peso seco dos discos obtido em estufa de ar forcado, a
60°C por um periodo de 24 horas.

A hidratacédo dos tecidos foliares foi realizada de acordo a metodologia de
CALBO & FERREIRA (2011) com algumas adaptacdes, no qual os discos foliares
com aproximadamente 4 cm? sem nervuras, foram colocados em camara de
pressdao contendo agua destilada (Figura 2), submersas através de um peso e
submetidas a uma pressdo de uma atmosfera por meio de um compressor de ar
(bomba a vacuo) por 3 minutos, e em seguida esperou-se por 15 minutos para

ocupacgao dos espacos intracelulares.

Figura 2. Hidratagcdo dos tecidos foliares: coleta dos discos foliares (A) e
hidratacao dos discos foliares em camera de pressao acoplada a bomba a vacuo

(B).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos (gendtipos) e cinco repeticdes de quatro discos foliares. Os dados

foram avaliados estatisticamente mediante a anélise de variancia, comparando-se
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a média da variavel pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade usando-se o
programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2003).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Turgescéncia foliar por leitura direta

Na avaliacdo do potencial de turgescéncia das células das folhas dos
gendtipos em trés horarios, a interacao (genoétipos x horario) néo foi significativa.
Contudo, houve significancia nos fatores isolados.

Entre os genoétipos as maiores médias da pressao de turgescéncia foram
obtidas no triploide Williams (153,06 kPa), que pertence ao mesmo grupamento
do tetraploide Bucanero (137,91 kPa). Os acessos AAA Grande Naine e AAAA
Calypso, do segundo grupo apresentaram valores de quilo Pascal (kPa)
intermediario (118,97 e 109,54), respectivamente. No Ultimo grupo, com menores
valores de kPa foram classificados os diploides Lidi (75,87) e Calcutta (83,99)
(Figura 3). O Wiltmeter® foi usado para determinar a turgescéncia foliar no
trabalho com a variedade de mamoeiro Sunrise conduzido por DUTRA et al.
(2011), que encontraram valores de turgescéncia entre 80 e 160 kPa,
semelhantes ao desse estudo. No entanto, os objetivos desses trabalhos foram
completamente diferentes. Em DUTRA et al. (2011) buscou-se estimar o conteudo
relativo de agua por meio de medicdes de potencial turgor obtidos com Wiltmeter®
em folhas de mamoeiro, ja o presente estudo, teve como objetivo relacionar a
turgescéncia foliar com a ploidia dos genoétipos de bananeira. Vale ressaltar que

esse é o primeiro estudo dessa natureza usando o Wiltmeter®.
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Figura 3. Média do potencial de turgor (kPa) obtida diretamente nas plantas dos
gendtipos de bananeira com diferentes ploidias utilizando o aparelho Wiltmeter®.
*Médias seguidas da mesma letra nao diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. CV (%) = 31,99.

As leituras de turgescéncia foliar foram realizadas as 6:30 h, 12:00 h e
16:30 h e a escolha dos horarios foi baseado nos fatores fisioldgicos
(temperatura, luminosidade e irradiancia solar) que afetam a abertura e o
fechamento estomatico. Para o fator horario, a média da pressao de turgescéncia
nas folhas obtida as 6:30 h da manha (127,38 kPa) foi estatisticamente superior
as obtidas nos outros horarios para todos genotipos avaliados (Figura 4). Pela
manha, os tecidos estdo mais turgidos, particularmente no parénquima
clorofiliano, clorénquima e nas células epidérmicas que sdao as mensuradas com o
Wiltmeter®. Sob a luz do sol as células-guardas de folhas turgidas se abrem e
facilitam a transpiracdo. Ao longo do dia com os estbmatos abertos ocorre
transpiracdo e o potencial ou pressdao de turgescéncia das folhas diminui
(PIMENTA, 2004) (Figura 4). Consequentemente o Wiltmeter® é um aparelho
interessante para acompanhar a variagdo da pressao de turgescéncia das folhas
(Figura 3), que na bananeira € particularmente util tendo-se em vista que a
pressao de turgescéncia no inicio da manha foi significativamente menor nos

genotipos diploides do que nos gendtipos poliploides.
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Figura 4. Média do potencial de turgor (kPa) obtida diretamente nas plantas dos
gendtipos de bananeira medidas pelo aparelho Wiltmeter® em diferentes horarios.
*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. CV (%) = 31,99.

Assim, verifica-se que o uso da pressao de turgescéncia possa ser usado
para distinguir diploides de poliploides em trabalho de melhoramento por
duplicacdo de cromossomos, onde se necessita avaliar rapidamente a ploidia de
um grande numero de individuos.

Turgescéncia foliar e conteudo relativo de agua em discos foliares

As médias das variaveis, pressao de turgescéncia e conteudo relativo de
agua obtidas em discos foliares dos diferentes genoétipos, ndao apresentaram
diferenca significativa, embora variaram respectivamente, entre 84,54 kPa
(Williams) e 107,12 kPa (Grande Naine) e entre 76,09% (Calcutta) e 81,19%
(Grande Naine) (Tabela 2). A falta de diferengas significativas relativas as folhas
de bananeira destacadas e levadas a laboratério, quanto a pressao de
turgescéncia e quanto ao teor relativo de agua, pode ter sido causada pelo fato
das folhas de bananeira terem sido levadas para laboratério em caixas de isopor
com gelo. J&4 que a bananeira é uma espécie sabidamente sensivel ao frio e essa
injuria causa perda de semi-permeabilidade das membranas, vazamento de
solutos e perda de turgescéncia celular (LYONS, 1973). Este efeito possivelmente
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causou rapida perda de turgescéncia e diminuiu a capacidade de hidratacdo das
células que é necessario nas medicdes de teor relativo de agua.

Tabela 2. Potencial de turgor (kPa) e do conteudo relativo de agua (%) para as
medicoes dos discos foliares dos gendtipos de bananeira com diferentes ploidias.

Potencial de Turgor Conteudo Relativo de Agua
Geénotipos (KPa) (%)

Calcutta 88,99 a* 76,09 a
Lidi 94,41 a 78,25 a
Williams 84,55 a 78,45 a
Grande Naine 107,12 a 81,19 a
Bucanero 102,98 a 79,09 a
Calypso 101,59 a 80,19 a

CV% 13,65 20,06

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nado diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Diante dos resultados desses experimentos, verifica-se que somente as
medicoes do potencial turgescéncia realizadas diretamente na planta com o
aparelho Wiltmeter® pode ser usada para estimar a ploidia das plantas duplicadas
pelos agentes antimitéticos. Assim, o Wiltmeter®, um aparelho portatil e de facil
uso na medicdo da pressao de turgescéncia das folhas, poderd ser usado de
maneira indicativa na pré-selecao de poliploides durante a fase de aclimatizacao
das plantas, em trabalhos de melhoramento para duplicacdo de cromossomos.

CONCLUSAO

A pressao de turgescéncia pode ser usada para estimar os diploides dos
poliploides de bananeira, por meio de medidas realizadas diretamente na planta
pelo aparelho Wiltmeter® nas primeiras horas da manha.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O método de melhoramento mais utilizado em bananeira € o convencional
mediante o cruzamento de diploides pré-melhorados AA (genitor masculino) com
triploides comerciais e consequente geracdo de hibridos tetraploides. Na
Embrapa, onde se emprega os triploides AAB, do tipo Prata e Maca, a técnica é
usada desde 1982 com relativo sucesso. A hibridagdo, no entanto, nem sempre
pode ser utilizada, uma vez que muitos triploides, como as cultivares Cavendish
nao produzem sementes. Neste caso, podem ser empregadas técnicas de
biotecnologia, como a duplicacdo de cromossomos, para contornar os problemas
de esterilidade.

Nos trabalhos de inducao de poliploides, a partir de diploides de bananeira,
sdo gerados muitos individuos com diferentes niveis de ploidia (diploides,
tetrapléides e mixoploides), que precisam ser identificados para permitir a selegéo
dos tetraploides, que serdo usados nas préximas etapas do melhoramento para
geragédo dos triploides secundarios. A ploidia de um acesso pode ser estabelecida
com seguranca mediante a contagem do numero de Cromossomos, Processo
trabalhoso e muito demorado.

A estimativa do nuimero de cromossomos pode ser feita por métodos
diretos como o uso de citometria de fluxo e indiretos como aqueles que se
baseiam nas caracteristicas anatdbmicas das folhas. Considerando que em
bananeira, os poliploides normalmente apresentam folhas mais tlrgidas e arcadas
e com limbo mais espesso, do que os diploides espera-se que tais caracteristicas
possam ser usadas para estimar a ploidia.

No presente estudo, foram sugeridos dois métodos praticos (indiretos) de
estimar ploidia em bananeira. O primeiro, onde se usou a massa especifica
(espessura foliar) de discos foliares e 0 segundo baseado na turgescéncia da
folha.

Conforme os resultados apresentados, ambos os métodos podem ser
empregados para estimar a ploidia em bananeira e, salvo as restrigbes
mencionadas, sdo adequados para distinguir diploides de tetraploides, atividade
muito demandada no melhoramento genético da bananeira por duplicagéo.
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Anexo 1. Resumo da analise de varidncia com o teste F, coeficiente de variacao
e média geral para massa fresca e seca dos discos foliares de bananeira. Cruz
das Almas, 2011.

QM
FV GL
Massa Fresca Massa Seca
(mg) (mg)

Gendtipo (G) 5 0.066618™* 0.000559**
N.2 de Folha (NF) 2 0.003100** 0.000274**
Posicao do Furo na Folha (PFF) 2 0.055215** 0.000073"
Posicédo da Lamina na Folha (PLF) 1 0.011010** 0.000356**
G *NF 10 0.000186" 0.000079**
G * PFF 10 0.000839** 0.000010™
G* PLF 5 0.00033™ 0.000006"™
NF * PLF 2 0.000037"™ 0.000025™
NF * PFF 4 0.000060™ 0.000003™
PFF * PLF 2 0.000083™ 0.000019"
G * NF * PFF 20 0.000068"™ 0.000019"™
G *NF * PLF 10 0.000093™ 0.00001"
G * PFF* PLF 10 0.000054"™ 0.000010"™
NF * PFF* PLF 4 0.000029™ 0.000004"
G * NF * PFF* PLF 20 0.000035™ 0.000012"
Erro 342 0.000166" 0.000031™
CV (%) 5.72 14,35
Média Geral 0.225334 0.0387004

" n&o significativo e ** significativo a 1%, pelo teste de F.



