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CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA E CITOGENETICA DE
BANANEIRAS AUTOTETRAPLOIDES OBTIDAS MEDIANTE
DUPLICACAO DE CROMOSSOMOS

Autora: Cicera Maria do Amaral
Orientadora: Profa. Dra. Janay Almeida dos Santos-Serejo

Coorientador: Dr. Sebastido de Oliveira e Silva

Resumo: A duplicacdo in vitro do numero de cromossomos constitui uma
importante ferramenta para complementar as atividades convencionais de
melhoramento genético da bananeira mediante a producédo de autotetraploides,
0S quais serdo utilizados em cruzamento com diploides melhorados para a
geracdo de triploides secundarios. O presente estudo teve por objetivos
caracterizar morfoagronomicamente plantas de bananeira ‘Ouro’ e ‘Lidi’ oriundas
de tratamentos para inducdo da duplicacdo dos cromossomos e investigar o
comportamento meidtico e a fertilidade do pélen dos autotetraploides de ‘Lidi’. Os
autotetraploides de ‘Lidi’ foram afetados pelo efeito da dosagem alélica, com
aumento significativo em caracteres de interesse ao melhoramento quando
comparado aos seus diploides originais, incluindo a resisténcia a Sigatoka
amarela. Na caracterizacao citogenética as anormalidades variariam de 23.9% a
35,0% nos meidcitos dos diploides originais de Lidi e de 31,0% a 47,2% em seus
autotetraploides, com maior concentracdo de anormalidades na metafase |. As
anormalidades mais comuns em todos 0s genétipos analisados com diferentes
ploidias foram aquelas relacionados a ascensao precoce e segregacao irregular
de cromossomos que leva a formacdo de gametas desequilibrados. Embora
tenham apresentado anormalidades meioticas, os autotetraploides de Lidi
demonstraram boa fertilidade de polen e, portanto, podem ser utilizados como
parentais masculinos. Fertilidade feminina também foi detectada, pois as plantas
produziram sementes, que variou de uma a trés por planta, indicando que podem

também, ser empregados como parentais femininos.

Palavras-chave: Musa spp., melhoramento genético, duplicacdo de cromossomos.



MORPHOAGRONOMIC AND CYTOGENETICS CHARACTERIZATION OF
AUTOTETRAPLOIDS BANANA OBTAINED BY CHROMOSOME
DUPLICATION

Author: Cicera Maria do Amaral
Adviser: Profa. Dra. Janay Almeida dos Santos-Serejo

Co-Adviserr: Dr. Sebastido de Oliveira e Silva

Abstract: In vitro duplication of the chromosome number is an important tool to
complement conventional activities in banana genetic breeding by autotetraploid
production which to be used in crosses with improved diploids for developing
secondary triploids. The present work aim to characterize morphologically ‘Ouro’
and ‘Lidi’ plants bananas from chromosome doubling and investigate the meiotic
behavior and fertility of pollen grains of autotetraploids of ‘Lidi’. The autotetraploids
from ‘Lidi’ were affected by allelic dosage, with significant increase in interesting
traits for breeding when compared to their original diploids, including resistance to
yellow Sigatoka. For the cytogenetic characterization the abnormalities varied
from 23,9% to 35,0% in the meiocytes of the original Lidi diploids and of 31,0% to
47,2% in their autotetraploids with greater concentration of abnormalities in
metaphase I. The most common abnormalities in all genotypes analyzed with
different ploidy levels were those related to early rise and irregular segregation of
chromosomes leading to the formation of unbalanced gametes. Although the Lidi
autotetraploids presented meiotic abnormalities, they showed good pollen fertility
and therefore may be used as male parents. Female fertility was also detected
since plants produced seeds which varied from one to three per plant, indicating

that may be used as female parents.

Keywords: Musa spp., genetic breeding, chromosome doubling



INTRODUCAO

A cultura da bananeira tem grande importancia econémica e social no
mundo, bem como no agronegdcio brasileiro, pois se constitui parte importante
da renda dos pequenos produtores e da alimentacdo das mais diversas
camadas da populacdo. Consumida quase que totalmente na forma in natura, a
banana se destaca ndo sé pelo seu valor nutritivo, mas também pelo baixo
custo e sabor agradavel. A fruta pode ser consumida in natura ou ser utilizada
na preparacao de pratos culinarios, banana chips e outros produtos industriais,
além do uso medicinal. A bananeira pode ser ornamental e sua fibra usada na
confeccgao de artigos de decoracao.

A producdo mundial de banana é estimada em 106,5 milhdes de
toneladas, sendo o Brasil o quinto maior produtor, tendo produzido 7,3 milhdes
de toneladas em 2011, em uma area aproximada de 503 mil hectares. A
produtividade brasileira (14,56 t/ha) € muito baixa quando comparada com a do
mundo (20,66 t/ha) e com a da india (36,32 t/ha), maior produtor mundial (FAO,
2013).

Entre os problemas que impedem a obtencdo de altos rendimentos na
bananicultura estdo as sigatokas amarela e negra, e o mal-do-Panama,
principais doencgas que causam perdas significativas na producédo. As cultivares
mais conhecidas (Prata, Pacovan, Maca, Grande Naine e Terra) sdo muito
suscetiveis a Sigatoka-negra e, a excecado da ‘Terra’ e ‘Macad’, sdo também
suscetiveis a Sigatoka-amarela. Com relacdo ao mal-do-Panama, as cultivares
Grande Naine e Terra, sdo resistentes, a ‘Macd’ é altamente suscetivel e as
demais cultivares sdo medianamente suscetiveis (SILVA et al.,, 2002). As
sigatoka amarela e negra, ou ainda o mal-do-Panama, podem causar perdas
na producdo de até 100%, a depender da cultivar e ou condi¢des de cultivo.
Uma das estratégias para a solucdo dos problemas mencionados é a criagdo

de novas variedades por meio do melhoramento genético.



Esterilidade em cultivares de bananeira

As bananeiras (Musa spp. L.) sdo herbaceas perenes, pertencentes a
classe Monocotyledonae, ordem Scitaminales, familia Musaceae. O género
Musa esta divido em quatro subgéneros ou sec¢des: (Eu)musa e Rhodochlamys
(2n = 22), Callimusa e Australimusa (2n = 20), sendo o subgénero (Eu)musa o
mais importante, pois € formado pelo maior nimero de espécies do género,
apresenta ampla distribuicdo geografica e abrange as espécies de bananas
comestiveis (SIMMONDS; SHEPHERD, 1955; SIMMONDS, 1973).

A maioria do germoplasma de banana originou-se no Continente
Asiatico. Outros centros secundarios ocorrem na Africa Oriental, em algumas
ilhas do Pacifico, além de um importante centro de diversidade genética na
Africa Ocidental (CHAMPION, 1967). As cultivares encontradas nestas regides
evoluiram de espécies selvagens e apresentam trés niveis cromossoémicos
distintos, diploides (2x), triploides (3x) e tetraploides (4x), respectivamente com
22, 33 e 44 cromossomos, todos multiplos do numero basico (n=11), sendo
possivel se constatar por meio de cruzamentos experimentais que as
bananeiras triploides se originaram a partir de diploides, bem como os
tetraploides a partir dos triploides (DODDS, 1943; SHEPHERD, 1984).

HibridagGes intra e interespecificas entre M. acuminata Colla (genoma A,
2n=2x=22) e M. balbisiana Colla (genoma B, 2n=2x=22), deram origem a maior
parte dos gendtipos cultivados e de interesse comercial, de forma que as
plantas geradas destes cruzamentos apresentam caracteristicas das duas
espécies (SIMMONDS; SHEPHERD, 1955). Estudos realizados por estes
autores propuseram um sistema de classificacdo das cultivares de banana
aceita no mundo todo, o qual permitiu agrupar as cultivares a seus respectivos
grupos gendmicos: diploides AA, AB e BB; triploides AAA, AAB, ABB e BBB; e
tetraploides AAAA, AAAB, AABB e ABBB. Além da definicho dos grupos
gendmicos, foi estabelecido o uso do termo ‘subgrupo’, para denominar um
conjunto de cultivares proveniente de mutacdes de uma Unica cultivar original
(SIMMONDS, 1973), a exemplo, o grupo AAA, subgrupo Cavendish e grupo
AAB, subgrupos Prata e Terra, no Brasil.

Duas importantes alteracdes determinaram a domesticacdo da
bananeira. A ocorréncia de partenocarpia por mutagdo em M. acuminata

seguida da acumulacdo de esterilidade. Estas duas caracteristicas foram



selecionadas pelo homem, dando origem a cultivares estéreis e a producao de
frutos comestiveis. No que diz respeito a espécie M. balbisiana quanto a
partenocarpia, sua participacdo € questiondvel, pois ndo sdo conhecidas
cultivares partenocarpicas com genoma BB ou BBB (SIMMONDS;
SHEPHERD, 1955; CARREL et al., 1994).

Um dos fatores que poderia explicar o surgimento da esterilidade,
provavelmente esta relacionado a origem dos diploides cultivados que em sua
maioria sdo hibridos entre subespécies distintas de M. acuminata com
diferencas estruturais de seu genoma (PERRIER et al, 2009). A
heterozigosidade estrutural surge a partir de rearranjos cromossOmicos
estruturais (duplicacbes, delegbes, translocagbes e inversbes) em um dos
cromossomos homoélogos. Os rearranjos cromossomicos estruturais podem
afetar tanto o gameta masculino como o feminino (SHEPHERD, 1999).

Andlises de células em meiose demonstraram que hibridos dentro de
uma mesma subespécie ndo mostravam heterozigosidade estrutural, isto €, 0s
cromossomos homoélogos apresentavam pareamento regular (11 bivalentes).
No entanto, hibridos entre subespécies apresentavam heterozigosidade
estrutural, com pareamento incorreto (SHEPHERD, 1999). Essa
heterozigosidade estrutural pode causar irregularidades meiéticas, levando a
quebras e perdas de fragmentos cromossdémicos, sendo, portanto, um fator
importante para causar esterilidade total ou parcial, tanto masculina como
feminina (PERRIER et al., 2009).

Outras possiveis causas de esterilidade em Musa séo ditas como sendo
provenientes da ocorréncia de translocacdo cromossdmica e anomalias na
meiose, como assinapse e aborto de sacos embrionarios (SHEPHERD et al.,
1987; SILVA et al., 2001; FORTESCUE; TURNER, 2005).

O complexo Musa acuminata foi dividido em sete grupos de
translocacdo. O grupo de transloca¢gfes mais amplamente distribuido em M.
acuminata e outras espécies de Musa foi designado Northern Malayan (NM).
Os demais grupos foram definidos com base no pareamento cromossémico
durante a meiose. Dentro de cada grupo, 0s acessos selvagens apresentam a
mesma estrutura cromossOmica e sao homozigotos para a estrutura, em

contraste com a maioria dos acessos cultivados (SHEPHERD, 1999).



Os clones partenocarpicos diploides, triploides e tetraploides apresentam
alta heterozigosidade estrutural para uma ou mais translocacdes ou inversoes,
enquanto gue espécies selvagens e subespécies que produzem sementes ndo
apresentam nenhuma heterozigosidade estrutural e tem pareamento
cromossOmico regular com a formacdo de 11 bivalentes (DODDS, 1943;
DODDS; SIMMONDS, 1948; FAURE et al., 1993; SHEPHERD, 1999; WILSON,
1946a). Irregularidades meidticas, como a presenca de univalentes, pontes na
anafase e de micrécitos no final da telofase, entre outras, influenciam a
fertilidade de pdlen em Musa, mediante a formacdo de gametas
desbalanceados.

Estudos do comportamento meidtico em espécies selvagens (AA e BB) e
cultivares diploides e triploides (AA, AAA, AAB , ABB e BBB) revelaram que
maioria das bananeiras selvagens mostrou sinapses normais com alta
frequéncia de células com 11 bivalentes. Por outro lado, as bananas cultivadas
exibiram muitas variacdes nas associa¢cdes cromossdmicas na metéafase |.
Cultivares com genoma AA apresentaram mais univalentes do que as espécies
selvagens, com o mesmo genoma AA (THONNALAK et al., 2010).

Em alguns casos foi constado que a esterilidade ndo era de origem
genética direta, mas uma consequéncia de condi¢des particulares, talvez de
natureza hormonal, como deficiéncia do crescimento do tubo polinico nos
estigmas e estiletes, ou mesmo defeito na fusdo dos nucleos (DODDS, 1943),
além do necrosamento prematuro na regido do nectario da flor feminina, que
impede a passagem do tubo polinico (SHEPHERD et al., 1986; SHEPHERD et
al., 1987; SILVA et. al., 2001; FORTESCUE; TURNER, 2005; SOARES 2011).
A escolha adequada dos genitores e ou 0 uso de tecnologias nao

convencionais de melhoramento sao alternativas para contornar este problema.

Melhoramento genético da bananeira

O melhoramento da bananeira por meio de cruzamentos é dificultado
pela esterilidade constatada em alguns diploides e triploides e a falta de
conhecimento do tipo de heranca da resisténcia a estresses bibticos.

Os primeiros trabalhos de pesquisa na area de melhoramento genético
da bananeira ocorreram em 1922 em Trinidad e em 1924 na Jamaica, quando

a murcha do Fusarium dizimou as plantacdes de ‘Gros Michel’ na América



Central e Jamaica. O objetivo desses dois programas era produzir um hibrido
de ‘Gros Michel’ resistente a esse patdgeno. No inicio da década de 30, foi
obtido o primeiro hibrido tetraploide resistente ao Fusarium e a Sigatoka, a
partir do cruzamento da cultivar triploide Gros Michel e a espécie selvagem
diploide M. acuminata malaccensis (SHEPHERD, 1992).

Desde entdo, iniciaram-se programas de melhoramento em varios
paises, objetivando a producéo de plantas com resisténcia a pragas e doencas
e melhoraria na qualidade de frutos. Atualmente, ha cinco grandes programas
empenhados na geracdo de novas tecnologias, aperfeicoamento e sintese de
novos genotipos.

O IITA (International Institute of Tropical Agriculture), na Nigéria, desde
sua criacdo em 1980, tem desenvolvido hibridos de platanos e banana como
os da série TMPx (platanos), TMBx (banana) e triploides secundarios (TM3x). A
FHIA (Fundacion Hondurena de Investigation Agricola), fundada em 1984,
gerou uma série de hibridos poliploides tolerantes ou resistentes a Sigatoka
negra e ao Mal-do-Panama, a exemplo, as cultivares FHIA-01, FHIA-02 e FHIA
18 para consumo in natura e FHIA-21 e FHIA-22 para serem consumidas
cozidas ou fritas. Além desses, existem os programas da india (Tamil Nadu
Agricultural University) e do CIRAD (Centre de Coopération Internacionale em
Recherche Agronomique pour le Développment), que atua na Franca,
Guadalupe, Camarbes e Martinica (TEZENAS DU MONTCEL et al.,, 1994,
BAKRY et al., 2009).

No Brasil, o programa de melhoramento genético da bananeira foi
iniciado em 1982, na Embrapa Mandioca e Fruticultura, atuando principalmente
no melhoramento de diploides (AA), e posterior cruzamento destes com
triploides AAB, do tipo Prata e Macga, gerando tetraploides AAAB. Essa
estratégia é utilizada até os dias atuais, com relativo sucesso, para a geracao
de variedades produtivas, resistentes a doencas, pragas e nematoides, com
reducdo do porte da planta e ciclo da cultura, e manutencdo do sabor dos
frutos semelhante ao das cultivares Prata e ou Macad (SHEPHERD, 1987,
SILVA et al.,, 2001; AMORIM et al., 2012; AMORIM et al.,, 2013; ). Os
tetraploides produzidos, embora resistentes a doencas, apresentam alguns
problemas como polpa flacida, despencamento, menor tempo de prateleira e

firmeza do fruto reduzida (SILVA et al., 2002). Para minimizar estes problemas,



mais recentemente foi adotada a estratégia de realizar cruzamentos entre
tetraploides do grupo genémico AAAB com diploides AA, gerando triploides
AAA ou AAB (; SILVA et al., 2011; AMORIM et al., 2013).

O sucesso de um programa de melhoramento depende da
compatibilidade entre os parentais e da producdo de um bom numero de
sementes. De maneira geral, embora as sementes de bananeira sejam
completas em termos de embrido, endosperma e tegumento, ndo germinam
devido a varias razbes (CHIN, 1996). Como o numero de sementes obtidas
mediante cruzamentos € geralmente baixo, e dificimente germinam no
substrato, o cultivo in vitro do embrido é vital. A cultura de embrido aumenta a
taxa de germinacdo em até dez vezes e ainda, possibilita o resgate de uma
quantidade maior de hibridos (VUYLSTEKE et al., 1990; SILVA et al., 1999;
ASIF et al., 2001; BAKRY, 2008; UMA et al., 2011).

Além do resgate de embrides, outras técnicas de cultura de tecidos tem
sido empregadas como ferramenta auxiliar no desenvolvimento de cultivares,
disponibilizando alternativas aos programas de melhoramento em suas
diferentes fases (SANTOS-SEREJO et al., 2006).

A micropropagacado ou propagacao clonal in vitro a partir do cultivo de
meristemas, inflorescéncias masculinas imaturas e outros explantes tem
aplicacdes importantes nos diferentes programas de melhoramento de
bananeira por permitir a multiplicacdo dos gendtipos selecionados e facilitar o
acesso as novas cultivares geradas (SANTOS-SEREJO et al., 2009).

Uma vez que as cultivares de banana sédo propagadas vegetativamente
e heterozigotas, e 0 sucesso em cruzamentos € limitado pelo elevado grau de
esterilidade, a inducdo de mutacdo € uma abordagem ideal para o
melhoramento genético da cultura. Diversos estudos tém sido realizados,
utilizando agentes mutagénicos fisicos ou quimicos (BHAGWAT; DUNCAN,
1998; JAIN, 2010; PESTANA et al., 2010; SANTOS-SEREJO et al., 2004a),
especialmente visando obtencdo de plantas com porte baixo ou resisténcia a
doencas.

Com o desenvolvimento de suspensdes celulares embriogénicas (COTE
et al, 1996) e alto rendimento de métodos de transformacgéo utilizando
Agrobacterium (PEREZ HERNANDEZ et al., 1999), a transformac&o genética

tornou-se uma ferramenta promissora para 0 melhoramento de bananeira,



visando principalmente conferir resisténcia a doencas sem alterar as
qualidades essenciais da cultivar (ACERETO-ESCOFFIE et al., 2005; SUNIL
KUMAR et al., 2005; VISHNEVETSKY et al., 2011; KOVACS et al., 2013 ).

A abordagem atual de transformacao genética, que é capaz de transferir
genes especificos de todas as fontes em espécies cultivadas, fornece uma
ferramenta poderosa para enriquecer o pool genético de cultivares comerciais.
No entanto, muitos caracteres de interesses sao multigénicos ou ainda nao
muito bem definidos. Com a recente divulgacdo do sequenciamento do genoma
de Musa (D’HONT et al., 2012), a identificacdo de genes de interesse ampliara
a possibilidade de obtencdo de bananeiras geneticamente modificadas com
genes oriundos do préprio género.

Partindo deste ponto de vista, hibridacdo somatica por fusdo de
protoplastos constitui uma estratégia alternativa promissora para o0
melhoramento da bananeira. Transferéncia de genes por meio de hibridac&o
somatica tem uma série de vantagens sobre engenharia genética: (1) nenhum
pré-requisito para a identificacdo dos genes; (2) capacidade de introduzir
caracteres quantitativos através da transferéncia de um grande numero de
genes; (3) transferéncia do genoma nuclear (YAN et al. 2004). Esta técnica
permite a introducdo de resisténcia/tolerancia a pragas e de outras
caracteristicas de interesse encontradas em bananas diploides (AA), nas
cultivares triploides, mediante processo assexual (MATSUMOTO et al., 2002;
MORAIS et al., 2004, WANG et al., 2009).

Outra tecnologia bastante promissora para o melhoramento da
bananeira é a inducdo de poliploidia. A duplicacdo de cromossomos de
cultivares diploides (AA) permite a obtencdo de triploides secundarios (AAA)
com frutos de qualidade e resistentes & doengcas mediante o cruzamento do
tetraploide com diploides (BAKRY et al., 2007).

A poliploidizacdo sexual explica a formacdo da maioria das espécies
poliploides e fornece meios para o0 melhoramento genético. A producéo natural
de gametas 2n em bananeiras diploides € rara (ORTIZ, 1997), sendo

necessario gerar individuos tetraploides que sejam doadores de gametas 2n.



Inducéao de poliploidia e suas aplicagcdes no melhoramento de bananeira

No melhoramento vegetal, a poliploidia € uma caracteristica desejada
pela sua associacdo com aumento do vigor, alteragdes na morfologia, aumento
da esterilidade triploide, maior tolerancia a estresses bidticos e restauracao da
fertilidade do hibrido.

A poliploidia tem consequéncias importantes para o tamanho da célula e
do ndcleo. Plantas poliploides tém tamanhos nuclear e celular maiores em
comparacao a plantas diploides (SUGIYAMA, 2005; JOVTCHEYV et al., 2006).
As possiveis consequéncias morfologicas da poliploidia incluem flores maiores
e com textura mais densa, atraso e ou prolongamento do florescimento e
aumento da relacdo de comprimento/largura e da espessura de folhas. Estas
caracteristicas séo influenciadas pela heterozigosidade, interacdes de genes,
efeitos de dose de genes e fendmenos epigenéticos (LEITCH; BENNETT,
1997; SUGIYAMA, 2005).

Em vista destes possiveis beneficios, a inducdo de poliploidizagéo
mediante 0 uso de agentes quimicos tem sido uma técnica utilizada no
melhoramento de muitas espécies de plantas, especialmente das ornamentais
(YEMETS; BLUME, 2008; TIWARI; MISHRA, 2012).

O programa de melhoramento da Embrapa tem utilizado a estratégia de
inducdo da duplicacdo de cromossomos para geracao de autotetraploides, ou
duplo-diploides, que podem ser utilizados como doadores de gametas 2n para
sintetizar novos hibridos triploides mediante cruzamentos com diploides
partenocarpicos (MOREIRA; SANTOS-SEREJO, 2004; SANTOS-SEREJO et
al., 2004b; COSTA et al., 2009a, 2009b).

A técnica de duplicacdo de cromossomos in vitro é baseada na
exposicdo de explantes (4pices caulinares e ou suspensfes de células
embriogénicas) a substancias antimitoticas, seguida de sucessivos subcultivos
para regeneracdo das plantas, determinacdo de ploidia e selecdo dos
autopoliploides estaveis.

Antimitoticos ou agentes poliploidizantes sdo substancias, em geral
sintéticas, que bloqueiam a divisdo celular na metéfase e induzem a duplicacao
no numero de cromossomos. Como exemplos de antimitéticos, citam-se a

colchicina (C22H2sNOs), um alcaldide extraido do célquico (Colchium



autumnale, Liliaceae); a orizalina (C12H18N4OeS — 3,5-dinitro-N4,N4-
dipropylsulfanilamide), um herbicida dinitroanilina e a 8-hidroxiquinolina (8-HQ).

Outros compostos como o Amiprofés-metil (APM) e Trifluralina (herbicida
dinitroanilina) também tém sido utilizados como alternativa a colchicina para
poliploidizacdo (KHOSRAVI et al., 2008).

Apesar de seu amplo uso, a colchicina possui alta toxicidade ao ser
humano, elevada fitotoxicidade in vitro e, quando utilizada em altas
concentracbes, pode aumentar a frequéncia de mixoploidia nas plantas
regeneradas (VAN DUREN et al, 1996; GANGA; CHEZHIYAN, 2002;
YEMETS; BLUME, 2008).

Os agentes antimitéticos agem em células de tecidos meristematicos em
divisdo, inibindo durante a metafase a formacdo do fuso acromatico. Desse
modo, 0s cromossomos apos terem sido duplicados, ndo se movimentam para
0s polos das células, por que ndo ha segregacdo na anéafase, devido a
auséncia de fuso mitético, e nem ocorre a citocinese (divisdo citoplasmatica).
Com a formacdo da membrana nuclear, a célula fica com o dobro do niamero
de cromossomos que possuia no inicio do ciclo. Como resultado, a partir de
diploides, tem-se a producdo de células com quatro pares de cromossomos
idénticos e homaologos em todos os loci, e apds sua proliferagdo, podem formar
tecido tetraploide que pode ser identificado citologicamente (ALLARD, 1971).
Em seguida, quando essa célula com cromossomos duplicados passar por um
novo ciclo de replicagdo do DNA na auséncia de antimitético, as croméatides
irmas terdo possivelmente segrega¢do polar normal, e apos a divisdo celular e
citoplasmatica, duas células filhas idénticas tetraploides serdo produzidas e,
assim sucessivamente.

Na poliploidizacdo nem todas as células sédo igualmente afetadas pelo
antimitético. Além das plantas tetraploides, geralmente h4d uma quantidade
expressiva de plantas que permanecem diploides ou de plantas que
apresentam partes com diferentes niveis de ploidia, sdo as chamadas
“quimeras”. Plantas quimeras de banana foram obtidas por varios autores
(HAMILL et al., 1992; VAN DUREN et al., 1996; GANGA; CHEZHIYAN, 2002;
BAKRY et al., 2007; KANCHANAPOOM; KOARAPATCHAIKUL, 2012;).

A determinacéo do nivel de ploidia em plantas submetidas a duplicacao

cromossOmica pode ser realizada através de contagem de cromossomos € ou
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pela citometria de fluxo (VAN DUREN et al.,, 1996; GANGA; CHEZHIYAN,
2002; BAKRY et al., 2007; KANCHANAPOOM; KOARAPATCHAIKUL, 2012;).
A contagem de cromossomos é trabalhosa e dificultada pelo tamanho reduzido
dos cromossomos de Musa, exige muita experiéncia do pesquisador, e ocupa
bastante tempo principalmente, quando ha muitas plantas para serem
analisadas (ORTIZ, 2000; SARI et al., 1999). Os cromossomos metafasicos de
M. acuminata e M. balbisiana variam de tamanho de 1,4 a 3,6 um em
comprimento, sendo 10 metacéntricos, seis submetacéntricos, quatro
acrocéntricos e dois telocéntricos. Os dois cromossomos submetacéntricos
maiores possuem constricdes secundarias (OSUJI, 2006; ORTIZ, 2011).

O método mais simples de identificar poliploides é aquele que se baseia
na morfologia das plantas, principalmente porque essas apresentam células e
orgaos maiores, ou seja, “efeito gigas” (MAGALLANES et al., 1996; SOUZA;
QUEIROZ, 2004). Em bananeira, os poliploides normalmente apresentam
folnas arcadas e com limbo mais espesso, maior razdo entre largura e
comprimento foliar, frutos maiores, maior pigmentacao nas folhas, pseudocaule
mais espesso, plantas robustas e mais compactas e crescimento lento
(BAKRY, 2009; KANCHANAPOOM; KOARAPATCHAIKUL, 2012).

Embora a obtencdo de bananeira autotetraploide tenha sido relatada
por diferentes grupos de pesquisa (HAMILL et al., 1992; VAN DUREN et al.,
1996; GANGA; CHEZHIYAN, 2002; SANTOS-SEREJO et al., 2004b; BAKRY et
al., 2007; COSTA et al., 2011; KANCHANAPOOM; KOARAPATCHAIKUL,
2012;), ndao existem relatos especificos sobre a fertilidade desses gendtipos.
No entanto, por meio de estudos do comportamento meidtico, podem-se
detectar irregularidades que levam a infertilidade parcial ou completa de um
individuo, comprometendo etapas posteriores importantes do programa de
melhoramento.

Irregularidades meidticas sédo responsaveis pela menor porcentagem de
graos de polen viaveis (DAVIDE, 1998). Adeleke et al. (2004), estudando
fertilidade em gendtipos diploides e triploides de bananeira verificaram que a
baixa fertilidade de pdélen em Musa era uma consequéncia da presenca de
cromossomos retardatérios e formacgéo de univalentes durante a meiose.

Considerando que a Vviabilidade de pdlen estd relacionada com

anormalidades meidticas, esta informacéo pode ser Util na selecdo de materiais
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genéticos e permitir a selecdo dos melhores cruzamentos, tornando-se,
portanto, uma ferramenta Util na conducdo de experimentos nas areas agricola
e biotecnolégica (TECHIO, 2002). Estudos sobre viabilidade de graos de polen
sao imprescindiveis para os trabalhos de biologia reprodutiva e melhoramento
geneético, porque permitem maior direcionamento e seguranca nos
cruzamentos a serem realizados (KRISHNAKUMAR et al., 1992).

A viabilidade do grédo de podlen, que mede a fertilidade masculina, pode
ser determinada por meio de diferentes técnicas, que podem ser agrupadas em
métodos diretos, como a indugcédo da germinacao in vitro (DUTRA et al., 2000;
GOMES et al., 2003; PIO et al., 2007; SOARES et al.,, 2008), in vivo, pela
observacdo do crescimento do tubo polinico sobre o estigma e o pistilo, e
formacdo de sementes posterior a polinizacdo (OLIVEIRA et al., 2001,
FERREIRA et al., 2006) ou métodos indiretos baseados em parametros
citologicos, como a coloracdo (SHIVANNA; RANGASWAMY, 1992; KEARNS;
INOUYE, 1993).

Pesquisas sobre viabilidade de pdlen e estudos citolégicos de Musa sao
realizadas em varias Instituicdes (WILSON, 1946a, 1946b; ADELEKE et al.,
2002; ADELEKE et al., 2004; SOARES et al., 2008; REIS et al., 2011; SILAYOI

et al., 2010), porém, nenhum trabalho se refere a plantas autotetraploides.

O comportamento meidtico em bananeira tem sido pouco estudado,
apesar do grande numero e da importancia dos gendtipos de diferentes
ploidias. Dessa forma, € imprescindivel a analise citogenética, por meio do
estudo de meiose, para verificar se as plantas que tiveram 0S Cromossomos
duplicados apresentam ou nao fertilidade e se € possivel o0 seu uso em
programas de melhoramento.

Apesar dos varios problemas que devem ser contornados, a duplicacéo
cromossOmica de diploides promissores permite a produgcdo de plantas
autotetraploides possivelmente férteis, que poderdo ser utilizadas em
cruzamentos com diploides melhorados para geracéo de triploides secundarios
AAA com resisténcia a doencas e frutos com boas caracteristicas agronémicas
(STOVER; BUDDENHAGEN, 1986; SILVA et al., 2001; BAKRY et al., 2007).
Essa tecnologia ja vem sendo empregada na Embrapa Mandioca e Fruticultura,

para producdo de autotetraploides a partir de diferentes diploides AA
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partenocarpicos (MOREIRA; SANTOS-SEREJO, 2004; COSTA et al., 2009a,
2009b, 2011).

O presente estudo teve por objetivos caracterizar
morfoagronomicamente plantas de bananeira ‘Ouro’ e ‘Lidi’ oriundas de
tratamentos para inducdo da duplicacdo dos cromossomos e investigar o
comportamento meidtico e a viabilidade do pdlen de bananeiras
autotetraploides de ‘Lidr’.

Espera-se com esses resultados fornecer informacdes sobre a fertilidade
de bananeiras autotetraploides, e identificar genotipos promissores que
poderdo ser utilizados para geracao de triploides secundérios, auxiliando assim

o programa de melhoramento genético da cultura.
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CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA DE BANANEIRAS
AUTOTETRAPLOIDES OBTIDAS MEDIANTE DUPLICACAO DE
CROMOSSOMOS

Autora: Cicera Maria do Amaral
Orientador: Janay de Almeida dos Santos-Serejo

Coorientador: Sebastido de Oliveira e Silva

RESUMO: O objetivo do trabalho foi caracterizar morfoagronomicamente
plantas oriundas de experimentos de indugéo de duplicacdo de cromossomos
de dois acessos do banco de germoplasma de banana, ‘Ouro’ e ‘Lidi’, que séo
partenocarpicos e tém frutos de sabor agradavel, a fim de selecionar genaotipos
que serdo utilizados em cruzamentos com diploides melhorados para a
geracdo de triploides secundarios. Trinta e seis plantas foram avaliadas para
altura da planta, diametro do pseudocaule, nimero de folhas vivas, numero de
filhos, comprimento e didmetro do engaco, nimero de pencas e de frutos; peso
do cacho e de penca; comprimento e didmetro de frutos; comprimento e
diametro do pedicelo, presengca/auséncia de sementes e grau de severidade da
Sigatoka amarela. Em comparacdo com os diploides originais o0s
autotetraploides da Lidi apresentaram incremento significativo na altura de
planta, no niumero de folhas vivas na floracdo e colheita, no didmetro do
pseudocaule, no comprimento, no diametro e no numero de frutos, bem como
maior peso do fruto e do cacho em comparacdo ao diploide original. Além
disso, estes autotetraploides apresentaram maior resisténcia a Sigatoka-
amarela. Por outro lado, as plantas tetraploidizadas da cv. Ouro sé diferiram
das diploides na altura da planta e no segundo ciclo. Nas demais
caracteristicas todas as plantas foram semelhantes independente da ploidia.
Portanto, entre os autotetraploides caracterizados neste estudo apenas os da
Lidi apresentam caracteres morfoagronémicos Uteis para serem utilizados na

geracdo de triploides secundarios.

Palavras chave: Musa spp., melhoramento genético, colchicina.
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MORPHOAGRONOMIC CHARACTERIZATION OF AUTOTETRAPLOID
BANANA GENERATED BY CHROMOSOME DOUBILNG

Author: Cicera Maria do Amaral
Advisor: Janay de Almeida dos Santos-Serejo

Co-advisor: Sebastido de Oliveira e Silva

ABSRACT: The objective of the present work was to morphoagronomically
characterize plants from experiments of chromosome doubling of two
accessions of the germplasm bank, Ouro and Lidi; fruits with pleasant taste and
parthenocarpy, in order to develop tetraploids to be used in crosses with
improved diploids to develop secondary triploids. Thirty six plants were
evaluated for plant height, pseudostem diameter, number of live leaves, number
of suckers, length and diameter of stem, number of hands and fruits; bunch and
hand weight; fruit length and diameter; length and diameter of pedicel and
degree of yellow Sigatoka severity. The autotetraploids of Lidi presented
significant increment for plant height, number of live leaves at flowering and
harvest, pseudostem diameter, length, diameter and number of fruits as well as
higher weight of fruit and bunch in comparison to the original diploid. For the
other hand, the autotetraploids from the Ouro cultivar only differed from the non-
treated diploids as to plant height and in the second cycle. For the remaining
characteristics, all plants were similar regardless of the ploidy level. in this
work, especially as to increase in yellow Sigatoka resistance in Lidi
autotetraploids. Therefore, among the autotetraploids evaluated only the Lidi
autotetraploids presented useful morphoagronomic characteristics to be used

in the development of secondary triploids.

Key words: Musa spp., genetic breeding, colchicine.
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INTRODUCAO

A bananeira é uma importante cultura alimentar para milhdes de
pessoas nas regides tropicais e subtropicais do mundo e desempenha um
relevante papel econémico e social. A producdo mundial da banana é calculada
em 106 milhdes de toneladas por ano (FAO, 2013).

Entre os problemas que impedem a obtencao de altos rendimentos na
cadeia produtiva da banana estdo as Sigatokas amarela e negra, e o mal-do-
Panama, doencas que causam perdas significativas na producéo (SILVA et al.,
2002a). Uma das estratégias para a solugcdo do problema mencionado € a
criagdo de novas variedades por meio do melhoramento genético. Esta tarefa,
no entanto, € dificultada pela esterilidade constatada em alguns diploides e
triploides e a falta de conhecimento do tipo de heranca das resisténcias.

A maioria das bananeiras cultivadas é triploide e, portanto, quase
completamente estéril. Propaga-se assexuadamente, desenvolvendo frutos por
partenocarpia, tendo sido selecionada durante o longo processo de
domesticacdo (SIMMONDS, 1995). Esses triploides possuem base genética
estreita e a diversidade depende do surgimento das poucas mutacoes
somaticas que sao selecionadas originando novas cultivares (DANIELL et al.,
2001).

As cultivares tipo exportacéao sao triploides AAA estéreis, principalmente
do Subgrupo Cavendish (SHEPHERD, 1987), o que dificulta a geracdo de
cultivares resistentes a doencas. Assim, a duplicacdo in vitro do numero de
cromossomos constitui uma importante ferramenta para complementar as
atividades convencionais de melhoramento genético da bananeira de cultivares
esteéreis.

As atuais variedades triploides resultam de cruzamentos entre duas
variedades diploides em que um dos pais contribui com um gameta diploide
(RABOIN et al., 2005). A duplicagcdo cromossémica de diploides promissores
permite a producdo de plantas autotetraploides possivelmente férteis, que
poderdo ser utilizadas em cruzamentos com diploides melhorados para
geracdo de triploides secundarios AAA com resisténcia a doencgas e frutos com
boas caracteristicas agrondmicas (SILVA et al., 2001; BAKRY et al., 2007).

A poliploidia é uma importante ferramenta para o melhoramento

genético. Sendo assim, ndo é surpresa que 0s estudiosos descobrissem
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formas de induzir poliploidia em uma grande variedade de plantas (DERMEN,
1940; KRITHE; WELLENSIEKE, 1952; SWENNE et al.,, 1981; SANFORD,
1983), incluindo as bananeiras (VAKILI, 1967; STOVER; BUDDENHAGEN,
1986; HAMILL et al., 1992; VAN DUREN et al., 1996; GANGA; CHEZHIYAN,
2002; BAKRY et al., 2007; COSTA et al, 2011; KANCHANAPOOM,;
KOARAPATCHAIKUL, 2012), numa tentativa para produzir genétipos mais
desejaveis.

Plantas poliploides tém sido utilizadas para produzir novas cultivares
com caracteristicas agrondmicas favoraveis tais como, resisténcia a doencas,
maior tamanho da fruta, robustez, e auséncia de semente (PREDIERI, 2001).
Aumento no tamanho das folhas e frutos de poliploides de bananeira foi
observado em estudo onde se comparou as caracteristicas de autotetraploides
com as dos diploides originais (KANCHANAPOOM; KOARAPATCHAIKUL,
2012).

Porém, nem todas as tentativas de duplicacdo tiveram sucesso. Plantas
de banana tetraploides s&o geralmente inferiores aos clones triploides do
mesmo grupo (STOVER; SIMMONDS, 1987; HAMILL et al., 1992;). Inducao de
autopoliploidia, embora desapontando no desempenho agrondémico, pode
exercer um papel importante na melhoria de cruzamentos e para facilitar o fluxo
de genes (SINGH et al., 1990). Assim, a possibilidade de inducédo de
autotetraploides na cultura da banana pode ter um impacto significativo sobre
os programas de melhoramento visando a transferéncia valiosa de caracteres
presentes em acessos diploides e que ndo é facilmente acessivel devido a
natureza do genoma de cultivares de bananas cultivadas (VAN DUREN et al.,
1996).

Assim sendo, as informacdes geradas na caracterizacdo desses
autotetraploides auxiliam na identificacdo de gendtipos promissores que
poderdo ser utilizados em trabalhos de melhoramento através da identificacéo
de plantas com caracteristicas agronémicas desejaveis tais como: porte baixo,
qualidade dos frutos, resisténcia a doencas.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar
morfoagronomicamente plantas diploides e autotetraploides das cultivares Lidi
e Ouro obtidas mediante a indugéo da duplicacdo de cromossomos in vitro com

colchicina.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram utilizadas plantas das cultivares Lidi (=Pisang Lilin, Musa
acuminata ssp. malaccensis) e Ouro (Musa acuminata), ambas do grupo
gendmico AA, provenientes de tratamentos com colchicina, cujos cromossomos
foram duplicados (autotetraploides) ou néo (diploides tratados) e tiveram a
ploidia confirmada por citometria de fluxo (PIO et al., 2013). Como controles
foram utilizados acessos diploides dos referidos genoétipos, mantidos no Banco

de Germoplasma de Banana da Embrapa.

Caracterizacdo morfoagrondmica

O experimento foi estabelecido no Campo Experimental da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, onde o clima é tropical quente e
amido, conforme classificacdo proposta por KOppen. A precipitacdo média
anual é de 1224 mm, a temperatura média anual é de 24,5°C, a altitude é de
200m, com latitude de 1240’0 e longitude de 39906 '0” e 0 solo é um latossolo
amarelo distréfico. O espagcamento utilizado foi de 2,0 m X 2,5 m. Trés plantas
diploides originais, 17 plantas autotetraploides e duas diploides que foram
tratadas com colchicina e ndo tiveram os cromossomos duplicados da cultivar
Lidi foram avaliadas em dois ciclos de producéo, juntamente a quatro plantas
autotetraploides e dez diploides tratadas mas que nao tiveram 0S CromosSsomos
duplicados da cv. Ouro. Os diploides originais da ‘Ouro’ ndo foram avaliados
porque ndo emitiram floracdo até o final do experimento. Cada planta foi
considerada como uma repetigao.

As plantas foram caracterizadas de acordo com 0s seguintes
descritores morfoagronémicos: altura da planta, diametro do pseudocaule,
namero de folhas vivas no florescimento e colheita, numero de filhos, dias do
florescimento até a colheita, comprimento e didmetro do engago, numero de
pencas, numero de frutos, peso da penca, peso do cacho, peso médio do fruto,
comprimento e diametro do fruto, comprimento e diametro do pedicelo, nimero

de flores/bractea, numero de anteras por flor bem como tamanho das anteras e
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filetes. Também foram realizadas avaliacbes para resisténcia a Sigatoka-
amarela.

A severidade da Sigatoka-amarela foi avaliada aos seis meses na
floracdo e na colheita, aplicando-se a escala descritiva, proposta por Stover
(1972) e modificada por Gauhl, como segue:

0: Sem sintomas;

1: Menos de 1% da lamina foliar com sintomas (presenca de estrias e ou
superior a 10 manchas);

2: De 1 a 5% da lamina foliar com sintomas;

De 6 a 15% da lamina foliar com sintomas;

De 16 a 33% da lamina foliar com sintomas;

De 34 a 50% da lamina foliar com sintomas;

De 51 a 100% da lamina foliar com sintomas;

-: Indica auséncia de folha, folha morta ou caida junto ao pseudocaule.

Anélise estatistica

Foi adotado o esquema fatorial 3 x 2, trés ploidias e dois ciclos para a
variedade Lidi e 2 x 2, duas ploidias e dois ciclos para a variedade Ouro. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa estatistico SAS
(SAS Institute, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao morfoagrondmica da cultivar Lidi

As plantas com cromossomos duplicados da cv. Lidi apresentaram
caracteristicas morfolégicas distintas em comparacdo com os diploides que
Ihes deram origem e com aqueles que foram tratados e ndo duplicaram (Figura
1). As folhas dos autotetraploides eram arqueadas, longas, largas, densas e
com coloragcdo verde mais intensa, possivelmente, como consequéncia do

efeito da dosagem génica dobrada.
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Em outros estudos com inducéo de poliploidia com colchicina as plantas
apresentavam folhas caidas (BAKRY et al., 2007), frageis (VAKILI, 1967) e
peciolos fracos (HAMILL et al., 1992), que se quebravam com facilidade pela
acao do vento provocando uma alta incidéncia de danos nas plantas (STOVER;
SIMMONDS, 1987). Folhas longas, largas e densas foram também
encontradas em plantas tetraploides oriundas de culturas de calo tratadas com
orizalina (KANCHANAPOOM; KOARAPATCHAIKUL, 2012).

A altura das plantas variou de 1,30 m a 3,08 m nos autotetraploides e de
1,57 m a 2,30 m nos diploides (Tabela 1). As plantas tetraploides obtiveram
maior média de altura e diametro do pseudocaule (2,6 m e 15,8 cm), quando
comparadas aos diploides (1,8 m e 10,5 cm), respectivamente, no segundo
ciclo de producédo, ndo havendo diferencas entre as plodias no primeiro ciclo
(Tabela 2). Vale ressaltar que o primeiro ciclo da cultura ndo é apropriado para
avaliar o porte de plantas, pois a estabilidade s6 é atingida geralmente nos
ciclos posteriores (SOTO BALLESTERO, 1992).

A média da altura das plantas dos acessos diploides (1,90 m) (Tabela 1)
foi menor que a maioria observada em outros trabalhos com outros acessos e
hibridos da mesma ploidia (MATTOS et al., 2010; SILVA et al., 2013), e da
mesma forma que seus diploides originais, os tetraploides ficaram com porte
menor (média de 2,30 m, considerando os dois ciclos) comparado a dados de
outros gendtipos tetraploides avaliados (VAKILI, 1967; LIMA et al., 2005;
DONATO et al., 2006; MATTOS et al., 2010).

A ‘Lidi’ é considerada uma cultivar de porte baixo, € mesmo com o0
incremento nessa caracteristica apds a duplicacdo, a maioria das plantas
ficaram com média de altura considerado boa (2,30 m). A altura da planta é
essencial para o melhoramento da cultura, pois influi na densidade do plantio,
manejo e consequentemente, na produtividade (BELALCAZAR CARVAJAL,
1991; SILVA et al.,, 2002b; LESSA et al., 2010), de forma semelhante,
genotipos com um maior didmetro do pseudocaule sédo preferiveis por ser

menos suscetiveis ao tombamento (SILVA et al., 2003).
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Figura 1. Aspecto da planta e do cacho de bananeira autotetraploide ‘Lidi’
resultante da duplicacdo de cromossomos (A, C), comparativamente, ao

aspecto da planta e do cacho do seu diploide original (B e D).



Tabela 1. Amplitude, média e desvio padréo (DP) de caracteristicas de crescimento e desenvolvimento de plantas diploides e autotetraploides

de ‘Lidi’ provenientes de duplicacdo de cromossomos considerando dois ciclos de producéo.

Ploidia
Diploide tratado Autotetraploide Diploide original
Var. Amplitude Média DP Amplitude Média DP Amplitude Média DP
APL 1,90 2,47 2,25 0,27 1,30 3,08 2,30 0,4 1,57 2,30 1,90 0,28
DPS 13,0 15,0 13,88 0,85 10,0 18,50 13,94 2,68 8,90 15,00 11,10 2,80
FVF 6,0 14,0 10,3 4,3 4,0 8,0 6,1 1,0 0,0 6,0 4,2 2,3
FVC 3,0 3,0 3,0 0,0 1,0 3,0 2,8 0,8 0,0 6,0 0,3 1,5
PFR 5,45 88,73 40,7 41,26 8,80 173,92 59,5 27,9 9,40 30,96 22,1 10,17
CFR 4,0 15,0 10,4 4,64 7,0 17,00 13,2 3,90 6,0 10,34 8,2 1,91
DFR 19,0 28,0 23,3 4,43 22,0 32,0 26,4 2,74 16,0 23,0 20,0 2,74
NPE 4,0 6,0 5,0 0,8 2,0 7,0 4,5 1,2 4,0 6,0 4,5 0,8
NFR 39,0 76,0 61,25 16,2 14,0 83,0 50,4 21,4 30,0 82,0 52,0 20,4
PCA 0,67 6,06 2,60 2,5 0,68 10,17 3,70 2,41 0,40 2,80 1,55 1,01
SGF 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,1 0,3 0,0 3,0 1,5 1,04
SGC 0,0 1,0 0,25 0,50 0,0 2,0 0,15 0,4 0,0 2,0 1,2 1,0

APL: altura da planta (m); DPS: diametro do pseudocaule (cm); FVF: nimero de folhas vivas na floragdo; FVC: nimero de folhas vivas na colheita; PFR:

peso do fruto (g); CFR: comprimento do fruto (cm); DFR: didametro do fruto (mm); NPE: niumero de pencas; NFR: nimero de frutos; PCA: peso do cacho (kg);

SGF: Sigatoka-amarela na floracao; SGC: sigatoka-amarela na colheita; DP: desvio padréo; Var: variavel

e
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O didmetro do pseudocaule esta relacionado ao vigor, e reflete a
capacidade de sustentacdo do cacho, sendo fundamental no melhoramento
genético (SILVA et al., 2002b). Entretanto, foi notado que algumas plantas
tetraploides apresentaram tombamento, diferentemente dos seus diploides
correspondentes. Possivelmente em funcdo de sistema radicular mais fragil,
uma vez que esta é uma caracteristica fenotipica de poliploides, constatada em
outros trabalhos com tetraploides induzidos de banana (VAKILI, 1967) e outras
espécies de plantas (KARCHI et al., 1981; VICHIATO et al., 2007; SOUZA et
al., 2013).

Tabela 2. Caracteristicas de crescimento e desenvolvimento em plantas de bananeira

de ‘Lidi" oriundas de duplicagdo de cromossomo em funcdo de dois ciclos de

producao.
Ciclo Diploide tratado Autotetraploide Diploide original

APL

1 2,2 aA 2,0 bA 2,0 aA

2 2,3 aAB 2,6 aA 1,8 aB
DPS

1 13,3 aA 12,1 bA 11,7 aA

2 14,5 aA 15,8 aA 10,5 aB
SGC

1 0,5 aAB 0,2 aB 1,0 aA

2 0,0 aA 0,1aB 1,2 aA
NPE

1 55aA 3,8 bA 5,0 aA

2 4,5 aA 5,2 aA 4,0 aA
NFR

1 65,0 aA 41,0 bB 69,0 aA

2 57,5 aA 59,8 aA 35,0 bB
PCA

1 3,4 aA 2,6 bA 2,4 aA

2 1,8 aAB 4,8 aA 0,7 aB

Médias seguidas pelas mesmas letras minlsculas nas colunas e mailscula nas linhas nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste F a 5% de significAncia. ALT: altura da planta (m);
DPS: diametro do pseudocaule (cm); SGC: Sigatoka-amarela na colheita; NPE: nimero de

pencas; NFR: niumero de frutos; PCA: peso do cacho (kg)

Os diploides da cultivar Lidi tratados apresentaram o maior nimero de

folhas vivas na floragéo (Tabela 3). Por outro lado, os autotetraploides foram
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melhores que os controles diploides para essa caracteristica, com média de 6,1
folhas o que influenciara diretamente no desenvolvimento do cacho e evidencia
o efeito da poliplodia, pois houve um aumento de 45% em relagcdo aos
diploides correspondentes.

Quanto ao namero de perfilhos por planta, a média constatada foi de 2,5
para os controles diploides, diploides tratados e tetraploides, portanto, sem
nenhum efeito da poliploidizacdo na caracteristica.

Deve-se considerar, entretanto, que nem todas as tentativas de
duplicacdo de cromossomos sdo bem sucedidas agronomicamente, algumas
variantes tetraploides sao consideravelmente menos atraentes do que as
originais. Muitos poliploides induzidos exibem uma compensacdo ao efeito
gigas, como menor numero de folhas e raizes (VAKILI, 1967, VICHIATO et al.,
2007), menor numero de brotos e reducdo no vigor das plantas (TESFAYE,
2005; BAKRY et al., 2007), além de desenvolvimento mais lento e
despencamento dos frutos, como detectado no presente estudo em poucas
plantas.

Mas essas caracteristicas indesejaveis presentes em um neopoliploide
podem ser removidas por selecdo em grandes populagdes (ELLIOTT, 1967).
Mesmo em um numero menor, plantas poliploidizadas artificialmente sé&o
consideradas cada uma como um organismo individual, diferentemente de
clones. Assim, plantas mais promissoras poderdo ser selecionadas se
provarem ter caracteristicas agrondmicas desejaveis. Porém, a importancia
serd maior para o programa de melhoramento, se os melhores genotipos
puderem ser cruzados com diploides melhorados para produzir progénie
triploide com caracteristicas de interesse.

Neste estudo, os efeitos da poliploida foram mais expressivos
fenotipicamente nos seguintes caracteres: comprimento e diametro dos frutos,
peso dos frutos e do cacho, numero de frutos por penca e numero de folhas
(Tabelas 2 e 3). As flores, anteras e pistilos também aumentaram.

Esse maior aumento decorrente da duplicacdo ocorrido nos
autotetraploides para numero de folhas vivas na colheita, peso médio,
comprimento e didmetro do fruto foi considerando os dois ciclos (Tabela 3). O
peso dos frutos variou de 8,8 g a 173,9 g. A amplitude do comprimento foi de 7

cm a 17 cm e quanto ao diametro, variou de 22 mm a 32 mm (Tabela 1). O
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aumento do nivel de ploida aumentou consideravelmente o peso meédio dos
frutos, um incremento de 169,2% nos tetraploides em relagédo aos diploides

controles.

Tabela 3. Caracteristicas de crescimento e desenvolvimento em plantas de bananeira

de ‘Lidi’ oriundas de duplicacdo de cromossomo considerando dois ciclos de producao.

Ploidia SGF FVF FVC PFR CFR DFR

Diploide tratado 0,0b 10,3 a 3,0a 40,7ab 10,4 a 23,3 ab
Autotetraploide 0,1b 6,1b 2,8a 59,5a 13,2 a 26,4 a
Diploide original 15a 42c 0,3b 22,1b 8,2a 20,0b

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas nédo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de significAncia. SGF: Sigatoka-amarela na floracdo; FVF:
namero de folhas vivas na floragdo; FVC: nimero de folhas vivas na colheita; PFR: peso do

fruto (g); CFR: comprimento do fruto (cm); DFR: diametro do fruto (mm)

7

O peso do fruto é essencial para trabalhos de melhoramento, no
entanto, essa caracteristica deve estar associada ao comprimento, diametro e
sabor (SILVA et al., 2002b), como verificado neste trabalho. E um maior
namero de folhas na colheita pode indicar resisténcia dos genoétipos a doencas
foliares, como as sigatokas negra e amarela (OLIVEIRA et al., 2007).

No presente estudo, de uma maneira geral, os autotetraploides
apresentaram fruto maior do que os diploides que lhes deram origem.
Resultados semelhantes foram observados por Kanchanapoom e
Koarapatchaikul (2012). A poliploidia afeta a dosagem alélica. Quando o nucleo
poliploide é formado, cada gene no genoma torna-se instantaneamente
duplicado, levando para a nova dosagem efeitos que podem ser importantes
para o fenotipo (GUO et al., 1996). Vale ressaltar que as dimensodes dos frutos
poderiam até ser maior, uma vez que podem ser influenciados por fatores
ambientais e/ou pelo manejo cultural, que no caso deste estudo, passou por
condicdes adversas de cultivo (periodo com falta de agua).

O peso do cacho, bem como o numero de frutos por cacho foram
superiores nos autotetraploides quando comparados com seus originais
diploides, no segundo ciclo (Tabela 2). No entanto, para nimero de frutos no
primeiro ciclo, os tetraploides apresentaram menor valor em relagéao a diploides

tratados e nao tratados. O primeiro ciclo ndo deve ser considerado conclusivo
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para analisar o desempenho dos genadtipos quanto ao numero de frutos (SILVA
et al., 2002b).

No segundo ciclo, o incremento no niumero de frutos por cacho tanto
quanto o peso do cacho nos tetraploides foi altamente significativo em relacéo
aos originais diploides, um aumento de 70,8% e 585,7%, respectivamente. O
efeito mais amplo e consistente de triploidia e tetraploidia em plantas € um
aumento no tamanho individual das células (BUTORINA et al., 1983; KUSPIRA
et al., 1986). Este aumento no tamanho celular deve levar a um aumento do
tamanho das plantas, flores e frutos, conforme verificado aqui. O numero de
frutos é imprescindivel na determinacéo do tamanho e peso do cacho, que tem
implicag@es relevantes nos programas de melhoramento genético.

Poliploides em diferentes espécies de plantas tém demonstrado maiores
niveis de atividade enzimatica ou proteinas do que seus diploides
correspondentes (NAKAI, 1977). E por meio das proteinas, portanto, que os
genes controlam praticamente todas as caracteristicas fenotipicas dos seres
vivos, 0 que pode explicar esse aumento no fenotipo das plantas
poliploidizadas.

Nas plantas tetraploides foi observada uma grande quantidade de pélen
e flores maiores em relagédo aos controles diploides (Figura 2). Os aumentos
constatados séo, provavelmente, devido ao fato de que as células com um
maior complemento de cromossomos ficam maiores para manter uma relacéo
constante de volume nuclear para volume citoplasmatico, e assim, com a
presenca de mais genes, expressam mais proteinas. Consequentemente, ha
um aumento no tamanho celular que deve levar a um aumento do tamanho das
flores e plantas.

Nos duplicados, o comprimento médio das anteras foi de 2,8 cm e do
filete 2,3 cm, enquanto nos diploides correspondentes, os valores foram de 2,0
cm para antera e 1,9 cm para o filete. As tetraploides obtiveram uma média de
15,5 flores por bractea, variando de 10 a 22. O namero de anteras por flor
também foi diversificado, com amplitude de 3 (7,5%) a 6 anteras (10,0%) de

uma amostragem de 470 flores avaliadas.
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Figura 2. Flores masculinas de bananeira diploide (menor) e tetraploide (maior)
da ‘Lidi'.

No entanto, a maioria das flores dos autotetraploides (70%) apresentou
cinco anteras, como na maior parte dos diploides correspondentes, que
apresentaram 89% das flores com cinco anteras por flor e média de 12,6
flores/bractea. Porém, mesmo nos controles diploides, houve variacdo para
namero de flores por bractea, com amplitude de 10 a 16. Possivelmente, essa
variabilidade constatada nas flores tetraploides em comparacdo aos diploides,
esteja relacionada a expressao génica decorrente da inducdo da duplicacao de
cromossomos. Esse aumento nas flores tetraploides provavelmente repercutiu
na maior producédo de polen.

A poliploidia causa em muitas plantas a expressao dos seus genes de
forma diferente e, em alguns casos, estas diferencas sao altamente benéficas,
resultando numa série de propriedades interessantes e valiosas. A principal
delas observada neste trabalho foi a resisténcia de praticamente todas as
plantas autotetraploides a Sigatoka-amarela (Tabela 2).

Apesar de classificados como resistentes a Sigatoka-amarela, o0s
acessos diploides exibem algum sintoma da doenca no final do ciclo, proximo a
colheita. Ao contrario destes, o0s tetraploides se mostraram altamente
resistentes, pois apenas trés plantas tiveram um leve sintoma, em intensidade
bem baixa. Esse € um efeito positivo da dosagem génica favoravel aos
diploides duplicados.

Mas esse resultado surpreendente vem acompanhado de outro, que é a

deteccgéo da restauracao da fertilidade feminina nesses materiais, uma vez que
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algumas plantas tetraploides produziram sementes, cujo numero variou de
duas a trés por planta. Nos acessos diploides aqui pesquisados (2x) as plantas
foram geralmente estéreis, mas em plantas que foram duplicadas
(autotetraploides) (4x), as plantas tornaram-se férteis, com producdo de
sementes viaveis. Observou-se também a presenca de semente nos diploides
tratados, variando de 1 a 865 por planta. Considerando que tais genoétipos
continuaram diploides, € possivel que tenha havido alguma mutacao, ja que 0s
diploides originais sdo estéreis.

Todavia, em discordancia ao que aqui esta sendo relatado, dados da
literatura revelam que um dos principais obstculos a utilizacdo de
autopoliploides induzidos é a diminui¢cao na fertilidade, atribuida principalmente,
mas nao exclusivamente, ao comportamento meiético dos poliploides recém
obtidos (WITTMANN; DALL"AGNOL, 2003)

Estudos sobre a gametogénese feminina da ‘Lidi’ diploide revelaram que
esse caso particular de esterilidade feminina completa, ndo era de origem
genética direta, mas uma consequéncia de condicbes particulares, talvez de
natureza hormonal, como deficiéncia do crescimento do tubo polinico nos
estigmas e estiletes, ou mesmo um defeito na fusdo do nucleo (DODDS, 1943;
SHEPHERD et al., 1987).

As primeiras sementes nos tetraploides surgiram de polinizacéo livre, e
ap0s ser constatado a presenca de sementes, seguiu-se a polinizacéo
controlada com diploides melhorados, iniciando assim a producgéo de hibridos
triploides secundérios. Foram também realizados cruzamentos reciprocos com
sucesso, uma vez gque os resultados citogenéticos e de fertilidade confirmaram
que os genotipos autotetraploides podem ser utilizados como doador de pdlen
no programa de melhoramento genético da bananeira. Esse é um resultado
promissor, pois os tetraploides induzidos mostraram fertilidade nos dois sexos.

Trabalhos realizados para a selecdo de 20 hibridos tetraploides teve
como base, principalmente, o alto nivel de resisténcia a Sigatoka-negra do
diploide selvagem ‘Calcuta 4’ e da cv. diploide ‘Pisang Lilin’ ou ‘Lidi’, e
concluiram que a caracteristica foi prontamente herdada e assim, as proles
comportaram-se como resistentes a doenca (VUYLSTEKE et al.,, 1993). Os
autores observaram ainda que tais plantas tetraploides tinham estatura baixa e

frutos mais cheios quando comparados aos dos diploides originais.
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Usando diploides superiores estabelecidos em programas de
melhoramento ha uma grande chance de produzir autotetraploides com genes
necessarios para conferir resisténcia e/ou melhor rendimento. Autotetraploides
induzidos por colchicina a partir do clone diploide de banana SH3362 tinham
peciolos fracos, produziram poucos brotos e pareciam estar mais suscetiveis
ao frio do que nos clones diploides originais. Mas esses autotetraploides
mantiveram seu nivel de resisténcia a raca 4 da murcha do Fusarium (HAMILL
et al., 1992).

Os tetraploides estabelecidos em campo analisados neste trabalho néo
mostraram reversdo para o nivel diploide até o momento estudado (dois ciclos).
As plantas mixoploides nao foram avaliadas porque nao desenvolveram bem e
nem produziram flores.

Em geral, foi observado que os autotetraploides, comparado com o0s
diploides originais, se mostraram mais vigorosos como um todo. Esses
resultados diferem de outros observados por alguns autores, que relataram ser
os tetraploides menos vigorosos que os diploides que lhes deram origem
(KERNS e COLLINS, 1947; TESFAYE, 2005; BAKRI et al., 2007).

O aumento no tamanho celular deve ter sido favoravelmente afetado
pela tetraploidia. Porque este processo comprometeu positivamente o0s
diploides tratados, que n&o diferiram dos tetraploides em muitas das
caracteristicas analisadas (altura da planta, diametro do pseudocaule, nimero
de folhas vivas, numero de frutos e tamanhos destes, peso do cacho etc) é
uma questdo que pode ser explicada, possivelmente, pela ocorréncia de

mutac&o nestes materiais.

Caracterizacdo morfoagrondmica da cultivar Ouro

De forma semelhante ao observado na ‘Lidi’, as plantas dos diploides
duplicados da cv. Ouro também exibiram folhas arqueadas e grossas. Entre
todas as caracteristicas avaliadas, a unica diferenca significativa dos
tetraploides em relacdo aos diploides tratados foi quanto a altura da planta, no
segundo ciclo (Tabela 4). A caracteristica variou 2,51 m a 3,10 m, portanto,

considerada uma planta de porte médio a alto (SILVA et al., 1999).
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Tabela 4. Caracteristicas de crescimento e desenvolvimento em plantas da ‘Ouro’

provenientes de duplicagdo de cromossomo

. Ploidia Ciclo

Variaveis Diploide tratado  Tetraploide 1 2

APL 29a 28a 2,7b 3,1a
DPS 17,4 a 16,5a 17,1 a 17,4 a
SGF 2,3a 2,6 a 2,2a 2,6 a
FVF 6,5a 6,4 a 59a 75a
NFI 3,7a 5,8a 4,7 a 31a
FvC 3,8a 3,0a 33a 41 a
CEN 439 a 36,5a 42,0 a 42,3 a
DEN 44,1 a 50,0 a 475 a 42,8 a
SGC 3,8a 3,2a 32a 4,3 a
NPE 6,8 a 7,4 a 72a 6,5a
NFR 1199 a 117,2 a 121,0a 116,5a
PCA 51a 51a 50a 53a
PPE 43a 43 a 4,2 a 4.6 a
PFR 36,3a 375a 34,0 a 40,7 a
CFR 10,6 a 8,9a 9,6 a 11,3a
DFR 28,2 a 26,4 a 27,7 a 279 a
CPE 13,8 a 11,7 a 12,3 a 148 a
DPE 79a 8,3a 8,0a 79a
DFC 77,6 a 80,2 a 75,2 a 83,0 a

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas, dentro de cada ploidia e ciclo,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de significancia.

APL: altura de planta; DPS: didmetro do pseudocaule; SGF: sigatoka-amarela na floracao;
FVF: ndmero de folhas vivas na floragdo; NFI: numero de filhos; FVC: numero de folhas vivas
na colheita; CEN: comprimento do engaco; DEN: didmetro do engacgo; SGA: Sigatoka-amarela
na colheita; NPE: nimero de pencas; NFR: nimero de frutos; PCA: peso do cacho; PPE: peso
da penca; PFR: peso do fruto; CFR: comprimento do fruto; DFR: didmetro do fruto; CPE:

comprimento de pedicelo; DFC: n° de dias do florescimento a colheita

Equivalente aos diploides originais, todas as plantas, tetraploides e
diploides tratados se mostraram suscetiveis a Sigatoka-amarela. Vale ressaltar
gue a cv. Ouro é altamente resistente a Sigatoka-negra e resistente ao mal-do-
Panama. Nos demais caracteres analisados (Tabela 4), notou-se que o peso
meédio do fruto, nimero de pencas e o peso do cacho foram menores do que 0s
descritos na literatura (SILVA et al., 1999). Provavelmente devido as condi¢des

adversas do cultivo, que tiveram periodo de estiagem. As dimensdes dos frutos
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embora sejam caracteristicas varietais, podem ser influenciadas por fatores
ambientais e/ou pelo manejo cultural, conforme ocorrido nesse estudo.

Foi observado que todas as plantas tetraploides da ‘Ouro’ estudadas
mostraram crescimento mais lento e florescimento tardio, além de produzirem
pouco polen. Resultados de outros estudos também mostraram que
autotetraploides geralmente apresentam uma taxa de crescimento mais lenta
do que os diploides correspondentes (NAKAI, 1977). Essa mesma
caracteristica foi observada em tetraploides induzidos por Vakili (1967).

Com relacdo a fertilidade feminina somente trés plantas produziram
sementes, duas no primeiro ciclo e uma nos dois ciclos avaliados, sempre na
mesma quantidade, ou seja, duas sementes por planta. Destas plantas que
demonstraram fertilidade feminina, uma era tetraploide e duas diploides
tratadas.

As plantas tetraploidizadas da ‘Ouro’ se comportaram fora do padréo
esperado, todavia, este comportamento muito provavelmente pode ter sido
influenciado por fatores ambientais, 0 que pode levar as plantas a né&o
expressarem o seu potencial. Mas, estudos explicam que o nivel de expresséo
do gene pode ser aumentado ou diminuido de acordo com a variagdo da ploidia
(GUO et al. 1996).

Foi verificado que a inducdo da duplicacdo de cromossomos na ‘Ouro’
nao foi bem sucedida, pois produziu apenas quatro tetraploides, fazendo-se
necessarios novos testes para inducdo e mais estudos nessa cultivar, uma vez
gue ela tem caracteristicas de interesse para o programa de melhoramento da
banana. Mixoploides foram obtidos, mas ndo desenvolveram bem no campo e

nao foram incluidas nessas avaliagdes.

CONCLUSOES

Os autotetraploides da ‘Lidi’ apresentam caracteristicas
morfoagronémicas Uteis, principalmente com relacdo ao aumento da
resisténcia a Sigatoka-amarela e da fertiidade feminina. Portanto, os
autotetraploides podem ser cruzados com diploides melhorados com grande

chance de gerar hibridos triploides secundarios superiores.
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Mais estudos necessitam ser feitos nos tetraploides na cv. Ouro para
gue plantas com potencial para uso no programa de melhoramento possam ser

identificados.
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DUPLICACAO DE CROMOSSOMOS
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RESUMO: A duplicagdo in vitro do ndmero de cromossomos constitui uma
importante ferramenta para complementar as atividades convencionais de
melhoramento genético da bananeira de cultivares estéreis, mediante a
producdo de autotetraploides que serdo utilizados em cruzamento com
diploides melhorados para a geracdo de triploides secundarios. A
microsporogénese de plantas diploides de Lidi (2n = 2x = 22) e seus
autotetraploides (2n = 4x = 44) originados de duplicacdo de cromossomos por
colchicina foi avaliada. A caracterizacdo meio6tica foi feita em microsporocitos
de anteras oriundas de flores masculinas com aproximadamente 1,5 cm de
comprimento corados com carmim propidnico a 2%, e a viabilidade do pélen foi
analisada mediante coloracdo com 2,3,5, trifeniltetrazolio (TTC) a 1% e
germinacdo in vitro. A analise citologica de acessos diploides revelou
anormalidades relacionadas a segregacao irregular dos cromossomos, além de
pontes cromossdmicas, micronucleos, micrécitos, assincronismo, diades,
triades, tétrades irregulares e poliades, com uma frequéncia total, menor que
36%. Os autotetraploides exibiram as mesmas anormalidades meidticas dos
diploides correspondentes, em frequéncia um pouco maior (31% a 47,2%).
Embora tenham exibido anormalidades meidticas, os autotetraploides
apresentaram viabilidade de p6len média de 72%. Portanto, os autotetraploides
analisados podem ser utilizados como doadores de gametas masculinos 2n no
melhoramento genético da bananeira visando a geracdo de triploides

secundarios.

Palavras-Chave: citogenética, Musa acuminata, fertilidade
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MEIOTIC BEHAVIOR AND POLLEN VARIBILITY OF AUTOTETRAPLOID
‘LIDI" BANANAS BY CHROMOSOME DOUBLING

Author: Cicera Maria do Amaral
Advisor: Dra. Janay Almeida dos Santos-Serejo

Co-advisor: Dr. Sebastido de Oliveira e Silva

ABSTRACT: In vitro duplication of the number of chromosomes is an important
tool to complement conventional banana genetic breeding activities of sterile
cultivars by the production of autotetraploids which will be used in crosses with
improved diploids to develop secondary triploids. The microsporogenesis of Lidi
(2n = 2x = 22) diploid plants and its autotetraploids (2n = 4x = 44) originated
from chromosome doubling induced by colchicine treatment was evaluated.
Meiotic characterization was made in anthers from male flowers with about 1.5
cm long stained with propionic Carmine 2%, and the viability of the pollen was
analyzed by staining with 2,3,5,-triphenyl-tetrazolium chloride solution (TTC) 1%
and in vitro germination. The cytological analysis of diploid accessions showed
abnormalities related to irregular segregation of chromosomes and
chromosome bridges, micronuclei, microcytes, asynchronism, diades, triades,
irregular tetrads and polyades, with a total frequency less than 36%. The
autotetraploids exhibited the same meiotic abnormalities as their corresponding
diploids in a slighter greater frequency (31% to 47.2%). Although the
autotetraploids exhibited meiotic abnormalities, they presented average pollen
viability of 72%. Therefore, the autotetraploids analyzed may be used as 2n
male gamete donors in banana genetic breeding aiming to develop of

secondary triploids.

Key-words: cytogenetics, Musa acuminata, fertility.
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INTRODUCAO

As espécies do género Musa s&o originarias da Asia e encontram-se
amplamente distribuidas pelas regifes tropicais e subtropicais. As bananeiras
cultivadas sdo derivadas de hibridizacdo natural intra e interespecifica entre
diploides selvagens de Musa acuminata Colla (genoma A, 2n = 2x = 22) e
Musa balbisiana Colla (genoma B, 2n = 2x = 22). Um sistema de classificacédo
baseado em caracterizagcdo morfolégica e nimero de cromossomos permitiu
agrupar as cultivares dentro dos grupos gendémicos AA, AB, BB, AAA, AAB,
ABB e BBB, AAAA, AAAB, AABB e ABBB (CHEESMAN, 1947; SIMMONDS;
SHEPHERD, 1955). Estudos recentes de marcadores moleculares confirmaram
e aperfeicoaram esta classificagdo (CRESTE et al., 2004; PERRIER et al.,
2009).

Entre os problemas que afetam a cadeia produtiva da banana estédo as
doencas causadas por fungos (sigatoka amarela, sigatoka negra e mal-do-
Panamd) que podem causar perdas na producdo de até 100%, a depender da
cultivar e ou condi¢cdes de cultivo (SILVA et al.,, 2002). Na auséncia de
variedades resistentes e adaptadas localmente, as plantas de bananeira
necessitam de uso extensivo de agroquimicos que ameacam a
sustentabilidade da cultura e do meio ambiente.

A criacdo de novas variedades por meio de hibrida¢des é dificultada pela
esterilidade constatada nas cultivares diploides e triploides de bananeira. As
cultivares do grupo gendmico AAB (tipo Prata) apresentam esterilidade parcial,
sendo possivel a obtencdo de um numero limitado de sementes em
cruzamentos com diploides do grupo AA. Entretanto, as cultivares do subgrupo
Cavendish (Grande Naine, Williams, Nanicédo, entre outras), grupo genémico
AAA, apresentam elevado grau de esterilidade e ndo produzem sementes
(SILVA et al., 2011).

A maioria das cultivares de banana séo resultantes da fecundacao entre
um gameta 2n com um gameta haploide n (ORTIZ, 1997). Os gametas 2n sdo
formados a partir de um processo meidtico anormal, em que a reducdo do
namero cromossémico ndo ocorre, formando gametas femininos com mesmo
ndmero de cromossomos das células somaticas. Melhoristas de muitas
espécies propagadas vegetativamente tem aproveitado a vantagem da

ocorréncia de gametas 2n para introgressdo de genes de espécies selvagens
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para as cultivares, através da manipulacdo da ploidia (PELOQUIN; ORTIZ,
1992).

A producdo natural de gametas 2n em bananeiras diploides é rara
(ORTIZ, 1997). Assim, a inducao da duplicacdo de cromossomos de diploides
constitui uma estratégia alternativa para obtencdo de gametas 2n em
bananeira, visando complementar as atividades convencionais de
melhoramento genético, mediante a producdo de autotetraploides, os quais
serdo utilizados em cruzamento com diploides melhorados para a geracao de
triploides secundarios (SILVA et al., 2001; BAKRY et al., 2007; AMORIM et al.,
2013).

Embora a obtenc&o de bananeira autotetraploide tenha sido relatada por
diferentes grupos de pesquisa (VAKILI, 1967; STOVER; BUDDENHAGEN,
1986; HAMILL et al., 1992; VAN DUREN et al., 1996; GANGA; CHEZHIYAN,
2002; BAKRY et al, 2007; COSTA et al, 2011; KANCHANAPOOM;
KOARAPATCHAIKUL, 2012), ndo existem relatos sobre a fertilidade desses
autotetraploides gerados. Estudos sobre comportamento meidtico sé&o
importantes, pois a ocorréncia de irregularidades meioticas pode levar a
infertilidade parcial ou completa, comprometendo etapas importantes do
programa de melhoramento.

Muitos estudos de citogenética tém sido realizados em Musa, em
particular para investigar o pareamento cromossdmico durante a meiose e
associar estas configuracdes a ocorréncia de alteracbes cromossdmicas
estruturais como translocacgbes, inversdes e duplicagbes (WILSON, 1946a,
1946b, 1946¢c; AGARWAL, 1983; SIMMONDS, 1962; FAURE et al., 1993;
SHEPHERD, 1999; ADELEKE et al.,, 2004; HIPPOLYTE et al., 2010;
THONNALAK et al., 2010; JERIDI et al., 2011). A heterozigosidade estrutural
surge a partir de rearranjos cromossOmicos estruturais em um dos
cromossomos homologos e podem afetar tanto o gameta masculino como o
feminino.

O complexo Musa acuminata foi dividido em sete grupos de translocacéo
(SHEPHERD, 1999). Dentro de cada grupo, 0s acessos selvagens apresentam
a mesma estrutura cromossOmica e sao homozigotos para a estrutura
cromossOmica, em contraste com a maioria dos acessos cultivados diploides,

triploides e tetraploides que apresentam alta heterozigosidade estrutural para
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uma ou mais translocacdes ou inversdes (DODDS, 1943a; WILSON, 1946b;
DODDS; SIMMONDS, 1948; FAURE et al., 1993, SHEPHERD, 1999). Assim,
os diploides partenocarpicos produzem gametas desbalanceados, e as
espécies selvagens, por outro lado, apresentam gametogénese regular,
havendo a producédo de grande quantidade de gametas viaveis.

O conhecimento da natureza das alteragBes estruturais e o do nivel de
heterozigosidade estrutural dos diploides parentais, portanto, é essencial para
o programa de melhoramento, pois permite uma melhor compreensdo das
causas de esterilidade.

Além disso, estas informac¢des sdo importantes pois as alteracbes na
estrutura dos cromossomos podem influenciar as recombinagdes e afetar a
interpretacéo dos resultados em estudos de mapeamento (DOLEZEL, 2004).

O presente trabalho objetivou analisar a microsporogénese e a
viabilidade de gréos de podlen de bananeiras autotetraploides, visando fornecer
informacgdes sobre a fertilidade masculina que servirdo de base para a incluséo
destes gendtipos como doadores de gametas 2n para a geracao de triploides

secundarios.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram analisados nove gendtipos autotetraploides gerados mediante a
inducao de duplicacdo de cromossomos com o uso de colchicina, dois diploides
que passaram pelo tratamento com colchicina e ndo tiveram 0s cromossomos
duplicados e trés diploides que nao foram tratados do acesso BGB025 — Lidi
(=Pisang Lilin), Musa acuminata ssp. malaccensis, AA. Todos 0s materiais sdo
mantidos no campo experimental da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em
Cruz das Almas — Bahia, altitude de 200m; latitude de 1240°0”; longitude de
3906’07; clima tropical quente e umido; precipita¢ &0 média anual de 1224 mm;
temperatura média anual de 24,5°C; solo latossolo amarelo distréfico. As
plantas com cromossomos duplicados foram pré-selecionadas anteriormente
com base na espessura foliar e tiveram a ploidia confirmada por citometria de
fluxo (PIO et al., 2010).



Analises citologicas

Para analise meidtica, flores masculinas imaturas com aproximadamente
1,5 cm de comprimento foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (etanol:acido
acético - v/v) por 24 horas em temperatura ambiente e depois, acondicionadas
sob refrigeragéo, até o momento da sua utilizagéo.

As anteras foram colocadas em &cido acético 45% por cinco minutos
antes do preparo das laminas, cortadas transversalmente e levemente
esmagadas para liberacdo dos meidcitos em uma gota de carmim propidnico a
2%, cobertas com a laminula e levemente aquecidas. O nimero de meidcitos
analisados variou de 693 a 1.684 por gendtipo. Foram consideradas as
anormalidades meioticas observadas em metafase, anafase e teléfase l e ll, e
nas tétrades. As mais representativas foram microfotografadas em um
microscopio Olympus modelo BX51. As configuracbes meitticas foram
interpretadas com base em Shepherd (1999) e Faure et al. (1993).

Viabilidade polinica

Os grédos de poélen utilizados foram provenientes de flores de uma
mesma bractea, protegidas com saco de polietileno, coletadas na antese no
horéario de 7:30 as 9:00 da manh&, e a viabilidade foi analisada mediante duas

metodologias:

a) Germinacao in vitro de gréos de polen

Os graos de pélen foram inoculados em placas de Petri contendo 35 mL
do meio de cultura proposto por Soares et al. (2008). Com auxilio de um pincel,
0 polen foi distribuido sobre o meio de cultura de modo a promover uma
distribuicdo mais homogénea. Utilizou-se para cada placa uma amostra com
graos de pélen oriundos de anteras de quatro flores de cada genétipo.

Apébs a inoculagdo, as placas foram mantidas no escuro a 27 + 1°C, por
24 horas antes de se realizar a contagem dos graos de pdlen germinados e a
medicdo do comprimento do tubo polinico, mediante observacdo em um

estereomicroscopio binocular com objetiva 10x.
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Para percentagem de germinacao, foram contabilizados todos os gréos da
placa, e para o comprimento do tubo polinico foram mensurados
aleatoriamente cinco tubos em cada repeticdo, totalizando 40 tubos polinicos
de cada gendtipo estudado. O comprimento foi medido em micrémetros,
utilizando-se estereomicroscopio e lamina micrométrica e os dados foram
transformados em milimetros. Foram considerados germinados os graos de
pdélen que possuiam tubo polinico com tamanho igual ou superior ao diametro
do proprio polen.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com oito
repeticdes, sendo cada repeticdo representada por um quadrante na placa de
Petri. Os dados de percentagem de germinacédo in vitro de graos de polen
foram transformados para arcsen (vx/i0) e processado para andlise de

variancia.

b) Teste colorimétrico

A viabilidade polinica, foi realizada através da coloracdo com o 2,3,5,
trifeniltetrazolio (TTC) a 1%, diluido em uma solucéo de tampdo tris HCI 0,15M,
pH 7.8. Uma amostra contendo uma mistura de grdos de pélen retirados de
anteras de quatro flores foi distribuida sobre uma lamina de vidro com uma
gota do corante e coberto com uma laminula. A contagem foi feita ao acaso,
através do método de varredura, sendo contabilizados 100 grdos de
pélen/lamina/gendtipo, com trés repeticdes cada, perfazendo um total de 300
graos de pdlen, em um microscopio optico modelo Leica DM1000, usando uma
objetiva de 10x.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés
repeticbes cada. Os dados de porcentagem foram transformados para arcsen
(vx/10) antes da andlise estatistica. Para avaliar a relacdo germinacao in vitro e
a coloracdo com TTC, foi realizada a analise de variancia e a comparacao das
meédias foi feita pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade utilizando-se o
programa estatistico SAS (SAS Institute, 2010).

Foram considerados inviaveis os grdos de pdlen ndo corados, que
tivessem tamanhos menores do que a maioria, diminuicdo da porgao

citoplasmatica ou com a parede enrugada.
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RESULTADOS

Comportamento meio6tico dos diploides

O estudo relata o comportamento meidtico de plantas autotetraploides
obtidas a partir da duplicacdo de cromossomos da cultivar Lidi (AA). Esta
cultivar apresenta heterozigosidade cromossdmica estrutural, sendo
classificada no grupo de translocacdo NM (Northern Malayan) (SHEPHERD,
1999).

O desenvolvimento dos microsporocitos ndo foi sincronizado, sendo
encontradas fases diferentes da meiose dentro da mesma antera e entre
anteras dentro da mesma flor.

A andlise de metafases | e anafases | evidenciou que as trés plantas da
‘Lidi" do banco de germoplasma de banana (T25-1, T25-3 e T25-4), usadas
como testemunhas, sao diploides (2n = 2x = 22), e que as plantas 2404-1 e
2406-1, passaram pelo tratamento com colchicina mas ndo duplicaram o
namero de cromossomos, sendo também diploides. Estes dois ultimos foram
designados DT2404-1 e DT2406-1 (DT = diploide tratado).

Para a maioria das células apenas parte da configuracdo do pareamento
pode ser visualizada, os outros cromossomos ndo estavam suficientemente
espalhados. Assim, poucas células em metéafase | foram utilizadas para analise
de pareamento. As associacbes cromossdmicas foram variaveis entre
diferentes metafases do mesmo clone. Observacdes dos tipos de pareamento
na metafase | do acesso diploide original (T25-2, T25-3 e T25-4) evidenciaram
a presenca de células com configuracdes normais, 11 bivalentes (111l) ou com
10 bivalentes e dois univalente (10II+2l) na maioria das células, e algumas
células com univalentes, trivalentes e ou tetravalentes na configuragéo aberta e
até um caso de associacdo entre cinco cromossomos (V), indicando a
presenca de polimorfismo estrutural, como translocacédo ou duplicacéo (Figura
1). Entretanto, como nao foram observados tetravalentes fechados, nao foi
possivel estabelecer a presenca de translocacéo reciproca. Na anafase | foram
observadas pontes com fragmento, sugerindo a presenca de inverséo. Estas
observagbes sdo consistentes com os estudos prévios neste mesmo clone
(DODDS, 1943a; WILSON, 1946b; SHEPHERD, 1999; HIPPOLYTE et al.,
2010).
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As configuracdes mais frequentes dos diploides originais na metafase |
foram 91l + 1111 + 11 e 61l + 2IV + 21, e estéo relacionadas a presenca de uma ou
duas translocagbes (Tabela 1), de acordo com Faure et al. (1993) e Shepherd
(1999). As figuras 1d e 1f sdo representacdes tipicas de segregacao alternada
dos cromossomos, em um individuo heterozigoto para translocacdo, apés a
ocorréncia de recombinacado (formacdo de quiasmas) envolvendo trés e cinco

Cromossomos, respectivamente.

Figura 1. Configuracdes na metafase | no acesso original diploide da cultivar Lidi (T25-

1, T24-3 e T25-4). a) pareamento normal de 11 bivalentes e b) 10 bivalentes e 2
univalentes; c) 9 bivalentes, 1 trivalente e 1 univalente; d) 8 bivalentes, 1 trivalente e 3
univalentes; e) 6 bivalentes, 2 tetravalentes e 2 univalentes; f) 8 bivalentes, 1

pentavalente e 1 univalente.
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Tabela 1. Tipos de configura¢cdes meidticas na metafase | na cultivar Lidi (AA)

original e provavel alteracao estrutural.

NUumero de células . ~
: ~ , . Provavel alteracéo
Configuracdo na metéfase | com o tipo de
. ~ estrutural**
configuracao*
111 25 Sem alteragéo
1011 + 21 8 Sem alteracéo
oll + 1l + 11 8 Pelo menos 1 translocacéo
oIl + 1IV 1 Pelo menos 1 translocacéo
8l + 1l + 3l 1 Pelo menos 1 translocacéo
8l + 1V + 1l 1 Pelo menos 2 translocacdes
71+ 2011 + 21 1 Pelo menos 2 translocacdes
61l + 21V + 21 4 Pelo menos 2 translocacdes

*Foram consideradas apenas células onde foi possivel determinar o
pareamento de todos 0S cromossomos.
**Interpretacdo baseada em Shepherd (1999) e Faure et al. (1993).

As irregularidades meidticas mais comumente observadas foram a
ascensao precoce de cromossomos na metafase | (Figura 2b) e Il (Figura 2g),
cromossomos retardatarios na anafase | (Figura 2d). Estes cromossomos
atrasados (Figura 2e) ou adiantados tenderam a se distanciar do grupo e
formar micronucleos (Figura 2h) que deram origem a micrdcitos no final da
telofase | (Figura 2f) e Il, tétrades com microsporos de tamanho irregular
(Figura 2j) e poliades (Figuras 2k e 2I). As frequéncias destas anormalidades
sdo apresentadas nas Tabelas 2 e 3. A ocorréncia de pontes em anafase | foi
menos frequente nos diploides. As plantas que foram submetidas ao
tratamento com colchicina e ndo tiveram os cromossomos duplicados (DT2404-
1 e DT2406-1) apresentaram comportamento meidtico semelhante ao dos
controles (T25-1, T25-3 e T25-4).

No final da meiose, tipos diferentes de tétrades foram verificados, sendo
estes padrdes comuns e normais independente de ploidia. Eles surgiram pela
divisao celular seguindo as orientagdes (perpendiculares) dos cromossomos na

metafase Il (Figura 3).
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Figura 2. Comportamento meiético de diploides originais de Lidi utilizados como
testemunhas bem como de diploides tratados por colchicina mas que ndo duplicaram:
a) Metafase | com 11 bivalentes; b) Metafase | com cromossomos em ascenséo
precoce; c) Inicio da anafase | com segregacdo normal dos cromossomos 11/11; d)
Anafase | com retardatarios; e) Tel6fase | com cromossomo atrasado; f)
Assincronismo celular (metéafase Il e intérfase) e presenca de micrécito (seta); g)
Metafase Il com ascenséo precoce de cromossomo; h) Telofase Il com micronucleos
(seta); i) Teléfase Il sem citocinese; j) Tétrade com micrésporos em tamanho irregular;
K) Poliades com um micrdcito (seta); |) Poliades com trés microcitos (setas).



Tabela 2. Frequéncia de anormalidades (%) meidticas em diploides originais e tratados com colchicina mas com cromossomos nao
duplicados e nos autotetraploides obtidos a partir da duplicacdo de cromossomos da cultivar ‘Lidi’ (Musa acuminata).

I Al TI MII All T
Gendtipo  Ploidia N°tC0¢/;||35 TA

AP CR SD PT CA Total CA AP ASS PM Total CR SD PT CA Total CA
T25-1 Diploide 231 1732 - 043 - 0,87 1,30 - 0,87 - - 0,87 - - - - - 2,60 22,09
T25-3 Diploide 428 7,94 1,64 047 0,93 0,70 3,74 0,47 1,17 0,23 1,40 - - - - - 0,23 13,78
T25-4 Diploide 465 27,96 0,22 022 - 065 108 108 516 344 1,08 9,68 - - - - - 1,08 40,88
DT2404-1 Diploide 227 529 088 1,76 - 0,88 352 4,41 6,17 - - 6,17 0,44 - - 044 088 - 20,27
DT2406-1 Diploide 666 28,53 1,65 0,30 0,45 0,60 3,00 0,45 - 0,9 015 105 015 - 0,15 - 0,30 1,20 34,53
2317-1 Tetra 488 11,27 164 164 225 225 7,79 7,38 1,84 1,84 - 3,69 061 - - - 0,61 - 30,74
2319-2 Tetra 167 4,79 - - - - - - 19,76 7,19 599 3293 299 - - 060 359 - 4131
2322-2 Tetra 931 18,05 1,18 0,21 0,43 0,75 258 258 247 269 107 6,23 054 0,11 043 021 1,29 0,64 31,37
2402-3 Tetra 400 - - - - - - - 2225 17,00 1,50 40,75 1,00 - - 025 125 - 42,00
2403-2 Tetra 709 6,06 1,83 0,99 0,28 - 3,10 1,41 12,41 7,76 3,10 2327 451 - 1,13 042 6,06 2,12 42,02
2408-1 Tetra 681 20,56 1,62 0,15 0,73 044 294 088 661 294 191 1145 088 - 015 0,15 1,17 0,15 37,15
2410-2 Tetra 185 32,97 - - - - - - 3,78 2,16 - 595 1,08 - - - 1,08 - 40,00
2417-1 Tetra 460 283 087 - 043 022 152 065 957 587 087 16,30 3,04 022 043 0,22 3,91 3,26 28,47
2418-1 Tetra 413 19,37 2,66 048 - 194 508 242 726 242 0,97 1065 097 048 0,73 - 2,18 0,24 39,94

MI = metéafase I; Al = anafase |, Tl = teléfase I; MlIl = Metafase IlI; All = anéafase I, Tl = tel6fase Il; AP = ascensao precoce; CR =cromossomo
retardatério; SD = segregacao desigual; PT = ponte; CA = cromossomo atrasado; ASS = assincronismo; PM = presenga de microcitos; TA =
total de anormalidades.
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Tabela 3. Frequéncia de anormalidades observadas nas tétrades de genotipos diploides e autotetraploides da cultivar Lidi.

N°total de Tétrades com Tipos de poliades
Gencipo | plodia | PIOCu0S U | Dlades | Trades | mirosporos, 9
analisados desiguais (%) Péntade Héxade Héptade Octade (%)
T25-1 Diploide 501 0,20 1,00 17,17 10,18 - 0,20 . 28,74
T25-3 Diploide 748 2,01 2,81 9,76 10,96 3,48 0,27 0,40 29,68
T25-4 Diploide 574 1,74 2,79 14,46 9,93 1,05 0,17 0,17 30,31
DT2404-1 Diploide 620 1,94 3,23 30,81 0,81 - 0,16 . 36,94
DT2406-1 Diploide 528 2,08 4,17 23,67 15,53 6,63 1,89 0,38 54,36
2317-1 Tetraploide 234 1,28 1,28 17,52 9,83 0,85 0,85 R 31,62
2319-2 Tetraploide 526 2,09 2,28 32,32 8,17 2,66 1,33 0,19 49,05
2322-2 Tetraploide 753 1,33 1,86 39,84 6,51 2,92 0,40 0,13 52,99
2402-3 Tetraploide 1029 1,17 1,55 18,27 10,59 2,43 1,36 0,49 35,86
2403-2 Tetraploide 415 0,96 2,89 33,25 8,67 1,93 0,48 R 48,19
2408-1 Tetraploide 510 0,59 0,78 38,63 - 1,96 0,39 R 42,35
2410-2 Tetraploide 914 0,77 0,44 40,37 - 1,09 - . 42,67
2417-1 Tetraploide 778 1,29 1,16 39,72 5,78 - - 0,26 48,20
2418-1 Tetraploide 398 1,76 0,75 18,34 6,78 0,50 0,25 - 28,39

T9



Figura 3. Tipos de tétrades normais e comuns em plantas de Lidi independente de

ploidia: a-b) Tétrades em disposicéo linear; ¢) Tétrade em disposi¢cao perpendicular; d-e)
Tétrades em disposicao paralela; f) Tétrade com forma bilateral

Comportamento meidtico dos autotetraploides

A confirmacdo do ndmero de cromossomos dos autotetraploides foi feita
mediante a observagdo da segregacdo dos cromossomos na anafase | e em
profases Il. A observacao das configuracdes cromossdmicas na metafase | dos
autotetraploides foi dificultada pela sobreposi¢cdo dos cromossomos. Ainda assim,
foi possivel identificar trivalentes e tetravalentes em algumas células (Figura 4).

Para as plantas autotetraploides, as anormalidades mais encontradas na
primeira divisdo foram cromossomos em ascensao precoce em metafase | (Figura
5b) e na metéafase Il (Figura 5c). Outras irregularidades foram observadas com
menor frequencia (Tabela 2) como pontes e cromossomos retardatarios nas
anafases | e Il envolvendo de 2 a 4 cromossomos (Figura 5d-f), assim como
presenca de micronucleos na tel6fase | (Figura 5g).

Semelhante ao observado nos diploides, os cromossomos que se
atrasaram ou tiveram ascensdo precoce na metafase | deram origem a

micronucleos que no final da teléfase | formaram um ou mais microcitos (Figura
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5¢, 5h e 5i). Também ocorreu assincronismo no ciclo celular entre os micrécitos
na meiose I, onde enquanto uma célula estava em metéfase Il a outra j4 estava
na anafase ou teléfase (Figuras 5i). Quanto ao desenvolvimento dos
microsporocitos nestes materiais, também foi assincrénico.

Figura 4. Configuracdo do cromossomos na metafase | de autotetraploides de ‘Lidi’. A

sobreposicdo impede a visualizacao de todas as associacdes dos cromossomos.

No final da microsporogénese dos autotetraploides, foram observadas com
maior frerquencia as tétrades com microsporos de tamanhos irregulares (Figura
5j)). Também foram visualizadas poliades, entre estas as péntades foram
registrados em maior frequencia (Figura 5k), seguidas de héxades (Figura 5I),
héptades e 6ctades (Tabela 3). Diades e triades foram encontradas no final da
meiose em menor quantidade em relagdo a outros produtos meidticos, tanto em
diploides como em tetraploides, neste ultimo, em maior frequéncia.

A frequéncia total de anormalidade por gendétipo nos diploides originais de
Lidi variou de 23,9 a 35% e nos autotetraploides, de 31 a 47,2%, incluindo aqui
anormalidades desde a metafase | até as tétrades. Dentro de cada ploidia os
genotipos que apresentaram menor frequencia total de anormalidades foi o
diploide original T25-3 e o0 autotetraploide 2317-1, com 23,9% e 31%,

respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4. Ploidia, nimero total de células mae do grdo de podlen (CMPs)
analisadas e frequéncia total de anormalidades meidticas de diploides e

autotetraploides de ‘Lidi.’

NUmero e % de células com anormalidades

meitdticas
Genétipo Ploidia N°total qle células N° total dg células
analisadas anormais (%)

T25-1 Diplo 732 195 (26.7)
T25-3 Diplo 1176 281 (23.9)
T25-4 Diplo 1039 364 (35.0)

DT2404-1 Diplo 849 275 (32.4)

DT2406-1 Diplo 1194 517 (43.3)
2317-1 Tetra 722 224 (31.0)
2319-2 Tetra 693 327 (47.2)
2322-2 Tetra 1684 691 (41.0)
2402-3 Tetra 1429 537 (35.8)
2403-2 Tetra 1124 498 (44.3)
2408-1 Tetra 1196 469 (39.2)
2410-2 Tetra 1099 464 (42.2)
2417-1 Tetra 1238 506 (40.9)

2418-1 Tetra 811 278 (34.3)




Figura 5. Comportamento mei6tico em gendtipos autoetraploides de Lidi: a) Anéfase |
com 22 bivalentes em direcdo aos polos; b) Ascensdo precoce em metafase I; c)
Metéafase Il com cromossomos precoces (seta menor) migrando para o poélo epresenga
de micrécito (seta maior); d) Anafase | com cromossomos formando ponte (seta); €)
Anafase | com cromossomos retardatarios; f) Anafase Il com retardatarios (seta); g)
Tel6fase | com cromossomos atrasado na placa (seta); h) Presenga de micrécito (seta)
em metafase II; i) Assincronismo celular com anafase e metafase em cada célula e
micrécito (seta); j) Tétrade irregular quanto ao formato; k) Péntade com a presenca de
dois microcitos; I) Héxade com dois microcitos.
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Viabilidade de pélen

Todas as plantas foram analisadas para fertilidade masculina. De uma
maneira geral foi verificado que os autotetraploides apresentaram uma quantidade
maior de pélen do que as plantas diploides.

Pelo teste colorimétrico com TTC foi possivel detectar que a maioria dos
genotipos apresentou elevada percentagem de polen viavel, independente do
grau de ploidia, com excecédo do diploide DT2406-1 (Tabela 5). Os grédos de pélen
viaveis coraram intensamente com o TTC (Figuras 6c, 6d e 6e) enquanto que 0s
invidveis ficaram transparentes (Figuras 6d e 6e). Foram observadas variacdes no
tamanho dos grédos de podlen viaveis (Figuras 6d e 6e), e mesmo corados, estes
grados de pdlen ndao foram considerados, porque essa variacdo do tamanho é

consequéncia direta da formacgéo de micrécitos e de gametas desbalanceados.

Figura 6: Viabilidade de pdlen de bananeira Lidi diploide e autotetraploide. a)
Germinacdao in vitro de grdos de pélen de diploides; b) Germinacao in vitro de gréos de
pélen de autotetraploides; c-e) Graos de polen viaveis (corados) e inviaveis (ndo corados)
de bananeira Lidi autotetraploide. Note que embora viaveis os grdos de poélen
apresentaram variagdo no tamanho.
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Tabela 5. Viabilidade, germinacéo in vitro e comprimento do tubo polinico dos

graos de pélen de gendtipos diploides e autotetraploides de ‘Lidi'.

Genobtipo Ploidia Viabilidade Germinacgéo Comprimento do

TTC in vitro tubo polinico

(%) (%) (mm)
T25-1 Diplo 83,5 42,9 1,2
T25-3 Diplo 44,6 56,1 1,1
T25-4 Diplo 93,4 41,5 2,0

Média 73,8 a 46,8 a 14b
DT2404-1 Diplo 98,3 70,4 1,7
DT2406-1 Diplo 26,5 37,0 1,5

Média 62,4 a 53,7 a 16 b
2317-1 Tetra 70,0 61,6 2,7
2319-2 Tetra 72,5 37,5 2,5
2322-2 Tetra 85,0 61,9 2,4
2402-3 Tetra 61,4 57,4 1,9
2403-2 Tetra 82,7 55,6 2,9
2408-1 Tetra 63,4 28,7 2,1
2410-2 Tetra 61,4 68,1 1,8
2417-1 Tetra 74,8 53,2 1,8
2418-1 Tetra 73,3 57,2 2,9

Média 716 a 53,5a 2,3a
Média geral 70,7 52,1 2,0

Médias de cada ploidia seguidas pela mesma letra minlUscula nas colunas néo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

A germinacao in vitro dos grdos de pélen de bananeira (Figura 6a e 6b),
nas condi¢cdes testadas neste estudo, evidenciou uma taxa de viabilidade inferior
quando comparado com o teste colorimétrico com TTC, com raras excecgdes.
Quanto ao comprimento do tubo polinico, os autotetraploides superaram o0s

diploides analisados (Tabela 5).
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O gendtipo 2317-1, que apresentou a menor frequéncia de irregularidade
nos meioécitos entre os autotetraploides, também registrou uma média de 70,0% e
61,6% de graos de polen viaveis e germinados, respectivamente. Apesar da
frequéncia de anormalidade ter sido superior na maioria dos tetraploides, isso nao
afetou muito a percentagem de viabilidade e de germinacao in vitro dos graos de
polen. Mesmo nos gendétipos que apresentaram as maiores frequéncias de
anormalidades na meiose (2319-2, 2403-2 e 2410-2) estas ndo foram suficientes
para comprometer a fertilidade do pdélen, pois estes mostraram mais de 60% de

viabilidade.

DISCUSSAO

A inducdo da duplicacdo de cromossomos € uma técnica que vem sendo
aplicada em bananeira visando a geracdo de triploides secundarios (HAMILL et
al., 1992; VAN DUREN et al., 1996; GANGA; CHEZHIYAN, 2002; BAKRY et al.,
2007; KANCHANAPOOM; KOARAPATCHAIKUL, 2012). Os requisitos para a
escolha dos gendtipos de bananeira para geracdo dos autotetraploides incluem
partenocarpia, caracteristicas agronémicas de interesse, tipo de banana a ser
desenvolvida (Prata, Terra, Cavendish) e seu comportamento com respeito a
doencas e fertilidade masculina e/ou feminina (BAKRY, 2009). As caracteristicas
citogenéticas também devem ser consideradas uma vez que os autotetraploides
serdo utilizados como parentais doadores de gametas 2n no programa de
melhoramento.

A frequéncia de anormalidades nas células analisadas dos autotetraploides
foi considerada baixa e isso ndo compromete tanto a viabilidade de pdlen destes
materiais, ja que a maioria apresentou boa frequéncia de pdlen viavel e grande
quantidade de polen.

A observacao das configuracdes cromossdmicas observadas em diploides
de ‘Lidi’ evidenciou a presenca de diferentes combinacbes de univalentes,
bivalentes, trivalentes, tetravalentes e pentavalentes, conforme ja relatado por
outros autores para este clone (WILSON, 1946a; SHEPHERD, 1999).

Um amplo estudo meiético em Musa demonstrou hdo somente pareamento
regular com 11 bivalentes em espécies selvagens, mas também aberracdes no

pareamento de cromossomos com univalentes, trivalentes e multivalentes,
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incluindo heterozigosidade para uma ou mais translocagdes ou inversdes, em
clones partenocarpicos (SHEPHERD, 1999).

Pesquisas sobre alteragcdes estruturais nos cromossomos de cultivares
diploides de Musa mostram que a esterilidade nesses materiais ndo é
necessariamente resultado da hetezigosidade estrutural, mas pode ser também
induzida por genes (FAURE et al., 1993). As mutacdes que alteram a frequéncia
e a distribuicdo de trocas meibticas em organismos resultam em erros de
segregacao cromossémica na meiose | (BAKER et al., 1976).

Estudos citologicos na cultivar Lidi mostraram a formacéo de univalentes e
elevado grau de formacao de trivalentes (WILSON, 1946b), que € explicado pela
suposicdo de que essa variedade € um hibrido de translocacédo reciproca
(DODDS, 1943b). A segregacao dos cromossomos nao € seriamente afetada por
esta translocagcdo, mas uma grande parte, cerca de dois tercos, de gametas
aparentemente euploides seria desequilibrado pela segregacdo aleatdria de
trivalentes e univalentes e, portanto, provavelmente inviavel. A presenca de
translocacdes, entretanto, ndo impede a formacédo de 11 bivalentes e gametas
balanceados em alguns gendétipos (FAURE et al., 1993). A esterilidade feminina
completa desta variedade, no entanto, deve ser parcialmente atribuida a outras
causas genéticas (WILSON, 1946b).

As configuracdes cromossbmicas nos autotetraploides induzidos foram
dificultadas devido ao pequeno tamanho dos cromossomos, bem como ao
aspecto difuso e sobreposto destes. Todavia, no que foi possivel verificar,
constatou-se a presenca de associacdes bi e tetravalentes, este ultimo, tipico de
poliploidia. Alguns bivalentes formavam um tipo de anel, com possivel formacao
de quiasmas nos dois bragcos cromossémicos e ou devido a homozigosidade para
a alteracao cromossoOmica estrutural.

As configuragBes observadas nas metafases | ndo sdo, necessariamente,
as que melhor caracterizam a constituicdo cromossémica, pois podem resultar de
quebras em configuracbes maiores de pareamento como consequéncia da
limitada formagdo de quiasmas (considerando o0s possiveis efeitos das
translocacdes). A configuracdo observada em uma célula especifica € apenas
uma das diferentes alternativas de pareamento. Assim, a avaliacdo de diferentes
fases da meiose e a observacdo de anormalidades controladas geneticamente

(assinapses e dessinapses) podem fornecer informacgdes mais seguras sobre as



70

propriedades dos cromossomos envolvidos, mostrando-se Uteis no diagndstico de
irregularidades (SYBENGA, 1992).

A presenca comum de univalentes em meidcitos nos genétipos de Lidi,
diploides e autotetraploides também pode ser explicada pela terminalizacéo
precoce de quiasmas. Considerando o tamanho pequeno dos cromossomos de
banana, embora ndo seja o menor entre as plantas com flores, raramente é
possivel em associagfes bivalentes discriminar quiasmas (SHEPHERD, 1999).

No presente estudo, as anomalias meidticas mais comuns encontradas nos
diploides e autotetraploides da Lidi foram, ascens&o precoce de cromossomo na
meiose | e Il e cromossomos retardatarios na anafase I, que como consequéncia
podem causar segregacao irregular cromossémica e formacdo de gametas
desbalanceados, comprometendo a fertilidade do pdlen.

Cromossomos univalentes em diacinese ou metafase | podem resultar de
baixa frequéncia ou terminalizacao precoce de quiasmas, pela presenca de genes
ou assinapses e dessinapse em profase | (GOTTSCHALK; KAUL, 1980).
Qualguer que seja a origem, 0 comportamento meiético € sempre 0 mesmo, com
univalentes e até bivalentes mostrando ascensdo precoce nas metafases ou
permanecendo como retardatarios nas anafases. Em ambos os casos podem
originar micronucleos nas telofases, ou podem, até, apresentar segregacao
irregular, migrando ambos os homologos para o mesmo pélo, originando nucleos
aneuploides. Qualquer que seja 0 comportamento dos cromossomos univalentes,
eles causardo desbalanco génico, afetando a fertilidade do pdélen. No entanto,
esses univalentes aqui identificados sdo de baixa frequéncia. Irregularidades
meidticas incluindo cromossomos retardatarios e univalentes influenciaram a
fertilidade do podlen e formacéo de micrésporos em Musa (ADELEKE et al., 2004).

Embora a frequéncia de ascensdo precoce tenha sido elevada,
aparentemente a maioria dos cromossomos que segregaram de forma irregular
na metafase | e na anafase | foi incluida pelo menos em um dos nucleos
principais. Aqueles que n&o se reintegraram ao nucleo principal formaram
micronucleos e sofreram citocinese ao final da meiose |, dando origem aos
microcitos visualizados na metafase 1l. De modo semelhante, os cromossomos
com segregacao precoce e o0s retardatarios na meiose Il podem ser incluidos no
nacleo principal ou ainda ser eliminados como micrécitos no final da

microsporogénese. Esses microcitos dao origem a grao de pdlen pequenos,
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desbalanceados geneticamente e estéreis (BAPTISTA-GIACOMELLI et al., 2000;
FELISMINO et al., 2010). Se os gametas desbalanceados (com cromossomos a
mais ou a menos) forem viaveis, a utilizacdo destes em cruzamento poderia gerar
individuos aneuploides.

No caso deste trabalho, os graos de podlen que coraram no teste
colorimétrico e tinham tamanho fora do padrdo normal, ndo foram considerados
para a contagem, demonstrando que as plantas tetraploides produziram uma
quantidade significativa de podlen viavel para fertilizar o nucleo secundario do saco
embrionério e assim, formar sementes.

Pontes com fragmento na anéfase | indicam a ocorréncia de inversédo
paracéntrica. Mediante a recombinacdo em cromossomos com inversao €
formada uma ponte que se quebra e resulta em deficiéncia e perda do fragmento
acéntrico. Em condigdo heterozigota, causam a reducdao da fertilidade em
consequéncia da formacado de crométides deficientes e/ou duplicadas.

Shepherd (1999) relatou a presenca de pontes com ou sem fragmentos em
anafase | em diversos genotipos diploides de Musa, incluindo hibridos onde a
‘Lidi’ foi utilizada como um dos parentais, sendo muitas vezes relacionadas a
inversdes paracéntricas ou translocacoes.

Na metafase e anafase Il os cromossomos manifestaram assincronia no
ciclo celular, pois enquanto um microsporo estava na metafase, o outro estava em
anafase ou mesmo teléfase, ou anafase e intérfase. Esse comportamento foi
maior nos autotetraploides e sugere-se gque 0S Cromossomos nao tenham o
mesmo ritmo de divisdo celular. O assincronismo também foi comum em anteras
dentro da mesma flor e em flores dentro da mesma bractea, com diferentes
estagios. Esse tipo de comportamento foi relatado para tetraploide de Paspalum
subciliatum (PAGLIARINI, 2000). A falta de sincronismo no desenvolvimento dos
microspordcitos, encontrados em diploides e autotetraploides neste estudo,
dificultou a determinacéo de uma relacdo entre comprimento da antera e fase da
meiose.

Em relacdo aos meidcitos que tinham metéafase Il perpendiculares, estes
deram origem a tétrades normais mas com a figura no mesmo padréo, seguindo a
orientacdo que apresentou na metafase Il. Ao contrario do relatado por Thonnalak
et al. (2010), alguns padrbes de orientacdes diferentes em metafase Il que

produzem tipos diferentes na configuracéo das tétrades, ndo levam estas a serem
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estéreis, porque em banana esses formatos sdo comuns, assim como foi
verificado que muitos meidcitos durante a microsporogénese néo tinham formatos
arredondados.

Estudos realizados sobre fertilidade em genotipos diploides e triploides de
bananeira mostraram que a formacdo de tétrades anormais, incluindo poliades,
superou as normais na maioria dos acessos em ambas as ploidias (WILSON,
1946¢; RAMIREZ, 1990; ADELEKE et al., 2004) indicando que a producao de
poliades é comum em Musa. As configuracbes de tétrades anormais
provavelmente estdo relacionadas com varias orientagdes cromossdmicas na
metafase Il seguidas de movimentos irregulares no final da teléfase 1l (RAMIREZ,
1990).

Estudos feitos com 18 variedades de quatro espécies diferentes de Musa
mostrou que 90% das tétrades eram normais e cerca de 41% do poélen era viavel
(WILSON, 1946b).

Quanto as diades, observadas aqui em baixa frequéncia em ambas as
ploidias, sdo formadas quando ha falhas na primeira ou na segunda citocinese, e
podem originar micrésporos binucleados ou com nucleo de restituicdo (2n). As
triades, no entanto, sdo formadas quando a segunda citocinece ocorre apenas em
uma das células da diade temporaria.

Os genaotipos diploides de Lidi analisados, considerando diploides tratados
e testemunhas, apresentaram uma boa viabilidade (média de 69,3%) de pdlen e
germinacao (49,6), sendo que a viabilidade foi um pouco menor que em outros
genadtipos diploides avaliados (SOARES et al., 2008), mas os resultados da
germinacao foram superiores e com 0 mesmo meio de cultura utilizado. Shepherd
(1999) considerou a Lidi parcialmente macho-fertil, com uma fertlitidade de pélen
de 67%. Em outro estudo a fertilidade da Lidi foi de 49.4% (ADELEKE et al.,
2004).

Embora tenham apresentado irregularidades nas duas meioses, 0s
genotipos autotetraploides produzem uma excelente quantidade de grdos de
polen, apresentando boa viabilidade (média de 72%) e germinacdo in vitro
(53,5%). Diferentes cultivares tem diferencas de viabilidade e de quantidade total
de polen. As cultivares que tem alta quantidade total de polen pode conter polen
viavel suficiente por antera, mesmo que a porcentagem de polen viavel seja baixa
(FORTESCUE et al., 2004).
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Portanto, os autotetraploides analisados no presente estudo podem ser
testados como doadores de pdlen 2n em cruzamentos com diploides melhorados

para geracao de triploides secundarios.

CONCLUSAO

Os autotetraploides de Lidi mostraram uma frequéncia de anormalidades
meidticas um pouco maior que os seus diploides originais, entretanto estas nao
afetaram a percentagem de polen viavel. Portanto, os autotetraploides avaliados
neste estudo podem ser utilizados como doadores de gametas 2n no programa de

melhoramento genético da bananeira.
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CONSIDERACOES FINAIS

As principais cultivares comerciais de banana sao triploides
partenocarpicos com diferentes graus de esterilidade, base genética estreita e
que produzem pouca ou nenhuma semente, o que dificulta a geracdo de
cultivares resistentes a doencas. O uso de técnicas biotecnoldgicas, como a
inducao da duplicacdo de cromossomos in vitro € uma alternativa para se produzir
autotetraploides que serdo utilizados em cruzamentos com diploides melhorados
para geracao de triploides secundarios.

Os resultados obtidos em plantas oriundas de experimentos de inducéo de
duplicacdo de cromossomos dos acessos de ‘Lidi’ demonstraram efeitos claros da
poliploidia em muitos caracteres de interesse ao programa de melhoramento
genético da bananeira, tais como aumento no didmetro do pseudocaule, no
namero de folhas vivas e de frutos, no tamanho de flores, frutos e peso do cacho,
além do aumento da quantidade de pdlen em comparacdo aos controles
diploides. Essas respostas indicam que plantas com caracteristicas promissoras
podem ser selecionadas.

Por meio da andlise do grau de severidade da Sigatoka amarela, péde se
constatar uma alta frequéncia de materiais resistentes, pois somente trés plantas
dos tetraploides apresentaram um leve sintoma da doenca, diferente das
testemunhas diploides, em que todas tiveram algum sintoma no final da colheita.
Considerando que esse € um efeito claro da dosagem génica dobrada em favor
dos autotetraploides, é permitido afirmar que a técnica é eficiente e isto tem
implicagcdes na busca para se obter novas variedades resistentes a esta doenca.

Os resultados da andlise citogenética mostram que em autotetraploides de
Lidi, a frequéncia de anormalidades meidticas nas células analisadas nao
compromete muito a viabilidade do grdo de pdlen destes materiais, ja que a

maioria apresentou boa frequéncia de pdlen viavel.
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A poliploidizacé&o artificial em bananeira pode ser utilizada como ferramenta
atil para dar suporte ao programa de melhoramento genético dessa cultura,
contribuindo na producéo de plantas com caracteristicas agronémicas desejaveis
e permitindo ao melhorista fazer inferéncias sobre os melhores cruzamentos,
onde h&d uma grande chance de se obter hibridos triploides secundarios
resistentes a doencas e com frutos de qualidade.

Em relacdo as possiveis tetraploides também provenientes de inducéo de
duplicacdo de cromossomos da cv. Ouro, novos estudos devem ser realizados.

Esse trabalho faz parte da estratégia do programa de melhoramento da
bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura para geracédo de novas cultivares
com caracteristicas de interesse, e dentro desta linha de pesquisa outras
cultivares diploides tém sido submetidas a inducdo de duplicacdo de

cromossomaos.



