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SELECAO IN VITRO DE GENOTIPOS DE BANANEIRA PARA TOLERANCIA
AO DEFICIT HIDRICO

RESUMO: O déficit hidrico tem sido considerado, em algumas situagdes, 0
principal determinante da reducao da produtividade de varias culturas, inclusive
da bananeira. Existe a previsdo de intensificacdo dos efeitos desse estresse,
pelas mudancas climaticas. A busca por genoétipos mais eficientes no uso da
adgua e com maior capacidade de ajustamento osmotico, através de programas
de melhoramento genético tem sido considerada como uma das estratégias mais
eficientes e baratas para enfrentar o problema da seca. Tendo em vista o longo
ciclo e alto porte da cultura, o estabelecimento de uma metodologia que simule
as condicbes de déficit hidrico in vitro para genétipos de bananeira permite
selecionar precocemente genaotipos tolerantes a seca, com economia de tempo,
espaco e material vegetal. Nesse trabalho objetivou-se determinar as
concentracfes adequadas dos indutores de déficit hidrico in vitro polietileno
glicol (PEG) e sorbitol, e posterior selecdo de genoétipos de bananeira com
toler&ncia ao déficit hidrico. Plantas de duas cultivares de bananeira, BRS
Tropical e Prata Ana, bem como 12 diploides do programa de melhoramento
genético da Embrapa Mandioca e Fruticultura foram cultivadas em meio de
cultura MS semissolido por 50 dias. Apices caulinares de plantas cultivadas in
vitro foram transferidos para meio MS liquido, acrescido de 30 g L de sacarose
e 4 mg L de BAP, suplementado 15, 30, 45 e 60 g L' de PEG 6000 ou 18,2;
36,4, 54,6 e 72,8 g L de sorbitol. Os mesmos foram mantidos em sala de
crescimento e tiveram os meios de cultura renovados a cada 15 dias, com
avaliacdes de altura da planta, massa fresca, nUmero de raizes e numero de
folhnas durante 60 dias. Em relacdo ao indutor PEG, a concentragdo mais
adequada foi 15 g L, e para o indutor sorbitol 36,4 g L. Ambos os indutores
sdo promissores na selecdo in vitro de plantas de bananeira tolerantes ao
estresse hidrico. No entanto, o sorbitol foi considerado mais adequado, por ter
afetado menos severamente o crescimento das plantas. Os diploides 042085-
02 e 091087-01 foram considerados gendtipos promissores, com tolerancia a
seca e, portanto, devem ser avaliados em campo e com ensaios de protedmica
para confirmacao da tolerancia a seca.

Palavras-chave: Germoplasma; Musa spp.; polietileno glicol; sorbitol; tolerancia
a seca



IN VITRO SELECTION OF BANANA GENOTYPES WITH WATER DEFICIT
TOLERANCE

ABSTRACT: Water deficit has been considered, in some situations, the major
determinant of reduced productivity of various crops, including banana. There is
the prediction of intensification of effects of that stress by climate change.
The search for more efficient genotypes in water use and greater osmotic
adjustment capacity through breeding programs has been considered one of the
most efficient and inexpensive strategies to address the problem of drought.
Given the long cycle and high size of culture, the establishment of a methodology
that simulates the in vitro drought conditions to banana genotypes allows to select
drough tolerant genotypes earlier, saving time, space and plant material. This
study aimed to determinate the appropriate concentrations of inductors in vitro
hydric deficit, polyethylene glycol (PEG) and sorbitol, and subsequent selection
of banana genotypes with tolerance. Plants of two banana cultivars, BRS Tropical
e Prata Ana, and 12 dyploids of banana genetic breeding program genotypes
were cultivated on MS semi-solid culture medium for 50 days. Shoot tips of plants
cultivated in vitro were transferred for a MS liquid medium supplemented with 30
g L* sucrose, 4 mg L benzylaminopurine and 15, 30, 45 and 60 g L*
polyethylene glycol (PEG) or 18,2; 36,4; 54,6 and 72,8 g L* sorbitol. They were
kept in growth room and their culture media were renewed every 15 days, with
evaluation of plant height, weight, number of roots and number of leaves until the
60 days. Regarding PEG inducer, the suitable concentration was 15 g L, and
sorbitol inducer was 36,4 g L*. Both PEG and sorbitol are promising in vitro
simulation of water deficit for selection of banana genotypes that are tolerant to
water deficit. However, sorbitol was considered more suitable because it less
severely affects plant growth. The diploids 042085-02 and 091087-01 were
considered promising genotypes with drought tolerance and therefore they
should be evaluated in the field and with proteomic tests for confirmation of
drought tolerance.

Keywords: Drought tolerance; Germoplasm; Musa spp; sorbitol; polietileno
glycol; sorbitol
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INTRODUCAO

Mudancas climaticas e o problema da seca

As mudancas climaticas tém sido caracterizadas principalmente por aumentos
de temperatura e alteragcdo no modelo de precipitacédo pluviométrica (NOBRE, 2001).
Estudos tem apontado que os efeitos do déficit hidrico ao decorrer dos anos podem
ser intensificados pelas mudancas climaticas (CLAEYS et al., 2013), pela crescente
escassez de agua doce disponivel para a irrigacdo e também pelo esgotamento dos
aquiferos (PENNISI, 2008).

O déficit hidrico ocorre quando as raizes ndo conseguem suprir a parte aérea
em relacdo a demanda de agua, reduzindo a transpiracao até niveis criticos (NEVES
et al.,, 2013) e pode ser causado pela seca, salinidade ou congelamento (BOYER,
1982). Em especial, entende-se por seca a condi¢cdo de falta de dgua na regido
radicular da planta, o que leva a diminuicdo do rendimento das culturas (RAVI et al.,
2013). A falta de 4gua causa desidratacdo celular, condicdo que leva ao estresse
osmotico e remove a agua do citoplasma para o espaco extracelular (BARTELS;
SUNKAR, 2005). A capacidade da planta de manter o transporte de 4gua, mesmo em
nivel limiar, contra as resisténcias do sistema solo-planta-atmosfera previne os danos
causados pelo déficit hidrico (TARDIEU et al., 2010; BLUM, 2011).

No Brasil, as regibes Nordeste e Centro-oeste sdo as que apresentam maior
histérico de déficit hidrico, sendo a regido do Semiarido nordestino considerada a mais
vulneravel a mudanca de clima, especialmente no ponto de vista social (MARENGO,
2011). O Semiarido espalha-se por 86% do territorio nordestino e abrange uma
populacao de aproximadamente 23,5 milhdes de habitantes, o que equivale a pouco
mais de 34% da populacao do Nordeste e cerca de 12% da do pais. Esses nUmeros
fazem do Semiarido a regido seca mais populosa do mundo (MARENGO, 2011) e
destacam a importancia social e econémica da regiéo.

Nesta regido destacam-se 0s seguintes polos de producéo de bananas: Minas
Gerais (Janauba e Jaiba); Bahia (Juazeiro, Ponto Novo, Irecé, Bom Jesus da Lapa,
Barreiras, Livramento de Nossa Senhora, Caraibas, Guanambi, Urandi, e Sebastido
Laranjeiras); Pernambuco (Petrolina e Santa Maria da Boa Vista); Rio Grande do
Norte (Vale do Acu); Sergipe (Platd de Nedpolis); e Ceara (Chapada do Apodi e Baixo
Acarau) (DONATO, 2009).

Em 2015, a cultura da banana apresentou nas regides Nordeste e Centro-
oeste, uma é&rea plantada de 220 mil hectares, com producgéo de aproximadamente
2,5 milhdes de toneladas (IBGE, 2016). No entanto, sabe-se que a irregularidade das
chuvas € um obstaculo ao desenvolvimento agricola da regido (KUNZLER, 2011).
Tomadas em conjunto, essas informac¢des chamam a atencéo para a possibilidade de
decréscimo da produtividade da agricultura de subsisténcia. Ou seja, com a previsao
de intensificagéo do ja existente déficit hidrico da regido, aumentam-se as dificuldades
gue os pequenos agricultores vém enfrentando, havendo consequéncias sociais, de
segurancga alimentar, migragdo e pobreza.



As estratégias existentes para gerenciar e diminuir os efeitos negativos da
seca séo representadas principalmente pela irrigacdo das culturas, a fim de evitar que
na condicdo de restricdo de agua, a demanda evaporativa exceda a capacidade de
absorcdo de agua (ROBINSON; GALAN SAUCO, 2010). Em relagdo as bananas
mundialmente cultivadas para exportacdo (Cavendish), estima-se que mais de dois
tercos das areas de producdo sejam irrigadas (CARR et al., 2009). No Brasil, no
periodo de 1975 a 2004, houve acréscimo de 2,4 milhGes de hectares de terras
irrigadas (CHRISTOFIDIS, 2008). No mundo, € estimado uma é&rea irrigada de 330
milhdes de hectares no ano 2025 (SHIKLOMANOV 2000). No entanto, o uso de
irrigacdo aumenta o custo de producdo e € dependente da disponibilidade de
recursos, infraestrutura e habilidade no manejo da cultura e do solo (PAZ et al., 2000).

No contexto das mudancas climaticas e conservacgéo dos recursos hidricos e
tendo em vista que a irrigacdo representa cerca de 69% da agua consumida no mundo
(SAMPAIO, 2010) destaca-se a necessidade por estratégias alternativas. O
melhoramento genético das plantas tem sido considerado como uma das estratégias
mais eficientes e baratas para enfrentar o problema da seca (UMEZAWA, 2006). O
gue se busca é a producao de genoétipos mais eficientes no uso da agua, com maior
capacidade de ajustamento osmatico e de controle estomatico (DONATO, 2013).

Mecanismo de tolerancia a seca

A agua é fundamental para o desenvolvimento e sobrevivéncia da planta.
Estima-se que o conteldo de agua na planta seja de 80 a 95% em massa dos tecidos
em crescimento, de 85 a 95% em tecidos vegetativos e 35 a 75% em madeira com as
células mortas e de 5 a 15% em sementes secas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A 4gua do solo é absorvida pelas plantas através de suas raizes, sendo entédo
transportada para as células do mesdfilo foliar através do xilema (FERREIRA, 1992).
Dessa forma, a for¢ca motriz do movimento da agua na planta se origina nas folhas e
esta relacionada ao processo fisioldgico da transpiracdo (FSCUS, 1987). Durante a
transpiracdo ocorre uma difusédo do vapor de agua através de um sistema bioldgico, a
qgual obedece a um gradiente de potencial entre a pressdo de vapor na folha e a
pressdo de vapor na atmosfera (TAIZ; ZEIGER, 2009). Em outras palavras, a
transpiracéo corresponde a perda de agua em forma de vapor e ocorre sempre que a
umidade relativa no interior de uma folhar for maior que a umidade relativa da
atmosfera.

A nivel celular, o movimento da agua é controlado pelo gradiente de potencial
de agua (FERREIRA, 1992) e este € o principal responsavel pela entrada e saida
desse solvente universal na planta. O potencial de agua representa a diferenca entre
o potencial quimico da agua em um sistema qualquer e o potencial quimico da agua
pura sob as mesmas condicdes padrdes de temperatura e de pressao (SUTCLIFFE,
1980). Esse potencial € controlado por trés fatores: concentracao de solutos do suco
celular (potencial osmatico); pressao das paredes (potencial de presséo) e gravidade
(potencial gravitacional) (TAIZ; ZEIGER, 2009).

O movimento orientado das particulas de agua ocorre das areas de menor
concentracdo de solutos para as de maior concentracao (TAIZ; ZEIGER, 2009). Em
condi¢cdes normais de disponibilidade de agua, o citoplasma de uma célula contém
uma maior concentracao de solutos do que o ambiente e assim a agua é absorvida
(GERDAY; GLANSDORFF, 2007). Ja em solos secos, 0 potencial de agua € menor
ou igual ao potencial de agua da planta, o que interfere na absor¢céo da agua, ja que
as plantas podem absorver agua apenas enquanto o seu potencial for menor do que



do solo (TAIZ; ZEIGER, 2009). Verifica-se entdo a saida de agua do citoplasma para
0 espaco extracelular (BARTELS; SUNKAR, 2005).

A capacidade das plantas em tolerar condi¢cdes de seca é de fundamental
importancia para producdo agricola em todo o mundo (UMEZAWA, 2006). A seca
causa ha planta desidratacdo e superaquecimento de suas células e tecidos. Dessa
forma, entende-se por plantas tolerantes a esse estresse abidtico aquelas que
conseguem tolerar ndo s6 a desidratacdo, mas também o calor (RAVI et al., 2013),
mantendo seu crescimento, desenvolvimento e reprodugcdo normalizados. Essa
tolerancia é formada e desenvolvida nos processos de ontogenia, estando assim
baseada em toda filogenia da planta e em seus processos evolutivos (HENCKEL,
1964).

O déficit hidrico induz uma série de respostas fisiologicas e bioquimicas nas
plantas (SHINOZAKI et al., 2007), tanto a nivel celular quanto molecular
(NAKASHIMA, 2009). Sabe-se, por exemplo, da acumulagédo de osmdlitos e proteinas
especificamente envolvidos na tolerancia ao estresse (SHINOZAKI et al., 2003). Além
disso, estudos tem apontado para um elevado numero de genes e fatores de
transcricao relacionados com a capacidade da planta para tolerar e superar condi¢cdes
de seca (BARTELS; SUNKAR, 2005; SHINOZAKI et al., 2007; KIM et al., 2012). As
respostas das plantas para as condicdes de seca sao influenciadas pela quantidade
de agua perdida, da taxa de perda, de quanto tempo a planta esteve sob a condi¢do
de estresse (BRAY, 1997) e do gendtipo da planta (BARTELS; SUNKAR, 2005). Nas
plantas que conseguem sobreviver a condicdo da falta de agua, essas respostas
culminam na toleréncia ao déficit hidrico.

Os mecanismos para lidar com a deficiéncia hidrica podem ser divididos em
dois: habilidade de “evasao” a seca e de tolerancia a tal condicdo (VERSLUES et al.,
2006; LAWLOR, 1970). O primeiro mecanismo consiste em equilibrar a absorgéo e a
perda de 4gua. A absorcdo de agua € melhorada pela acumulacdo de solutos, que
diminuem o potencial osmético do tecido, e pela maior profundidade das raizes (RAVI
etal., 2013; CLAEYS et al., 2013). Acredita-se que o alongamento das raizes seja um
mecanismo adaptativo que facilita a absorcdo de agua a partir de camadas mais
profundas do solo (BARTELS; SUNKAR, 2005).

J& a perda de agua por evaporacao € limitada pelo fechamento estomatico,
diminuicdo no crescimento da parte aérea e aceleramento da senescéncia foliar (RAVI
et al., 2013; CLAEYS et al., 2013). A ideia que se defende é que a estagnacdo do
crescimento seja uma forma de preservar os carboidratos para sustentar o
metabolismo, prolongando o fornecimento de energia e, assim dando condi¢cdes de
recuperacao apos findar-se o estresse (BARTELS; SUNKAR, 2005).

O mecanismo de tolerancia ao estresse hidrico consiste na capacidade da
planta de desidratar-se parcialmente, permanecendo-se viavel e capaz de retomar o
crescimento quando se finda o estresse (RAVI et al., 2013). Acredita-se que em
situacdes nas quais o estresse seja tdo severo a ponto dos mecanismos de evasao
nao serem suficientes as plantas tolerantes consigam proteger-se contra danos
celulares (CLAEYS et al., 2013). Essa protecéo ocorre através da desintoxicacao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e da acumulagédo de proteinas protetoras, tais
como Embyogenesis Late Abundante (ELA) e de solutos, tais como Pro, que atua
tanto como agente osmaético como osmoprotetor (CLAEYS et al., 2013).

Sabe-se que ambos os mecanismos sdo controlados principalmente pelo
acido abscisico e por proteinas do tipo DREB (Drought-Responsive Elementbinding)
(NAKASHIMA et al., 2009).



Tolerancia a seca em bananeira

A bananeira possui centro de origem no continente asiatico (SILVA et al., 2013).
Os gendtipos de bananeira atualmente em uso para alimentacdo sdo em sua maioria
frutos de cruzamentos intra e interespecificos envolvendo M. acuminata Colla
(genoma A, 2n=2x=22) e M. balbisiana Colla (genoma B, 2n=2x=22) (SIMMONDS,
1973). Esses hibridos podem apresentar diversas ploidias, verificando-se casos com
20; 22; 33; 44, 55; 77 e 88, podendo encontrar, inclusive, varios tipos de aneuploidias,
e apresentam caracteristicas das duas espécies (SIMMONDS, 1973).

Os estudos desenvolvidos por Cheesman (1948) e Simmonds e Shepherd
(1955) levaram a constatacdo dos seguintes grupos genémicos: diploides (AA, BB e
AB), triploides (AAA, AAB e ABB) e tetraploides (AAAA, AAAB, AABB e ABBB), sendo
esta a classificacdo adotada em todo o mundo. Além dos grupos gendmicos, foi
estabelecido o uso do termo subgrupo, para denominar um conjunto de cultivares
provenientes, por meio de mutac¢des, de uma unica cultivar original (SHEPHERD et
al., 1984), como no caso do grupo AAA, subgrupo Cavendish e grupo AAB, subgrupos
Prata e Terra, no Brasil (SILVA et al., 2013).

As cultivares mais importantes no Brasil e seus respectivos representantes sao
do grupo genbmico AAB, com as cultivares Prata Ana, Pacovan, Maca, Terra e
D’Angola, que sao utilizadas para o mercado interno, e as do grupo AAA representado
pelas cultivares Nanica, Nanicdo e Grande Naine, usadas no mercado nacional e para
exportacdo. Em menor escala sdo plantadas a ‘Ouro’ (AA), ‘Figo Cinza’ e ‘Figo
Vermelho’ (ABB). O grupo AAAB representado por hibridos tetraploides tipo Prata (a
exemplo das cultivares Pacoven Ken, Garantida, Precisoa, BRS Platina, entre outras)
e Macad (BRS Princesa e BRS Tropical), desenvolvidos mediante melhoramento
genético, tem se destacado no cenario nacional principalmente por apresentarem
resisténcia as principais doencas da cultura (SILVA et al., 2016). As cultivares de
bananeira que contém o genoma B sdo mais tolerantes aos estresses abidticos do
gue aguelas que apresentam em sua constituicdo somente o genoma A (ROBINSON,;
SAUCO, 2010; RAVI et al., 2013).

A bananeira apresenta desenvolvimento continuo, inibindo a emergéncia de
folhas e raizes com o aparecimento da inflorescéncia. Desta maneira, condi¢des
climaticas (luz, temperatura e vento), nutrientes e agua sao determinantes para o seu
desenvolvimento (SOTO BALLESTERO, 2008). Sabe-se que a cultura é bastante
sensivel a deficiéncia hidrica (RUKUNDO et al., 2012; VANHOVE et al., 2012). Em
algumas situacoes, esse fator abidtico tem sido considerado o principal determinante
da reducéo da produtividade da cultura (VAN ASTEN et al., 2012). A bananeira € uma
planta com elevado e continuo consumo de agua, devido a morfologia e hidratacéo
de seus tecidos (SILVA et al., 2004). A alta demanda hidrica do cultivo varia com o
estadio de desenvolvimento, condi¢cdes atmosféricas e propriedades fisico-hidricas do
solo (COELHO et al., 2012). A espécie necessita de no minimo, 25 mm de agua por
semana, sendo considerado 6timo para a producdo a média de 1.900 mm de chuva,
distribuidas durante o ano (VANHOVE et al., 2012). Um estudo mostrou que o declinio
de 100 mm de chuvas causou perdas de peso maximode 1,5a 3,1 kge de 8a 10 %
da producéo total (VAN ASTEN et al., 2012). Em condi¢des naturais de distribuicéo
de chuvas, esta disponibilidade de 1,900 mm raramente ocorre. Em regides com
baixos indices de chuva por ano, ou seja, precipitacdo média anual inferior a 800 mm,
como no semiérido brasileiro, acaba se tornando obrigatoria a irrigacéo para o cultivo
comercial de bananeira (ALVES et al.,, 1999). A maioria dos polos produtores de



bananas no Brasil apresentam déficit hidrico (ALVES et al., 1999, FREITAS et al.,
2008).

A falta de agua é refletida pela reducéo da coloragéo verde das folhas. Quando
a deficiéncia se torna grave, todas as folhas caem prematuramente e ocorrem danos
ao tecido do pseudocaule. A deficiéncia hidrica afeta severamente o crescimento e
producdo da bananeira, pois reduz profundamente a sua capacidade de fotossintese
(RUKUNDO et al., 2012). Sabe-se que as fases infantil e juvenil, fase vegetativa,
compreendem o periodo do ciclo da bananeira mais sensivel ao déficit hidrico do solo
(DONATO, 2013). No entanto, a caréncia em agua adquire maior gravidade nas fases
de diferenciacéo floral (periodo floral) e no inicio da frutificacdo, pois é o periodo de
maior exigéncia quantitativa de agua (DONATO, 2013). Quando submetida a severa
deficiéncia hidrica a roseta foliar se comprime, dificultando ou até mesmo impedindo
o lancamento da inflorescéncia. Em consequéncia o cacho pode perder o seu valor
comercial (TURNER et al., 1998).

Em estudos realizados com bananeiras submetidas a longos periodos de seca,
foi observado drastica reducao nos parametros de crescimento, bem como nas trocas
gasosas (MAHOUACHI, 2009).

Acredita-se que as bananeiras possuem mecanismos de tolerancia a seca, pois
mantém seu status hidrico interno durante os periodos secos (TURNER et al., 1998).
A ideia que se defende é que sob condi¢do de seca as raizes produzam sinais que
fecham os estdbmatos. Com o fechamento estomatico, a presséo de raiz torna-se a
forca dominante no fornecimento de agua para a parte aérea, permitindo que a planta
se mantenha altamente hidratada (THOMAS, 1998). Uma particularidade das
bananeiras € o fato das folhas permanecerem bastante hidratadas mesmo com solo
seco (TURNER et al., 2007). Assim, segundo Thomas (1998), uma diminuicdo na
abertura e/ou condutancia estomatica ir4 reduzir a transpiracdo da folha, mas néo
diminuir o fluxo de agua do solo para a folha. No entanto, com o fechamento
estomatico ocorre reducdo na assimilacéo de carbono e, portanto, comprometimento
da producdo (VAN ASTEN et al.,, 2010; TURNER et al.,, 2007). Além disso, as
bananeiras possuem um mecanismo de ajuste osmético pelo aumento da
concentracdo de minerais e ou solutos organicos na folha (MAHOUACHI, 2009).
Sabe-se ainda que as bananeiras possuem rapidas respostas fisiol6gicas ao déficit
hidrico do solo, sendo a taxa de surgimento da nova folha, o indicador mais sensivel
para este parametro (TURNER et al., 2007). Algumas cultivares de bananeira
possuem mecanismos de regulacdo térmica, por exemplo, respostas de termo
tolerancia induzida e proteinas chaperonas, HSPse sintese de ABA (HENRY et al.,
2011), identificados também em M. acuminata ssp. burmannicoides var. Calcutta 4
(AA) (SANTOS et al., 2005).

Apesar dos mecanismos gerais, estudos tem apontado que gendtipos de Musa
apresentam diferentes formas de lidar com estresse hidrico. De modo geral, as
cultivares que apresentam pequena reducao das trocas gasosas e de perda de area
foliar, bem como maior capacidade de retencdo de agua nas folhas, apresentam
maiores tolerancias ao estresse hidrico (BANANUKA et al., 1999).

O melhoramento genético da bananeira é dificultado pela esterilidade constatada
em alguns diploides e triploides, baixa producdo de sementes ou, em alguns casos, a
auséncia delas em cruzamentos e numero variavel de ploidias, inclusive aneuploidias,
verificadas em progénies obtidas a partir de cruzamentos entre genétipos (SILVA et
al., 2005). Normalmente, a producéo de banana se baseia em cultivares triploides
(AMORIM et al.,, 2008). Genotipos diploides tém sido bastante utilizados em



programas de melhoramento genético, ja que sado fontes de alelos de
resisténcia/tolerancia a fatores biéticos e abibticos (JENNY et al., 1999).

Os programas de melhoramento de bananeira tém gerado hibridos tetraploides
promissores, obtidos a partir do cruzamento entre cultivares triploides e diploides
melhorados ou selvagens, que apresentam caracteristicas agronémicas de interesse,
entre elas: porte reduzido, resisténcia a pragas e qualidade fisico-quimica dos frutos
(SILVA et al., 2005).

No entanto, estudos sobre tolerdncia & seca em banana, principalmente os de
simulacdo de condigfes de estresse hidrico in vitro, sdo escassos e ainda em fase
inicial de desenvolvimento. Essa caracteristica ainda n&do tem sido buscada de forma
isolada nos programas mundiais de melhoramento genético de bananeira (RAVI et al.,
2013). Porém, os recentes problemas advindos das mudancas climaticas chamam a
atencdo para a necessidade de desenvolver cultivares de banana adaptadas a
ambientes com menor quantidade de agua disponivel.

Simulacéo in vitro de estresse hidrico — Agentes seletivos

Sabe-se que o mecanismo de tolerancia a seca nédo deve ser estudado de forma
isolada, mas sim em uma perspectiva de caracteristicas multiplas. Assim, em culturas
como a bananeira, esses trabalhos sdo mais complexos pois além da longa duragéo
do ciclo (varia de 12 a 18 meses de acordo com a variedade), a cultura possui de trés
a quatro periodos criticos de crescimento ao longo desses 12-18 meses (RAVI et al.,
2013).

Dessa forma, técnicas de cultura de tecidos como a inducdo de estresses
abidticos in vitro, com posterior selecdo dos genotipos tolerantes, fornecem subsidios
para trabalhos de melhoramento genético visando a geracdo de cultivares tolerantes
as condicdes adversas.

Estudos in vitro podem auxiliar na investigacao da ecofisiologia das plantas de
forma a simular condicdes ambientais adversas que podem acontecer no campo.
Dentre suas vantagens destaca-se o fato de proporcionar condi¢cdes de temperatura,
luminosidade e do meio de cultura totalmente controladas e homogéneas para a
execucdo dos experimentos, ndo expondo as plantas a outros tipos de estresse
(HASEGAWA, 1983). Além disso, a diminuicdo de volume de material vegetal, custo
e tempo na execucgdo em relacédo aos experimentos realizados em campo aumentam
a viabilidade desses trabalhos realizados em laboratério (CANCADO et al., 2009).

A probabilidade de realizar uma selecéo in vitro depende da acessibilidade de
um sistema de regeneragéo eficaz associado com um eficiente agente seletivo ( JAIN,
2001; PREDIERI, 2001; JAIN, 2002; DITA et al., 2006; PREDIERI E DI VIRGILIO,
2007; RAl et al., 2011) .

Os componentes do meio de cultura de tecidos exercem efeitos sobre o
crescimento e morfogénese das células, tecidos e orgaos das plantas cultivadas,
devido ao seu valor nutritivo e aos potenciais osmoéticos que acrescentam ao meio
(OTONI, 2003).

A adicao de componentes ao meio de cultura, especialmente macronutrientes e
fontes de carbono, causam uma diminui¢cdo consideravel no potencial osmotico do
meio (GEORGE, 1993). Quando ocorre a substituicdo da fonte de carbono no meio
de cultura por solutos osmoticamente ativos esses solutos podem agir ndo somente
como fonte de carbono mas também como reguladores osmoticos (OTONI et al.,
2003).



O uso de meio de cultura liquido em trabalhos de selecéo in vitro de gendtipos
tolerantes ao déficit hidrico € recomendado, pois a adi¢cdo do agente solidificante, por
si s, ja causa diminuicdo no potencial osmotico do meio podendo assim ter efeito no
processo de selecao (EBRAHIM et al., 2006; EBRAHIM et al., 2004; EBRAHIM et al.,
2000; RUKUNDO et al., 2012).

A escolha do indutor de estresse osmético requer atengdo especial. Ela deve ser
feita baseada na espécie estudada, ja que pode ocorrer de o soluto ser absorvido e
metabolizado pela planta em questdo (KARHU, 1997; OTONI et al., 2003), o que n&ao
€ desejado.

Estudos bem sucedidos de selecao in vitro para toleréncia a seca tem utilizado
polietileno glicol (PEG) e sorbitol como agentes de selecdo em varias culturas, como
coco, banana, arroz, cana de acgucar, batata, batata-doce, alfafa e milho
(KARUNARATNE et al., 1991; DRAGIISKA et al., 1996; MOHAMED et al., 2000;
BISWAS et al., 2002; EBRAHIM et al., 2006; YADAV et al., 2006; GOPAL e IWAMA,
2007; LUAN et al., 2007; RAI et al., 2011; BIDABADI, 2012; RUKUNDO et al., 2012;
VAN ASTEN, 2011).

O sorbitol € um poliol (alcool de agucar) produzido pela hidrogenacéo da glicose.
E encontrado na maioria das plantas superiores e em algumas espécies de algas e
vegetais (WANG et al., 2003). Dentre suas caracteristicas destaca-se o fato de ser
umectante, bacteriostatico, estavel, quimicamente inerte, amaciante, agente de
texturizacao, soluvel em agua, acido acético, etanol e metanol, insolivel em solvente
organico comum (SILVEIRA et al., 2002). Esse composto n&o se constitui uma fonte
de energia para bananeiras (RUKUNDO et. al., 2012) e acredita-se que o seu efeito
negativo sobre o crescimento das plantas esteja associado com a sua incapacidade
de ser metabolizado pelas células vegetais. E possivel que, em concentracdes
elevadas, o sorbitol cause um estresse osmético no meio de cultura que exceda a
capacidade de ajustamento osmotico da planta, afetando o crescimento das mesmas
(GOPAL; IWAMA, 2007).

O polietileno glicol € um polimero composto de unidades repetidas de etileno
glicol, que possui véarios derivados de pesos moleculares diferentes e que exercem
finalidades também distintas. Esse polimero tem sido utilizado com sucesso em
trabalhos de pesquisa para simular os efeitos do déficit hidrico nas plantas, por nao
penetrar nas células, ndo ser degradado e ndo causar toxidez (VERSULES et. al.,
1998, RAl et al., 2011). Devido ao seu alto peso molecular, as moléculas de PEG néo
conseguem penetrar nos poros da parede celular (CARPITA et al., 1979), o que leva,
por movimento osmatico, a retirada da agua do meio intracelular para o extracelular.
Dessa forma, acredita-se que os polimeros de PEG imitem o solo seco de forma mais
precisa do que outros agentes, que por sua vez, sejam penetrantes na parede celular.

O sucesso desses reagentes como indutores do estresse se da pelo fato de
ambos diminuirem o potencial osmético do meio de cultura e ndo serem
metabolizados pelas plantas. Porém, é preciso atentar-se para a concentracao ideal
dos indutores para que as mesmas sejam capazes de discriminar 0s genoétipos
tolerantes e sensiveis de acordo com parametros de crescimento, sem causar danos
letais para as plantas. A concentracdo ideial é aquela na qual nenhuma das
variedades tenha parado completamente seu crescimento, mas tenham o reduzido
em relagcéo ao seu controle (RUKUNDO et al., 2012). Em adicional, Matheka (2008)
considerou como ideial para trabalhos de selecdo de gendtipos tolerantes a
concentragcéo que causou redugéao em torno de 50% do peso seco do tratamento em
relacédo ao controle.



A reducdo de crescimento € um importante parametro para julgar a tolerancia da
planta ao estresse (BOUSLAMA e SCHAPAUGH, 1984). Como o crescimento esta
diretamente relacionado com o peso, a possivel perda de peso da planta na condicao
de estresse é um parametro fundamental na discriminagdo dos genétipos tolerantes
(VANHOVE et al., 2012). Outros parametros de crescimento, como altura, nimero de
folhas e nimero de raizes sédo importantes e ajudam a entender o possivel mecanismo
de tolerancia que a planta desenvolve na condicdo de estresse (RUKUNDO et al.,
2012).

O estabelecimento de uma metodologia eficiente que simule as condi¢cbes de
déficit hidrico in vitro e possibilite discriminar gendétipos de bananeira tolerantes e
sensiveis a seca é de grande valia dentro dos programas de melhoramento genético
da bananeira. Tendo em vista o longo ciclo e alto porte da cultura, com a metodologia
in vitro se torna possivel selecionar precocemente genotipos tolerantes a seca. Ainda
que haja a necessidade de trabalhos posteriores de avaliacdes em campo e anélises
moleculares para confirmacdo da estabilidade genética dos materiais pré-
selecionados, a metodologia in vitro permite economia de tempo, espago e material
vegetal.

Dessa forma, nesse trabalho objetivou-se determinar as concentracdes
adequadas dos indutores de déficit hidrico in vitro polietileno glicol (PEG) e sorbitol
para selecao in vitro de genétipos de bananeira para tolerancia ao déficit hidrico.
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SIMULACAO DE DEFICIT HIDRICO IN VITRO PARA SELECAO DE GENOTIPOS
DE BANANEIRA TOLERANTES A SECA

RESUMO: A bananeira é uma planta com elevado e continuo consumo de agua. A
deficiéncia hidrica afeta severamente o crescimento e producdo da cultura, e a
tendéncia é que os efeitos desse estresse sejam itensificados devido as mudancas
climaticas. Nesse trabalho objetivou-se determinar as melhores concentracdes dos
indutores de déficit hidrico in vitro polietileno glicol (PEG) e sorbitol, mediante
avaliacdo do crescimento in vitro de duas cultivares de bananeira, BRS Tropical e
Prata Ana. Plantas cultivadas em meio de cultura MS semissolido por 50 dias, foram
cortadas a uma altura de 3,0 cm, tendo suas folhas retiradas e mantendo trés raizes
com aproximadamente 1,0 cm de comprimento. Posteriormente, os explantes foram
transferidos para meio MS liquido, acrescido de 30 g L™* de sacarose e 4 mg L de
BAP, suplementado com 15, 30, 45 e 60 g L de polietileno glicol (PEG) ou 18,2; 36,4;
54,6 e 72,8 g L de sorbitol. Os mesmos foram mantidos em sala de crescimento e
tiveram os meios de cultura renovados a cada 15 dias, com avalia¢des de altura da
planta, peso fresco, nimero de raizes e numero de folhas, durante 60 dias. Aos 60
dias foi avaliado também o peso seco e determinada a relacdo de peso seco dos
tratamentos em relacdo ao controle (indice de Estabilidade de Rendimento de matéria
seca, IERms). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com
esquema fatorial 2x5. Em relacéo ao indutor PEG, as plantas de ambos os genétipos
tiveram seu crescimento afetado, apresentando reducédo de mais de 50% da massa
seca em relacdo ao seu controle (IERms < 0,5) ja na menor contracdo empregada.
Com o indutor sorbitol, ocorreu diminuicdo do IERms a medida que se aumentou a
sua concentracdo no meio de cultura. No entanto, comparando-se os dois indutores,
as médias de IERms quando se utilizou o sorbitol foram superiores aquelas obtidas
com o PEG, indicando que o PEG afeta mais severamente o crescimento in vitro das
plantas. As cultivares BRS Tropical e Prata And ndo apresentam comportamentos
contrastantes no cultivo sob estresse hidrico in vitro. Os resultados sugerem que tanto
o PEG quanto o sorbitol sdo promissores na selecéo in vitro de plantas de bananeira
tolerantes ao estresse hidrico e que a duracdo de 30 dias de cultivo sob condi¢&o in
vitro de estresse hidrico, em meio contendo 15 g L'* de PEG ou 36,4 g L de sorbitol,
€ o suficiente para simular a condicdo de estresse e selecionar 0s genotipos
tolerantes.

Palavras-chave: Germoplasma; Musa spp.; toleréncia a seca
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IN VITRO SIMULATION OF WATER DEFICIT FOR SELECTION
OF DROUGHT TOLERANT BANANA GENOTYPES

Abstract: The banana tree is a plant with high and continuous water consumption.
Water deficiency severely affects the growth and production of the culture and due to
climate change, the trend is that the effects of this stress should be stepped up. The
objective of this study was to determinate the suitable concentration of in vitro osmotic
inducer, polyethylene glycol (PEG) and sorbitol, through the in vitro growth evaluation
of two banana cultivars, BRS Tropical and Prata Ana. Plants cultivated on MS semi-
solid culture medium for 50 days, well-developed and uniform, were cut to a height of
3.0 cm, having their leaves removed and keeping three roots with approximately 1.0
cm long. After, the explants were transferred for a MS liquid medium supplemented
with 30 g L? sucrose, 4 mg L benzylaminopurine and 15, 30, 45 and 60 g L*
polyethylene glycol (PEG) or 18,2; 36,4; 54,6 and 72,8 g L sorbitol. They were kept
in growth room and their culture media were renewed every 15 days, with evaluation
of plant height, weight, number of roots and number of leaves until the 60 days. The
experimental design was completely randomized with a 2x5 factorial scheme.
Regarding PEG inducer, plants of both genotypes had their growth affected, showing
reduction of more than 50 % of the dry mass compared to its control (IERms < 0.5)
already in the lowest concentration employed. With sorbitol inducer occurred a
decrease of IERms as it increased its concentration in the culture medium. However,
comparing the two inductors, the average of IERms when using sorbitol were higher
than those obtained with PEG, indicating that PEG affects most severely the in vitro
growth of plants. The cultivars BRS Tropical and Prata Ana do not show contrasting
behavior in cultivation under in vitro water stress. The results suggest that both PEG
as sorbitol are promising in vitro selection of water stress tolerant banana plants and
that the duration of 30 days of cultivation under conditions in vitro water stress in
medium containing 15 g Lt PEG or 36.4 g L't of sorbitol, is enough to simulate the
stress condition and select tolerant genotypes.

Keywords: Drought tolerance; germoplasm; Musa spp.
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INTRODUCAO

Dentre os fatores limitantes da cultura da bananeira destaca-se o déficit hidrico
(RUKUNDO et al., 2012; VANHOVE et. al.,, 2012). No contexto das mudancas
climaticas e conservacao dos recursos hidricos e tendo em vista que a irrigacao
representa cerca de 69% da &gua consumida no mundo (SAMPAIO, 2010) fica
evidente a necessidade por estratégias alternativas para enfrentar o problema da falta
de agua. A busca por gendtipos mais eficientes no uso da &gua, com maior
capacidade de ajustamento osmoético e de controle estomatico (DONATO, 2013),
através dos programas de melhoramento genético, tem sido considerada como uma
das estratégias mais eficientes e econdmicas para enfrentar o problema da seca
(UMEZAWA, 2006).

Ao avaliar cultivares comerciais de bananeira diante da imposicdo da
deficiéncia hidrica por secamento continuo do solo usando variaveis fisioldgicas
(temperatura da folha, condutancia estomatica, transpiracéo e densidade de raizes),
Moreira et al. (2013) concluiram que o gendtipo BRS Tropical (AAAB) responde
melhor as condi¢des de estresse hidrico, em comparacdo com o genétipo Prata Ana
(AAB). Acredita-se que as cultivares de bananeira que apresentam o genoma B em
sua constituicdo sejam mais tolerantes a seca do que aquelas que contém somente 0
genoma A (SIMMONDS , 1966 ; THOMAS et al., 1998; ROBINSON E SAUCO, 2010).

Os trabalhados de selecdo de gendtipos de bananeira tolerantes a seca
realizados em campo sao dificultados pelo longo ciclo da cultura e pela necessidade
de grandes areas devido ao alto porte das plantas. Assim, a selec¢do in vitro é
vantajosa em relacdo a convencional por ser mais rapida, necessitar de menor volume
de material vegetal, possibilitar rapida multiplicacdo dos genoétipos selecionados
(TEISSON, 1989; CANCADO et al.,, 2009), além de proporcionar condicbes
controladas e sucesso na deteccdo de diferencas na reducdo de crescimento
(VANHOVE, 2012).

Diversos estudos tém utilizado o polietileno glicol e sorbitol como indutores de
estresse hidrico em diversas espécies vegetais, inclusive a bananeira (VANHOVE,
2012; BIDABADI, 2012). O sorbitol € um soluto normalmente ndo metabolizado pelas
plantas e o PEG € um polimero de cadeia longa ndo permeavel (RUKUNDO et al.,
2012).

O sucesso desses solutos como indutores do estresse se da pelo fato de ambos
diminuirem o potencial osmotico do meio de cultura e ndo serem metabolizados pelas
plantas. No entanto, é preciso atentar-se para a concentracao ideal dos indutores para
gue as mesmas sejam capazes de discriminar 0s genotipos tolerantes e sensiveis de
acordo com parametros de crescimento, sem causar danos letais para as plantas. A
concentracdo ideal é aquela na qual nenhuma das cultivares tenha parado
completamente seu crescimento, mas o tenham reduzido em relagédo ao seu controle
(RUKUNDO et al., 2012). A concentragao capaz de causar reducao em torno de 50%
da massa seca do tratamento em relagéo ao controle tem sido considerada adequada
para trabalhos de selecdo de gendtipos tolerantes (MATHEKA, 2008).

A reducao de crescimento € um importante parametro para julgar a tolerédncia da
planta ao estresse (BOUSLAMA e SCHAPAUGH, 1984). Como o crescimento esta
diretamente relacionado com a massa, a possivel perda de massa da planta na
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condicdo de estresse € um parametro fundamental na discriminacdo dos genétipos
tolerantes (VANHOVE et al., 2012). Outros parametros de crescimento, como altura,
namero de folhas e nimero de raizes sdo importantes e ajudam a entender o possivel
mecanismo de tolerancia que a planta desenvolve na condicdo de estresse
(RUKUNDO et al., 2012).

No estudo realizado por Bidabadi et al. (2012) utilizando dois gendétipos de
banana ‘Berangan Intan’ (AAA) e ‘Berangan’ (AAA), foram testadas diferentes
concentragdes de polietileno glicol 6000 e foi constatado que a mais indicada para
simulacéo de estresse hidrico in vitro de bananeira é de 30 g L'1. Rukundo et al. (2012)
investigaram a tolerancia ao déficit hidrico de gendtipos de bananeira de deferentes
grupos gendomicos (Banksii AA, Musa laterita, Cachaco ABB, Lep Chang Kut BBB,
Mbwazirume AAA, Obino I'Ewai AAB-P, Popoulou AAB, Williams AAA), midiante a
simulacdo de condic¢des de deficit hidrico in vitro utilizando o sorbitol como indutor e
consideraram a concentragao de 0,2 M de sorbitol a mais indicada.

No entanto, ndo existem estudos relacionados com as cultivares Prata Ana (AAA)
e BRS Tropical (AAAB). A Prata-Ana configura entre as variedades mais cultivadas e
comercializadas no Brasil, sendo que no semiarido nordestino aproximadamente 95%
das areas estdo sendo cultivadas com bananas tipo ‘Prata And’ (DONATO, 2009). Ja
a BRS Tropical tem sido relatada com certa tendéncia a ser tolerante a seca (COELHO
et al.,, 2006c.; COELHO et al., 2009). Portanto é importante e necessario o
estebalecimento de uma metodologia adequada para estudos de simulacéo de deficit
hidrico in vitro em relagcdo a essas cultivares.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi determinar as concentracfes dos
indutores de estresse osmoético, polietileno glicol e sorbitol, que melhor simulem as
condicBes de déficit hidrico in vitro e permitam a selecdo precoce de gendtipos de
bananeira tolerantes a seca.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

No experimento foram utilizadas plantas in vitro das cultivares de bananeira
BRS Tropical (genoma AAAB, hibrido resultante do cruzamento entre Yangambi N.2
e o diploide M53, gerado pelo programa de melhoramento da Embrapa) e Prata Ana
(genoma AAB) fornecidas pela Biofabrica Campo, localizada na Embrapa Mandioca e
Fruticultura. A escolha dessas cultivares baseou-se em suas importancias
econdbmicas e no estudo de Moreira et al. (2013) que indicou tais genétipos como
contrastantes, sendo a BRS Tropical tolerante e a Prata Ana sensivel a seca.

Antes de iniciar o experimento, plantas dos dois gendtipos foram cultivadas in
vitro a fim de se selecionar aquelas com o mesmo nivel de desenvolvimento. Para
tanto utilizou-se meio de cultura semissolido para enraizamento, constituido de sais
MS (Murashige & Skoog, 1962) acrescido de 30 g L de sacarose, solidificado com
1,8 g L de Phytagel. O pH foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem por 20 minutos
em uma temperatura de 120°C. Apos serem inoculadas no meio para enraizamento,
as plantas foram mantidas em sala de crescimento por 50 dias na presenca de luz
(intensidade luminosa de 36 pMol m? s, fotoperiodo 16h luz) e temperatura de
25+2°C.
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Tratamentos

O método utilizado para a determinacéo da melhor concentracdo do indutor de
estresse hidrico in vitro foi baseada nos estudos de Vanhove et al. (2012) e Rukundo
et al. (2012).

As plantas mais vigorosas e de crescimento uniforme (mantidas no meio de
cultura para enraizamento por 50 dias) foram selecionadas e utilizadas como
explantes. Essas foram cortadas a uma altura de 3,0 cm, tiveram suas folhas retiradas
e foram mantidas trés raizes de aproximadamente 1 cm de comprimento.

Os explantes foram transferidos para meio MS liquido, acrescido de 30 g L de
sacarose e 4 mg L' de BAP, suplementado com diferentes concentracdes de
polietileno glicol ou sorbitol a fim de simular a condicdo de estresse hidrico in vitro.
Para ambos os indutores, utilizou-se quatro diferentes concentragfes: 15, 30, 45 e 60
g L de PEGeooo ou 18,2; 36,4; 54,6 e 72,8 g L'* de sorbitol. No tratamento controle as
plantas foram mantidas em meio MS na auséncia de indutores.

As plantas foram mantidas em sala de crescimento, com intensidade luminosa
de 36 uMol m? s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 27 + 2°C. Os explantes
tiveram os meios de cultura renovados a cada 15 dias.

Os potenciais osmaticos dos meios de cultura contendo PEG e sorbitol foram
determinados de acordo com os estudos de Villela et al. (1991) e Rukundo et al.
(2012), respectivamente.

Avaliacdes de crescimento

O experimento teve duracdo de 60 dias. A cada 15 dias os explantes foram
avaliados quanto a altura de plantas, matéria fresca, numero de folhas e nimero de
raizes. As avaliagfes foram realizadas em camaras de fluxo laminar mantendo-se as
condicBes de assepsia. Ao final dos 60 dias, realizou-se a medida da matéria seca
tanto da parte aérea quanto das raizes apés secagem em estufa a 70 + 2°C por 72
horas.

A identificacdo de gendtipos que minimizam a reducdo de seu crescimento
guando um estresse hidrico € aplicado foi a base para a selecdo dos tolerantes e
sensiveis a seca (RUKUNDO et al., 2012; VANHOVE et al., 2012). Dessa forma, a
discriminacdo entre os materiais tolerantes e sensiveis foi realizada com base no
indice de Estabilidade do Rendimento de matéria seca (IERms) (BOUSLAMA;
SCHAPAUGH, 1984), cuja férmula é: IERms= Re/Ri, onde, Re e Ri sdo,
respectivamente, as matérias secas de cada genétipo cultivado sob estresse e sem
estresse. Assim, guanto maior o IERmMs maior sera a tolerancia a seca.

O indice de Estabilidade de matéria Fresca (IERmf) foi calculado de forma
semelhante ao indice de Estabilidade de matéria seca (IERms), utilizando-se no
entanto, a massa freca de cada genotipo cultivado sob estresse e sem estresse.

Delineamento e andalise experimental

Realizou-se dois experimentos, sendo um para cada indutor. Cada experimento
constou de 5 tratamentos (4 concentracdes de polietileno glicol ou 4 de sorbitol e um
controle) e 2 gendtipos (Prata Ana e BRS Tropical). Cada tratamento constou de 36
repeticbes. Os dados foram submetidos ao teste F da analise de variancia (p<0,05).
As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para anéalise dos dados relativas as variaveis IERms, altura, nimero de
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folnas e numero de raizes foi utilizado o delineamento experimental inteiramente
casualizado no esquema fatorial 5x2. Para a varidvel matéria fresca (mensurados a
cada 15 dias) considerou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema
de parcelas subdivididas no tempo. As médias dos tempos foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas com
auxilio do programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2014).

RESULTADOS
Inducéo de estresse osmaotico em bananeiras cultivadas in vitro

A adic&o do polietileno glicol ou sorbitol alterou o potencial osmotico do meio
de cultura (Tabela 1), havendo uma relacéo entre a concentracdo dos indutores e o
potencial osmotico do meio de cultura, uma vez que este diminuiu a medida que a
concentracdo dos indutores aumentou. Entretanto, a maior concentracdo de PEG
testada (60 g L) promoveu potencial osmético mais elevado que a menor
concentracdo de sorbitol utilizada (18,2 g L1).

Tabela 1. Potenciais osmoticos os diferentes meios de cultura utilizados
suplementados com sorbitol e polietileno glicol (PEG).

Composicdo do meio de cultura WYs (Mpa)
MS + 30 g L sacarose + 4 mg L' BAP -0,3700
MS + 30 g L sacarose + 4 mg Lt BAP + 15 g L' PEG -0,3794
MS + 30 g L sacarose + 4 mg Lt BAP + 30 g L PEG -0,3932
MS + 30 g L' sacarose + 4 mg Lt BAP + 45 g L' PEG -0,4113
MS + 30 g L sacarose + 4 mg L't BAP + 60 g L' PEG -0,4337
MS + 30 g L sacarose + 4 mg L' BAP + 18,2 g L! sorbitol -0,6300
MS + 30 g L sacarose + 4 mg L' BAP + 36,4 g L! sorbitol -0,8500
MS + 30 g L? sacarose + 4 mg L't BAP + 54,6 g L* sorbitol -1,1700
MS + 30 g L sacarose + 4 mg L' BAP + 72,8 g L! sorbitol -1,3200

A avaliacdo das plantas em termos de crescimento levando-se em conta 0s
parametros matéria fresca, altura, numero de folhas e nimero de raizes revelou que
as cultivares apresentaram padrdes de crescimento distintos quando cultivadas no
meio controle, uma vez que trata-se de gendtipos diferentes, inclusive em relacao as
suas ploidias. Portanto, os dados de crescimento bruto nos meios de cultura
estressados ndo sdo comparaveis. Esses dados foram padronizados em termos de
reducado devido ao estresse osmotico (RUKUNDO, 2012) seguindo a férmula: Yi= yi/
W, onde Yi: reducdo devido ao estresse osmotico para cada amostra de planta, vyi:
valor quantitativo do parametro de crescimento para cada planta crescida no meio
estressado, e U: média do parametro de crescimento para as plantas crescidas no
meio controle.

Efeito do polietileno glicol no crescimento in vitro das cultivares de banana BRS
Tropical e Prata Ana

Os efeitos do estresse osmoético induzido pelo polietileno glicol (PEG) foram
investigados para determinar a concentracdo do PEG que poderia ser usada para
simular a condicao de seca no processo de selecé&o in vitro.
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Os valores do indice de Estabilidade de Rendimento de matéria seca (IERms),
utilizando-se como indutor de déficit hidrico o polietileno glicol sédo apresentados na
Figura 1. A analise de variancia dos dados indicou que ha diferenca significativa entre
as concentracoes testadas, a 1% de probabilidade pelo teste de F.

IER para o indutor PEG
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Figura 1. indice de estabilidade de rendimento de matéria seca (IERms) para as
cultivares de banana BRS Tropical e Prata Ana apds 60 dias de cultivo in vitro em
meio com diferentes concentracdes de PEG.

Os dados indicam que as plantas tiveram seu crescimento afetado,
apresentando reducédo de mais de 50% da matéria seca em relagdo ao controle ja na
menor contracdo empregada (15 g L'1). Comparando-se os dois genétipos, Prata Ana
e BRS Tropical, verifica-se que 0S mesmos apresentaram comportamento
semelhante, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre eles em nenhuma
das concentragdes utilizadas (Figura 1).

O fato de ambos os gendtipos terem reduzido a sua matéria seca em relacao
ao controle em mais de 50% indica que na condic&o in vitro, e utilizando-se o PEG
como indutor do déficit hidrico, os genétipos apresentaram baixo grau de tolerancia
ao estresse osmotico. Para ambos o0s gendtipos foi possivel discriminar plantas
cultivadas nos meios contendo potencial osmético reduzido pela presenca de PEG
daquelas cultivadas no meio controle, no entando, ndo foi observado comportamento
distinto entre os gendtipos (Figura 1).

Verificou-se ainda, que ndo ha necessidade de utilizar concentracbes mais
elevadas do PEG para simular a condi¢éo de deficit hidrico in vitro, jA que mesmo na
concentragdo mais baixa (15 g L) houve reducdo no crescimento das plantas
discriminando-as do controle, e que acima de 30 g L néo foi observada diferenca
entre os tratamentos (Figura 1).

A andlise de variancia dos dados padronizados dos parametros de crescimento
altura da planta, numero de folhas e numero de raizes, utilizando-se o PEG como
indutor de estresse osmaotico, mostrou que ndo houve intereracdo significativa entre
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0S genotipos e os tratamentos. Mesmo assim procedeu-se o desdobramento da
interac&o dos fatores (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros de crescimento in vitro das plantas de bananeira BRS Tropical
e Prata Ana com 60 dias de cultivo sob diferentes concentracées de PEG em relacéo
as plantas controle.

Concentracéo (g L) Prata Ana BRS Tropical
Altura da planta (cm)

15 0,568 Aa 0,525 aA

30 0,510 abA 0,393 bB

45 0,465 bA 0,396 bB

60 0,474 bA 0,339 bB
Numero de folhas

15 0,689 aB 0,802 aA

30 0,563 abA 0,614 bA

45 0,516 bA 0,523 bA

60 0,488 bA 0,496 bA
Numero de raizes

15 0,511 aB 0,624 aA

30 0,493 aB 0,696 aA

45 0,524 aB 0,684 aA

60 0,376 bB 0,609 aA

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade, e médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade.

Em relacdo a altura, verificou-se que para ambos os genotipos, conforme a
concentragdo do PEG aumentou a altura das plantas diminuiu (Tabela 2 e Figura 2).
A cultivar Prata And apresentou menor reducao nas menores concentracdes (15 e 30
g L), sendo que ndo houve diferenca significativa entre elas. A partir da concentracédo
30 g L a cultivar obteve os menores valores, apresentando as maiores reducdes,
sem haver diferenca significativa entre eles. A cultivar BRS Tropical apresentou menor
reducdo na menor concentracdo utilizada (15 g L?). A partir da concentragdo 30 g L™
a cultivar ndo apresentou diferenca significativa para este parametro, tendo nessas
concentracfes os menores valores. Comparando-se as duas cultivares, a altura da
Prata Ana foi superior a da BRS Tropical em todas as concentracdes, exceto com 15
g L't de PEG (Tabela 2).
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Figura 2. Crescimento in vitro de plantas das cultivares BRS Tropical (a) e Prata Ana
(b) ap6s 45 dias nos meios de cultura com 0, 15, 30, 45 e 60 g Lt de PEG.

Em relacdo ao numero de folhas, verificou-se que para ambos os genotipos,
apo6s 30 g L't ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. Além disso, néo
houve diferenga significativa entre as cultivares, exceto para a menor concentragdo
utilizada (15 g L1), na qual a BRS Tropical foi superior (Tabela 2).

Para o numero de raizes, verificou-se que, tanto para a cultivar Prata Ana
guanto para a BRS Tropical, ndo houve diferenca significativa entre as concentracfes
utilizadas. Comparando-se as duas cultivares, a BRS Tropical foi mais tolerante que
a Prata Ana em todas as concentracfes (Tabela 2).

Os valores do indice de Estabilidade de matéria Fresca (IERmf) das plantas
sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. indice de estabilidade de rendimento de matéria fresca (IERmf) para as
cultivares de banana BRS Tropical e Prata Ana no decorrer de 15, 30, 45 e 60 dias de
cultivo in vitro em meio com diferentes concentracfes de PEG.

Concentracao Prata Ana
(gL?) 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
15 0,569 aA 0,426 aB 0,357 aC 0,291 aD
30 0,506 bA 0,376 abB 0,280 bC 0,217 bD
45 0,437 cA 0,329 bB 0,252 bC 0,211 bD
60 0,428 cA 0,323 bB 0,254 bC 0,196 bD
BRS Tropical

15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
15 0,413 aA 0,366 aB 0,337 aBC 0,303 aC
30 0,417 aA 0,370 aB 0,341 aB 0,261 abC
45 0,413 aA 0,366 aB 0,345 aB 0,301 aC
60 0,392 aA 0,344 aB 0,311 aB 0,233 bC

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No decorrer dos tempos estudados (15, 30, 45 e 60 dias) a relacdo de matéria
fresca dos tratamentos e do controle diminuiu. Isso se deve ao fato de que as plantas
controles continuaram o seu crescimento de forma natural, enquanto que as plantas
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dos tratamentos foram afetadas pelo estresse aplicado. Além disso, verificou-se que
ja nas primeiras avaliacbes (15 e 30 dias) houve reducdo em 50% ou mais no
crescimento as plantas sob estresse em relacéo as controles (Tabela 3).

Efeito do sorbitol no crescimento in vitro das cultivares de banana BRS Tropical
e Prata Ana

Os efeitos do estresse osmotico induzido pelo sorbitol foram investigados para
determinar a concentracdo do sorbitol que poderia ser usada para simular a condi¢ao
de seca no processo de selegdo in vitro.

Os valores do indice de Estabilidade de Rendimento de matéria seca (IERms),
utilizando-se como indutor de déficit hidrico o sorbitol séo apresentados na Figura 3.
A analise de variancia dos dados indicou que ha diferenca significativa entre as
concentragbes testadas. As cultivares BRS Tropical e Prata Anad tiveram seu
desenvolvimento afetado, apresentando diminuicdo na relacdo de matéria seca dos
tratamentos em relacdo ao controle (IERms), conforme aumentou-se as
concentracfes. No entanto, comparando-se os dois indutores, as médias de IERms
utilizando-se o sorbitol foram superiores aquelas obtidas com o PEG (Figura 1).

IER para o indutor sorbitol

1 o
075 |
i 05 - N
025 |
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 18,2 36,4 54,6 72,8

Doses (g L?)

—e—Prata And —e—Tropical ——50% IER

Figura 3. indice de estabilidade de rendimento de matéria seca (IERms) para as
cultivares de banana BRS Tropical e Prata Ana apéds 60 dias de cultivo in vitro em
meio com diferentes concentra¢des de sorbitol.

Comparando-se os dois genotipos, a Prata Ana apresentou comportamento
mais tolerante do que a BRS Tropical, com valores de IERms superiores em todas as
concentracdes empregadas. Destaca-se que na concentracdo 36,4 g L de sorbitol
0S genotipos apresentaram as médias mais discrepantes entre si, com diferenca
estatistica significativa (Figura 3).

O sorbitol foi capaz de discriminar as plantas cultivadas no meio controle das
cultivadas nos meios com diferentes potenciais osmoticos, no entanto, apenas na
concentracdo 36,4 g L os gendtipos foram discrimidados entre si com relacdo a
resposta ao estresse osmoético. Portanto, 36,4 g L-1 de sorbitol foi considerada a
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concentracdo adequada para estudos de selecéo in vitro de genoétipos de bananeira
tolerantes a seca.

A analise de variancia dos dados padronizados dos parametros de crescimento
altura de planta, numero de folhas e nimero de raizes utilizando-se o sorbitol como
indutor de estresse osmatico mostrou que, com excec¢ao da variavel numero de folhas,
as demais ndo apresentaram interacdo significativa entre genotipo e tratamento. No
entanto procedeu-se o desdobramento das interacdes dos fatores mesmo assim
(Tabela 4).

Tabela 4. Parametros de crescimento das plantas de bananeira Prata And e BRS
Tropical ap6s 60 dias de cultivo sob diferentes concentracdes de sorbitol, em relacéo
as plantas controle.

Concentracéo (g L?) Prata Ana BRS Tropical
Altura da planta (cm)

18,2 0,716 aA 0,561 aB

36,4 0,549 bA 0,383 bB

54,6 0,386 cA 0,313 bB

72,8 0,353 cA 0,346 bB
Numero de folhas

18,2 0,706 aA 0,754 aA

36,4 0,392 bB 0,470 bA

54,6 0,280 cA 0,261 cA

72,8 0,093 dA 0,051 dA
Numero de raizes

18,2 0,756 aA 0,607 aB

36,4 0,447 bA 0,373 bA

54,6 0,404 bA 0,333 bA

72,8 0,375 bA 0,404 bA

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade e médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade.

Analisando-se os dados do parametro altura da planta, verificou-se que para a
cultivar Prata Ana, conforme a concentracéo do sorbitol aumentou a altura das plantas
diminuiu. Para a cultivar BRS Tropical, a partir da concentracédo 36,4 g L* ndo houve
diferenca significativa com relagcdo a essa caracteristica. A cultivar Prata Ana
apresentou menor reducdo na menor concentragdo utilizada (18,2 g L ), sendo
seguida pela concentracdo 36,4 g LX. A partir da concentracdo 54,6 g L'* a cultivar
ndo apresentou diferenca significativa para esse parametro, tendo nessas
concentragbes as maiores redugdes. A cultivar BRS Tropical apresentou menor
reducdo na menor concentracdo utilizada (18,2 g L'). Comparando-se as duas
cultivares, a Prata And apresentou maior altura de plantas que a BRS Tropical, em
todas as concentracdes utilizadas (Tabela 4, Figura 4).
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Figura 4. Crescimento in vitro das cultivares de banana BRS Tropical (a) e Prata Ana
(b) 60 dias apds cultivo em meios contendo 0, 18,2, 36,4, 54,6 e 72,8 g L™ de sorbitol.

Em relagdo ao numero de folhas, verifica-se que para ambos os gendétipos,
conforme a concentracdo do sorbitol aumentou o nimero de folhas das plantas
diminuiu (Tabela 4). Comparando-se as duas cultivares, ndo houve diferengca
significativa entre elas, exceto na concentragdo 36,4 g L%, na qual a BRS Tropical foi
superior.

Para o numero de raizes, verificou-se que, tanto para a cultivar Prata Ana,
quanto para a BRS Tropical, a partir da concentracédo 36,4 g L* ndo houve diferenca
significativa com relacéo a esta caracteristica. Comparando-se as duas cultivares, ndo
houve diferenca significativa entre elas, exceto na concentracdo 18,2 g L', na qual a
Prata Ana foi superior a BRS Tropical.

Os valores do indice de Estabilidade de matéria fresca das plantas (IERmf) sdo
apresentados na Tabela 5. Percebe-se que, independente do tempo analisado, o
pardmetro de IERmf diminuiu conforme aumentou-se a concentragéo do sorbitol no
meio de cultura, indicando mais uma vez a relagéo inversa entre crescimento da planta
e 0 aumento da concentracdo do indutor de estresse hidrico. No decorrer dos tempos
estudados, 15, 30, 45 e 60 dias, a relacdo de matéria fresca dos tratamentos e do
controle diminuiu. Além disso, verificou-se que ja nas primeiras avaliacdes (15 e 30
dias) houve reducdo em 50% ou mais no crescimento das plantas estressadas em
relagdo as controles.
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Tabela 5. indice de estabilidade de rendimento de matéria fresca (IERmf) para as
cultivares de banana Prata Ana e BRS Tropical no decorrer de 15, 30, 45 e 60 dias de
cultivo in vitro em meio com diferentes concentracdes de sorbitol.

Concentragao Prata Ana
(gL?) 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
18,2 0,495 aA 0,579 aB 0,588 aB 0,613 aB
36,4 0,444 aAB 0,473 bA 0,422 bB 0,374 bC
54,6 0,360 bA 0,376 cA 0,322 cB 0,287 cB
72,8 0,293 cA 0,300 dA 0,230 dB 0,186 dC
BRS Tropical

15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
18,2 0,571 aA 0,481 aC 0,529 aB 0,557 aAB
36,4 0,398 bA 0,327 bB 0,332 bB 0,299 bB
54,6 0,392 bA 0,260 cB 0,245 cB 0,206 cC
72,8 0,320 cA 0,223 cB 0,193 cBC 0,183 cC

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os dois indutores, polietileno glicol e sorbitol induziram o estresse osmotico nas
plantas (tabela 1), causando reducdo de crescimento de modo a discrimina-las de
seus respectivos controles. No entanto, as maiores médias, para os dois genotipos
avaliados, foram obtidas utilizando-se o sorbitol. O dado indica que o PEG afetou de
forma mais severa o desenvolvimento das plantas, apesar do potencial osmético
causado pelo sorbitol ter sido mais negativo.

DISCUSSAO

A utilizacdo do meio de cultura liquido em detrimento do semissdlido evitou uma
provavel contribuicdo do agente solidificante na diminuicdo do potencial osmaotico do
meio. Além disso, foi possivel renovar o meio de cultura e realizar analises de
crescimento a cada 15 dias sem causar danos aos explantes. A renovac¢ao do meio
garantiu que o0s nutrientes estivessem sempre disponiveis nas concentracdes
recomendadas. Estudos tém defendido o uso de meio de cultura liquido em trabalhos
de selecédo in vitro de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico (EBRAHIM et al., 2006;
EBRAHIM et al., 2004; EBRAHIM et al., 2000; RUKUNDO et al., 2012).

A escolha do indutor de estresse osmético requer atencao especial e deve ser
feita baseada na espécie estudada, ja que pode ocorrer de o soluto ser absorvido e
metabolizado pela planta em questdo (KARHU, 1997; OTONI et al., 2003). Estudos
bem sucedidos de selecao in vitro para tolerancia a seca em bananeiras tem mostrado
a utilizacdo do polietileno glicol (PEG) e do sorbitol como agentes de selecdo
(EBRAHIM, et al., 2006; VANHOVE et al., 2012; BIDABADI, 2012; RUKUNDO et al.,
2012; VAN ASTEN, 2011). O sucesso desses reagentes como indutores do estresse
se da pelo fato de ambos diminuirem o potencial osmaético do meio de cultura e ndo
serem metabolizados pelas plantas.

O aumento da concentracao do PEG e do sorbitol na solu¢cdo do meio de cultura
causou diminuicdo no potencial osmotico do meio e efeitos adversos no crescimento
das plantas. O resultado esta de acordo com diversos estudos de simulacéo de déficit
hidrico in vitro que utilizaram esses indutores (GOPAL E IWAMA, 2007; BIDABADI et
al., 2012; RUKUNDO et al., 2012; VANHOVE et al., 2012). Segundo George (1993),
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a adicdo de componentes ao meio de cultura causa uma diminui¢cdo consideravel no
potencial osmotico do meio.

Quando o potencial osmoético do meio € maior que o potencial osmatico do
tecido da planta, a 4gua flui livremente do meio para o tecido vegetal. De forma
analoga, se o potencial osmaético da planta for maior que o do meio, a planta tende a
perder &gua, pois essa flui da planta para o meio (TAIZ; ZEIGER, 2013). Sabe-se que
em solos secos, o0 potencial de agua é menor ou igual ao potencial de agua da planta.
Dessa forma, tanto o PEG quanto o sorbitol mostraram-se eficientes na simulagao in
vitro da condicéo de seca.

A reducdo do crescimento é um importante parametro para julgar a tolerancia
da planta ao estresse (BOUSLAMA e SCHAPAUGH, 1984). Como o crescimento esta
diretamente relacionado com a massa, a possivel perda de massa da planta na
condicdo de estresse € uma analise fundamental e decisiva na discriminacdo dos
genotipos tolerantes (VANHOVE et al., 2012). A reduc¢do da biomassa € consequéncia
da reducéo da taxa fotossintética e do desvio de energia destinada ao crescimento
para a ativacdo e manutencao de atividade metabdlica associada a adaptacdo a seca
como a manutencdo da integridade das membranas, sintese de solutos organicos
para a osmorregulacdo e/ou protecdo de macromoléculas e a regulacao do transporte
e distribuicdo ibnica em varios 6rgaos e dentro das células (MUNNS et al., 2002). Em
adicdo, a altura, numero de folhas e numero de raizes sao importantes e ajudam a
entender o possivel mecanismo de tolerancia que a planta desenvolve na condi¢ao
de estresse (RUKUNDO et al., 2012).

O estresse osmotico causado pelo PEG e sorbitol afetou o crescimento das
plantas. A diminuicdo desses parametros em plantas submetidas a condi¢cdo de
estresse tem sido relatada em diversos estudos de tolerancia a seca (DEBLONDE;
LEDENT, 2001; TOURNEUX et al., 2003; LAHLOU; LEDENT, 2005), inclusive em
bananeiras (MAHOUACHI, 2009; EBRAHIM, et al., 2006; VANHOVE et al., 2012;
BIDABADI, 2012; RUKUNDO et al., 2012; VAN ASTEN, 2011). No entanto, varios
autores sugerem que em condicdes de seca as plantas tendem a desenvolver um
sistema de raizes mais forte e eficiente, sendo esse um forte indicador de tolerancia a
seca (DONATO, 2012; SANTANA et al., 2012; KULKARNI; PHALKE, 2009). Em nosso
estudo, o sistema de raizes dos explantes foi fortemente afetado, assim como os
demais parametros de crescimento, sugerindo que a hipbétese anteriormente citada
pode nao ser verificada em condi¢cdes in vitro. Em concordancia com nossos
resultados, Rukundo et al. (2012) verificaram que mesmo a cultivar Cachaco, que é
considerada tolerante ao estresse hidrico, ndo apresentou sistema de raizes bem
desenvolvido.

Ambos os indutores (PEG e sorbitol) foram capazes de induzir o estresse
osmotico nas plantas, causando reducéo de crescimento de modo a discrimina-las de
seus respetivos controles. No entanto, as maiores médias, para os dois genotipos
avaliados, foram obtidas utilizando-se o sorbitol, indicando que o PEG afetou de forma
mais severa o desenvolvimento das plantas. O estudo realizado por Plaut e Federman
(1985) indica que o PEG pode conter componentes toxicos que inibem o crescimento
das plantas (PLAUT E FEDERMAN, 1985). No entanto, Lawlor (1970) evidenciou que
os efeitos deletérios desse polimero ocorrem somente quando 0 mesmo penetra no
tecido vegetal; por exemplo quando raizes sao danificadas. Por outro lado, diversos
estudos de simulacao de estresse hidrico in vitro tem utilizado com sucesso o PEG
como indutor do estresse, inclusive em banana (KARUNARATNE et al., 1991,
DRAGIISKA et al., 1996; MOHAMED et al., 2000; BISWAS et al., 2002; EBRAHIM et
al., 2006; YADAV et al., 2006; GOPAL e IWAMA, 2007; LUAN et al., 2007; RAI et al.,
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2011; BIDABADI, 2012; RUKUNDO et al., 2012; VAN ASTEN, 2011). Portanto, apesar
de nossos resultados indicarem que o0s genoétipos de bananeira tiveram seu
desenvolvimento afetado de forma mais severa com o uso do PEG em relacédo ao
sorbitol, é preciso maiores investigacdes e estudos para afirmar que o sorbitol seja
superior ao PEG e portanto mais indicado para estudos de simulacdo de estresse
osmotico in vitro.

A definicdo das concentracdes dos indutores a serem utilizadas em estudos de
selecdo in vitro de genotipos tolerantes € crucial para o sucesso do estudo. Rukundo
et al. (2012), consideraram ideal a concentracdo na qual nenhuma das cultivares
testadas tenha parado completamente seu crescimento, mas tenham o reduzido em
relacdo ao seu controle. Ja no estudo realizado por Matheka (2008), a concentracéo
gue causou reducao em torno de 50% da massa seca do tratamento em relacéo ao
controle foi considerada adequada para trabalhos de selecéo de genatipos tolerantes.
Bidabadi et al. (2012) concluiram que 30 g L** de PEG como concentragdo adequada
para selecdo e caracterizacao in vitro de cultivares de banana tolerantes ao estresse
hidrico.

Em nosso estudo, em relacdo ao indutor PEG 6000, na concentracédo 15 g L
ambos os genotipos foram discrimidados do controle, conseguiram tolerar o deficit
hidrico e mostraram caracteristicas de crescimento in vitro. Resultado semelhante foi
encontrado por Ebrahim (2006) que simulou o estresse hidrico in vitro e avaliou o
crescimento de raizes com sucesso utilizando 20 g L de PEG.

Em relag&o ao indutor sorbitol, nosso estudo considerou a concentracao 36,4 g
L't como a melhor, pois ambos gendtipos foram discrimidados do controle,
conseguiram tolerar o deficit hidrico e mostraram caracteristicas de crescimento in
vitro. Outros estudos de simulagcédo de estresse hidrico in vitro em bananeiras foram
conclusivos quanto a indicacdo da concentragéo 36,4 g L™* de sorbitol como adequada
para selecionar cultivares de banana tolerantes a seca sob condicdo in vitro
(RUKUNDO et al., 2012; VANHOVE et al., 2012).

No decorrer dos tempos estudados, 15, 30, 45 e 60 dias, tanto para a cultivar
Prata Ana quanto para a BRS Tropical, a relacdo de matéria fresca das plantas
crescidas nos meios estressados das crescidas nos meio controles diminuiu. Isso se
deve ao fato de que as plantas controles continuaram o seu desenvolvimento de forma
natural, enquanto que as plantas dos tratamentos foram afetadas pelo estresse.
Verificou-se ainda que ja nas primeiras avaliacdes (15 e 30 dias) houve reducéo no
crescimento das plantas em torno de 50% ou até mais, indicando que a acao do
estresse hidrico na planta foi visivel ja nas 4 primeiras semanas de cultivo, e que,
portanto, esse tempo é o suficiente para a discriminagdo dos genétipos em tolerantes
e sensiveis nas condi¢cdes de simulacéo in vitro de estresse hidrico testadas. Estes
resultados corroboram com os obtidos por outros autores (BIDABADI et al., 2012;
RUKUNDO et al., 2012; VAN ASTEN, 2011).

A cultivar que apresenta menor reducdo dos parametros de crescimento
quando submetida as condi¢cdes de estresse osmoético é sugerida como sendo
tolerante. Ao avaliar as cultivares comerciais de bananeira Prata Ana e BRS Tropical,
diante da imposi¢do da deficiéncia hidrica por secamento continuo do solo usando
variaveis fisioldgicas (temperatura da folha, condutancia estomatica, transpiracao e
densidade de raizes), Moreira et al. (2013) apontaram tais gendtipos como
contrastantes, sugerindo a cultivar BRS Tropical como tolerante e a Prata Ana
sensivel a seca. Ja LUCENA et al. (2013) observaram que a comparagado entre a
Prata Ana e BRS Tropical ndo apresentou diferenca contrastante entre os genotipos.
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Nossos resultados indicam nao haver diferenca estatistica entre o
desenvolvimento dessas cultivares quando submetidas ao estresse hidrico in vitro nas
condicOes testadas.

Segundo DONATO et al. (2015) a identificacdo da tolerancia de genétipos aos
fatores de estresses ambientais demanda estudos in vitro e em campo, em diferentes
ecossistemas. Sabe-se que estudos de campo revelam os efeitos integrados das
condicbes ambientais sobre a fisiologia das bananeiras. Portanto, correlagdes entre
essas respostas e os fatores climaticos indicam tendéncias, visto que ha influéncia de
fatores ndo controlados. Ja& em ambientes com condi¢cdes controladas verifica-se
maior precisdo nas associac¢des entre trocas gasosas e fatores climéaticos (CABRERA,;
GALAN SAUCO, 2005). Por outro lado, Vanhove et al. (2012) argumentaram que
apesar dos experimentos conduzidos in vitro e em casa de vegetagdo aumentarem o
controle experimental, possuem menor relevancia fisiolégica comparado a estudos de
campo que se aproximam mais das condi¢cdes agricolas, o que possibilita maior
especificidade no ambito local, possibilitando construir solu¢des locais.

Coelho et al. (2009) submeteram a BRS Tropical a reducdes dos niveis de
irrigacdo de até 90% sob condi¢cdes subumidas de Tabuleiros Costeiros e nao
observaram diferencas significativas nas produtividades. Estes autores verificaram
gue a lamina liquida, ou efetiva, abaixo do normalmente indicado para a Prata An&, é
suficiente para manutencao da produtividade da BRS Tropical em niveis préximos a
condicao de plena irrigacéo.

Em outro trabalho realizado em regifes de clima subumido e semiarido ndo
houve resposta a irrigacdo da BRS Tropical (COELHO et al., 2006c¢). Acredita-se que
essa cultivar apresente-se como menos responsiva ao aumento da lamina de irrigacao
e, consequentemente, alto grau de eficiéncia de uso da agua. Esses resultados
sugerem que os hibridos com parental Yangambi n° 02 sdo mais tolerantes ao déficit
hidrico do solo (DONATO et al., 2013).

No entanto, analisando-se os estudos relatados que defendem a ideia da
cultivar BRS Tropical ser mais tolerante a seca que a Prata Ana, observou-se que a
maioria deles levou em conta caracteristicas de produtividade das cultivares, medidas
volumétricas ou termodinamicas tradicionais e eficiéncia de uso de agua. Enquanto
gue em nosso estudo, foram avaliadas medidas de crescimento como: altura, massa
fresca, massa seca, niumero de folhas e numero de raizes.

Ha fortes evidéncias que a produtividade € afetada pelo fechamento dos
estbmatos que pode ter uma forte associacdo com o Déficit de Pressdo de Vapor
(DPV). Segundo Donato et al. (2012), em condi¢cBes onde predominam temperaturas
supra Gtimas para o desenvolvimento da bananeira, e, portanto, valores elevados de
DPV, mesmo sem restricdo de agua no solo, ocorre o fechamento estomatico e a
produtividade decresce, indicando que o estresse térmico predomina ao estresse
hidrico, a exemplo do que ocorre em &reas produtoras de banana irrigada do
semiarido brasileiro. Além disso, carater de producdo € bastante influenciado pelo
ambiente no primeiro ciclo, e, pelas caracteristicas vegetativas, principalmente
numero de folhas na colheita, a partir do segundo ciclo de producdo (LESSA et
al.,2012).

Em adicional, Turner e Thomas (1998) concluiram que trocas gasosas e taxa
de emissao foliar sdo os métodos mais sensiveis para determinar a resposta de
bananeira ao estresse hidrico do que medidas volumétricas ou termodinamicas
tradicionais. Estes autores afirmam que a bananeira é uma planta altamente
hidratada, o que dificulta a demonstracdo de uma associacao clara entre o estado
hidrico da folha e trocas gasosas.
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A Prata Ana e a BRS Tropical sdo cultivares de potenciais produtivos bem
distintos. Quando se comparam cultivares de potenciais produtivos distintos, a
Eficiéncia no uso da agua (EUA) vai ser maior para as cultivares de potenciais
produtivos maiores, devido ao incremento de produtividade em resposta ao aumento
da disponibilidade de agua no solo, o que atesta a maior sensibilidade da cultivar ao
déficit hidrico. Por outro lado, para as cultivares mais tolerantes ao déficit hidrico do
solo, os aumentos das laminas de irrigacdo ndo correspondem a incrementos
relevantes de produtividades, caso da BRS Tropical (COELHO et al., 2012).

Ou seja, 0 que se tem verificado é que a cultivar Prata And sob condicdo de
déficit hidrico diminui sua produtividade de forma mais significativa que BRS Tropical
e por isso essa cultivar tem sido considerada mais sensivel a seca. No entanto, &
preciso atentar-se também ao fato de que a BRS Tropical apresenta produtividade
baixa mesmo em condic¢des ideias de agua no solo. Em outras palavras, ha indicios
de que ela ndo priorize sua produtividade, também em funcao de seu alto porte, e que
por isso alteracao nos niveis de a4gua no solo ndo afete esse parametro de forma téo
severa.

Os indicios de maior tolerancia a seca da BRS Tropical em relacéo a Prata Ana
em termos de produtividade precisam ser estudados de forma mais consistente. Em
concordancia, de acordo com Coelho et al. (2012) as cultivares como Prata Ana e as
tetraploides oriundas do melhoramento genético demandam maiores avaliagdes
guanto ao uso de agua. De forma semelhante, Donato et al. (2015) também afirmaram
a necessidade de mais estudos e avalia¢gdes que corroborem com a informacao de
gue a BRS Tropical se apresente mais tolerante a seca que a Prata Ana.

As divergéncias dos resultados nos trabalhos citados realizados em campo
(COELHO et al., 2009; COELHO et al., 2006c; COELHO et al., 2012a; DONATO et
al., 2013) e em casa de vegetacdo (MOREIRA et. al., 2013) com 0 nosso de cultivo in
vitro destacam a necessidade de mais estudos e avaliacbes ndo somente fisioldgicas,
mas também moleculares dessas cultivares in vitro. Estudos de simulagéo de estresse
osmotico in vitro sdo escassos. A auséncia de trabalhos que avaliem o comportamento
da BRS Tropical e da Prata Ana submetidas a condi¢do de estresse hidrico in vitro
dificulta a comparacéo e discussao de resultados que ajudem a confirmar ou ndo a
informacado de que a BRS Tropical é mais tolerante a seca que a Prata Ana.

CONCLUSOES

e Plantas cultivadas sob estresse hidrico induzido pelo PEG apresentam maior
reducado de crescimento que aquelas cultivadas em contato com o sorbitol.

e As melhores concentracdes para simulacdo de estresse hidrico in vitro sdo 15
g Lt de PEG e 36,4 g L de sorbitol.

e As cultivares BRS Tropical e Prata And ndao apresentam comportamentos
contrastantes no cultivo sob estresse hidrico in vitro.

e A duragéo de 30 dias de cultivo sob condi¢&o in vitro de estresse hidrico é o
suficiente para simular a condicdo de estresse e selecionar os genotipos
tolerantes.
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SELECAO IN VITRO DE HIBRIDOS DIPLOIDES DE BANANEIRA
COM TOLERANCIA AO DEFICIT HIDRICO

RESUMO: Dentre os problemas atuais enfrentados na cultura da bananeira, o déficit
hidrico tem ganhado destaque. Esse fator abidtico tem sido considerado, em algumas
situacdes, o principal determinante da reducdo da produtividade de varias culturas,
inclusive da bananeira e existe a previsdo de intensificagdo dos efeitos desse estresse
em decorréncia de mudancas climaticas. Nesse trabalho objetivou-se avaliar 12 diploides
do programa de melhoramento genético da bananeira e duas cultivares comerciais de
banana cultivados em condicdo de estresse hidrico in vitro e selecionar 0s mais
tolerantes. Plantas desses 14 genotipos de bananeira foram cultivadas em meio de
cultura MS semissolido por 50 dias. Apices caulinares de plantas cultivadas in vitro foram
transferidos para meio MS liquido, acrescido de 30 g L de sacarose e 4 mg/L de BAP,
suplementado 15, 30, 45 e 60 g L** de PEG 6000 ou 18,2; 36,4; 54,6 e 72,8 g L de
sorbitol. Os mesmos foram mantidos em sala de crescimento e tiveram 0s meios de
cultura renovados a cada 15 dias, com avaliacdes de altura da planta, peso, nimero de
raizes e numero de folhas, até aos 60 dias. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com esquema fatorial 14 x 5. Os dados foram submetidos ao
teste F da analise de variancia, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste
de Tukey e as médias dos genotipos foram agrupados pelo teste de Scott-Knott ambos
a 5% de probabilidade. Para a variavel massa fresca (mensurados a cada 15 dias)
considerou-se o0 delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcelas
subdivididas no tempo. Os resultados sugerem que os diploides 042085-02, 091087-01
séo tolerantes e 0s 091094-04 e SH3263 sdo sensiveis ao déficit hidrico in vitro.

Palavras-chave: Germoplasma; micropropagacdo; Musa spp.; tolerdncia a seca;
screening
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IN VITRO SELECTION OF OF DIPLOID HYBRIDS OF BANANA GENOTYPES
WITH WATER DEFICIT TOLERANCE

ABSTRACT: Among the current problems faced by the culture of banana, the water
deficit has gained prominence. This abiotic factor has been considered in some
situations the major determinant of reduced productivity of various crops, including
banana, and there is the forecast intensification of the effects of that stress due to
climate change. In this study, the objective was to evaluate 12 diploids of banana
genetic breeding program and two cultivars of banana cultivated in water stress
condition in vitro and select the most tolerant. Plants of these 14 genotypes were
cultivated on MS semi-solid culture medium for 50 days. Shoot tips of plants cultivated
in vitro were transferred for a MS liguid medium supplemented with 30 g L sucrose,
4 mg/L benzylaminopurine and 15, 30, 45 and 60 g L polyethylene glycol (PEG) or
18,2; 36,4; 54,6 and 72,8 g L* sorbitol. They were kept in growth room and their culture
media were renewed every 15 days, with evaluation of plant height, weight, number of
roots and number of leaves until the 60 days. The experimental design was completely
randomized with a 14x5 factorial scheme. Data were submitted to F test of analysis of
variance, treatments averages were compared by Tukey test and genotypes averages
were grouped by Scott-Knott test, both with 5% probability. For the variable fresh
weight, it was considered a completely randomized design in split plot scheme in
time.The results suggest the diploids 042085-02, 091087-01 are tolerants and 091094-
04 e SH3263 are sensitive for in vitro water deficit.

Keywords: Drought tolerance; germoplasm; micropropagation; Musa spp.; screening
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INTRODUCAO

A banana é a segunda fruta mais consumida no planeta, com 11,4 kg/hab/ano,
perdendo apenas para a laranja, com 12,2 kg/hab/ano (FAO, 2015). Segundo as
estatisticas do IBGE, em 2015, o Brasil produziu 6.949.316 toneladas, em uma area
plantada de aproximadamente 523.976 de hectares (IBGE, 2016). Apesar de sua
importancia socioecondmica, a cultura da bananeira enfrenta fatores limitantes a sua
expansado. Dentre os problemas, o déficit hidrico tem sido considerado 0 mais grave
devido as mudangas climaticas nos ultimos tempos.

No Brasil, as regibes Nordeste e Centro-oeste sdo as que apresentam maior
histérico de déficit hidrico, sendo a regido do Semiarido nordestino considerada a
regido seca mais populosa do mundo e mais vulneravel a mudanca de clima,
especialmente no ponto de vista social (MARENGO, 2011). Em 2015, a cultura da
banana apresentou nas regides Nordeste e Centro-oeste, uma area plantada de 220
mil hectares, com producdo de aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas (IBGE,
2016). O melhoramento genético de plantas tem sido considerado uma das
estratégias mais eficientes e econémicas para enfrentar e gerenciar o problema da
seca (UMEZAWA, 2006), uma vez que a irrigacao representa cerca de 69% da agua
consumida no mundo e que existe toda uma preocupacdo com a conservacao dos
recursos hidricos (SAMPAIO, 2010).

No processo de sele¢cdo de genotipos com bom desempenho sob déficit hidrico,
a variabilidade entre eles € a principal motivacao para os programas de melhoramento
genético (NEVES et al., 2013). De modo geral, o que se busca sao cultivares que
apresentam pequena reducao das trocas gasosas e de perda de area foliar, bem como
maior capacidade de retencdo de agua nas folhas (BANANUKA et al., 1999). As
cultivares de bananeira que contém o genoma B (cultivares AAB ou ABB) sdo mais
tolerantes aos estresses abibticos do que aquelas que apresentam em sua
constituicdo somente o genoma A (SIMMONDS, 1966; THOMAS et al.,, 1998;
ROBINSON E SAUCO, 2010).

Em bananeiras, a selecdo convencional de gendtipos resistentes ao déficit
hidrico é dificultada pelo longo ciclo da cultura e pela necessidade de grandes areas
para o plantio (RAVI et al., 2013). Para contornar este problema métodos alternativos
tém sido desenvolvidos de forma a simular condicdes de estresse hidrico in vitro
utilizando indutores que reduzem o potencial osmético do meio de cultura, reduzindo
assim o tempo de avaliacao e selecdo de gendtipos promissores.

O primeiro screening da biodiversidade do género Musa para variedades
tolerantes ao déficit hidrico concluiu que o modelo de crescimento in vitro é Gtil para o
rastreio de genotipos tolerantes a esse estresse (Vanhove et al., 2012). Em estudo
utilizando o polietileno glicol 6000 como indutor de estresse hidrico, Bidabadi et al.
(2012) mostraram que a selegéo in vitro de bananeira poderia fornecer um método
para distinguir as cultivares de acordo com suas respostas morfoldgicas e fisiolégicas
ao estresse hidrico. O uso do sorbitol como indutor de deficit hidrico revelou que os
parametros de crescimento sdo relevantes para a identificagdo de cultivares tolerantes
sob condigdes in vitro (RUKUNDO et al., 2012). Dessa forma, a indugéo de estresses
abidticos in vitro de materiais do banco de germoplasma, com posterior selecdo dos
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genatipos tolerantes sédo vantajosas para trabalhos de melhoramento genético que
visam a geracao de cultivares tolerantes as condi¢des adversas.

Apesar da producdo de banana estar baseada em cultivares triploides, os
gendtipos diploides sédo importantes, uma vez que sdo fontes de alelos de
resisténcia/tolerancia a fatores biéticos e abiodticos (JENNY et al., 1999). O programa
de melhoramento genético de banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical
conta com 31 diploides melhorados (DM), com resisténcia genética as principais
pragas, incluindo as sigatokas amarela e negra e o mal-do Panam4, além de outras
caracteristicas agronémicas desejaveis, tais como: porte reduzido e alta produtividade
(SILVA et al., 2013). Um importante estudo realizado por AMORIM et al. (2008)
mostrou que a variabilidade genética disponivel no programa de melhoramento
genético de banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura € suficiente para o
melhoramento genético da cultura. No entanto, ndo ha estudos que relacionem esses
DMs com a resisténcia a seca.

Dessa forma, a avaliacao desses diploides melhorados de bananeiras quanto
a tolerancia a seca permitira a identificacdo de parentais a serem utilizados em
cruzamentos, possibilitando o desenvolvimento de materiais tolerantes as condicdes
de solos com déficit hidrico.

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar 12 diploides melhorados de
bananeira gerados pelo programa de melhoramento genético da bananeira da
Embrapa Mandioca e Fruticultura e selecionar in vitro os mais tolerantes ao déficit
hidrico.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

No experimento foram utilizadas plantas micropropagadas das cultivares BRS
Tropical (genoma AAAB) e Prata Ana (genoma AAB), 11 diploides melhorados (AA)
gerados pelo programa de melhoramento da bananeira desenvolvido na Embrapa
Mandioca e Fruticultura e o hibrido diploide (AA) SH3263, desenvolvido pelo programa
de melhoramento genético de banana da Fundacdo Hondurenha de Investigacao
Agricola (FHIA) (Tabela 1). Utilizou-se essas cultivares pelo fato de a Prata Ana ser a
mais cultivada e comercializada no Brasil e ndao haver informacdes sobre a sua
resposta ao déficit hidrico. J4 a cultivar BRS Tropical tem sido apontada em alguns
estudos com tendéncia a ser tolerante a esse estresse. No estudo realizado por
Moreira et al. (2013), as cultivares Prata Ana e BRS Tropical foram apontadas como
contrastantes, sendo a BRS Tropical tolerante e a Prata Ana sensivel a seca.
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Tabela 1: Descricéo dos diploides melhorados de bananeira utilizados no estudo

Diploide Genealogia (parental feminino x parental masculino)
melhorado
003037-02 Calcutta 4 x Galeo
013004-04 Malaccensis x Madang
042023-06 M53 [(Musa acuminata malaccemis 'Kedah' x Musa acuminata banksii
'‘Samoa’' ) X (AAc 'Paka’ x Musa acuminata banksii 'Samoa’)] x Cultivar sem
nome N° 2
042052-03 M53 x Kumburgh
042079-13 M53 x 028003-01 (Tuugia x Calcutta 4)
042085-02 M53 x 015003-01 (Madu x Calcutta 4)
086079-10 003037-02 (Calcutta 4 x Galeo) x 028003 (Tuugia x Calcutta 4)
089087-01 013018-01 (Malaccensis x Sinwobogi) x 003038-01 (Calcutta 4 x Heva)
091087-01 001016-01 (Borneo x Guyod) x 003038-01 (Calcutta 4 x Heva)
091087-02 001016—01 (Borneo x Guyod) x 003038-01 (Calcutta 4 x Heva)
091094-04 001016-01 (Borneo x Guyod) x SH3263
SH3263 SH3217 {SH2095 [(Sinwobogi x Tjau Lagada) x malaccensis selvagem x

Guyod)] x SH2766} x SH3142 (Pisang Jari Buaya)

Antes de iniciar o experimento, as plantas foram uniformizadas mediante cultivo
em meio de cultura semissoélido para enraizamento, constituido de sais MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 30 g L de sacarose, solidificado com
1,8 g L** de Phytagel. O pH foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem por 20 minutos
em uma temperatura de 120°C. As plantas foram mantidas em sala de crescimento
por 50 dias na presenca de luz (fotoperiodo 16h luz) e temperatura de 25+2°C.

Simulacédo de estresse hidrico in vitro

O método utilizado para a selecdo in vitro dos gendtipos de bananeira
tolerantes a seca foi baseada nos estudos de Vanhove et al. (2012) e Rukundo et al.
(2012). A fim de simular a condicdo de estresse hidrico in vitro utilizou-se dois
indutores desse estresse: polietileno glicol 6000 (PEG 6000) e sorbitol.

As plantas in vitro bem desenvolvidas e uniformes foram utilizadas como
explantes. Essas foram cortadas a uma altura de 3,0 cm, tiveram suas folhas retiradas
e trés raizes de aproximadamente 1 cm de cumprimento mantidas

Os explantes foram transferidos para meio MS liquido, acrescido de 30 g L de
sacarose e 4 mg L' de BAP, suplementado com diferentes concentracdes de
polietileno glicol ou sorbitol a fim de simular a condicdo de estresse hidrico in vitro.
Baseando-se nos resultados do experimento do capitulo 1, determinaram-se duas
concentracdes de cada indutor como sendo as mais adequadas para a identificacao
de gendtipos de bananeira tolerantes ao déficit hidrico: 15 g Lt e 30 g L' de PEG 6000
e sorbitol a 18,2 g L1 e 36,4 g L'1. No tratamento controle as plantas foram mantidas
em meio MS na auséncia de indutores.

As plantas foram mantidas em sala de crescimento, com intensidade luminosa
de 36 uMol m? s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 27 + 2°C. Os explantes
tiveram os meios de cultura renovados a cada 15 dias.
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AvaliacOes de crescimento

O experimento teve duracdo de 60 dias. A cada 15 dias foram avaliados os
parametros altura de plantas, massa fresca, numero de folhas e nimero de raizes. As
avaliacdes foram realizadas em camaras de fluxo laminar mantendo-se as condi¢cdes
de assepsia.

Ao final dos 60 dias, realizou-se a medida de peso seco tanto da parte aérea
quanto das raizes apos secagem em estufa a 70 + 2°C por 72 horas.

A identificacdo de genotipos que minimizam a reducdo de seu crescimento

guando um estresse hidrico € aplicado foi a base para a selecdo dos tolerantes e
sensiveis a seca (PLACID et al., 2012; VANHOVE et al., 2012).
Dessa forma, a discriminacdo entre 0os materiais tolerantes e sensiveis foi realizada
com base no indice de Estabilidade do Rendimento de matéria seca (IERms)
(BOUSLAMA; SCHAPAUGH, 1984), cuja formula é IERms= Re/Ri. Onde, Re e Re
sdo, respectivamente, a matéria seca de cada genétipo cultivado sob estresse e sem
estresse. Assim, quanto maior o IERmMs maior sera a tolerancia a seca.

O indice de Estabilidade de matéria Fresca (IERmf) foi calculado de forma
semelhante ao indice de Estabilidade de matéria seca (IERms), utilizando-se no
entanto, a massa freca de cada gendtipo cultivado sob estresse e sem estresse.

Delineamento e analise experimental

O experimento constou de um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5x14, 5 tratamentos (2 concentracdes de polietileno glicol, 2
concentragbes de sorbitol e um controle sem indutor de estresse osmatico) e 14
genatipos (Prata And, BRS Tropical e 12 diploides). Cada tratamento constou de 25
repeticbes. Os dados foram submetidos ao teste F da andlise de variancia, as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey e as médias dos genoétipos
foram agrupados pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para a variavel
massa fresca (mensurada a cada 15 dias) considerou-se o delineamento inteiramente
casualizado em esquema de parcelas subdivididas no tempo. As médias dos tempos
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As andlises estatisticas
foram realizadas com auxilio do programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2014).

RESULTADOS

A avaliacdo das plantas em termos de crescimento levando-se em conta 0s
parametros matéria fresca, altura, numero de folhas e nimero de raizes revelou que
as cultivares apresentaram padrdes de crescimento distintos quando cultivadas no
meio controle, uma vez que trata-se de gendtipos diferentes, inclusive em relacao as
suas ploidias. Portanto, os dados de crescimento bruto nos meios de cultura com
indutores de estresse osmoético ndo sao comparaveis. Esses dados foram
transformados em termos de reducdo devido ao estresse osmaotico seguindo a
formula: Yi=yi/ Y, onde Yi: reducdo devido ao estresse osmotico para cada amostra
de planta, yi: valor quantitativo do parametro de crescimento para cada planta crescida
no meio estressado, e Yu: média do parametro de crescimento para as plantas
crescidas no meio controle.
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Efeito do polietileno glicol no crescimento in vitro de genétipos de bananeira

Os efeitos do estresse osmoético induzido pelas concentracdes de 15e 30 g L?
de polietileno glicol foram investigados para discriminar os 14 genoétipos de bananeira
avaliados e selecionar os mais tolerantes a seca in vitro.

Os valores do indice de estabilidade de rendimento de matéria seca (IERms),
utilizando-se como indutor de déficit hidrico o polietileno glicol sdo apresentados na
Tabela 2. A andlise de variancia dos dados indicou que ha diferenca significativa entre
as concentracoes testadas, a 1% de probabilidade pelo teste de F. De modo geral, €
possivel perceber que o PEG discriminou os gendtipos, causando diminuicdo no
rendimento de estabilidade de matéria seca. Ou seja, as concentracbes de PEG
utilizadas levaram a uma diminui¢cdo no peso seco das plantas sob estresse osmotico
em relacdo as plantas controles (cultivadas em meio ndo contendo indutor de estresse
osmatico).

Tabela 2. indice de estabilidade de rendimento de matéria seca de 14 genétipos de
bananeira em funcao das diferentes concentracdes de PEG.

Genotipos 15¢gL* 30gL?
003037-02 0,471 cA 0,436 aA
013004-04 0,393 cA 0,340 bA
042023-06 0,591 bA 0,466 aA
042052-03 0,413 cA 0,363 bA
042079-13 0,588 bA 0,557 aA
042085-02 0,792 aA 0,532 aB
086079-10 0,566 bA 0,545 aA
089087-01 0,509 cA 0,508 aA
091087-01 0,686 aA 0,595 aA
091087-02 0,426 cA 0,387 bA
091094-04 0,618 bA 0,326 bB
SH3263 0,313 cA 0,320 bA
Prata Ana 0,430 cA 0,391 bA
BRS Tropical 0,328 cA 0,242 bA

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O indutor PEG na concentracdo de 15 g L discriminou os diploides em trés
grupos. Os diploides 042085-02 e 091087-01 apresentaram as maiores médias de
IERms. Os diploides 003037-02, 013004-04, 042052-03, 089087-01, 091087-02,
SH3263 e as cultivares Prata And e BRS Tropical apresentaram as médias mais
baixas, com destaque para 013004-04, SH3263 e para a cultivar BRS Tropical.

Para a concentracédo de 30 g L, o indutor PEG discriminou os diploides em
apenas dois grupos. Os diploides 003037-02, 042023-06, 042079-13, 042085-02,
086079-10, 089087-01 e 091087-01 apresentaram as maiores médias, com destaque
para 042079-13, 042085-02 e 091087-01. Ja cultivar BRS Tropical e Prata Ana, bem
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como os diploides 013004-04, 042052-03, 091087-02, 091094-04 e SH3263
apresentaram as maiores reducBes de matéria. Destaca-se que em ambas as
concentracOes utilizadas, os diploides 042085-02 e 091087-01 estiveram entre 0s
mais promissores. Ja o diploide SH3263 e a cultivar BRS Tropical estiveram entre os
genaotipos de medias mais baixas. O fato € um indicativo de maior tolerancia ao déficit
hidrico in vitro dos primeiros em relagdo aos demais.

Os resultados padronizados dos parametros de crescimento altura, nimero de
folhas e nimero de raizes utilizando-se o polietileno glicol como indutor de estresse
osmotico, sdo apresentados na Tabela 3. A analise de variancia dos dados mostrou
que ndo houve interacdo significativa entre os genoétipos e os tratamentos. No entanto,
procedeu-se o desdobramento da interacdo dos fatores mesmo assim.

Tabela 3. Crescimento in vitro de 14 gendtipos de bananeira sob diferentes
concentracdes de PEG.

- Altura Numero de folhas Numero de raizes
Genotipos
15gL* 30gL? 15gL? 30gL? 15gL? 30gL?
003037-02 0,348 dA 0,347 bA 0,629 cA 0,667 bA 0,764 bA 0,536 cB
013004-04 0,429 dA 0,382 bA 0,595cA 0,334dB 0,622 cA 0,643 bA
042023-06 0,710 aA 0,602 aB 0,761 bA 0,565 cB 0,761 bA 0,641 bA
042052-03 0,632 bA 0,614 aA 0,803 bA 0,530 cA 0,346 eA 0,261 dA
042079-13 0,553cA 0,441 bB 0,603cA 0,574 cA 0,505dA 0,725 bB
042085-02 0,424 dB 0,596 aA 0,457 dA 0,297 dB 0,556 dA 0,503 cA
086079-10 0,525cA 0,533 aA 0,680 cA 0,636 bA 0,321eA 0,410cA
089087-01 0,600 bA 0,559 aA 1,096 aA 1,024 aA 0,798 bA 0,749 bA
091087-01 0,725aA 0,661 aA 0,836 bA 0,796 bA 0,967 aA 0,975 aA
091087-02 0,504 cA 0,452 bA 0,670 cA 0,752 bA 0,420dA 0,563 bA
091094-04 0,746 aA 0,413 bB 0,657 cA 0,271 dB 0,253 eA 0,231dA
SH3263 0,475 cA 0,435 bA 0,811 bA 0,708 bA 0,244eA 0,334 dA
Prata Ana 0,604 bA 0,514 aA 0,548 dA 0,452 cA 0,495dA 0,495 cA
BRS Tropical 0,416 dA 0,396 bA 0,570 dA 0,393 dB 0,585cA 0,600 bA

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade e médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade.

Todos os parametros de crescimento analisados tiveram reducao considerada
nas plantas submetidas ao estresse osmaético em relacdo as controles. Observou-se
que, de modo geral, conforme a concentracdo do PEG aumentou o crescimento das
plantas de todos os gendtipos diminuiu (Tabela 3).

Em relagéo a altura, verificou-se que na concentracdo 15 g L os diploides
042023-06, 091087-01 e 091094-04 foram os que apresentaram menor redugédo com
relacdo as plantas controles. As maiores redugdes foram observadas nos diploides
003037-02, 013004-04, 042085-02 e na cultivar BRS Tropical. Para a concentragao
30 g L%, os diploides 042023-06, 042052-03, 042085-02, 086079-10, 089087-01,
091087-01 e a variedade Prata And se destacaram por apresentarem as menores
reducdes de altura. Ja os diploides 003037-02, 013004-04, 042079-13, 091087-02,
091094-04 e a cultivar BRS Tropical apresentaram as maiores reducdes. Destaca-se
gue em ambas as concentracdes os diploides 042023-06 e 091087-01 foram os mais
tolerantes, enquanto que a cultivar BRS Tropical e os diploides 003037-02 e 013004-
04 foram os mais sensiveis.
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Em relagéo ao nimero de folhas, verificou-se que na concentragéo 15 g L™ os
diploides 042023-06, 042052-03, 091087-01 e SH3263 foram 0s que apresentaram
menor reducdo do parametro que os compara com as plantas controles, com destaque
para o diploide 091087-01 que apresentou a maior média. As maiores reducdes foram
obtidas pelo diploide 042085-02 e pelas cultivares BRS Tropical e Prata Ana. Para a
concentracdo 30 g L, os diploides 003037-02, 086079-10, 091087-01, 091087-02 e
SH3263 apresentaram as menores reducdes, sendo o 091087-01 o de maior média.
Ja os diploides 013004-04, 042085-02, 091094-04 e a cultivar BRS Tropical
apresentaram os menores valores. Destaca-se que em ambas as concentragdes 0s
diploides 091087-01 e SH3263 apresentaram 0s maiores valores, enquanto que a
cultivar BRS Tropical e o diploide 042085-02 apresentaram 0s menores.

Para o parametro nimero de raizes, verificou-se que na concentragédo 15 g L
o diploide 091087-01 foi o que apresentou menor reducéo do parametro. As maiores
reducdes foram obtidas pelos diploides 042052-03, 086079-10, 091094-04 e SH3263.
Para a concentracdo 30 g L, novamente o diploide 091087-01 se destacou por
apresentar a menor reducdo. J4 os diploides 042052-03, 091094-04 e SH3263
apresentaram os menores valores. Destaca-se que em ambas as concentracdes 0
diploide 091087-01 apresentou 0s maiores valores do parametro em questao
enquanto que os diploides 042052-03, 091094-04 e SH3263 apresentaram 0S
menores valores.

Destaca-se que para o trés parametros e em todas as concentracdes avaliadas,
o diploide 091087-01 mostrou-se mais tolerante ao deficit hidrico in vitro causado pelo
PEG que os demais.

Os valores da massa fresca das plantas sob estresse osmético em relacéo a
massa fresca das plantas controles (indice de Estabilidade do Rendimento de matéria
fresca, IERmf) sdo apresentados da Tabela 4. Percebe-se que, independente do
tempo de exposicdo ao indutor de estresse osmdético e para todos 0s genotipos, o
parametro de IERmf diminuiu conforme aumentou-se a concentra¢cdo do PEG no meio
de cultura. Além disso, no decorrer dos tempos estudados, 15, 30, 45 e 60 dias a
relacdo de massa fresca dos tratamentos e do controle diminuiu. Isso se deve ao fato
de que as plantas controles continuaram o seu desenvolvimento de forma natural,
enguanto que as plantas dos tratamentos foram afetadas pela estresse aplicado.

Analisando-se os dados, verificou-se que na concentragdo 15 g L o diploides
042023-06, 042079-13 e 091087-01 apresentaram as menores reducdes de massa
fresca, dando destaque para o diploide 091087-01. As maiores reducfes foram
obtidas pelos diploides 042052-03 e pelas cultivares Prata Ana e BRS Tropical. Para
a concentracéo 30 g L1, os diploides 042085-02, 089087-01, 091087-01 e SH3263 se
destacaram como os de menor reducéo de peso fresco, sendo novamente o 091087-
01 o mais promissor. Ja os diploides 091094-04 e 091087-02 e a cultivar BRS Tropical
apresentaram os menores valores. Destaca-se que em ambas as concentracdes o
diploide 091087-01 apresentou os maiores valores, enquanto que o diploide 013004-
04 e a cultivar BRS Tropical apresentaram as menores médias. O fato pode ser um
indicativo de que o primeiro tende a ser mais tolerante ao deficit hidrico in vitro que os
demais.



Tabela 4. indice de estabilidade de peso fresco de 14 genétipos de bananeira no decorrer dos dias em funcéo de diferentes
concentracdes de PEG no meio de cultura.

Gendtipos 1597 0gL”
15 30 45 60 15 30 45 60
003037-02 0,600bA 0,375bB  0,313bB 0,308 bB 0,387aA 0,305bB  0,279bB 0,270 bB
013004-04 0,549 bA 0,443aB 0,331bC 0,209 cD 0,426 aA 0,346aB 0,281 bAB 0,229 cC
042023-06 0,613bA 0442aB 0,399aB 0,390 aB 0,458aA 0,369aB 0,321 aBC 0,290 bC
042052-03 0,384dA  0,312cAB 0,312bAB 0,277 bB 0,457 aA 0,381aB 0,352 aBC 0,306 bC
042079-13 0,596 bA 0517aB 0,417aC 0,378 aC 0,358 bA 0,335aA  0,333aA 0,292 bA
042085-02 0,600bA 0,497aB 0,433aB 0,268 bC 0,485aA 0,343aBC 0,286 bC 0,404 aB
086079-10 0,448cA 0,306¢cB  0,320bB 0,283 bB 0,442 aA 0,357 aAB 0,333aB 0,284 bB
089087-01 0,432cA 0,386 bAB 0,394 aAB 0,346 aB 0,453aA 0,404aAB 0,376 aB 0,348 aB
091087-01 0,723aA 0,483aB 0,429aB 0,452 aB 0,517aA 0,404aB 0,372aB 0,412 aB
091087-02 0,444cA 0,324cB  0,277bB 0,261 bB 0,407 aA 0,272bB  0,223cB 0,200 cB
091094-04 0,469cA 0,392bB 0,385aB 0,389 aB 0,344 bA 0,261 bB 0,220 cB 0,196 cB
SH3263 0,495cA 0,302cB  0,319bB 0,289 bB 0,425aA 0,345aB  0,342aB 0,366 aAB
Prata Ana 0,462cA 0,324cB 0,286 bBC 0,226 cC 0,422 aA 0,282bB  0,255bB 0,255 bB
BRS Tropical 0,291eA 0,209dB 0,220 bAB 0,177 cB 0,253cA 0,171 cB 0,158cB 0,136 cB

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade e médias seguidas
pelas mesmas letras maildsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Efeito do sorbitol no crescimento in vitro de genétipos de bananeira

Os efeitos do estresse osmotico induzido pelas concentracdes de 18,4 g
Lt e 36,8 g L de sorbitol foram investigados para discriminar os 14 genétipos
de bananeira avaliados nesse estudos e selecionar os de maior toleréncia a seca
in vitro.

Os valores do indice de estabilidade de rendimento de matéria seca
(IERms), utilizando-se como indutor de déficit hidrico o sorbitol sdo apresentados
na Tabela 5. A andlise de variancia dos dados indicou que h& diferenca
significativa entre as concentracfes testadas, a 1% de probabilidade pelo teste
de F. De modo geral, foi possivel perceber que o sorbitol discriminou os
genatipos, causando diminuicdo no rendimento de estabilidade de matéria seca.

Tabela 5. indice de estabilidade de rendimento de matéria seca de 14 gen6tipos
de bananeira em funcéo das diferentes concentracdes de sorbitol.

Gendtipos 18,2gL? 36,4¢gLt
003037-02 0,690 bA 0,630 aB
013004-04 0,776 bA 0,567 bB
042023-06 0,812 bA 0,720 aB
042052-03 0,636 bA 0,521 bA
042079-13 0,931 aA 0,792 aA
042085-02 0,969 aA 0,633 aB
086079-10 0,858 aA 0,687 aB
089087-01 0,701 bB 0,563 bB
091087-01 0,920 aA 0,772 aB
091087-02 0,768 bA 0,524 bB
091094-04 0,737 bA 0,364 cB
SH3263 0,695 bA 0,381 cB
Prata Ana 0,955 aA 0,674 aB
BRS Tropical 0,738 bA 0,659 aB

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade e médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na concentracéo 18,2 g L' o sorbitol foi capaz de discriminar os diploides
em dois grupos. A maiores médias de IERms foram obtidas pelos diploides
042079-13, 042085-02, 086079-10, 091087-01 e pela cultivar Prata Ana. Os
menores valores foram obtidos pelos diploides 003037-02, 013004-04, 042023-
06, 042052-03, 089087-01, 091087-02, 091094-04, SH3263 e pela cultivar BRS
Tropical. Na concentracédo 36,4 g L™ houve discriminacdo dos diploides de trés
grupos, sendo os 003037-02, 042023-06, 042079-13, 042085-02, 086079-10, e
091087-01 e as cultivares Prata And e BRS Tropical os que apresentaram as
maiores medias. Os diploides 091094-04 e SH3263 apresentaram 0s menores
valores de IERms.
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Em ambas as concentracdes, os diploides 042079-13, 042085-02,
086079-10, 091087-01 e a cultivar Prata Ana estiveram entre os de maiores
médias de IERms, enquanto os diploides 091094-04 e SH3263 estiveram entre
os de médias mais baixas. O fato € um indicativo de maior tolerancia ao déficit
hidrico in vitro induzido pelo sorbitol dos primeiros para com o segundo.

Os resultados padronizados dos parametros de crescimento altura,
namero de folhas e nimero de raizes utilizando-se o sorbitol como indutor de
estresse osmotico, sdo apresentados na Tabela 6. A andlise de variancia dos
dados mostrou que ndo houve intereracdo significativa entre os genotipos e os
tratamentos. No entanto, procedeu-se o desdobramento da interacdo dos fatores
mesmo assim.

Tabela 6. Crescimento de 14 gendtipos de bananeira sob diferentes
concentracdes de sorbitol.

- Altura NUmero de folhas NUmero de raizes
Genotipos
182gL' 364gL 182glL'! 364glL! 182glL! 36,4gL*
003037-02 0,529cA 0,293eB 0,603cA 0,477 bB 0,521 cA 0,420 bA
013004-04 0625cA 0,302eB 0,678 cA 0,274 cB 0,685 bA 0,475 bB
042023-06 0,871aA 0,977aA 0,718bA 0,674aA 0,687 bA 0,620 aA
042052-03  0,767bA 0,349eB 0,926aA 0,525bB 0,363 dA 0,296 cA
042079-13 0,562cA 0,343eB 0,751 bA 0,280 cB 0,733bA 0,361 cB
042085-02 0,947aA 0,543cB 0,811aA 0,405cB 0,229 dA 0,261 cA
086079-10 0,773bA 0,408dB 0,619cA 0,440 bB 0,437 cA 0,401 bA
089087-01 0,721cA 0519cB 0,791bA 0,377 cB 0,588 bA 0,350 cB
091087-01 0,881aA 0,537cB 0,844aA 0,567 aB 0,965aA 0,429 bB
09108702  0,632cA 0,313eB 0,632cA 0,259 cB 0,488 cA 0,380 cA
091094-04 0644cA 0,263eB 0,494cA 0,294 cB 0,441 cA 0,241 cB
SH3263 0,725cA 0,304eB 0,714bA 0,342cB 0,338 dA 0,244 cA
Prata And  0,679cA 0,674bA 0619cA 0452bB 0,689 bA 0,554 aA
BRS Tropical 0,577cA 0,435dB 0,716 bA 0,497bB 0,580 bA 0,294 cB

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade e médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade.

Todos os parametros de crescimento analisados tiveram reducéo
considerada nas plantas sob estresse osmotico em relacdo as controles.
Observou-se que, de modo geral, conforme a concentragéo do sorbitol aumentou
o crescimento das plantas de todos os genétipos diminuiu.

Em relagdo a altura, verificou-se que na concentragdo 18,2 g L? os
diploides 042023-06, 042085-02 e 091087-01 foram os que apresentaram menor
reducdo do parametro. As maiores reducOes foram obtidas pelos diploides
003037-02, 013004-04, 042079-13, 089087-01, 091087-02, 091094-04, SH3263
e pelas cultivares Prata And e BRS Tropical. Para a concentracdo 36,4 g L%, o
diploide 042023-06 se destacou por apresentar a menor reduc¢édo do parametro.
Ja os diploides 003037-02, 013004-04, 042052-03, 042079-13, 091087-02,
091094-04 e SH3263 apresentaram as maiores reducgdes. Destaca-se que em
ambas as concentracdes os diploide 042023-06 apresentou o melhor resultado,
enquanto que os diploides 003037-02, 013004-04, 042079-13, 091087-02,
091094-04 e SH3263 estiveram entre os mais afetados.
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Em relagdo ao numero de folhas, verificou-se que na concentracdo 18,2

g L?! os diploides 042052-03, 042085-02 e 091087-01 foram o0s que
apresentaram menor reducdo do parametro. As maiores reducdes foram
obtidas pelos diploides 003037-02, 013004-04, 086079-10, 091087-02, 091094-
04 e pela cultivar Prata Ana. Para a concentracéo 36,4 g L1, os diploides 042023-
06 e 091087-01 se destacaram por apresentarem as menores reducdes do
parametro. J& os diploides 013004-04, 042079-13, 042085-02, 089087-01,
091087-02, 091094-04 e SH3263 apresentaram as maiores reducdes. Em
ambas as concentragdes o diploide 091087-01 esteve entre os mais tolerantes.

Para o parametro numero de raizes, verificou-se que na concentracédo
18,2 g L o diploide 091087-01 apresentou-se como mais tolerante. As maiores
reducdes foram obtidas pelos diploides 042052-03, 042085-02 e SH3263. Para
a concentracdo 36,4 g L, os diploides 042023-06 e a cultivar Prata Anad se
destacaram por apresentarem as menores reducfes do parametro. Ja 0s
diploides 042052-03, 042079-13, 042085-02, 089087-01, 091087-02, 091094-
04, SH3263 e a cultivar BRS Tropical apresentaram os menores valores. Em
ambas as concentracdes os diploides 042023-06, 091087-01 e a cultivar Prata
Anda estiveram entre os mais tolerantes, enquanto que os diploides 042052-03,
042085-02 e SH3263 entre 0s mais sensiveis.

Destaca-se que os diploides 091087-01, 042085-02 e 042079-13
estiveram entre os melhores para a maioria dos parametros e concentracdes
avaliadas, com énfase para o 091087-01 que apresentou as maiores médias.
Enquanto que os diploides 091094-04, SH3263 e 003037-02 apresentaram as
menores. O fato pode ser um indicativo de que os primeiros genotipos sejam
mais tolerantes ao deficit hidrico in vitro que os demais.

Os valores da matéria fresca das plantas estressadas em relacéo a massa
fresca das plantas controles (IERmf) sdo apresentados da Tabela 7. Percebe-se
que, independente do tempo analisado e para todos os genétipos, o parametro
de IERmf diminuiu conforme aumentou-se a concentracdo do sorbitol no meio
de cultura. Além disso, no decorrer dos tempos estudados, 15, 30, 45 e 60 dias
a relacdo da massa fresca dos tratamentos e do controle diminuiu. Isso se deve
ao fato de que as plantas controles continuaram o seu desenvolvimento de forma
natural, enquanto que as plantas dos tratamentos foram afetadas pelo estresse
osmotico.

Analisando-se os dados, verificou-se que na concentracdo 18,2 g L os
diploides 042023-06, 086079-10, 042085-02, 091087-01, SH3263 e a cultivar
Prata And apresentaram as menores reducfes de massa fresca. As maiores
reducdes foram obtidas pelos diploides 003037-02, 091087-02 e pela cultivar
BRS Tropical. Para a concentragdo 36,4 g L, os diploide 042023-06 e 091087-
01 se destacaram como os de menor reducdo de peso fresco. Ja os diploides
042085-02, 086079-10, 091094-04 e 091087-02 apresentaram as maiores
reducdes. Em ambas as concentracdes os diploides 042023-06 e 091087-01
apresentaram as menores reducdes, enquanto que o diploide 091087-02 se
destacou como o de maior reducao.
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Tabela 7. indice de estabilidade de peso fresco de 14 gendtipos de bananeira no decorrer dos dias em funcio de diferentes
concentracfes de sorbitol.

Gendipos 18,2gL? 36,4gL?
15 30 45 60 15 30 45 60
003037-02 0,598aA  0,405bB  0,438bB 0,423 cB 0,523bA  0,343bB  0,324cB 0,317 aB
013004-04 0,537bA  0,519aA 0,489aA 0,462 cA 0,478cA  0,392bAB 0,331 cBC 0,281 bC
042023-06 0,605aA 0,581aA 0,548aA 0,548 bA 0,719aA 0,697aA 0,655aA 0,337 aB
042052-03 0,636aA  0,449bB  0,5532aB 0,484 cB 0,403cA  0,319cAB 0,290cB 0,283 bB
042079-13 0,427bA  0,514aA 0505aA 0,528 bA 0,370cA  0,417bA  0,388bA 0,320 aA
042085-02 0,664aA 0,590aA 0,590 aA 0,555 bA 0,439cA 0,360 bAB 0,329 cBC 0,276 bC
086079-10 0,683aA  0,554aB  0,573aB 0,518 bB 0,384cA  0,359bAB 0,336 CAB 0,282 bB
089087-01 0,527bA  0,519aA  0,509aA 0,459 cA 0,416 cA  0,384bAB 0,364 bAB 0,311 aB
091087-01 0,600aA  0,503aA 0,518 aA 0,563 bA 0,536 bA  0,427bB  0,393bB 0,390 aB
091087-02 0,474bA 0,418 bA  0,430bA 0,412 cA 0,432 cA 0,311cB 0,247 cBC 0,213 cC
091094-04 0,519bAB 0,551 aAB 0,501aA 0,447 cB 0,346 cA  0,239cBC 0,324 cAB 0,181 cC
SH3263 0,566 bBC 0,526 aC 0,648 aAB 0,707 aA 0,399cA 0,364 bAB 0,352 cAB 0,298 bB
Prata Ana 0,634aA 0,553aA  0,527aA 0,560 bA 0,433cA  0,330cB  0,434bA 0,406 aAB
BRS Tropical 0,548bA  0,422bB  0,388bB 0,407 cB 0,384 cAB 0,291 cB 0,422 bA 0,348 aA

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade e médias seguidas pelas mesmas
letras maiusculas nas linhas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A comparacdo entre os dois indutores de estresse osmotico utilizados em
relacdo ao indice de estabilidade de rendimento de matéria seca € apresentada na

Tabela 8.

Tabela 8. Comparacao entre PEG e sorbitol em relacdo ao IERms.

Genotipos PEG Sorbitol
003037-02 0,453 cB 0,663 bA
013004-04 0,367 cB 0,672 bA
042023-06 0,528 bB 0,757 aA
042052-03 0,388 cB 0,584 cA
042079-13 0,572 bB 0,847 aA
042085-02 0,656 aA 0,717 aA
086079-10 0,557 bB 0,760 aA
089087-01 0,508 bB 0,632 bA
091087-01 0,647 aB 0,827 aA
091087-02 0,407 cB 0,634 bA
091094-04 0,485 bA 0,534 cA
SH3263 0,316 dB 0,524 cA
Prata Ana 0,410 cB 0,756 aA
BRS Tropical 0,285 dB 0,689 bA

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade e médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade.

Ambos indutores discriminaram 0s genoétipos e causaram diminuicdo no
rendimento de estabilidade matéria seca. No entanto, o sorbitol apresentou médias

superiores para todos 0s genotipos.

Os diploides 042085-02, 091087-01, SH3263 e 091094-04 merecem atencao
especial. Os dois primeiros apresentaram os melhores rendimentos para ambos 0s
indutores, enquanto que os dois ultimos apresentaram os rendimentos mais baixos.

Através da figura 1, foi possivel verificar o comportamento de tais genotipos.
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Figura 1. Crescimento in vitro de hibridos diploides de banana em meio de cultura sem
indutor de estresse osmético e contendo 15 e 30 g L' de PEG e 18,2, 36,4 g L de
sorbitol. a) 042085-02; b) 091087-01; c¢) SH3263; d) 091094-04.

DISCUSSAO

A utilizacdo do meio de cultura liquido permitiu a renovacao do meio, garantindo
que os nutrientes estivessem sempre disponiveis nas concentracfes recomendadas
e evitou que o agente solidificante contibuisse para a diminuicao do potencial osmotico
do meio. Estudos tém defendido o uso de meio de cultura liquido em trabalhos de
selecdo in vitro de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico (EBRAHIM et al., 2006;
EBRAHIM et al., 2000; RUKUNDO et al., 2012).

A reducao do crescimento é um importante parametro para julgar a tolerancia
da planta ao estresse (BOUSLAMA e SCHAPAUGH, 1984). Como o crescimento esta
diretamente relacionado com a massa, a possivel perda de massa da planta na
condicdo de estresse € uma analise fundamental e decisiva na discriminagdo dos
genotipos tolerantes (VANHOVE et al., 2012). A altura, numero de folhas e niUmero de
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raizes sdo importantes e ajudam a entender o possivel mecanismo de tolerancia que
a planta desenvolve na condi¢édo de estresse (RUKUNDO et al., 2012).

O estresse osmoético causado pelo PEG e sorbitol afetou o crescimento das
plantas, havendo diminuicdo nos parametros de crescimento altura, peso seco, peso
fresco, niumero de folhas e nimero de raizes. A diminuicdo desses parametros em
plantas submetidas a condicao de estresse tem sido relatada em diversos estudos de
tolerancia a seca (DEBLONDE e LEDENT, 2001; TOURNEUX et al., 2003; LAHLOU
e LEDENT, 2005), inclusive em bananeiras (MAHOUACHI, 2009; EBRAHIM, et al.,
2006; VANHOVE et al., 2012; BIDABADI, 2012; RUKUNDO et al., 2012; VAN ASTEN,
2011).

Ambos os indutores (PEG e sorbitol) foram capazes induzir o estresse osmotico
nas plantas, causando reducdo de crescimento de modo a discrimina-las de seus
respectivos controles. No entanto, as maiores médias foram obtidas utilizando-se o
sorbitol. O observado indica que o PEG foi mais agressivo para as plantas. De fato,
alguns estudos indicam que o PEG pode conter componentes tdéxicos que inibem o
crescimento das plantas (PLAUT E FEDERMAN, 1985). No entanto, o estudo
realizado por Lawlor, 1970, evidenciou que os efeitos deletérios desse polimero
ocorrem somente quando o mesmo penetra no tecido vegetal; por exemplo quando
raizes séo danificadas.

Os diploides 042085-02 e 091087-01 apresentaram os maiores rendimentos de
matéria seca. Estes hibridos sédo resultantes do cruzamento entre M53 x 015003-01
(Madu x Calcutta 4) e do cruzamento 001016—01 (Borneo x Guyod) x 003038-01
(Calcutta 4 x Heva), respectivamente. Por outro lado, os diploides SH3263 e 091094-
04 apresentaram os rendimentos mais baixos.

Observou-se que o diploide Calcutta 4 faz parte da genealogia dos dois
genadtipos de melhores rendimentos estudados. Enquanto que o hibrido SH3263 por
si s6 foi 0 gendtipo de menor rendimento, e faz parte da genealogia do outro de menor
rendimento. De forma interessante, o hibrido 001016—-01 (Borneo x Guyod) faz parte
da genealogia de um genétipo de melhor rendimento e de outro de pior. Tomadas em
conjunto essas informacdes levam a hipétese de que o diploide Calcutta 4 esteja
relacionado com o comportamento de maior tolerancia a seca, e o hibrido SH3263 de
menor tolerancia a este estresse.

Ao estimar a divergéncia genética entre 38 diploides de bananeira utilizados
pelo programa de melhoramento de banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical, Amorim et al. (2008) constataram que o diploide Calcutta aparece em 70%
das genealogias. Esse diploide é amplamente utilizado em varios programas de
melhoramento de banana como fonte de alelos para resisténcia a sigatoka-negra,
causada por Mycosphaerella fijiensis (PILLAY et al., 2001). Diversos estudos que
envolvem tolerancia ao estresse salino tém utilizado esse diploide e apresentado
resultados divergentes. Segundo os estudos de Gomes et al. (2002) e Gomes et al.
(2004) o gendtipo Calcutta apresentou comportamento sensivel ao estresse salino.
Por outro lado, no estudo conduzido por Junior (2012) a produgéo relativa da biomassa
seca da parte aérea do genotipo Calcutta foi proximo a 70%, caracterizando este
gendtipo como tolerante e promissor para ser integrado a programas de
melhoramento (JUNIOR, 2012).

Vale destacar que apesar dos diploides 091087-01 e 091087-02 serem irmaos
completos apresentaram comportamento oposto com relagéo a tolerancia ao estresse
hidrico, sendo o primeiro o mais tolerante. Isto sugere a ocorréncia de segregacao de
genes responsaveis por conferir tolerancia a este estresse biotico.
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A importancia de se utilizar diploides nos programas de melhoramento genético
esta no fato de que a grande maioria das caracteristicas agronémicas de interesse
(ex.: partenocarpia, numero de pencas, frutos compridos, cachos bem formados e
resisténcia a doencas) encontra-se dispersa em um grande numero de diploides
selvagens. Os diploides selvagens do grupo genémico AA como Musa acuminata ssp.
burmannica, M. acuminata ssp. burmannicoides, M. acuminata ssp. malaccensis e M.
acuminata ssp. zebrina, tém sido amplamente utilizados em programas de
melhoramento genético como doadores de genes para tolerancia a estresses bidticos,
no entanto, sdo considerados altamente sensiveis a seca (RAVI et al., 2013,
ROBINSON; SAUCO, 2010). Sabe-se, no entanto, que a presenca do genoma B
(Musa balbisiana) confere maior tolerancia a seca em bananas do que o genoma A
(Musa acuminata) (RAVI et al., 2013, ROBINSON; SAUCO, 2010, THOMAS et al.
1998).

Silva et al. (2013) destacaram a importancia do desenvolvimento de diploides
melhorados visando a obtencdo de parentais masculinos com elevado nimero de
frutos, porte baixo, resistentes as sigatokas amarela e negra, mal-do-panama e
nematoides. O programa de melhoramento genético de bananeira da Embrapa utiliza
39 diploides melhorados (DM) como parentais masculinos, visando ao
desenvolvimento de hibridos triploides e tetraploides. Nessa colecdo, existem
diploides de primeira geracdo (hibridacdo entre dois diploides selvagens) e de
segunda geracao (hibridac&o entre diploides melhorados). Esses DMs sao resistentes
a Sigatoka-amarela e ao mal-do-Panama. Muitos mostram-se também resistentes a
Sigatoka-negra e a nematoides.

Por fim, é importante destacar que a identificacdo da tolerancia de genétipos
aos fatores de estresses ambientais demanda estudos in vitro e em campo, em
diferentes ecossistemas (DONATO et al., 2015). Sabe-se que estudos de campo
revelam os efeitos integrados das condicbes ambientais sobre a fisiologia das
bananeiras. Portanto, correlacdes entre essas respostas e os fatores climaticos
indicam tendéncias, visto que ha influéncia de fatores ndo controlados. J4 em
ambientes com condicfes controladas verifica-se maior precisdo nas associacfes
entre trocas gasosas e fatores climaticos (CABRERA e GALAN SAUCO, 2005). Por
outro lado, Vanhove et al. (2012) argumentaram que apesar dos experimentos
conduzidos in vitro e em casa de vegetacdo aumentarem o0 controle experimental,
possuem menor relevancia fisioloégica comparado a estudos de campo, uma vez que
estes se aproximam mais das condicBes agricolas, o que possibilita maior
especificidade no ambito local, possibilitando construir solu¢des locais.

CONCLUSOES

e Plantas cultivadas sob estresse osmdético induzido pelo PEG tem maior reducao
de crescimento que aquelas cultivadas em contato com o sorbitol.

e Os diploides 042085-02 e 091087-01 sao os mais tolerantes ao déficit hidrico
in vitro dentre os gendtipos avaliados nesse estudo.

e Os diploides SH3263 e 091094-04 s&o os mais sensiveis ao déficit hidrico in
vitro dentre os genotipos avaliados nesse estudo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em bananeiras, a selecdo convencional de gendétipos resistentes ao déficit
hidrico é dificultada pelo longo ciclo da cultura e pela necessidade de grandes areas
para o0 plantio. Para contornar este problema métodos alternativos tém sido
desenvolvidos de forma a simular condigbes de estresse hidrico in vitro utilizando
indutores que reduzem o potencial osmaotico do meio de cultura, reduzindo assim o
tempo de avaliacdo e selecao de gendétipos promissores.

O modelo de crescimento in vitro, utilizando-se as concentragées de 15 g L?
de PEG e 36,4 g L -1 M de sorbitol se mostrou util para a identificacdo de gendtipos
tolerantes ao deficit hidrico, sendo um método para distinguir as cultivares de acordo
com suas respostas morfolégicas e fisiolégicas ao estresse hidrico. Dessa forma, a
inducdo de estresses abioticos in vitro de materiais do banco de germoplasma, com
posterior selecdo dos gendtipos tolerantes sdo vantajosas para trabalhos de
melhoramento genético que visam a geracao de cultivares tolerantes as condicdes
adversas.

Vale ressaltar que estudos sobre tolerancia a seca em banana, principalmente
os de simulacdo de condi¢des de estresse hidrico em plantas cultivadas in vitro, séo
escassos e ainda em fase inicial de desenvolvimento e também por isso trabalhos que
envolvam esses aspectos, sdo fundamentais para o melhoramento genético da
espécie. Esse trabalho avaliou 12 diploides gerados pelo programa de melhoramento
genético de bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura, no entanto o programa
costa com um total de 31 diploides melhorados (DM). Com a metodologia de selecao
in vitro de genotipos de bananeira para tolerancia a seca definida a partir dos nossos
resultados, as avaliacdes e selecdes seguintes serdo facilitadas e desenvolvidas com
menor espago de tempo e volume de trabalho. A avaliagdo desses diploides
melhorados de bananeiras quanto a tolerancia a seca é de suma importancia pois
permitira a identificacdo de parentais a serem utilizados em cruzamentos,
possibilitando o desenvolvimento de materiais tolerantes as condicfes de solos com
déficit hidrico.

E importante destacar que a identificacdo da tolerancia de genétipos aos
fatores de estresses ambientais demanda estudos in vitro e em campo, em diferentes
ecossistemas. Sabe-se que estudos de campo revelam os efeitos integrados das
condicdes ambientais sobre a fisiologia das bananeiras. Portanto, é necessario
realizar avaliacdes fisiologicas em campo dos genaétipos pré-selecionados in vitro, a
fim de confirmar a tolerancia e ajudar em entender o mecanismo desenvolvido pela
planta. Além disso, analises adicionais de biologia molecular, em especial de
protéomica, sdo necessarias para ajudar a elucidar e caracterizar o conjunto de
proteinas expressas nas plantas cultivadas sob estresse hidrico, oferecendo
informac&o em nivel molecular da variabilidade genética que é efetivamente expressa
no genoma de uma possivel planta tolerante previamente selecionada.



