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RESUMO

Em programas de melhoramento genético de bananeira diversas
estratégias sdo usadas, dentre elas a de duplicagdo cromossémica in vitro de
diploides AA/BB para gerar tetraploides, que posteriormente serdo cruzados
com diploides melhorados permitindo a criacdo de triploides secundéarios
AAA/AAB, que se beneficiam do efeito “gigas”. Assim, o presente trabalho tem
como objetivo verificar o efeito do Amiprofés-metil (APM) na indugdo de
duplicacdo de cromossomos em explantes da bananeira “Ouro”, cultivar diploide
(AA) que possui caracteristicas importantes para o0 melhoramento genético, bem
como a estabilidade no conteido de DNA das plantas ao longo de 30 dias. O
experimento foi realizado no Laborat6rio de Cultura de Tecidos, situado no
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras — UFLA,
utilizando como material vegetal explantes de bananeira “Ouro”, diploide (AA),
cedidos pela EMBRAPA Mandioca e Fruticultura. Inicialmente os explantes
foram estabelecidos in vitro em meio MS suplementado com 2,5 mg L™ de BAP
(6-benzilaminopurina), 30 g L™ de sacarose, 1,7g L™ de Phytagel e pH 5,8. Foi
utilizado delineamento inteiramente casualizado com 20 tratamentos, que
consistem nas 5 diferentes doses de APM e o0s 4 tempos de exposi¢do do
explante ao antimitético, sendo 13 plantas por parcela. Apés estabelecimento in
vitro, os explantes foram repicados e transferidos para um novo meio MS
suplementado com o antimitotico APM nas seguintes concentragdes: 0, 25, 50,
75 e 100 uM, onde permaneceram por 2, 4, 6 e 8 dias. Ap6s o tempo de
exposicdo dos explantes ao APM, os mesmos foram transferidos para um novo
meio MS e foram mantidos até 0 momento das analises de citometria de fluxo,
realizadas 30 e 60 dias apds a Ultima transferéncia de meio para identificagdo
das plantas com o conteldo de DNA duplicado. Ap6s a analise em citdmetro de
fluxo da primeira leitura, observaram-se 204 plantas diploides (78,5%), 30
mixoploides (11,5%), 5 tetraploides (1,9%) e 21 plantas mortas ou sem area
foliar suficiente para analise (8,1%). Na segunda analise de citometria
observaram-se 183 plantas diploides (70,4%), 23 mixoploides (8,9%), 4
tetraploides (1,5%) e 50 plantas mortas/sem folha (19,2%); percebe-se maior
mortalidade no tempo de exposicao de 4 dias e nas concentra¢bes mais altas. O
tratamento de concentracdo 75 UM por 6 dias gerou maior nimero de plantas
com material genético duplicado, além de manter estavel o contelido de DNA ao
longo do tempo estudado.

Palavras-chave: Musa acuminata Colla. Citometria de fluxo. Melhoramento.
Poliploidizacdo. Antimitético.



ABSTRACT

In banana breeding programs several of strategies are used, among them
the diploid in vitro chromosomic duplication AA/BB to generate tetraploid,
which posteriorly they are crossed with improved diploid allowing the creation
of secondary triploids AAA/AAB, that benefit from the "gigas" effect.
Therefore, the present study aims to evaluate the effect of Amiprophos-methyl
(APM) in the induction of chromosomes duplication in explants of banana
"Ouro", diploid cultivar that has important features for genetic improvement, as
well as the genetic stability of the DNA content of the plants over 30 days. The
experiment was conducted at Tissue Culture Laboratory, located in the
Department of Agriculture of the Federal University of Lavras — UFLA, utilizing
explants of banana “ouro” as plant material, diploid (AA), donated by
EMBRAPA Mandioca e Fruticultura. Initially, the explants were established in
vitro on MS medium supplemented with 25 mg L' of BAP (6-
benzylaminopurine), 30 g L™ of sucrose, 1,7g L™ of Phytagel and pH 5,8.
Completely randomized design was used with 20 treatments, consisting of the 5
different doses of APM and 4 times of exposure of explants to antimitotic, with
13 plants per plot. After the in vitro establishment, the explants were cut and
transferred to a new MS medium supplemented with antimitotic APM in the
following concentrations: 0, 25, 50, 75 and 100 pM, where they remained for 2,
4, 6 and 8 days. After the exposure time of the explants at APM, these were
transferred to a new MS medium where they were kept until the moment of the
flow cytometry analysis, performed 30 and 60 days after the last medium
transfer for identifying plants with duplicated DNA content. After the flow
cytometer analysis in the first reading, it was observed 204 diploids plants
(78.5%), 30 mixoploids (11.5%), tetraploids 5 (1.9%) and 21 dead plants or no
leaf area enough for analysis (8.1%). In analysis of second reading were
observed 183 diploids plants (70.4%), 23 mixoploids (8.9%), tetraploids 4
(1.5%) and 50 dead plants or no leaf area enough for analysis (19.2%); realize a
higher mortality in the exposure time of four days and at higher concentrations.
Treatment of concentration 75 uM for 6 days afforded higher numbers of plants
with genetic material duplicated, besides maintaining stable DNA content along
the studied time.

Key words: Musa acuminata Colla. Flow cytometry. Breeding. Polyploidization.
Antimitotic.
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1 INTRODUCAO

A bananicultura destaca-se como uma atividade de grande importancia
econbmica e social, sendo praticada na maioria das vezes por pequenos
agricultores. Com uma producdo anual de cerca de 106 milhdes de toneladas, a
bananeira ocupa a segunda posicdo na producdo mundial dentre as frutiferas,
sendo que os frutos ndo sdo usados somente para consumo in natura, mas
também sdo processados de diversas formas, tais como: passas, doces, chips,
polpas, cerveja, vinho e é&lcool (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2014). A bananeira,
juntamente com o arroz, o trigo e o milho sdo considerados as fontes alimentares
mais importantes do mundo.

No Brasil, a banana também ocupa o segundo lugar em volume de frutas
produzidas. Esta entre as frutas mais consumidas nos domicilios das principais
regides metropolitanas do pais, sendo superada apenas pela laranja. Presente nas
mais diversas camadas da populacdo, a banana aparece na mesa dos brasileiros
ndo apenas como sobremesa, mas como alimento, com um consumo per capita
em torno de 25 kg ano™. Isto demonstra a importancia do melhoramento com o
objetivo de aperfeicoar e lancar novos materiais que supram as necessidades da
cultura.

De maneira geral, 0 melhoramento genético visa obter gen6tipos com
precocidade de producdo, elevada produtividade, porte baixo, bom sistema
radicular, eficiéncia no uso de agua e nutrientes, frutos de qualidade (tamanho,
forma, sabor e aroma) e resisténcia as principais pragas e doencas da cultura.

A bananeira apresenta peculiaridades que direcionam o melhorista na
utilizacdo de diferentes estratégias de melhoramento. Considerando os prob-
lemas de esterilidade, grandes progressos foram obtidos nestes ultimos anos de

pesquisas com essa cultura em nivel mundial. Basicamente, duas estratégias sdo
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priorizadas para desenvolver novas cultivares de bananeira; a primeira esta
associada com o desenvolvimento de tetraploides a partir da hibridag&o entre 3x
e 2x; e a segunda envolve a geracdo de triploides secundarios a partir do
cruzamento entre 4x e 2X.

As dificuldades da hibridacdo na maioria das variedades tém levado o
desenvolvimento de novas técnicas de melhoramento de bananeira para a criagcao
de cultivares resistentes as doencas, as quais complementam e ddo suporte as
atividades convencionais. Entre elas estdo, a hibridagdo somaética, a fertilizagdo
in vitro, a mutacdo, a duplicacdo de cromossomos e a transformagéo genética.

A poliploidizagdo in vitro é baseada na aplicacdo de substéncias
antimitéticas em explantes como apices caulinares, meristemas, agregados de
brotos ou suspensdes de células embriogénicas sob condicbes assépticas, seguida
de sucessivos subcultivos para regeneragdo das plantas, pré-selecdo e
identificacdo dos tetraploides estaveis. Para induzir a duplicagdo cromossémica,
a colchicina (C,,H2sNOg) € a substancia mais amplamente utilizada, entretanto,
devido a sua elevada toxicidade e mutagenicidade em humanos, bem como alta
fitotoxicidade in vitro, outros compostos como o Amiprofds-metil (APM) estdo
sendo estudados como alternativa a colchicina para a duplicagdo cromossémica.

Assim, objetivou-se neste trabalho, avaliar a eficiéncia da duplicacdo de
cromossomos de bananeira ouro, mediante a aplicagdo in vitro do antimitético
Amiprofés-metil adicionado diretamente em meio de cultura; bem como avaliar

a estabilidade no contetddo de DNA do material ao longo do tempo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da bananeira

A cultura da bananeira assume importancia econémica e social em todo
0 mundo sendo cultivada em mais de 80 paises tropicais, principalmente por
pequenos agricultores (GONCALVES et al., 2008).

O Brasil é o quarto produtor mundial da fruta, atras apenas da india,
China e Filipinas, tendo produzido aproximadamente 7,0 milhdes de toneladas
em 2013, em uma é&rea aproximada de 481 mil hectares (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2014),
tendo exportado 95.699 toneladas nesse mesmo ano (AGRIANUAL, 2014).

O centro de origem da maior parte do germoplasma de bananeira esta
localizado no continente Asiatico. Outros centros secundarios ocorrem no leste
da Africa, em algumas ilhas do Pacifico e uma consideravel diversidade genética
na Africa Ocidental (CHAMPION, 1967). As cultivares encontradas nestas
regides evoluiram de espécies selvagens e apresentam trés niveis de ploidia,
existindo diploides (2n=2x=22 cromossomos), triploides (2n=3x=33
cromossomos) e tetraploides (2n=4x=44 cromossomos), que sdo multiplos do
namero basico (n=11), sendo que a origem de triploides a partir de diploides e
de tetraploides é facilmente constatada por meio de cruzamentos experimentais
(SHEPHERD; ALVES; FERREIRA, 1984).

Cruzamentos interespecificos entre Musa acuminata Colla (genoma A,
2n=2x=22) e Musa balbisiana, Colla (genoma B, 2n=2x=22) deram origem a
maioria dos genotipos de bananeiras atualmente consumidas, razdo pela qual as
plantas geradas destes cruzamentos apresentam caracteristicas das duas espécies
(SIMMONDS, 1973).
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As cultivares mais exploradas no pais sdo a Prata, Pacovan, Prata And,
Maca, Mysore, Terra e D'Angola, grupo genomico (AAB), utilizadas
unicamente para 0 mercado interno, e a Nanica, Nanicdo e Grande Naine, do
grupo (AAA), usadas, principalmente, no mercado para exportacdo. As
bananeiras Ouro (AA), Figo Cinza e Figo Vermelho (ABB), Caru Verde e Caru
Roxa (AAA) também merecem destagque na bananicultura, apesar de serem
plantadas em menor escala. As cultivares Prata, Prata And e Pacovan sdo
responsaveis por guase 60% da area cultivada no Brasil (BORGES et al., 2009).
No entanto, apesar da representatividade e importancia de todos estes genétipos,
eles sdo suscetiveis as principais pragas e doencas da bananeira, que podem
ocasionar perdas na producdo de até 100%, de acordo com as préticas culturais
realizadas e as condi¢des ambientais (SILVA; BOLIANI; CORREA, 2006).

A suscetibilidade dessas variedades a diversas doencas, entre as quais as
Sigatokas-negra (Mycosphaerella fijiensis, Morelet) e Amarela (Mycosphaerella
musicola, Leach), destaca a importancia do melhoramento genético na busca por
cultivares resistentes (ROQUE et al., 2014).

2.2 Melhoramento genético da bananeira

Apesar da importancia da bananicultura, poucas cultivares estéo
disponiveis para exploragdo comercial com potencial agronémico, que
apresentem frutos de boa qualidade e que sejam tolerantes a pragas e doencas
(SILVA et al., 2013), havendo a necessidade de que o0s programas de
melhoramento da cultura gerem novas cultivares mais adaptadas ao cenario
atual.

As medidas de controle quimico utilizadas no combate a pragas e
doencas ndo sdo validas ou sdo pouco aplicaveis para 0s pequenos agricultores,

que representam a grande maioria dos produtores brasileiros de bananeira.
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Assim o uso de cultivares resistentes torna-se a medida de controle considerada
mais eficiente (AMORIM et al., 2011). A criacdo de novas variedades
resistentes ndo depende da acdo do produtor durante a fase de crescimento das
plantas, ndo é prejudicial ao meio ambiente e, geralmente, é compativel com
outras técnicas de manejo.

Embora no Banco de Germoplasma de Bananeira da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria Mandioca e Fruticultura exista variabilidade genética
suficiente (diploides AA), o melhoramento é dificultado pela esterilidade
constatada em alguns diploides e triploides, além da falta de conhecimento do
tipo de heranca das resisténcias. As dificuldades resultantes da baixa produgédo
de sementes ou em alguns casos, auséncia das mesmas em cruzamentos, podem
ser contornadas mediante a escolha adequada dos genitores e ou pelo uso de
tecnologias ndo convencionais de melhoramento. Vale ressaltar que, por meio de
hibridacGes, uma série de cultivares ja foi desenvolvida e recomendada pela
Embrapa (SILVA, et al., 2011; SILVA; MORAIS-LINO; SEREJO, 2011).

Um método bastante promissor para o desenvolvimento de triploides
secundarios passa pela inducdo da duplicagdo de cromossomos de diploides por
meio de agentes mutagénicos, tais como a colchicina e orizalina (COSTA et al.,
2011), além do APM e trifluralina (KHOSRAVI et al., 2008). A duplicacéo de
cromossomos permite a criagdo de triploides secundarios AAA/AAB
promissores. Para isso, inicialmente é feita a duplicacdo cromossdmica de
diploides “elites” AA/BB gerando-se tetraploides, que posteriormente serdo
cruzados com diploides melhorados (BAKRY et al., 2007).

A duplicacdo de cromossomos tem como vantagens principais: 1)
combinagdo genética selecionada em nivel diploide mantida em sua totalidade
ou parcialmente nos hibridos triploides secundarios; 2) obtengdo de hibridos
estéreis; 3) possibilidade de utilizar diploides selvagens como parentais

masculinos para a obtengdo de um grande nimero de sementes; 4) introducéo de
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resisténcia a doenca por meio do cruzamento com diploide melhorado e,
consequentemente, a avaliagdo de uma progénie triploide numerosa. O grande
beneficio dessa metodologia estd no fato de permitir a associacdo entre as
caracteristicas agronémicas dos parentais diploides, assim como de permitir a
maximizacdo da heterose na progénie triploide (SILVA et al., 2013).

Vale ressaltar que a ploidia influencia diretamente no fendtipo e
pardmetros de producdo, sendo que diploides apresentam porte menor, frutos
pequenos e baixo rendimento de polpa, além de frequentemente apresentarem
sementes, enquanto materiais triploides e tetraploides, que correspondem a
maioria das cultivares comerciais disponiveis, apresentam porte mais elevado,
frutos maiores e sem sementes (OSELEBE; TENKOUANO, 2009).

Portanto, uma variedade melhorada pode induzir um aumento de
produtividade e um menor custo de producdo, em funcdo do reduzido emprego
de defensivos agricolas e reducdo de gastos com o manejo da cultura,
aumentando, consequentemente, a renda liquida do produtor (SILVA et al.,
2013).

2.3 Duplicagéo cromossomica

A inducdo da duplicagdo cromossdmica ou poliploidizacdo € de
interesse para os programas de melhoramento genético de plantas, tendo
distintas finalidades para varias espécies. Metodologias eficientes de duplicacao
cromossdmica podem contribuir para acelerar etapas dos programas de
melhoramento e viabilizar o emprego de estratégias que ndo sdo possiveis
naturalmente (PEREIRA et al., 2012).

A utilizagdo de antimitéticos na agricultura tem sido feita

principalmente em programas de melhoramento genético para a geracdo de
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plantas poliploides. Geralmente, a poliploidizacdo é induzida para restaurar a
fertilidade de hibridos interespecificos (RODRIGUES, 2010).

O maior grupo de agentes antimitoticos sdo os inibidores que agem na
metafase. Durante a metafase, um fuso de microtibulos surge do Centro
Organizador dos Microtibulos (MTOC), fuso esse que combina dimeros de a- e
B-tubulina (proteinas no fuso mitoético), e que é essencial para a correta migracao
polar dos cromossomos durante a anafase (DEWITTE; MURRAY, 2003). Com
isso, a inibicdo da separacdo dos cromossomos ira resultar em células com o
namero de cromossomos duplicados (DHOOGUE et al., 2011).

A colchicina é o antimit6tico mais usado para a inducdo da poliploidia,
embora fornega resultados satisfatorios, a colchicina € um alcaloide altamente
toxico e mutagénico, fato que tem estimulado a busca por agentes antimitoticos
alternativos com eficécia similar ou superior a ela (PEREIRA et al., 2012), tais
como, amiprofés-metil, cafeina (SCAGLIUS et al. 2009), trifluralina e orizalina
(QUESENBERRY et al. 2010), que apresentam toxidade menor que a colchicina
(PAULA, 2014). Eles atuam de maneira similar a colchicina, embora sejam
menos toxicos que essa substancia (MOREJOHN; FOSKET, 1984). A eficiéncia
do APM e trifluralina é varidvel, mas a maioria dos resultados tem sido
promissores (KHOSRAVI et al., 2008).

O herbicida do grupo organofosforado amiprofos-metil (APM) atua
diretamente na dindmica de polimerizagdo dos microtubulos, por meio de um
mecanismo envolvendo alterages dos niveis intracelulares de célcio. Dessa
forma, esse herbicida interage com a tubulina de maneira similar & inibicdo da
polimerizagdo dos microtibulos pela colchicina (MOREJOHN; FOSKET,
1984), sdo utilizados na agricultura em todo mundo, pois sdo rapidamente
degradados e apresentam pouco residuo ao meio ambiente (BRAHMA;

UMESH, 1985) e, mesmo em baixas concentra¢cdes impedem a polimerizacdo
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dos microtabulos inibindo a formacgdo das fibras dos fusos que induzem a
separacdo dos cromossomos.

H& trabalhos de duplicacdo cromossdémica utilizando o APM em
diversas culturas, como por exemplo, Allium cepa (FAYOS et al., 2015;
FOSCHI et al., 2013; GRZEBELUS; ADAMUS, 2004), Beta vulgaris
(HANSEN et al., 2000), Cucumis melo var. Makuwa (WANG et al., 2015), Zea
mays L. (HANTZSCHEL ; WEBER, 2010).

Os protocolos de duplicacdo de cromossomos variam de acordo com 0
tipo de antimitotico a ser utilizado, tipo de explante, tempo de exposicao,
concentragdo, método de aplicagdo e técnica de confirmagdo (DHOOGUE et al.,
2011).

A duplicagdo cromossémica in vitro é frequentemente induzida por uma
breve aplicacdo do antimitético em meio liquido, com agitador, seguido pela
cultura de novos explantes poliploides em meio de regeneragdo (DHOOGUE et
al., 2011). Diversos trabalhos sdo realizados com essa metodologia de aplicacéo
(AMARAL et al., 2015; COSTA et al., 2011; PIO et al., 2014; RODRIGUES et
al., 2011; RODRIGUES et al., 2013).

O sucesso da poliploidizagdo depende do tipo de explante, no sentido da
permeabilidade do tecido e da capacidade de transporte do agente antimitético
para o meristema. Concentracdo em interacdo com o tempo de exposicdo sdo
parametros importantes, tendo em vista que, concentragfes baixas ndo sdo bem
sucedidas, enquanto concentragdes excessivamente altas sdo letais; além disso,
concentragdes e tempos de exposi¢do elevados podem resultar em redobramento,
0 que conduz a célula a niveis de ploidia mais elevados do que os desejados
(ALLUM et al., 2007). O antimitotico pode ser utilizado em meio liquido por
um curto periodo de tempo, com posterior estabelecimento em meio sélido, ou
aplicado diretamente em meio sdélido, integrado no protocolo in vitro
(DHOOGUE et al., 2011).



19

A eficiéncia do processo de duplicacdo cromossémica pode ser
verificada por alguns métodos que determinam a ploidia do material: citometria
de fluxo, contagem de cromossomos, avaliacdo dos parametros morfoldgicos e

anatomia vegetal.

2.4 Citometria de fluxo

O método de deteccdo de poliploides mais utilizado é a citometria de
fluxo (DHOOGUE et al., 2011), portanto, uma técnica comum de analise de
ploidia (DOLEZEL; GREILHUBER; SUDA, 2007; EECKHAUT; LEUS; VAN
HUYLENBROECK, 2005).

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve dispersdo da luz,
fluorescéncia, radiacdo, laser, fluxo hidrodindmico e substéncias fluorescentes
(fluorocromos) na determinacdo de algumas caracteristicas estruturais e
funcionais de particulas bioldgicas (células, ndcleos, cromossomos, organelas),
para isso é necessario utilizar um equipamento denominado citbmetro de fluxo
(SILVA, 2012). O citbmetro de fluxo tipico consiste de recursos fluidicos,
Opticos, eletrbnicos, mecanicos e computacionais (SKLAR, 2005).

Sdo muitas as aplicagdes da citometria de fluxo em plantas como, por
exemplo, expressdo génica, deteccdo de metabolitos secundarios, identificagdo
de hibridos somaticos e de transferéncia de DNA, deteccdo de aneuploidia,
identificagdo do sexo em plantas dioicas, estudo do ciclo celular e
endopoliploidia, composic¢éo da cromatina, conteiido de bases, estudo e detec¢do
de patégenos em plantas, entre outros. Porém, a maior aplicagdo dessa
ferramenta em plantas, atualmente, é para analises de ploidia e estimativas do
contetdo de DNA nuclear (DOLEZEL; GREILHUBER; SUDA, 2007).

A determinacdo do nivel de ploidia, por técnica de citometria de fluxo, é

obtida pela comparacdo do conteddo entre 0 DNA de uma planta padrdo com
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nivel de ploidia conhecido e o contedo de DNA de uma planta de que se deseja
conhecer o nivel de ploidia. Essa técnica é promissora, pois permite a analise de
grande nimero de individuos de modo rapido e pratico (P10, 2008).

A citometria de fluxo além de ser um método rapido, ndo requer células
exclusivamente em processo de divisdo, vantagens em relacdo a contagem de
cromossomos, sendo entdo capaz de detectar pequenas variagdes no contedo de
DNA (DOLEZEL et al., 1998). A metodologia se baseia na medida de contetdo
de DNA (2C) dos nucleos no ciclo celular da mitose como meio de inferéncia da
ploidia. No ciclo celular a célula apresenta quatro fases distintas: G1, S, G2 e
mitose. Na fase G1, a célula diploide apresenta conteido de DNA igual a 2C,
onde o C denota o contelido de DNA em uma célula haploide, assim nessa fase o
contetdo de DNA possui duas cOpias de cada gene. Na fase seguinte (S), ha a
sintese de DNA (duplicagdo de cromossomos) e a célula passa para a fase G2,
onde o contetdo de DNA passa a 4C. Na fase final da mitose sdo formadas as
células-filha, cujo contetdo de DNA passa novamente a 2C (LOUREIRO;
SANTOS, 2004; LOUREIRO, 2007).

No campo da biotecnologia de plantas, a citometria é utilizada para
triagem da ploidia de plantas regeneradas in vitro (PINTO et al., 2004;
LOUREIRO et al., 2005; GHIMIRE et al., 2012), deteccdo de poliploidia,
mixoploidia e aneuploidia (ELMAGHRABI; OCHATT, 2006; TANG et al.,
2010), avaliagdo do grau de polissomatia (IANTCHEVA et al., 2001),
ocorréncia de endorreduplicacdo (LEMA-RUMINSKA, 2011).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Local de conducéo do bioensaio

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais, situado no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras — UFLA, utilizando como material vegetal explantes de bananeira
“Quro”, diploide (AA), cedidas pela EMBRAPA Mandioca e Fruticultura.

Os explantes foram inicialmente estabelecidos in vitro em meio
Murashige & Skoog (1962) suplementado com 2,5 mg L™ de BAP (6-
benzilaminopurina), 30 g L™ de sacarose, 1,7 g L™ de Phytagel™ e pH 5,8.
Posteriormente foram repicados e transferidos para 0 meio MS contendo o
antimitético APM.

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado com 20
tratamentos, constituidos por 5 diferentes concentracbes de Amiprofos-metil
(APM) e 4 tempos de exposicdo do explante ao antimitdtico, sendo 13 plantas
por parcela.

3.2 Multiplicacdo do material vegetal e tratamento com o agente

antimitotico

Apbs estabelecimento in vitro dos explantes, os mesmos foram
repicados e transferidos para um meio MS suplementado com antimitético APM
nas seguintes concentragdes: 0, 25, 50, 75, 100 uM, onde permaneceram por 2,
4, 6 e 8 dias, formando entdo os diferentes tratamentos.

Terminado o tempo de exposicdo dos explantes ao APM, eles foram

novamente transferidos para meio MS, porém sem o antimitotico, onde foram
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mantidos até o momento das posteriores analises de citometria de fluxo, que

foram realizadas 30 e 60 dias apds a Ultima transferéncia de meio.

3.3 Quantificacdo de DNA por citometria de fluxo

Com o0 uso de pinca e bisturi, o tecido foliar foi retirado em cadmara de
fluxo laminar, a fim de se evitar a contaminacao dos explantes para posteriores
analises; logo apds, os tubos de ensaio contendo os explantes foram lacrados
novamente com filme pléstico.

Para a determinacéo do contetdo de DNA, 20-30 mg de tecido foliar dos
explantes, juntamente com a mesma quantidade de tecido foliar do padrdo
interno Pisum sativum (9,09 pg de DNA) foram triturados com bisturi em placa
de Petri contendo 1 mL de tampdo Marie gelado para a liberagdo dos nucleos
(DOLEZEL et al., 1998). A suspensdo de nucleos foi aspirada com auxilio de
uma pipeta plastica e filtrada através de uma malha de 50 um (Figura 1). Os
nicleos foram corados pela adicdo de 25 pL de uma solu¢io de 1 mg mL™ de
iodeto de propideo para cada amostra. Em cada amostra, 10 mil nGcleos foram
analisados utilizando-se uma escala logaritmica. A analise foi realizada
utilizando o citdmetro modelo Facscalibur (Becton Dickinson), mantido no
Laboratério de Cultura de Tecidos do DAG-UFLA. Os histogramas foram
obtidos com o software Cell Quest e analisados estatisticamente pelo software
WinMDI 2.8.

O contetudo de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado utilizando-se
a razdo entre as intensidades de fluorescéncia dos nicleos G1 (nlcleos que estdo
na fase G1 da Interfase) do padrdo de referéncia (P. sativum) e dos nucleos G1
da amostra, multiplicando-se esta razdo pela quantidade de DNA do padrdo de

referéncia (9,09 pg). Foram utilizadas 6 repeticdes, uma planta por repetigéo.



23

1 ml da 5'311-15_7-50 tampio 1 cm de didmetre do
Dularie tecido foliar
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andlize em citémetro de fluxe

Figural Preparo das amostras para analise do contedo de DNA em citometria
de fluxo

3.4 Analise estatistica

Para analise dos dados gerados pelo software WinMDI 2.8, foi utilizado
0 programa R, também chamado de GNU S.

Foi utilizado um modelo linear misto com dados desbalanceados. Nesse
caso, para os efeitos aleatorios, utilizou-se o teste da razdo de verossimilhanca
(LTR), e para os efeitos fixos, um teste F aproximado. Um quadro similar ao

quadro de andlise de variancia pode ser elaborado. Os resultados foram
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submetidos a analise de deviance (Anadev) estabelecida segundo Resende

(2007):

d)

Obtencdo do logaritmo do ponto de maximo da funcdo de
verossimilhanca residual (L) para modelos com e sem o efeito a ser
testado;

Obtencdo da deviance D = -2Log L para modelos com e sem o efeito
a ser testado;

Fazer a diferenga entre as deviances para 0os modelos sem e com o
efeito a ser testado, obtendo a razdo de verossimilhanca (LR);

Testar, via LTR, a significancia dessa diferenca usando o teste qui-

quadrado com 1 grau de liberdade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, pretendeu-se obter uma metodologia diferente da
tradicional, em que concentracbes de APM foram adicionadas em meio de
cultura por diferentes periodos de exposicdo, para tentar reduzir a mortalidade
dos explantes e obter maior numero de plantas tetraploides com esse
antimitético. Adicionalmente realizaram-se duas analises de citometria de fluxo;
a primeira, 30 dias ap0s a instalagdo do experimento, ja a segunda, 30 dias ap6s
a primeira a fim de se avaliar a estabilidade do DNA ao longo do tempo.

De acordo com a tabela 1, dos 260 explantes estabelecidos, obtivemos
na primeira analise de citometria, 204 diploides, 5 tetraploides, 30 mixoploides e
21 explantes mortos ou sem folha para andlise; na segunda analise obtivemos
183 diploides, 4 tetraploides, 23 mixoploides e 50 explantes mortos ou sem
folha para anélise.

Em relacdo a mortalidade, observa-se um aumento da primeira para a
segunda analise, com destaque para o tempo de exposicdo de 4 dias, que gerou
mais mortes de explantes que os demais, e para o de 8 dias na segunda analise,
parte desse acréscimo entre as analises se deve a contaminacao dos explantes no
momento da retirada da folha para a primeira citometria; porém o restante
presume-se que seja efeito da fitotoxidade do APM aliada ao tempo de

exposicao.
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Tabelal Analise de citometria das plantas submetidas a diferentes tratamentos
de concentracdo de APM e tempo de exposi¢do, apresentando o
numero de plantas em suas diferentes ploidias (Dip., Mix., Tet.) ou
mortas/sem folhas (Mor.) nas duas analises

Trat. 1% analise (30 dias) 2% analise (60 dias)
(Tempo x Dip. Mix. Tet. Mor. Dip. Mix. Tet.  Mor.
Concentragdo)

T1 (T2xC0) 13 - - - 13 - - -
T2 (T2xC25) 13 - - - 13 - - -
T3 (T2xC50) 10 2 1 - 11 2 - -
T4 (T2xC75) 9 4 - - 7 5 1 -
T5 (T2xC100) 7 3 1 2 7 3 - 3

T6 (T4xCO0) 11 - - 2 10 - - 3
T7 (T4xC25) 12 - - 1 11 - - 2
T8 (T4xC50) 8 4 - 1 11 1 - 1
T9 (T4xC75) 11 1 - 1 8 2 - 3

T10 (T4xC100) 8 1 - 4 3 2 - 8

T11 (T6xCO) 13 - - - 11 - - 2
T12 (T6xC25) 13 - - - 12 - - 1
T13 (T6xC50) 11 1 - 1 11 1 - 1
T14 (T6xC75) 9 2 2 - 9 - 3 1

T15(T6xC100) 4 3 - 6 4 2 - 7

T16 (T8xCO) 13 - - - 13 - - -
T17 (T8xC25) 13 - - - 13 - - -
T18 (T8xC50) 10 3 - - 9 3 - 1
T19 (T8XCT75) 12 - - 1 4 1 - 8

T20 (T8xC100) 4 6 2 3 1 - 9
Total 204 30 21 183 23 4 50

Os valores de taxa de mortalidade foram bem mais baixos que 0s

encontrados por Rodrigues et al. (2011), em que obtiveram 14,6% de

mortalidade no periodo de exposicdo ao APM de 48 horas, tempo similar ao

minimo utilizado no presente trabalho. Isso significa que a metodologia pode ter

sido eficiente para diminuir a mortalidade das plantas tratadas.
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A utilizagcdo de citometria de fluxo para identificar a duplicacdo dos
cromossomos ou para determinar o conteido de DNA nuclear foi descrita em
varios estudos (COSTICH et al., 2010; GRZEBELUS; ADAMUS, 2004;
HOFER; MEISTER, 2010; NEMORIN et al., 2013; PINTO et al., 2004;
VUJOVIC; CEROVIC; RUZIC, 2012; XING et al., 2011). O fenbmeno da
mixoploidia é comumente encontrado em trabalho de inducdo de duplicacdo, e a
citometria de fluxo é eficiente na deteccdo e confirmacgdo desses casos (PIO et
al., 2014).

Ainda na tabela 1, no tratamento 3 (2 dias de exposicdo do explante a
concentragdo de 50 puM do APM) foram obtidas 1 planta tetraploide, 2
mixoploides e 10 diploides na primeira andlise de citometria de fluxo; porém na
segunda andlise essa planta tetraploide ndo foi detectada, as mixoploides se
mantiveram em 2 e as diploides aumentaram para 11, o que nos indica que a
planta tetraploide ndo se manteve estavel ao longo do tempo e mudou para
mixoploide, enquanto uma das 2 mixoploides também ndo se manteve estavel e
retornou & condigdo diploide.

No tratamento 4 (2 dias de exposi¢do do explante a concentragdo de 75
UM do APM) foram obtidas 4 plantas mixoploides e 9 diploides na primeira
analise de citometria de fluxo; ja na segunda analise surgiu 1 planta tetraploide,
provavelmente a partir de uma mixoploide que enfim se estabilizou na ploidia de
4x=44 cromossomos.

Observou-se no tratamento 5 (2 dias de exposicdo do explante a
concentragdo de 100 uM do APM) a mortalidade da planta tetraploide detectada
na primeira analise de citometria de fluxo, tendo em vista que na segunda analise
ela ndo apareceu e a frequéncia das demais ploidias se manteve, morte essa
podendo ser resultado da concentracdo mais elevada do antimitotico ou devido a

contaminacdo do material.
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J& no tratamento 14 (6 dias de exposi¢do do explante a concentragdo de
75 UM do APM) foram obtidas 2 plantas tetraploides, 2 mixoploides e 9
diploides na primeira analise de citometria de fluxo; na segunda analise uma
planta mixoploide se estabilizou na condicdo tetraploide e a outra morreu,
portanto esse tratamento resultou em 3 plantas tetraploides, ou seja, 23,08% de
duplicacdo cromossdmica, valor préximo aos obtidos por Rodrigues et al.
(2011), que na concentracdo de 80 uM de APM obteve 18,18% de tetraploides
para o genétipo de bananeira 1304-04 e 21,43% para 0 genotipo 8694-15.

No que diz respeito a porcentagem geral de plantas tetraploides (Tabela
2), os valores encontrados foram muito préximos aos encontrados por Paula
(2014), que obteve 1,3% de tetraploides, porém utilizando colchicina como
antimitético no meio. Utilizando o APM, Rodrigues et al. (2011) obtiveram
valores mais altos, 66,67% de plantas tetraploides no diploide 1304-04, com a
utilizagdo de 40 uM por 24 horas ¢ 18,18% em 80 uM por 48 horas e no diploide
8694-15, e usando 40 ¢ 80 uM por 48 horas, foram observados, respectivamente,
27,27 e 21,43% de plantas tetraploides, porém a aplicagdo foi em solugdo liquida
sob agitacéo.

Tabela2 Numero e porcentagem de plantas com diferentes ploidias nas duas
andlises de citometria de fluxo

Anélise Diploides Tetraploides Mixoploides Mortas/sem
folha

1 (30 dias) 204 (78,5%) 5 (1,9%) 30 (11,5%) 21 (8,1%)

2 (60 dias) 183 (70,4%) 4 (1,5%) 23 (8,9%) 50 (19,5%)

Também na tentativa de estabelecer um protocolo simples e eficiente
para duplicacdo cromossémica em cebola (Allium cepa L.), Grzebelus e Adamus
(2004) obtiveram 30,2% e 34,8% de duplicacdo em 24 e 72h de exposi¢do ao

APM respectivamente, utilizando a concentragdo de 50 pM, considerando
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também o fato de que o APM proporcionou menores taxas de vitrificacdo
conclui ser a melhor opgéo dentre os demais agentes antimitdticos.

As andlises de citometria de fluxo foram realizadas utilizando como
padrdo de referéncia a ervilha (Pisum sativum), nos experimentos de Jesus
(2010) e Madail (2011), também foram utilizados este padrdo, que possui um
conteldo de 2 C de DNA de 9,09 pg. Este padrédo foi escolhido por possuir um
conteldo de DNA de valor médio para a maioria dos contetidos de DNA vegetal,
podendo entdo ser utilizado para avaliar tanto plantas com um pequeno genoma
guanto aguelas com um genoma grande. Além disso, o genoma nuclear das
ervilhas é estavel e o preparo de suspens@es de nucleos a partir das suas folhas
ndo libera composto que interfere na coloracdo pelo iodeto de propideo
(DOLEZEL; BARTOS, 2005).

Nos histogramas é possivel observar que quanto mais DNA tem a
amostra mais a direita se forma o pico, sendo assim, o material diploide tem o
pico formado mais a esquerda em relacéo ao tetraploide.

Na figura 2 estdo representados os histogramas obtidos pelas analises de
citometria de fluxo, caracterizando os trés diferentes niveis de ploidias
encontrados nas amostras. No histograma que caracteriza uma amostra diploide
(Figura 2A), os nucleos analisados concentram-se na fase G1 da interfase,
formando um pico de menor valor de intensidade de fluorescéncia, que esta
diretamente relacionada a quantidade de DNA da amostra, ou seja, ndo houve a
duplicagdo do DNA.

Na Figura 2B observa-se um histograma de uma amostra mixoploide,
com picos nas fases G1 e G2 da interfase com um vale entre eles representando
a fase S, portanto trata-se de um material com diferentes niveis de ploidia
(células diploides e tetraploides) na mesma amostra, 0 que ndo é interessante em
um programa de melhoramento genético devido ao fato de que as células

diploides se multiplicam em taxa superiores as células tetraploides.
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Por fim na figura 2C, observa-se um histograma de uma amostra
tetraploide, os nlcleos estdo concentrados na fase G2 da interfase, formando um
pico de maior intensidade de fluorescéncia, com o dobro de DNA nuclear em
relacdo ao pico G1, caracterizando entdo que houve a duplicacdo cromossdmica
da amostra.
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Tetraploide (4x)
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Um dos problemas geralmente encontrados no processo de duplicacdo
cromossdmica € o surgimento de plantas mixoploides, ou seja, plantas que
apresentam células com variagfes no nimero cromossémico ou na ploidia em
um mesmo tecido ou entre 6rgdos de uma mesma planta; esse fenbmeno ocorre
porque o tratamento com o agente antimitotico age sobre as células dos
explantes que estdo em diferentes estagios do ciclo celular, resultando na
desuniformidade do tecido. Essa variagdo no ndmero cromossémico
compromete a fertilidade e a estabilidade das plantas no campo, sendo
indesejavel sob o ponto de vista comercial ou de melhoramento genético
(PEREIRA et al., 2012).

Portanto, a escolha de cultivares a serem utilizadas, variacdo da
concentracdo, tempo de exposicdo e formas de aplicacdo desses antimitéticos
tornam-se requisitos indispensaveis em qualquer programa de melhoramento
genético visando a duplica¢do cromossémica (RODRIGUES et al., 2011).

Os coeficientes de variacdo (CV) encontrados para 0s picos variaram de
0,42 a 2,83 % para a primeira analise e 0,31 a 4,94% para a segunda,
caracterizando um resultado satisfatorio; como é possivel observar pela
espessura dos histogramas, que sdo relativamente finos. Em grande parte das
amostras foram obtidos CV inferior ao encontrado em trabalhos com bananeira,
como o de Dolezel, Dolezelova e Novak (1994), cujos coeficientes ficaram entre
2,5 % e 4,5%. Segundo Galbraith et al. (2002) coeficientes de variagdo de até
5% sdo aceitaveis e com confiabilidade dos dados.

A sobreposi¢éo das linhas da primeira e segunda leituras (Figuras 3, 4, 5
e 6) denotam estabilidade entre elas, ou seja, pouca mudanca no contetdo de
DNA das amostras ao longo dos 30 dias de diferenga.

De acordo com a figura 3, existe relativa estabilidade entre as anélises
para as diferentes concentracfes, exceto para a concentracdo de 50 uM de APM,

que obteve plantas com contetldo de DNA maiores na primeira analise, mas com
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queda de contetldo de DNA ao longo do tempo. Isso significa que as células
dessas amostras expostas durante 2 dias ao antimitotico tiveram uma tendéncia

em retornar a condicdo diploide e se estabilizarem nessa condi¢éo.
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Figura3 Conteudo de DNA (pg) em funcdo da concentracdo de APM (uM)
dos explantes submetidos a 2 dias de exposigao

De acordo com a figura 4, observam-se muitas diferencas entre as
analises, exceto para a testemunha. Observa-se uma considerdvel queda no
contetdo de DNA da primeira para a segunda analise, porém ambas nao
atingiram a quantidade de DNA de tetraploide. Mas ainda assim os tratamentos a
partir da concentracdo de 50 uM de APM na primeira analise apresentaram
aumento no conteldo de DNA e na segunda analise, as células ficaram com
conteldo de DNA abaixo do nivel diploide (testemunha), evidenciando assim
gue essas plantas perderam DNA e estdo apresentando caracteristicas de

aneuploides. Esses materiais ndo apresentam estabilidade genética, por isso, 0
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tempo de exposicdo de 4 dias se mostrou ineficiente na duplicagéo

cromossOmica para todas as concentracdes estudadas.
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Figura4 Conteudo de DNA (pg) em funcdo da concentracdo de APM (uM)
dos explantes submetidos a 4 dias de exposicao

Para o tempo de exposicdo de 6 dias (Figura 5), ha uma tendéncia de
estabilidade entre as analises, exceto para a testemunha e para a concentracao de
25 UM de APM. No entanto, estes tratamentos estdo no limiar da margem de
erro, representado pelas linhas pontilhadas, ou seja, ndo estdo tdo distantes.
Destaca-se a concentracdo de 75 uM que, além de estavel, também proporcionou
a maior quantidade de DNA dentre todos os tratamentos estudados, sendo entéo,

o tratamento mais eficiente para duplicagdo cromossomica.
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Figura5 Conteudo de DNA (pg) em funcdo da concentracdo de APM (uUM)
dos explantes submetidos a 6 dias de exposicao

Com 8 dias de exposi¢do ao antimitético (Figura 6), hd uma tendéncia
geral de estabilidade entre as duas andlises, porém elas sdo estaveis em nivel
diploide, o que torna a interagdo dos tratamentos ineficiente para duplicagéo

cromossémica.
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Figura6 Conteudo de DNA (pg) em funcdo da concentracdo de APM (uM)
dos explantes submetidos a 8 dias de exposicao

Este experimento trouxe resultados bastante importantes, visto que a
metodologia de duplicacdo de cromossomos, com aplicacdo do antimitético
APM no meio de cultura foi bastante eficiente para diminuir a mortalidade de
plantas. Houve a geracdo de 4 plantas tetraploides estaveis ao final do
experimento e observou-se ainda que a maioria das plantas permaneceu estavel
geneticamente, no entanto algumas apresentaram uma tendéncia a volta da

condicéo diploide.
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5 CONCLUSOES

Tratamento com aplicacdo Amiprofés-metil diretamente em meio de
cultura é uma metodologia promissora para a duplicacdo de cromossomos de
bananeira “Ouro”, principalmente em relacdo a mortalidade, sendo necessarios
novos experimentos com concentracBes e tempos de exposi¢ao proximos ao T14
(75 uM de APM em 6 dias de exposicao), tratamento mais eficiente na indugao
de tetraploides. A maior parte das plantas tratadas com APM tem contetido de
DNA estavel.
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APENDICE

APENDICE A Anaélise de deviance (Anadev) a partir do programa R

FV GL x Valor P
Dose 4 5.7639 0.2174838
Tempo de exposicdo 3 26.8904 6.207e-06 ***
Leitura 1 62.2307 3.055e-15 ***
D:T 12 58.2976 4.604e-08 ***
D:L 4 1.8905 0.7558880
T:L 3 17.0196 0.0007002 ***

D:T:L 12 24.7028 0.0162960 *




