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RESUMO

Estresses abidticos estdo entre os fatores mais limitantes do crescimento e da produtividade de
plantas, sendo a salinidade e o déficit hidrico um dos principais responsaveis por essa
limitacdo. A bananeira esta entre as principais culturas produzidas no mundo e € a principal
frutifera tropical cultivada no territdrio nacional. O entendimento sobre a fisiologia e
bioquimica dessa planta em relacdo aos mecanismos de tolerancia a estresses, a identificacdo
de cultivares tolerantes e a utilizagdo de ferramentas como a cultura de tecidos, trazem
grandes beneficios e otimizacdo do cultivo dessa planta. Com isso, objetivou-se com esse
trabalho de tese identificar cultivares de bananeira quanto a tolerancia ou suscetibilidade ao
estresse salino e hidrico induzido in vitro, baseado em parametros fitotécnicos, fisiologicos e
em ferramentas biotecnoldgicas. Foram conduzidos dois experimentos: o primeiro com a
inducdo de estresse salino in vitro, pela adi¢éo de 0; 0,1; 0,2 e 0,4 % (p/v) de NaCl no meio de
cultura MS, nas cultivares Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitoria; e o segundo com a inducgéo
de estresse hidrico in vitro nas cultivares Tropical, Grand Naine, Prata And e Pacovan Ken,
pela adicdo de 0; 2,5; 5 e 10 % (p/v) de PEG no meio de cultura MS. Apos 36 dias foram
avaliadas as caracteristicas fitotécnicas; fisiologicas [teor relativo de agua (TRA);
extravasamento de eletrolitos (EE); teor de clorofila e carotenoides; razdo CO2/O; e CO,/MS]
e biotecnoldgicas [expressdo da piruvato descarboxilase (somente no experimento com
estresse salino); atividade bioldgica por biospeckle laser; contetdo de DNA por citometria].
Com a inducdo do estresse salino, a cultivar Princesa apresentou reducdo expressiva no
crescimento, alteracBes drasticas nos parametros fisioldgicos, maior expressao da piruvato
descarboxilase, menor atividade bioldgica e reducdo no contetdo de DNA, em resposta ao
aumento da salinidade. Por outro lado, a Vitdria foi mais tolerante ao estresse, sendo a
concentracdo de 0,1 % de NaCl benéfica para alguns parametros. Ja as cultivares Thap Maeo
e Caipira apresentaram respostas variaveis, ora demonstrando suscetibilidade, ora tolerancia,
sendo a primeira menos sensivel ao estresse que a segunda. Além disso, pela técnica de
biospeckle foi possivel selecionar a raiz como sendo a melhor indicadora da atividade
bioldgica. A inducdo do estresse hidrico levou a redugdo no crescimento e influenciou
negativamente os parametros fisiologicos em todas as cultivares testadas. Em geral, a cultivar
Tropical foi a que apresentou maior limitacdo no crescimento e nos parametros fisiolégicos. A
Grand Naine foi menos sensivel a adicdo de PEG em relacdo aos parametros de crescimento,
como a altura e comprimento de folha, em comparacdo as demais cultivares. As respostas
fisiologicas das cultivares Prata And, Grand Naine e Pacovan Ken nas concentragfes de 2,5 e
5 % de PEG foram semelhantes para a maioria das varidveis. O crescimento da parte aérea na
maior concentracdo de PEG so foi observado na cultivar Grand Naine. Apenas a cultivar Prata
And ndo apresentou reducdo no conteddo de DNA com o aumento da concentracdo de PEG.
A atividade biol6gica medida na raiz se correlacionou com um maior nimero de variaveis do
gue na folha. Conclui-se que a cultivar Vitoria é a mais tolerante e a Princesa a mais sensivel
ao estresse salino induzido in vitro. A Tropical € a cultivar mais sensivel ao estresse hidrico e
a Grand Naine é a mais tolerante nessas condi¢des de cultivo.

Palavras-chave: Musa sp. Cultivo in vitro. Cloreto de sodio. Polietilenoglicol. Biospeckle
laser. Fisiologia do estresse.



ABSTRACT

Abiotic stresses are among the most limiting factors of plant growth and productivity, being
salinity and water deficit the main factors responsible for this limitation. Banana plant is
among the main crops produced in the world and is the main tropical fruit grown in the
national territory. Understanding the physiology and biochemistry of this plant in relation to
stress tolerance mechanisms, also identification of tolerant cultivars and the use of techniques
such as tissue culture, it can brings great benefits and optimization on the growing of this
plant. The aims with this work was to identify banana cultivars for tolerance or susceptibility
to in vitro induced saline and water stress, based on phytotechnical, physiological and
biotechnological tools. Two experiments were carried out. On the first one, salinity stress was
induced in vitro by the addition of 0; 0.1; 0.2 and 0.4% (w / v) NaCl in the MS culture
medium, in the Caipira, Princesa, Thap Maeo and Vitoria cultivars. On the second experiment
the induction of in vitro water stress in the cultivars Tropical, Grand Naine, Prata And and
Pacovan Ken, was generated by the addition of 0; 2.5; 5 and 10% (w / v) PEG in the MS
culture medium. After 36 days growth; physiological [relative water content (RWC);
Electrolyte leakage (EL); chlorophyll and carotenoids content; CO2 / O, and CO2 / MS] and
biotechnological [expression of pyruvate decarboxylase (saline stress experiment only);
Biological activity by biospeckle laser; DNA content by cytometry] traits were evaluated.
With the induction of salt stress, the cultivar Princesa showed significant reduction in growth,
drastic changes in physiological parameters, higher expression of pyruvate decarboxylase,
lower biological activity and reduction in DNA content, in response to increased salinity. On
the other hand, Vitoéria cultivar was more tolerant to stress, and the concentration of 0.1%
NaCl was beneficial for some parameters. The cultivars Thap Maeo and Caipira presented
variable responses, either demonstrating susceptibility or tolerance, the former being less
sensitive to stress than the latter one. In addition, it was possible to select the root as being the
best indicator of biological activity on the biospeckle technique. The induction of water stress
led to reduced growth and negatively influenced the physiological parameters in all cultivars
tested. In general, the cultivar Tropical presented the larger limitation on growth and
physiological parameters. Grand Naine was less sensitive to the presence of PEG in relation to
growth parameters, such as leaf height and leaf length, when compared to other cultivars.
Physiological responses of the cultivars Prata And, Grand Naine and Pacovan Ken at
concentrations of 2.5 and 5% of PEG were similar for most of the variables. Shoot growth
was only observed in the cultivar Grand Naine at the highest concentration of PEG. Only the
cultivar Prata And showed no reduction in the DNA content with the increase of PEG
concentration. The biological activity measured at the root correlated with a greater number of
variables than on the leaf. We can conclude that Vitoria is the most tolerant cultivar and
Princesa is the most sensitive cultivar to salt stress induced in vitro. Tropical is the most
sensitive cultivar to water stress and Grand Naine is the most tolerant in these growing
conditions.

Keywords: Musa sp. In vitro culture. Sodium chloride. Polyethylene glycol. Biospeckle laser.
Stress physiology.
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CAPITULO 1 - Introducéo Geral

1 INTRODUCAO

O atual cenéario de mudangas climaticas globais afeta seriamente o agroecossistema
alterando variaveis que afetam diretamente a producéo de plantas, como temperatura, regime
hidrico, seca e alagamento. Essas mudancas além de comprometerem a produtividade devido
ao estresse gerado, também contribuem para a reducdo da qualidade do alimento (RUSTAGI
et al., 2016a). Dentre os estresses abidticos em plantas, estresse hidrico, estresse salino e

baixas temperaturas sdo 0s que causam maior redugédo na produtividade.

A diminuicdo da produtividade causada pelas questdes climaticas e ambientais, aliada
ao aumento do crescimento populacional, evidencia a importancia do desenvolvimento de
pesquisas visando a reducdo do efeito desses estresses abidticos nas plantas (OLIVEIRA et
al., 2013). Principalmente em culturas de grande importancia econdmica, a exemplo da
bananeira, com consequente superagdo da perda de produtividade e otimizagdo do sistema

produtivo, permitindo o uso mais eficiente dos recursos naturais.

A bananeira (Musa spp.) faz parte da alimentacdo basica de diversas regies carentes
do mundo e é consumida por todas as classes sociais, 0 que a torna uma cultura muito
importante no cenério de seguranga alimentar. Além disso, é rica em minerais, especialmente
0 potassio, vitamina A, C e B6. E a segunda frutifera mais produzida no mundo e a mais
cultivada no territorio nacional dentre as tropicais, abrangendo uma area plantada superior a
523 mil hectares e 480 mil hectares de area colhida, com rendimento médio de 14 mil kg ha
em 2012.

Existem cerca de 1000 cultivares de bananeira registradas na literatura (RUSTAGI et
al., 2016b) e a quantidade de informagGes sobre a tolerancia dessas cultivares a estresses
abioticos ainda é muito aquém do necessario. Ademais, essa cultura € muito sensivel a fatores
ambientais, como a salinidade e principalmente a limitacdo de agua para a planta (SURESH;
MATHUR; BEHERA, 2016). Sendo assim, estudos envolvendo a avalia¢do da toleréncia de
cultivares de bananeira a estresses abidticos, sdo de grande importancia para o melhor
entendimento da cultura, e para contribuir na indicacdo de cultivares em regifes com

problemas de seca e salinidade.
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A &gua ¢ a base vital das plantas, assim como de todo organismo vivo. Como suas
principais funcdes em plantas podemos destacar: influéncia na atividade de células e
organelas; agente quimico em diversas reacOes bioquimicas, especialmente aquelas
relacionadas a assimilacdo e respiracdo em plantas; solvente de moléculas complexas; meio
de transporte de sais, moléculas orgénicas e nutrientes no interior da planta; além de agir em
processos de regulacdo do crescimento em plantas, por meio da divisao e elongacéo celular, e
na manutencédo da planta ereta etc (EHLERS;GROSS, 2016). Com base nisso, é de se esperar
que a maioria das respostas das plantas, a estresses que alteram a dindmica de agua, como o

estresse salino e hidrico, seja altamente dependente desse fator.

A exposicdo de plantas ao estresse salino e hidrico altera diversos processos
fisiolégicos e bioquimicos. Sendo assim, € necessario a avaliacdo desses processos para
entender os mecanismos de tolerancia, bem como as respostas das plantas suscetiveis a esses
estresses. Além disso, a utilizacdo de ferramentas biotecnoldgicas, que permitam a avaliacao
do nivel de atividade bioldgica da planta sob estresse, € de grande interesse para o
desenvolvimento de analises alternativas que permitam identificar com maior rapidez e com
baixo custo o grau de sensibilidade da planta ao estresse. Nesse contexto, a atividade
biolégica mensurada pelo biospeckle laser, pode ser tornar uma ferramenta que agregue
informac@es relativas ao comportamento da planta sob estresse. Porém, a correlacdo dessa
técnica com fatores biologicos especificos, bem como a melhor regido da planta para

mensuracao da atividade bioldgica, ainda é muito incipiente.

O estresse salino causa diversas alteracdes na fisiologia das plantas, como o aumento
da taxa respiratoria, a toxicidade ibnica, afeta o crescimento e desenvolvimento da planta
(LAUCHLI; GRATTAN, 2007), distribuicio e assimilagdo de nutrientes, compromete a
estabilidade da membrana devido a substituicdo dos ions calcio por ions sodio
(MARSCHNER, 2012) e altera a permeabilidade (GUPTA; HUANG, 2014), reduz a taxa
fotossintética (ASHRAF; HARRIS, 2013; CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009) e altera a
respiracdo (JACOBY; TAYLOR; MILLAR, 2011). Além disso, os efeitos da salinidade
podem ser observados também a nivel celular por meio do estresse osmatico e idnico gerado
(AHMAD; AZOOZ; PRASAD, 2013; HASEGAWA et al., 2000).

O estresse hidrico em plantas afeta grandemente o crescimento e a produtividade.
Além disso, fatores ligados a fisiologia e bioquimica da planta também séo afetados. O déficit

de agua reduz a integridade da membrana, o conteldo de pigmentos, altera o ajustamento
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osmotico e as relagBes hidricas, além da atividade fotossintética e das trocas gasosas
(ANJUM; XIE; WANG, 2011; BENJAMIN; NIELSEN, 2006; PRABA et al., 2009). Porém,
as respostas das plantas sdo dependentes da intensidade, duracdo, espécie, cultivar e do
estadio de crescimento (HASANUZZAMAN et al., 2012).

O estudo das respostas das plantas sob estresse é dificultado em condi¢es de campo.
Sob essas condicdes, o isolamento e o controle de fatores individuais, bem como a intensidade
e duracdo do estresse € altamente comprometida. Com isso, a inducéo desses estresses in vitro
se torna uma alternativa viavel e que permite o melhor controle do ambiente, da intensidade e
duracgéo do estresse, bem como a possibilidade de trabalhar com um volume maior de plantas
num espaco e tempo menor (CLAEYS et al., 2014; MUNNS; TESTER, 2008).

Essa técnica de avaliacdo de tolerancia de plantas a estresses em ambiente in vitro,
pode facilitar o trabalho do melhorista de plantas, aumentando a possibilidade de selecionar
materiais genéticos promissores em um tempo significativamente menor do que em condigdes
de campo. E ainda, o produtor rural pode ser beneficiado pela aquisicdo de materiais vegetais

mais adaptados para suas condi¢des de cultivo.

A tese consta de dois capitulos de dados, o primeiro explorando os efeitos da
utilizacdo de diferentes concentragdes de NaCl no meio de cultura em diferentes cultivares de
bananeira, simulando o estresse salino. O segundo capitulo apresenta formato e objetivos
similares ao primeiro, porém com a inducdo de estresse hidrico in vitro, utilizando

polietilenoglicol como agente indutor.

Com isso, objetivou-se com esse trabalho de tese identificar cultivares de bananeira
guanto a tolerancia ou suscetibilidade aos estresses salino e hidrico induzidos in vitro,

baseado em parametros fitotécnicos, fisioldgicos e em ferramentas biotecnologicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histodria, origem e descricao botanica

Bananas (platanos e as bananas consumidas in natura) sdo plantas monocotiledoneas,
herbaceas gigantes, comumente com até 3 m de alutra, pertencentes a familia Musaceae,
ordem Zingiberales. Essa familia de plantas tem sido associada & historia da humanidade
desde a antiguidade (ROWE; ROSALES, 1996). As bananeiras foram descritas como “Arvore
do Paraiso” pelo alcordo e como sendo a “Arvore do Conhecimento” mencionada no livro de
Génesis, no Velho Testamento. Por esse motivo, a descri¢cdo taxondmica antiga dessas plantas
era Musa paradisiaca L. ou M. sapientum L (PAULL; DUARTE, 2011).

O centro de origem é o Sudeste da Asia, com ocorréncia desde a india até a Polinésia
(SIMMONDS, 1962). A Malasia ou a Indonésia sdo classificadas como o centro de
diversidade, embora uma consideravel diversidade tambeém é relatada fora dessa area. De
acordo com Wong et al. (2002), as plantas desse género estdo distribuidas principalmente as

margens da floresta tropical imida.

A maioria das cultivares existentes atualmente sdo derivadas de duas espécies
diploides selvagens, a Musa acuminata (genoma A) e a Musa balbisiana (genoma B) (OSUJI
ET AL., 1997). Sendo que os clones comestiveis sdo classificados de acordo com a
contribuicdo relativa de cada uma dessas espécies (SIMMONDS; SHEPHERD, 1955).
Desses, a maioria sdo triploides, embora alguns diploides e tetraploides também sejam
comestiveis (ARVANITOYANNIS; MAVROMATIS, 2009).

2.2 Importéancia Econdmica

A banana é uma das mais importantes culturas do mundo, apesar de ndo ser valorizada
como tal. Essa cultura faz parte da alimentacdo béasica de milhdes de pessoas, sendo o
alimento principal em alguns grupos étnicos na Africa e em outras areas que nio foram
influenciadas pela revolugdo verde. As bananas sdo ricas em minerais, especialmente o
potassio e vitaminas A, C e B6. Sdo consumidas de forma crua, cozida, assada, frita ou
fermentada. Além disso, toda a planta pode ser explorada, apresentando grande quantidade de

fibras e propriedades de uso medicinal (RAVI et al., 2013).
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A bananeira é cultivada em aproximadamente 10 milhdes de ha em todo 0 mundo, em
mais de 130 paises, com producédo anual de 122,85 milhdes de toneladas, distribuidas entre a
Africa (40%), Asia (30%), América Latina (30%) e Caribe (30%). A india é o maior produtor
mundial de banana, seguido pela China, Filipinas, Brasil e Equador. De toda a banana
produzida no mundo, 87% € advinda de pequenos produtores, enquanto que os 13 % restantes
sdo comercializados internacionalmente (FAOSTAT, 2012; PAULL; DUARTE, 2011; RAVI
etal., 2013)

2.3 Cultivares

Existem cerca de mil cultivares de banana relatadas na literatura, que tem sido
desenvolvida por meio de cruzamentos intra e interespecificos dos ancestrais diploides
selvagem de Musa acuminata e Musa balbisiana. A produtividade é a principal caracteristica
que os melhoristas levam em consideracdo na selecdo de novas cultivares (RUSTAGI et al.,
2016a), seguida da aceitacdo do consumidor para que a nova cultivar seja langcada. Abaixo,

esta listada as principais caracteristicas das cultivares avaliadas nesse trabalho.

Caipira (AAA): trazida da Africa Ocidental, é altamente resistente & Sigatoka-Negra e a

Sigatoka-Amarela, com potencial produtivo de 30 t ha™ e massa média de cacho de 16,6 kg.

Princesa (AAAB): Hibrido tetrapldide resultante do cruzamento da cultivar Yanganbi n°® 2

(AAB) com o dipléide M53 (AA). Variedade do tipo Macd, resistente a Sigatoka-amarela e
tolerante ao mal-do-Panama. Produtividade em torno de 15 a 20 t ha! e massa média de cacho
de 17,27 kg.

Thap Maeo (AAB): E resistente & Sigatoka-negra, a Sigatoka-amarela e ao mal-do-Panama,

com potencial produtivo anual de 35 t ha! e massa média de cacho de 21,1 kg nessa cultivar.

Vitoria (AAAB): hibrido proveniente do cruzamento entre a cv. Pacovan, tripldide (AAB),

como parental feminino e com o dipléide (AA) M53, como parental masculino. Rendimento
superior a cultivar Prata, que apresenta massa média de cacho de 14 kg e produtividade entre

15 a 30 t. Sdo resistentes a Sigatoka-amarela, a Sigatoka-negra e ao mal-do-Panama.

Tropical (AAAB): Hibrido do tipo macd, proveniente do cruzamento entre a cultivar

Yangambi n°2 com o dipléide (AA) M53. E resistente a Sigatoka-amarela e tolerante ao mal-

do-Panam@, no € resistente a Sigatoka-negra.
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Grand Naine (AAA): E resistente a0 mal-do-Panama4, entretanto é suscetivel & Sigatoka-

amarela e negra. Apresenta também uma alta produtividade sob condigdes ideais de cultivo ou

sob irrigacdo, podendo atingir 50-60 t/ha/ciclo.

Prata And (AAB): Cultivar ndo pertencente ao grupo da Prata, que apresenta frutos muito

semelhantes. Os cachos pesam de 14 a 16 Kg em média. E susceptivel a Sigatoka-amarela e

negra e ao moko, medianamente susceptivel ao mal-do-Panama.

Pacovan Ken (AAAB): E um hibrido tetraploide, resultante do cruzamento da cultivar

Pacovan com o hibrido dipléide (AA) M53. E resistente a Sigatoka-negra, a Sigatoka-amarela

e ao mal-do-Panama.

2.4 Condic0es de Cultivo

A bananeira pode ser cultivada em diferentes tipos de solos, desde levemente arenosos
a solos argilosos. Solos areno-argilosos sdo 0s mais adequados para o cultivo de banana com a
textura ideal solo, sendo em torno de 30:10:60 (argila: silte: areia) (ROBINSON; GALAN
SAUCO, 2010; SAUCO; HORMAZA, 2014). O pH adequado para otimizar a producio deve
estar entre 5,8 a 6,5. Os principais cations sdo potassio, calcio, magnésio e fésforo. Sendo o
potassio o elemento de maior demanda para essa cultura. A bananeira € muito sensitiva ao
desbalanceamento de cations (LAHAYV, 1995; SOTO, 1995; SAUCO; HORMAZA, 2014).

Bananeiras sdo cultivadas nas regides subtropicais, sendo a temperatura o principal
fator limitante para o crescimento dessa cultura, seguido do regime hidrico. Apresenta
também alta demanda por agua, sendo 25 mm por semana € 0 minimo requerido para um
crescimento satisfatorio (SAUCO; HORMAZA, 2014).

2.5 Micropropagagao

A micropropagagdo ou propagagao in vitro é muito eficiente no género Musa. Essa
técnica permite a producdo de mudas de alta qualidade, uniformidade e livre de patogenos.
Hoje em dia, a maior parte das mudas utilizadas no plantio comercial e de boa parte da
producdo familiar sdo advindas da cultura de tecidos (HESLOP-HARRISON;
SCHWARZACHER, 2007). Apices caulinares tém sido amplamente utilizados como
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explantes para a producdo de mudas (Strosse et al., 2004), mas a obtencdo de mudas por meio
de suspensdes celulares também tem sido desenvolvida (Roux et al., 2001).

2.6 Estresses abioticos

Estresses abioticos sdo causados por fatores ndo vivos ou ndo bioldgicos, como a luz,
agua, sal, temperatura, nutriente, hipdxia e agentes fisicos. Em bananeira, varios desses
estresses ambientais vem causando danos a cultura com o passar dos anos e reduzindo a
produtividade. O potencial de reducdo na produtividade por esses estresses é de até 85 %.
Sendo o estresse salino, hidrico e baixas temperaturas 0s mais impactantes na perda da
produtividade (RUSTAGI et al., 2016a; SURESH; MATHUR; BEHERA, 2016).

A tolerdncia a estresses € dependente da espécie, gendtipo e estadio de
desenvolvimento da planta. Os mecanismos de resisténcia sdo criados no sentido de: evitar
(prevenindo a exposicdo da planta ao estresse); tolerar (permitindo que a planta resista as
condicdes adversas impostas) e aclimatacdo (alterando a fisiologia da planta). A intensidade,
duracdo e frequéncia com que a planta é exposta ao estrese podem afetar a resposta das
plantas na aclimatacdo (SURESH; MATHUR; BEHERA, 2016).

2.6.1 Estresse salino e hidrico em plantas

As mudancas aceleradas nas condi¢des climaticas globais indicam aumento na aridez
em certas regides do mundo, e aliado ao aumento da populagdo, estdo levando a super
exploracdo de recurso hidricos para a agricultura e aumentando as restricbes no crescimento e
na sobrevivéncia das plantas, consequentemente, diminuindo a produtividade (PASSIOURA,
2007; OLIVEIRA et al., 2013). O déficit hidrico pode ser identificado como o estresse
abiotico mais comum na limitacdo do crescimento das culturas numa escala global (ARAUS
et al., 2002).

Assim como o estresse hidrico, a salinidade & um dos mais severos fatores abidticos na
reducdo do crescimento e produtividade das plantas. O efeito negativo da salinidade no
crescimento de plantas tem sido inicialmente associado ao estresse osmotico causado pela
reducdo do potencial de 4gua no solo, restringindo a absorcao de agua pelas raizes. O estresse

salino também esta afetando diversas regides do mundo, especialmente regides semiaridas e
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em locais onde ha excesso de fertilizacdo dos solos (MUNNS; TESTER, 2008; OLIVEIRA et
al., 2013).

2.6.1.1 Efeito do estresse hidrico e salino no crescimento e desenvolvimento de plantas

O crescimento de plantas pode ser limitado pelo déficit ou pelo excesso de agua. O
déficit hidrico ocorre na maioria dos habitats naturais e agricolas e é causado principalmente
por periodos intermitentes sem precipitacdo. Na presenca de estresse hidrico, ocorre
desidratacdo das células vegetais, levando a reducéo no turgor da célula e do volume celular.
Essa resposta esta associada a reducdo do potencial hidrico do apoplasto em relagdo ao
simplasto. A desidratacdo celular também pode causar a concentracdo de ions, atingindo
niveis toxicos a célula. O estresse hidrico além de diminuir a pressao de turgor também
diminui a extensibilidade da parede celular e limita a produtividade (TAIZ; ZEIGER, 2010).

O crescimento de plantas expostas a salinidade apresenta aspectos similares que 0s
apresentados para o déficit hidrico, exceto pela adicdo da citotoxicidade ibnica resultante do
estresse salino. A toxicidade proveniente de altas concentracGes de ions Na* e CI no citosol é
devido a seus efeitos idnicos especificos. Altas concentracfes de sal no exterior das células
podem resultar em estresse osmotico. Porém, quando no citosol, alguns ions agem de maneira
especifica, tanto individualmente quanto em combinagdo com outros ions, afetando toda a
planta devido ao transporte desses ions pelo fluxo transpiratério (MUNNS; TESTER, 2008).

O aumento da concentracdo de ions na regido radicular pode levar a reducdo na
absorcdo de &gua nessa regido, contribuindo para a reducdo da condutividade da raiz,
consequentemente, reduzindo a absorcdo de agua. Se a taxa de transpiracdo for maior que a
absorcdo de agua, é configurado o déficit hidrico, resultando em diminuicdo na taxa
fotossintética e na taxa de crescimento (HASANUZZAMAN; NAHAR; FUJITA, 2013).

2.6.1.2 Efeito do estresse hidrico e salino na fotossintese

O efeito da limitacdo hidrica e da salinidade na fotossintese varia desde a restricdo na
difusdo de COz nos cloroplastos pela limitacdo da abertura estomética mediada pelo controle
hormonal, e o transporte do CO2 pelo mesofilo, até as alteragcdes fotoquimicas na folha e no
metabolismo de carbono. Esses efeitos mudam de acordo com a intensidade e duracdo do
estresse, bem como com a idade da folha, sendo que folhas mais velhas séo mais afetadas pela
seca e acumulam mais sal (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009; FLEXAS et al., 2006;
MUNNS, 2002).
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O estresse hidrico afeta mais o fotossistema Il do que o fotossistema | do aparato
fotossintético. Com isso, eles se tornam desacoplados, resultando em elétrons livres e
energizados na folha. Esse desacoplamento leva a fotooxidacdo da clorofila e perda da
capacidade fotossintética (MONNEVEUX; OKONO, 2013). O acimulo em excesso de ions
Na* e CI" no cloroplasto devido a salinidade, podem interferir na sintese de pigmentos e
induzir sua destruicdo. Essa sintese é dependente do balango adequado de ions, que por sua
vez € comprometido pelo desbalanco na homeostase i6nica gerado com o estresse salino,
interferindo na atuagdo de ions-chave na formacgéo de pigmentos, como o ferro que deixa de

ser integrado a molécula de protoporfirina na formacéo da clorofila (SABIR et al., 2012).

2.6.1.3 Efeito do estresse hidrico e salino no teor relativo de agua

O teor relativo de agua (TRA) é considerado uma medida do status hidrico da planta,
refletindo na atividade metabdlica dos tecidos e € tido como um dos mais significativos
indices de toleréncia a desidratacdo. O TRA em folhas é maior no estadio inicial de seu
desenvolvimento e diminui a medida em que a matéria seca ¢ acumulada nas folhas mais
velhas e estd relacionado a agua absorvida pelas raizes bem como a agua perdida na
transpiracdo. Plantas expostas ao estresse hidrico e salino apresentam reducdo substancial no
potencial hidrico foliar, no TRA, na taxa de transpiracdo e aumento concomitante na
temperatura da folha, afetando diversos processos na planta (FAROOQ et al., 2009;
ROMERO-ARANDA,; SORIA; CUARTERO, 2001; SIDDIQUE; HAMID; ISLAM, 2000).

2.6.1.4 Efeito do estresse hidrico e salino no extravasamento de eletrolitos

O extravasamento de eletrdlitos é uma caracteristica de resposta ao estresse em células
de plantas. E amplamente utilizado como um teste da magnitude da lesdo induzida pelo
estresse e para medir a tolerancia de plantas ao estresse. O extravasamento de eletrolitos
ocorre em diferentes espécies, tecidos e tipos celulares e pode ser desencadeado pela maioria
dos fatores causadores de estresse em plantas, como a salinidade e o estresse hidrico
(DEMIDCHIK et al., 2014). A atuacdo de ions ligados ao estresse salino, que induzem o
estresse osmotico, causam o mau funcionamento da membrana celular através do aumento da
permeabilidade e do extravasamento de ions (MAHAJAN; TUTEJA, 2005).
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2.6.2 Inducéo de estresses in vitro em bananeira

A cultura de tecidos ndo é utilizada somente para a multiplicacdo em massa de
bananeiras, essa técnica também tem sido crucial no melhoramento de plantas atraves da
selecdo de caracteristicas desejaveis em plantas in vitro. Além disso, a cultura de tecidos é
uma técnica confiavel, viavel e rentavel, que tem permitido a avaliagdo da tolerancia de
plantas a estresses abidticos, devido a capacidade de manipulacdo das plantas e do ambiente
(RUSTAGI et al., 2016a). Essa técnica tem se mostrado uma ferramenta viavel e rentavel no
desenvolvimento de plantas tolerantes a estresses. Uma vez que é operada em condicdes

limitadas de espaco e de tempo (RAl et al., 2011).

O cultivo in vitro de células, tecidos ou 6rgdos vegetais em um meio contendo um
agente seletivo oferece a oportunidade de selecionar e regenerar plantas com caracteristicas
desejaveis. Os agentes seletivos geralmente utilizados in vitro para selecdo incluem o NaCl
(para inducdo de estresse salino), PEG ou manitol (para inducdo de estresse hidrico),
especificos isolados de fungo, fitotoxinas ou o proprio patégeno (para indugédo de resisténcia a
doencas) (RAIl et al., 2011).

PEG, sacarose, manitol ou sorbitol ja foram utilizados em varias pesquisas como
agentes indutores de estresse osmotico para selecdo in vitro. Na maioria dos casos, 0 PEG tem
sido utilizado na simulacdo de estresse hidrico em plantas. Esse composto reduz o potencial
hidrico do meio de cultura sem ser absorvido pela planta devido ao alto peso molecular e sem
apresentar problemas com fitotoxicidade (RAI et al., 2011). A adicdo de NaCl ao meio de
cultura expBe a planta ao estresse salino, que é uma combinacdo de estresses de natureza
osmotica. Uma vez que o NaCl diminui o potencial hidrico do meio, além do elevado efeito
fitotdxico de fons Na* quando na presenca de altas concentracdes de NaCl (CLAEYS et al.,
2014)

O estudo de estresses abidticos in vitro € uma alternativa ao complexo ambiente de
campo, onde outros fatores podem agir em conjunto, impossibilitando o entendimento e
isolamento de respostas fisiologicas e bioquimica inerentes a cada fator estressante. Apesar
dessa técnica ndo ser perfeita e ndo representar uma condi¢do de campo, ela tem como
vantagens o melhor ajuste dos niveis, duragéo e intensidade do estresse, baixa variabilidade e
possibilidade de trabalhar com vérias plantas em um pequeno espaco (CLAEYS et al., 2014;
MUNNS; TESTER, 2008).
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Diversos experimentos envolvendo estresse hidrico e salino em bananeiras ja foram
desenvolvidos, seja em campo ou por meio da indugdo do estresse in vitro. Os seguintes
autores testaram a utilizacdo de PEG no meio de cultura em plantas de bananeira,
relacionando o comportamento das plantas ao estresse hidrico: Ebrahim et al. (2004); Said et
al. (2015); Bidabadi et al., (2012); Mahmood et al. (2012); Chai et al. (2005); Haq, (2015);
Hag et al. (2011).

Experimentos envolvendo a tolerancia de cultivares de bananeira ao estresse salino
induzido in vitro também foram conduzidos. Porém, o nimero de trabalhos envolvendo esse
estresse in vitro ainda é muito incipiente: Harb et al. (2005); Haq et al. (2011b). Como agente

indutor de salinidade, o NaCl tem sido o mais utilizado no cultivo in vitro.

Atualmente, diversos trabalhos estdo sendo desenvolvidos por meio de técnicas de
transformacdo de plantas visando a aquisicdo de tolerancia tanto a seca quanto ao estresse
hidrico em bananeiras: Negi et al. (2016); Sreedharan et al. (2013); Sreedharan et al. (2015);
Rustagi et al. (2015); Shekhawat et al. (2011).
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CAPITULO 2 - Estresse salino in vitro: abordagem fitotécnica, fisioldgica e

biotecnoldgica na avaliacdo de cultivares de bananeira

RESUMO

A salinidade é um dos estresses abidticos mais limitantes do crescimento e da
produtividade, e afeta grande parte das areas de agricultura irrigada. A bananeira esta entre as
principais culturas produzidas no mundo e é a principal frutifera tropical cultivada no
territério nacional. O entendimento sobre a fisiologia e bioguimica dessa planta em relagédo
aos mecanismos de tolerancia ao estresse salino e a identificacdo de cultivares tolerantes
trazem grandes beneficios para a agricultura. Com isso, objetivou-se com esse trabalho
identificar cultivares de bananeira quanto a tolerancia ou suscetibilidade ao estresse salino
induzido in vitro, baseado em parametros fitotécnicos, fisiologicos e em ferramentas
biotecnologicas. Quatro cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitoria)
foram cultivadas em meio de cultura MS acrescido de NaCl (0; 0,1; 0,2 e 0,4 % p/v) para a
inducdo do estresse salino. Apds 36 dias foram avaliadas as caracteristicas fitotécnicas
[ndmero de raiz (NR); comprimento de raiz (CR); diametro de raiz (DR); altura de Planta
(AP); numero de folhas (NF); comprimento de folha (CF); massa fresca (MF) e massa seca
(MS)]; fisioldgicas [teor relativo de dgua (TRA); extravasamento de eletrdlitos (EE); teor de
clorofila e carotenoides; razdo CO./O, e CO2/MS] e biotecnoldgicas (expressdo da piruvato
descarboxilase; atividade biolédgica por biospeckle laser; conteddo de DNA por citometria). A
cultivar Princesa apresentou reducdo expressiva no crescimento, alteracdes drasticas nos
parametros fisioldgicos, maior expressdo da piruvato descarboxilase, menor atividade
bioldgica e redugdo no conteudo de DNA, em resposta a0 aumento da salinidade. Por outro
lado, a Vitdria foi mais tolerante ao estresse, sendo a concentracao de 0,1 % de NaCl benéfica
para alguns parametros. Ja as cultivares Thap Maeo e Caipira apresentaram respostas
variaveis, ora demonstrando suscetibilidade, ora tolerancia, sendo a primeira menos sensivel
ao estresse que a segunda. Além disso, pela técnica de biospeckle foi possivel selecionar a
raiz como sendo a melhor indicadora da atividade bioldgica. Conclui-se que a cultivar Vitéria
foi a mais tolerante e a Princesa a mais sensivel ao estresse salino induzido in vitro.

Palavras-chave: Musa sp. Salinidade. Cultivo in vitro. Fisiologia do estresse. Atividade
bioldgica. Biospeckle laser. Contetido de DNA.

1 INTRODUCAO

A bananeira (Musa sp.) esta entre as quatro principais culturas produzidas em paises
em desenvolvimento, ficando atras apenas da cultura do arroz, milho e trigo. E a segunda

frutifera mais produzida no mundo e a mais cultivada no territério nacional dentre as
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tropicais, abrangendo uma &rea plantada superior a 523 mil hectares e 480 mil hectares de
area colhida, com rendimento médio de 14 mil kg ha-1 em 2012. Além disso, esta presente na
dieta alimentar de diversas camadas da populacdo e garante emprego e renda para milhares de

brasileiros por produzir o ano inteiro.

A bananicultura ocupa diferentes areas em todo o mundo, &reas que proporcionam
diversos niveis de estresse a planta, como: escassez e/ou irregularidades de chuvas, solos
salinos, temperaturas inapropriadas, excesso ou falta de radiacdo, compactacdo do solo, vento,
baixa umidade relativa, etc. Dentre esses estresses abioticos, a salinidade ¢ um dos mais
limitantes de produtividade, devido a sensibilidade da maioria das plantas cultivadas ao
aumento da concentracdo de sal no solo. Problema que afeta mais de 45 milhdes de ha em
areas irrigadas em todo o mundo (HASANUZZAMAN; NAHAR; FUJITA, 2013; MUNNS;
TESTER, 2008).

O estresse salino causa diversas alteracdes na fisiologia das plantas, como o aumento
da taxa respiratoria, a toxicidade idnica, o crescimento e desenvolvimento (LAUCHLI;
GRATTAN, 2007), a distribuigdo e assimilacdo de nutrientes, compromete a estabilidade da
membrana devido a substituicdo dos ions calcio por ions s6dio na membrana (MARSCHNER,
2012), altera a permeabilidade da membrana (GUPTA; HUANG, 2014), reduz a taxa
fotossintética (ASHRAF; HARRIS, 2013; CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009) e altera a
respiracdo (JACOBY; TAYLOR; MILLAR, 2011). Além disso, os efeitos da salinidade
podem ser observados também a nivel celular por meio do estresse osmatico e idnico gerado
(AHMAD; AZOOZ; PRASAD, 2013; HASEGAWA et al., 2000).

Mundialmente, mais de mil cultivares ou variedades crioulas de bananeiras
domesticadas foram documentados (RUSTAGI et al., 2015). Baseado nessa diversidade, é
necessario ampliar o conhecimento sobre o comportamento dessas plantas em condigdes de
estresse e classifica-las quanto a tolerdncia ou suscetibilidade a esses estresses. Além disso,
melhorar o entendimento sobre a fisiologia e bioquimica dessas plantas em relacdo aos

mecanismos de tolerancia ao estresse, utilizando-se de ferramentas biotecnoldgicas.

Estudos sobre a tolerancia de plantas em condi¢bes de campo é mais complexo,
moroso e de dificil controle ambiental. Com isso, a inducédo de estresses in vitro tem sido uma
alternativa viavel na avaliacdo e selecdo de plantas tolerantes a estresses, devido ao maior

controle ambiental, otimizacéo de espaco e tempo de trabalho. Além disso, essa técnica pode



41

agilizar o trabalho do melhorista, por meio da pré-selecdo in vitro de materiais com
caracteristicas desejaveis, em um menor espaco de tempo. O NaCl tem sido o principal agente

indutor de estresse salino utilizado em ensaios in vitro (RAI et al., 2011).

2 OBJETIVOS

Objetivou-se com esse trabalho avaliar cultivares de bananeira quanto a tolerancia ou
suscetibilidade ao estresse salino induzido in vitro, baseado em parametros fitotécnicos,

fisioldgicos e em ferramentas biotecnologicas.

3 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais,
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.

3.1 Material vegetal e condicdes de cultivo:

Os explantes foram cedidos pela Embrapa Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas,
BA), constituidos de meristemas apicais de bananeiras das cultivares Caipira, Princesa, Thap

Maeo e Vitéria.

Esses materiais foram multiplicados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
suplementado com 30 g L™ de sacarose, 3,75 mg L de benzilaminopurina (BAP), 0,125 mg
L de 4cido indolacético (AlA), 1,8 g L™ de phytagel e pH 6, com o objetivo de obter niimero

suficiente de brotac6es para realizar o experimento.

Explantes com 3 cm de comprimento, advindos do quarto subcultivo das quatro
cultivares de plantas pré-multiplicadas, foram inoculados em meio MS acrescido de 30 g L*
de sacarose, 1,8 g L de phytagel e pH 6. Para indugio do estresse salino, adicionou-se ao
meio de cultura 0; 0,1; 0,2 e 0,4% (p/v) de Cloreto de Sodio (NaCl). As concentragdes
utilizadas foram definidas com base em teste realizado previamente a montagem do
experimento, em que foram testadas as concentracdes de 0; 0,25; 0,5; 1 e 2 % de NaCl (Figura
1), o0 que corresponde a 17,11; 34,22 e 68,46 mM de NaCl, respectivamente. Foram utilizadas

70 plantas Uteis por tratamento.
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Figura 1 — llustracdo do pré-teste realizado para determinacdo das concentracdes de NaCl
utilizadas no experimento. Foram testadas as concentracGes de 0; 0,25; 0,5; 1 e
2% de NaCl em meio MS.

Fonte: Do autor (2016)

As plantas foram mantidas em sala de crescimento com intensidade luminosa de 36

UMol m2 s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C por 36 dias.

O experimento foi divido em trés secdes, relacionadas as diferentes areas de

conhecimento: fitotecnia, fisiologia e biotecnologia.

3.2 Efeito do NaCl nas caracteristicas fitotécnicas

3.2.1 Andlises fitotécnicas

Seis plantas de cada tratamento foram avaliadas quanto ao nimero de raizes (NR),
comprimento da maior raiz (CR), didmetro de raiz (DR), medido na regido mediana da maior
raiz, altura de planta (AP), nimero de folhas (NF), comprimento de folha (CF), massa fresca
(MF) e massa seca (MS).

3.2.2 Indice de sensibilidade a salinidade (1S)

Foi calculado o indice de sensibilidade a salinidade para o comprimento de folhas e
para a altura de plantas, utilizando a férmula apresentada abaixo (Equagdo 1), proposta por
Hamrouni et al. (2008).

_ (Ps—Pt)
T Pt

IS x100 (Equacéo 1)
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Sendo:
IS = indice de sensibilidade a salinidade;
Ps = valor dos parametros de CF e AP nos tratamentos com adigéo de NacCl;

Pt = valor dos mesmos parametros no tratamento controle.

3.3 Efeito do NaCl nas caracteristicas fisioldgicas

3.3.1 Teor relativo de 4gua (TRA)

Dois discos foliares de 1 cm cada foram retirados das duas folhas mais novas
completamente expandidas para avaliacdo do teor relativo de agua (TRA). Esses discos foram
pesados para quantificacdo da massa fresca (MF), em seguida imersos em agua deionizada
por 24 horas. Apos esse periodo, pesou-se novamente os discos para determinacdo da massa
targida (MT). Os mesmos foram submetidos a secagem em estufa com circulacdo forcada de
ar, a 70°C, durante 48 h. Em seguida foram pesados para obtencdo da massa seca (MS). Seis
repeticdes, sendo cada planta uma repeticdo, foram utilizadas para essa avaliacdo. A
determinacdo do TRA foi calculada seguindo a seguinte férmula proposta por Barrs e
Weatherley (1962) (Equacao 2).

(MF-MS)
(MT -MS)

TRA(%) = x100 (Equacéo 2)

Sendo:

TRA = Teor relativo de gua (%)
MF = Massa fresca (g)

MT = Massa turgida (g)

MS = Massa seca ()

3.3.2 Extravasamento de eletrolitos (EE)

Seis discos foliares foram retirados das folhas mais jovens, completamente expandidas

e acondicionadas em tubo de ensaio contendo 15 mL de &gua deionizada, num total de seis
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tubos por tratamento. Os tubos foram dispostos em uma mesa agitadora por 24 horas, a
temperatura ambiente. Apds esse periodo mediu-se a condutividade elétrica livre (CEL) da
solucdo. Em seguida os tubos foram colocados em banho-maria por 1 h a 100°C e a
condutividade elétrica total (CET) da solucdo foi mensurada. A determinacdo da taxa de
extravasamento de eletrolitos foi calculada com base na seguinte formula proposta por Shi et
al. (2006) (Equacdo 3):

CEL

EE(%) = (—) x100 (Equacéo 3)

CET

Sendo:
EE = Extravasamento de Eletrolitos (%)
CEL = Condutividade elétrica livre da solugédo

CET = Condutividade elétrica total da solucéo
3.3.3 Teor de clorofila e carotenoides

Para essa analise foram utilizados dois discos foliares das duas primeiras folhas mais
novas completamente expandidas de cada tratamento. Os discos foram colocados em tubo de
ensaio, contendo 5 ml de acetona 80% para extracdo dos pigmentos. Os tubos foram envoltos
por papel aluminio para evitar o contato da amostra com a luz, evitando a degradacdo da
clorofila. Apds 24 horas em geladeira a + 4°C, foi mensurado a absortividade das amostras em
espectrofotbmetro nos comprimentos de onda de 470, 645, 652 e 663 nm de acordo com a
metodologia de Scopel, Barbosa e Vieira (2011). Foram feitas duas leituras em cada
comprimento de onda para cada amostra, com um total de seis repeticdes por tratamento. As
equacdes utilizadas no célculo das clorofilas a, b, total e de carotenoides, foram as propostas

por Li, Tang e Xu (2013). Além disso, foi calculada a razéo clorofila a/b.
3.3.4 Razéo CO2/02 e razdo CO2/MS

A atividade respiratoria, indiretamente inferida pela razéo CO./O; e a razdo CO2/MS
(MS — massa seca), foram calculadas tendo como base as leituras de CO2 e O, aferidas com
uso de um respirdmetro e da massa seca das plantas. A leitura foi realizada em seis tubos de
ensaio por tratamento, pela insercdo de uma agulha através do pléstico filme que veda os

tubos. A agulha é acoplada ao aparelho PBI — Dansensor Checkpoint O2/CO; que funciona em
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conjunto com um leitor eletroquimico que absorve em torno de 15 ml da atmosfera do tubo e

faz a leitura instantanea em porcentagem da concentracéo de CO; e Oo.

3.4 Efeito do NaCl na atividade enzimatica, bioldgica e no conteido de DNA

3.4.1 Atividade da Piruvato Descaboxilase

Foi determinada a expressdo da enzima piruvato descarboxilase (PD), que atua na rota
bioquimica da gliconeogénese. A enzima foi extraida de amostras composta por 5 plantas de
cada tratamento, de onde se retirou partes da folha, do caule e da raiz, utilizando-se de
almofariz pré-resfriado, com PVPP 200% e 2 mL do meio de extracdo especifico para cada
enzima. Para a extracdo, foi utilizado o tampdo Tris HCL 0,2M pH 8,0 + (0,1% de
mercaptoetanol), na propor¢do de 250uL por 100mg de material vegetal. O material foi
homogeneizado em vortex e mantido overnight em geladeira, seguido de centrifugacdo a
14.000 rpm por 30 minutos, a 4°C. A corrida eletroforética foi realizada em sistema de géis de
poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). Foram aplicados 60 pL do
sobrenadante das amostras no gel e a corrida eletroforética efetuada a 120 V por 5 horas.

Terminada a corrida, o gel foi revelado conforme.

3.4.2 Atividade Bioldgica por biospeckle Laser

A analise da atividade bioldgica pela técnica do biospeckle laser foi realizada
iluminando-se seis amostras de cada tratamento. As leituras foram feitas na regido da raiz, na
maior e primeira e mais velha raiz lancada; no caule, regido mediana da planta; e na folha, na
primeira folha completamente expandida. Luz coerente iluminava a amostra e interagia com o
material vegetal, gerando padrdes de interferéncia que foram capturados por um microscopio
digital, posicionado na regido anterior do tubo, caracterizando uma configuragéo “back-
scattering” (Figura 2). A luz coerente foi proveniente de um laser diodo de cor verde,
comprimento de onda de 532 nm e corrente em torno de 66 mA. Uma lente a uma distancia de
0,75m da amostra foi utilizada para ampliar o feixe de luz, objetivando iluminar uma regido
maior da amostra (RIBEIRO et al., 2014). O microscopio portatil digital utilizado foi da

marca Dinolite, modelo AM 413zt.
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Figura 2 — Sistema de determinacdo da atividade bioldgica pela técnica do Biospeckle laser,
demonstracdo dos componentes.

Fonte: Do autor (2016)

Para cada amostra foram capturadas 128 imagens em escala de cinza, com resolucédo
de 1.280 x 1.024 pixels e intervalo de 0,08 s entre frames. Essas imagens foram processadas
utilizando-se o software MatLab. Os resultados foram expressos de maneira quantitativa pela
diferenca dos valores absolutos (do ingés, Absolute Value of the Differences — AVD) e
graficamente por meio de Matriz de Coocorréncia (MOC), sendo que quanto mais dispersos
0s pontos em relacdo a diagonal principal, maior a atividade biologica. As equacdes utilizadas

para o célculo da MOC (Equacéo 4) e do AVD (Equacéo 5) foram as seguintes:
MOC = Ny; (Equacdo 4)
AVD = Y{MOCx|i — j|} (Equacéo 5)

Sendo N ij 0os nimeros de ocorréncias de um determinado valor de intensidade do
pixel i, que é imediatamente seguido por um valor de intensidade de pixel j sendo i seguido
imediatamente por j. MOC é a matriz de coocorréncia e i e j sdo os pixels subsequentes. Além
disso, foi realizada uma anélise de correlacdo de Pearson entre a atividade biologica de cada
parte da planta e todas as varidveis quantificadas nesse trabalho. A correlagdo foi considerada
valida estatisticamente quando o p valor observado foi menor que 0,05 (Tabela de correlagédo

apresentada no Apéndice 1).
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3.4.3 Contelido de DNA

Na determinacdo do conteddo de DNA, triturou-se 20-30 mg de tecido foliar dos
explantes em placa de Petri contendo 1 mL de tampdo Marie gelado, para a liberacdo dos
nacleos. A suspensdo de nucleos foi aspirada com o auxilio de uma pipeta plastica e filtrada
através de uma malha de 50 pm. Com o intuito de corar os nucleos foi adicionado 25 pL de
uma solugdo de 1 mg mL™* de iodeto de propideo em cada amostra. Dez mil nicleos foram
analisados utilizando-se uma escala logaritmica. A leitura foi realizada no citbmetro
Facscalibur (Becton Dickinson), os histogramas obtidos com o software Cell Quest foram
analisados estatisticamente no software WinMDI 2.8.

O célculo do contetdo de DNA nuclear (pg) foi estimado pela razdo entre as
intensidades de fluorescéncia dos nucleos G1 (nudcleos que estdo na fase G1 da Interfase) do
padrdo de referéncia (Glycine max) e dos ndcleos G1 da amostra, multiplicando-se esta razéo
pela quantidade de DNA do padrdo de referéncia (2,5 pg). Foram realizadas duas leituras por

amostra, de um total de seis amostras por tratamento, sendo cada amostra uma planta.

3.5 Delineamento estatistico

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 4. O
primeiro fator referiu-se as cultivares de bananeira utilizadas (Caipira, Princesa, Thap Maeo e
Vitdria), j& o segundo fator foi relativo as concentracdes de NaCl adicionadas ao meio de
cultura-0;0,1; 0,2 e 0,4 % (p/v).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, fixando-se o nivel de significancia
da analise em 5 % de probabilidade. Os graficos foram plotados com base no valor médio de
cada tratamento com adi¢do da barra de erros, calculada com base no desvio padrdo de cada
tratamento. Para as anélises em que a mensuragdo da varidvel foi impossibilitada pelo ndo
desenvolvimento da planta em resposta ao tratamento, a analise de variancia foi avaliada

levando-se em consideragéo a perda de caselas, com dados néo balanceados.
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4 RESULTADOS

O estresse salino induzido in vitro teve efeito consideravel nas varidveis fitotécnicas,
fisioldgicas e biotecnoldgicas avaliadas. A Figura 3 abaixo permite uma avaliacdo visual da
influéncia do incremento da concentracdo de NaCl no crescimento das plantas para cada
variedade. E visivel a alta sensibilidade da cultivar Princesa em relagio as demais.

Figura 3 — Visualizagdo do crescimento de diferentes cultivares de bananeira (Caipira,

Princesa, Thap Maeo e Vitoria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro,
nas concentracgdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

Caipira 0 % Caipira 0,4 %

Caipira 0,1 %

Princesa 0 % Princesa 0,2 %

Thap Maeo 0 %

Vitéria 0 % Vitéria 0.2 % Vitéria 0.4 %

Fonte: Do autor (2016)
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4.1 Efeito do NaCl nas caracteristicas fitotécnicas

4.1.1 NUmero de raizes

Houve interacdo entre as cultivares de bananeira e a concentragdo de NaCl para o
numero de raizes. A cultivar Thap Maeo teve um comportamento diferenciado das demais
cultivares, apresentando maior NR em resposta ao aumento da concentragéo de sal. Por outro
lado, o NR foi reduzido 67% em relagéo ao controle para a cultivar Princesa, na concentracdo
de 0,4%. Na “Caipira’ e ‘Vitoria’ houve reducao de 32% e 16% no NR quando comparados a
maior concentracdo de sal e o tratamento controle, respectivamente (Figura 4).

Figura 4 — NUmero de raizes de diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap

Maeo e Vitoria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro, nas concentragdes
de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

14 - ——e&—— Caipira
DOcaoITC (@jconeooe Princesa
——-y——— Thap Maeo
12 1 — A —- \Vitdria

Numero de Raizes

T T
0.0 01 0.2 04

Concentragéo de NaCl (%)

Fonte: Do autor (2016)

4.1.2 Comprimento de raiz

O comprimento de raiz foi influenciado pela interagdo entre as concentragdes de NaCl
e as cultivares de bananeira. As cultivares Vitoria e Thap Maeo tiveram o CR superior ao
controle no tratamento com 0,1 % de NaCl. Para ‘Vitéria’, essa superioridade no CR foi
estendida as demais concentracdes. Nas cultivares Caipira e Princesa, 0 CR reduziu a medida

em que a concentragdo de NaCl no meio de cultura aumentava. A ‘Princesa’ teve reducéo de
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82% na concentracdo de 0,4% de NaCl em relagdo ao controle, seguida das cultivares Thap

Maeo e Caipira, que apresentaram reducdo de 68% e 54%, respectivamente (Figura 5).

Figura 5 — Comprimento de raiz (cm) de diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa,
Thap Maeo e Vitoria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro, nas
concentrages de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

Comprimento de Raiz (cm)

——@&—— Caipira
Bo0( & e Princesa
——-w——— Thap Maeo

— Vitéria

4.1.3 Diametro de raiz

T
0.0 0.1 0.2 0.4

Cencentragdo de NaCl (%)

Fonte: Do autor (2016)

A interacdo entre as concentracBes de NaCl e as cultivares foi significativa para o

diametro de raiz. Para todas as cultivares houve reducdo no DR em resposta ao incremento da

intensidade do estresse salino aplicado quando comparados ao tratamento controle.

Entretanto, na concentracdo de 0,4% de NaCl observou-se uma leve ascendéncia no DR para

as cultivares. Decréscimo proeminente no DR foi observado para a cultivar Vitoria, com

reducdo de 47% na menor concentracdo de NaCl em relacdo ao tratamento controle (Figura

6).
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Figura 6 — Diametro de raiz (mm) de diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa,
Thap Maeo e Vitoria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro, nas
concentracgdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

1.8 4

1,6 4

14 -

1.2 4

1,0

0,8 A

Diametro de Raiz (cm)

0.8 A

0.4 4

——&—— Caipira

...... O Princesa
——-¥-—— Thap Maeo
——A-— Vitbria

0,2

4.1.4 Altura de planta

0,0 0.1 0.2 04

Concentragéo de NaCl (%)

Fonte: Do autor (2016)

Em geral, o crescimento das plantas foi comprometido pela indugéo do estresse salino

em todas as cultivares, evidenciando a interacdo entre esses fatores. Porém, a utilizacdo de

0,1% de NaCl no meio de cultivo teve efeito benéfico na altura das plantas para as cultivares

Vitoria e Thap Maeo. A reducdo da altura entre o controle e a concentracdo de 0,4% de NaCl

foi em torno de 30 % nas cultivares, com excecdo da ‘Princesa’. Essa ultima foi a mais

sensivel a salinidade, com reducdo de 30 % na concentracdo de 0,1 % de NaCl, em relagdo ao

controle. O crescimento em altura foi nulo na maior concentragdo de sal para essa cultivar

(Figura 7).
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Figura 7 — Altura de planta (cm) de diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap
Maeo e Vitoria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro, nas concentraces
de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

18 - —@—— Caipira
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Fonte: Do autor (2016)

4.1.5 NUmero de folhas

O ndmero de folhas foi influenciado pelo incremento na concentracdo de NaCl
adicionados ao meio de cultura e pelas cultivares de bananeira. Reducdo acentuada no NF foi
observado para a cultivar Princesa na concentracdo de 0,2%, levando a ndo emissdo de folhas
na maior concentracdo de sal. Para as cultivares Caipira e Thap Maeo houve um leve
incremento no numero de folhas de 14% e 9%, respectivamente, com o aumento da
concentracdo de NaCl. Nao houve diferenca significativa no NF para a cultivar Vitoria em

resposta a adi¢do de NaCl ao meio (Figura 8).
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Figura 8 — Numero de folhas de diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap
Maeo e Vitoria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro, nas concentracées
de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

—&—— Caipira

< Qeee Princesa
——-v——— Thap Maeo
—=&-—- itoria

50 4

4,5 1

4,0 4

3,5 A

3,0 4

Numero de Folhas

2,5 A

2,0 1

1,5 T T T 1
00 0.1 0,2 0.4

Concentracéo de NaCl (%)

Fonte: Do autor (2016)

4.1.6 Comprimento de folha

O comprimento das folhas foi influenciado pela interagdo entre as cultivares e as
concentracfes de NaCl. As cultivares Vitoria e Caipira apresentaram reducéo aproximada de
25% no comprimento da folha na maior concentracdo de sal em relacdo ao tratamento
controle, enquanto que na cultivar Thap Maeo a reducdo foi de 46%. A adicdo de 0,1% de
NaCl ao meio de cultura proporcionou maiores CF para as cultivares Vitoria e Thap Maeo.
N&o houve formacéo de folha na concentracéo de 0,4% de NaCl para a cultivar Princesa. A
reducdo no CF foi de 68% quando se utilizou 0,2% de sal, comprovando a alta sensibilidade

dessa cultivar ao estresse salino (Figura 9).
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Figura 9 — Comprimento de folha (cm) de diferentes cultivares de bananeira (Caipira,
Princesa, Thap Maeo e Vitdria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro,
nas concentracdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

Comprimento de Folha (cm)

4.1.7 Massa fresca
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Fonte: Do autor (2016)

A producdo de massa fresca foi influenciada pela interacdo entre as concentragdes de

NaCl e as cultivares utilizadas. A reducdo na massa fresca das plantas s6 foi evidente nas

concentracdes superiores a 0,1 % para as cultivares Caipira, Thap Maeo e Vitdria. Essas

cultivares reduziram a MF em 25%, 37% e 46%, respectivamente, em relacdo ao tratamento

controle. A reducdo foi mais drastica para a cultivar Princesa, que apresentou queda

pronunciada na MF na menor concentracdo de NaCl. Na concentracdo de 0,4%, o decréscimo

na MF foi de 79% em relagdo ao tratamento sem inducdo de estresse salino (Figura 10).
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Figura 10 — Massa fresca (mg) de diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap
Maeo e Vitoria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro, nas concentragoes
de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.
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Fonte: Do autor (2016)

4.1.8 Massa seca

A massa seca das plantas foi influenciada pela interacdo entre as cultivares e as
concentragOes de NaCl utilizadas. Assim como observado na MF, a MS decresceu com o
aumento da concentracdo de NaCl. A cultivar Princesa foi mais sensivel ao estresse salino,
com reducdo de 46% da MS na concentracdo de 0,1% em relacdo ao tratamento controle. A
reducdo da MS na maior concentracdo foi de 67%. As demais cultivares tiveram a MS
reduzida em 49%, 32% e 25%, representando as cultivares Vitoria, Thap Maeo e Caipira,

respectivamente (Figura 11).
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Figura 11 — Massa seca (mg) de diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap
Maeo e Vitoria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro, nas
concentracgdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.
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Fonte: Do autor (2016)

4.1.9 indice de sensibilidade a salinidade

O indice de sensibilidade das cultivares em relacdo a altura de planta e ao
comprimento de folhas, tiveram comportamento semelhantes. Ambos evidenciaram a maior
sensibilidade da cultivar Princesa ao estresse salino para essas variaveis. A sensibilidade
observada nas cultivares Vitéria e Thap Maeo foram similares para a altura de planta (Figura
12). Ja em relacao ao comprimento de folha, a ‘Vitoria’ foi mais tolerante que as demais
cultivares, sendo afetada pelo estresse somente na concentragdo de 0,4 % de NaCl (Figura
13).
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Figura 12 — Indice de sensibilidade (%) ao estresse salino para a altura de planta de diferentes
cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitoria) nas

concentracgdes de 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl, em relacao ao controle.
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Figura 13 — Indice de sensibilidade (%) ao estresse salino para o comprimento de folha de
diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitdria) nas

concentracgdes de 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl, em relacéo ao controle.
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4.2 Efeito do NaCl nas caracteristicas fisioldgicas

4.2.1 Teor relativo de agua

Houve interacdo entre a concentracdo de NaCl e as cultivares de bananeira para o teor
relativo de agua. Menor diminuicdo no TRA foi observado para a cultivar Vitdria. A reducao
foi de 16% ao comparar o tratamento com 0,4% de NaCl ao controle. Por outro lado, 0 TRA
para a cultivar Princesa foi altamente sensivel ao aumento da concentracdo de NaCl,
reduzindo de 93% para 52% no tratamento com 0,2% de NaCl em relacdo ao controle. N&o
foi possivel avaliar o TRA para essa cultivar na concentracdo de 0,4% devido a auséncia de
folhas nesse tratamento, sinalizando a severidade do estresse gerado. A reducdo no TRA para
a ‘Caipira’ e ‘Thap Maeo’ foram de 22% e 27%, respectivamente (Figura 14).

Figura 14 — Teor relativo de agua de diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa,

Thap Maeo e Vitoria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro, nas
concentragdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.
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Fonte: Do autor (2016)

4.2.2 Extravasamento de eletrélitos

O extravasamento de eletrolitos foi influenciado pela interagdo entre a concentracdo de
NaCl e cultivares de bananeira. O EE foi crescente em todas as cultivares com o aumento da
concentracdo de NaCl no meio de cultivo. A variacdo observada no EE para a cultivar Vitoria

foi minima, variando de 39,12% na auséncia de NaCl para 41,75% na maior concentracdo de
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sal. Ja as cultivares Caipira e Thap Maeo apresentaram um aumento respectivo de 61% e 49%
no EE. Na cultivar Princesa ndo foi possivel avaliar o EE na concentragdo de 0,4% devido a
ndo emissdao de folhas em resposta ao estresse excessivo. Elevacdo em 51% no EE foi

observada para essa cultivar na concentracao de 0,2% de NaCl (Figuras 15, 16 e 17).

Figura 15 - Condutividade Figura 16 — Condutividade
elétrica livre (uS/cm?) de elétrica total (uS/cm2) de
diferentes cultivares de diferentes cultivares de bananeira

bananeira (Caipira, Princesa, (Caipira, Princesa, Thap Maeo e

Thap Maeo e Vitoria) em funcéo
do estresse salino induzido in
vitro, nas concentracfes de O;
0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

Vitoria) em funcdo do estresse
salino induzido in vitro, nas
concentragdes de 0; 0,1; 0,2 e
0,4% p/v de NaCl
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Figura 17 — Extravasamento de eletrolitos (%) de diferentes cultivares de bananeira (Caipira,
Princesa, Thap Maeo e Vitdria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro,
nas concentracgdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.
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Fonte: Do autor (2016)
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4.2.3 Teor de clorofila a, b, a/b e total

Os teores de clorofila a, b, total e a razéo clorofila a/b foram influenciadas pela
interacdo entre as concentracdes de NaCl e as cultivares de bananeira. Maiores teores de
clorofila a (Figura 18), b (Figura 19) e total (Figura 21) foram obtidos quando se utilizou
0,1% de NaCl no meio de cultura para as cultivares Caipira, Thap Maeo e Vitoria. A cultivar
Princesa teve esses teores de clorofila comprometidos pelo aumento da concentracéo de NaCl
no meio de cultivo. Na concentracdo de 0,2% de NaCl a reducdo no teor de clorofila a, b e
total para essa cultivar foram de 91%, 89 % e 90 %, respectivamente, com auséncia de folhas

e consequente impossibilidade de quantificar essas clorofilas na concentracéo de 0,4%.

A variacdo no teor de clorofila a e total para as cultivares Vitdria e Thap Maeo foram
pequenas na concentracdo de 0,4% quando comparadas ao tratamento controle, variando em
torno de 10%. Ja para a ‘Caipira’ houve redugdo de 65% e 51 % no teor de clorofila a e total,
respectivamente. Ja o teor de clorofila b foi menos influenciado com as maiores
concentracdes de NaCl para todas as cultivares, com exce¢ao da ‘Princesa’. Entretanto, nas

concentracdes de 0,1 % e 0,2 % essa variacao foi maior.

Em relagdo a razdo clorofila a/b, com o aumento da concentracdo de NaCl houve
diminuicdo dessa razdo para as cultivares Caipira e Princesa (Figura 20). Ja as cultivares
Vitoria e Thap Maeo apresentaram maior razdo nas concentracfes de 0,1 % e 0,2 % de NaCl,

sendo essa razdo maior para a cultivar Vitoria.
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Figura 18 — Teor de Clorofila a (mg g*) de diferentes cultivares de bananeira (Caipira,
Princesa, Thap Maeo e Vitdria) em fungdo do estresse salino induzido in vitro,
nas concentracgdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.
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Fonte: Do autor (2016)

Figura 19 — Teor de Clorofila b (mg g?) de diferentes cultivares de bananeira (Caipira,
Princesa, Thap Maeo e Vitoria) em funcéo do estresse salino induzido in vitro,
nas concentragdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

04 - ——&—— Caipira
<O Princesa
——-w——— Thap Maeo
——=A-— Vitoria

0,3 4 /E
AN TN

0,2 1

Teor de Clorofila b (mg g'w)

0.1 1

0,0
0,0 0.1 0,2 04

Concentragac de NaCl (%)
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Figura 20 — Razao clorofila a/b de diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap
Maeo e Vitéria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro, nas
concentragOes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.
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Fonte: Do autor (2016)

Figura 21 — Teor de Clorofila total (mg g*) de diferentes cultivares de bananeira (Caipira,
Princesa, Thap Maeo e Vitéria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro,
nas concentracgdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.
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4.2.4 Carotenoides

O teor de carotenoides nas folhas de bananeira foi influenciado pela interacéo entre as
cultivares e as concentracfes de NaCl. A cultivar Princesa foi a mais afetada pelo aumento da
concentracdo de NaCl no meio de cultivo, com reducdo de 62 % na menor concentracdo de
sal, em relacdo ao controle. J& as cultivares Thap Maeo e Vitoria tiveram o teor de
carotenoides aumentado para essa mesma concentracao. A reducdo observada na ‘Caipira’ e
na ‘Thap Maeo’ foram de 65 e 42 %, respectivamente, na maior concentracdo de NaCl. A
cultivar Vitoria mostrou-se mais estavel para essa variavel, ndo apresentando diferenca
significativa entre a concentracdo de 0,4 % e o tratamento controle (Figura 22).

Figura 22 — Teor de carotenoides (ug g™) de diferentes cultivares de bananeira (Caipira,

Princesa, Thap Maeo e Vitoria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro,
nas concentracdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

350 - ———— Caipira

...... O------ Princesa
——-%——— Thap Maeo
200 —=O—- \fitoria

250

200 -

150

100

Teor de Carotendides (ug g'ﬂ)

50 -

0 T T T 1
0,0 0,1 0.2 0.4

Concentragéo NaCl (%)

Fonte: Do autor (2016)

4.2.5 Razdo CO2/02 e CO2/MS

A interacdo entre as concentracbes de NaCl e as cultivares de bananeira foi
significativa para as razbes CO2/02 e CO/MS. A cultivar Vitdria apresentou um
comportamento diferenciado das demais para a razdo CO2/O2, com aumento expressivo dessa
variavel na concentracdo de 0,4 % de NaCl. Apenas para a cultivar Caipira houve reducdo da

razdo CO2/O, com o incremento das concentragdes de NaCl (Figura 23).
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Foi observado aumento na razdo CO>/MS para todas as cultivares em fungdo do
aumento da concentragdo de NaCl no meio de cultura, especialmente a partir da concentragéo
de 0,2 %, exceto para a ‘Caipira’ que teve essa variavel reduzida com o incremento da
concentracdo de sal. Nas concentracfes de 0,1 % e 0,2 % tem-se maior razdo CO2/MS para a

cultivar Princesa, tornando-se similar & Thap Maeo e Vitoria na concentragdo méaxima de
NaCl (Figura 24).

Figura 23 — Razdo CO2/O. de diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap
Maeo e Vitéria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro, nas
concentracgdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.
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Figura 24 — Razdo CO./MS de diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap
Maeo e Vitéria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro, nas
concentragOes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.
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4.3 Efeito do NaCl na atividade enzimatica, bioldgica e no contelido de DNA

4.3.1 Piruvato descarboxilase

Com base na observacdo do gel gerado por eletroforese, é possivel inferir sobre a
expressao da enzima piruvato descarboxilase em resposta ao estresse salino induzido. Nota-se
qgue o nivel de expressdo da enzima é diferenciado entre as cultivares. Porém, um padrdo
observado em todas as variedades foi o aumento da expressao da piruvato descarboxilase na
maior concentracdo de NaCl, sendo esse aumento mais expressivo na Princesa quando

comparado as demais cultivares (Figura 25).
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Figura 25 — Expressdo da enzima piruvato descarboxilase de diferentes cultivares de
bananeira (Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitoria) em funcdo do estresse
salino induzido in vitro, nas concentracdes de 0(1); 0,1(2); 0,2(3) e 0,4(4) %
p/v de NaCl.

Caipira Princesa Thap Maco Vitoria

Fonte: Do autor (2016)

4.3.2 Atividade biolégica por Biospeckle Laser

4.3.2.1 Atividade bioldgica na raiz

A atividade biolégica medida na raiz foi influenciada pela interacdo entre as cultivares
de bananeira e as concentragdes de NaCl utilizadas. As cultivares apresentaram um
comportamento semelhante, com exce¢do da Vitoria na maior concentracdo de sal. Houve
reducdo na atividade biologica a medida em que a concentracdo de NaCl foi aumentada no
meio. Enquanto que na ‘Vitoria® essa atividade aumentou expressivamente na maior
concentragdo de sal. A reducdo mais expressiva foi na ‘Princesa’, na concentracao de 0,2 %
de NaCl, com reduc¢do de 78 % da atividade. Ja para a cultivar ‘Vitoria’ a reducdo foi de 27 %
na mesma concentracdo (Figura 26). E possivel visualizar pela dindmica de dispersdo dos

pontos mostrada na Figura 27, a variacdo na atividade bioldgica entre os tratamentos.
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Figura 26 — indice AVD de atividade bioldgica na raiz de diferentes cultivares de bananeira
(Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitdria) em funcdo do estresse salino induzido
in vitro, nas concentracgdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

Atividade Bioldgica na Raiz

18 - I 0 % NaCl

0,1 % NaCl
_| M 0,2 % NaCl
0,4 % NaCl

Caipira Princesa Thap Maeo Vitoria

Fonte: Do autor (2016)

Figura 27 — Matriz de Coocorréncia (MOC) da atividade biolégica na raiz de diferentes
cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitéria) em funcéo do
estresse salino induzido in vitro, nas concentragdes de 0 (a); 0,1 (b); 0,2 (c) e 0,4
(d) % p/v de NaCl.

Thap Maeo Princesa Caipira

Vitoria

(a)

Fonte: Do autor (2016)
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Baseado na Tabela 1, em que mostra as variaveis que apresentaram correlacdo de
Pearson forte (> |0,7|) com a atividade bioldgica na raiz, nota-se que a cultivar Princesa foi a
que apresentou um maior numero de correlacGes forte, seguida da Thap Maeo, Caipira e por
ultimo a Vitoria, com correlacdo forte somente para trés variaveis. As variaveis CR, CF, TRA,
CAROT e CO2/MS apresentaram alta correlagdo para trés das cultivares avaliadas.

Tabela 1 — Correlagdo de Pearson entre a atividade bioldgica na raiz e as variaveis NR, CR,
DR, AP, NF, CF, MF, MS, TRA, EE, CLFA, CLFB, CLFA/B, CLFT, CAROT,

C02/02, CO2/MS, BPR, BPC, BPF (p-valor < 0,05), nas cultivares de bananeira
avaliadas.

Atividade Biol6gica na Raiz (Correlagédo

210,7])

Caipira Princesa Thap Maeo Vitoria
CR CR CR CF*
AP AP CF CO,/02
CF NF MF CO./MS

TRA CF MS
EE* MF TRA
CLFA TRA EE*

CAROT CLFA CAROT
CO,/0; CLFB CO,/02*
CLFA/B CO/MS*
CLFT
CAROT
CO,/MS*
*Correlagdo negativa

Fonte: Do autor (2016)

4.3.2.2 Atividade biol6gica no caule

Assim como observado na atividade bioldgica da raiz, a interacdo entre as cultivares e
a concentracdo de NaCl foi significativa na atividade biolégica do caule. Entretanto, o
comportamento da atividade foi diferenciado entre as variedades. Sendo descendente com o
aumento da concentracdo de NaCl para a ‘Princesa’. ‘Thap Maeo’ e ‘Vitoria’ apresentaram
um grande aumento na atividade biologica na maior concentracdo de NacCl, atingindo valores
41 % e 37 % superiores ao controle, respectivamente (Figura 28). Ja a ‘Caipira’ teve maior
atividade biolégica na concentracdo de 0,1 %, sendo 33 % superior ao controle. E possivel

observar essa diferenca na atividade pela MOC na Figura 29.
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Figura 28 — Indice AVD de atividade bioldgica no caule de diferentes cultivares de bananeira
(Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitdria) em funcdo do estresse salino induzido in
vitro, nas concentracdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

25 7 0 % NaCl

0,1 % NaCl
I 0,2 % NaCl

0,4 % NaCl
20

Atividade Bioldgica no Caule

Caipira Princesa Thap Maeo Vitéria

Fonte: Do autor (2016)

Figura 29 — Matriz de Coocorréncia (MOC) da atividade biolégica no caule de diferentes
cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitdria) em funcdo do
estresse salino induzido in vitro, nas concentragdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de
NaCl.

@

Thap Maeo Princesa Caipira

Vitéria

Fonte: Do autor (2016)
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Na Tabela 2 abaixo podem ser visualizadas as variaveis em que a correlacdo de
Pearson foi forte entre a atividade biolégica no caule e as caracteristicas avaliadas. As
cultivares Caipira e Princesa ndo apresentaram correlacdo forte com nenhuma das variaveis
analisadas nesse experimento. ‘Thap Maeo’ ¢ ‘Vitdria’ tiveram trés ¢ duas, respectivamente,
sendo a variavel CO2/O, comum para ambas cultivares.

Tabela 2 — Correlacdo de Pearson entre a atividade biologica no caule e as varidveis NR, CR,
DR, AP, NF, CF, MF, MS, TRA, EE, CLFA, CLFB, CLFA/B, CLFT, CAROT,

C02/02, CO2/MS, BPR, BPC, BPF (p-valor < 0,05), nas cultivares de bananeira
avaliadas.

Atividade Biolégica no Caule (Correlacio >|0.7))
Caipira Princesa  Thap Maeo Vitéria

AP* CO,/0,
CF* CO./MS
C0O,/0,

*Correlagao negativa

Fonte: Do autor (2016)

4.3.2.3 Atividade biol6gica na folha

Houve interacéo significativa entre as cultivares e a concentracao de sal adicionado ao
meio de cultura para a atividade bioldgica na folha. De modo geral, a atividade biol6gica nas
folhas teve aumento significativo na maior concentracdo de NaCl, sendo esse aumento
observado na concentracdo de 0,2 % na cultivar Princesa. Nas cultivares Thap Maeo e Vitoria
também foi observado um incremento na atividade biolégica na concentracdo de 0,1 % de
NaCl em relacdo ao tratamento controle (Figura 30). Essa variacdo pode ser observada

visualmente pela dispersdo dos pontos na MOC abaixo (Figura 31).
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Figura 30 — Indice AVD de atividade bioldgica na folha de diferentes cultivares de bananeira
(Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitdria) em funcao do estresse salino induzido in
vitro, nas concentragdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

Atividade Biolégica na Folha

7 M 0 % NaCl

0,1 % NaCl

7| I 0.2 % NaCl

0,4 % NaCl

Caipira Princesa Thap Maeo Vitoria

Fonte: Do autor (2016)

Figura 31 — Matriz de Coocorréncia (MOC) da atividade biolégica na folha de diferentes
cultivares de bananeira (Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitdria) em funcdo do
estresse salino induzido in vitro, nas concentragdes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de

NaCl.

Thap Maeo Princesa Caipira

Vitéoria

Fonte: Do autor (2016)
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A cultivar Princesa ndo apresentou nenhuma varidvel em correlacdo forte com a
atividade bioldgica na folha. A ‘Caipira’ teve trés variaveis e as cultivares Thap Maeo e
Vitoria duas variaveis em alta correlagdo com a atividade biologica na folha. A AP e a razédo
CO2/02 apresentaram alta correlagdo com duas cultivares, sendo a primeira negativa e
segunda positiva (Tabela 3).

Tabela 3 — Correlagdo de Pearson entre a atividade biolégica na folha e as varidveis NR, CR,
DR, AP, NF, CF, MF, MS, TRA, EE, CLFA, CLFB, CLFA/B, CLFT, CAROT,

C02/02, CO2/MS, BPR, BPC, BPF (p-valor < 0,05), nas cultivares de bananeira
avaliadas.

Atividade Bioldgica na Folha (Correlacao >|0.7|)
Caipira Princesa  Thap Maeo Vitéria

AP* AP* C02/02
CF* C02/02 CO2/MS
CLFA*

*Correlagédo negativa

Fonte: Do autor (2016)

4.3.3 Contetido de DNA

Houve interacdo significativa entre as concentraces de NaCl e as cultivares de
bananeira no conteddo de DNA. As cultivares Caipira e Thap Maeo ndo apresentaram
diferenca no contetdo de DNA com o incremento de NaCl no meio de cultura. Para as
cultivares Princesa e Vitoria é possivel observar que o conteddo de DNA diminuiu na
presenca de sal. Sendo essa reducdo de 8,3 e 13,9 %, respectivamente, em relacdo a

testemunha na concentracdo de 0,2 % de (Figuras 32 e 33).
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Figura 32 — Contetudo de DNA (pg) de diferentes cultivares de bananeira (Caipira, Princesa,
Thap Maeo e Vitdria) em funcdo do estresse salino induzido in vitro, nas
concentragOes de 0; 0,1; 0,2 e 0,4% p/v de NaCl.

304

2,5 1

2,0

Conteldo de DNA (pg)
=

0,5 1

0.0

I 0 % NaCl

0,1 % NaCl
N 0.2 % NaCl
£ 0,4 % NaCl

N

Caipira Princesa Thap Maeo Vitéria

Fonte: Do autor (2016)

Figura 33 — Representacdo grafica do conteudo de DNA (pg) de diferentes cultivares de
bananeira (Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitoria) em funcao do estresse salino
induzido in vitro, nas concentracdes de a) 0 %; b) 0 %; c) 0,1 %; d) 0 %; e) 0 %

e f) 0,1 % de NaCl p/v de NaCl. Cada linha representa uma cultivar.

Caipira

Thap Maeo Princesa

Vitoria

a)

L

1
ol
l 1

Fonte: Do autor (2016)
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5 DISCUSSAO

5.1 Efeito do NaCl nas caracteristicas fitotécnicas

A adicdo de NaCl ao meio de cultura influenciou no crescimento das plantas, de forma
diferenciada entre as cultivares. A salinidade pode alterar o crescimento e a fisiologia da
planta, principalmente em espécies gliofitas, como é o caso da bananeira. Entretanto, essa
interferéncia pode ser de maior ou menor magnitude dependendo de fatores como a
intensidade, o tempo e a dinamica do contato das plantas com os fatores estressantes
(HASANUZZAMAN; NAHAR; FUJITA, 2013; GUPTA; HUANG, 2014;). Além disso,
Yadav et al. 2011 afirmam que diferentes espécies e cultivares apresentam diferentes niveis

de tolerancia ao estresse salino.

O sistema radicular é o primeiro 6rgdo da planta a ter contato com a salinidade do
meio, o0 que faz com que ele tenha um importante papel nos processos de tolerancia e resposta
ao estresse, levando a alteracGes na morfofisiologia desse 6rgdo e da planta como um todo.
Nesse trabalho, as cultivares apresentaram comportamento diferenciado no que diz respeito ao
namero, comprimento e didametro de raizes. Comportamento que pode estar relacionado aos

niveis e mecanismos de tolerancia que cada cultivar possui.

A cultivar Princesa apresentou redugdo expressiva no nimero e comprimento de raizes
com o aumento da concentracdo de NaCl no meio de cultura, o que permite inferir sobre a
maior suscetibilidade dessa cultivar ao estresse. Ja na ‘Vitoria’ a variagdo no numero de raizes
foi menor e 0 comprimento de raizes aumentou expressivamente com a adicao de sal ao meio,
em baixas concentracGes. Faiyue et al. (2010) sugerem que o desenvolvimento de sistemas
radiculares com relativamente poucas raizes, mas com maior comprimento, pode ser uma das
mais eficientes estratégias de exclusdo e compartimentalizacdo de sédio no cilindro central da
raiz. Houve aumento do numero de raizes na cultivar Thap Maeo, porém o comprimento

reduziu expressivamente.

O crescimento e elongacgdo das raizes sdo primariamente consequéncia da expansao de
células produzidas na zona meristematica, localizada na ponta das raizes. J& a inibigdo do
crescimento radicular pode ocorrer tanto pelo efeito toxico do acumulo de sal na zona de

crescimento das raizes, pela reducdo da disponibilidade de agua utilizada para expansao
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celular, quanto pelo efeito negativo da salinidade na fotossintese e transpiracdo (REWALD et
al., 2013)

O sutil incremento no didmetro da raiz na concentracdo de 0,4 % em relacdo a
concentracdo 0,2 %, pode ser devido ao ajustamento morfoldgico do sistema radicular,
visando dificultar a entrada de ions tdxicos. Pesquisa realizada por Baxter et al. (2009) em
plantas de Arabidopsis thaliana, afirmam que as estrias de Caspary se tornam mais espessas
quando expostas a salinidade, limitando o influxo de fons Na* para as camadas mais internas

daraiz.

A reducdo da altura das plantas em todas as cultivares, nas concentracdes mais
elevadas de NaCl, ocorreu devido a salinidade alterar a absorcdo de agua, nutrientes e a
permeabilidade das membranas, o que acarreta mudangas no metabolismo do vegetal,
comprometendo a expansdo e a divisdo das células e, consequentemente, 0 crescimento
vegetativo (PRISCO; FILHO, 2010). De modo geral, as cultivares que se mostraram mais

tolerantes ao estresse salino, tiveram melhores resultados de crescimento.

Campanelli et al. (2013) observaram reducdo na altura das plantas de alfafa a medida
em que foi aumentada a concentracdo de NaCl no meio de cultura. Resultados semelhantes
foram obtidos por Haq et al. (2011) ao avaliar o efeito da salinidade na micropropagacéo de
bananeira. O aumento na altura das plantas observado para as cultivares Thap Maeo e Vitoria
na concentragdo de 0,1 % de NaCl também foi observado por Teh et al. (2015) ao cultivarem
arroz in vitro nas concentracdes de 50 e 100 mM de NaCl. Sugerindo maior tolerancia dessas

cultivares ao estresse salino para essa variavel.

Reduc¢do no comprimento e no numero de folhas sdo respostas diretamente ligadas ao
estresse salino. Efeito observado na cultivar Princesa, que mostrou-se altamente sensivel ao
estresse para essas variaveis. Por outro lado, as menores variaces no CF e indiferenca ao
aumento da concentracdo de NaCl para o NF na “Vitoria’ destaca sua maior capacidade em
tolerar 0 excesso de sal. Entretanto, mesmo nas cultivares mais tolerantes ao estresse pdde-se

observar reducdo no NF e no CF.

A diminuigéo no crescimento das plantas em resposta ao estresse salino, seja da parte
aérea ou do sistema radicular, sdo influenciados pelas alteracdes no sistema osmético da
planta e pelos disturbios provenientes do excesso de ions absorvidos, especialmente o Na™.

Com base nesse fator osmaético, a reducdo no crescimento da folha em plantas sensiveis pode
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ocorrer pelo comprometimento da eficiéncia de carregamento do xilema com fons Ca?*,
afetando tanto a divisdo quanto a elongagéo celular (LAUCHLI; GRATTAN, 2007).

Em relacdo ao fator i6nico, o acimulo de fons Na* na lamina foliar torna-se toxico,
principalmente para as folhas mais velhas, pois estas perdem a capacidade de diluir a
toxicidade dos ions Na* por ja terem cessado a expansdo dos tecidos. Com a redugdo no
metabolismo dessas folhas mais velhas, a fotossintese é afetada, comprometendo o
suprimento de carboidratos requeridos pelas folhas mais jovens, afetando o surgimento de
novas folhas e o crescimento da planta (CARILLO et al., 2011; MUNNS; TESTER, 2008).

Kaushal et al. (2013) relataram reducdo no nimero de folhas de plantas de limoeiro
cultivas in vitro em resposta ao incremento da concentracdo de NaCl no meio de cultura,
corroborando com a reducdo observada para a cultivar Princesa nesse trabalho. Theerawitaya
et al. (2014) testaram cinco concentracfes de NaCl na palmeira Nypa fruticans e néo
observaram diferenca na area foliar nas trés menores concentraces de NaCl (0,8; 8,9 e 16,6
dS m), ja na concentragdo de 57,2 dS m™ houve reducédo de 33 % nessa variavel. Por outro
lado, Qados (2011) observou aumento no NF e na &rea foliar de feijoeiro submetido a baixa
intensidade de estresse salino.

Parida e Das (2005) ao pesquisarem sobre o efeito da salinidade e a tolerancia de
plantas ao sal, relataram que o estresse salino geralmente promove redugdo na biomassa das
plantas. Esses autores também demonstraram que determinadas espécies podem ter a
biomassa aumentada em concentracfes baixas ou moderadas de sal. Ambos os efeitos foram
observados nesse experimento, sendo a cultivar Princesa a mais sensivel ao aumento da

concentragéo de sal, com maior reducdo na massa fresca e seca das plantas.

A reducdo na biomassa das plantas pode ocorrer em consequéncia da reducdo no
crescimento de outras partes das plantas provocada pela salinidade, como a senescéncia de
folnas mais velhas (INAN, 2004), reducdo na éarea foliar e desbalanco nutricional
(CHINTALA; MCDONALD; BRYAN, 2012). Nesse experimento houve reducdo no
comprimento das folhas em todas as cultivares na maior intensidade de estresse, além do

aparecimento de regides necrosadas nas folhas mais velhas.

Haq et al. (2011) e Kaushal et al. (2013) avaliando o efeito da utilizagcdo de NaCl no
cultivo in vitro de bananeira e limoeiro, respectivamente, observaram reducdo da massa seca e

fresca com o aumento da concentracdo do sal. Por outro lado, Murshed et al. (2015),
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avaliando a tolerancia ao estresse salino de oito gendtipos de batata cultivados in vitro,
observaram comportamento variado entre 0s gendétipos, sendo que alguns deles néo
apresentaram mudanca no acumulo de massa fresca e seca nas menores concentracdes de
NaCl, corroborando com os resultados obtidos nessa pesquisa. Teh et al. (2015) relataram
maior massa fresca e seca em uma das cultivares de arroz ao adicionar 50 mM de NaCl no

meio de cultura.

O calculo do indice de sensibilidade das plantas, relativos a altura de planta e ao
comprimento de folha, foram importantes para esclarecer o efeito da salinidade e o nivel de
tolerancia das plantas ao estresse. O indice ressaltou a maior sensibilidade da cultivar Princesa
ao estresse salino e a maior tolerancia das cultivares Thap Maeo e Vitdria, com maior

destaque para essa ultima.

O destaque para parametros relativos a parte aérea das plantas se deve ao fato de que,
geralmente, essa parte € mais sensivel ao estresse salino quando comparada ao sistema
radicular. Uma vez que, a reducdo na area foliar e no crescimento aéreo das plantas pode
reduzir o uso de &gua pelas plantas, preservando mais dgua na solucdo do solo, evitando o
aumento da salinidade (MUNNS; TESTER, 2008).

5.2 Efeito do NaCl nas caracteristicas fisiologicas

A 4gua ¢ a base vital das plantas, assim como de todo organismo vivo, que atua em
processos fundamentais para o crescimento e desenvolvimento de plantas. Nesse trabalho, foi
comum para todas as cultivares a reducdo no teor relativo de agua da folha nas maiores
concentracdes de NaCl, evidenciando a maior sensibilidade da ‘Princesa’ e maior tolerancia
da “Vitoria’. Essa reducdo pode ter influenciado nas outras respostas observadas, em especial
a reducdo no crescimento e comprimento de folha, uma vez que a agua estd diretamente
relacionada a elongacéo e divisao celular (EHLERS; GOSS, 2016).

O aumento da concentracdo de sal no substrato em que as raizes estdo em contato,
pode levar a diminui¢do do potencial hidrico na folha, consequentemente afetando diversos
processos na planta (ROMERO-ARANDA; SORIA; CUARTERO, 2001), inclusive a
habilidade da planta de absorver agua do substrato e manter o turgor da planta. Entretanto, sob
baixas ou moderadas concentracOes de sal, as plantas tém a capacidade de se ajustar

osmoticamente e manter o influxo de agua num gradiente adequado.
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(HAQ et al., 2011) avaliando parédmetros relativos ao crescimento de determinada
cultivar de bananeira, observaram reducdo no teor relativo de agua com o incremento da
salinidade no meio de cultivo in vitro. Sabir et al. 2012 também relataram diminuic¢éo no teor
relativo de agua em plantas de ginseng cultivadas in vitro expostas a salinidade para todas as
concentragOes testadas. Bijanzadeh et al. (2012) mostraram que ocorre redugdo no teor
relativo de agua em duas cultivares de alfafa sob estresse salino, porém somente em
concentracdes superiores a 75 mM de NaCl. Por outro lado, o cultivo hidropénico de tomate
sob estresse salino ndo influenciou no teor relativo de agua da parte aérea (SHIYAB et al.,
2013).

O extravasamento de eletrolitos esta diretamente relacionado a integridade da
membrana das células. A reducdo dessa integridade pode comprometer o funcionamento da
membrana, levando a sua disfungdo (CHATTOPADHYAY et al., 2011). A tolerancia a
salinidade pode ser associada a capacidade das plantas em manter a integridade da membrana
plasmatica (TALUKDAR, 2011). Com base nisso, podemos inferir sobre a maior tolerancia
da cultivar Vitoria em relacdo as demais cultivares. Essa apresentou variagfes minimas na
taxa de extravasamento de eletrdlitos com o aumento da concentragdo de sal. Em
contrapartida, a integridade da membrana da ‘Princesa’ foi altamente comprometida pela

salinidade, sugerindo alta sensibilidade ao estresse para essa cultivar.

De acordo com Piwowarczyk, et al. (2016) as alteracbes na integridade e
permeabilidade das membranas, em resposta ao estresse salino, podem estar associadas a dois
diferentes processos: a peroxidacdo dos lipidios constituintes de membrana, devido a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em resposta ao estresse; e ao balanco idnico
da célula, uma vez que altas concentracdes de Na* podem levar & substituicio de fons Ca?*
presentes na membrana, causando mudanca em sua permeabilidade levando ao

extravasamento de ions K™.

Campanelli et al. (2013) observaram aumento no extravasamento de eletrolitos no
cultivo in vitro de diferentes clones de alfafa com o aumento da concentracdo de NaCl. Esse
aumento também foi observado em raizes e na parte aérea no cultivo in vitro de Lathyrus
sativus sob estresse salino (PIWOWARCZYK; TOKARZ; KAMINSKA, 2016). A super-
expressao da proteina do amendoim AhSIPR10 em plantas de bananeira (RUSTAGI et al.,

2015) e do gene da aquaporina da bananeira, MaPIP1;1 em plantas de Arabidopsis thaliana
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(XU et al., 2014), tiveram como resultado uma menor taxa de extravasamento de eletrolitos e

consequente aumento da tolerancia a salinidade nas plantas transformadas.

O teor de clorofila nas folhas das plantas esta diretamente relacionado a capacidade do
vegetal em realizar a fotossintese. De acordo com Parida e Jha (2013) o comprometimento da
fotossintese pode ocorrer devido a danificacdo do aparato fotossintético decorrente da redugédo
de pigmentos fotossintéticos nas folhas, 0 que pode ou ndo acarretar em uma diminui¢ao no
crescimento vegetal. De modo geral, estresses abidticos afetam negativamente o aparato
fotossintético das plantas (CHATTOPADHYAY et al., 2011).

As cultivares dessa pesquisa demonstraram um bom nivel de tolerancia ao estresse no
que diz respeito ao teor de clorofila a, b e total. Essas clorofilas ndo foram negativamente
afetadas pelo incremento da concentracdo de NaCl, em especial para as cultivares Vitéria e
Thap Maeo. A “Caipira’ teve esses teores afetados somente na maior concentrag¢do de sal. Por
outro lado, a ‘Princesa’ teve a concentracdo desses pigmentos reduzidas drasticamente. O
acimulo em excesso de ions Na* e CI no cloroplasto podem interferir na sintese de pigmentos
e induzir sua destruicdo. Essa sintese € dependente do balango adequado de ions, que por sua
vez é comprometido pelo desbalanco na homeostase idnica gerado com o estresse salino,
interferindo na atuacdo de ions-chave na formacgdo de pigmentos, como o ferro que deixa de

ser integrado a molécula de protoporfirina na formacéo da clorofila (SABIR, 2012).

O aumento observado na concentracdo desses pigmentos na ‘Vitéria’, ‘Thap Maeo’ e
‘Caipira’, principalmente na concentragdo de 0,1 % de NaCl, pode ser um potencial indicador
bioquimico de tolerancia ao estresse salino. Porém, essa determinacdo de indicador de
tolerancia vai depender da espécie e da cultivar em estudo (ASHRAF; HARRIS, 2013).
Apesar do menor teor de clorofila a observado na ‘Vitéria’ em relagdo a ‘Thap Maeo’, essa
cultivar apresenta maior razéo clorofila a/b com a adi¢éo de sal, o que mostra maior eficiéncia

fotossintética para essa cultivar, igualando-a as de maior contetdo de pigmentos.

Os carotenoides também sdo pigmentos de grande relevancia no vegetal, eles
desempenham um papel importante na fotoprotecdo da fotossintese, absorvendo luz em
comprimentos de onda mais energéticos e transferindo para as clorofilas (TAIZ; ZEIGER,
2010). Além disso, os carotenoides atuam como um sinalizador em plantas sob estresses
abioticos e bidticos, agindo como um forte antioxidante de espécies reativas de oxigénio
(ASHRAF; HARRIS, 2013).
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Em geral, ocorre reducdo no teor de carotenoide nas folhas de plantas sob estresse
salino (PARIDA; DAS, 2005), corroborando com a resposta observada na cultivar mais
sensivel nesse trabalho, a Princesa. Porém, também foi verificado o incremento em baixas
concentracdes de sal na ‘Thap Maeo’ e ‘Vitoria’ € manutencdo no teor desse pigmento na
concentracdo mais alta de NaCl para essa ultima cultivar. Kim et al. (2012) afirmaram que o
aumento na concentracdo de carotenoides em cultura de células transgénicas de batata-doce

elevaram a tolerancia das células a salinidade.

Em acordo com o observado nesse trabalho para a cultivar Princesa, Haq et al. (2011)
e Mohamed et al. (2010) verificaram reducdo nos teores de clorofila a, b e total & medida em
gue aumentou a salinidade no meio de cultura, em plantas de banana e batata,
respectivamente. Esses Ultimos autores também relataram um aumento no teor de
carotenoides quando as plantas foram expostas a baixa concentracdo de sal (30 mM) e em
altas concentracbes houve reducdo desse pigmento. Por outro lado, plantas de Lathyrus
sativus ndo apresentaram nenhum efeito na producdo de clorofila, carotenoides e uma estavel
razdo clorofila a/b com o incremento da salinidade no meio in vitro (PIWOWARCZYK;
TOKARZ; KAMINSKA, 2016). Teh et al. (2015) também observaram aumento na

concentracéo de clorofila em baixas concentragdes de sal no cultivo in vitro de arroz.

Baseado na razdo CO/O> é possivel inferir sobre a taxa respiratoria no interior do
tubo. O aumento da concentracdo de CO2 em detrimento do O pode representar aumento da
atividade respiratoria e possivel restricdo da atividade fotossintética. Com o intuito de
entender se esse aumento esta relacionado a manutencdo da atividade da planta ou a
deterioracdo, é importante também avaliar a razdo CO2/MS, permitindo inferir se o

crescimento em massa do vegetal continua ocorrendo mesmo em taxas respiratorias elevadas.

A salinidade tem efeito na respiragdo de plantas, sendo dependente da intensidade,
genotipo e duracdo do estresse. A interacdo desses fatores, devido sua complexidade, leva a
inexisténcia de um padrdo de resposta das plantas a salinidade para a respiracdo (JACOBY;
TAYLOR; MILLAR, 2011). Esses autores, ao discorrerem sobre o papel da respiracdo
mitocondrial na tolerancia a salinidade, reportaram que a taxa respiratoria aumentou em 37 %
dos estudos pesquisados, reduziu em 34 % e ndo sofreu alteragdes significativas em 29 %

desses trabalhos.
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No presente estudo, apenas a cultivar Vitoria apresentou uma grande variacdo na
respiragcdo, com expressivo aumento na maior concentragdo de NaCl. Para as demais
cultivares as variacdes foram sutis. O aumento da respiracdo sob efeito da salinidade é
definido como respiracdo salina, que resulta do aumento do custo energético associado ao
aumento da acumulagdo e toxicidade de ions (AHMAD; AZOOZ; PRASAD, 2013). Esse
aumento pode ser benéfico ou ndo para a planta. A maior producdo de ATP prové energia
para o crescimento de novos tecidos e para processos de defesa da planta, como o ajustamento
osmotico, exclusdo de sodio e promocdo de tolerancia dos tecidos. Por outro lado, altas taxas
respiratorias podem limitar a capacidade de crescimento, uma vez que o carbono ao invés de
ser alocado para a sintese de novos tecidos, sdo consumidos pela respiracdo (JACOBY;
TAYLOR; MILLAR, 2011).

5.3 Efeito do NaCl na atividade enzimatica, bioldgica e no conteddo de DNA

Disturbios no metabolismo bésico das plantas e a atividade de enzimas sdo afetados
em condicgdes de estresse salino. Com isso, suprimento extra de energia é requerido para
manter 0s processos relacionados aos mecanismos de resisténcia das plantas, como: transporte
de ions, sintese de osmolitos e eliminacdo de EROs. Nesse sentido, a regulacdo de enzimas
como a piruvato descarboxilase pode ser crucial na ativacdo de vias de producdo de energia,
tanto em plantas tolerantes quanto em plantas sensiveis ao estresse (DAMARIS et al., 2016).
A enzima piruvato descarboxilase é a primeira enzima da rota fermentativa que converte o
piruvato advindo da glicdlise em acetaldeido, que por sua vez é metabolizado em etanol pela
alcool desidrogenase, regenerando NAD™ para sustentar a glicolise (FANTE et al., 2010).

Ghosh; Xu (2014), citaram que alteraces na producdo de carboidratos e no
metabolismo energético de plantas sob estresse salino podem ocorrer devido ao aumento da
concentracdo de enzimas envolvidas em processos como a glicolise, ciclo de Krebs, cadeia
transportadora de elétrons e sintese de ATP. Esses autores citam que a enzima piruvato
descarboxilase, dentro do processo da glicélise, foram mais abundantes em raizes de arroz
submetidas ao estresse salino. Além disso, Damaris et al. (2016) ao realizarem estudo de
protedbmica em raizes de cultivares de arroz africano, verificaram a presenca de enzimas
piruvato descarboxilase no grupo de proteinas sensiveis ao estresse salino, o que justifica o
grande aumento da expressdo dessa enzima na cultivar mais sensivel avaliada nesse trabalho,

a Princesa.
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A determinacdo da atividade bioldgica pela técnica do biospeckle laser é uma
ferramenta de grande potencial para utilizacdo em experimentos envolvendo estresse. A
exposicao de plantas a fatores estressantes tem efeito direto no metabolismo do vegetal, tanto
em nivel celular quanto em nivel sistémico. A atividade bioldgica mensurada por essa técnica
pode ter relagdo com uma gama de processos simultaneos, como crescimento e diviséo celular
ou outros processos celulares, representados pelo movimento de organelas, fluxo

citoplasmatico ou reagdes bioquimicas (BRAGA et al., 2009).

E de se esperar que a atividade bioldgica na raiz, caule e folha sejam diferentes, uma
vez que cada um desses O0rgaos exerce distintas fun¢es na planta. Entretanto, a divergéncia
no comportamento da atividade biolégica observado nesse trabalho, para cada 6rgdo da
planta, ainda ndo havia sido reportada e correlacionada matematicamente com caracteristicas
fitotécnicas e fisioldgicas. O que trouxe avancos metodolégicos relacionados a essa técnica,

que serdo relevantes na conducao de novos experimentos.

O perfil de atividade bioldgica mensurado na raiz e ilustrado pela MOC reflete bem o
comportamento das cultivares em resposta ao incremento da salinidade, ressaltando a maior
sensibilidade da Princesa e evidenciando mecanismos de tolerancia ao estresse na Vitoria. A
atividade mensurada na raiz foi a que apresentou forte correlagdo com um maior nimero de
varidveis. Para Krasuska e Gniazdowska (2015) a raiz € o principal 6rgdo da planta,
responsavel pela percepcdo de sinais. Similarmente, Baluska et al. (2010) descreveram o
meristema apical da raiz como uma estrutura sensorial que também pode ser chamada de
“centro de decisdo” da planta, o que justifica a correlacdo da atividade bioldgica observada na

raiz com os diversos parametros avaliados.

A reducdo na atividade bioldgica da raiz com o incremento de NaCl demonstra o
comprometimento do crescimento da planta, que pode estar associado a fatores previamente
mensurados, como danos na membrana e no aparato fotossintético, teor relativo de agua e
parametros de crescimento. Sendo reflexo das alteracbes celulares e moleculares
desencadeadas pelas raizes em resposta ao estresse salino, como exemplos: a alteracdo no
metabolismo energético e carboidratos; mudangas na homeostase ibnica e trafico de
membranas; eliminacdo de EROs; reorganizagcdo do citoesqueleto e redistribuicdo de
componentes da parede celular (GHOSH; XU, 2014).
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O aumento da atividade biolégica na “Vitéria’, na concentracdo de 0,4 % de NaCl, ndo
representa maior crescimento de planta, fato comprovado pela andlise de correlacdo. Esse
aumento esta relacionado aos mecanismos de tolerancia ao estresse desenvolvidos pela planta.
Aparentemente, um dos parametros de maior influéncia no aumento dessa atividade € a
respiracdo, que apresentou uma elevada taxa na maior concentracdo de NaCl (Figura 23).
Rewald et al. (2013) relatam que o aumento na respiracdo de manutencdo, a fim de manter
ativo o transporte de ions e/ou o crescimento em raizes expostas a salinidade, é geralmente
consistente com a ocorréncia de elevadas taxas de respiragdo nas raizes, enquanto a taxa de

crescimento é reduzida.

A atividade bioldgica no caule e na folha ndo apresentaram fortes correlacdes com a
maioria das variaveis avaliadas, sendo o caule ainda menos correlato com as varidveis
analisadas que a folha. Porém, é importante ressaltar a correlacdo da atividade nesses 6rgaos
com variaveis ligadas a respiracdo das plantas, 0 que sugere que essa caracteristica apresenta
uma forte influéncia na planta como um todo. Alves et al. (2013) relacionaram a atividade
biolégica em cenoura com a respiracdo, considerando-a como o principal processo
metabdlico, uma vez que a energia produzida pela respiracdo é utilizada para dar continuidade

em processos de sintese necessarios para a sobrevivéncia do vegetal.

Baseado no comportamento da atividade bioldgica apresentado na raiz e folha, sugere-
se a existéncia de uma complementariedade entre esses 6rgdos. Com a reducdo da atividade
bioldgica na raiz, nas maiores concentracdes de NaCl, houve aumento da atividade bioldgica
na folha. Nesse sentido, devido ao comprometimento da efetividade do sistema radicular pela
salinidade, a folha passou a apresentar maior responsabilidade no suprimento de energia e na
ativacdo de mecanismos de tolerancia, justificando a elevacdo da atividade bioldgica nesse
orgdo na maior concentracdo de sal, principalmente nas cultivares com maiores niveis de

tolerancia, ‘Vitoria’ e ‘Thap Maeo’.

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo formadas em plantas sob estresse salino.
EROs causam danos oxidativos ao acidos nucleicos, incluindo a modificacdo de bases,
rupturas das fitas simples e duplas de DNA e altera a metilacdo da citosina (IMLAY, 2003;
WEITZMAN et al., 1994). Baseado nisso, pode-se justificar a reducéo no contetdo de DNA
observado nas cultivares Caipira e Vitoria, em resposta a adicdo de NaCl ao meio de cultura.

Além disso, esse resultado demonstra uma maior instabilidade genética dessas cultivares.
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Outros autores também observaram reducdo no conteddo de DNA em resposta a
salinidade. Degradacdo do DNA e deformacdo nuclear em células de cevada expostas a
estresse salino severo foi observado em trabalho realizado por Katsuhara e Kawasaki (1996).
Deformacdo nuclear e degradacdo do DNA foi relatado por Liu et al. (2000) em células
meristematicas da raiz de soja, submetidas a 150 mM de NaCl. A redugdo no conteudo de
DNA e RNA também foi observada em plantas de cana-de-aglcar sob estresse salino
(GOMATHI; VASANTHA, 2006).

6 CONCLUSOES

A cultivar Princesa é muito sensivel ao estresse salino induzido in vitro.
A cultivar Vitoria é a mais tolerante ao estresse salino dentre as cultivares avaliadas.

As cultivares Thap Maeo e Caipira apresentam comportamento intermediario entre a

cultivar tolerante e a cultivar sensivel ao estresse salino.

A mensurac¢do da atividade biolégica na raiz apresenta uma melhor correlagdo com as
caracteristicas fitotécnicas e fisiol6gicas em comparagdo com a atividade biol6gica medida na

folha e no caule.

O contetdo de DNA das cultivares Princesa e Vitoria é reduzido em condicGes de

estresse salino.
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CAPITULO 3 — Cultivares de bananeira sob estresse hidrico in vitro: abordagem

fitotécnica, fisiologica e biotecnoldgica.

RESUMO

O estresse hidrico € um dos principais estresses abidticos, que afeta diversas regides
do mundo, reduzindo severamente o crescimento e a produtividade vegetal. A bananeira
apresenta grande importancia econémica em escala mundial, porém variacbes na
disponibilidade de agua afetam expressivamente a produtividade dessa cultura. A selecédo de
gendtipos mais tolerantes a essa condicdo é de grande importancia na otimizacdo do cultivo
dessa planta. Sendo assim, teve-se como objetivo nesse trabalho, identificar cultivares de
bananeira quanto a tolerancia ou suscetibilidade ao estresse hidrico induzido in vitro, baseado
em parametros fitotécnicos, fisioldgicos e em ferramentas biotecnoldgicas. Quatro cultivares
de bananeira (Tropical, Grand Naine, Prata And e Pacovan Ken) foram cultivadas em meio de
cultura MS acrescido de PEG (0; 2,5; 5 e 10 % p/v) para a inducdo do estresse hidrico. Apds
36 dias foram avaliadas as caracteristicas fitotécnicas [nimero de raiz (NR); comprimento de
raiz (CR); diametro de raiz (DR); altura de Planta (AP); numero de folhas (NF); comprimento
de folha (CF); massa fresca (MF) e massa seca (MS)]; fisiologicas [teor relativo de agua
(TRA); extravasamento de eletrélitos (EE); teor de clorofila; razdo CO2/0, e CO2/MS] e
biotecnoldgicas (atividade bioldgica por biospeckle laser; conteido de DNA). A indugdo do
estresse hidrico levou a reducdo no crescimento e influenciou negativamente os pardmetros
fisiol6gicos em todas as cultivares testadas. Em geral, a cultivar Tropical foi a que apresentou
maior limitacdo no crescimento e nos parametros fisiol6gicos. A Grand Naine foi menos
sensivel a adicdo de PEG em relacdo aos pardametros de crescimento, como a altura e
comprimento de folha, em comparacdo as demais cultivares. As respostas fisioldgicas das
cultivares Prata And, Grand Naine e Pacovan Ken nas concentragdes de 2,5 e 5 % de PEG
foram semelhantes para a maioria das variaveis. O crescimento da parte aérea na maior
concentracdo de PEG so foi observado na cultivar Grand Naine. Apenas a cultivar Prata Ana
ndo apresentou reducdo no conteddo de DNA com o aumento da concentracdo de PEG. A
atividade bioldgica medida na raiz se correlacionou com um maior nimero de varidveis do
que na folha. A Tropical é a cultivar mais sensivel ao estresse hidrico e a Grand Naine ¢ a
mais tolerante nessas condicdes de cultivo.

Palavras-chave: Musa sp. Polietileno glicol. Fisiologia do estresse. Cultivo in vitro. Atividade
bioldgica. Biospeckle laser. Contetido de DNA.

1 INTRODUCAO

A agricultura consome em torno de 71 % da agua disponivel no mundo (2030WRG,
2009). Aléem disso, mudancas climaticas, aumento da populagdo mundial e do consumo por

industrias, estdo contribuindo para a reducdo da disponibilidade de agua. No panorama da
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agricultura, o desenvolvimento de pesquisas visando o uso eficiente da agua e o
melhoramento de plantas visando tolerancia ao estresse hidrico pelas plantas sdo de grande

relevancia.

A bananeira (Musa sp.) é uma das frutiferas mais cultivadas e consumidas no mundo,
sendo o Brasil o quarto maior produtor mundial dessa fruta (RAVI et al., 2013). No entanto,
uma das maiores restricbes do crescimento e produtividade dessa cultura é a deficiéncia
hidrica (SURENDAR et al.,, 2013). Nesse contexto, a identificacdo de genotipos mais
tolerantes ao estresse hidrico permite maior eficiéncia no uso da &gua, além de aumentar a
produtividade da cultura e o entendimento dos processos fisioldgicos e bioquimicos

envolvidos nos mecanismos de tolerancia desenvolvidos pelas plantas.

O impacto do estresse hidrico nas plantas vai além da reducdo no crescimento e na
produtividade. O déficit de &gua reduz a integridade da membrana, o contetdo de pigmentos,
altera o ajustamento osmotico e as relagfes hidricas, além da atividade fotossintética e das
trocas gasosas (ANJUM; XIE; WANG, 2011; BENJAMIN; NIELSEN, 2006; PRABA et al.,
2009). Porém, as respostas das plantas é dependente da intensidade, duragdo, espécie, cultivar
e do estadio de crescimento (HASANUZZAMAN et al., 2012).

O estudo de estresses abioticos in vitro é uma alternativa ao complexo ambiente de
campo, onde outros fatores podem agir em conjunto, impossibilitando o entendimento e
isolamento de respostas fisioldgicas e bioquimica inerentes a cada fator estressante. Essa
técnica tem como vantagens o melhor ajuste dos niveis, duracdo e intensidade do estresse,
baixa variabilidade e possibilidade de trabalhar com varias plantas em um pequeno espaco
(CLAEYS et al., 2014; MUNNS; TESTER, 2008).

O estresse hidrico in vitro é estimulado pela adicdo de agentes osmoticos como
manitol, sorbitol ou polietileno glicol (PEG) (VERSLUES et al., 2006). Esses compostos
reduzem o potencial hidrico do meio, dificultando a extracdo de agua pelas plantas, simulando
0 que acontece em solos secos. Segundo Rai et al. (2011), o PEG tem sido o componente mais
utilizado na inducgéo de estresse hidrico in vitro, pois o alto peso molecular dessa substancia

dificulta sua absorgéo e ndo é toxico as plantas.



92

2 OBJETIVOS

Avaliar o comportamento de cultivares de bananeira quanto a tolerncia ou
suscetibilidade ao estresse hidrico induzido in vitro, com base em parametros fitotécnicos,

fisioldgicos e em ferramentas biotecnologicas.

3 MATERIAIS E METODOS

A montagem e conducdo do experimento foi realizada no Laboratério de Cultura de

Tecidos, Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.

3.1 Material Vegetal e condigdes de cultivo:

Explantes cedidos pela Embrapa Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas, BA) foram
multiplicados in vitro no intuito de obter quantidade suficiente de plantas para a montagem do
experimento. Meristemas apicais das cultivares ‘Tropical’, ‘Grand Naine’, ‘Prata And’ e

‘Pacovan Ken’ foram definidos como explantes.

Para a multiplicacdo das plantas utilizou-se 0 meio MS (Murashige e Skoog, 1962)
suplementado com 30 g L de sacarose, 3,75 mg L de benzilaminopurina (BAP), 0,125 mg
L de 4cido indolacético (AlA), 1,8 g L de phytagel e pH 6.

Uma vez obtido o numero de plantas suficientes para a realizacdo do experimento,
explantes de 3 cm das cultivares citadas foram inoculados em meio MS acrescido de 30 g L™
de sacarose, 1,8 g L de phytagel e pH 6. Na indugdo do estresse hidrico, adicionou-se ao
meio de cultura 0; 2,5; 5 e 10 % (p/v) de Polietilenoglicol (PEG).

Ap0s a inoculagdo as plantas foram mantidas em sala de crescimento com intensidade
luminosa de 36 uMol m?2 s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C. Apds 36

dias as plantas foram avaliadas.

O experimento foi divido em trés secOes, relacionadas as diferentes areas de

conhecimento: fitotecnia, fisiologia e biotecnologia.

Observacgdo: as variaveis avaliadas nesse capitulo foram idénticas as do capitulo 1, sendo a

descricdo da metodologia uma cdpia do referido capitulo.
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3.2 Efeito do PEG nas caracteristicas fitotécnicas

3.2.1 Andlises fitotécnicas

Seis plantas de cada tratamento foram avaliadas quanto ao nimero de raizes (NR),
comprimento da maior raiz (CR), didmetro de raiz (DR), mensurado na regido mediana da
maior raiz, altura de planta (AP), nimero de folhas (NF), comprimento de folha (CF), massa

fresca (MF) e massa seca (MS).

3.2.2 Indice de sensibilidade ao estresse hidrico (IS)

Foi calculado o indice de sensibilidade ao estresse hidrico para o comprimento de raiz,
altura de planta, comprimento de folha, massa fresca e massa seca, utilizando a formula

(Equacéo 1) apresentada abaixo, proposta por Hamrouni et al. (2008).

(Ps—Pt)
=—x
Pt

IS 100 (Equacdo 1)

Sendo:
IS = indice de sensibilidade ao estresse hidrico;
Ps = valor de cada parametro nos tratamentos com adicéo de PEG;

Pt = valor dos mesmos parametros no tratamento controle.

3.3 Efeito do PEG nas caracteristicas fisioldgicas

3.3.1 Teor relativo de dgua (TRA)

Dois discos foliares de 1 cm cada foram retirados das duas folhas mais novas
completamente expandidas para avaliacdo do teor relativo de agua (TRA), com o cuidado de
néo retirar discos da regido da nervura central das folhas. Esses discos foram pesados para
quantificacdo da massa fresca (MF), em seguida imersos em agua deionizada por 24 horas.
ApOs esse periodo, pesou-se novamente os discos para determinacdo da massa targida (MT).
Os discos foram submetidos a secagem em estufa com circulacdo forcada de ar, a 70°C,

durante 48 h. Em seguida foram pesados para obtencdo da massa seca (MS). Seis repeticoes
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foram utilizadas para essa avaliagdo. A determinacdo do TRA foi calculada seguindo a
seguinte formula (Equacéo 2) proposta por Barrs e Weatherley (1962).

{(MF—MS5)

TRA(%) = Grrmors)

x100 (Equagéo 2)

Sendo:

TRA = Teor relativo de agua (%)
MF = Massa fresca (g)

MT = Massa tdrgida (g)

MS = Massa seca (g)

3.3.2 Extravasamento de eletrdlitos (EE)

Seis discos foliares foram retirados das folhas mais jovens, completamente expandidas
e acondicionadas em tubo de ensaio contendo 15 mL de &gua deionizada, num total de seis
tubos por tratamento. Os tubos foram dispostos em uma mesa agitadora por 24 horas, a
temperatura ambiente. Apds esse periodo mediu-se a condutividade elétrica livre (CEL) da
solugdo. Em seguida os tubos foram colocados em banho-maria por 1 h a 100°C e a
condutividade elétrica total (CET) da solucdo foi mensurada. A determinacdo da taxa de
extravasamento de eletrélitos foi calculada com base na seguinte férmula proposta por Shi et
al. (2006) (Equacdo 3):

CEL

EE(%) = (5.;) 100 (Equacéo 3)

Sendo:
EE = Extravasamento de Eletrélitos (%)
CEL = Condutividade elétrica livre da solugéo

CET = Condutividade elétrica total da solucéo
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3.3.3 Teor de clorofila a, b, total e razao clorofila a/b

Para essa analise foram utilizados dois discos foliares das duas primeiras folhas mais
novas completamente expandidas de cada tratamento. Os discos foram colocados em tubo de
ensaio, contendo 5 ml de acetona 80% para extracdo dos pigmentos. Os tubos foram envoltos
por papel aluminio para evitar o contato da amostra com a luz, evitando a degradagdo da
clorofila. Apds 24 horas em geladeira a + 4°C, foi mensurado a absortividade das amostras em
espectrofotbmetro nos comprimentos de onda de 470, 645, 652 e 663 nm de acordo com a
metodologia de Scopel, Barbosa e Vieira (2011). Foram feitas duas leituras em cada
comprimento de onda para cada amostra, com um total de seis repeti¢cGes por tratamento. As
equac0es utilizadas no calculo das clorofilas a, b e total, foram as propostas por Li, Tang e Xu

(2013). Além disso, foi calculada a razéo clorofila a/b.
3.3.4 Razéo CO2/O2 e razédo CO2/MS

A atividade respiratoria, indiretamente inferida pela razdo CO2/O; e a razdo CO2/MS
(MS — massa seca), foram calculadas tendo como base as leituras de CO2 e O, aferidas com
uso de um respirdmetro e da massa seca das plantas. A leitura foi realizada em seis tubos de
ensaio por tratamento, pela insercdo de uma agulha através do plastico filme que veda os
tubos. A agulha é acoplada ao aparelho PBI — Dansensor Checkpoint O2/CO- que funciona em
conjunto com um leitor eletroquimico que absorve em torno de 15 ml da atmosfera do tubo e

faz a leitura instantdnea em porcentagem da concentracdo de CO; e O..

3.4 Efeito do PEG na atividade biol6gica e no contetido de DNA

3.4.1 Atividade Bioldgica por biospeckle Laser

A analise da atividade biologica pela técnica do biospeckle laser foi realizada
iluminando-se seis amostras de cada tratamento. As leituras foram feitas na regido da raiz, na
maior e primeira raiz lancada; na folha, na primeira folha completamente expandida. Luz
coerente iluminava a amostra e interagia com o material vegetal, gerando padrdes de
interferéncia que foram capturados por um microscopio digital, posicionado na regido anterior
do tubo, caracterizando uma configuragdo “back-scattering” (Figura 1). A luz coerente foi

proveniente de um laser diodo de cor verde, comprimento de onda de 532 nm e corrente em



96

torno de 66 mA. Uma lente a uma distancia de 0,75m da amostra foi utilizada para ampliar o
feixe de luz, objetivando iluminar uma regido maior da amostra (RIBEIRO et al., 2014b). O

microscopio portatil digital utilizado foi da marca Dinolite, modelo AM 413zt.

Figura 1 — Sistema de determinacdo da atividade biologica pela técnica do Biospeckle laser,
demonstracdo dos componentes.

Fonte: Do autor (2016)

Para cada amostra foram capturadas 128 imagens em escala de cinza, com resolucéo
de 1.280 x 1.024 pixels e intervalo de 0,08 s entre frames. Essas imagens foram processadas
utilizando-se o software MatLab. Os resultados foram expressos de maneira quantitativa pela
diferenca dos valores absolutos (do ingés, Absolute Value of the Differences — AVD) e
graficamente através de Matriz de Coocorréncia (MOC), sendo que quanto mais dispersos 0s
pontos em relacdo a diagonal principal, maior a atividade biol6gica. As equagdes utilizadas
para o célculo da MOC (Equacéo 4) e do AVD (Equacéo 5) foram as seguintes:

MOC = Ny; (Equacéo 4)
AVD =Y {MoCx|i— j|} (Equacéo 5)

Sendo N jj 0os numeros de ocorréncias de um determinado valor de intensidade do
pixel i, que é imediatamente seguido por um valor de intensidade de pixel j sendo i seguido
imediatamente por j. MOC é a matriz de coocorréncia e i e j sdo 0s pixels subsequentes. Além

disso, foi realizada uma anélise de correlacdo de Pearson entre a atividade bioldgica de cada
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parte da planta e todas as variaveis quantificadas nesse trabalho. A correlagdo foi considerada
valida estatisticamente quando o p valor observado foi menor que 0,05 (Tabela de correlacdo

apresentada no Apéndice 2).
3.4.2 Conteudo de DNA

Na determinacdo do conteddo de DNA, triturou-se 20-30 mg de tecido foliar dos
explantes em placa de Petri contendo 1 mL de tampdo Marie gelado, para a liberacdo dos
nacleos. A suspensdo de nucleos foi aspirada com o auxilio de uma pipeta plastica e filtrada
através de uma malha de 50 um. Com o intuito de corar os nucleos foi adicionado 25 uL de
uma solucgdo de 1 mg mL™? de iodeto de propideo em cada amostra. Dez mil ndcleos foram
analisados utilizando-se uma escala logaritmica. A leitura foi realizada no citbmetro
Facscalibur (Becton Dickinson), os histogramas obtidos com o software Cell Quest foram

analisados estatisticamente no software WinMDI 2.8.

O célculo do contetdo de DNA nuclear (pg) foi estimado pela razdo entre as
intensidades de fluorescéncia dos nucleos G1 (nucleos que estdo na fase G1 da Interfase) do
padrdo de referéncia (Glycine max) e dos nucleos G1 da amostra, multiplicando-se esta razao
pela quantidade de DNA do padrédo de referéncia (2,5 pg). Foram realizadas duas leituras por

amostra, de um total de seis amostras por tratamento, sendo cada amostra uma planta.

3.5 Delineamento estatistico

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 4. O
primeiro fator referiu-se as cultivares de bananeira utilizadas (Tropical, Grand Naine, Prata
And e Pacovan Ken), ja o segundo fator foi relativo as concentracdes de PEG adicionadas ao
meio de cultura - 0; 2,5; 5 e 10 % (p/v).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, fixando-se o nivel de significancia
da analise em 5 % de probabilidade. Os graficos foram plotados com base no valor médio de
cada tratamento com adicdo da barra de erros, calculada com base no desvio padrdo de cada
tratamento. Para as anélises em que a mensuracdo da varidvel foi impossibilitada pelo ndo
desenvolvimento da planta em resposta ao tratamento, a analise de variancia foi avaliada

levando-se em consideragéo a perda de caselas, com dados néo balanceados.
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4 RESULTADOS

Visualmente é possivel inferir sobre o severo efeito do estresse no crescimento das
plantas. A reducdo foi expressiva até mesmo na menor concentracdo de PEG, com pequena
variacdo entre as concentracdes de 2,5 e 5 % de PEG. Na maior concentracdo, apenas a
cultivar Grand Naine conseguiu desenvolver a parte aérea e emitir folhas. Nas demais, o
crescimento da parte aérea foi comprometido, com emissdo isolada de folhas, mas que néo se
expandiram no periodo avaliado.

Figura 2 — Visualizacdo do crescimento de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand

Naine, Prata Ana e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico induzido in vitro,
nas concentragdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.

Tropical 0 % Tropical 2,5 % r Tropical 5 % Tropical 10 %
Grand Naine 0 % Grand Naine 2,5 % | Grand Naine 5 % i Grand Naine 10 %
Prata And 0 % Prata And 2,5 % Prata And 10 %
Pacovan Ken 0 % Pacovan Ken 2,5 % Pacovan Ken 5 % } Pacovan Ken 10 %

Fonte: Do autor (2016)

Prata And 5 %
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4.1 Efeito do PEG nas caracteristicas fitotécnicas

4.1.1 NUmero de raizes

O numero de raizes foi influenciado pela interacdo entre as concentracdes de PEG e as
cultivares. Para todas as cultivares, a utilizacdo de PEG no meio de cultura provocou a
diminuicdo do NR em relacdo ao tratamento controle. A utilizagdo de 2,5 % de PEG teve
maior efeito na reducdo do NR em comparacdo a concentracdo de 5 %. Por outro lado, o
tratamento com 10 % de PEG apresentou menor NR em relacéo ao tratamento com 5 % desse
composto. Comparando com o tratamento controle, as redugdes observadas na concentracao
de 10 % de PEG foram da ordem de 47%, 53 %, 59 % e 64 % para as cultivares ‘Prata Ana’,
‘Pacovan Ken’, ‘Tropical’ e ‘Grand Naine’.

Figura 3 — NUmero de raizes de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine,

Prata And e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico induzido in vitro, nas
concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.

. —e—— Tropical
-2 Grand Naine
——-m-—— Prata And

e Pacovan Ken

Numero de Raizes

0,0 25 5.0 10,0
Concentragéo PEG (%)

Fonte: Do autor (2016)

4.1.2 Comprimento de raiz

A interagdo entre as cultivares de bananeira e as concentragdes de PEG foi
significativa para o comprimento de raiz. Houve reducdo no CR para todas as cultivares

devido a adicdo de PEG ao meio de cultura, exceto para o tratamento com 2,5 % de PEG na
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cultivar ‘Prata Ana’. A reducdo foi mais acentuada na cultivar ‘Tropical’, decaindo de 9,13
cm no tratamento controle para 4,27 cm na concentracdo de 10 % de PEG, o equivalente a 53
% menor. A cultivar ‘Grand Naine’ teve comportamento semelhante a anterior, com redugao
de 50 % no CR. J4& para as cultivares ‘Pacovan Ken’ e ‘Prata And’, a diminui¢do no CR foi
menor que as demais, sendo 31 % e 32 %, respectivamente.

Figura 4 — Comprimento de raiz (cm) de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand

Naine, Prata Ana e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico induzido in vitro,
nas concentracgdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.

168 4 ——&—— Tropical
e Grand Naine
——-#—— Prata And
ik —--—=—-  Pacovan Ken

Comprimento de Raiz (cm)

0,0 25 5.0 10,0
Concentragéo PEG (%)

Fonte: Do autor (2016)

4.1.3 Diametro de raiz

As concentragbes de PEG e as cultivares bananeira utilizadas interagiram
significativamente no didmetro da raiz. Houve um comportamento varidvel para essa
caracteristica em relacdo as diferentes cultivares. Para a cultivar ‘Tropical’ o DR aumenta nas
concentragfes de 2,5% e 5% de PEG e diminui no tratamento em que o estresse é mais
intenso. O oposto foi observado para a cultivar ‘Prata And’. Entretanto, ambas as cultivares
tiveram o DR reduzido na presenca de PEG. Para as cultivares ‘Grand Naine’ e ‘Pacovan

Ken’, a variacdo no DR é desprezivel.
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Figura 5 — Diametro de raiz (mm) de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand
Naine, Prata And e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico induzido in vitro,
nas concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.

1,4 ——@—— Tropical
----- - Grand Naine
—— - —— PrataAna
—=>-— - Pacovan Ken

1.2 1

1,0 4

0,8 A

Diametro de Raiz (mm)

0.8 A1

04 T T T 1
0.0 2,5 5,0 10,0

Concentracédo PEG (%)

Fonte: Do autor (2016)

4.1.4 Altura de planta

As concentracbes de PEG e as cultivares de bananeira apresentaram interacao
significativa na altura das plantas. Houve reducdo da AP a medida que se aumentou a
concentracdo de PEG para todas as cultivares. A ‘Grand Naine’ apresentou menor diminuig¢ao
em altura em relacdo as demais, alterando de 14,53 cm na auséncia de PEG para 6,74 cm na
maior concentra¢do desse composto, 0 que corresponde a 54 % de reducdo. Ja nas demais
cultivares as redugdes foram de 65 %, 73 % e 75 % para as cultivares ‘Prata Ana’, ‘Pacovan

Ken’ e ‘Tropical’.
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Figura 6 — Altura de planta (cm) de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine,
Prata And e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico induzido in vitro, nas
concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.

e ——e&—— Tropical
-w------- Grand Naine
16 ——-#-—- Prata Ana

e G Pacovan Ken

Altura de Planta (cm)
>

0,0 25 5,0 10,0
Concentracéo de PEG (%)

Fonte: Do autor (2016)

4.1.5 NUmero de folhas

O namero de folhas foi influenciado pela interacdo entre as concentracfes de PEG e as
cultivares de bananeira. Em geral, o aumento da concentracao de PEG resultou em diminuicédo
no nimero de folhas das plantas. Embora a ‘Grand Naine’ tenha apresentado maior NF na
auséncia de PEG, a reducdo em 36 % dessa variavel para essa cultivar foi notavelmente
menor que nas demais cultivares. Além disso, foi observada uma diferenca minima no NF
entre as maiores concentracdes de PEG, 5 % e 10 %, o que demonstra uma maior tolerancia
dessa cultivar ao estresse hidrico. Para as demais cultivares, o NF chegou a préximo de 0,

com reducao superior a 82 %.
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Figura 7 — Numero de folhas de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine,
Prata And e Pacovan Ken) em fun¢do do estresse hidrico induzido in vitro, nas
concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.

6 - ——&—— Tropical
,,,,,, Lvann Grand Naine
——-m—— Prata Ana

—-—O-—- Pacovan Ken

Numero de Folhas

0,0 2,5 5,0 10,0
Concentracdo PEG (%)

Fonte: Do autor (2016)

4.1.6 Comprimento de folha

Houve interacdo significativa entre a concentracdo de PEG adicionado ao meio de
cultura e as cultivares de bananeira no comprimento de folha. A reducdo foi expressiva no CF
para todas as cultivares com o aumento da concentragdo de PEG. Sendo a cultivar ‘Pacovan
Ken’ a que a apresentou maior diminuigdo no CF, reduzindo 95 % em relagéo ao tratamento
controle. Por outro lado, a redu¢do em 52 % no CF para a ‘Grand Naine’ foi a menor dentre as
cultivares. As cultivares ‘Tropical’ e ‘Prata Ana’ tiveram reducdo de 85 % e 90 % no CF,

respectivamente.
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Figura 8 — Comprimento de folha (cm) de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand
Naine, Prata And e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico induzido in vitro,
nas concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.

10 4 —&—— Tropical
e Grand Naine
——-#—— PrataAnd
8 1 —-—=0-—-  Pacovan Ken

Comprimento de Folha (cm)

0,0 2,5 5,0 10,0
Concentragao PEG (%)

Fonte: Do autor (2016)

4.1.7 Massa fresca

As cultivares de bananeira e as concentraces de PEG interagiram significativamente
na massa fresca das plantas. O aumento na concentracdo de PEG teve como efeito a
diminuicdo expressiva da MF em todas as cultivares. A cultivar ‘Pacovan Ken’ foi a que
apresentou maior reducdao na MF em resposta a utilizacdo de PEG, diminuindo em 84 % a MF
na maior concentragdo de PEG em relagdo ao tratamento controle. Em ordem decrescente, as
cultivares ‘Tropical’, ‘Grand Naine’ e ‘Prata And’, apresentaram reducao de 76 %, 69 % e 65

% na MF, respectivamente.
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Figura 9 — Massa fresca (mg) de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine,
Prata And e Pacovan Ken) em fun¢do do estresse hidrico induzido in vitro, nas
concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.
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Fonte: Do autor (2016)

4.1.8 Massa seca

Houve interacdo significativa entre as cultivares e as concentragdes de PEG na massa
seca das plantas. Assim como observado para a massa fresca, houve reducdo na massa seca
das plantas com o aumento da concentracdo de PEG para todas as cultivares. As cultivares
‘Pacovan Ken’ e ‘Tropical’ apresentaram maior reducdo em massa, equivalentes a 66 % e 51
%, respectivamente, tendo como base a concentracdo de 10 % de PEG em relacdo ao
tratamento controle. Ja para as cultivares ‘Grand Naine’ e ‘Prata And’, a redugao foi de 40 %

e 38 %, respectivamente.
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Figura 10 — Massa seca (mg) de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine,
Prata And e Pacovan Ken) em fungdo do estresse hidrico induzido in vitro, nas
concentragdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.
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Fonte: Do autor (2016)

4.1.9 indice de sensibilidade ao estresse hidrico

Com base no IS para o comprimento de raiz, a cultivar Prata And e a Pacovan Ken
foram as menos sensiveis ao incremento da concentracdo de PEG. Ademais, a concentracdo
de 2,5 % beneficiou o crescimento da raiz. Em relacdo a altura da planta e ao comprimento de
folha, observou-se menor sensibilidade ao estresse hidrico para a cultivar Grand Naine. A
sensibilidade das cultivares Grand Naine e Prata And ao estresse hidrico foi pouco
influenciada pelo incremento da concentracdo de PEG. Maior sensibilidade para essas

variaveis foi observada para a cultivar Pacovan Ken (Figuras 11,12,13,14 e 15).
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Figura 11 — indice de sensibilidade (%) ao estresse hidrico para comprimento de raiz de
diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine, Prata And e Pacovan
Ken) nas concentracdes de 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG, em relacéo ao controle.
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Fonte: Do autor (2016)

Figura 12 — Indice de sensibilidade (%) ao estresse hidrico para a altura de planta de
diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine, Prata And e Pacovan
Ken) nas concentragdes de 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG, em relagéo ao controle.
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Fonte: Do autor (2016)
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Figura 13 — Indice de sensibilidade (%) ao estresse hidrico para o comprimento de folha de
diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine, Prata And e Pacovan
Ken) nas concentracdes de 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG, em relacdo ao controle.
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Fonte: Do autor (2016)

Figura 14 — indice de sensibilidade (%) ao estresse hidrico para a massa fresca de diferentes
cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine, Prata And e Pacovan Ken) nas
concentracdes de 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG, em relacéo ao controle.
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Fonte: Do autor (2016)
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Figura 15 — Indice de sensibilidade (%) ao estresse hidrico para a massa seca de diferentes
cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine, Prata Anéd e Pacovan Ken) nas
concentragdes de 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG, em relagéo ao controle.
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Fonte: Do autor (2016)

4.2 Efeito do PEG nas caracteristicas fisioldgicas

4.2.1 Teor relativo de agua

O teor relativo de agua teve efeito sobre a interacdo entre os fatores cultivar e
concentracdo de PEG. O aumento da concentracdo de PEG no meio de cultura resultou em
diminui¢do do teor relativo de dgua para todas as cultivares. A cultivar ‘Tropical’ foi a mais
sensivel ao incremento da concentracdo de PEG para o TRA, com reducdo de 27 % na
concentracdo de 5 % de PEG em relacdo ao tratamento controle. Reducédo de 13 %, 12 % e 7
% foram observadas nas cultivares ‘Grand Naine’, ‘Pacovan Ken’ e ‘Prata And’,
respectivamente, para os mesmos tratamentos. Apenas para a cultivar ‘Grand Naine’ foi
possivel avaliar o0 TRA na concentra¢do de 10 % de PEG, uma vez que as demais cultivares

devido ao estresse gerado ndo produziram folhas o suficiente para a realizacdo da analise.
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Figura 16 — Teor relativo de agua (%) de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand
Naine, Prata And e Pacovan Ken) em fungdo do estresse hidrico induzido in
vitro, nas concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.
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Fonte: Do autor (2016)

4.2.2 Extravasamento de eletrélitos

A interagdo entre as cultivares de bananeira e as concentracbes de PEG foram
significativas na taxa de extravasamento de eletrolitos. A taxa de extravasamento de
eletrélitos aumentou em todas as cultivares com a adi¢do de PEG. Entretanto, as cultivares
‘Grand Naine’ ¢ ‘Pacovan Ken’ foram pouco sensiveis ao aumento da concentragdo de PEG
no meio de cultura para essa variavel. Ja a cultivar ‘Tropical’ apresentou sensibilidade
elevada ao PEG, com taxas de EE 104 % maior na concentracdo de 5 % de PEG em relacdo
ao tratamento controle. Apenas para a cultivar ‘Grand Naine’ foi possivel avaliar o EE na
concentragdo de 10 % de PEG, devido ao efeito do tratamento nas demais cultivares,

resultando na auséncia de folhas suficientes para analise.



Figura 17 - Condutividade
elétrica  livre  (US/cm?)  de
diferentes cultivares de bananeira
(Tropical, Grand Naine, Prata Ana
e Pacovan Ken) em funcdo do
estresse hidrico induzido in vitro,
nas concentracdes de 0; 2,5; 5 e
10 % p/v de PEG.
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Figura 18 — Condutividade elétrica
total (uS/cm?) de diferentes
cultivares de bananeira (Tropical,
Grand Naine, Prata And e Pacovan
Ken) em funcéo do estresse hidrico
induzido in vitro, nas
concentragdes de 0; 2,5; 5 e 10 %
p/v de PEG.
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Figura 19 — Extravasamento de eletrolitos (%) de diferentes cultivares de bananeira (Tropical,
Grand Naine, Prata And e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico induzido
in vitro, nas concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.
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Fonte: Do autor (2016)
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4.2.3 Teor de clorofila a, b, a/b e total

Os teores de clorofila a, b, total e a razéo clorofila a/b foram influenciados pela
interacdo entre a concentracdo de PEG e as cultivares de bananeira. As cultivares
apresentaram teores diferenciados no tratamento controle, sendo crescente na seguinte ordem:
‘Tropical’, ‘Pacovan Ken’, ‘Grand Naine’ e¢ ‘Prata Anad’. Houve redugdo nos teores de
clorofila a (Figura 20), b (Figura 21) e total (Figura 23) em resposta a0 aumento da
concentracdo de PEG no meio de cultura para todas as cultivares. Apenas a cultivar ‘Grand
Naine’ foi capaz de produzir quantidade de folhas suficientes para realizar essas analises na
concentracdo de 10 % de PEG, o que demonstra a maior tolerancia dessa planta ao estresse

induzido.

As cultivares ‘Prata And’ e ‘Grand Naine’ apresentaram comportamento semelhante
em relagdo aos teores de clorofila a e total. Reduzindo 70 % o teor de clorofilaae 72 % o
teor de clorofila total, na concentracgéo de 5 % de PEG em relagéo ao controle. Para a clorofila
b, a redugdo foi de 64 % ¢ 69 %, respectivamente. A cultivar ‘Tropical’ apresentou maior
reducdo nos teores de clorofila a e total em relacdo as demais, valores equivalentes a 85 % e
77 %, respectivamente. J& a diminui¢do na clorofila b foi de 52 %. A cultivar ‘Pacovan Ken’
apresentou menores diminuices no conteddo das clorofilas a, b e total, reduzindo

respectivamente, 53 %, 26 % e 47 %.

Em relacdo a razdo clorofila a/b, a cultivar ‘Grand Naine’ sobressaiu em relagdo as
demais, na presenca de PEG. O que sugere que essa cultivar apresentava maior proporcao de
clorofila a em seus tecidos do que de clorofila b, quando comparada as demais. Em ordem

decrescente para essa variavel tivemos as cultivares ‘Prata Ana’, ‘Pacovan Ken’ e ‘Tropical’.
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Figura 20 — Teor de Clorofila a (mg g*) de diferentes cultivares de bananeira (Tropical,
Grand Naine, Prata And e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico induzido
in vitro, nas concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.
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Fonte: Do autor (2016)

Figura 21 — Teor de Clorofila b (mg g-1) de diferentes cultivares de bananeira (Tropical,
Grand Naine, Prata And e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico induzido
in vitro, nas concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.

Teor de Clorofila b (mg g'ﬂ)

06

0,5

04

0.3 A

0.2 4

0.1 A

0,0

—&—— Tropical

ERRLE v R Grand Naine
——-m-—— Prata An8
——G-—- Pacovan Ken

0,0 25 50 10,0
Concentragéo PEG (%)
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Figura 22 — Razdo clorofila a/b de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine,
Prata And e Pacovan Ken) em fungdo do estresse hidrico induzido in vitro, nas
concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.
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Fonte: Do autor (2016)

Figura 23 — Teor de Clorofila total (mg g-1) de diferentes cultivares de bananeira (Tropical,
Grand Naine, Prata And e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico induzido
in vitro, nas concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.
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4.2.4 Razdo CO2/02 e CO2/MS

Houve interacdo significativa entre as concentraces de PEG e as cultivares de
bananeira para a razdo CO,/O2 e CO./MS. A razdo CO2/O é maior para todas as cultivares na
auséncia de PEG (Figura 24). Essa razdo diminui com a adicdo desse composto, sendo
crescente com o0 aumento da concentragéo e ultrapassando o valor obtido na auséncia de PEG
para as cultivares ‘Prata And’ e ‘Pacovan Ken’, com maior expressividade para aquela
cultivar. As cultivares ‘Tropical’ e ‘Grand Naine’ apresentaram maior razdo CO2/MS na
auséncia de PEG em relacdo as demais cultivares (Figura x.b). A razdo CO2/MS tendeu ao
aumento na concentracdo de 10 % de PEG para todas as cultivares, sendo mais expressiva na
‘Prata Ana’.

Figura 24 — Razéo CO>/O; de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine, Prata

And e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico induzido in vitro, nas
concentragdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.
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Fonte: Do autor (2016)
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Figura 25 — Razdo CO2/MS de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine,
Prata And e Pacovan Ken) em fungdo do estresse hidrico induzido in vitro, nas
concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.

801 —e—— Tropical

- Grand Naine
70 4 ——-®—— PrataAnd
— O — Pacovan Ken

60 +

50 4

40

30 +

Razéo CO,/MS

0,0 2,5 50 10,0

Concentragdo PEG (%)

Fonte: Do autor (2016)

4.3 Efeito do PEG na atividade biol6gica e no contetido de DNA

4.3.1 Atividade bioldgica por Biospeckle laser

4.3.1.1 Atividade bioldgica na raiz

A interagdo entre as cultivares de bananeira e as concentracbes de PEG foram
significativas para a atividade bioldgica na raiz. Houve reducéo da atividade bioldgica na raiz
para todas as cultivares nas concentracOes de 2,5 e 5 % de PEG. Entretanto, essa atividade
aumentou na concentracdo maxima de PEG para as cultivares Prata And e Pacovan Ken. A
MOC permite identificar essa diferenca na atividade biologica entre as cultivares. Sendo que

quanto maior a dispersdo dos pontos, maior a atividade biologica.
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Figura 26 — Iindice AVD de atividade bioldgica na raiz de diferentes cultivares de bananeira
(Tropical, Grand Naine, Prata And e Pacovan Ken) em fungdo do estresse
hidrico induzido in vitro, nas concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.
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Fonte: Do autor (2016)

Figura 27 — Matriz de Coocorréncia (MOC) da atividade bioldgica na raiz de diferentes
cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine, Prata And e Pacovan Ken) em
funcdo do estresse hidrico induzido in vitro, nas concentracdes de 0 (coluna a);
2,5 (coluna b); 5 (coluna c) e 10 (coluna d) % p/v de PEG.
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Fonte: Do autor (2016)
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Baseado na Tabela 1, em que mostra as variaveis que apresentaram correlacdo de
Pearson forte (> |0,7|) com a atividade bioldgica na raiz, menor nimero de correlagdes foram
observadas para a cultivar Pacovan Ken, enquanto que as cultivares Tropical e Grand Naine
apresentaram maior nimero de variaveis fortemente correlacionadas com a atividade
bioldgica na raiz.

Tabela 1 - Correlagdo de Pearson entre a atividade bioldgica na raiz e as varidveis NR, CR,

DR, AP, NF, CF, MF, MS, TRA, EE, CLFA, CLFB, CLFA/B, CLFT, C02/02,
CO2/MS, BPR, BPC, BPF (p-valor < 0,05), nas cultivares de bananeira avaliadas.

Atividade Bioldgica na Raiz (Correlacéo

20,7
Tropical Gra}nd Prat~a Pacovan
Naine Ana Ken
TRA NR TRA TRA
NF CR EE*
CF AP DR
AP MF CLFA
CLFA MS CLFT

CLFT CLFA

CLFA/B CLFB

DNA CLFT
*Correlagdo negativa

Fonte: Do autor (2016)

4.3.1.2 Atividade bioldgica na folha

A atividade bioldgica da folha foi significativamente influenciada pela interacdo entre
as cultivares e as concentragdes de PEG. Com excecdo da cultivar Tropical, houve uma
reducdo da atividade bioldgica para as cultivares na concentracdo de 2,5 % de PEG. Essa
atividade aumentou a partir da concentracdo de 5 %, atingindo altos valores na maior
concentragdo, com valor méaximo observado para a Grand Naine. Com base na MOC ilustrada

abaixo, e possivel visualizar a diferenca dessa atividade observando a dispersdo dos pontos.
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Figura 28 — Indice AVD de atividade bioldgica na folha de diferentes cultivares de bananeira
(Tropical, Grand Naine, Prata Ana e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico
induzido in vitro, nas concentracdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.
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Fonte: Do autor (2016)

Figura 29 — Matriz de Coocorréncia (MOC) da atividade biolégica na folha de diferentes
cultivares de bananeira (Tropical, Grand Naine, Prata And e Pacovan Ken) em
funcdo do estresse hidrico induzido in vitro, nas concentrac@es de 0 (coluna a);
2,5 (coluna b); 5 (coluna c) e 10 (coluna d) % p/v de PEG.
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Fonte: Do autor (2016)
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Na Tabela 2 abaixo podem ser visualizadas as variaveis em que a correlacdo de
Pearson foi forte entre a atividade bioldgica na folha e as caracteristicas avaliadas. Poucas
correlacdes de forte intensidade foram obtidas. Apenas a cultivar Prata Anad apresentou maior
numero de variaveis correlacionadas. A atividade bioldgica na folha das cultivares Tropical e
Pacovan Ken ndo se correlacionaram com nenhuma das variaveis avaliadas.

Tabela 2 — Correlagdo de Pearson entre a atividade bioldgica na folha e as varidveis NR, CR,

DR, AP, NF, CF, MF, MS, TRA, EE, CLFA, CLFB, CLFA/B, CLFT, C02/02,
CO2/MS, BPR, BPC, BPF (p-valor < 0,05), nas cultivares de bananeira avaliadas.

Atividade Biologica na Folha (Correlagéo
210,7))
Grand Prata Pacovan
Naine And Ken
CO2/MS CF
AP
DR
MF
MS
CLFA
CLFB
CLFT

Tropical

Fonte: Do autor (2016)

4.3.2 Contetido de DNA

Houve interacdo significativa para o conteido de DNA entre as concentra¢des de PEG
e as cultivares de bananeira. Apenas a cultivar Prata And ndo apresentou reducédo no conteido
de DNA com o incremento da concentracdo de PEG no meio de cultura. A reducdo mais
expressiva foi observada para a cultivar Pacovan Ken entre o tratamento controle e a
concentracdo de 2,5 % de PEG. Na Tropical o decréscimo do conteido de DNA foi
inversamente proporcional ao incremento da concentracdo de PEG. J& para a Grand Naine,

ndo houve diferenca no conteldo de DNA entre as concentracdes de 2,5 e 5 % de PEG.



Figura 30 — Contetdo de
Naine, Prata
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DNA (pg) de diferentes cultivares de bananeira (Tropical, Grand
And e Pacovan Ken) em funcdo do estresse hidrico induzido in

vitro, nas concentragdes de 0; 2,5; 5 e 10 % p/v de PEG.
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Fonte: Do autor (2016)

Figura 31 — Representacdo grafica do conteudo de DNA (pg) de diferentes cultivares de
bananeira (Tropical, Grand Naine, Prata And e Pacovan Ken) em funcdo do
estresse hidrico induzido in vitro, nas concentracdes de 0 (coluna a); 2,5 (coluna

b); 5 (coluna
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Fonte: Do autor (2016)
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5 DISCUSSAO

5.1 Efeito do PEG nas caracteristicas fitotécnicas

A reducdo da disponibilidade de agua para as plantas € um dos principais fatores
limitantes de produtividade. A ocorréncia desse estresse em plantas esta a cada dia maior,
devido as mudancas climaticas e consequente irregularidade e escassez de agua em diversas
regides do mundo. Esse estresse afeta diretamente o crescimento de plantas, bem como sua
morfologia e fisiologia. Entretanto, as respostas das plantas ao estresse sdo altamente
dependentes da intensidade e duracdo do estresse, bem como da espécie, cultivar e estagio de
desenvolvimento da planta (JALEEL et al., 2009).

A avaliacdo da tolerancia de plantas a estresse hidrico em ensaios in vitro utilizando
PEG, tem sido reportada com sucesso na literatura, com boa reprodutibilidade dos resultados
obtidos in vitro no campo (GOPAL; IWAMA; JITSUYAMA, 2008; VERMA et al., 2013).
Nesse experimento, as cultivares de bananeira estudadas apresentaram diferentes respostas ao
incremento da concentracdo de PEG no meio de cultura, apresentando diferentes niveis de
tolerancia ao estresse hidrico. Porém, a reducdo no crescimento das plantas foi comum para

todas as cultivares, independente da concentragdo de PEG utilizada.

O sistema radicular apresenta grande importancia na avaliacdo da tolerancia de plantas
ao estresse hidrico, pois € o principal 6rgao responsavel pela absor¢do de agua nas plantas.
Além disso, a raiz é o primeiro sinalizador da limitacdo de agua para a parte aérea
(SKIRYCZ; INZE, 2010). O nGmero e comprimento de raizes foram afetados pela adicdo de
PEG ao meio de cultura. A reducdo foi mais expressiva entre o controle e a concentracdo de
2,5 % de PEG, com pequenas variagdes nas concentracdes superiores, sendo 0S menores
valores observados para a ‘Tropical’. Também foi notavel o incremento no comprimento da
raiz na ‘Prata Ana’ nessa mesma concentracdo, além de consideravel reducdo no diametro da

raiz dessa cultivar.

Feng et al. (2016) explicam que o crescimento de um 6rgdo, em nivel celular, é
dependente da extensibilidade da parede celular, da diferenca de potencial osmotico entre o
interior e o exterior da célula e da condutancia para a passagem de agua proveniente do
ambiente. Em situaces de estresse hidrico, esses fatores sdo comprometidos, limitando o

crescimento. Por outro lado, esses mesmos autores citam que em situacdes de estresse hidrico
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moderado, as raizes podem ativar mudangas nos mecanismos regulatorios de crescimento e
permitir a expansao das células, mesmo com a reducdo da disponibilidade de &gua. Além
disso, a reducdo no diametro das raizes permite que esse tecido adquira um menor potencial

osmotico, devido a menor deposicdo de soluto.

Cui et al. (2016) observaram redugdo no nimero de raizes de videiras cultivadas in
vitro com o incremento das concentraces de PEG. Para o comprimento de raiz, a reducédo so
foi observada na maior concentracdo de PEG (4 %). Gopal e Iwama (2007) relataram
comportamento diferenciado para o comprimento e didmetro de raiz com 0 aumento da
concentracdo de PEG no meio de cultura em gendtipos de batata sob estresse hidrico in vitro.

Porém, a reducdo no comprimento foi comum para todos 0s genotipos em relacdo ao controle.

Sob efeito da adicdo de PEG ao meio de cultura, as cultivares avaliadas nesse trabalho
apresentaram reducdo consideravel no crescimento em altura, no comprimento de folhas e no
acumulo de massa fresca e seca. Sendo a cultivar Tropical a mais sensivel para a maioria
dessas variaveis, na menor concentracdo de PEG. Ja a Grand Naine apresentou menor
sensibilidade e variagcdo entre as concentragdes de PEG utilizadas para a maioria dessas

variaveis.

Plantas sob estresse tendem a criar mecanismos de regulacéo balanceando crescimento
e sobrevivéncia. Entretanto, o crescimento da parte aérea, especialmente folhas, é mais
sensivel que o crescimento de raizes sob a mesma intensidade de reducdo do potencial hidrico
(BLUM, 2011). Isso se deve a necessidade de reducédo da perda de agua por transpiracdo pelas
folhas. Ademais, o transporte de dgua para a parte aérea torna-se limitado em condicdes de
déficit hidrico, comprometendo a divisao, turgor e expansao celular, reduzindo o aporte de
nutrientes e afetando processos fisioldgicos e bioquimicos (CLAEYS; INZE, 2013; FENG et
al., 2016; HASANUZZAMAN et al., 2012).

Corroborando com resultados obtidos nesse trabalho, Haq et al. (2011) e Haq (2015)
verificaram reducdo do crescimento e da massa fresca e seca de bananeira cultivar Basrai,
cultivada in vitro na presenca de 5 % de PEG no meio de cultura. Sob condi¢Ges de campo,
Oliveira; Filho; Coelho (2013) observaram menor altura de plantas, numero de folhas e area
foliar em bananeira Grand Naine sob limitada lamina de irrigacdo. Divergindo do observado
nessa pesquisa, a variagdo da lamina de irrigagcdo no campo néo influenciou nas caracteristicas

vegetativas das cultivares Grand Naine e Prata Comum (SILVA et al., 2004).
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Foi possivel observar que as varidveis relacionadas ao crescimento, como a altura de
planta e comprimento de folha, foram mais sensiveis as varia¢des na concentracéo de PEG do
que o acimulo de massa seca e fresca. Cultivares como a Prata And e Tropical, que tiveram
decréscimo expressivo na altura, nimero e comprimento de folhas, ndo apresentaram reducao
proporcional na massa seca e fresca. O crescimento de plantas & mais sensivel & limitacdo de
agua do que a fotossintese. Como consequéncia, carboidratos frequentemente sdo acumulados
em plantas sob estresse, mostrando que a reducdo no crescimento ndo € consequéncia do
déficit de carbono. Pelo contrario, o crescimento tende a ser desacoplado da disponibilidade
de carbono sob condigdes limitantes de agua (CLAEYS; INZE, 2013; MULLER et al., 2011).

As respostas observadas em relacdo as caracteristicas fitotécnicas foram variaveis
entre as cultivares, o que dificulta a indicacdo de uma cultivar mais tolerante ao estresse
hidrico. O indice de sensibilidade ao estresse permitiu distinguir melhor a suscetibilidade de
cada cultivar. Baseado nesses resultados, pode-se dizer que a Grand Naine foi a mais tolerante
ao estresse hidrico induzido in vitro, em relacdo ao crescimento das plantas. Mostrando menor
sensibilidade a reducdo no crescimento em altura e no comprimento de folhas, além de ser a
Unica cultivar que manteve o numero de folhas, implicando em maior area foliar. J& a Tropical

foi a mais sensivel ao estresse hidrico na menor concentragédo de PEG.

5.2 Efeito do PEG nas caracteristicas fisiologicas

Plantas sob estresse hidrico exibem uma gama de alteragdes em seu metabolismo,
tanto de cunho morfolégico quanto fisiolégico e bioquimico. O desenvolvimento de
mecanismos de tolerdncia a limitacdo de &gua, € consequéncia de diversos parametros
fisiolégicos, como o teor relativo de agua na folha, o extravasamento de eletrdlitos, o

contetdo de clorofila e carotenoides e a respiracao, etc.

A estimativa do status de agua em plantas sob estresse hidrico pode ser obtida pela
mensuracao do teor relativo de agua. Essa medida reflete a atividade metabdlica nos tecidos,
além de ser o principal indice relacionado a tolerancia a desidratagdo (FAROOQ et al., 2009).
O ajustamento osmatico, definido como a dindmica de acumulagdo de solutos na célula,
também esta diretamente relacionado ao teor relativo de agua na planta, interferindo no turgor
e hidratacdo das células (BLUM, 2011).
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Em situagdes de déficit hidrico, ocorre redugdo no teor relativo de dgua. Porém, essa
reducdo é dependente da interacdo entre a severidade e a duracéo do estresse, além da espécie
vegetal (YANG; WANG; MIAO, 2010). Essa reducao foi observada nesse experimento para
todas as cultivares, com maior diminuicdo no status de agua registrado para a cultivar
Tropical. Maior teor relativo de agua nas demais cultivares, pode ser classificado como um
mecanismo de tolerancia. Visto que, melhor ajustamento osmdtico, maior absor¢do de &gua
pelas raizes e menores taxas de transpiracdo com o fechamento dos estdbmatos, estdo
diretamente relacionados a um maior status de agua na planta (ANJUM; XIE; WANG, 2011;
FAROOQ et al., 2009).

Bidabadi et al. (2012) relataram aumento no teor relativo de agua na selecdo de
linhagens de bananeiras tolerantes ao estresse hidrico, expostos a 3 % de PEG no cultivo in
vitro. Esse aumento também foi observado por Tak et al. (2016) ao superexpressar 0 gene
MusaNACO042 em plantas transgénicas de bananeira, com o intuito de aumentar a tolerancia
ao estresse hidrico e salino. Hag (2015) observaram diminuicdo dessa variavel em plantas de
bananeira Basrai sob 5 % de PEG no cultivo in vitro. Determinadas linhagens de a
Arabidopsis thaliana expostas ao estresse hidrico induzido por PEG em solugdo nutritiva, ndo
apresentaram diferenca no teor relativo de agua na concentracdo de 3 %, ja nas concentracGes
de 6 e 9 % de PEG houve reducdo dessa variavel para todas as linhagens em relagdo ao

controle.

A membrana celular € um dos primeiros alvos de diversos tipos de estresses em
plantas. Geralmente, a manutencao da integridade e estabilidade da membrana representa um
dos principais componentes de tolerancia ao estresse hidrico em plantas (BAJJI; KINET;
LUTTS, 2002). O grau de deterioracdo da membrana foi estimado pelo extravasamento de
eletrolitos, mostrando elevada perda de integridade da membrana para a cultivar ‘Tropical’
com o aumento da concentracdo. As cultivares Grand Naine e Pacovan Ken foram as mais

tolerantes ao extravasamento de eletrolitos em resposta ao aumento da concentracéo de PEG.

A manutengdo dos ions no interior das membranas contribui para um melhor
ajustamento osmético das células, reduzindo o potencial hidrico e, consequentemente,
facilitando a absorcéo e o direcionamento de agua para o interior da célula, o que beneficia os
processos de divisdo e expansdo celular (CLAEYS; INZE, 2013; FENG et al., 2016). Além
disso, Demidchik et al. (2014) relatam que altas taxas de extravasamento de eletrolitos estdo

sempre associadas a producgdo de espécies reativas de oxigénio, frequentemente associadas a
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morte celular programada. Esse mesmo autor descreve que em condi¢cbes moderadas de
estresse, 0 extravasamento de ions, em especial 0 K*, leva a diminuicdo de reacOes

anabdlicas, estimulando o catabolismo, com consequente gasto de energia.

Cui et al. (2016) observaram aumento da taxa de extravasamento de eletrolitos em
videiras cultivadas in vitro, sob estresse hidrico induzido por PEG, nas concentraces de 2 e 4
%. Cultura de células de cana-de-agucar, expostas ao estresse hidrico in vitro, apresentaram
61 % de aumento para essa varidvel, quando cultivadas na presenca de 20 % de PEG
(PATADE; BHARGAVA; SUPRASANNA, 2012). No melhoramento genético, a
superexpressdo da aquaporina (MaPIP1;1) encontrada na bananeira em plantas de
Arabidopsis thaliana, promoveu a reducdo no extravasamento de eletrolitos (XU et al., 2014).
Chai et al. (2005) relataram reducdo na estabilidade da membrana de folhas de bananeira
‘Berangan’ ¢ ‘Mas’ com o aumento do tempo de contato da planta com o estresse hidrico

induzido por 40 % de PEG.

Clorofilas sdo os principais pigmentos fotossintéticos encontrados em plantas, o que as
torna um bom indicador da capacidade fotossintética. A fotossintese, juntamente com o
crescimento celular, esta entre os primeiros processos a serem afetados pelo déficit de agua na
planta. Como consequéncia pode ocorrer o decréscimo da disponibilidade de CO2, devido a
limitacdo da difusdo através dos estdmatos e mesofilo, ou alteracdes no metabolismo
fotossintético ou até mesmo a geracdo de estresses oxidativos (CHAVES; FLEXAS;
PINHEIRO, 2009).

Todas as cultivares apresentaram reducdo no teor de clorofila a, b e total na presenca
de PEG em relagdo ao controle. Entretanto, a reducdo foi mais acentuada entre o controle e a
concentracdo de 2,5 %. A pequena variacdo observada entre os tratamentos na presenca de
PEG pode justificar a sutil variacdo no acimulo de massa pelas cultivares, corroborando com
o0 explicado anteriormente sobre a menor sensibilidade das plantas a fotossintese e acumulo de
carbono, em detrimento ao crescimento vegetal (CLAEYS; INZE, 2013; MULLER et al.,
2011).

A reducdo no teor de clorofila a, em consequéncia ao estresse hidrico, pode ter
ocorrido pela producdo de enzimas peroxidativas, que degradam essa clorofila na membrana
dos tilacoides. Ja para a clorofila b, a reducéo se deve a restricdo de agua a nivel de substrato,

resultando em desordens no cloroplasto e modificando a relagcdo entre proteinas e lipidios
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envolvidas no complexo de formacdo de pigmentos. O comprometimento da producdo desses
pigmentos podem afetar a produgdo de biomassa (GANDUL-ROJAS; ROCA; MINGUEZ-
MOSQUERA, 2004; LOBATO et al., 2013; PARIDA; DAS; DAS, 2002; PARIDA et al.,
2007). O aumento da razao clorofila a/b em relacdo ao tratamento controle, observado nas
cultivares Grand Naine e Prata And, pode representar um mecanismo de regulacdo metabdlica
de clorofila, beneficiando essas cultivares (GUO et al., 2013)

Corroborando com a reducdo no conteddo de pigmentos fotossintéticos observados
nesse trabalho, houve reducéo no teor de clorofila a e b em banancira ‘Basrai’ sob estresse
hidrico induzido in vitro, na presenca de 5 % de PEG (HAQ, 2015). Karimi et al. (2013),
avaliando gendtipos de amendoeira ao estresse hidrico, induzido pela adi¢éo de 3,5 e 7 % de
PEG ao meio de cultura, observou reducédo no teor desses pigmentos para todos 0s genotipos.
Na busca por mecanismos de tolerancia a estresses, a superexpressao do fator de transcri¢éo
MusaNAC68 em plantas de bananeira, elevaram o teor de clorofila nas plantas (NEGI; TAK;
GANAPATHI, 2016).

A escassez de 4agua para as plantas limita o crescimento e produtividade,
principalmente devido a reducdo no estoque de carbono, que por sua vez, é dependente do
balanco entre a fotossintese e a respiracdo (FLEXAS et al., 2006). O carbono liberado pela
folha (ndo proveniente da fotorrespiracdo) € chamado de respiracdo mitocondrial. Em estudo
de proteébmica realizado por Skirycz et al. (2011) em folhas de Arabidopsis thaliana sob
estresse osmotico, foi constatado que a expressdo de proteinas ligadas a processos como a
glicolise e a respiracdo mitocondrial séo ativados, em detrimento da fotossintese. Com isso, as
plantas utilizam o excesso de poder redutor gerado e agucares na producdo de energia para o

crescimento.

Nesse trabalho, pequena alteracdo na atividade respiratoria foi observada para as
cultivares Grand Naine e Tropical até a concentracdo de 5 % de PEG. Por outro lado, a Prata
Ana e a Pacovan Ken apresentaram elevacdo na respiracdo a partir da concentracéo de 2,5 %
de PEG. Uma tendéncia no aumento da respiracdo foi observada para todas as cultivares na
maior concentracdo de PEG. Pode ser observado uma taxa respiratoria sutilmente menor para
a cultivar Grand Naine. 1sso pode ter ocorrido devido a maior eficiéncia fotossintética dessa
planta sob essas condicdes de estresse hidrico, comprovado pela maior razdo clorofila a/b,

além de maior superficie fotossintética, com maior nimero de folhas e comprimento foliar.
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Alguns estudos relatam o aumento da respiracdo foliar sob condicOes severas de
estresse hidrico (GHASHGHAIE et al., 2001), j& outros autores reportaram redugdo da
atividade respiratoria (FLEXAS et al., 2006). Essas variagdes ocorrem no intuito de atingir a
homeostase na planta. Vanhove et al. (2012) ao realizar uma selecdo de cultivares de
bananeira tolerantes a seca, pela indugdo in vitro desse estresse e por meio de analise de
protebmica, relataram que sob condicGes estressantes, proteinas ligadas a respiracdo séo
ativadas com a finalidade de manter a homeostase, demonstrando a importancia dessa variavel

na tolerancia ao estresse.

Foi notavel a interferéncia do PEG nas caracteristicas fisiologicas das cultivares
avaliadas. Todo o sistema fisioldgico foi alterado na tentativa de tolerar o déficit hidrico. A
cultivar Tropical foi a que apresentou maior sensibilidade ao estresse hidrico, em relacdo as

variaveis fisioldgicas avaliadas.

5.3 Efeito do PEG na atividade biol6gica e no contetido de DNA

Em condicdes de estresse, todo o metabolismo vegetal € alterado visando a contencgédo
desse estresse, seja pela ativacdo ou desativacdo de processos fisioldgicos e bioquimicos.
Nesse sentido, a atividade bioldgica do vegetal é modificada. A técnica do biospeckle laser
permite a avaliacdo quantitativa e qualitativa das mudancas ocorridas no vegetal. A atividade
mensurada por essa técnica pode estar relacionada a diferentes processos, a exemplo do
crescimento e divisdo celular, de outros processos celulares como o movimento de organelas,
o fluxo citoplasmético ou até mesmo em reagdes bioquimicas, onde ocorre alteracdes em

niveis energéticos na planta (BRAGA et al., 2009).

A atividade biol6gica mensurada na raiz apresentou um comportamento diferenciado
do registrado nas folhas. Aléem disso, a atividade na raiz teve forte correlagio com um maior
namero de variaveis e cultivares, quando comparada com a atividade biolédgica na folha. As
raizes apresentam crescimento indeterminado, padrdo definido de divisdo celular no sentido
longitudinal, de elongacdo e diferenciacdo. Além disso, é o principal orgdo da planta
responsavel pela percepcéo de sinais (GREGORY, 2007; KRASUSKA; GNIAZDOWSKA,
2015; RIBEIRO et al., 2014a).

O comportamento dos dados foi semelhante entre as cultivares, tanto na raiz quanto na
folha, exceto para a Tropical. A atividade biologica reduziu nas concentragdes de 2,5 e 5 % de

PEG e aumentou na de 10 % para a raiz. Na folha, o aumento comeca a ocorrer na
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concentracdo de 5 %. Tal resposta pode ser explicada pela dinamica entre o crescimento,

sobrevivéncia e o desenvolvimento de mecanismos de tolerancia.

Plantas sob condi¢es limitadas de agua utilizam de dois mecanismos para lidar com o
estresse: ‘evitar’ ou ‘tolerar’ o estresse. O mecanismo de evitar o estresse tem como objetivo
balancear a absorcao e a perda de 4gua. Com isso, sdo reduzidos o potencial osmotico pelo
acumulo de solutos e a transpiracdo pelo fechamento dos estdmatos. Nesse sentido, ocorre
restricdo do crescimento da planta, principalmente da parte aérea (CLAEYS; INZE, 2013;
LAWLOR, 2013). Tal resposta implicara em menor gasto de energia e consequente reducdo
da atividade bioldgica. 1sso pode explicar a redugdo observada na atividade bioldgica nas

menores concentracles de PEG.

Por outro lado, o mecanismo de tolerar o estresse tem como objetivo proteger o
vegetal de danos celulares, momento em que 0 estresse se torna muito severo e 0s
mecanismos no sentido de evitar o estresse ja ndo sdo mais suficientes. Esses mecanismos
incluem a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e o acumulo de proteinas
ligadas a defesa da planta, como LEA proteinas, e de solutos como a prolina com fungéo
osmoprotetora (CLAEYS; INZE, 2013). Para a ativacio de todos esses mecanismos, a planta
precisa despender mais energia e ativar o metabolismo, justificando a maior atividade

bioldgica na maior concentracdo de PEG.

E possivel que a ndo observacdo da diminuicdo brusca da atividade bioldgica na
cultivar Tropical, entre o tratamento controle e concentracdo de 2,5 % de PEG, tenha ocorrido
devido a essa concentracdo ter sido elevada o suficiente para ativar os mecanismos de
tolerancia ao estresse, demonstrando maior sensibilidade dessa cultivar ao estresse hidrico. A
manutencdo da baixa atividade biolégica na raiz da cultivar Grand Naine na concentragdo de
10 % de PEG, sugere que essa cultivar ainda ndo atingiu um nivel de estresse salino téo

severo a ponto de ativar os mecanismos de tolerar o estresse.

A desidratacdo celular pode induzir o estresse oxidativo em plantas, promovendo a
degradacéo e deformacdo nuclear (REWALD et al., 2013). Esse estresse oxidativo levam a
formagdo de EROs, que em concentracdes elevadas podem causar danos irreversiveis as
plantas, através da oxidacdo de multiplos componentes celular, como a peroxidacdo de
lipideos, degradacdo de proteinas, fragmentacdo de DNA e em casos extremos, a morte
celular (ANJUM; XIE; WANG, 2011; CRUZ DE CARVALHO, 2008).
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A cultivar Prata And foi a Unica que apresentou alta estabilidade genética, nédo
sofrendo alteragdo no contetido de DNA. J& a Pacovan Ken foi a mais sensivel a reducdo do
conteddo de DNA. Artlip et al. (1995) verificaram reducdo no contetdo de DNA nuclear em
plantas de milho sob estresse hidrico. Diminuicdo no conteddo de DNA também foi
observada por Aldesuquy et al. (2014) em plantas de trigo sensiveis e tolerantes ao estresse
hidrico quando expostas ao déficit hidrico.

Apesar da diferenca significativa entre os tratamentos para o conteudo de DNA, é
importante ser cauteloso ao afirmar sobre essa redugdo como sendo exclusiva ao estresse
hidrico imposto. Para Dolezel e Barto$ (2005) o efeito de compostos citosolicos, a exemplo
dos fendlicos, na quantificacdo de DNA, tem sido subestimada, levando a mensuracdes
potencialmente err6neas. Bennett et al. (2008) citam a presenca de antocianinas como uma
potencial fonte de erro na estimagdo do conteldo de DNA, uma vez que essas afetam a
coloracdo do DNA devido sua interacdo com o iodeto de propideo. Segundo Chalker-scott

(1999), antocianinas tendem a acumular em plantas sob condicdes de estresse.

As ferramentas biotecnoldgicas utilizadas nessa pesquisa permitiram maior
compreensdo do comportamento das cultivares em relacdo a estabilidade genética e a
atividade bioldgica. Entretanto, a discriminacdo da tolerancia ao estresse hidrico por essas

técnicas é pouco eficiente.
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6 CONCLUSOES

A cultivar Tropical é mais sensivel ao estresse hidrico induzido in vitro.

A cultivar Grand Naine € mais tolerante ao estresse hidrico que as cultivares Prata Ana
e Pacovan Ken, em concentragOes elevadas de PEG. Em menores concentragdes, essas

cultivares apresentam niveis semelhantes de tolerancia ao déficit hidrico.

A mensuragdo da atividade bioldgica na raiz apresenta maior representatividade dos
parametros de crescimento e fisiolégicos, sendo a regido mais indicada para leitura sob

condicGes de estresse hidrico.

O contetdo de DNA das cultivares Tropical, Grand Naine e Pacovan Ken é reduzido

sob condigdes de estresse hidrico.

A cultivar Prata And mostra aumento de crescimento radicular em condicdes de
estresse hidrico moderado associado a uma estabilidade genética em todos os niveis de

estresse.
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Apéndice 1 - Tabela de correlacdo entre a atividade biolégica mensurada nas diferentes partes da planta e as demais varidveis avaliadas para as

variedades Caipira, Princesa, Thap Maeo e Vitdria.

Caipira Princesa
BspR BspC BspF BspP BspR BspC BspF BspP
NacCl -0,937 0,253 0,679 -0,624 -0,925 -0,645 0,501 -0,921
p valor 1.678E-08 0,233 0,000262 0,00111 0,0000000404 0,00387  0,0341 0,0000000569
NR 0,529 -0,401 -0,261 0,259 0,499 0,199 -0,00813 0,514
p valor 0,00788 0,0521 0,217 0,221 0,0352 0,429 0,974 0,0292
CR 0,836 0,0172 -0,500 0,722 0,746 0,509 -0,499 0,719
p valor 0,000000357 0,936 0,0129 0,0000679 0,000374 0,0311 0,0350 0,000772
DR 0,375 -0,471 -0,310 0,0431 0,503 0,275 -0,0969 0,519
p valor 0,0710 0,0202 0,141 0,841 0,0334 0,270 0,702 0,0273
AP 0,867 -0,123 -0,780 0,584 0,912 0,655 -0,477 0,918
p valor 0,0000000434 0,568 0,00000709 0,00273 0,000000142  0,00316  0,0453 0,0000000817
NF -0,173 0,201 0,240 0,00521 0,796 0,640 -0,676 0,762
p valor 0,419 0,347 0,258 0,981 0,0000788 0,00425  0,00208 0,000241
CF 0,855 -0,0922 -0,753 0,597 0,960 0,652 -0,583 0,937
p valor 0,000000104 0,668 0,0000220 0,00208 0,000000000290 0,00339  0,0111 0,00000000973
MF 0,529 0,191 -0,489 0,491 0,769 0,506 -0,365 0,770
p valor 0,00792 0,371 0,0153 0,0149 0,000189 0,0323 0,136 0,000188
MS 0,563 -0,167 -0,313 0,400 0,688 0,440 -0,405 0,667
p valor 0,00419 0,436 0,136 0,0525 0,00158 0,0675 0,0953 0,00248
TRA 0,777 -0,174 -0,493 0,562 0,891 0,575 -0,391 0,895
p valor 0,00000785 0,417 0,0145 0,00427 0,000000724 0,0126 0,109 0,000000530
EE -0,800 0,356 0,639 -0,440 -0,389 -0,335 0,652 -0,306
p valor 0,00000274 0,0881 0,000775 0,0316 0,111 0,175 0,00338 0,217
CLFA 0,763 0,0808 -0,736 0,596 0,791 0,628 -0,321 0,834
p valor 0,0000146 0,707 0,0000408 0,00213 0,0000935 0,00524 0,194 0,0000171
CLFB 0,293 0,436 -0,393 0,403 0,808 0,620 -0,339 0,844
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p valor 0,165 0,0330 0,0576 0,0508 0,0000491 0,00604 0,169 0,0000107
CLFA/B 0,632 -0,554 -0,512 0,202 0,751 0,313 -0,462 0,676
p valor 0,000925 0,00495 0,0106 0,345 0,000329 0,206 0,0538 0,00206
CLFT 0,697 0,132 -0,687 0,570 0,783 0,623 -0,328 0,824
p valor 0,000155 0,538 0,000210 0,00365 0,000121 0,00575 0,184 0,0000264
CAROT 0,830 -0,0624 -0,691 0,607 0,768 0,628 -0,271 0,824
p valor 0,000000541 0,772 0,000188 0,00166 0,000197 0,00524 0,276 0,0000259
C0O2/02 0,809 -0,334 -0,608 0,471 -0,283 -0,0198 0,308 -0,197
p valor 0,00000171 0,111 0,00162 0,0200 0,255 0,938 0,214 0,433
CO2/MS 0,414 -0,140 -0,240 0,282 -0,735 -0,431 0,404 -0,708
p valor 0,0445 0,515 0,258 0,182 0,000513 0,0740 0,0966 0,00101
Thap Maeo Vitoria
BspR BspC BspF BspP BspR BspC BspF BspP
NacCl -0,882 0,739 0,821 0,143 0,554 0,686 0,793 0,728
p valor |0,0000000120 0,0000365 0,000000879 0,506 0,00497 0,000216 0,00000374 0,0000544
NR -0,397 0,0845 0,203 -0,166 0,0630 0,175 -0,0639 0,0532
p valor 0,0548 0,695 0,341 0,437 0,770 0,414 0,767 0,805
CR 0,834 -0,496 -0,544 0,104 -0,601 -0,424 -0,228 -0,426
p valor 0,000000414  0,0137 0,00599 0,627 0,00189 0,0388 0,284 0,0380
DR 0,620 -0,159 -0,343 0,230 0,141 -0,153 -0,319 -0,136
p valor 0,00124 0,458 0,100 0,279 0,511 0,477 0,129 0,525
AP 0,681 -0,750 -0,710 -0,254 -0,613 -0,660 -0,649 -0,680
p valor 0,000253  0,0000243 0,000103 0,231 0,00145 0,000444 0,000596 0,000256
NF 0,135 0,257 0,358 0,447 0,556 0,580 0,452 0,555
p valor 0,529 0,225 0,0863 0,0286 0,00479 0,00299 0,0265 0,00488
CF 0,820 -0,702 -0,676 -0,0945 -0,780 -0,687 -0,612 -0,727
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p valor 0,000000913 0,000133 0,000285 0,661 0,00000688 0,000208 0,00147 0,0000570
MF 0,733 -0,396 -0,489 0,109 -0,161 -0,227 -0,353 -0,270
p valor 0,0000470 0,0555 0,0153 0,613 0,453 0,286 0,0908 0,201
MS 0,721 -0,273 -0,338 0,250 -0,106 -0,226 -0,413 -0,278
p valor 0,0000705 0,197 0,106 0,239 0,621 0,287 0,0448 0,189
TRA 0,877 -0,366 -0,436 0,271 -0,168 -0,274 -0,364 -0,293
p valor |0,0000000194 0,0787 0,0331 0,200 0,433 0,195 0,0801 0,164
EE -0,781 0,573 0,627 0,0260 0,161 0,0539 0,129 0,121
p valor 0,00000659  0,00343 0,00105 0,904 0,453 0,802 0,547 0,572
CLFA 0,417 -0,461 -0,311 -0,0903 -0,540 -0,425 -0,286 -0,431
p valor 0,0425 0,0234 0,139 0,675 0,00643 0,0383 0,175 0,0357
CLFB 0,364 -0,142 -0,0110 0,208 0,0969 0,174 0,0879 0,125
p valor 0,0802 0,507 0,959 0,329 0,652 0,417 0,683 0,561
CLFA/B -0,0201 -0,545 -0,547 -0,619 -0,586 -0,539 -0,377 -0,520
p valor 0,926 0,00588 0,00563 0,00125 0,00264 0,00658 0,0694 0,00918
CLFT 0,365 -0,352 -0,181 -0,000841 -0,491 -0,489 -0,350 -0,462
p valor 0,0790 0,0921 0,398 0,997 0,0149 0,0153 0,0937 0,0230
CAROT 0,777 -0,591 -0,553 -0,00125 -0,653 -0,529 -0,389 -0,543
p valor 0,00000812  0,00237 0,00506 0,995 0,000536 0,00785 0,0601 0,00610
C02/02 -0,806 0,763 0,732 0,171 0,918 0,845 0,733 0,873
p valor 0,00000197 0,0000146  0,0000472 0,424 ]0,000000000255 0,000000207  0,0000454 0,0000000261
CO2/MS -0,846 0,629 0,612 -0,00200 0,857 0,841 0,923 0,929
p valor 0,000000193 0,000986 0,00150 0,993 0,0000000922 0,000000271 0,000000000141  5.894E-08
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Apéndice 2 - Tabela de correlagdo entre a atividade bioldgica mensurada nas diferentes
partes da planta e as demais variaveis avaliadas para as variedades Tropical,
Grand Naine, Prata Ana e Pacovan Ken.
Tropical Grand Naine Prata And Pacovan Ken
avDR AP AvDR AVDF|AVDR AVDF |AvDR AYP
PEG | 0939 0340 -0583 0461 | -0250 | 0,779 | 0454 0,204
p;‘éa(')(;r 1.17E-08 0,167 | 0,00280 0,0235 | 0,239 0,000140 | 0,0260 0,416
TRA | 0751 -021| 0580 0316 | 0720 0498 | 0812 ..o
p;‘éa(')‘;r 0,000327 0,383| 0,00296 0,133 0'0%074 0,0355 |0,00004 0,358
ELET | 0627 0267| 0687 00955 | 0848 0426 | 0194 ;oo
p;‘éa(')‘;r 0,00535 0,284 | 0,000211 0,657 0'0%000 0,0782 | 0440 0,741
NF 0733 -047| 0560 ool 00500 0641 | -0861 (.
Pryalor | 0009096 0,045 | 000440 0996 | 0816 000414 000433 0204
NR 0409 -021| 0808 0215 | 00328 0611 | -0504 0,238
p;‘(’)ag‘;r 0,0473 0388 0’003001 0313 | 0879 000703 | 0,0119 0,342
CR 0513 -021| 0818 0125 | 0139  -0284 | 0226 0,143
p;‘(’)ag‘;r 0,0103 0,389 0’008001 0,560 | 0516 0253 | 0289 0,572
CF 0831 -025| 0652 0352 | 0176 | 0819 | 0430 .o
p;‘(’)ag‘;r 0.009000 0,301 | 0000553 00018 | 0,410 %% | 00360 0,57
AP 0791 019| 0778 0151 | 0238 0835 | -0416 .
o-valor | 0,000004 0,000007 0,000016
oy D004 0,437 | O0% 0483 | 0263 2010 00432 0523
DC 0574 -044| 0606 00111| 0541 | 0810 | 0627 ..
p;‘(’)aé‘;r 000334 0,066| 000168 0,959 | 000629 °°0°* 000104 0327
DR 0211 0019| -0269 0369 | 0739 0889 | 0228 ...
o-valor 0,00003 0,000000
oy | 0323 0939| 0204 00760 | %7 : 0284 0,353
ME | 0674 -020| 0838 0204 | 0586 | 0904 | -0212 0,032
p-valor | 4 500305 0,238 | 9099900 340 | 000261 2009000 | 350 0898
<0.05 3 2
MS 0547 -031| 0725 0204 | 0654 = 0822 |-0344 .o,
o-valor 0,000062 0,00053 0,000029
oy | 000583 0202| % 0,164 | > 29291 0,0004 0,440
CLFA | 0832 -033| 0833 00305 0,758 0912 | 0683 0,234




p-valor

0,000018

0,000000

0,00026 0,000000

0 0179 0,888 ; L |0,00179 0,349
CLFB | 0389 0,015| 0842 00732 | 0,655 | 0871 | 0,240 0,116
p;‘g‘égr o111 0951 %99 0734 | 000316 0'002002 0,338 0,646
CLFT | 0,766 | -0,24 | 0843 00814 | 0,714 0,907 | 0617 0,236
p;(%c;r 0,000208 0,334 | %020 0,705 0'0%088 0.009990 10,00639 0,346
CLFAB | 0744  -048| -0,141 -0,592 | 0,399 -0,0108 | 0,512 0,185
Pl 10000399 0042| 0510 000233 0101 0966 | 00298 0462
CO202 | 0425 0,130| 0645 0555 | 00226 0214 | 0213 0,590
p;‘gf"(')‘;r 0,0385 0,606 | 0,000674 0,00486| 0917 0,395 | 0,318 0,009
CO2MS | 0,303 0298] 0403 | 0,739 | 0,441 0221 | 0,482 0,649
p;‘é?(')gr 0,150 0,230| 0,0512 0,00003| 0,0310 0,379 | 0,0171 0,003
DNA | 0,768  -0,19| 0629 -0,347 | 0,155 0,00334 | 0,636 0,186
p;‘é?(')gr 0,000196 0,439 | 0,000995 0,0969 | 0,540 0,990 |0,00455 0,460
AVD-R 0,35 0,336 0,657 0,059
p-valor 0,155 0,108 0,00304 0,815

<0.05
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