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RESUMO GERAL
A evolucdo das atuais cultiv. naneira cultivadas ainda néo é
perfeitamente compreendida. Acredite stas cultivares tiveram origem a
partir de duas espécies distintas do 1Isa: M. acuminata e M. balbisiana,
com alguma contribuicdo de outrz 5. Ao longo de milhares de anos,

evolucdo, cruzamentos, poliploidizacdes e isolamento geografico criaram
imensa variedade de materiais cultivados e selvagens de bananeira. Com o
intuito de caracterizar acessos de bananeira oriundos da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, bem como entender as relagdes de ploidia e grupos gendmicos nas
caracteristicas destes acessos, foram realizadas avaliagbes morfolégicas,
anatbmicas e quantificagdo do conteddo de DNA. Os experimentos foram
conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos e casa de vegetacdo do
Departamento de Agricultura e no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras. Materiais
vegetais de 14 acessos de bananeira provenientes da Embrapa Mandioca e
Fruticultura foram cultivados in vitro e posteriormente aclimatizados por 90 dias
em casa de vegetacdo. Apds este periodo foram avaliadas caracteristicas
morfoldgicas quantitativas e qualitativas em busca de descritores morfoldgicos.
Foram coletadas amostras para avaliagdo do contelldo de DNA por meio da
técnica de citometria de fluxo, na qual material foliar foi triturado em tampéo
especifico para liberacdo e manutencdo de nlcleos. Foram analisados 10 mil
nlcleos por amostra, com trés repeticBes. Procedeu-se, também, a coleta de
folhas jovens plenamente expandidas para avaliacdes anatdmicas. O material
coletado foi fixado em FAA e alcool 70%. Foram realizadas seccGes transversais

e paradérmicas das faces abaxial e adaxial para verificacdo de parametros



anatdmicos como espessura de limbo foliar e nervura central, espessura de
epidermes e hipodermes inferiores e superiores e parénquimas palicadico e
lacunoso, além da densidade e tamanho de estdmatos. Os resultados obtidos nas
avaliacfes morfologicas ndo foram adequados para relacionar as caracteristicas
avaliadas com o nivel de ploidia dos acessos ou grupos genémicos. Porém, pela
avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas foi possivel diferenciar os acessos
ainda em estadio juvenil, o que é de grande utilidade para evitar prejuizos aos
produtores e aos programas de melhoramento por selecdo incorreta de material.
As avaliagdes anatdbmicas mostraram boa relacdo dos parametros de
comprimento e densidade estomatica e espessura do limbo com a ploidia do
material avaliado. A citometria de fluxo, por sua vez, apresentou alguma
sobreposicdo de valores de contelldo de DNA nos diferentes niveis de ploidia.
Entretanto, a técnica foi capaz de separar 0os genomas A e B, sendo o genoma A
11% maior que o genoma B. Desta forma, a citometria de fluxo ndo deve ser
utilizada isoladamente para a determinacdo da ploidia de acessos de bananeira,
assim como as caracteristicas morfolégicas, apesar de identificarem os acessos,
ndo permitem a sua separagdo por nivel de ploidia. Entretanto, os pardmetros
estomaticos e de espessura foliar apresentam uma boa relacdo com o nivel de

ploidia e sdo recomendados para avaliacdo de diferentes acessos de bananeira.

Palavras-chave: Musa sp. Caracterizagdo. Morfologia. Anatomia quantitativa.

Citometria de fluxo.



GENERAL ABSTRACT

The evolution of current banana cultivars is not perfectly understood. It
is believed that these cultivars have had their origin in two species of genus
Musa: M. acuminata and M. balbisiana, with a little contribution of other
species. By the course of thousands of years, evolution, crossings,
polyploidizations and geographical isolation have created an immense variety of
cultivated and wild bananas. The purpose of this study was to characterize
banana accesses from Embrapa Mandioca e Fruticultura, as well as to
understand the relation between ploidy level and genomic groups in the
characteristics of these plants. To achieve that, morphological and anatomical
characteristics were evaluated and DNA content was determined for the plant
material. The experiments were performed at Plant Tissue Culture Laboratory
and greenhouse from Agriculture Institute and Plant Anatomy Laboratory from
Biology Institute of Universidade Federal de Lavras. Fourteen banana accesses
from Embrapa Mandioca e Fruticultura were cultivated in vitro in MS medium
for two generations and then transferred to greenhouse for acclimatization for 90
days. After this period, qualitative and quantitative morphological characteristics
were evaluated. Quantitative traits included plant height, pseudostem diameter,
number of leaves, length and width of leaf blades, while qualitative traits
included leaves and pseudostem color, leaves orientation and presence of blots.
Leaf samples were collected for DNA content estimation by flow cytometry
methodology. Leaf material was crushed in specific buffer for nuclei liberation
and conservation. Ten thousand nuclei were evaluated per sample with three
repetitions. Young leaves were sampled and fixed in FAA and alcohol 70% for
anatomical analysis. Transversal and longitudinal sections were made for the

evaluation of anatomical parameters such as thickness of leaf and central vein,



thickness of upper and lower epidermis and hypodermis, thickness of palisade
and spongy parenchyma and stomatal length and density. Results from
morphological evaluation were not considered adequate in indicating a relation
between ploidy level or genomic groups and morphological characteristics.
However, the morphological evaluation enabled to differentiate the accesses still
in the juvenile phase. This is very useful to avoid losses for producers or
breeding programs due to wrong selection of plant material. Anatomical
evaluation showed good relation with ploidy level in some parameters, such as
stomatal length and density and leave thickness. In the other hand, flow
cytometry showed a high overlapping between the values for different ploidy
levels. However, the technique was capable of separating genome A and B.
Genome A showed a size 11% larger than genome B. So, the flow cytometry is
not suitable to be used solely in determining ploidy level in banana accesses.
The morphological characteristics, despite the capacity of identifying the
accesses, were not able characterizing the material according to ploidy level.
However, stomatal parameters and leave thickness showed high relation with

ploidy level and are recommended for evaluating different banana accesses.

Keywords: Musa sp. Characterization, Morphology, Quantitative anatomy,

Flow Cytometry.
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1 INTRODUCAO

Durante milhares de anos a bananeira tem sido cultivada pelo homem, o que
levou ao desenvolvimento de uma imensa quantidade de gendtipos selvagens e
cultivados que oferecem um potencial de exploracdo genética ainda
desconhecido. Parte desta falta de conhecimento provém das complicadas
relagBes evolutivas que conduziram ao estabelecimento das principais cultivares
de bananeira em uso atualmente.

A cultura da bananeira apresenta elevado interesse econémico e social no
mundo todo, pois configura-se como uma das mais importantes culturas
tropicais. O Brasil é o quarto maior produtor mundial da fruta, tendo produzido
6.972.408 toneladas em 2007, em uma é&rea colhida de 508.845 hectares
(ANUARIO..., 2009). Os dois principais estados produtores brasileiros s&o
Bahia, com 1.407.741 toneladas, e Sdo Paulo, com 1.238.087 toneladas, em
2009 (ANUARIO..., 2010). Como pode ser observada, a produtividade nacional
de banana é considerada baixa, 0 que se deve, entre outros fatores, ao baixo
nivel tecnolégico adotado para o cultivo da bananeira.

O programa de melhoramento genético de bananeira da Embrapa
Mandioca e Fruticultura vem conduzindo esforcos na tentativa de obter
cultivares resistentes as principais pragas e doencas com boas caracteristicas
agronémicas, uma vez que a maioria das cultivares existentes apresenta porte
elevado, além de ser suscetivel as principais doengas. Nessa tentativa, grandes
esforcos financeiros e intelectuais sdo requeridos para a obtencdo de novos
hibridos que apresentem caracteristicas desejaveis. Como resultado deste
trabalho, uma série de cultivares foi recomendada, a saber, Caipira, Thap Maeo,
FHIA-18, FHIA Maravilha, Pacovan Ken, Japira, Vitdria, Caprichosa e
Garantida (SILVA; MORAIS-LINO; SANTOS-SEREJO, 2011).

Apesar do imenso investimento que se tem na criacdo de novas
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cultivares de bananeira, atualmente é possivel ter retornos financeiros com este
tipo de pesquisa gracas a Lei N° 9.456, de 25 de Abril de 1997, ou a Lei de
Protecdo de Cultivares (BRASIL, 1997). Assim foi instituido o direito a
protecdo da cultivar que é efetivado mediante a emissdo de Certificado de
Cultivar. Para tal, torna-se necessario caracterizar as novas variedades, a fim de
minimizar oS riscos da apropriagdo indevida dos mesmos e maximizar a
eficiéncia dos programas de melhoramento e a utilizacdo do germoplasma elite.
A caracterizacdo, segundo a Lei, é baseada em descritores, que incluem
caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas ou moleculares, que
sejam herdadas geneticamente.

Os descritores morfoldgicos sdo amplamente utilizados para a maioria
das culturas, inclusive a da bananeira. Apesar de sua ampla utilizacdo, estes
descritores apresentam limitacdes por sofrerem influéncia ambiental, perdendo
estabilidade, e muitos serem avaliados na fase adulta das plantas, o que requer
tempo e espaco fisico para tais avaliagdes.

Por outro lado, a anatomia tem sido utilizada ha muito tempo como
importante ferramenta para auxiliar estudos taxondmicos. Entretanto, esta
metodologia tem sido subutilizada na determinacéo de cultivares, principalmente
na cultura da bananeira, apesar de sua comprovada eficacia. As avaliacGes
anatdmicas sédo de especial interesse, principalmente, quando se deseja realizar
estudo comparativo com acessos que apresentam diferentes niveis de ploidia.
Isto se deve ao fato de que o aumento do contelldo de DNA nuclear afeta
algumas caracteristicas fenotipicas, apresentando alteragcbes que podem ser
avaliadas mediante a observacgdo da anatomia da planta.

Por fim, a estimativa do contedo de DNA pela citometria de fluxo tem
sido utilizada na identificagdo de materiais vegetais e também no
estabelecimento da ploidia. Esta técnica mostra-se de grande utilidade, pois

permite a avaliacdo de um grande nimero de amostras de forma simples e
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rapida, apresentando-se como alternativa para a trabalhosa contagem
cromossémica na determinacdo de ploidia de algumas espécies vegetais.
Entretanto, os resultados encontrados na literatura ainda sdo divergentes,
fazendo-se necessaria melhor padronizacdo das técnicas e busca pela
compreensdo da natureza genética das variagdes observadas.

Dentro deste contexto, o presente estudo objetivou caracterizar acessos
de bananeira, bem como estabelecer as relagdes existentes entre a ploidia e entre
grupos gendmicos destes acessos por meio de caracteristicas morfolégicas

internas e externas dos mesmos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Taxonomia e domesticacédo

As bananas e os platanos pertencem a familia Musaceae Juss., que
possui relacBes filogenéticas ainda ndo muito bem esclarecidas. Comumente, sdo
reconhecidos trés géneros para a familia: Musa, Ensete e Musella. A maior parte
das espécies foi agrupada no género Musa, sendo cerca de 65 ao todo. Ensete é
um pequeno género que possui entre oito e nove espécies. Porém, os grandes
desentendimentos entre os taxonomistas estudiosos do grupo dizem respeito ao
género monoespecifico Musella. Alguns especialistas defendem que Musella
seja tratado como uma sec¢do de Musa por sua similaridade com caracteristicas
das bréacteas e do pseudocaule com esse género. Outros taxonomistas, no
entanto, sugerem que a espécie seja inserida em Ensete pelas semelhangas
compartilhadas com relacéo a inflorescéncia (LI et al., 2010).

O género Musa foi primeiramente estabelecido por Linné em 1753 e
posteriormente dividido em trés subgrupos por Sagot: o primeiro subgrupo
compreendendo as bananeiras gigantes, o segundo sendo o das bananeiras com
fruto de polpa comestivel e o terceiro subgrupo o das bananeiras ornamentais.
Cheesman elevou o primeiro subgrupo ao status de género, nomeando como
Ensete. O autor também propds uma classificacdo coerente do género Musa, 0
dividindo em quatro sec¢bes: Australimusa (n = x = 10), Callimusa (n = x = 10),
Rhodochlamys (n= x = 11) e Musa (n = x = 11) anteriormente chamada Eumusa
(SIMMONDS; WHEATHERUP, 1990). Posteriormente foi criada a seccao
Ingentimusa (n = X = 7) para conter a especie Musa ingens, originéria de Papua
Nova Guiné (LI et al., 2010).

Estas classificacbes tém sido constantemente reconsideradas e, com o
avanco dos estudos moleculares, novas duvidas tém sido levantadas no que diz

respeito a validade da taxonomia vigente baseada em morfologia e nimeros
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cromossomicos. Wong (2002) trabalhando com marcadores AFLP atestam que
0 numero de cromossomos é uma forma coerente de se dividir as seccdes e
sugerem que a seccdo Rhodochlamys seja inserida em Musa e que a sec¢do
Australimusa seja colocada dentro da seccdo Callimusa. Bartos et al. (2005)
também faz a mesma sugestdo mas ressaltam para a necessidade de serem
avaliados os casos individualmente. Li et al. (2010) reconhecem em seus
estudos moleculares que o género Musa é dividido em dois clados: Musa
(incluindo as sec¢Bes Musa e Rhodochlamys, x = 11) e Callimusa (incluindo as
seccBes Callimusa, Australimusa e Ingentimusa, X = 10 e 7), ndo concordando
com a divisdo atualmente aceita. Deve-se salientar, no entanto, que estes estudos
moleculares tém sido conduzidos com amostra limitada de espécies, restando
ainda a duvida do quanto a atual classificacdo genérica e infragenérica reflete
verdadeiramente as relagfes filogenéticas do grupo.

A seccdo Musa é a mais bem representada geograficamente sendo
também a seccdo que inclui as espécies M. acuminata Colla e M. balbisiana
Colla, que se acredita terem dado origem a maioria das cultivares comestiveis de
banana dos dias de hoje. E aceito, atualmente, pela maioria dos pesquisadores
que M. acuminata seja dividida em oito subespécies (banksii, burmanica,
burmannicoides, malaccensis, microcarpa, truncata, siamea e zebrina). Ude et
al. (2002) afirmam em seu estudo que as relacGes dentro M. acuminata sdo
complexas e que muitas das ddvidas com relacdo a estas classificagcbes advém da
falta de confiabilidade em muitos dados morfolégicos e citologicos de estudos
anteriores ou entdo pelo uso de diferentes materiais vegetais pelos
pesquisadores. Os autores dividiram os materiais avaliados de M. acuminata em
seu estudo em trés grupos apenas, o que 0s leva a contestar a divisdo em
subespécies tal como é aceita hoje pelo fato de que esta divisdo pode nédo
representar adequadamente as relagdes genéticas entre estas subespécies. Os

autores também encontraram grande diversidade na subespécie M. acuminata
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banksii e, assim como Simmonds e Weatherup (1991) atestam que esta
subespécie se encontra em um nivel diferente das demais, especulando sobre a
validade de se elevar a subespécie ao nivel de espécie como Musa banksii.

M. balbisiana, por sua vez, possui menor diversidade, porém isto talvez
seja decorrente do fato da espécie ndo ter sido estudada em grandes detalhes e
por estar pobremente documentada nas colecdes de bananeiras. Pillay et al.
(2008) questionam que a baixa diversidade encontrada para M. balbisiana esteja
relacionada a estudos que consideram, exclusivamente, 0s caracteres
morfolégicos, tendo sido encontradas, mais recentemente, evidéncias de maior
diversidade para a espécie a partir de estudos moleculares, como no caso de Ude
et al. (2002) que encontraram dois grupos distintos quando avaliaram acessos de
M. balbisiana a partir de marcadores moleculares. Os autores acreditam que
mais investigacdes devem ser feitas a fim de verificar se ndo haveria
necessidade, inclusive, de se criar subespécies dentro de M. balbisiana.

Atualmente é aceito que os ancestrais diploides das duas espécies
tiveram origem em duas regibes distintas: a regido tropical da Malasia para M.
acuminata e a regido mais ao sul da india, caracterizada pela alternancia de
mongbes e secas, para M. Dbalbisiana (HESLOP-HARRISON;
SCHWARZACHER, 2007). Entretanto, a sobreposicdo da distribuicdo
geogréfica de ambas as espécies em algumas regides e sua autocompatibilidade
permitiu o surgimento de hibridos naturais.

A ocorréncia natural de hibridos interespecificos, bem como a ampla
utilizacdo da propagacdo vegetativa dificulta o esclarecimento da taxonomia do
género Musa (HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2007). Entretanto,
considera-se um grupo de pré-cultivares diploides semi-férteis como os
ancestrais das bananas comestiveis dos dias atuais. A meméria da diversidade
conhecida da bananeira reside nas mais de 1.000 cultivares que surgiram por

hibridacdo e mutacdo durante o curso de milhares de anos de domesticacdo. As
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cultivares podem ser dipléides, triploides ou tetrapldides sendo a maioria uma
combinacdo de diferentes proporcdes dos genomas de M. acuminata (dito como
genoma A) e de M. balbisiana (dito como genoma B). M. schizocarpa também
possui parentesco com importantes cultivares, sendo representada pelo genoma
S. Ainda é conhecido outro grupo de cultivares nas ilhas do Pacifico chamado
Fe’i, cujas caracteristicas sdo o cacho ereto e a polpa laranja. Embora sua
composi¢cdo gendmica ndo esteja perfeitamente compreendida, é aceito que se
originem da seccdo Australimusa, denotada pelo genoma T. (ROUX et al.,
2008). Acredita-se que as bananas comestiveis do grupo fe’i tenham como
ancestral M. maclayi.

Enguanto o genoma A é encontrado em todas cultivares, 0 genoma B é
encontrado na maioria e 0s genomas S e T estdo presentes somente em poucos
materiais. D’Hont et al. (2000) e Ude et al. (2002) afirmam que dados
morfolégicos e moleculares situam M. schizocarpa muito proxima a M.
acuminata. Excecéo deve ser feita aos resultados encontrados por Bartos et al.
(2005) para o contetido de DNA nuclear, que afasta M. schizocarpa de todos as
demais espécies da seccdo Musa. M. balbisiana por sua vez situa-se um pouco
mais distante tanto de M. acuminata quanto de M. schizocarpa. De fato, M.
balbisiana situa-se distante de todos os materiais da seccdo Musa em inimeros
caracteres, como por exemplo, o formato globular das sementes, a sua incrivel
resisténcia a estresses abidticos e também nas respostas de estudos com
marcadores moleculares como o de Wong et al. (2001, 2002). Por fim, como
esperado, o genoma da seccdo Australimusa (genoma T) encontra-se distante
dos trés genomas referidos a sec¢do Musa.

Os materiais cultivados de bananeira diferem dos selvagens, pois sdo
altamente estéreis, produzindo frutos por partenocarpia, ou seja, o fruto
desenvolve-se sem necessidade de polinizacdo, fertilizacdo e formacdo de

sementes. A partenocarpia surgiu por mutacdo ainda nao esclarecida no genoma
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A, pois dipléides B ndo apresentam esta caracteristica, mas hibridos contendo os
dois genomas sim. Sendo assim, a Unica forma de reproducdo para estes acessos
é a vegetativa, 0 que implica que o sucesso de sua sobrevivéncia na natureza
bem como a sua dispersdo geografica sdo intimamente dependentes da acao
humana. Consequentemente, a grande variabilidade encontrada em regibes onde
ndo ha registro de cultivares selvagens se deve a mutagBes somaticas nestes
acessos introduzidos, como mudangas em um Unico nucleotideo, delecdes e
insercBes de genes e duplicagbes (OSUJI et al., 1997; PILLAY et al., 2008).
Clarke (2001) afirma que o fato de muitas das bananeiras atuais se reproduzirem
vegetativamente ha muitos séculos, sem recombinacdo genética as tornam um
interessante modelo para estudos genéticos uma vez que certas cultivares
tiveram seu genoma “congelado no tempo” por cerca de 8000 anos.

A maioria das cultivares de bananeira é, portanto, constituida de
mutantes de ocorréncia espontdnea que foram selecionados, cultivados,
multiplicados e distribuidos vegetativamente por fazendeiros. Inicialmente
foram cultivados o0s mutantes partenocarpicos de M. acuminata, que
posteriormente deram origem a clones tripldides por alteracfes no processo
meidtico. Como os tripléides se mostraram mais resistentes e produtivos,
ganharam a preferéncia dos produtores e passaram a ser amplamente
disseminados (PILLAY et al., 2008). Para fins de classificacdo é recomendado
gue se mantenham os genoétipos dipldides sem sementes no mesmo grupo
taxondmico que seus ancestrais, pois estes materiais ainda conservam as mesmas
caracteristicas morfoldgicas. Da mesma forma os clones tripldides sem semente
originados por restituicdo cromossdmica também devem ser incluidos no mesmo
grupo que os ancestrais pelo fato de que a adicdo de uma repeticio de
cromossomos por autopoliploidia ndo é capaz de introduzir qualquer nova

informacdo relevante no genoma do novo clone (VALMAYOR et al., 2000).
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Estas informacBes sdo confirmadas por analises de AFLP que se mostraram
incapazes de separar 0s acessos AAA dos AA.

O desenvolvimento de M. balbisiana deu-se nas areas mais secas da
Asia, motivo pelo qual acessos com presenca de genoma B costumam ser mais
resistentes ao déficit hidrico. Valmayor et al. (2000) relatam o aparecimento de
tripléides BBB nestas regides, fato que é desacreditado por Pillay et al. (2008),
Roux et al. (2008) e Simmonds e Sheperd (1955), e afirmam que estes clones
ainda ndo foram encontrados na natureza.

As principais cultivares de bananeira séo, portanto, triploides, sendo as
cultivares com genoma AAA de bananas doces tipo exportacdo, e as cultivares
com genoma AAB e ABB, para consumo in natura ou para cozinhar. Existem
também dipléides AA e AB para o consumo sem sementes, além dos
tetrapldides com todas as possiveis combinacfes gendmicas. Todas estas
variacfes foram encontradas em regiGes diferentes na natureza, sugerindo que
estas mutagdes e hibridacGes que deram origem a estas bananas sem sementes e
partenocarpicas ocorreram centenas de vezes. Simultaneamente, as plantas
selvagens continuaram a cruzar entre si, gerando continuamente mais
diversidade (HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2007). Além disso,
ainda existe a presenca dos genomas S e T em algumas cultivares como
mostrado por D’Hont et al. (2001) que encontraram cultivares AS, AAT e
BATB. Estes autores também salientam em seus resultados que os padroes
meidticos podem apresentar grandes irregularidades nas bananeiras. Isto é
evidenciado pelo fato da cultivar “‘Pelipita’, considerada ABB, apresentar oito
cromossomos A e 25 cromossomos B, ao contrério dos 11 cromossomos A e 22
B esperados como diagnosticado por técnicas de hibridizacéo in situ.

A Figura 1.1 representa um esquema para a origem evolutiva das
bananas comestives que existem hoje com relacdo as suas ploidias e

contribuicdo dos diferentes grupos gendmicos, segundo proposto por Valmayor
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et al. (2000). A Figura 1.2 representa 0 mesmo esquema na Visdo proposta por
Simmonds e Shepherd (1955). Observa-se em ambos 0s esquemas a auséncia da
contribuicdo dos genomas S e T. O primeiro esquema mostra a presenca da
espécie Musa paradisiaca, tendo sido este o primeiro registro descrito para
bananeira em 1753 por Linné. Por se tratar de um hibrido entre M. acuminata e
M. balbisiana Simmonds e Shepherd (1955) propuseram que o termo fosse
abolido e M. paradisiaca deixou de ser considerada como representante das
espécies de bananas comestiveis. M. paradisiaca neste esquema é utilizada para
representar todos os hibridos de todas as ploidias. Salienta-se, na parte mais
baixa do esquema, a origem dos hibridos tetraploides por varias vias possiveis.
Na Figura 1.2 observa-se a auséncia dos triploides BBB, uma vez que para
Simmonds e Shepherd, assim como para a maioria dos estudiosos, este acesso
jamais foi diagnosticado na natureza. Também cabe salientar que, assim como
na Figura 1.1, os acessos tripldides podem apresentar uma origem tanto por parte

dos genotipos selvagens quanto dos comestiveis.
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Figura 1.1 Diagrama representando os possiveis caminhos evolutivos das
bananas comestiveis segundo Valmayor et al. (2000).
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Figura 1.2 Diagrama representando os possiveis caminhos evolutivos
das bananas comestiveis segundo Simmonds e Shepherd
(1955).

A poliploidia também é um evento de extrema importancia no processo
evolutivo do género Musa, como era esperado, uma vez que o fendmeno é
considerado a alteracdo citogenética mais importante na especiacdo e evolugédo
vegetal. A hibridacdo seguida da poliploidia é de extrema importancia no
processo evolutivo, pois ao restaurar o pareamento meidtico, recupera a
fertilidade do novo hibrido (SCHIFINO-WITTMANN, 2004). Os polipldides
podem se originar por duplicagdo do nimero dos cromossomos ou, mais
comumente, por formacdo de gametas 2n decorrentes de uma modificagdo na

gametogénese, as vezes por uma falha na meiose, gerando um gameta com a
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mesma  constituicdo genética dos parentais (HESLOP-HARRISON;
SCHWARZACHER , 2007). Os poliploides sdo, em geral, considerados bons
colonizadores, podendo ocupar habitats onde anteriormente seus ancestrais
dipléides ndo conseguiram se fixar adequadamente. Taxonomicamente,
entretanto, os polipléides apresentam um problema, como levantado por
Schifino-Whittmann (2004): seriam citdtipos de nivel de plodia diferente, racas
cromossdmicas de uma mesma espécie, ou seriam espécies diferentes posto que
ndo haveria fluxo génico entre as diferentes formas?

Embora tenham como centro de origem a Asia, as bananeiras e 0s
platanos foram introduzidos na Africa ha cerca de 3.000 anos, e desde entdo uma
incrivel biodiversidade destes materiais se desenvolveu no continente.
Destacam-se principalmente as terras baixas da Africa Ocidental e Central na
biodiversidade dos platanos e a regido dos Grandes Lagos e as terras altas da
Africa Oriental na biodiversidade das bananas doces. A Africa Ocidental é a
regido com maior diversidade de platanos em todo o mundo, sendo considerado
um centro secundério de diversificacdo deste tipo de banana, da mesma forma
que a Africa Oriental é considerada o centro secundario de diversificagio das
bananas comestiveis do grupo AAA.

A classificacdo das bananas comestiveis foi proposta por Simmonds e
Shepherd (1955). Os autores reconheceram trés grupos morfologicamente
distintos. O primeiro possuindo caracteres botanicos predominantes de M.
acuminata e o segundo possuindo caracteres de M. balbisiana. O terceiro grupo
possuia caracteristicas combinadas, sendo considerado, portanto, o grupo de
hibridos das duas espécies. Com base em 15 destas caracteristicas 0s autores
desenvolveram um sistema de classificagdo onde a cada caracteristica era
atribuida uma pontuacéo variando de 1 a 5, sendo 1 considerado a caracteristica
totalmente ligada ao genoma A e 5 totalmente ligada ao genoma B. Por meio

deste sistema de pontuaces é possivel se ter um diagndéstico da contribuicdo dos
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diferentes genomas no clone. Entretanto, o sistema é bastante complicado e
requer a contagem de cromossomos, uma técnica laboriosa e demorada. A
citometria de fluxo, no entanto, tem contribuido para auxiliar a identificacdo de
ploidia das cultivares de bananeira, facilitando o processo (DOLEZEL,;
DOLEZELOVA; NOVAK, 1994). Apesar de amplamente utilizado e dos
resultados encontrados estarem de acordo com 0s novos resultados obtidos a
partir de dados moleculares, o sistema possui limitagdes, pois s6 é aplicavel a
acessos dipléides, tripléides e tetrapl6ides que contenham genoma A e B,
ignorando a contribuicdo dos genomas S e T. Além disso, a ampla variacdo que
existe no complexo Musa torna virtualmente impossivel criar um sistema de
classificacdo exclusivamente baseado em descritores morfoldgicos (PILLAY et
al., 2008; VALMAYOR et al., 2000).

Como a taxonomia do grupo Musa € bastante complexa e diferentes
estudos tém apontado respostas conflitantes com relacdo as origens e relagdes
filogenéticas dos materiais cultivados, é necessario que esforgos continuem
sendo empreendidos para o esclarecimento das relages evolutivas dentro do
género. As respostas destes estudos, principalmente os baseados nos recentes
avancos das técnicas moleculares podem esclarecer grande parte das atuais
duvidas e, desta forma, beneficiar grandemente os programas de melhoramento
genético, uma vez que a compreensao da contribuicdo dos diferentes genomas é
necessaria para que os melhoristas possam tomar as decis@es corretas na escolha

dos genotipos a serem utilizados em seus planos de trabalho.
2.2 Melhoramento Genético
Cerca de 120 paises produzem bananas nas regides tropicais e

subtropicais com aproximadamente um terco sendo produzido na Africa, um

terco na Asia-Pacifico e um terco na América Latina e Caribe. Cerca de 87% da
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producdo é feita por pequenos produtores para consumo familiar ou venda em
pequenos mercados locais enquanto que os 13% restantes, constituidos
principalmente por bananas doces para consumo in natura, sdo artigos de
exportacdo (ROUX et al., 2008). Desta forma, a cultura da bananeira é de
extrema importancia por movimentar grande quantidade de dinheiro, criar
inimeros empregos e servir como importante fonte de alimento em regides
variadas do planeta, especialmente nas mais carentes. Ainda assim, a banana é
vista, em muitas circunstancias como produto agrario de menor valor econémico
e interesse para exportaces (CLARKE, 2011).

A fim de modificar esta situagdo, os programas de melhoramento
genético da cultura tm empreendido diversos esforcos para mudar a visdo do
produto frente aos mercados de consumo.

Apesar de haver grande quantidade de cultivares de bananeira produzida
no mundo, quando se considera a capacidade de resisténcia a doencas, estresses
abioticos e, principalmente a preferéncia dos consumidores, este nimero é
grandemente reduzido. A maior parte das bananas produzidas e exportadas
pertence ao subgrupo Cavendish (AAA) que substituiu o subgrupo Gros Michel,
dizimado pelo mal-do-Panama na primeira metade do século. No Brasil, as
principais cultivares pertencem ao subgrupo AAB (ex. Prata, Prata And, Maca)
para consumo local e ao grupo Cavendish (ex. Nanica e Grand Naine) para
exportacdo (SILVA et al., 1999). As bananas do subgrupo Cavendish, no
entanto, também comecam a sofrer importantes ameagas de fungos, virus e
insetos que passam a preocupar 0s pesquisadores principalmente pela estreita
base genética que a cultura apresenta, o que tem levado ao aumento na utilizacdo
de defensivos quimicos nas plantacdes (RABOIN et al., 2005). Desta forma,
existe um interesse crescente em se fortificar a base genética da cultura para se
obter maior resisténcia e, se possivel, ainda se conseguir melhoria das condicdes

agrondmicas de qualidade e produtividade (OSUJI et al., 1997).
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Segundo Osuji et al. (1998) o potencial de crescimento de producao
através de melhoramento genético é maior na bananeira do que em qualquer
outra cultura. Talvez pelo fato de que as metodologias para melhoramento em
bananeira ainda sejam poucas, tendo-se recentemente conseguido avangos para
obtencdo de informacdes relacionadas ao genoma da cultura. Entretanto, o
melhoramento da bananeira é dificultado por conta da baixa fertilidade
apresentada e da triploidia e origem desconhecida da maioria das cultivares
(RABOIN et al., 2005)

Como as principais espécies que deram origem as bananeiras cultivadas
(M. acuminata e M. balbisiana) evoluiram em regifes distintas, adquiriram
caracteristicas diferenciadas que contribuem para as qualidades agrondmicas da
cultura. Como por exemplo, pode-se citar a presenca de genes para resisténcia a
seca, doencas e também para a melhoria do valor nutricional como componentes
de extrema importancia advindos do genoma B, sendo, desta forma, muito
importante que se conhega mais sobre a contribui¢do de cada um dos genomas
nos clones utilizados pelos programas de melhoramento (PILLAY et al., 2008).

Atualmente os programas de melhoramento genético de bananeira tém
utilizado em larga escala os cruzamentos entre espécies selvagens e cultivares
comerciais para 0 ganho de resisténcia. Neste sentido sdo inGmeras as
possibilidades de cruzamento e combinacdo de materiais. Também tém sido
utilizadas técnicas de autopoliploidia com agentes antimitéticos como colchicina
e orizalina para obtencdo de tetrapldides sintéticos para posterior cruzamento
com dipldides elite a fim de se obter tripldides de alta qualidade genética
(ORTIZ, 1997, SILVA et al., 1999).

A variacdo somaclonal também se mostra como técnica de interesse nos
programas de melhoramento para obtencdo de novos clones. A bananeira,
naturalmente apresenta taxa de variacdo somaclonal maior que a maioria das

espécies, 0 que é potencializado pelo cultivo in vitro. Estas variacBes que
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ocorrem no genoma, no entanto, podem ser de dificil percepcao ou instaveis, ndo
apresentando herdabilidade (SILVA et al., 1999).

Outra ferramenta bastante utilizada e pela qual se pode obter resultados
interessantes € a inducdo de mutacdo. Através do emprego de agentes quimicos
ou fisicos € possivel se promover variabilidade para uma determinada
caracteristica de interesse, como resisténcia a fatores abidticos. Como estas
mutacdes sdo ao acaso é necessario que estes materiais sejam selecionados in
vitro e, posteriormente, se acesse o desempenho in vivo. Esta técnica também
pode ser aplicada para melhoramento da resisténcia a doencas, realizando o
cultivo de varios genétipos com a toxina de um parasita de interesse e selecdo
dos gendtipos que apresentarem melhor resposta nesse meio (SILVA et al.,
1999).

Como nos ultimos anos tem sido promovido o acesso as informacdes
relacionadas ao genoma da cultura, espera-se que novas metodologias possam
ser aplicadas como, por exemplo, a transformacdo genética. Neste caso é
necessario que se identifiguem e selecionem genes de interesse em cultivares ou
em espécies selvagens para posterior isolamento destes genes e transferéncia

para cultivares de importancia econémica.

2.3 Criacéo e protecao de cultivares

A bananeira é amplamente cultivada no territério brasileiro,
principalmente por pequenos produtores que a utilizam como fonte de
alimentacéo e renda (JESUS et al., 2006), contribuindo, assim, para a fixacéo do
homem no meio rural e na geragdo de emprego no campo.

No Brasil, com excecdo de algumas areas, as plantagbes sdo feitas com
pouco investimento e baixa tecnologia e as cultivares de bananeira utilizadas

apresentam baixa produtividade e alta suscetibilidade as principais pragas que
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atingem a cultura (SILVA et al., 1999). Com o objetivo de contornar esta
situacdo, o programa de melhoramento genético da bananeira da Embrapa
Mandioca e Fruticultura procura sempre lancar novas cultivares no mercado que
atendam tanto a uma demanda por maior produtividade quanto resisténcia as
pragas (JESUS et al., 2006).

Segundo Aradjo (2010) o langamento de cultivares melhoradas com maior
potencial de produgdo nas condi¢cdes em que se desenvolvem apresenta-se como
um dos principais segmentos tecnolégicos para a agricultura. Segundo o autor, a
ado¢do por maior nimero de agricultores destas cultivares aprimoradas traria,
certamente, acentuada alteracdo no perfil de rendimento das lavouras brasileiras.

O lancamento de uma nova cultivar, no entanto, exige um longo periodo de
pesquisa e elevado investimento financeiro pelos programas de melhoramento
genético. Para que haja estimulo por parte destes programas para continuarem
suas pesquisas € necessario que exista um mecanismo de prote¢do para essas
inovagbes (PESKE; BARROS, 2003). Esta necessidade levou a se pensar uma
forma de protecdo destas novas variedades, permitindo o controle sob sua
producéo e comercializagdo.

Consoante ao que ocorre em outros paises e com o intuito de possibilitar aos
melhoristas a protecdo das variedades resultantes de suas pesquisas, surge no
Brasil em 1997 a Lei N° 9.456 ou Lei de Protecdo de Cultivares. Esta lei, de
acordo com Araujo (2010) insere-se no campo da propriedade intelectual e do
direito do autor, sendo complementar & Lei da Propriedade Intelectual (Lei das
Patentes), sancionada no ano anterior. Segundo 0 mesmo autor, tratou-se de
grande inovacdo possibilitar o direito a propriedade intelectual relacionada a
agricultura, algo até entdo inexistente no pais.

Segundo a Lei de Protecdo de Cultivares, uma cultivar é definida como “a
variedade de qualquer género ou espécie vegetal superior que seja claramente

distinguivel de outras cultivares conhecidas por margem minima de descritores”.
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Para que possa ser protegida, portanto, a cultivar precisa ser plenamente
diferencdvel de outras cultivares, apresentar variabilidade minima nos
descritores quando plantada em escala comercial e manter sua homogeneidade
ao longo das geragdes (SEVERINO et al., 2002). Assim sendo, a lei ainda define
0 que se compreende por descritores como ‘“caracteristicas morfologicas,
fisioldgicas, biogquimicas ou moleculares, geneticamente herdadas, utilizadas na
identificacdo das cultivares”.

A caracterizacdo morfoldgica é a maneira mais simples e de menor custo na
busca de descritores que possibilitem caracterizar uma cultivar, pois exige a
simples visualizacdo do material vegetal e, em caso de -caracteristicas
mensuraveis, ferramentas de facil disponibilidade. Esta caracterizacéo consiste
na adocdo de descritores botanicos herdaveis, facilmente visiveis e mensuraveis
que, a principio, sdo expressos em todos ambientes (RADMANN; OLIVEIRA,
2003). Segundo Severino et al. (2002) deve-se levar em consideracao a variagcao
existente na base genética estudada, e esta caracterizacdo € fundamental também
para acessos a bancos de germoplasma e como ferramenta auxiliar do
melhoramento genético.

No entanto, a descricdo morfoldgica apresenta suas limitacGes, como no
caso de cultivares com grandes semelhancas fenotipicas e também com relacédo a
caracteres de heranca aditiva, que sdo altamente influenciados pelo meio
(OLIVEIRA et al.,, 2000). Por esta razdo é necessario que as plantas que
participam destes estudos estejam submetidas as mesmas condi¢des ambientais.

Os descritores morfologicos para a cultura da bananeira ja& sdo bem
conhecidos  (INTERNATIONAL PLANT GENETIC RESOURCES
INSTITUTE - IPGRI, 1996) e incluem caracteristicas da planta adulta, muitas
dessas ligadas as estruturas reprodutivas, como nimero de pencas, nimero e
comprimento dos frutos (AMORIM et al., 2008). O recomendado para a cultura

da bananeira é que estes descritores de producdo sejam avaliados quando os



34

frutos estiverem bem preenchidos, de preferéncia adquirindo coloragéo
amarelada. A grande limitacdo oferecida por esta exigéncia reside no fato de que
é necessario que se espere um longo tempo até que se possa realizar a
caracterizagdo dos acessos baseando-se nesses descritores.

Sendo assim, seria interessante que se procurasse encontrar descritores
morfoldgicos que possibilitassem a identificacdo de cultivares ainda no estadio
juvenil da planta, evitando que haja erros na identificacdo de cultivares por
produtores ou técnicos e, por falta de caracterizagcdo prévia, s6 viessem a
descobrir 0 engano apos longo periodo, acarretando grandes prejuizos.

Para a caracterizacdo morfoldgica de cultivares de bananeira é necessaria,
inicialmente, a distincdo entre acessos diploides, tripldides e tetraploides. Além
da contagem cromoss6mica, algumas caracteristicas morfoldgicas podem atestar
uma informacéo precisa sobre o nivel de ploidia (SHEPHERD, 1984).

A possibilidade de se separar os acessos de diferentes ploidias ocorre em
razdo de um fendmeno biolégico conhecido como “efeito gigas” (SCHIFFINO-
WITTMANN, 2004; VAMOSI, 2007). Com o aumento da ploidia e,
consequentemente, aumento do volume nuclear, existe menor ndmero de
divisdes durante a vida do vegetal, o que leva a um aumento no tamanho das
células e dos tecidos. Este efeito é observado principalmente em 6rgdos com
padrdo de crescimento altamente determinado, como flores e sementes, mas
também ocorre em folhas, com o aumento da espessura do limbo foliar e
reducdo da ramificacao.

Ainda que a caracterizagdo de cultivares ocorra predominantemente por
descritores morfolégicos, as desvantagens apresentadas por este sistema tém
levado a busca por novas alternativas. Uma dessas alternativas tem sido o0s
descritores de proteinas e, principalmente, os descritores de DNA, baseados no

genoma do individuo. Este tipo de descritor tem recebido especial atengdo pelo
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fato de possibilitar a distincdo de cultivares morfologicamente similares e
geneticamente aparentadas (MILACH, 1998).

Descritores genéticos baseados no polimorfismo do DNA poderdo ser
utilizados pelo melhorista para criar um padréo genético (fingerprinting) proprio
de cada cultivar (STAUB et al., 1996), pois ndo depende da idade da planta, do
ambiente, do estado sanitario e do clima. Assim, a identidade genética podera
ser feita em plantas jovens, inclusive micropropagadas, facilitando a
identificacdo, comercializacdo e o intercdmbio de germoplasma. Além disto, o
uso destes descritores possibilita a obtencdo de estimativas de distancias
genéticas entre as cultivares, e assim o0 acesso a variabilidade existente
(MILACH,1998).

Além destes pardmetros morfoldgicos e moleculares ainda encontram-se
entre os descritores recomendados para banana (IPGRI, 1996) aqueles
relacionados a ploidia e ao cari6tipo do material.

As caracteristicas mais evidentes do cario6tipo sdo a posi¢do do centrdbmero e
0 nlmero e tamanho dos cromossomos. Entretanto, estudos de caridtipo de
bananeira tém sido dificultados em funcdo dos cromossomos serem muito
pequenos. Sendo assim, a descricdo cariotipica desta espécie tem sido restrita ao
nlmero cromossdmico, uma vez que é praticamente impossivel distinguir algum
detalhe da estrutura cromossdmica (GUIMARAES et al., 2009). A fim de
minimizar este problema, a citometria de fluxo comecou a ser utilizada como
técnica rapida e rotineira para determinacéo de ploidia. Esta ferramenta pode ser
utilizada desde que a ploidia para a espécie ja tenha sido estabelecida por meio
de estudos citogenéticos. Crouch et al. (1999), no entanto, afirmam que esta
abordagem ndo pode ser utilizada para estudos mais detalhados, sendo
necessario que se recorra a técnicas mais apuradas, como o estudo do cari6tipo,
para uma precisa determinacdo do nimero de cromossomos e outros detalhes da

constituicdo do material genético vegetal.
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A citometria de fluxo envolve a andlise das propriedades Opticas (dispersdo
da luz e fluorescéncia) de particulas que fluem numa suspensédo liquida. Essas
particulas interceptam uma a uma um feixe de laser, ocorrendo um processo de
dispersdo da luz e ou emissdo de fluorescéncia. A intensidade de dispersdo da
luz, ou emissdo de fluorescéncia, estd relacionada com as propriedades da
particula que se esta analisando. Esse principio pode ser usado, por exemplo,
para medir a quantidade de DNA de uma célula (DOLEZEL; BARTOS, 2005).

Em plantas, é possivel obter milhdes de nicleos em suspensdo a partir de
poucos gramas de tecido foliar em um procedimento relativamente simples que
envolve a maceracdo desse tecido em uma solucdo tampdo que mantém a
integridade nuclear. A coloracdo dessa amostra com corantes especificos para o
DNA (DAPI, iodeto de propideo, brometo de etideo) permite ao aparelho
estimar a quantidade do material genético. Tais estimativas apresentam uma
série de aplicacBes, desde a pesquisa basica até o melhoramento de plantas.
Desta forma é possivel estimar o tamanho do genoma, avaliar a ploidia, detectar
mixoploidia e aneuploidia, avaliar o ciclo celular, estudar a eliminacdo
cromossdmica, separacdo de células, cromossomos ou organelas dentre outras
aplicacbes (DOLEZEL; BARTOS, 2005)

A citometria de fluxo permite a deteccdo de pequenas variagcdes no conteido
de DNA, assim permitindo a deteccdo de mixopldides (material contendo
variacdo no contetdo de DNA). A existéncia de varios picos com quantidades de
DNA varidveis é um indicativo deste fendmeno. Trabalhando-se com o
refinamento da técnica, com histogramas de baixissimos coeficientes de variacao
(entre 1% e 1,5%), € possivel detectar a perda de um Gnico par de cromossomos
e, portanto, selecionar, entre um grande numero de individuos, plantas
aneuploides, isto é, aquelas que apresentam variagdes numa pequena quantidade

de cromossomos.
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CARACTERIZAGCAO DE ACESSOS DE BANANEIRA EM ESTADIO
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1 RESUMO

A avaliacio morfolégica é a forma mais pratica utilizada para
caracterizagdo de cultivares. Os descritores morfologicos para a cultura da
bananeira estdo bem estabelecidos e baseiam-se, principalmente, em caracteres
da planta adulta. Atualmente a micropropaga¢do tem sido uma das principais
formas para obtencdo de mudas na cultura da bananeira, pela rapidez da técnica
e obtencdo de material de alta qualidade, tanto para produtores comerciais
quanto para programas de melhoramento genético. Com o objetivo de
possibilitar a identificacdo de cultivares de bananeira ainda em estagio juvenil, o
presente estudo procurou selecionar caracteristicas que auxiliassem na
identificacdo precoce de acessos de bananeira. Foram utilizados 12 acessos com
diferentes graus de ploidia e grupos gendmicos. O material foi multiplicado por
duas geracBes em meio MS e posteriormente aclimatizado em casa de vegetagédo
por 90 dias. Ap0s este periodo, foram avaliadas caracteristicas morfologicas
guantitativas como altura das plantas, diametro do pseudocaule, nimero,
comprimento e largura das folhas, além de caracteristicas qualitativas, como cor
do limbo foliar, orientacdo da folha, presenca de manchas no pseudocaule e no
limbo foliar. Com base nos resultados obtidos ndo foi possivel observar clara
relacdo do nivel de ploidia e da influéncia dos grupos gendmicos na morfologia
do material avaliado. Esta relagdo, no entanto, é esperada em avaliagdes do
material adulto, onde podem ser distinguidos os efeitos nucleotipicos das
alteracbes de contelldo de DNA. Entretanto, os dados morfolégicos permitem
uma caracterizacdo dos acessos avaliados, inclusive com a elaboragdo de uma
chave analitica que possibilita a identificacdo dos acessos estudados ainda em
estadio juvenil, o que auxilia os produtores e também aos técnicos a evitar

prejuizos decorrentes da mistura de materiais vegetais durante 0 manuseio.
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Palavras-chave: Musa sp. Caracterizacdo. Morfologia. Ploidia. Estadio juvenil.
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2 ABSTRACT

Morphological evaluation is the most useful way for -cultivar
characterization. The morphological descriptors for banana are well established
and they are mainly based in the adult plant characteristics. Currently,
micropropagation has been one of the most important tools for obtaining banana
plantlets since it is a fast method, resulting in high quality material for producers
and breeding programs. The present study searched for characteristics which
could enable banana cultivars characterization still in the juvenile phase. Twelve
banana accesses with different ploidy levels and genomic groups were used in
the study. Plant material was multiplied in vitro for two multiplication cycles in
MS medium and transferred for the greenhouse for acclimatization. After 90
days period, evaluations of quantitative characteristics such as plant height,
pseudostem diameter, leaf blade length and width and number of leaves.
Qualitative characteristics were assessed like leaf color, orientation and presence
of blots in the blade and pseudostem. The results showed no clear relation
between ploidy level, genomic groups and the morphological features. This
relation is expected in the adult plant material, in which the nucleotipic effects of
increasing DNA content can be observed. However, the morphological data
allowed a characterization of the banana accesses and the elaboration of an
analytical key which enables the identification of those accesses. It would
certainly help the producers and breeders to avoid losses from incorrect selection

of plant material and late detection of the problem.

Keywords: Musa sp. Characterization. Morphology. Ploidy. Juvenile phase.
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3 INTRODUCAO

O melhoramento genético da bananeira atualmente tem como objetivo a
obtencdo de cultivares produtivas capazes de resistirem as doencas como
sigatokas, mal-do-Panam& e as pragas como nematdides, bem como
apresentarem caracteristicas agrondmicas de interesse, como porte reduzido e
frutos com melhor caracteristica organoléptica. Os programas de melhoramento
de espécies de interesse econdmico lancam com frequiéncia cultivares que
apresentam caracteristicas desejaveis e que sdo resultados de longas e intensas
pesquisas.

Desta forma, é fundamental que exista a possibilidade de se proteger
estas novas cultivares da apropriacdo genética indevida, sendo que, o primeiro
passo para se garantir legalmente esta protecdo é a identificacdo de critérios
estabelecidos para descricdo de variedades, ou seja, descritores (MILACH,
1998; BRASIL, 1997). Tradicionalmente, os melhoristas tém utilizado
caracteristicas morfolGgicas para registro e lancamento de novas variedades
(MILACH, 1998). A caracterizacdo destes materiais é uma atividade muito util
para escolha dos progenitores adequados dentro dos programas de
melhoramento, dependendo do objetivo que o melhorista pretende atingir
(AMORIM et al., 2008).

Descritores morfoldgicos, principalmente os quantitativos, podem ser
afetados pelo ambiente, o que poderia dificultar sua utilizagdo, pois, sob certas
condicOes, poderiam sofrer grandes variagGes. Por outro lado, estes descritores
sdo de interesse para se observar padrfes de adaptagdo de diferentes acessos,
disponibilizando informag®es sobre as diferencas de respostas do pool de genes
da cultura, o que pode ser Gtil para producdo de futuros hibridos (ORTIZ, 1997).

A maioria dos descritores morfologicos utilizada para a distincdo das
cultivares de bananeira ja estd bem estabelecida (INTERNATIONAL PLANT
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GENETIC RESOURCE INSTITUTE - IPGRI, 1996) e se baseia em
caracteristicas de plantas adultas muitas delas ligadas as estruturas reprodutivas,
como numero de pencas e de frutos, nUmero de dias do plantio a floracéo,
comprimento e diametro do fruto (AMORIM et al., 2009; LESSA et al., 2009;
SANTOS et al. 2006 ).

Contudo, com a expansdo da bananicultura no Brasil, os produtores tém
exigido maior demanda por mudas destas plantas, que muitas vezes sdo de
carater duvidoso, tanto relacionado a produtividade quanto as condicGes
fitossanitarias, o que pode aumentar a incidéncia de pragas nas plantacGes e
reduzir os lucros para os agricultores (BRAGA; SA; MUSTAFA, 2001).

Desta forma, a micropropagagdo tem se apresentado como excelente
ferramenta para abastecer o mercado produtor com mudas de atestada
procedéncia genética e qualidade fitossanitaria, além de ser metodologia muito
utilizada pelos programas de melhoramento genético para producdo de mudas
basicas de novas cultivares (BRAGA; SA, MUSTAFA, 2001). De fato, quando
se compara a proporcdo da utilizagdo da micropropagacdo com a propagacédo
convencional, a bananeira se mostra como a cultura de maior relevancia
(MOHAMED, 2007). Contudo, é necessario rigido controle sobre a fidelidade
genética das mudas obtidas por propagacdo in vitro a serem destinadas aos
campos de producdo, evitando prejuizos aos produtores (NOBREGA, 2006).
Para atender esta necessidade a identificacdo e certificacdo dos materiais
previamente sdo fundamentais, por reduzirem possiveis prejuizos para
produtores ou melhoristas decorrentes de identificacdo incorreta de material
vegetal.

Para evitar possiveis erros na identificacdo das bananeiras na fase de
muda é que se propOs o presente estudo, que tem como objetivo avaliar as
caracteristicas morfoldgicas de acessos desta cultura que possam ser utilizados

como descritores destes materiais ainda na fase juvenil.
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4 MATERIAL E METODOS

Os acessos utilizados para todos os experimentos foram oriundos da
Embrapa Mandioca e Fruticultura (Tabela 1.1). O experimento foi conduzido no
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais e casas de vegetacdo do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras. Foram
utilizados explantes constituidos de apices caulinares de 12 acessos de bananeira
de grupos gendmicos e niveis de ploidia distintos (Tabela 1.2). Estes explantes
foram cultivados in vitro em meio MS e mantidos em sala de crescimento com
intensidade luminosa de 36 puMol.m?s™, com fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25 + 2 °C. O material foi multiplicado em meio MS por duas
geracgdes, cada uma com duracdo de 30 dias. Posteriormente as plantas foram
transferidas para estufa e acondicionados em vasos de 0,5 L com substrato
constituido de 1 parte de terra: 1 parte de areia: 1 parte de esterco sendo
mantidas sob regime de nebulizacdo intermitente e sombreamento de 50%.
Semanalmente foram realizadas regas com meio MS liquido 50% sem adicéo de
acucar. Apos 90 dias de aclimatizacdo, de fevereiro a abril, foram realizadas
avaliacdes das seguintes caracteristicas morfoldgicas: a) altura das plantas (AP —
cm): realizada com fita métrica; b) didmetro do pseudocaule (DP- mm):
realizado com paquimetro digital na altura da insercdo da folha mais basal; c)
nimero de folhas plenamente expandidas e ndo senescentes (NF); d)
comprimento do limbo foliar (CL - cm): medida com fita métrica; e) largura do
limbo foliar (LL - cm): medida com fita métrica.

Além destas caracteristicas, ainda foram avaliadas caracteres
morfolégicos qualitativos como o aspecto geral da planta (esguias — entrends

longos; compactas - entrends curtos) cor do pseudocaule, cor do limbo, cor da
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nervura central, cor da borda do limbo, orientacdo da folha, consisténcia da folha
e presenca de manchas no limbo.

Os dados avaliados foram submetidos a analise de variancia pelo
programa Sisvar e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

Tabela 1.1 Acessos de bananeira provenientes da Embrapa Mandioca e
Fruticultura

Acessos Genoma Descricéo
Malbut AA Cultivar introduzida de Nova Guiné
NBA AA Cultivar introduzida de Nova Guiné
118 AA Genotipo selvagem introduzido da Tailandia
Caipira AAA Cultivar originaria da Africa, introduzida na

Franca recomendada por ser resistente as
sigatokas negra e amarela e ao Mal-do-Panama
Thap Maeo | AAB Cultivar introduzida da Taildndia recomendada
por ser resistente as Sigatokas negra e amarela e
ao Mal-do-Panama

Prata Ana AAB Cultivar originaria do Brasil, mutacdo da cultivar
Branca, a mais plantada
Maca AAB Cultivar preferida e originaria do Brasil

FHIA-02 AAAB Hibrido tipo Prata da cultivar Prata An3,
resistente a Sigatoka negra

Bucanero AAAA | Hibrido da cultivar Lowgate (Gros Michel)
resistente a Sigatoka-negra

Princesa AAAB | Hibrido Tipo Maca da cultivar Yangambi N° 2
que foi introduzida da Franca, resistente a
Sigatoka amarela e tolerante ao mal-do-Panama
Garantida AAAB | Hibrido Tipo Prata da cultivar Prata Sdo Tomég,
recomendado pela Embrapa por ser resistente as
Sigatokas negra e amarela e ao Mal-do-Panamé
Tropical AAAB | Hibrido Tipo Maca da cultivar Yangambi N° 2
que foi introduzida da Franca, resistente a
Sigatoka amarela e tolerante ao Mal-do-Panama
PA42-44 AAAB | Hibrido Tipo Prata da cultivar Prata And
resistente as Sigatokas amarela e negra e ao Mal-
do-Panaméa

Fonte: Silva et al., (1997) e Silva, Pereira e Rodrigues (2008)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados obtidos é possivel observar que ndo existe uma
separacdo clara dos acessos na qual possa ser feita qualquer inferéncia ao grupo
gendmico ou ao nivel de ploidia (Tabela 1.2). Esta relagdo é esperada em
avaliagcBes de material adulto, principalmente 6rgdos de crescimento altamente
determinado, como flores e sementes, pois um maior contetido de DNA gera um
aumento do tamanho das células e, por conseguinte, aumento dos tecidos e
6rgaos, o chamado efeito “gigas” (VAMOSI et al., 2007). Apesar desta relacédo
também estar presente em Orgdos vegetativos, ndo foi encontrado, neste
trabalho, qualquer resultado significativo que confirme esta afirmativa, talvez

por razdo do material avaliado ser bastante jovem.
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Tabela 1.2 Caracteristicas morfoldgicas de acessos de bananeira provenientes do
programa de melhoramento genético da Embrapa Mandioca e Fruticultura
micropropagadas aps trés meses de aclimatizagao®.

Genotipo Caracteristicas’
AP(cm) CL(cm) LL(cm) DP(mm) NF

Malbut (AA) 2640A 26,33B  10,35B 1369B  42A
NBA (AA) 17,20B  19,97C 9,11B 13,13B  50A
Caipira (AAA) 2520 A 30,08 A 1150A 1494B 48A
Thap Maeo (AAB) 28,60 A 24,44 B 9,94B 1526 B 48A
Prata And (AAB) 2080B 2244B 1117A 1835A 52A
Macé (AAB) 17,40 B 18,3C 7,09C 1427B 50A
FHIA-02 (AAAB) 16,20B 18,92C 8,87C 1772A  54A
Bucanero(AAAA) 1560B 17,59C 781C 1697 A 52A
Princesa (AAAB) 27,60 A 244B 9,42 A 1443B 46A
Garantida (AAAB) 1960B  17,95C 7,20 C 1471B 54A
Tropical (AAAB) 17,40B  17,94C 7,53C 1533B 50A
PA42-44 (AABB) 18,00B  17,59C 8,51 C 17,1 A 6,0 A

C.V.(%) 14,46 12,29 14,08 12,88 16,57

'Médias seguidas pela mesma letra dentro da coluna pertencem a0 mesmo grupo,
segundo o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

AP - altura da planta, CL — comprimento do limbo, LL — largura do limbo, DP —
diametro do pseudocaule, NF — nimero de folhas.

A avaliacdo morfoldgica para a caracterizagdo dos gendtipo sé foi
possivel mediante criteriosa observacdo das caracteristicas descritivas de cada

material;

Malbut: plantas altas (; = 26,4 cm), aspecto esguio, folhas longas (E:
26,33 cm), delgadas e cuja insercdo das folhas mais baixas se da em porgdes
mais elevadas do pseudocaule. A nervura central apresenta coloracdo verde nas
folhas mais jovens e castanha nas folhas mais maduras. O limbo foliar apresenta

manchas castanhas em sua extensdo e coloracdo da borda avermelhada.
NBA: plantas esguias, de estatura mediana a baixa (¥ = 17,2 cm). As

folhas sdo longas (%= 19,97 cm), mais delgadas nas por¢des superiores e mais

largas nas porgdes inferiores do pseudocaule. A coloracdo das folhas é verde
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claro brilhante e manchas castanhas sdo freqlientes. A nervura central é verde e a

borda do limbo é de coloragédo castanha.
Caipira: sdo plantas altas (&= 25,2 cm), com folhas muito longas

(*=30,8 cm) de coloracdo verde médio, com manchas castanhas esparsas pelo
limbo em pequena quantidade. As bordas do limbo séo de coloragdo vermelho

intenso e a textura € membranacea.
Thap Maeo: plantas altas (+= 28,6 cm), esguias, com folhas grandes

(*=24,44 cm) e delgadas (* = 9,94 cm). A coloracdo do limbo é de verde
médio a escuro e a textura levemente crassa. Apresenta manchas castanhas em
quantidade moderada. A nervura central é castanha e a borda do limbo vermelho

intenso.
Prata And: plantas de estatura mediana (= 20,8) e aspecto compacto.

As folhas sdo médias (5:22,44 cm) e largas (E:11,17 cm) de coloragdo verde

escuro opaca. Apresentam manchas castanhas no limbo e nervura central

também de coloragdo castanha. O pseudocaule é bastante espesso (#=18,35

mm) e, assim como 0s peciolos, apresenta coloragdo avermelhada.
Maca: plantas de estatura baixa (*=17,4 cm), porém de aspecto esguio.

As folhas séo de comprimento médio (+=18,3 cm) e bastante delgadas (+=7,09
cm), de coloracdo verde médio e sem manchas no limbo. A nervura central

apresenta a mesma cor do limbo.
FHIA-02: sdo plantas de estatura mais baixa (¥=16,2 cm) de aspecto
compacto até levemente esguio. As folhas se apresentam longas (+=18,92 cm) e

largas (5:8,87cm) para a baixa estatura das plantas. A cor do limbo é de verde

médio a escuro, com manchas castanhas muito pouco frequentes, ou mesmo
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ausente em alguns exemplares. As nervuras centrais sdo verdes, porém é

frequiente assumirem coloracdo castanha apenas na parte basal do limbo.
Bucanero: sdo plantas bastante baixas (+=15,6 cm), de aspecto

compacto, cujas folhas, pequenas (*£=17,54 cm) se inserem no pseudocaule
desde a porcdo mais basal. O limbo é verde escuro opaco com muitas manchas
castanhas em sua extensdo. A nervura central é da mesma cor do limbo e a borda

apresenta coloracdo vermelho intenso.
Princesa: plantas altas (+=27,6 cm) de aspecto esguio, com folhas

longas (+=24,4 cm), levemente crassas e apresentam orientacdo plana em
relacdo ao solo. Nao apresenta manchas no limbo e, nas folhas mais maduras, a

nervura central apresenta coloracdo avermelhadas até metade de sua extenséo.

Garantida: plantas de estatura média a baixa (+=19,6 cm), de aspecto
levemente esguio, porém com o pseudocaule apresentando um didmetro maior,

principalmente na por¢do mais basal, onde tem aspecto intumescido. As folhas

sdo pequenas (+=17,95 cm) e delgadas (*=7,2 cm), de coloracdo verde escuro
bastante opaco, apresentando manchas castanhas, geralmente préximas a nervura

central, que se apresenta predominantemente castanha.
Tropical: plantas de estatura baixa (E= 17,4 cm), porém de aspecto

esguio. As folhas sdo pequenas (¥=17,94 cm) de coloragdo verde médio a
escuro e brilhante. Ndo apresentam manchas no limbo e a nervura central € de

coloracéo castanha.
PA 42-44: plantas baixas (*= 18 cm) de aspecto compacto e
pseudocaule espesso (E=17,1cm). As folhas sdo pequenas (E=17,59 cm) e

largas (+=8,51 cm), de aspecto crasso, coloragdo verde escura e presenca de



53

manchas castanhas em sua extensdo. A nervura central apresenta coloracdo
castanha mesmo nas folhas mais jovens.

As cultivares que apresentam relacdes parentais, como Prata Ana,
FHIA-02 e PA42-44 mostraram grande semelhanga nas respostas, tanto dos
dados quantitativos quanto dos dados qualitativos, como baixa estatura,
pseudocaule espesso, folhas escuras e com manchas castanhas no limbo. Outro
grupo de cultivares relacionadas, compreendendo as cultivares Princesa e
Tropical ndo apresentou semelhanca na resposta dos dados quantitativos, porém
apresentou semelhanca para dados qualitativos como folhas escuras e auséncia
de manchas no limbo.

De forma geral, caracteres como a altura das plantas, comprimento e
largura de folhas apresentaram grande polimorfismo. O didmetro do
pseudocaule, por sua vez, apresentou uma Vvariagdo menos acentuada nos
diferentes acessos avaliados. Ja o numero de folhas ndo apresentou qualquer
variagdo. Ortiz (1997) atesta que, para uma caracteristica morfoldgica ser um
descritor de relevancia, é necessario que apresente um elevado polimorfismo. O
autor cita o nimero de folhas como sendo uma destas caracteristicas
interessantes. E importante ressaltar que, como em todos os estudos de avaliagdo
morfolégica para acessos de bananeira, o autor utilizou plantas adultas. No
presente estudo, entretanto, ao utilizar plantas jovens, o niamero de folhas foi um
descritor morfoldgico ineficiente. O autor ainda salienta, no entanto, que deve
ser tomado cuidado ao avaliar estas caracteristicas morfologicas, pois, muitas
vezes, seu alto polimorfismo pode ser uma resposta das interagcdes do vegetal
com o ambiente.

Com base na criteriosa avaliagdo destas caracteristicas para todos 0s
gendtipos foi possivel construir uma chave analitica dicotdmica que possibilitou
diferenciar todos os gendtipos estudados ainda em fase juvenil, ap6s trés meses

de aclimatizacdo. ElaboracGes de chaves analiticas para identificacdo de
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gendtipos e variedades de plantas de amplo interesse comercial sdo raros, como

por exemplo, o trabalho de Almeida, Rochelle e Crocomo (1995) com cana-de-

acucar, e de Seiffert (1984) com as espécies mais comuns de Bracchiaria usadas

em pastagens no pais.

Chave para determinacdo dos genétipos:

1. Plantas esguias cujas folhas se inserem no pseudocaule

COM ENLFENAS TONQOS ...o.veveierieiieeeceeiee e 2
Plantas compactas cujas folhas se inserem no pseudocaule
COM ENEFENGS CUMTOS ...evveverieiesiesiesieeseeeseeeseeseeseeseesaesressesseseeseessessessesnens 3
2. Plantas altas, em média maiores que 20 CM ......ccccceveveieceseseennn, 4
Plantas baixas, em média menores que 20 CM ......cccceeeveeeeesreannas 6
3. Pseudocaule e peciolo VErdes ........cccccoveeeiieriincieiesese e 5
Pseudocaule e peciolo avermelhados ............ccocevveveennnnne. PRATA ANA
4. Folhas de grande comprimento, em torno de 30 CM ... .ccccovvvrienenen. 8
Folhas em geral menores que 30 CM ......ooevvvvveveseeiese s 9
5. Nervura central da mesma cor do limbo ........c.ccocviiiiiiiiiiiniiiees 7
Nervura central avermelhada ..., PA42-44

6. Nervura central de coloracdo castanha ...........cc.ccevvvevvenennnne. TROPICAL
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Nervura central da mesma coloragdo do limbo ...........cccveeeeveennns MACA

Folhas verde escuro opacas com manchas
castanhas abundantes ...........coceoeireinininsenese e BUCANERO

Folhas verde médio a verde escuro, manchas

castanhas pouco abundantes ou até mesmo ausentes................. FHIA 02
Nervura central de coloracdo castanha ..........c..cccccevvenenee. THAP MAEO
Nervura central da mesma coloragdo do limbo .............ccccee.e... CAIPIRA
Borda do limbo vermelha ..........coveiiieieee e 10
Borda do 1imbo castanha ... NBA
Apresenta manchas nas folhas ..........cccocveveiei v 11

N&o apresenta manchas nas folhas ...........cccceeveviiinieneninn PRINCESA
Nervura central predominantemente castanha .................. GARANTIDA

Nervura central verde nas folhas jovens e

avermelhada nas folhas maduras .........cccecvveevecviie e MALBUT
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6 CONCLUSAO

A avaliacdo dos genotipos estudados permite a caracterizacdo destes
com base em caracteristicas morfoldgicas da planta ainda em estadio juvenil
proveniente de micropropagacéo e aclimatizada pelo periodo de trés meses.

A chave analitica dicotbmica obtida possibilita identificar estes
gendtipos desenvolvidos nestas condicOes antes de sua maturidade, assegurando

a certificacdo do material e evitando erros na identificacgéo.
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CAPITULO 3 CARACTERIZAGCAO DA ANATOMIA FOLIAR DE
ACESSOS DE BANANEIRA E SUA RELACAO COM O NIiVEL DE
PLOIDIA E GRUPOS GENOMICOS
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1 RESUMO

A anatomia vegetal tem sido utilizada ha muito como ferramenta de
importante colaboracdo para a caracterizacdo taxondmica de espécies,
resolvendo impasses na sistematica de muitas familias boténicas. Da mesma
forma, a anatomia pode contribuir na descri¢do de cultivares, embora tenha sido
pouco utilizada para este fim. Importantes culturas apresentam cultivares com
diferentes niveis de ploidia, o que pode dificultar a escolha de materiais corretos
para 0s cruzamentos nos programas de melhoramento. Sendo assim, é
imprescindivel que se conheca adequadamente a ploidia do material com o qual
se deseja trabalhar. E reconhecido na literatura que o aumento do contetido de
DNA nas plantas provoca uma série de efeitos na morfologia externa e interna,
conhecidos em seu conjunto como efeito nucleotipico. Desta forma, a avaliacdo
anatdbmica pode ser utilizada como ferramenta para a determinagdo da ploidia
dos acessos vegetais, evitando a necessidade de empregar a complicada
metodologia da contagem de cromossomos. O presente trabalho teve como
objetivo, portanto, a caracterizacdo anatdmica de acessos de bananeira e a
compreensdo das relacBes entre estas caracteristicas anatbmicas e os niveis de
ploidia e grupos gendmicos. Foram avaliados 13 acessos de bananeira, entre
dipléides, triploides e tetrapléides provenientes de propagacao in vitro, apos 90
dias de aclimatizacdo. Foram coletadas as folhas mais jovens, plenamente
expandidas de cinco plantas para cada acesso, fixadas em FAA e conservados
em alcool 70%. Foram realizados cortes transversais e paradérmicos das faces
abaxial e adaxial e avaliados parametros como tamanho e densidade estomatica,
espessura do limbo foliar, nervura central, das epidermes, hipodermes e
parénquimas. Pelos resultados obtidos, a espessura do limbo foliar, o tamanho e
a densidade estomatica mostram-se, com seguranca, serem parametros

adequados para a caracterizacdo do nivel de ploidia dos acessos de bananeira.
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Palavras-chave: Musa sp. Caracterizacdo. Anatomia. Ploidia. Efeito

nucleotipico.
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2 ABSTRACT

Anatomy has been used for a long time as a tool for taxonomic
characterization, solving systematic problems in several botanic families. In the
same way, anatomy can make a contribution in characterizing cultivars of
important crops, despite the fact that it has been underused for this purpose.
Some important crops have cultivars with different levels of ploidy and this fact
can difficult the choice for the correct plant material at the breeding programs.
With this in mind, it is necessary to know the correct ploidy of the plant material
to work with. It is know that the increase in DNA content causes several
morphological and anatomical effects in plants. The set of these effects is known
as nucleotipic effect. It therefore allows the use of anatomical evaluation as a
tool for ploidy determination in plant accesses, avoiding the laborious time-
consuming methodology of chromosome counting. The present work aimed the
anatomical characterization of banana accesses and the comprehension of the
relations between anatomical features, ploidy level and genomic groups.
Thirteen banana accesses, including diploids, triploids and tetraploids were used.
After micropropagation process and acclimatization in greenhouse for a 90 days
period, five leaves of each access were sampled and fixed in FAA and alcohol
70%. Transverse and longitudinal sections of the upper and lower leaf surfaces
were made and evaluated for the following parameters — stomatal length and
density, thickness of leaf and central vein, upper and lower epidermis and
hypodermis thickness and palisade and spongy parenchyma thickness. Leaf
thickness, stomatal length and density are likely good parameters for ploidy

determination in banana accesses.

Keywords: Musa sp. Characterization. Anatomy. Ploidy. Nucleotipic Effect.
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3 INTRODUCAO

O estudo comparativo da estrutura, anatomia e morfologia das plantas
sempre se constituiu como questdo central da sistematica, procurando elucidar a
diversidade e filogenia dos vegetais (ENDRESS, BASS, GREGORY, 2000). A
anatomia vegetal ha muito teve seu valor reconhecido na contribuicdo ao campo
da taxonomia. Isto se deve ao fato de que as variagcdes que ocorrem dentro de
cultivares, espécies, géneros e familias se refletem na histologia dos vegetais
(AHMAD et al., 2011).

Contrastando com as avaliagdes morfoldgicas, os caracteres anatdmicos
vegetativos tém sido mais utilizados do que os caracteres florais. Isto se deve ao
fato de que, havendo necessidade de novas informacgfes para resolver um
impasse taxondmico, ao se avaliar as estruturas internas de folhas, caules e
raizes é possivel obter uma informacdo diferente daquela obtida nos 6rgaos
reprodutivos (STUESSY, 2009). Stuessy (2009) salienta que dados anatémicos
de flores e frutos geralmente sdo bem correlacionados com os dados
morfologicos, servindo apenas para apurar as informagdes obtidas, ndo
oferecendo novas visoes relativas ao problema taxonémico em questéo.

Embora a maior parte da classificacéo dentro da familia Musaceae tenha
sido baseada em caracteres referentes as estruturas reprodutivas, alguns
caracteres vegetativos deram sua contribuicdo, como a filotaxia, o tipo de rizoma
e a estrutura de tricomas. Embora negligenciadas em taxonomia de niveis
superiores (familias e acima de familias), as folhas apresentam-se como uma rica
fonte de caracteristicas taxondmicas. Esta negligéncia nas pesquisas encontra
especial énfase dentre as Monocotiledoneas. Poucas caracteristicas foliares
foram estudadas dentro deste grupo de forma a configurarem relevante material
taxondmico (TRIPLETT; KIRCHOFF, 1991).
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Nas folhas é possivel se avaliar o peciolo, a lamina e os cotilédones em
busca de informacdes taxonémicas. Entretanto, a maioria das informacdes de
relevancia provém da lamina foliar. A epiderme e a hipoderme (quando
presente) sdo fontes de indmeras variagBes que compreendem conjunto de
informagdes valiosas (STUESSY, 2009). Variacdes na espessura das paredes
celulares e na cuticula, formato das células e organizacéo e presenca de cristais
sdo informacdes relevantes encontradas nestes tecidos. O mesofilo também
apresenta caracteristicas taxonomicamente importantes como o nldmero de
camadas dos parénquimas palicadico e lacunoso, sua presenca e disposicdo, a
distribuicdo dos feixes vasculares, presenca de fibras, cavidades de ar e cristais.

Mais recentemente, a anatomia quantitativa tem ganhado forca no
campo da taxonomia, sendo esta ferramenta de especial utilidade por possibilitar
a verificacdo de diferencas que a simples descricdo anatdmica é incapaz de
observar. Vérios estudos tém sido realizados com o intuito de fornecer uma
contribuicdo anatdmica a compreensdo das relacbes filogenéticas de diversos
taxa, com especial referéncia na literatura a familia Poaceae (ALSCIONI;
DENHAN, 2008, DENGLER et al., 1994, HANSEN et al., 2007). A maior parte
dos estudos se concentra em géneros e espécies de interesse econdémico, em
estudos voltados para programas de melhoramento genético (SARWAR,;
PRODHAN, 2000; UGA et al., 2009), principalmente relacionados a alguma
resposta fisioldgica (LORETO; CENTRITTO; CHARTZOULAKIS, 2003;
NIKOPOULOS et al., 2002). Também sdo relativamente comuns os estudos
fitopatoldgicos que envolvem anatomia na busca de compreender como
diferentes caracteristicas anatdmicas influenciam na relagdo do parasito com o
vegetal hospedeiro (VEJA et al., 2010). Por fim, uma &rea do conhecimento que
tem se destacado na anatomia quantitativa é a zootecnia, com estudos das
espécies forrageiras, com especial consideracdo aos trabalhos realizados no
Brasil (BRITO; RODELLA, 2002; BRITO; RODELLA; DESCHAMPS, 2004).
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Outra aplicacdo bastante usual da anatomia quantitativa tem sido a
caracterizacdo de cultivares em culturas que apresentam diferentes niveis de
ploidia (BECK; DUNLOP; FOSSEY, 2003; SARI et al.; 1999). Estudos neste
campo sdo de grande interesse para se compreender caracteristicas adaptativas
decorrentes de mudancas no contetido de DNA nos vegetais. A ampla ocorréncia
de polipléides sugere alguma vantagem adaptativa destes materiais frente a seus
progenitores dipléides (HULL-SANDERS et al., 2009), sendo de extrema
importancia para programas de melhoramento que a ploidia de seus materiais de
interesse sejam aferidas precocemente e com precisdo (VANDEHOUT et al.,
1995).

H& muito se observou que o aumento do contedo de DNA gera um
aumento do volume celular, que pode ser facilmente evidenciado em algumas
estruturas dos vegetais, como no tamanho dos grédos de pélen e sementes, e no
tamanho e densidade de estdmatos e cloroplastos (CELIKLER; BILALOGLU,
2001).

A verificacdo da ploidia de um vegetal é feita, preferencialmente, pela
técnica de contagem de cromossomos, uma metodologia extremamente laboriosa
e que exige mao de obra qualificada e um grande tempo para execucdo (SARI et
al., 1999). Atualmente a técnica da citometria de fluxo tem se mostrado uma
excelente alternativa para determinacdo da ploidia em espécies e cultivares
vegetais. Contudo, a citometria de fluxo é uma técnica ainda cara, exigindo
equipamentos e reagentes de alto valor, ndo sendo acessivel para muitas
instituicdes de pesquisa.

Desta forma, em muitos trabalhos, tem se optado pela determinacdo de
ploidia através de caracteristicas morfolégicas e anatdmicas, obtendo-se bons
resultados. O conjunto destas alteracbes em caracteristicas fenotipicas
provenientes da variagdo do contetido de DNA é chamado de efeito nucleotipico.

O DNA nuclear influencia o fenétipo, primeiramente, através da expressao dos
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genes nele contidos, e em segundo lugar por afetar fisicamente a massa e o
volume das células. Desta forma, as correlacGes entre o valor de C e tamanho e
massa celular sdo todos conhecidos como efeitos nucleotipicos (CELIKER,;
BILALOGLU, 2001).

Muito pouca informacdo é encontrada na literatura com relacdo a
anatomia do género Musa, principalmente no que se refere a caracterizacdo de
cultivares e compreensdo do efeito da ploidia e combinacdo dos diferentes
genomas (SUMARDI; WULANDARI, 2010; VANDEHOUT et al., 1995), tanto
gque os caracteres anatdmicos ndo constam entre os recomendados pelo
International Plant Genetic Resources Institute - IPGRI (1996) como descritores
para os cultivares de bananeira. Sendo assim, o presente trabalho teve como
objetivo oferecer uma contribuicdo ao estudo da anatomia foliar da bananeira,
procurando caracterizar cultivares, e compreender as modificagdes causadas na

histologia do vegetal relacionadas a ploidia e a presenca dos diferentes genomas.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais e casas de vegetacdo do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras. Foram utilizados explantes constituidos de apices caulinares
de 13 acessos de bananeira de grupos gendmicos e niveis de ploidia distintos
(Tab. 1) provenientes da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. Estes
explantes foram cultivados in vitro em meio MS e mantidos em sala de
crescimento com intensidade luminosa de 36 pMol.m?2s™?, com fotoperiodo de
16 horas e temperatura de 25 + 2 °C. O material foi multiplicado em meio MS
por duas geracfes, cada uma com duracdo de 30 dias. Posteriormente as plantas
foram transferidas para estufa e acondicionados em vasos de 0,5 L com substrato
constituido de 1 parte de terra: 1 parte de areia: 1 parte de esterco sendo
mantidas sob regime de nebulizacdo intermitente e sombreamento de 50%.
Semanalmente foram realizadas regas com meio MS liquido 50% sem adicéo de
acucar.

Ap6s 90 dias de aclimatizacdo foram coletadas cinco folhas mais
jovens plenamente expandidas para cada acesso de bananeira. O material foi
fixado em FAA e conservado em etanol 70%. As andlises foram realizadas no
Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia.

Amostras coletadas entre o bordo e a nervura central na regido
mediana foram seccionadas em cortes transversais e paradérmicos (face abaxial
e adaxial), submetidos a clarificacdo em hipoclorito de sédio (1% de cloro ativo)
e lavagem triplice em &gua destilada. As seccBes transversais foram coradas com
solucdo safrabau (safranina 1% e azul de astra 0,1% 7:3) e as seccOes
paradérmicas coradas com safranina 0,1% e posteriormente montadas em
laminas semipermanentes com agua glicerinada. O material foi observado em

microscopio Ken-a-vision, fotografado e as medidas foram realizadas no
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programa ImageTool (UTHSCSA Image Tool version 3.0). Foram avaliadas 16
seccBes transversais e 20 paradérmicas para cada acesso de bananeira.

Nas sec¢des transversais foram avaliadas as espessuras do limbo na
regido da nervura central e na regido do quarto feixe vascular, espessuras das
epidermes superior e inferior, das hipodermes superior e inferior e dos
parénquimas palicddico e lacunoso, além de caracteristicas descritivas
qualitativas. Nas secgdes paradérmicas foram avaliados os comprimentos e
didmetros polar e equatorial das células-guarda dos estbmatos, além da
densidade estomatica (nimero de estdmatos por mm? de superficie foliar). Os
dados quantitativos foram submetidos a analise de variancia pelo programa

Sisvar e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 representa imagens de limbo foliar, epiderme adaxial e
abaxial de acessos dipl6ide (Malbut), tripldide (Prata And) e tetrapldide

(Princesa) para uma visao geral da Anatomia.

Figura 2 Fotomicrografrias de acessos de bananeira com diferentes  niveis de
ploidia. A, B, C — acesso dipléide Malbut (limbo, face adaxial, face
abaxial); D,E,F — acesso tripléide Prata And (limbo, face adaxial, face
abaxial); G, H, | — acesso tetrapléide Princesa (limbo, face adaxial,
face abaxial). Barras A, D e G de 150 pm, demais barras de 100 pm.
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Com relacdo as medidas realizadas, a Tabela 2.1 apresenta os
resultados para espessura do limbo medidos na nervura central e na regido do

quarto feixe vascular contado a partir da nervura central.

Tabela 2.1 Medidas da espessura (ium) do limbo na regido da
nervura central e do quarto feixe vascular de
diferentes acessos de bananeira.

AcCessos Genoma Nervura Limbo
Malbut AA 168,38 D 137,18 D
NBA AA 142,39 F 142,20 D
Caipira AAA 155,44 E 150,80 C
Thap Maeo AAB 210,66 B 192,59 A
Prata And AAB 163,16 D 170,45 C
Maca AAB 170,71 C 151,59 C
FHIA 02 AAAB 258,19 A 197,88 A
Bucanero AAAA 192,50 C 205,47 A
Princesa AAAB 202,37 C 177,02 B
Garantida AAAB 198,00 C 202,35 A
Tropical AAAB 176,44 D 201,06 A
102 AAAB 165,18 D 155,89 C
PA42-44 AAAB 218,09 B 178,96 B
C.V.(%) 4,90 6,48

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

Os resultados observados para a espessura da nervura central apesar de
mostrarem diferencas significativas (P > 0,0001) ndo representou um bom
parametro para separar 0s acessos de bananeira de acordo com a ploidia. A
cultivar tetrapldide ‘FHIA 02’ apresentou a maior espessura para nervura
central, com um valor de 258,19 um, bem acima o observado para 0s demais
acessos. O restante dos acessos tetraploides apresentou uma variagdo muito
grande no parametro avaliado, com valores entre 218,09 um para a cultivar
PA42-44 e 165,18 um para o genétipo 102.
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Estes valores apresentaram sobreposicdo com os valores observados
para os acessos tripldides e até mesmo dipldides, como Malbut que apresentou
espessura da nervura de 168,38 um.

A medida da espessura do limbo aferida na altura do quarto feixe de
vasos se mostrou um pardmetro adequado para caracterizacdo dos acessos de
acordo com a ploidia. A anélise estatistica mostrou diferencas significativas (P <
0,0001) e separou 0s acessos em quatro grupos diferentes, sendo os dois
primeiros grupos com as maiores medidas de espessura de limbo foliar formados
pelos acessos tetraploides, um grupo intermediario formado pelos acessos
triploides e um grupo com menores valores de espessura de limbo para os
acessos dipldides.

Ao contrario do observado para a medida de espessura da nervura
central, ndo houve sobreposicdo de valores entre os acessos de diferentes
ploidias, com excecdo para a cultivar tripléide Thap Maeo, que apresentou um
valor caracteristico de uma cultivar tetrapléide e a cultivar tetrapléide 102, que
apresentou um valor caracteristico para as cultivares tripldides.

Pelos resultados observados tanto para a espessura do limbo na nervura
central quanto no quarto feixe, ndo foi possivel inferir nenhuma relacdo da
presenca dos genomas A e B com uma alteracdo na espessura do limbo foliar.

De forma geral, as cultivares tripldides, apesar do relativamente
limitado nimero de acessos avaliados, mostraram uma grande variagdo nos
valores observados, tendo a cultivar Thap Maeo apresentado valores elevados e
a cultivar Caipira valores baixos para o parametro espessura do limbo foliar.

Como esperado, a espessura do limbo foliar mostrou relagdo com a
ploidia. Jellings e Leech (1984), entretanto, avaliando diferentes cultivares de
trigo observaram que nem sempre os valores da espessura da folha e dos tecidos
se correlacionavam adequadamente para todos os acessos estudados. As autoras

propuseram, entdo, que o efeito nucleotipico combina-se com o efeito genético,
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criando uma “identidade” anatdmica para cada genoétipo, ou seja, a imposicao
dos efeitos genéticos sobre os principais efeitos relacionados ao tamanho do
genoma modula a estrutura interna da folha.

Um aspecto interessante dos estudos anatdmicos quantitativos é a sua
relacdo com aspectos fisioldgicos. Segundo Jellings e Leech (1982) estudos da
bioquimica e metabolismo das células do mesofilo e dos cloroplastos s6 devem
ser realizados ap0s a investigagcdo da anatomia foliar da espécie. As autoras
salientam que, em estudos comparativos de padrdes estruturais da folha e
mudancas no funcionamento, um cuidado extra deve ser tomado, analisando-se a
estrutura anatdmica como um complexo de componentes interligados e ndo
somente partes separadas.

Um exemplo interessante da relacdo da estrutura anatdbmica com
caracteristicas fisiologicas sdo 0s estudos realizados para analisar a capacidade
fotossintética em cultivares que apresentam diferentes niveis de ploidia. A
literatura é relativamente rica neste assunto e o0s resultados bastante
contraditorios. Em um primeiro momento é esperado que, com o aumento do
tamanho das células em niveis de ploidia maiores, ocorra um acréscimo na
assimilacdo de CO,, entretanto esta relacdo ndo é observada em todas as
culturas. Romero-Aranda et al. (1997) trabalhando com cultivares de Citrus com
diferentes niveis de ploidia encontrou um aumento no volume celular, de
contetdo de clorofila e de enzimas da rota fotossintética quando comparando as
cultivares tetraploides com as dipléides, porém este acréscimo nestes parametros
em nada influenciou a capacidade de assimilagdo do CO,. Os autores, assim
como Jellings e Leech (1982, 1984) afirmam que, pelos resultados observados
na literatura, existe um infinidade de outros fatores que influenciam a relacéo
entre ploidia, caracteristicas anatbmicas e respostas fisiologicas, sendo
impossivel predizer uma correlacdo entre estes elementos para todas as espécies.

Por exemplo, um aumento no volume celular e no contetdo de clorofila ndo sera
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suficiente para aumentar a taxa fotossintética em cultivares com maiores niveis
de ploidia se ocorrer um aumento na resisténcia a difusdo do CO,. Infelizmente,
a literatura carece de informacdes referentes as relacbes da anatomia e
comportamento fisioldgico na cultura da bananeira.

A Tabela 2.2 apresenta os resultados das medidas obtidas para alguns
dos tecidos observados no limbo foliar. Foram avaliadas as espessuras das
epidermes abaxial (E. Ab.) e adaxial (E. Ad.), das hipodermes abaxial (H. Ab.) e
adaxial (H. Ad.) e dos parénquimas pali¢adico (P.P.) e lacunoso (P.L.).



Tabela 2.2 Medidas de espessura (um) de alguns tecidos do limbo foliar de acessos de
bananeira com diferentes niveis de ploidia’.
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Gendtipo Caracteristicas’
E. Ab. E. Ad. H. Ab. H.Ad. P.P. P.L.

Malbut 642C 7,10C 20,85D 2105C 2637D 21,44B
NBA 694C 807B 1922D 24,17C 2899D 22,04B
Caipira 631C 669C 2605C 26,03B 2931D 20,90B
ThapMaeo 7,23C 860B  3755A 2379C 36,90B 28,04 A
PrataAnd 7,33C 944A 2471C 3108B 4518A 2464A
Maca 774B 813B 22,10D 2339C 3168C 21,06B
FHIA 02 775B  969A 2317D 2389C 4357A 2533A
Bucanero 837B  997A 3185B 27,06B 3751B 22,39B
Princesa 734C 989A 2387D 27,36B 3343C 1757B
Garantida 7,88B 10,61 A 25838C 42,01 A 40,20B 2321B
Tropical 942A 10,79A 2725C 2857B 4337A 2694A
102 707C 838B 2798C 2838B 3362C 19,03B
PA42-44 658C 7,75B 238D 29,71B 4040B 21,87B
C.V.(%) 15,46 14,31 17,64 12,66 13,04 17,68

!Médias seguidas pela mesma letra dentro da coluna pertencem a0 mesmo grupo,
segundo o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
2 E. Ab. — Epiderme abaxial, E. Ad. — Epiderme adaxial, H. Ab. — Hipoderme abaxial, H.
Ad. — Hipoderme adaxial, P.P. — Parénquima pali¢adico, P.L. — Parénquima lacunoso.

Pelos resultados obtidos pode-se observar que a espessura das

epidermes abaxial e adaxial ndo apresentou uma relagdo com o nivel de ploidia

dos acessos avaliados. Com relacdo a espessura da epiderme abaxial, a cultivar

tetraploide Tropical se destacou de todos os demais acessos com o maior valor.

No restante dos acessos houve sobreposicdo em todos os niveis de ploidia tendo,
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por exemplo, o gendtipo NBA apresentado uma epiderme mais espessa (6,94
p1m) que a cultivar tetraploide PA42-44 (6,58 um). Os valores para espessura da
epiderme adaxial se apresentaram um pouco menos sobrepostos, entretanto, ndo
foram capazes de caracterizar os acessos de acordo com a ploidia. Sumardi e
Wulandari (2010) também ndo encontraram em seu estudo com cultivares de
bananeira da Indonésia relacéo entre ploidia e espessura da epiderme.

A epiderme adaxial se mostrou mais espessa que a epiderme abaxial
para todos 0s acessos de bananeira avaliados. Uma hip6tese para explicar este
fato é de que plantas cultivadas em regifes tropicais sdo submetidas a um
elevado nivel de irradiancia. Sabe-se que as células da epiderme apresentam
pigmentos ndo-fotossintetizantes, como as antocianinas, e estes pigmentos ao
absorverem o0 excesso de irradiancia, evitam que ocorram danos aos
fotossistemas e, por conseguinte, producdo de espécies reativas de oxigénio
(DEMMIG-ADAMS; ADAMS, 1992).

A epiderme foliar, segundo Ahmad et al. (2010) é um dos caracteres
anatdbmicos mais importantes para estudos taxonémicos, tendo sua contribuicdo
esclarecido duvidas sobre a sistematica de muitas familias boténicas. Sendo
assim, a epiderme também pode ser uma importante ferramenta para
caracterizacdo de cultivares, como no estudo realizado por Wilkins e Sabanci
(1990) que utilizaram caracteristicas da epiderme foliar para diferenciar
cultivares de azevém perene com diferentes niveis de ploidia, porém com
periodos de floragdo semelhantes. Apesar de todos os resultados de trabalhos
que encontraram na medida da epiderme foliar uma caracteristica taxonémica
importante, o presente estudo ndo confirmou estes dados para bananeira.

As espessuras das hipodermes abaxial e adaxial, assim como as
epidermes, ndo apresentaram um correlagdo com a ploidia dos acessos avaliados.
Tanto para hipoderme abaxial quanto na adaxial houve sobreposic¢do dos valores

das médias para todos os niveis de ploidia. A hipoderme, no entanto, apresenta
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um valor taxonémico importante em muitas espécies, como salientado por Payne
e Peterson (1973). Como anteriormente mencionado, alguns acessos
apresentaram hipodermes com uma camada de células e outros acessos com
duas camadas neste estudo. Este tipo de informagdo pode ser fundamental
quando se deseja caracterizar cultivares que apresentam grandes semelhancas.

A espessura do parénquima lacunoso ndo apresentou uma correlacdo
com o0s niveis de ploidia dos acessos avaliados. Por sua vez, a espessura do
parénquima palicadico foi capaz de diferenciar os genétipos diploides dos
demais acessos. Interessante notar que a cultivar triploide Caipira néo
apresentou diferenca estatistica com relacdo aos gendtipos diploides, fato este
repetido em outros parametros avaliados como espessura das epidermes,
hipodermes, parénquimas e espessura da nervura central.

A proporcao da espessura dos parénquimas clorofilianos (palicadico +
esponjoso) no limbo €, em média, 33,91%. As cultivares tetrapl6ides Princesa e
Bucanero apresentaram valores inferiores, com médias de 28,81% e 29,15%,
respectivamente, e a cultivar tripléide Prata And apresentou um valor superior,
com média de 40,96% da espessura do limbo sendo formada por clorénquima.
Apesar de os parénquimas palicadico e lacunoso serem o0s tecidos
fotossintetizantes por exceléncia, ndo é possivel inferir uma maior capacidade
fotossintética para 0s acessos com maior proporcao destes tecidos, pois, como ja
foi observado anteriormente, esta correlacdo ndo é positiva para todas as
culturas.

A Tabela 2.3 representa 0s resultados obtidos para a densidade
estomética (D. Ab. e D. Ad.) e diametros polar (P.) e equatorial (E.) para as

faces adaxial e abaxial dos acessos de bananeira.



77

Tabela 2.3 Densidade estomatica, didmetro polar e equatorial das faces abaxial e adaxial
de acessos de bananeira com diferentes niveis de ploidia’.

Gendtipos Caracteristicas’

D. Ab. D. Ad. P. Ab E. Ab P. Ad. E. Ad.
Malbut 11957 A 3157A 2152E 1236D 23,74D 11,23E
NBA 82,43B 2357B 2237E 1463C 23,74D 12,78D
Caipira 73,29C 1586 D 2501D 1507C 31,34C 1504C
ThapMaeo 60,57 D 2400B 2980C 1564C 32,06C 17,63B
Prata And  73,43C 2957 A 3063C 1536C 3208C 16,74B
Maca 88,86 B 1557D 2825D 16,11C 3165C 16,05B
FHIA 02 73,43C 22,14B 32,38B 19,48A 37,36 A 19,69 A
Bucanero 64,71 D 2229B 3527A 1789B 39,08A 1881A
Princesa 58,00 D 586D 338lLA 17,67B 3748A 1760B
Garantida 65,14 D 1943C 30,95C 18,44B 3384B 17,23B
Tropical 54,43 D 1986 C 3434 A 1950A 37,74A 18, 74A
102 69,43 C 1843C 30,79C 1754B 3495B 17,36B
PA42-44 75,86 C 23,14B 32,67B 19,33A 37,10A 19,65A
C.V.(%) 15,44 19,78 7,60 11,69 7,84 10,13

'Médias seguidas pela mesma letra dentro da coluna pertencem a0 mesmo grupo,
segundo o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
2 D. Ab. - Densidade estomatica abaxial, D. Ad. — Densidade estomatica adaxial, P. Ab.
— Diametro polar abaxial, P. Ad. — Diametro polar adaxial, E. Ab — Diametro equatorial
abaxial, E. Ad. — Didmetro equatorial adaxial.

Com relagdo aos estdmatos, as folhas de bananeira sdo caracterizadas

como anfihipoestomaticas, apresentando estdmatos nas duas faces, porém em
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maior quantidade na face abaxial. Como esperado, a densidade estomatica
apresentou uma correlacéo negativa com a ploidia dos acessos de bananeira. Isto
se deve ao fato de que um dos efeitos nucleotipicos verificados com o aumento
da ploidia é o aumento do tamanho dos estdmatos e, por conseguinte, a reducao
de sua densidade. A densidade estomatica da face abaxial mostrou resultados
bastante robustos com relagdo a ploidia dos acessos verificados, sendo
encontradas as maiores densidades nos acessos com menor ploidia, com especial
referéncia ao gendtipo Malbut, e as menores densidades observadas nos acessos
tetrapldides. Duas excecles, no entanto, foram encontradas: a cultivar tripléide
Thap Maeo, que apresentou uma densidade estomatica comparada a dos acessos
tetrapldides e a cultivar tripléide Maca, que apresentou uma densidade bastante
elevada, comparada a do gendtipo dipléide NBA. As cultivares tripldides
apresentaram sobreposicdo com valores de acessos tetraploides e dipldides em
varias caracteristicas anatdbmicas avaliadas, dificultando um pouco a
compreensdo dos efeitos de ploidia na anatomia em bananeira.

As medidas de comprimento dos didmetros polar e equatorial, por sua
vez, mostraram uma relagdo adequada com a ploidia dos acessos avaliados,
podendo ser consideradas um parametro adequado para a avaliacdo de ploidia e
genoma em materiais de bananeira. Em geral, os acessos dipldides, triploides e
tetrapldides foram satisfatoriamente separados pela combinacao da avaliacdo dos
parametros de medida estomaticos.

Simmonds (1948) e Vandehout et al. (1995) avaliando a relacdo de
caracteristicas anatdbmicas e ploidia de acessos de bananeira, sugerem que as
medidas sejam realizadas na face adaxial da folha, pela facilidade de contagem e
medidas, uma vez que a face adaxial apresenta menor quantidade de estdmatos.
Entretanto, Vandehout et al. (1995) ndo encontraram uma boa relagéo da ploidia
com a densidade estomatica. No presente estudo, os resultados encontrados na

face adaxial também néo revelaram ser um bom parametro para avaliacdo da
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ploidia. Talvez o nimero reduzido de estdmatos encontrado nas amostras
avaliadas da face adaxial, apesar de tornar o trabalho mais facil, ndo evidencie
bons resultados, sendo recomendado que estas avaliagcBes de densidade sejam
feitas também na face abaxial.

Os autores acima mencionados relatam que, geralmente, séo
encontrados alguns resultados discrepantes quando avaliada a relagdo da ploidia
com efeitos nucleotipicos, acreditando que exista um efeito genético que atua
sobre estas caracteristicas, sendo significativa a contribuicdo do gendtipo no
resultado final e, por isto, muitas vezes alguns acessos apresentam valores
diferentes do esperado.

Simmonds (1948) acredita que a avaliacdo estomatica seja uma
ferramenta valiosa para a determinacdo de ploidia em acessos de bananeira,
sugerindo que, ao invés de se procederem inimeras e trabalhosas contagens
cromossémicas que sejam realizadas, primeiramente, as contagens estomaticas e
sO0 entdo algumas contagens cromossdmicas dentro dos grupos de diferentes
ploidias para confirmacdo, de preferéncia nos materiais que apresentarem
informagdes duvidosas. Procedendo desta forma, seriam obtidos resultados
confidveis, em um menor periodo de tempo e com menor gasto de recursos e

mao de obra.
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6 CONCLUSAO

As relagbes de aumento do contetido de DNA celular e caracteristicas
anatbmicas ndo apresentam uma correlacdo perfeita para todos os itens
avaliados. Desta forma, com base nos resultados avaliados, recomenda-se
utilizar para estudos de anatomia e ploidia em bananeira os valores de espessura

de limbo e tamanho e densidade estomatica.
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CAPITULO 4 ESTIMATIVA DO CONTEUDO DE DNA DE
DIFERENTES ACESSOS DE BANANEIRA PELA TECNICA DE
CITOMETRIA DE FLUXO
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1 RESUMO

A citometria de fluxo tem se destacado nas Ultimas décadas como uma
técnica confidvel para a determinacdo do conteldo de DNA em espécies
vegetais. Baseando-se nesta tecnologia é possivel determinar a ploidia em
espécies de um mesmo género ou em cultivares de uma mesma espécie. A
determinacdo da ploidia € muito importante, principalmente em programas de
melhoramento genético quem envolvem polipl6ides, a fim de possibilitar a
escolha adequada dos materiais vegetais com 0s quais se deseja trabalhar. A
relacdo do contelldo de DNA de acessos de bananeira e sua ploidia ainda
permanece controversa na literatura, assim, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o conteido de DNA de acessos de bananeira com diferentes
niveis de ploidia. Foram avaliados seis acessos tetrapldides, quatro tripldides e
quatro dipldides. Foram trituradas entre 50-60 mg de folhas frescas juntamente
com o0 padrédo interno (Pisum sativum) no tampdo LBO01 e posteriormente as
amostras foram filtradas em gaze e filtro de 50 um. Adicionaram-se 5 pL de
RNase e 25 uL de iodeto de propideo. Para cada amostra foram analisados 10
mil nicleos, com trés repeticdes. Os resultados obtidos para o conteido de DNA
permitem estimar o tamanho dos genomas A e B, sendo o primeiro cerca de 11%
maior que o segundo. Entretanto, em razdo da elevada sobreposicdo de valores
gue 0s acessos apresentam, nao foi possivel encontrar uma boa relacdo entre o
contelido de DNA e a ploidia dos materiais. Isto pode ocorrer por varias razes,
entre estas, questdes referentes a técnica em si, ou ao prdéprio material vegetal,
cuja propagacgdo vegetativa pode ter interferido grandemente na quantidade de
DNA, assim como o isolamento geografico de certos gendtipos e as variages do
contelido prdprias dos processos moleculares, como mutagdes e adaptaces aos

fatores ambientais.



Palavras-chave: Musa sp. Caraterizacdo. Contelido de DNA. Ploidia.

Citometria de fluxo.
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2 ABSTRACT

Flow cytometry has received great attention in DNA content
determination studies in the last decades. Several applications have been
developed based on the technique’s potentialities. One of the major applications
of flow cytometry has been ploidy determination in species and cultivars. Ploidy
determination is very important, especially in breeding programs, to allow the
correct choice of plant material for work. The relation between DNA content
and ploidy level still has some controversies in literature, so the present work
had the aim of evaluate DNA content in banana accesses with different ploidy
levels. Data were evaluated from six tetraploid accesses, four triploids and four
diploids. 50-60 mg of leave material were crushed with material from internal
standard (Pisum sativum) in LBO1 buffer and then filtered through gauze and 50
pum filter. It was added 5 pL of RNase and 25 pL of propide iodate. For each
sample 10 thousand nuclei were analyzed with three repetitions. The DNA
content results allowed separating genome A and B. Genome A appeared to be
11% major than genome B. However, the high values overlapping could not
elucidate properly the relation between DNA content and ploidy level. Several
reasons could explain this fact, like technique issues or the plant material itself.
Banana’s vegetative propagation can influence in the DNA content as well as the
geographical isolation of certain genotypes, and the variation of DNA content

caused by molecular processes like mutations and environmental adaptations.

Keywords: Musa sp. Characterization. DNA content. Ploidy. Flow cytometry.
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3 INTRODUCAO

A quantidade de DNA nuclear pode variar até 80.000 vezes dentro dos
organismos eucariontes, porém esta variacdo ndo necessariamente esta ligada ao
nimero de genes ou com o aumento da complexidade do organismo. Esta
constatacdo levou a formulacdo de um conceito conhecido como paradoxo C,
uma vez que C é o simbolo utilizado para definir a quantidade de DNA do
genoma haploide de um organismo (GREILHUBER et al., 2005).

Assim sendo, o conteido de DNA de diferentes espécies vegetais pode
variar imensamente, como tem sido apresentado na literatura. Os dados de
inimeros estudos mostram diferencas de até 600 vezes, como no caso do
conteddo de DNA de Arabidopsis thaliana, que compreende 0,2 pg até o
genoma da liliacea Fritillaria assyriaca Baker, que atinge 127,4 pg (BENNET;
LEITCH, 1997). E estes valores podem ser até maiores, pois constantemente sao
publicadas listagens com novos resultados. Estas grandes variagdes sao
encontradas dentro de géneros e até mesmo espécies. A variacdo dentro de um
género pode ser decorrente de diferencas na ploidia, presenca de
heterocromatina ou cromossomos extranumerarios. Porém, espécies com a
mesma ploidia podem apresentar quantidades de DNA bastante variadas como é
0 caso dos dipldides de Vicia que apresentam diferencas de até seis vezes no
tamanho do genoma (GREILHUBER, 2005).

Existe, atualmente, uma grande controvérsia nesta area da ciéncia no que
diz respeito aos resultados encontrados nos primeiros estudos sobre o contetido
de DNA e os estudos mais atuais. Isto se deve, principalmente, ao refinamento
que as técnicas e aparelhos tém sofrido ao longo dos anos, gerando dados mais
precisos e que hoje vdo de encontro ao que consta na literatura mais antiga
(OCHATT,; PATAT-OCHATT; MOESSNER, 2011).
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A informacdo gerada pela determinacdo do conteldo de DNA, bem
como do nivel de ploidia pode ser usada em uma grande variedade de areas da
ciéncia como ecologia, fisiologia, desenvolvimento, paleontologia, biologia
molecular, sistematica e evolugdo. Mais recentemente, estudos tém apontado
esta ferramenta como sendo de grande relevancia para a compreensdo da
biodiversidade do genoma (BENNET; LEITCH, 1997).

Com o intuito de se determinar a ploidia e, posteriormente, o conteido
de DNA dos vegetais, varias técnicas foram desenvolvidas ao longo do tempo.
Ochatt, Patat-Ochat e Moessner (2011) faz uma revisdo destas metodologias e
aqui serdo citados os principais pontos. Inicialmente os estudos para
determinacdo de ploidia eram realizados exclusivamente com base em estudos
de caridtipo mediante a contagem de cromossomos em metafase. Porém, esta é
uma técnica laboriosa, que consome tempo e que necessita de pessoal treinado e
tecidos adequados. Outras técnicas indiretas também foram propostas e
utilizadas como, por exemplo, a densidade e tamanho de estdbmatos nas folhas,
tamanhos de grdos de polen e de células. Entretanto, estas técnicas ndo se
mostraram confiaveis se utilizadas isoladamente.

Nos ultimos anos uma técnica que tem sido consagrada para a
determinacdo do conteldo de DNA e, por conseguinte, o nivel de ploidia, é a
citometria de fluxo. A citometria tem conquistado espago na area vegetal pela
facilidade com que a técnica oferece informagbes valiosas sobre inimeros
aspectos relacionados ao genoma, bem como a caracteristicas celulares.

A citometria de fluxo é um processo no qual caracteristicas fisicas e/ou
quimicas de uma Unica particula podem ser medidas. Nesta técnica, as medidas
sdo feitas enquanto inimeras particulas em suspensdo passam individualmente
através de um foco de luz, gerando pulsos de luz refletida e fluorescéncia, que
sdo coletadas e convertidas em pulsos de corrente elétrica por sensores 6pticos.

Esta medida em fluxo permite anélises em alta velocidade (10%-10° particulas/s),
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com selecdo aleatdria de particulas de uma populacdo inteira sem nenhuma
tendéncia. Desta forma, populagdes grandes podem ser avaliadas em um curto
espaco de tempo e presencas de subpopulacBes podem ser detectadas
(DOLEZEL; BARTOS 2005).

O primeiro trabalho com o uso da citometria de fluxo em vegetais data
de 1973, quando Heller verificou sinais de fluorescéncia de nucleos isolados de
Vicia faba. Porém, principalmente em razéo da laboriosa técnica de isolamento
de ndcleos proposta por Heller, a citometria de fluxo foi deixada de lado em
estudos na area vegetal.

Somente uma década depois o0s cientistas voltaram a aplicar a citometria
de fluxo nos estudos com vegetais, na busca da estimativa do contetdo de DNA.
Primeiramente foram testados protocolos utilizando a célula inteira, os quais
logo foram descartados pelo fato de as paredes celulares serem autofluorescentes
e as celulas completas apresentarem formatos irregulares, o que prejudica a
resposta do aparelho. Posteriormente as pesquisas focaram em protocolos
eficientes para eliminar as paredes e quantificar o DNA a partir dos protoplastos,
que sdo esféricos e se comportam de forma adequada no fluido utilizado.
Entretanto, esta técnica também ndo se mostrou promissora, em razao da série de
compostos fluorescentes (principalmente clorofilas) que se apresentam no
citoplasma e mascaram a resposta esperada para a quantificacdo do DNA
(DOLEZEL e BARTOS, 2005).

Por fim, em 1983 foram propostos dois protocolos para o isolamento do
ndcleo: um por Puite e Tenbroeke e o outro por Galbraith e colaboradores.

Apesar da eficiéncia e boa qualidade dos histogramas, o primeiro
protocolo de Puite e Tenbroeke se mostrou muito laborioso e demorado, além de
ndo se aplicar a todas as espécies ou tecidos, o que acabou levando a técnica de
Galbraith a ser adotada amplamente, pela sua simplicidade: a suspensdo de

nicleos era obtida triturando uma pequena quantidade de tecido fresco em um



91

tampdo hipotdnico suplementado com um detergente ndo-iénico (DOLEZEL e
BARTOS, 2005).

Desde entdo, a citometria de fluxo tem sido explorada em madltiplas
aplicagfes. As mais conhecidas sdo os estudos de determinacdo de conteldo de
DNA de espécies, a andlise de ploidias e todas as implicagbes destas
informagdes.

A citometria de fluxo também tem sido bastante empregada com o
propdsito de compreender a variacdo de conteldo de DNA intraespecifico. A
relacdo do conteudo de DNA e a selecéo por determinadas cultivares dentro de
uma espécie é discutida por Greilhuber (2005) onde o autor especula que, pelo
fato do tamanho do DNA interferir no tamanho das células e no ciclo celular,
plantas com genoma menor apresentariam desenvolvimento mais curto e, por
conseguinte, estariam sendo selecionadas ao longo da evolucéo da agricultura.

Os materiais selvagens e cultivados de banana e platano apresentam uma
variagdo em seu nivel de ploidia, podendo ser dipldides (2n = 2x = 22),
tripléides (2n = 3x = 33) e tetrapldides (2n = 4x = 44). Simmonds e Shepperd
(1955) exploram as possibilidades dos caminhos evolutivos que levaram ao
surgimento da diversidade dentro do complexo Musa. Os autores relatam que €é
provavel que os atuais materiais tenham tido origem por hibridizacéo intra e
interespecifica natural das espécies dipldides Musa acuminata e Musa
balbisiana. Estes autores definiram uma série de caracteristicas morfoldgicas
que diferenciavam M. acuminata de M. balbisiana e atribuiram valores para
estas caracteristicas, a fim de descobrir a contribuicdo de cada genoma na
formac&o dos hibridos.

Dentro deste contexto de diversidade do complexo Musa, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o conteldo de DNA de gendtipos e

cultivares de bananeira, comparar com o grau de ploidia conhecido destes
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materiais e compreender sobre a contribuicdo dos diferentes genomas no
conteido de DNA.
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4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis acessos tetraploides, quatro triploides e quatro
gendtipos diploides, com diferentes niveis de ploidia e combinagdes dos
genomas A e B. Este material vegetal é oriundo da Embrapa Mandioca e
Fruticultura e foi cultivado in vitro, posteriormente aclimatizado em casa de
vegetacdo por 90 dias. Apds este periodo foram coletadas as amostras para
realizacdo das andlises de citometria de fluxo.

Foram utilizados aproximadamente 50 — 60 mg de folhas jovens de cada
planta analisada, juntamente com uma amostra correspondente do padrdo
interno, neste caso, a ervilha (Pisum sativum — 9,09 pg de DNA). Este material
foi triturado com auxilio de um bisturi, em placa de Petri, contendo 1 mL de
tampdo LBO1 gelado para a liberacdo de nicleos. A suspensdo de nulcleos foi
aspirada através de duas camadas de gaze com o auxilio de pipeta pléstica e
entdo filtrada em filtros de malha de 50 um. Esta suspensao foi mantida em um
recipiente com gelo para que ndo houvesse deterioragdo dos nucleos. Em
seguida foram adicionados a suspensdo 25 pL do fluorocromo iodeto de
propideo e 5 pL de RNase a cada amostra. Foram analisados 10 mil nicleos para
cada amostra, com trés repeticdes. A andlise foi realizada no citbmetro
FACSCalibur quatro cores (Becton Dickinson) e os histogramas foram obtidos
com o software Cell Quest e analisados estatisticamente no software WinMDI
2.8. O conteudo de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado por comparacéo
com a posicdo em relacdo ao pico G1 do padrdo interno de referéncia (Pisum
sativum). Os resultados foram submetidos a analise de varidncia e as médias

agrupadas pelo teste de Scot-Knott a 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 3 apresenta os resultados encontrados para o contelido de
DNA de 15 acessos de bananeira do banco de germoplasma da Embrapa

Mandioca e Fruticultura.

Tabela 3 Conteldo de DNA estimado por citometria de fluxo para acessos
de bananeira com diferente niveis de ploidia.

ACess0s Grupo Genémico Contetdo de DNA
(P9)

Tropical AAAB 199 A
102 AAAB 1,95 A
PA42-44 AAAB 1,86 B
Princesa AAAB 1,86 B
FHIA 02 AAAB 1,78 C
Caipira AAA 154D
Bucanero AAAA 1,52 D
Prata And AAB 1,40 E
Garantida AAAB 135E
Malbut AA 1,23 F
NBA AA 122 F
Thap Maeo AAB 121F
Maca AAB 1,16 F
118 AA 1,10G
Butuhan BB 1,03 H

Médias seguidas pela mesma letra dentro da coluna pertencem ao
mesmo grupo, segundo o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Os coeficientes de variacdo encontrados para os picos G1 variaram de
0,45 a 2,06 %, caracterizando um excelente resultado, inferior ao encontrado em
trabalhos bastante citados com bananeira, como o de Dolezel, Dolezelova e
Novék (1994) cujos coeficientes ficaram entre 2,5 e 4,5%. Segundo Galbraith et
al. (2002) coeficientes de variacao de até 5% sao aceitaveis.

Quando triturados, corados e avaliados juntamente os histogramas de
distribuicdo de fluorescéncia geraram dois picos maiores, representando 0s picos
G1 de Musa e Pisum. A razdo entre estes dois picos foi utilizada como base para
calcular o contetido de DNA das amostras de bananeira. A Figura 3.1 representa

um exemplo de histograma para acessos diploide (A), triploide (B) e tetrapldide

(©).

'J.-\'.' e -

Figura 3.1 Histogramas representando acessos dipldide (A), tripl6ide (B) e tetraplide

(C) de banana (em preto) e o padréo de referéncia (Pisum sativum) em branco.
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O contelido 2 C de DNA nuclear dos genétipos dipléides variou de 1,03
a 1,23 pg. Nos acessos triploides a variacdo ficou entre 1,16 e 1,54 pg e nos
tetrapldides entre 1,35 e 1,99 pg. (Tabela 3). A analise de variancia mostrou
diferencas significativas entre a maioria dos acessos avaliados (P < 0,001).

Os resultados mostram que o menor contetido de DNA foi encontrado
no dipl6ide de M. balbisiana, Butuhan, com 1,03 pg. Jesus (2010) trabalhando
com 284 acessos de bananeira encontrou valores um pouco maiores para 0s
dipléides BB, com média de 1,25 pg, mas assim como no presente estudo, o
gendtipo Butuhan foi o que apresentou o menor contetido de DNA entre todos 0s
dipléides. O resultado de quantidade de DNA encontrado neste trabalho para M.
balbisiana corrobora com estudo de Jenny (1990 citado por D’HONT et al.
2001) que estabelece o valor 2C de 1,03 pg como sendo caracteristico para o
genoma B.

Para os acessos dipléides de M. acuminata os valores foram
significativamente maiores, ficando entre 1,10 e 1,23 pg. Jesus (2010) encontrou
valores similares, com média de 1,25 pg. O valor encontrado para o contetido de
DNA do genoétipo 118 diferiu estatisticamente dos demais genétipos AA, Malbut
e NBA. Estes valores encontrados em geral para o material dipléide concordam
com os observados em varios outros estudos prévios como os de Asif, Mak e
Othman (2001), Dolezel, Dolezelova e Novéak (1994), Kamaté et al. (1999),
Lysak et al. (1999). Jenny (1990 citado por D’HONT et al. 2001) estabelece
como 1,11 o valor 2C caracteristico para o genoma A.

Interessante salientar que Jesus (2010) classificou o genotipo Malbut
como sendo um mixopléide enquanto o presente estudo o coloca claramente

como um dipldide (Figura 3.2).
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Figura 3.2 Histograma representando o acesso dipléide AA Malbut.

Como era esperado, a estimativa do conteldo de DNA nuclear pela
técnica de citometria de fluxo foi capaz de diferenciar o tamanho dos genomas A
e B. Em média, o genoma A apresentou-se 11% maior que o0 genoma B. Este
valor se mostrou na média entre os valores encontrados por Dolezel, Dolezelova
e Novék (1994) que foi de 10%, e por Lysék et al. (1999) que foi de 12%. Asif,
Mak e Othman (2001) também encontraram valores superiores aos 10% e
Kamaté et al. (2001) encontraram um valor de 15% de diferenca entre o
tamanho dos genomas A e B. De Jesus (2006) ndo diagnosticou diferencas
significativas entre os contetidos de DNA nuclear para os genomas A e B.

Diferencas na quantidade de DNA também tém sido observadas dentro
de M. acuminata. Assim como Lyséak et al. (1999) o presente trabalho encontrou
variacdo significativa entre alguns dos acessos diploides AA. Esta varia¢do, no

entanto, mostrou-se abaixo do esperado, uma vez que a literatura descreve
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grandes variacOes intraespecificas em espécies cultivadas (GREILHUBER,
2005). Conteldos diferentes de DNA nos acesso AA podem ser resultantes do
isolamento geografico criado entre muitas das cultivares de bananeira utilizadas
nos trabalhos de quantificacdo de conteddo de DNA. Até que ponto estas
variagfes encontradas na literatura seriam artefatos criados pela técnica ou
seriam realmente questdes de plasticidade gendmica ainda merecem maior
atencdo por parte dos especialistas.

Para os acessos tripldides, os valores encontrados apresentaram grande
diferenca estatistica. A cultivar Maca (AAB) apresentou contelido de DNA de
1,16 pg e o cultivar Thap Maeo (AAB) de 1,21 pg. Ambos os valores ndo se
apresentaram estatisticamente diferentes dos valores observados nos dipldides
AA.

A cultivar Prata Ana (AAB) apresentou conteido de DNA de 1,40 pg e
ndo diferiu estatisticamente do cultivar tetrapldide Garantida. A cultivar Caipira
(AAA) apresentou contetildo de DNA de 1,54 pg e ndo diferiu estatisticamente
da cultivar tetrapldide Bucanero (AAAA).

Os valores encontrados para os cultivares tripldides diferem bastante
daqueles observados por Kamaté et al. (2001), Lysak et al. (1999) e Jesus
(2006). Os primeiros autores encontraram contetdos variando entre 1,64 e 2,23
pg, sendo este Gltimo valor bastante discrepante dos demais, enquanto os valores
encontrados por Lysak et al. (1999) ficaram entre 1,73 e 1,90 pg. Jesus (2010)
encontrou valores de 1,86 até 1,99 pg.

Considerando  acessos tripléides com diferentes constituicdes
gendmicas, Lysak et al. (1999) relatam que o valor esperado para os diferentes
grupos é de 1,66 a 1,68 pg para acessos BBB, de 1,72 a 1,76 pg para acessos
ABB, de 1,78 a 1,84 para acessos AAB e de 1,84 a 1,91 pg para acessos AAA.

No presente estudo foram avaliados acessos triploides de dois grupos —

AAB e AAA - e os resultados foram de 1,21 a 1,40 pg e 1,54 respectivamente.
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Comparando os resultados com os obtidos por Jesus (2010) com dois dos
cultivares tripl6ides deste estudo, observam-se conteldos de DNA bastante
diferentes. O autor encontrou 1,94 pg de DNA para a cultivar Thap Maeo e 1,98
para a cultivar Caipira.

As cultivares tripléides apresentaram uma diferenca maior no contetido
gendmico do que os acessos diplodides, sendo que a diferenga entre 0 maior e 0
menor conteddo foi de 33%. Esta diferenca acentuada para o material tripléide
ndo foi observada por Lysak et al. (1999), cujos dados apresentaram diferencas
de apenas 10% entre o conteddo de DNA dos triploides avaliados, mesma
diferenca encontrada para os diploides. Entretanto Kamaté et al. (2001)
encontraram uma diferenca de cerca de 39% entre 0 maior € 0 menor contetido
de DNA nos cultivares tripléides. Lysak et al. (1999) especula que diferengas
menores no contetdo de DNA sdo esperadas quando se avalia um nimero menor
de materiais, porém neste estudo foram avaliados quatro acessos tripldides
enquanto no estudo dos referidos autores foram avaliados dez acessos. Acredita-
se, portanto, que estas diferencas tenham como principal causa a origem dos
materiais e seu processo evolutivo, incluindo o isolamento geogréfico e o uso de
formas vegetativas de propagacao.

As cultivares tetrapldides apresentaram uma variagdo ainda maior no
contetido de DNA, sendo que a diferenca entre 0 maior e o menor valor foi de
47%. Jesus (2010) cita que uma maior variacdo encontrada no conteido de DNA
entre 0os acessos tetraploides do que entre os tripldides (0,13 e 0,28 pg
respectivamente), provavelmente por este germoplasma resultar de diferentes
cruzamentos. O autor diz que essa diferenca é esperada pelo fato de haver uma
maior possibilidade de combinagdes entre 0s genomas em acessos tetrapldides.

Os valores encontrados para o contelGdo de DNA dos acessos
tetrapldides por Jesus (2010) variaram entre 2,28 e 2,56. Kamaté et al. (2001)
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avaliaram apenas dois acessos AAAA e encontraram valores um pouco menores,
de 2,37 e 1,94, mais préximos aos encontrados neste estudo.

Como observado por Lysak et al. (1999) o contelido de DNA para os
acessos tetraploides neste estudo encontram-se na faixa préxima ao esperado
para acessos tripldides. Porém os resultados encontrados por Jesus (2006) para
0s acessos triploides ficam acima dos valores propostos pelos primeiros autores.
Diferencas nestes contelidos de DNA tém sido comumente encontradas e
acredita-se que possam ser resultantes de questdes técnicas como preparacao das
amostras, uso de diferentes citdmetros de fluxo ou padrdes internos.

No presente estudo, assim como no Jesus (2006) foi utilizado como
padrdo interno a ervilha (Pisum sativum), que possui um contetdo de 2C de
DNA de 9,09 pg. Dolezel e Bartos (2005) colocam a ervilha como uma
excelente alternativa de padrdo interno por possuir um contetdo de DNA cujo
valor situa-se no meio do valor médio para a maioria dos contetidos de DNA
vegetal, podendo, desta forma, ser utilizada para avaliar tanto plantas com um
pequeno genoma quanto plantas com um genoma grande. Além disso, 0 genoma
nuclear das ervilhas é estavel e o preparo de suspensdes de ndcleos a partir das
suas folhas ndo libera compostos que interferem na coloracdo pelo iodeto de
propideo.

Como relatado na literatura, os limites de valores para o conteido de
DNA de Musa com diferentes ploidias se encontram muitas vezes sobrepostos e,
comumente, uma cultivar apresenta um contetdo diferente daquilo que é espero
pela sua ploidia e combinacdo gendmica. Lysak et al. (1999) especulam que o
principal motivo pelo qual isto acontece é o fato de que estes diferentes
materiais passam pelo processo de isolamento geografico e pela propagagdo
vegetativa, que sdo fatores extremamente relevantes para promoverem alteracdes
no tamanho do genoma da planta. Segundo Celikler e Bilaloglu (2001),

variacfes como estas no contelido de DNA podem ser decorrentes de baixa
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replicacdo da heterocromatina, decréscimo na quantidade de sequéncias
altamente repetidas e mutacdes ou adaptacdes em reacdo a fatores ambientais.
Desta forma, plantas que exibem uma mesma origem, uma mesma ploidia e uma
mesma razao entre a contribuicdo do genoma A e B podem apresentar conteldos
de DNA bastante distintos.
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6 CONCLUSAO

Os valores encontrados para a estimativa do contedtdo de DNA em
bananeira permitem, de forma geral, uma separacdo dos diferentes acessos de
acordo com o seu nivel de ploidia. Contudo, a sobreposicao de valores dificulta
a interpretacdo dos dados, principalmente nas cultivares tetrapléides. Sendo
assim, 0 uso da citometria de fluxo para determinacdo de ploidia em acessos de
bananeira deve ser utilizado com critério e mais esforcos devem ser
empreendidos na busca da compreensdo das razfes para a grande variacdo de

contetido de DNA na cultura.
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