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RESUMO

RODRIGUES, Filipe Almendagna. Antimit6ticos na inducgdo de tetraploides
em bananeira. 2010. 71 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Objetivou-se, com o presente trabalho 1) verificar a acdo da colchicina
em apices caulinares de diploide de bananeira utilizando diferentes
concentracdes ¢ tempos de exposi¢ao ao antimitdtico; 2) avaliar a melhor dose e
tempo de exposicdo ao antimitdtico amiprofos-metil (APM) para obtengdo de
metafases mitdticas e 3) verificar a concentracdo e o tempo de exposiciao a
colchicina e ao amiprofos-metil na duplicagdo cromossomica de bananeira
diploide (1304-04 ¢ 8694-15). Foram utilizados apices caulinares de bananeira
diploide (1318-01, 1304-04 e 8694-15) e pontas de raizes de bananeira diploide
(1304-04) pré-estabelecidas in vitro. Verificaram-se maior sobrevivéncia dos
explantes (91,7%) em 2,5 mM de colchicina por 24 horas de exposicao e 50% na
concentracdo de 7,5 mM de colchicina por 48 horas de exposi¢do ao antimitotico
no dipléide 1318-01. Foi também observada, no dipléide 1304-04, a metafase
mitética com 20 uM de APM por 2 horas, mas com alguns cromossomos ainda
sobrepostos. No pré-tratamento em solugdo de 60 uM de APM por 4 horas
apresentou menor sobreposicdo de cromossomos. Com o uso de APM obteve-se
66,67% de plantas tetraploides no diploide 1304-04, através de 40 uM por 24
horas e no dipléide 8694-15, em 40 e 80 uM por 48 horas respectivamente, 25 ¢
20% de plantas tetraploides. No diploide 1304-04, o tratamento 1,25 mM por
48h em colchicina apresentou 25% de plantas tetraploides e, no diploide 8694-
15, 1,25 mM por 24h apresentou 6,25% de plantas tetrapldides, 1,25 mM por 48
horas com 18,19%, 2,5 mM por 48 horas com 50%, ¢ na concentracdo de 5,0
mM por 48 horas observou-se 33% tetraploides. Conclui-se que a exposigdo do
diploide 1318-01 a colchicina por um periodo de 24 horas possibilita maior taxa
de sobrevivéncia dos explantes. 20 a 60 uM APM por 2 a 4 horas provocam a
despolimerizagdo do fuso mitdtico, possibilitando a visualizagdo dos
cromossomos e obten¢do de boas metafases. 40 uM de APM por 24h possibilita
a obtencdo de plantas tetraploides no diploide 1304-04 e 2,5 mM de colchicina
por 48 horas resulta em plantas tetraploides no diploide 8694-15.

Palavras-chave: Duplica¢do de cromossomos; citometria de fluxo; cultura de
tecidos.

* Comité Orientador: Dr. Moacir Pasqual (Orientador) - UFLA, Dr. Sebastido de
Oliveira e Silva - EMBRAPA /CNPMF, Dr*. Lisete Chamma Davide -
UFLA.



ABSTRACT

RODRIGUES, Filipe Almendagna. Antimitotic in the induction of tetraploids
in banana tree. 2010. 71 p. Dissertation (Master in Agronomy/Crop Science) —
Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

The objective of this work 1) to verify the action of colchicine in apexes
of diploid banana using different concentrations and exposure times to
antimitotic, 2) evaluate the best dose and duration of exposure to antimitotic
Amiprophos-methyl (APM) for obtaining metaphase cells and 3) to measure the
concentration and time of exposure to colchicine and Amiprophos-methyl in
chromosome doubling of diploid bananas (1304-04 and 8694-15). Were used
apexes of diploid banana (1318-01, 1304-04 and 8694-15) and tips of the roots
of diploid banana (1304-04) pre-established in vitro. There has been increased
survival of the explants (91.7%) in 2.5 mM colchicine for 24 hours exposure and
50% at a concentration of 7.5 mM colchicine for 48 hours of exposure to the
antimitotic diploid 1318-01. It was also observed in diploid 1304-04 mitotic
metaphase with 20 uM APM for 2 hours, but with some chromosomes still
overlapped. The pretreatment solution of 60 uM APM for 4 hours was less
overlap of chromosomes. With the use of APM was obtained 66.67% of diploid
plants in tetraploid 1304-04 through 40 uM for 24 hours and diploid 8694-15, 40
and 80 mM for 48 hours, respectively, 25 and 20% tetraploid plants. In diploid
1304-04, treatment 1.25 mM for 48 hours in colchicine had 25% of tetraploid
plants and the diploid 8694-15, 1.25 mM for 24 hours showed 6.25% of
tetraploid plants, 1.25 mM for 48 hours with 18.19%, 2.5 mM for 48 hours with
50%, and the concentration of 5.0 mM for 48 hours showed 33% tetraploid.
Concluded that exposure of diploid 1318-01 to colchicine for a period of 24
hours allows for higher survival rate of explants. 20 to 60 uM of APM for 2 to 4
hours cause the depolymerization of the spindle, allowing the visualization of
chromosomes and obtaining good metaphases. 40 uM APM for 24 permits to
obtain tetraploid plants in diploid 1304-04 and 2.5 mM colchicine for 48 hours
results in diploid plants in tetraploid 8694-15.

Key words: Duplication of chromosome; flow cytometry; tissue culture.

*QGuidance Committee: Dr. Moacir Pasqual (Adviser) - DAG/UFLA, Dr.
Sebastido de Oliveira e Silva - EMBRAPA/CNPMF, Dr® Lisete
Chamma Davide - DBI/UFLA.
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CAPITULO 1

1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Importancia da bananicultura

A bananicultura assume importancia social e econdmica em mais de 80
paises, principalmente em pequenas propriedades (Silva et al., 2002),
destacando-se como uma das culturas de maior produgdo entre as frutiferas
tropicais (Donato et al., 2006).

O Brasil € o quarto maior produtor mundial de banana, com produgao de
7 milhdes de toneladas em 2007 e area cultivada de 513 mil hectares
(AGRIANUAL, 2009). No Brasil, seu cultivo estende-se da regido Norte ao Sul
do Pais, e seu fruto representa uma fonte continua de alimento e de renda aos
produtores (Silva et al., 2003).

Entretanto, como em qualquer cultura praticada em areas extensas, a
bananeira também ¢ afetada por problemas fitossanitarios, além disso, ndo
existem variedades comerciais que sejam produtivas, resistentes a doencas e
pragas, e que apresente alto teor de carotendides. Assim, uma das estratégias
para solucionar estes problemas é a selecdo de novos genotipos, resistentes as
doengas, e que apresentem boas caracteristicas agrondmicas, o que tem sido
alcancado em programas de melhoramento da bananeira (Silva et al., 1998,
2000), utilizando-se da técnica de duplicacdo cromossdmica, induzida por

agentes antimitoticos (Roth, 1984) com o uso de colchicina e amiprofos-metil.

1.2 Aspectos gerais do género Musa
De acordo com a classificagdo botanica, as bananeiras produtoras de
frutos comestiveis sdo plantas da classe das Monocotyledoneae, ordem

Scitaminales, familia Musaceae, da qual fazem parte as subfamilias



Heliconioideae, Strelitzioideae e Musoideae. Esta ultima inclui, além do género
Ensete, o género Musa, constituido por quatro séries ou segdes: Australimusa,
Callimusa, Rhodochlamys e (Eu-)Musa (Simmonds, 1973). Dentro do género
Musa existem no minimo duas espécies, Musa ingens (2n = 14) e Musa becarii
(2n = 18), que ndo sdo classificaveis nas segdes citadas. A discriminagdo entre
(Eu-)Musa e Rhodochlamys ¢ artificial e ndo reflete bem os graus de isolamento
reprodutivo (Shepherd, 1990). A secdo (Eu-)Musa ¢ a mais importante, uma vez
que, além de ser formada pelo maior numero de espécies desse género, apresenta
ampla distribuicao geografica e abrange as espécies comestiveis.

A classificagdo proposta por Cheesman (1948) para o género Musa,
aceita atualmente no mundo inteiro, baseia-se no numero basico de
cromossomos dividido em dois grupos da seguinte maneira: as espécies com n =
10 cromossomos pertencem as se¢des Australimusa e Callimusa, enquanto as
espécies com n = 11 cromossomos integram as se¢des Rhodochlamys e (Eu-
)Musa. As espécies componentes destas duas ultimas segdes sdo as que
apresentam potencialidade como germoplasma util ao melhoramento genético
das variedades cultivadas. Segundo Shepherd (1990), tais espécies sdo: a)
Rhodochlamys: Musa laterita Cheesman, Musa ornata Roxburgh, Musa rubra,
Musa sanguinea e Musa velutina Wendl e Drude. b) (Eu-)Musa: Musa
acuminata Colla, Musa balbisiana Colla, Musa flaviflora Simmonds, Musa

halabanensis Meijer, Musa ochracea Shepherd e Musa schizocarpa Simmonds.

1.3 Micropropagacéo da bananeira

A propagagdo da bananeira ocorre vegetativamente pela emissdo de
novas brotagdes, que sdo utilizadas pelos agricultores para o plantio comercial.
Entretanto, a facilidade de disseminacdo de patogenos, baixa qualidade das
mudas, associadas ao elevado custo de implantagdo ¢ a pequena quantidade de

mudas obtidas, levou a busca por novas tecnologias, visando a expansao da



bananicultura (Ruggiero et al., 1994).

A utilizacdo pratica da técnica de micropropagacido refere-se a produgio
comercial de plantas, possibilitando sua rapida multiplicagdo em periodos de
tempo e espaco fisico reduzidos, com obtencdo de mudas com alta qualidade
fitossanitaria (Rodrigues, 1996). No entanto, a eficiéncia na producdo de brotos
durante a micropropagacao da bananeira varia conforme o genétipo utilizado.

A bananeira é uma das primeiras culturas utilizadas na propagagdo in
vitro em larga escala no Brasil, abrindo novas perspectivas no cenario nacional
da bananicultura. No inicio da década de 90, biofabricas foram criadas visando a
micropropagagdo de cultivares comerciais de bananeira. A caréncia de
informacdes e a falta de dominio dessa nova tecnologia e a auséncia de
legislacdo para producdo de mudas produzidas através da micropropagagao
foram responsaveis pela colocacdo no mercado de um produto de qualidade
duvidosa, que causou prejuizos aos agricultores, devido a ocorréncia de variagao
somaclonal provenientes do cultivo in vitro inadequado (Rodrigues, 1996).
Esperava-se uniformidade genética no material micropropagado, ja que a técnica
de micropropagagdo envolve basicamente divisdes mitdticas. Porém, a variacao
somaclonal observada em cultura de tecidos é decorrente principalmente do
meio de cultivo, do regulador de crescimento, além da suscetibilidade da cultivar
utilizada e o nimero de subcultivo (Skirvin et al., 1994).

Atualmente, tem-se dado preferéncia as mudas de Dbananeira
provenientes de micropropagacdo para a utilizacdo no estabelecimento ou
substituicdo de plantagdes, melhorando a relagao custo/beneficio para o produtor
(Filippi, 2000).

Desta forma, esta técnica ¢ uma importante ferramenta ndo sé na
genética ¢ melhoramento de plantas como também pode auxiliar em inimeras

outras areas da agricultura (Ramalho et al., 1997).



1.4 Melhoramento genético da bananeira

Os maiores programas de melhoramento convencional estdo localizados
na Fundacién Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA) em Honduras, no
Centre de Coopération Internationale em Recherche Agronomique pour le
Développement (CIRAD-FLHOR) na Franga e Guadalope, no International
Institute of Tropical Agriculture (IITA) na Nigéria e Uganda, no Centre Africain
de Recherches sur Bananiers et Plantains (CARBAP) em Camardes e a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) no Brasil (Jenny et
al., 2002).

O melhoramento convencional tem sido dificultado pela auséncia de
sementes nas cultivares de bananeira, fator este que resulta da inexisténcia de
polen viavel ou de polinizadores naturais eficientes. As cultivares que nao
produzem sementes quando polinizadas ou aquelas que as produzem em
pequena quantidade podem ser tanto diploides quanto triploides. A auséncia de
sementes pode estar relacionada a intensa selegdo agrondmica para este fator,
devendo ser, portanto, reflexo do processo de domesticagio da espécie
(Shepherd et al., 1986).

Além disso, em comparagdo com outras importantes culturas que fazem
parte da alimentagdo basica, ainda falta conhecimento sobre genética e
citogenética do género Musa (Jenny et al., 2002). Apesar disso, importante
progresso ocorreu nos uUltimos anos e novas variedades estdo sendo
disponibilizadas a partir da criagdo de programas de melhoramento genético de
Musa (Jenny et al., 2002).

O melhoramento genético da bananeira conduzido na Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical objetiva desenvolver variedades de bananeiras
resistentes as Sigatokas amarela e negra e ao mal-do-panama, com porte e ciclo
reduzidos e mais produtivas, mediante cruzamentos de diploides (AA)

melhorados com tripldides comerciais, avaliando e selecionando estas novas



variedades tetraploides em diferentes regides produtoras de banana do Pais.
Avaliagdes para resisténcia a nematoides e broca do rizoma estdo também sendo
efetuadas nos novos hibridos produzidos (Silva et al., 1998).

A falta de germoplasma adequado, ou seja, cultivares que nao produzem
sementes ou outros problemas levaram ao uso de métodos ndo convencionais de
melhoramento. No género Musa, os hibridos tetraploides sdo mais vigorosos e
esta caracteristica lhes confere maior resisténcia as enfermidades. Existe uma
estratégia baseada no melhoramento dos tetrapldides utilizando as propriedades
antimitoticas da colchicina para gerar tetraploidia (Hamill et al., 1992). Os
tetraploides seminiferos obtidos por tratamento de plantulas com colchicina t€m
demonstrado que 0 crescimento, 0 nimero de flores
femininas e a fertilidade feminina diminuem (Desauw, 1998).

O germoplasma constitui o elemento dos recursos genéticos, que
incluem a variabilidade genética intra e interespecifica, para a utilizagdo na
investigacdo em geral e, especificamente, no melhoramento genético (Goldert,
1996).

O banco de germoplasma ¢ a base fundamental para um programa de
melhoramento genético. Deve apresentar uma ampla variabilidade suficiente
para permitir um avango consistente em todas as linhas de melhoramento a ser
alcangado (Castillo, 1991).

O germoplasma pode ser conservado em campo ou in vitro. A
conservagdo de germoplasma de bananeira in vitro se efetua na forma de
meristemas proliferantes em condigdes de crescimento lento (De Smet &
Houwe, 1991). Adicionalmente, a manutengdo de uma colegdo in vitro requer
um intensivo trabalho e esta sujeito a riscos de contaminacdo e erro humano
durante os subcultivos. E ¢ por isso que a crioconservacdo, ou seja, o
armazenamento de células ou tecidos a temperaturas ultra baixas (-196°C) ¢

apresentado como uma opgao de interesse para o armazenamento a longo prazo.



Com isso, o crescimento cessa completamente devido a falta de agua e a inibi¢ao
de todas as reagdes quimicas. Portanto, na teoria, o tecido em condigdes de

crioconservagao ndo esta sujeito a variagdo somaclonal (Panis, 1995).

1.5 Citogenética do género Musa

A maioria das cultivares de bananeira originou-se no continente asiatico,
tendo evoluido a partir das espécies diploides selvagens Musa acuminata e Musa
balbisiana, de modo que cada cultivar deve conter combinag¢des variadas de
genomas completos das espécies parentais.

Esses genomas s@o denominados pelas letras A (M. acuminata) e B (M.
balbisiana), de cujas combinagdes resultam os grupos AA, AAA, AAAA, AB,
AAB, AAAB, AABB, ABB, ABBB, BB ¢ BBB (Soto Ballestero, 1992). Além
disso, Hutchison (1966) e Shepherd & Ferreira (1982) relataram que Musa
schizocarpa também contribuiu para a formagdo de algumas cultivares hibridas
na Nova Guiné.

A Dbananeira apresenta trés niveis cromossomicos distintos: diploide,
triploide e tetraploide, os quais correspondem, respectivamente, a dois, trés e
quatro multiplos do niimero basico ou genoma de 11 cromossomos (x = 11). A
origem de bananeiras triploides, a partir de diploides, e de tetraploides, a partir
de tripldides, é constatada por meio de cruzamentos experimentais.

A evolugio dessas espécies de bananeira processou-se em quatro etapas,
repetidas em varias épocas (Simmonds & Shepherd, 1955). A primeira etapa
constou da ocorréncia de partenocarpia por mutacdo em Musa acuminata (AA),
ou seja, a capacidade de gerar polpa sem a producao de sementes. Em sua forma
original, os frutos de bananeiras possuem grande nimero de sementes duras, que
dificultam o seu consumo. Com base nos conhecimentos atualmente disponiveis,
supde-se que a partenocarpia ocorreu apenas em Musa acuminata; por

conseguinte, as cultivares mais antigas eram diploides do grupo AA. O niimero



dessas cultivares pode ser ampliado por meio de cruzamentos espontaneos entre
si ou com outras formas selvagens da mesma espécie.

A segunda etapa caracterizou-se pela hibridacdo entre cultivares do
grupo AA e plantas selvagens de Musa balbisiana (BB), produzindo hibridos
dipléides do grupo AB, hoje raros e possivelmente limitados na sua origem, a
[ndia. Vale ressaltar, entretanto, que Shepherd encontrou duas cultivares AB na
Africa Ocidental em 1969. O tipo Ney Poovan foi bastante observado em
Uganda, além de se achar presente nas ilhas do Caribe desde o inicio deste
século, sob a denominagao de Guindy.

A terceira e quarta etapas da evolucdo sdo admitidas com base na
capacidade de varias bananeiras e de alguns hibridos de gerar, em baixa
frequéncia, células-ovo vidveis, sem meiose tipica, com a mesma constitui¢ao
cromossdmica e genética da planta-mae, seja esta diploide ou triploide. Por meio
de cruzamentos espontineos envolvendo podlens das espécies parentais (Musa
acuminata e Musa balbisiana) ou de cultivares do grupo AA, com gendtipos dos
grupos AA e AB portadores de sacos embrionarios diploides, foi possivel o
aparecimento de triploides dos grupos AAA, AAB e ABB, pela adi¢do do
numero basico x (A ou B). Da mesma forma, os tetraploides dos grupos AAAA,
AAAB, AABB ¢ ABBB evoluiram a partir dos trés grupos triploides. Vale
ressaltar que todos esses grupos foram constatados por avaliagdo taxondmica das
cultivares exploradas em todo o mundo, a exce¢do do grupo AAAA, que s6 foi

obtido por cruzamentos experimentais (Shepherd, 1984).

1.6 Antimitéticos

A utilizagdo de antimitdticos na agricultura tem sido feita
principalmente em programas de melhoramento genético para a geragao de
plantas polipléides. Geralmente, a poliploidizagdo ¢ induzida para contornar a

esterilidade cromossémica dos hibridos interespecificos. Entretanto, pode



também ser utilizada para induzir a esterilidade. Nesse caso, sdo induzidos
niveis de poliploidia impar, em geral triploides ou pentaploides. Individuos com
poliploidia impar sdo normalmente estéreis (Guerra, 1989).

Essas substancias antimitoticas ligam-se as proteinas que formam as
fibras do fuso acromatico, denominados tubulinas, impedindo a sua
despolimerizagdo e consequentemente suprimindo a formagdo das fibras, ou
ainda inativando os fusos ja formados (Guerra, 1989).

O problema da utilizagdo dos agentes antimitdticos resulta do fato de
que essas substancias atuam eficientemente sobre as células que estdo em
divisdao. Desse modo, a poliploidizagdo geralmente ndo atinge todas as células
do material tratado, sendo comum o aparecimento de mixopldides.

A escolha da cultivar a ser utilizada bem como a variagdo da
concentragdo, tempo de exposicdo e formas de aplicacdo desses antimitoticos
tornam-se requisitos indispensaveis em programa de melhoramento genético

visando a duplicagdo cromossdmica.

1.7 Colchicina

A colchicina é um alcaldide muito toxico, extraido principalmente de
bulbos de plantas da espécie Colchicum autumnale L. pertencente a familia
Liliaceae, que passou a ser utilizada na indugdo de poliploidia em plantas
(Havas, 1937). E também a substincia mais empregada para a indugdo de
poliploidia em programas de melhoramento genético de culturas agricolas,
espécies florestais ¢ plantas ornamentais (Sharma & Sharma, 1999; Silva et al.,
2000).

O mecanismo de acdo da colchicina ¢ conhecido. Ela se liga
reversivelmente ao dimero de tubulina, causando mudanga conformacional que

impede a polimerizagao do fuso mitdtico e, consequentemente, bloqueia a célula

em metafase. Como os sitios especificos aos quais a colchicina se liga nos



dimeros a ¢ B sdo inacessiveis quando a tubulina esta polimerizada na forma de
microtibulos, tal substincia atua na tubulina solivel, impedido-a de se
polimerizar. Em microtibulos ja formados, a colchicina impede o crescimento
destas estruturas durante a divisdo celular (Morejohn et al., 1987; Sluder, 1991).

Infelizmente, a colchicina, por ser muito toxica, tem o manuseio
perigoso, e por isso tem sido responsavel por intoxica¢des acidentais. Desta
forma, pessoas ou animais que consomem a planta "Outono croco" (Colchicum
sp.), rica em colchicina, que sao utilizadas em ornamentacdo de jardins, podem
sofrer alteracdes cromossdomicas (International Carnivorous Plant Society -
ICPS, 2009), ou mesmo em laboratorios que a utilizam na inducdo de
poliploidia. Desse modo, a colchicina deve ser manipulada com extremo cuidado
por profissional treinado.

Em concentragdes mais baixas, a colchicina promove a
despolimerizacdo do fuso mitético com auséncia de endorreduplicagdo levando
ao acamulo de cromossomos metafasicos, onde as cromatides estdo condensadas
com os bragos separados em consequéncia de seu natural movimento de
repulsdo que ndo é acompanhado pela divisdo do centrémero, técnica essa, entre
outras, que pode ser utilizada para a preparagdo do cariotipo.

A colchicina apresenta limitagdes de uso, como a possibilidade de
provocar aglomeragdes cromossOmicas e divisdo da regido centromérica,
principalmente ap6s longos periodos de tratamento, além de baixa afinidade pela
tubulina vegetal (Dolezel, 1995).

A duplicagao de cromossomos em plantas tem ocorrido por meio da
colchicina (Dolezel et al., 1994), porém esta substancia atua de forma eficiente
apenas em células que estdo em divisdo. Desse modo, a poliploidizacao
geralmente ndo atinge todas as células do material tratado, sendo comum o
aparecimento de mixoploides (Wan et al., 1989). Em consequéncia surge o

problema relativo a reversao parcial ou total a condi¢do diploide apos alguns



ciclos de divisdo, principalmente devido a proliferagdo das células diploides
remanescentes que se multiplicam em taxas superiores aquelas células
poliploides.

Devido ao alto custo e a alta toxicidade da colchicina, varios produtos
alternativos t€m sido testados e propostos para substituir a colchicina, tais como

orizalina, amiprofés-metil e outros (Mondin & Docha Neto, 2006).

1.8 Amiprofés-metil

Certos herbicidas sdo bastante eficazes no bloqueio de células em
metafase, sendo que os mais utilizados sdo quimicamente classificados em
amidos fosforicos, como amiprofos-metil (Dolezel et al., 1994).

O Anmiprofés-metil (APM) atua diretamente na dinamica de
polimerizagdo dos microtibulos, por meio de um mecanismo envolvendo
alteracdo dos niveis intracelulares de calcio. Desta forma, este herbicida interage
com a tubulina de maneira similar a inibi¢8o da polimerizacdo dos microtibulos
pela colchicina (Morejohn & Fosket, 1984), sdo utilizados na agricultura em
todo o mundo, pois sdo rapidamente degradados e apresentam pouco residuo
para o meio ambiente (Brahma & Umesh, 1985) e, mesmo em baixas
concentragdes, impedem a polimerizagdo dos microtubulos inibindo a formagao
dos fusos cromaticos e induzindo a separagdo dos cromossomos metafasicos.
Esses ficam dispersos por todo o citoplasma, onde condensam, formando assim
os chamados micronucleos. Varios microntcleos sub-diploides, contendo um ou
poucos cromossomos, podem ser visualizados nas células ap6s o tratamento com

herbicida (Morejohn et al., 1987; Falconer & Seagull, 1987).

1.9 Citometria de fluxo
A citometria de fluxo foi originalmente desenvolvida, no final da década

de 50, para a contagem e analise de células sanguineas (Corte-Real et al., 2002).
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No entanto, com a natural evolugdo técnica e com o aparecimento de novos
marcadores fluorescentes, a utilizagdo desta instrumentagdo generalizou-se a
outras areas e a estudos com outras células, como células vegetais e microbianas
(Dolezel, 1997).

No dominio das células vegetais, apesar da utilizacdo da citometria de
fluxo ter ocorrido apenas no inicio dos anos 80, o nimero de aplicagdes vem
aumentado continuamente desde entdo, sendo, hoje em dia, uma técnica
rotineiramente usada em varios laboratorios por todo o mundo (Dolezel, 1991).
Apesar da citometria de fluxo aplicada ao estudo de células e organelos vegetais
apresentar ainda algumas limitagdes, esta técnica permite analises rapidas (“real
time”) do conteudo de DNA e RNA, contagem de células, entre outras
aplicagoes (Yanpaisan et al., 1999).

Associada com outras técnicas citologicas, a citometria de fluxo ¢
considerada uma ferramenta muito importante para o estudo de citomas vegetais.
O conceito de citoma foi originalmente introduzido por Valet (2002), referindo-
se a qualquer tipo de particula bioldgica (estruturas celulares, Orgdos e
individuos). A citomica ¢ uma analise multimolecular dos citomas, na qual se
obtém o maximo de informacao referente a expressdao global que um aparente
fenotipo celular pode fornecer como resultado do seu genotipo e/ou ambiente
(Valet, 2002).

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve a analise das
propriedades Opticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas que fluem
numa suspensdo liquida. Esta particularidade ¢ uma das diferencgas existentes
entre a citometria de fluxo e outras técnicas de analise quantitativa de nucleos
isolados ou cromossomos, que necessitam da fixacdo das particulas a uma
superficie. A medi¢do em fluxo permite andlises a alta velocidade e garante que
os citomas analisados sejam selecionados aleatoriamente de toda a populacao,

sem qualquer subjetividade associada (Dolezel, 1997).
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A suspensio liquida, que contém os citomas a analisar, ¢ introduzida no
centro da cadmara de fluxo que se encontra preenchida por um fluido envolvente
(“sheath fluid”) e que apresenta uma velocidade muito superior a da suspensao
liquida. Através de um fendmeno fisico designado por focagem hidrodinamica,
as particulas sdo forcadas a moverem-se, em fluido laminar uma a uma, no
centro do fluxo (Dolezel, 1997). Estas particulas interceptam um feixe de
iluminag@o bastante intenso, com origem em uma ou mais fontes de iluminagao
(laser(s) e/ou lampada de vapor de mercurio). Quando as particulas intersectam
o feixe de luz, ocorre um processo de dispersdo fotdnica e/ou de emissdao de
fluorescéncia, cuja intensidade é dependente das caracteristicas das particulas
(Corte-Real et al., 2002). Os fotons que sdo dispersos frontalmente vdo ser
recebidos e analisados por um fotodiodo (detector da dispersao frontal) e os que
sdo dispersos ortogonalmente (90°) sdo recebidos por uma série de filtros opticos
e analisados em tubos fotomultiplicadores (dispersdo lateral e fluorescéncia)
(Corte-Real et al., 2002). Os diferentes tipos de filtros opticos (“long-pass”,
“short-pass”, passagem de banda e espelhos dicrdicos) dividem a emissdao
fluorescente permitindo a medi¢do simultdnea de varios corantes fluorescentes
(Dolezel, 1991).

A citometria de fluxo ¢ uma técnica rapida e conveniente que permite a
determinagdo exata do conteido de DNA nuclear (Fox & Galbraith, 1990;
Dolezel, 1991). A analise é baseada na utilizagdo de fluorocromos especificos ao
DNA e na analise da intensidade de fluorescéncia relativa emitida por ntcleos
corados. Para determinar o conteido de DNA nuclear em unidades absolutas, a
intensidade da fluorescéncia dos ntcleos ¢ comparada com a intensidade da
fluorescéncia de nucleos isolados de uma espécie com o tamanho do genoma
nuclear conhecido.

Dolezel et al. (1994) determinaram pela primeira vez o tamanho do

genoma nuclear em duas espécies cultivadas de Musa, e isso pode servir de base
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para a aplicagdo da citometria de fluxo na taxonomia, reproducdo e
biotecnologia em Musa.

A citometria de fluxo pode ser utilizada para a reprodugdo precisa da
estimativa do conteudo de DNA nuclear em Musa, que possui um genoma
nuclear pequeno (Dolezel et al., 1994, 1997; Lysak et al., 1999).

Como o contetdo de DNA nuclear das células em GO0/1 reflete a ploidia
de uma planta, a técnica pode ser utilizada para a rapida estimativa do nivel de
ploidia (Dolezel et al., 1994). Considerando as dificuldades encontradas na
aplicacdo de técnicas cariologicas classicas em Musa, citometria de fluxo pode
ser uma alternativa poderosa. A validade desta abordagem foi comprovada, por
exemplo, por DelLaat et al. (1987) que usaram a citometria de fluxo para a
determinagdo de ploidia e o melhoramento de beterraba.

Além de um sistema eficiente para a inducao de poliploides, a produgio
em massa de autotetraploides requer um método eficaz para a triagem de ploidia
(Duren et al., 1996). Classicamente isto ¢ feito usando a contagem de
cromossomos (Hamill et al., 1992). No entanto, este ¢ um procedimento que ndo
¢ adequado para a selecdo em larga escala. A estimativa da ploidia baseada na
analise do numero, comprimento ¢ densidade de estdmatos (Speckmann et al.,
1965; Blanke et al., 1994) é mais facil, no entanto, o0 método ndo é sempre
confiavel devido aos efeitos ambientais. Desta forma, a citometria de fluxo esta
sendo cada vez mais utilizada para triagem em larga escala de ploidia (Dolezel,
1991; Dolezel et al., 1989; DeLaat et al., 1987).

A citometria de fluxo tem uma vantagem sobre a tradicional
técnica de contagem de cromossomos, uma vez que pode ser usada para a
analise de muitas plantas em pouco tempo e pode ser aplicada a
qualquer tecido vegetal (Roux et al., 2003). Segundo Bakry et al. (2007), a
contagem de cromossomos pode ser Util para a identificacdo de plantas

polipléides quando a citometria de fluxo nao esta disponivel.
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A citometria de fluxo tem sido utilizada em um grande nimero de
espécies, incluindo cereais ¢ leguminosas de importancia econdmica, ¢ esta se
tornando cada vez mais util para a analise gendmica em plantas (Dolezel et al.,

2004).
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CAPITULO 2

ACAO DA COLCHICINA EM APICES CAULINARES DE BANANEIRA

ACTION OF THE COLCHICINE IN STEM APEX OF BANANA TREE
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1 RESUMO

O plantio de variedades de bananeira tradicionais no Brasil tem sido um
fator de vulnerabilidade as principais pragas e doengas que afetam a cultura e,
diante disso, estratégias alternativas de melhoramento genético, fundamentadas
na duplicagdo de cromossomos, induzida por tratamentos com agente
antimitotico tém sido propostas como forma de introduzir resisténcia a doengas,
nos hibridos gerados pelos programas de melhoramento genético da bananeira.
O objetivo desse trabalho foi verificar a agdo da colchicina em 4apices caulinares
de bananeira diploide utilizando diferentes concentragdes e tempos de exposi¢ao
ao antimitotico. Como material vegetal, foram utilizados apices caulinares de
bananeira do dipldide 1318-01. A colchicina foi utilizada nas concentragdes de
0 (tratamento controle); 2,5; 5,0, 7,5; 10,0 ¢ 12,5 mM, em solu¢do, sob agitacdo
(20 rpm), por periodos de 24 e 48 horas. Foi avaliada a taxa de sobrevivéncia de
plantas submetidas a colchicina. Verificou-se maior sobrevivéncia dos explantes
(91,7%) em 2,5 mM de colchicina por 24 horas de exposicdo e 50% na
concentracdo de 7,5 mM de colchicina por 48 horas de exposigdo ao
antimitotico. Conclui-se que a exposi¢cdo do diploide 1318-01 a colchicina por
um periodo de 24 horas possibilita maior taxa de sobrevivéncia dos explantes.
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2 ABSTRACT

The cultivation of traditional varieties of banana in Brazil has been a
factor in vulnerability to major pests and diseases that affect the culture and
strategies, breeding, based on the duplication of chromosomes, induced by
treatment with antimitotic agents have been proposed as a way to introduce
disease resistance, hybrids generated by the breeding programs of banana. The
aim of this study was to evaluate the action of colchicine in apexes of diploid
banana using different concentrations and exposure times to antimitotic. As
plant material were used apexes of diploid banana 1318-01. Colchicine was used
at concentrations of 0 (control), 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 and 12.5 mM in solution
under agitation (20 rpm) for periods of 24 and 48 hours. We assessed the
survival rate of plants subjected to colchicine. A higher survival of the explants
(91.7%) in 2.5 mM colchicine for 24 hours exposure and 50% at a concentration
of 7.5 mM colchicine for 48 hours of exposure to antimitotic. Concluded that
exposure of diploid 1318-01 to colchicine for a period of 24 hours allows for
higher survival rate of explants.

Key words: Musa acuminata, tissue culture, antimitotic.
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3 INTRODUCAO

O plantio de variedades de bananeira tradicionais no Brasil tem sido um
fator de vulnerabilidade as principais pragas e doengas que afetam a cultura, tais
como Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet), sigatoka amarela
(Mycosphaerella musicola Leach) e mal-do-panama (Fusarium oxysporum f. sp.
cubense) (Cordeiro, 1999).

O alto vigor das plantas do género Musa estd diretamente associado com
a ploidia, ja que variedades triploides e tetraploides sdo bem mais vigorosas que
as diploides (Stover & Simmonds, 1987). Apesar de os hibridos tetraploides
serem, geralmente, inferiores aos triploides, em termos de resisténcia ao
despencamento e ao arqueamento das folhas, estes podem ser produzidos para a
posterior obtengdo de triploides secundarios AAA apods cruzamento com
diploides elite. Por meio deste procedimento espera-se obter novas cultivares de
bananeira (Dantas et al., 1999). Uma das técnicas utilizadas ¢ a duplicagdo de
Cromossomos.

Estratégias alternativas de melhoramento genético da bananeira,
fundamentadas na duplicagdo de cromossomos, induzida por tratamentos com
agente antimitotico tém sido propostas como forma de introduzir resisténcia a
doengas nos hibridos gerados pelos programas de melhoramento genético da
cultura (Stover & Buddenhagen, 1986).

A colchicina é uma substancia muito empregada para a indugdo de
poliploidia em programas de melhoramento genético de culturas agricolas,
espécies florestais ¢ plantas ornamentais (Sharma & Sharma, 1999; Silva et al.,
2000). O seu mecanismo de agdo ¢ conhecido, ela se liga reversivelmente ao
dimero de tubulina, causando mudanga conformacional que impede a
polimerizagdo do fuso mitético e, consequentemente, bloqueia a célula em

metafase (Morejohn et al., 1987; Sluder, 1991).
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Em concentragdes mais baixas, a colchicina promove a
despolimerizacdo do fuso mitético levando ao acimulo de cromossomos
metafésicos, onde as cromatides estdo condensadas com os bragos separados em
consequéncia de seu natural movimento de repulsdo que ndo é acompanhado
pela divisdo do centromero, técnica essa, entre outras, que pode ser utilizada
para a preparacgdo do cariétipo (Mondin & Docha Neto, 2006).

Além disso, a colchicina levou a esterilidade e crescimento anormal de
plantas regeneradas (Wan et al., 1989). Por isso, tem-se variado bastante a forma
de aplicacdo de indutores de poliploidia, buscando maior eficiéncia do
tratamento, bem como variagdo da concentragdo, tempo de exposicdo e formas
de aplicacdo dessas substancias, tornando-se requisitos indispensaveis em
programa de melhoramento genético visando a duplicacdo cromossémica.

O objetivo deste trabalho foi verificar a a¢do da colchicina em &pices
caulinares de bananeira diploide utilizando diferentes concentragdes e tempos de

exposi¢do ao antimitotico.

4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos, situado
no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras,
Lavras/MG, utilizando bananeira diploide melhorada desenvolvida pelo
programa de melhoramento genético da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura
Tropical.

Como material vegetal, foram utilizados apices caulinares de bananeira
do diploide 1318-01 (Malaccensis FHIA x Sinwobogi), pré-estabelecidos in
vitro, que foram posteriormente multiplicados em meio de cultura MS

(Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 30 g L™ de sacarose ¢ 4 mg L™
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de 6-benzilaminopurina (BAP) para proliferagdo de brotagdes, as quais foram
submetidas aos tratamentos com colchicina.

A colchicina foi utilizada nas concentragoes de 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 12,5
mM, em solugdo sob agitacdo (20 rpm), por periodos de 24 ¢ 48 horas, ¢ o
tratamento controle foi considerado a bananeira in vitro sem tratamento com
colchicina.

Apo6s 24 e 48 horas, os apices caulinares foram retirados do antimitético
e lavados por trés vezes em agua destilada e autoclavada. Logo apods, foram
transferidos para tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS e,
posteriormente, mantidos em sala de crescimento com iluminagdo artificial
fornecida por lampadas fluorescentes do tipo luz do dia especial (OSRAM 20
W), com irradiancia média de 42 W m™, fotoperiodo de 16 horas e temperatura
de 25 £ 2°C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5x2 (cinco concentragdes x dois periodos de exposicao).

Foram utilizadas 12 plantas por tratamento, ou seja, 4 repeticdes com 3
plantas cada uma. Apds 60 dias de permanéncia in vitro, avaliou-se a taxa de

sobrevivéncia de plantas a colchicina.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As FIGURAS 1 e 2 mostram os explantes submetidos aos tratamentos
com colchicina, nos quais ¢ possivel observar o efeito do antimitdtico nos
tecidos vegetais.

Nota-se na FIGURA 1 que, em concentragdes de 2,5 ¢ 5,0 mM,
observou-se que os explantes sobrevivem ao tratamento, o contrario ocorreu em
concentracdes mais altas onde foi observada elevada perda, provando que doses

muito elevadas sdo prejudiciais, pois reduzem a sobrevivéncia dos explantes
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(FIGURAS 1 ¢ 2).

2,5 mM 5,0 mM 7,5 mM 10,0 mM 12,5 mM

FIGURA 1 Apices caulinares de bananeira diploide submetidas a diferentes
concentragdes de colchicina por um periodo de 24 horas.
Do total de explantes (12 plantas) tratados com colchicina do dipléide
1318-01, 11 plantas (91,7%) sobreviveram ao tratamento com 2,5 mM por 24
horas (TABELA 1).

TABELA 1 Proporgao de explantes sobreviventes do diploide 1318-01, tratados
com colchicina em diferentes periodos de exposicao.

Periodo de Exposicdo  Concentragdo de Colchicina  Taxa de Sobrevivéncia

(horas) (mM) (%)
24 2,5 91,7
24 5,0 83,3
24 7,5 8,3
24 10,0 16,7
24 12,5 16,7
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48 2,5 8,3

48 5,0 83
48 7,5 50
48 10,0 33,3
48 12,5 8,3

A FIGURA 2 mostra que os explantes submetidos ao tratamento com
colchicina por um periodo de 48 horas apresentam menor taxa de sobrevivéncia,
embora tenha se observado maior taxa de sobrevivéncia (50%) dos explantes no

tratamento com 7,5 mM de colchicina.

2,5mM 5,0mM 7,5mM 10,0mM 12,5mM

FIGURA 2 Diferentes concentra¢des de colchicina por um periodo de 48 horas.

Na FIGURA 3A observa-se que em concentracdes mais altas de
colchicina, em um periodo de exposi¢do de 24 horas, ocorre maior mortalidade
dos explantes, observando necrose de seus tecidos, possivelmente pelo efeito
toxico causado pelo antimitotico. Este fato também foi observado por Hamill et

al. (1992) que verificaram que explantes tratados com colchicina inicialmente
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apresentaram menor crescimento que as testemunhas e a mortalidade aumentou
de 0 pra 70% em concentragdes de até 25 mM de antimitotico.

Neste trabalho, maior porcentagem de sobrevivéncia das plantas foi
observada em concentra¢des de 2,5 ¢ 5,0 mM de colchicina por 24 horas
(FIGURA 3A), esses resultados corroboram com Duren et al. (1996), pois eles
observaram que, geralmente, o efeito do tratamento nas plantas reflete na menor
taxa de regeneragdo em relagdo a testemunha e, menor taxa de regeneragdo de

plantas tratadas com colchicina.
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FIGURA 3 (A) 24 horas e (B) 48 horas. Sobrevivéncia (%) de explantes de
bananeira do dipléide 1318-01 tratados em diferentes
concentragdes de colchicina (mM).

Concentragodes de 2,5 e 5,0 mM de colchicina por 48 horas (Figura 3B)
promoveram menor taxa de sobrevivéncia de explantes de bananeira. Embora
tenha-se observado maior sobrevivéncia de explantes em 7,5 mM, a tendéncia da
curva de regressao para esse tempo de exposicdo da-se no sentido da redugdo na
taxa de sobrevivéncia.

Tendéncia similar foi observada por Barbosa (2004), que verificaram

que a colchicina afetou drasticamente o desenvolvimento de meristemas e
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segmentos caulinares. E por Abreu (2002), que observaram letalidade em gemas
axilares in vivo e segmentos caulinares in vitro.

Gmitter Junior & Ling (1991) verificaram alta mortalidade nas
variedades de laranja Hamlin e Ridge Pineapple demonstrando alta sensibilidade
a colchicina. Yang et al. (2006), trabalhando com Vitis vinifera, também
observaram redug¢do na sobrevivéncia com aumento da concentracdo de
colchicina e tempo de exposi¢ao.

A sobrevivéncia dos explantes tratados com colchicina depende da
concentracdo e duracdo do tratamento, mas em geral, altas concentragdes e
longos periodos de exposi¢do aos agentes indutores diminuem a sobrevivéncia
das plantulas (Thao et al., 2003). Dependendo da espécie, a colchicina pode
apresentar maior efeito citotoxico que outras substincias antimitdticas como
esterilidade, crescimento e morfologia anormal, perdas ou rearranjo de
cromossomos (Thao et al., 2003).

Viehmannova et al. (2009), trabalhando com yacon (Smallanthus
sonchifolius), observaram maior taxa de sobrevivéncia dos explantes em
concentragdes de SmM de colchicina por 24 horas. Unemoto et al. (2009)
relatam que o tempo de exposi¢do a colchicina ¢ um importante fator que
interfere tanto no desenvolvimento vegetativo quanto na sobrevivéncia das
plantas.

Latado et al. (2007) verificaram que a colchicina foi toxica aos explantes
de laranja 'Pera-de-abril' ¢ de tangor 'Murcott', ¢ foi possivel observar como
sintomas de toxidez e mortalidade por colchicina o escurecimento ¢ a
degeneracao das pontas dos segmentos.

Vakili (1967) utilizou colchicina para induzir a poliploidia em bananeira
e observou que a droga aumentou a mortalidade, retardou o crescimento das

plantas e induziu a duplicagdo do ntimero cromossdmico. Plantas tetraploides
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ficaram mais altas ¢ mais robustas que as dipldides, porém com crescimento
mais lento, folhas mais inclinadas e sistema radicular menos desenvolvido.

A utilizacdo de altas concentragcdes de colchicina ou a exposicdo de
tecidos por tempo inadequado, além da forma de aplicagdo do antimitdtico,
podem levar & morte de células e plantas, posto que a tolerancia & colchicina

varia de acordo com a espécie (Schifino-Wittmann, 2000).

6 CONCLUSAO

A exposi¢do do diploide 1318-01 em 2,5mM de colchicina por um

periodo de 24 horas possibilita maior taxa de sobrevivéncia dos explantes.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Novos experimentos testando concentragdes e tempos reduzidos de
exposicdo devem ser conduzidos verificando maior sobrevivéncia e
consequentemente melhor eficiéncia dos tratamentos com colchicina para a

posterior duplicagdo de cromossomos.
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CAPITULO 3

METAFASES MITOTICAS'EM BANANEIRA POR MEIO DO
AMIPROFOS-METIL (APM)

MITOTIC METAPHASE IN BANANA TREE THROUGH OF THE
AMIPROPHOS-METHYL (APM).
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1 RESUMO

Na metafase mitdtica, os cromossomos se encontram alinhados na placa
equatorial da célula e, nessa fase, sdo mais facilmente analisados devido a sua
maior contracdo e individualizacdo, e sua observacdo ¢ facilitada quando se
aplicam substancias antimitoticas as células em divisdo como, por exemplo, o
Amiprofos-metil (APM). O objetivo deste trabalho foi avaliar a melhor dose e
tempo de exposi¢ao ao antimitotico Amiprofos-metil para obtencao de metafases
mitéticas do diploéide 1304-04, com o intuito de obter uma dosagem e um
periodo de exposicdo que proporcione a despolimerizagdo do fuso mitdtico.
Foram utilizadas pontas de raizes do diploide de bananeiral304-04 estabelecido
in vitro, sendo estas pré-tratadas com solugdo 0 (tratamento controle), 20, 40 ¢
60 uM de APM por 2, 3 ¢ 4 horas. Foram utilizadas 10 ldminas por tratamento e
observadas 10 metafases por lamina. Apds o pré-tratamento em solugdo de 20
uM de APM por 2 horas, foi possivel observar a metafase mitotica no diploide
de bananeira 1304-04, mas com alguns cromossomos ainda sobrepostos. Ja no
pré-tratamento com 60 uM de APM com mesmo tempo de exposicdo, a
visualizagdo dos cromossomos foi facilitada. No pré-tratamento em solugdo de
60 uM de APM por 4 horas, além de mais individualizados, houve menor
sobreposigdo de cromossomos. Conclui-se que o APM aplicado em
concentragdes de 20 a 60 uM por 2 a 4 horas provoca a despolimerizagdo do
fuso mitdtico, possibilitando a visualizacdo dos cromossomos e obtengdo de
boas metafases.

Palvras-chave: Musaceae, cromossomos, antimitotico.
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2 ABSTRACT

In mitotic metaphase chromosomes are aligned at the equatorial plate of
the cell, this phase are more easily analyzed because of their greater contraction
and individualization, and his observation is facilitated when applying
substances to the cells in mitotic division, for example, Amiprophos -methyl
(APM). The objective of this study was to evaluate the best dose and duration of
exposure to antimitotic Amiprophos-methyl to obtain mitotic metaphases of
diploid 1304-04, in order to obtain a strength and an exposure period to provide
a spindle depolymerization. We used root tips of diploid bananeiral304-04
established in vitro, these pre-treated with a solution 0 (control), 20, 40 and 60
UM APM for 2, 3 and 4 hours. 10 slides were used per treatment and observed
10 metaphases per slide. After pre-treatment in a 20 uM APM for 2 hours was
observed in mitotic metaphase diploid banana 1304-04, but with some
chromosomes still overlapped. In the pre-treatment with 60 uM APM with the
same exposure time, the visualization of chromosomes has been facilitated. The
pretreatment solution of 60 uM APM for 4 hours, and more individualized, there
was less overlap of chromosomes. We conclude that the APM used in
concentrations from 20 to 60 uM for 2 to 4 hours causes the depolymerization of
spindle, allowing the visualization of chromosomes and obtaining good
metaphases.

Key words: Musaceae, chromosomes, antimitotic.
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3 INTRODUCAO

Na metafase mitdtica, os cromossomos encontram-se alinhados na placa
equatorial da célula e, nessa fase, sdo mais facilmente analisados devido a sua
maior contragdo e individualizacdo. A visualizagdo ¢ grandemente aumentada
quando se aplicam substancias antimitoticas as células em divisdo (Guerra,
1989) como, por exemplo, os herbicidas do grupo organofosforado, o amiprofos-
metil (APM), dinitroanilina e a orizalina (Morejohn et al., 1987; Verhoeven et
al.,1990; Ramulu et al., 1995; Binsfeld et al., 2000).

Essas substancias antimitdticas ligam-se as proteinas que formam as
fibras do fuso acromatico, denominadas tubulinas, impedindo a sua
despolimerizacdo e consequentemente suprimindo a formacdo das fibras, ou
ainda inativando os fusos ja formados (Guerra, 1989).

Em estudos basicos sobre microtubulos de plantas, verificou-se que
substancias toxicas, como alguns herbicidas ou colchicina, formam complexos
com o dimero da a e § tubulina, impedindo sua normal polimeriza¢do (Hansen et
al., 1998). De acordo com Quader (1997), os microtibulos (MTs) sdo filamentos
de estrutura subcelular, compostos basicamente por proteinas heterodiméricas, o
e P tubulina, e exercem importantes fun¢des celulares durante o crescimento e
ciclo mitdtico, também participam em diversos processos relacionados a
migracdo dos cromossomos, estrutura¢do celular, orientagdo e disposi¢do das
microfibrilas de celulose, formagdo da parede celular, ao movimento intracelular
bem como a diferenciacgdo celular (Jordan & Wilson, 1999).

Entre os fatores que mais afetam a agdo dos MTs na célula, estdo os
fatores quimicos, hormonais, idnicos e gradientes elétricos, ou ainda os fatores
ambientais, tais como temperatura, luminosidade, gravidade e pressdo (Quader,

1997; Jordan & Wilson, 1999; Binsfeld et al., 2000).
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Alguns trabalhos tém sido conduzidos bloqueando-se metafase em
cultura de células em suspensdo, por meio do tratamento com agentes
antimicrotubulares, de algumas espécies como Petunia hybrida (Conia et al.,
1987), Lycopersicon esculentum e Lycopersicon pennellii (Arumuganathan et
al., 1991). As suspensdes celulares apresentam, naturalmente, certo grau de
sincronia mitotica, o qual ¢ muito baixo em células meristematicas (Dolezel et
al., 1994).

O tratamento de células com agente antimicrotubular impede a
polimerizagdo dos microtibulos, com isso, 0 movimento cromosséomico ¢
inibido e as células ndo prosseguem a divisdo além da metafase (Bowman,
1977).

O APM ¢ um tipo de herbicida amido fosférico que interrompe
diretamente a dindmica do microtubulo em células vegetais (Morejohn &
Fosket, 1984) e sdo utilizados na agricultura em todo o mundo, pois sdo
rapidamente degradados e apresentam pouco residuo para o meio ambiente
(Brahma et al.,, 1985), e mesmo em baixas concentragdes impedem a
polimerizagdo dos microtibulos inibindo a formagdo dos fusos cromaticos e
induzindo a separagdo dos cromossomos metafasicos, que ficam dispersos por
todo o citoplasma, onde condensam formando assim os chamados micronucleos.
Varios micronucleos sub-diploides, contendo um ou poucos cromossomos,
podem ser visualizados nas células apos o tratamento com herbicida (Morejohn
et al., 1987; Falconer & Seagull, 1987).

Alguns experimentos demonstram que a divisdo celular pode ser
bloqueada na metafase em meristemas radiculares tratados com APM, que tem
sido amplamente utilizado para induzir a sincronizacdo da metafase mitotica
(Dolezel et al., 1992).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a melhor dose e

tempo de exposicdo ao Amiprofos-Metil (APM) para a obtencdo de metafases
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mitoticas do diploide de bananeira 1304-04, com o intuito de obter uma

concentracdo que proporcione a despolimerizacdo do fuso mitético.

4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Citogenética, situado no
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, Lavras/MG,
utilizando bananeira diploide melhorada desenvolvida pelo programa de
melhoramento genético da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura Tropical.

Foram utilizadas pontas de raizes pré-tratadas com solucao 20, 40 e 60
uM de Amiprofés-metil (APM) por 2, 3 e 4 horas de bananeira diploide 1304-04
[Malaccensis x Madang (Musa acuminata spp. banksii)] cultivados in vitro.

As raizes foram retiradas de bananeiras mantidas in vitro e¢ fixadas em
solugcdo de Carnoy 3:1, ou seja, trés partes de alcool 70% para uma parte de
acido acético, por 24 horas, lavadas duas vezes em agua deionizada por periodos
de 5 minutos e hidrolisadas em acido cloridrico (HCI) IN a 60°C, por 20
minutos.

As raizes foram submetidas ao tratamento com o APM e, em seguida, a
extragdo ¢ a fragmentagdo dos meristemas foram feitas sob microscopio
estereoscopio e a montagem da ldmina por esmagamento em acido acético 45%.
As laminas foram secadas ao ar e a retirada da laminula foi feita com nitrogénio
liquido (Barbosa, 2004). Em seguida, as laminas foram imersas por 30 segundos
em acido acético 45% e coradas com GIEMSA 10%, por 10 minutos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3x3 (3 concentracdes x 3 periodos de exposi¢do), sendo utilizadas 10
raizes por tratamento.

A observacdo e a analise das laminas foram feitas com uso de

microscopio de luz Leica DMSL com camera digital Nikon (DSFil), utilizando
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objetiva de aumento de 100 vezes (imersdo em Oleo). Foram utilizadas 10

laminas por tratamento e observadas 10 metafases por ldmina.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs o pré-tratamento em solucdo de 20 uM de APM por 2 horas foi
possivel observar a metafase mitotica no diploide de bananeira 1304-04
(FIGURA 1), mas com alguns cromossomos ainda sobrepostos. Ja no pré-
tratamento com 60 uM de APM (FIGURA 2) pelo mesmo tempo de exposi¢ao,
a visualizacdo dos cromossomos foi melhor.

Alguns experimentos demonstram que a divisdo celular pode ser
bloqueada na metafase em meristemas radiculares tratados com APM, e tem sido
amplamente utilizado para induzir a sincroniza¢do da metafase mitotica (Dolezel
etal., 1992).

A observagdo de cromossomos individualizados é possivel quando os
mesmos encontram-se na metafase mitotica, fase de sua maxima condensagao.
Em citogenética, ¢ altamente desejavel obter cromossomos individualizados,
com morfologia bem definida, no seu grau maximo de condensacdo, o que
ocorre durante o periodo de divisdo celular, denominado metafase. Nessa fase,
os cromossomos estdo alinhados no plano equatorial da célula, ligados, pelo
cinetocoro, as fibras do fuso acromatico, cujo encurtamento desencadeia a
anafase, caracterizada pela divisdo do centromero que mantinha unida as

cromatides-irmas (Guerra, 1989).
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FIGURA 1 Metafase mitotica no diploide 1304-04 pré-tratado em solugédo de 20
uM de APM por 2 horas.

FIGURA 2 Metafase mitotica no diploide 1304-04 pré-tratado em solugdo de 60
uM de APM por 2 horas.

Falconer & Seagull (1996) observaram a despolimerizagdo completa dos
microtibulos em células de alfafa (Medicago sativa), cenoura (Daucus carota),
alface (Lactuca sativa) e tabaco (Nicotiana tabacum) usando o APM, enquanto
Falconer et al. (1988) obteve a despolimerizagdo em alfafa e Zinnia utilizando 3
uM de APM, por 1 a 2 horas.

De acordo com Cuco et al. (2003), os procedimentos para preparagdes
citologicas com alta frequéncia de metafases para a analise de caridtipos de
plantas dependem do estabelecimento de uma rotina de obtencdo de raizes
apresentando meristemas com alto indice mitotico. Outro ponto seria a obtencao
de preparagdes com alta frequéncia de metafases apresentando cromossomos

com morfologia nitida.
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A obtencdo de alta proporgdo de células em metafase €, segundo Dolezel
et al. (1994), o pré-requisito para o isolamento de cromossomos bem
individualizados € sem contaminagdo com detritos nucleares e citoplasmaticos.

Guerra (1999) observou em Pisum sativum que tratamentos com
amiprofos-metil por periodos de tempo superiores a 2 horas provocou aumento
da ocorréncia de células com cromossomos apresentando cromatides unicas, o
que indica perda do bloqueio em metafase.

Na FIGURA 3, as células apresentam alto indice de cromossomos
separados, o que indica que o pré-tratamento com 20 uM de APM por 4 horas

foi eficiente, o que permitiu a observacao de grande parte dos cromossomos.

FIGURA 3 Metafase mitotica no diploide 1304-04 pré-tratado em solugdo de
20uM de APM por 4 horas.
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Peng et al. (2003) investigaram o efeito do APM na estrutura do
cromossomo e a composi¢do protéica do meristema radicular de trigo (Triticum
durum), verificando que a concentragdo de 4 uM modificou a estrutura do
cromossomo ¢, a de 10 uM, a composi¢ao protéica.

Aratjo (2008), por sua vez, tratou raizes de plantas hermafroditas de
mamoeiro (Carica papaya L.) com 3 uM de APM, possibilitando a obtencao de
células metafasicas e prometafasicas com cromossomos individualizados, bem
espalhados na lamina e sem sobreposi¢des, com constricdes primarias e
secundarias bem definidas.

Ja no pré-tratamento em solugdo de 60 uM de APM por 4 horas
(FIGURA 4), além de apresentar cromossomos mais individualizados, a ldmina

apresentou menor sobreposicao deles.

FIGURA 4 Metéafase mitotica no diploide 1304-04 pré-tratado em solucdo de 60
uM de APM por 4 horas.

Dolezel et al. (1992), trabalhando com Vicia faba, obteve alto
rendimento de metafases, substituindo a colchicina pelo APM. Fato observado
também por Morejohn & Fosket (1984), que verificaram a melhor eficiéncia do
APM na polimerizagdo da tubulina em relacdo a colchina.

Aarestrup (2001) relatou que a colchicina é um agente bloqueador e que

quando administrada em baixa concentragdo, cerca de 12,5 mM, torna-se
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possivel a obtencdo de células metafasicas. Singh (1993), estudando feijao
(Phaseolus vulgaris), observou que o uso da colchicina facilita a entrada do
fixador na célula, mantendo a integridade dos cromossomos sem causar
distorgdes (Sharma & Sharma, 1999). Porém, os herbicidas, a exemplo do APM,
também podem ser utilizados pelo mesmo fundamento do uso da colchicina.
Kato (1997) observou que o APM tem maior afinidade pela tubulina das fibras
do fuso do que a colchicina. Sendo assim, podem ser utilizados em pré-
tratamentos de células para obtencdo de células metafasicas.

Solugdes de fixagdo sdo utilizadas por penetrarem com maior facilidade
no material causando a remog¢ao de material celular dispensavel, as mesmas t€m
sido empregadas para manterem as células no estadio de divisdo sem causar
distor¢do dos cromossomos (Singh, 1993).

A obtengdo de células metafasicas normais sem o uso de técnicas fisicas
e/ou quimicas ndo ¢ um caminho viavel para a analise detalhada do genoma de
uma espécie, pois 0s cromossomos nao se apresentam de forma linear (Sybenga,
1992). O acamulo de metafases ocorre pelo bloqueio parcial ou completo da
formacdo das fibras do fuso que normalmente direcionam a distribuicdo
cromossdmica na célula (Aarestrup, 2001).

A escolha do tipo de pré-tratamento depende do tamanho dos
cromossomos, que pode ser muito variavel devido a grande diferenca do

contetido de DNA entres as espécies de plantas (Bennett & Leitch, 1997).

6 CONCLUSAO

Concentragoes de APM de 20 a 60 uM por 2 a 4 horas provocam a
despolimerizagdo do fuso mitdtico, possibilitando a visualizagdo dos
cromossomos ¢ obtengdo de boas metafases. Essas concentragdes servirdo como

referéncia para trabalhos futuros de duplicagdo cromossdmica em bananeira.
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CAPITULO 4

COLCHICINA E AMIPROFOS-METIL (APM) NA DUPLICACAO
CROMOSSOMICA DE DIPLOIDES DE BANANEIRA

COLCHICINE AND AMIPROPHOS-METHYL (APM) IN THE
DUPLICATION OF CHROMOSOME OF DIPLOID OF BANANA TREE.
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1 RESUMO

Um dos grandes problemas que afetam a bananicultura sdo as doengas e
pragas que normalmente ocorrem nas variedades tradicionalmente utilizadas no
Brasil. Assim, uma das estratégias para solucionar estes problemas ¢ a sele¢ao
de novos gendtipos, resistentes as doengas, e que apresentem boas caracteristicas
agrondmicas, o que tem sido alcangado em programas de melhoramento da
bananeira mediante o uso de técnicas convencionais de hibridacdo ou uso de
biotecnologia. Uma técnica que pode ser utilizada € a duplicagdo cromossomica,
induzida por agentes antimitdticos. Objetivou-se, com este trabalho, verificar a
concentracdo ¢ o tempo de exposicdo a Colchicina e o Amiprofos-metil na
duplicagdo cromossomica de diploides melhorados de bananeira. Como material
vegetal, foram utilizados apices caulinares de bananeira do diploéide 1304-04 ¢
8694-15. A colchicina foi utilizada nas concentracdes de 0 (tratamento controle);
1,25; 2,5; 5,0mM, e o APM nas concentra¢des de 0 (tratamento controle); 40 e
80 uM, em solucdo sob agitacdo (20 rpm), por periodos de 24 e 48 horas. O
APM por 24 horas possibilita a obtengdo de plantas tetraploides no diploide
1304-04 ¢ a colchicina por 48 horas resulta em plantas tetraploides no diploide
8694-15. Com o uso de APM obteve-se 66,67% de plantas tetraploides no
diploide 1304-04, através de 40 uM por 24 horas e 18,18% em 80 uM por 48
horas e no diploide 8694-15, e usando 40 e 80 uM por 48 horas, foram
observados, respectivamente, 27,27 e 21,43% de plantas tetraploides. Ja para a
colchicina, no diploide 1304-04 apenas o tratamento 1,25 mM por 48 horas
apresentou 25% de plantas tetraploides e, no diploide 8694-15, concentragdo de
1,25 mM por 24 horas resultou em 6,67% de plantas tetraploides, 1,25 mM por
48 horas em 18,19%, 2,5 mM por 48 horas 50%, e na concentracdo de 5,0 mM
por 48 horas produziram 50% tetraploides. O APM por 24 horas possibilita a
obtencdo de plantas tetraploides no diploide 1304-04 e a colchicina por 48 horas
resulta em plantas tetrapldides no diploide 8694-15.

Palavras-chave: Musa acuminata, antimitotico, citometria de fluxo.
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2 ABSTRACT

One of the major problems affecting the banana are the diseases and
pests that normally occur in the varieties traditionally used in Brazil. Thus, one
strategy to solve these problems is the selection of new genotypes, disease
resistant, and exhibit good agronomic characteristics, which has been achieved
in breeding of banana by using conventional techniques of hybridization or the
use of biotechnology. One technique that can be used is the chromosome
duplication induced by anticancer agents. The objective of this work to measure
the concentration and time of exposure to colchicine and Amiprophos-methyl in
chromosome doubling of diploid banana improved. As plant material were used
apexes of diploid banana 1304-04 and 8694-15. Colchicine was used at
concentrations of 0 (control), 1.25, 2.5, 5.0 mM, and the APM at concentrations
of 0 (control), 40 and 80 pM in solution under agitation (20 rpm) for periods of
24 and 48 hours. APM for 24 hours possible to obtain tetraploid plants in 1304-
04 diploid and colchicine for 48 hours results in diploid plants in tetraploid
8694-15. With the use of APM was obtained 66.67% of diploid plants in
tetraploid 1304-04, by 40 uM for 24 hours and 18.18% at 80 pM for 48 hours
and diploid 8694-15, using 40 and 80 puM for 48 hours, were observed
respectively, 27.27 and 21.43% of tetraploid plants. However, for colchicine, the
diploid treatment 1304-04 only 1.25 mM for 48 hours with 25% of tetraploid
plants and the diploid 8694-15, concentration of 1.25 mM for 24 hours resulted
in 6.67% of tetraploid plants, 1.25 mM for 48 hours in 18.19%, 2.5 mM for 48
hours 50%, and the concentration of 5.0 mM for 48 hours produced 50%
tetraploid. APM for 24 hours possible to obtain tetraploid plants in 1304-04
diploid and colchicine for 48 hours results in diploid plants in tetraploid 8694-
15.

Key-words: Musa acuminata, antimitotic, flow cytometry.
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3 INTRODUCAO

A bananicultura assume importancia social e econdmica em mais de 80
paises, principalmente em pequenas propriedades (Silva et al., 2002),
destacando-se como uma das culturas de maior producdo entre as frutiferas
tropicais (Donato et al., 2006).

O Brasil ¢ o quarto maior produtor mundial de banana, com produgdo de
7 milhdoes de toneladas em 2007 e area cultivada de 513 mil hectares
(AGRIANUAL, 2009). No Brasil, seu cultivo estende-se da regido Norte ao Sul
do Pais, e seu fruto representa uma fonte continua de alimento ¢ de renda aos
produtores (Silva et al., 2003).

Os principais problemas que afetam as variedades tradicionalmente
utilizadas no Brasil s3o as pragas ¢ doencas. Assim, uma das estratégias para
solucionar estes problemas ¢ a sele¢do de novos genotipos, resistentes as
doencas, e que apresentem boas caracteristicas agrondmicas, o que tem sido
alcancado em programas de melhoramento convencional da bananeira (Silva et
al., 1998, 2000), ou mediante o uso de biotecnologia como a duplicacdo
cromossdmica, induzida por agentes antimitoticos (Roth, 1984).

A duplicagdo de cromossomos em plantas por meio da colchicina tem
sido o procedimento mais utilizado (Dolezel et al., 1994), entretanto, ha poucos
relatos a respeito de outros agentes antimitoticos para a indugdo de poliploides
de bananeira in vitro (Hamill et al., 1992; Duren et al., 1996; Ganga &
Chezhiyan, 2002). Geralmente, a poliploidizacdo ¢ induzida para contornar a
esterilidade cromossdmica dos hibridos interespecificos. Entretanto, ela pode
também ser utilizada para induzir a esterilidade. Nesse caso, sdo produzidos
niveis de poliploidia impar, em geral tripldides ou pentaploides. Individuos com
poliploidia impar sdo normalmente estéreis (Guerra, 1989). Segundo Geoffriau

et al. (1997), outros agentes antimitoticos, como o amiprofos-metil (APM), tém
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demonstrado maior especificidade para a tubulina de plantas in vitro do que a
colchicina.

O APM ¢ um tipo de herbicida amido fosférico que interrompe
diretamente a dindmica do microtibulo em células vegetais (Morejohn &
Fosket, 1984) e sao utilizados na agricultura em todo o mundo, pois sdo
rapidamente degradados e apresentam pouco residuo para o meio ambiente
(Brahma & Umesh, 1985). Mesmo em baixas concentragdes, impedem a
polimerizagao dos microtubulos inibindo a formagdo dos fusos cromaticos e
induzindo a separagdo dos cromossomos metafasicos.

A determinagd@o do nivel de ploidia, em plantas submetidas a duplicagao
cromossdmica, pode ser realizada diretamente por meio da contagem do nimero
de cromossomos em células mitoticas e meidticas (Guerra, 1989; Villa, 1995).
Segundo Bakry et al. (2007), a contagem de cromossomos pode ser util para a
identificacdo de plantas poliploéides quando a citometria de fluxo ndo esta
disponivel.

No entanto, a andlise citogenética exige muita experiéncia do
pesquisador, sendo o procedimento laborioso ¢ demorado, desvantajoso quando
se trata de analises em grande numero de plantas (Villa, 1995; Sari et al., 1999).
Sendo assim, a aplicagdo de métodos indiretos é importante, uma vez que o
descarte das plantas poliploides possibilitara consideravel redugdo de numero de
plantas a serem submetidas a analise citogenética, reduzindo custos e acelerando
o processo de selecdo (Souza & Queiroz, 2004). Dessa forma, a verificacdo da
ploidia pode ser feita por meio da analise de citometria de fluxo (Dolezel, 1991).

Sendo assim, objetivou-se, com este trabalho, verificar a concentragdo e
o tempo de exposicdo a Colchicina e ao Amiprofés-metil na duplicagdo

cromossdmica de diploides de bananeira.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos, situado
no Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras,
Lavras/MG@G, utilizando bananeiras dipldides melhoradas desenvolvidas pelo
programa de melhoramento genético da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura
Tropical.

Como material vegetal, foram utilizados apices caulinares de bananeira
dipléide 1304-04 [Malaccensis x Madang (Musa acuminata spp. banksii)] e
8694-15 [0337-02 (Calcutta x Galeo) x SH32-63], sendo estes estabelecidos in
vitro, multiplicados em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado com 30 g L de sacarose e 4 mg L' de 6-benzilaminopurina
(BAP) para proliferacio de brotagdes, as quais foram submetidas aos
tratamentos com os antimitoticos colchicina e amiprofos-metil.

Foram feitos dois experimentos, sendo um para cada antimitotico.

Experimento 1

A colchicina foi utilizada nas concentragdes de 0 (tratamento controle);
1,25; 2,5 ¢ 5,0 mM, em solug@o sob agitagdo (20 rpm), por periodos de 24 ¢ 48
horas.

Ap6s 24 e 48 horas, os apices caulinares foram retirados do antimitdtico
e lavados por trés vezes em agua destilada e autoclavada. Logo apods, foram
transferidos para tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS e,
posteriormente, mantidos em sala de crescimento com iluminacdo artificial
fornecida por lampadas fluorescentes do tipo luz do dia especial (OSRAM 20
W), com irradiancia média de 42 W m™, fotoperiodo de 16 horas e temperatura

de 25+ 2°C.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4x2 (quatro concentragdes x dois periodos de exposi¢do). Foram
utilizadas 16 plantas por tratamento, ou seja, 4 repetigdes com 4 plantas.

Apoés 60 dias de permanéncia in vitro, foram avaliadas taxa de
sobrevivéncia de plantas a colchicina ¢ ao APM e anélise de ploidia dos

dipléides 1304-04 e 8694-15.

Experimento 2

O APM foi utilizado nas concentragdes de 0 (tratamento controle); 40 e
80uM, em solugdo sob agitagdo (20 rpm), por periodos de 24 ¢ 48 horas.

Ap6s 24 e 48 horas, os apices caulinares foram retirados do antimitdtico
e lavados por trés vezes em agua destilada e autoclavada. Logo apods, foram
transferidos para tubos de ensaio contendo 15 mL de meio MS e,
posteriormente, mantidos em sala de crescimento com iluminacdo artificial
fornecida por lampadas fluorescentes do tipo luz do dia especial (OSRAM 20
W), com irradiancia média de 42 W m™, fotoperiodo de 16 horas e temperatura
de 25 £ 2°C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3x2 (trés concentragdes x dois periodos de exposi¢ao). Foram utilizadas
16 plantas por tratamento, ou seja, 4 repetigoes com 4 plantas.

Apds 60 dias de permanéncia in vitro, foram avaliadas taxa de
sobrevivéncia de plantas a colchicina e ao APM e analise de ploidia dos

diploides 1304-04 e 8694-15.

4.1 Citometria de fluxo
As analises em citometria de fluxo foram realizadas Citometro de Fluxo

FacsCalibur™ 4 Cores da BD (Becton Dickinson), localizado no Laboratorio de
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Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras, MG.

Aproximadamente 70 mg de tecido foliar jovem de bananeira, para cada
amostra, foram fragmentadas com o auxilio de um bisturi em 1 mL de tampao de
extracdo LBO1 gelado para obtencdo de suspensao nuclear (Dolezel et al., 1997).
O tecido triturado foi aspirado por meio de duas camadas de gaze, para a retirada
do excesso de fragmentos de folha, e a suspensdo nuclear foi posteriormente
filtrada em uma tela de nailon de 50 um. A suspenséo nuclear foram adicionadas
25uL de iodeto de propidio (1 mg mL™) para corar os nucleos presentes na
amostra e 25 pL de RNASE, sendo colocada a temperatura ambiente, no escuro
até a analise. Para cada amostra foram analisados, pelo menos, 5 mil nucleos.

Os histogramas obtidos no citometro foram analisados a partir dos
softwares Cell Quest e WinMDI 2.9.

Para a analise de ploidia foi utilizado, como padrdo de referéncia, o
dipléide de bananeira 1304-04 e 8694-15, que ndo sofreram tratamento
antimitotico, e a partir da posicdo do pico Gl formado no histograma foi

possivel estimar a ploidia do material analisado.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da TABELA 1 e 2 mostram que os tratamentos com o0s
antimitoticos colchicina ¢ APM ndo foram toxicos aos explantes nas
concentracdes utilizadas, uma vez que foi observada uma elevada taxa de
sobrevivéncia ocorrida nos tratamentos. Mesmo assim, ainda houve a morte e

contaminacdo de explantes.
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TABELA 1 Proporgao de explantes sobreviventes do diploide 8694-15, tratados
com colchicina em diferentes periodos de exposicdo, aos 60 dias da

transferéncia.
Periodo de Concentragao Taxa de Morte Contaminagao
Exposicao de colchicina  Sobrevivéncia (%) (%)
(horas) (mM) (%)
24 Controle 100 - -
24 1,25 100 - -
24 2,5 100 - -
24 5,0 75 25 -
48 Controle 93,75 - 6,25
48 1,25 100 - -
48 2,5 81,25 18,75 -
48 5,0 75 25 -

TABELA 2 Proporgao de explantes sobreviventes do diploide 8694-15, tratados
com APM em diferentes periodos de exposi¢do, aos 60 dias da

transferéncia.
Periodo de Concentragao Taxa de Morte  Contaminagao
Exposicao de APM Sobrevivéncia (%) (%)
(horas) (uM) (%)

24 Controle 100 - -

24 40 100 - -

24 80 100 - -

48 Controle 93,75 - 6,25
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48 40 100 - -

48 80 93,75 6,25 -

Na TABELA 1 verifica-se menor sobrevivéncia dos explantes em 5,0
mM de colchicina, tanto em 24 quanto 48 horas de exposi¢do ao antimitotico, e
isso se deve ao fato deste antimitotico ser toxico as plantas em doses elevadas.
Resultados semelhantes foram observados por Viehmannova et al. (2009),
trabalhando com yacon (Smallanthus sonchifolius) que observaram maior taxa
de sobrevivéncia dos explantes em concentragdes de 5,0 mM de colchicina por
24 horas.

A colchicina ¢ utilizada tradicionalmente na indug@o de poliploidia em
plantas (Dolezel et al., 1994) e age estritamente sobre células em divisdo,
inibindo o fuso acromatico de modo que os cromossomos sdo paralisados na
metafase, o que conduz a célula a endomitoses sucessivas ¢ ocasiona, assim, o
aumento de seu nivel de ploidia (Jensen, 1974). A colchicina como agente
indutor de poliploidia em cultura de plantas in vitro tem suas limitagdes, pois em
concentracdes elevadas possui efeito toxico, gerando grande mortalidade nas
plantas tratadas (Hamill et al., 1992). Sendo assim, para cada espécie e tipo de
material a ser tratado, deve ser determinada a concentragdo apropriada de
colchicina, pois a tolerincia a esse antimitotico varia entre as espécies (Wan et

al., 1989; Abreu, 2002; Barbosa, 2004).
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TABELA 3 Propor¢do de explantes sobreviventes para o diploide 1304-04,
tratados com colchicina em diferentes periodos de exposi¢do, aos 60
dias da transferéncia.

Periodo de  Concentragao de Taxa de Morte  Contaminagao
Exposicao Colchicina Sobrevivéncia (%) (%)
(horas) (mM) (%)

24 Controle 100 - -
24 1,25 50 50 -
24 2,5 12,5 81,25 6,25
24 5,0 68,75 31,25 -
48 Controle 93,75 6,25 -
48 1,25 56,25 43,75 -
48 2,5 37,5 56,25 6,25
48 5,0 37,5 50 12,5

Na TABELA 3 verifica-se que plantas do diploide 1304-04 que foram
tratadas com colchicina apresentaram maior sobrevivéncia no periodo de
exposicdo de 24 horas em relagdo a 48 horas, sendo que nessas ainda ocorre
contamina¢do ¢ morte nos tratamentos, fato que poderia reduzir a frequéncia de
tetraploides.

A sobrevivéncia dos explantes tratados com colchicina depende da
concentracdo e duracdo do tratamento mas, em geral, altas concentragdes e
longos periodos de exposicdo aos agentes indutores diminuem a sobrevivéncia
das plantulas (Thao et al., 2003).

A TABELA 4 mostra o efeito ocasionado pelo APM no diploide 1304-

04, verificando maior sobrevivéncia de plantas no periodo de exposi¢do de 24
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horas em comparag¢do com 48 horas, devido a menor perda de plantas, seja por

contaminac¢do ou morte também observada neste periodo.

TABELA 4 Proporg¢ao de explantes sobreviventes do diploide 1304-04, tratados
com APM em diferentes periodos de exposi¢do, aos 60 dias da

transferéncia.
Periodode  Concentracao Taxa de Morte Contaminagao
Exposicao de APM Sobrevivéncia (%) (%)
(horas) (uM) (%)

24 Controle 100 - -

24 40 93,75 6,25 -

24 80 100 - -

48 Controle 81,25 - 18,75

48 40 87,5 12,5 -

48 80 87,5 12,5 -

Neste trabalho verificou-se menor toxidez do APM em relagdo a
colchicina, o que também foi relatado por Sri Ramulu et al. (1991) e Yahata et
al. (2004), que observaram que o APM ¢ mais eficiente na indugdo de
duplicagdo de cromossomos e menos citotoxico que a colchicina. Assim, o APM
pode ser considerado como o substituto eficiente para a colchicina (Sri Ramulu
etal., 1991).

A indugdo de poliploides com colchicina é o procedimento mais
utilizado, entretanto, ha poucos relatos a respeito de outros agentes antimitdticos
para a indug¢do de poliploides de bananeira in vitro (Hamill et al., 1992; Duren et
al., 1996; Ganga & Chezhiyan, 2002).
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Do total de plantas analisadas nesse trabalho observaram-se 6,45% de
plantas tetraploides no dipldide 8694-15 e 2,78% no diploide 1304-04, que
foram tratadas com colchicina, 8,33% de plantas tetraploides no diploéide 8694-
15 e 8,11% no diploéide 1304-04, com o uso de APM. Desta forma melhor
eficiéncia na indugdo de poliploidia pelo APM.

Analisando os diploides 8694-15 ¢ 1304-04 quanto a porcentagem de
polipléides obtidos, com relagdo a concentracdo do antimitdtico, nota-se grande

numero de plantas tetraploides (TABELAS 5, 6, 7 ¢ 8).

TABELA 5 Analise de ploidia no dipléide 1304-04, tratados com APM em
diferentes tempos de exposicao.

Ploidia
Concentragao/ N° de Plantas
Tempo Analisadas Diploide Mixoploide Tetraploide
0uM /24 h 19 19 - -
40 uM /24 h 6 1 1 4
80 uM /24 h 8 1 7 -
0O uM /48 h 12 12 - -
40 uM /48 h 12 1 11 -
80 uM /48 h 11 - 9 2
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TABELA 6 Analise de ploidia no diploide 8694-15, tratados com APM em

diferentes tempos de exposi¢ao.

Ploidia
Concentragdo/ N° de Plantas
Tempo Analisadas Dipléide Mixoploide Tetraploide

0uM /24 h 12 12 - -

40 uM /24 h 11 - 11 -

80 uM /24 h 11 - 11 -

0uM /48 h 7 7 - -

40 uM /48 h 11 - 8 3

80 uM /48 h 14 - 11 3

TABELA 7 Anaélise de ploidia no dipléide 1304-04, tratados com colchicina em

diferentes tempos de exposicao.

Ploidia
Concentragao/ N° de Plantas
Tempo Analisadas Diploide Mixoploide Tetraploide

0 mM/24 h 13 13 - -
1,25 mM/24 h - - - -
2,5 mM/24 h 1 - 1 -
5,0 mM/24 h - - - -

0 mM/48 h 16 16 - -
1,25 mM/48 h 4 1 2 1
2,5 mM/48 h - - - -
5,0 mM/48 h - - - -
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TABELA 8 Anadlise de ploidia no diploide 8694-15, tratados com colchicina em
diferentes tempos de exposigao.

Ploidia
Concentragio/ N° de Plantas
Tempo Analisadas Dipléide Mixoploide Tetraploide

0 mM/24h 16 16 - -
1,25 mM/24h 15 8 6 1
2,5 mM/24h 17 - 17 -
5,0 mM/24h 7 - 7 -
0 mM/48h 17 17 - -
1,25 mM/48h 11 1 8 2
2,5 mM/48h 4 - 2 2
5,0 mM/48h 2 - 1 1

Com o uso de APM obteve-se 66,67% de plantas tetraploides no
dipléide 1304-04 (TABELA 5), através de 40 pM por 24 horas e 18,18% em 80
uM por 48 horas no diploide 8694-15 (TABELA 6), e usando 40 e 80 uM por
48 horas, foram observados, respectivamente, 27,27 e 21,43% de plantas
tetraploides. Ja para a colchicina, no diploide 1304-04 (TABELA 7) apenas o
tratamento 1,25 mM por 48 horas apresentou 25% de plantas tetraploides e, no
diploide 8694-15 (TABELA 8), concentragdo de 1,25 mM por 24 horas resultou
em 6,67% de plantas tetraploides, 1,25 mM por 48 horas em 18,19%, 2,5 mM
por 48 horas 50%, ¢ na concentragdo de 5,0 mM por 48 horas produziram 50%
tetraploides, fato também relatado por Duren et al. (1996) que obtiveram 23,1%
de autotetraploides induzidos de Musa acuminata através de 5,0 mM de
colchicina por 48h.

A inducdo de poliploidia em bananeira ainda ¢ pouco relatada na
literatura, embora Ganga & Chezhiyan (2002) também tenham avaliado
concentracdes de colchicina em bananeira com diferentes periodos de
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tratamento, para obtencdo de tetraploides. A capacidade de duplicagdo
cromossdmica da substancia foi de 13% de plantas tetraploides.

E importante relatar neste trabalho que o numero de plantas tetraploides
poderia ter sido ainda maior caso ndo ocorresse perda de alguns tratamentos, a
exemplo do diploide 1304-04 tratado com colchicina.

Na FIGURA 1 s3o apresentados os histogramas obtidos em citometro de
fluxo, mostrando a diferenga que ocorre entre os niveis de ploidia (diploide,

mixoploide e tetraploide).

g gttt

A ' B ' C

FIGURA 1 Niveis de Ploidia em Bananeira: A) Dipléide (2x); B) Mixoploide
(2x + 4x) e C) Tetraploide (4x).

A FIGURA 1A representa o histograma de dipldide (2x) de bananeira,
com a formacao de dois picos (G1, pico maior e G2, pico menor), o pico G2
apresenta o dobro do DNA nuclear do pico G1. A FIGURA 1B ¢ o mixoploéide

(2x+4x), que representa um material com diferentes niveis de ploidia (tanto
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células diploides quanto tetrapléides) na mesma amostra, o que ndo ¢&
interessante em um programa de melhoramento genético devido ao fato de que
as células dipldides se multiplicam em taxa superiores as células tetraploides. Na
FIGURA 1C ocorre a formacdo de apenas um pico justamente na posi¢do em
que ¢ formado o pico G2 do material dipléide, correspondendo assim a um
material tetraploide (4x).

As plantas de bananeiras com um nivel de ploidia ndo muito elevado
(at¢ 6x) normalmente sdo férteis e apenas um pouco mais tardias no
desenvolvimento. Isso porque, apesar das plantas tri e tetraploides serem mais
vigorosas que as diploides normais, ocorre o “efeito de dose” dos genes que, até
um determinado momento, ganham vigor e precocidade, mas, passado este
limite, gastam muita energia e tempo na duplicagdo do proprio DNA. Isso
retarda os ciclos vitais, que se expressa em menor producdo de biomassa por
unidade de tempo (Dressler, 1993).

O problema da utilizacdo dos agentes antimitoticos resulta do fato de
que essas substincias s6 atuam eficientemente sobre as células que estdo em
divisdo. Desse modo, a poliploidizagdo geralmente ndo atinge todas as células
do material tratado, sendo comum o aparecimento de mixopldides (variagdo no
nimero cromossomico). Assim sendo, a escolha de cultivares a serem utilizadas,
bem como a variagdo da concentracdo, tempo de exposicdo e formas de
aplicacdo desses antimitoticos tornam-se requisitos indispensaveis em qualquer
programa de melhoramento genético visando a duplicagcdo cromossomica.

Vakili (1967) utilizou colchicina para induzir poliploidia em bananeira e
observou que o antimitdtico aumentou a mortalidade, retardou o crescimento das
plantas e induziu a duplicagdo do nimero cromossémico. Segundo o autor, as
plantas tetrapldides ficaram mais altas e mais robustas que as diploides, porém,
com crescimento mais lento, folhas mais inclinadas e sistema radicular menos

desenvolvido.
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Com isso, novos trabalhos devem ser conduzidos para definir realmente
qual antimitético e concentragdo a utilizar para promover a poliploidizagdo em

bananeira.

6 CONCLUSOES

O APM apresenta menor efeito toxico em relacdo a colchicina; O
diploide 8694-15 ¢ adequado para uso na duplicagdo cromossomica; 40 uM de
APM por 24 horas possibilita a obtengdo de plantas tetraploides no diploide
1304-04 e 2,5 mM de colchicina por 48 horas resulta em plantas tetraploides no
diploide 8694-15.
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