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VERIFICACAO DE PLOIDIAEM AUTOPOLIPLOIDES ARTIFICIAIS DE BANANEIRA
QUATRO ANOS APOS A INDUCAO DE DUPLICACAO CROMOSSOMICA
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C.P.RAMOS®
RESUMO

Objetivou-se neste trabalho verificar a estabilidade genética, através de analises de citometria de fluxo, dos
gendtipos resultantes de duplicagdo cromossOmica, possibilitando observar se o0s autotetrapldides detectados
anteriormente continuam com o mesmo nivel de ploidia quatro anos depois. As plantas consideradas tetrapl6ides
apresentaram indices de DNA com valores entre 1,85 a 2,58 pg. As plantas com indices de DNA com valores menores
que 1,85 sdo classificadas como dipldides. Foram observadas diversas mudangas no contelido de DNA nas analises do
ano de 2008 em relagdo as analises de 2012. Conclui-se que as onze plantas anteriormente classificadas como
mixopléides, hoje sdo tetrapléides. As duas plantas classificadas como mixoploides e uma como tetrapldide retornam a
sua condicdo dipldide nos dias de hoje. E onze plantas permanecem classificadas como tetrapléides nas duas andlises
realizadas.

Palavras-chave: Musa acuminata ssp.; Mixoploides; Tetrapldides; Dipléides; Melhoramento genético

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de cultivares tradicionais de bananeira apresenta inimeras limita¢des no que diz
respeito a vulnerabilidade dessas plantas as principais pragas e doencas da cultura (XIAO et al.,
2009). Dentre as vérias alternativas de melhoramento genético da bananeira, a duplicacdo de
cromossomos induzida por tratamentos com agentes antimitéticos como colchicina, orizalina e 8-
hidroxiquinoleina, tem sido proposta como forma de introduzir resisténcia a doenc¢as nos hibridos
gerados pelos programas de melhoramento genético da cultura, devido ao fato de que no género
Musa, o alto vigor das plantas esta associado diretamente a ploidia, visto que as variedades
triploides e tetrapléides sdo bem mais vigorosas que as dipldides (DANTAS et al., 1999). O maior
grupo de agentes antimitéticos sdo os inibidores da metafase, sendo a colchicina o maior exemplo
(DHOOGHE et al., 2011). Entretanto, existem algumas limita¢6es ao uso da técnica de duplicacéo
cromossOmica, tais como: dificuldade de se obter uma planta poliploide de interesse e,
consequentemente, de manter a sua ploidia durante o passar do tempo e a alta taxa de ocorréncia de
mixopldides (ZHANG et al., 2010).
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Assim, objetivou-se neste trabalho verificar a estabilidade genética, através de analises de
citometria de fluxo, dos genoétipos resultantes de duplicagdo cromossdmica, possibilitando observar
se o0s autotetraploides detectados anteriormente continuam com o mesmo nivel de ploidia quatro

anos depois.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados genotipos diploides (AA) de bananeira TDM e NBA-14 submetidos a
tratamentos para duplicacdo cromossdmica no ano de 2008. Para andlise de citometria de fluxo
foram utilizados aproximadamente 50 a 60 mg de folhas jovens de cada planta analisada,
juntamente com amostra correspondente de Pisum sativum (padrdo de referéncia interno). Esse
material foi triturado, com auxilio de um bisturi, em placa de Petri contendo 1 mL de tampédo Marie
gelado para liberacdo dos nucleos. A suspensdo de nucleos foi entdo aspirada por meio de duas
camadas de gaze e, posteriormente, filtrada em filtros com malha de 50pum. Em seguida, os nucleos
foram corados pela adi¢do de 25 pL de iodeto de propideo, sendo adicionado ainda 5 pLL de RNase a
cada amostra. Foram analisados 5 mil nlcleos para cada amostra, com trés repeticdes. A analise 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
(disponivel em http://facs.scripps.edu/software.html). O contetdo de DNA nuclear (pg) das plantas
foi estimado por comparagdo com a posi¢gdo em relagdo ao pico G1 do padrdo interno de referéncia

(Pisum sativum).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta os resultados das analises da citometria de fluxo no ano de 2008 e as
mesmas andlises realizadas no ano de 2012, em suas brotacdes. O coeficiente de variagdo dos
histogramas obtidos variou de 0,78 a 2,85%, sendo que até 3% é considerado bom. Para uma planta
ser considerada mixopldide, pela analise de citometria, ela deve apresentar no minimo 2 picos nos
histogramas, sendo assim apresentando mais de dois valores de DNA, cada valor se refere a um
pico (Fig. 1). As plantas consideradas tetrapldides apresentaram indices de DNA com valores entre
1,85 a 2,58 pg. As plantas com indices de DNA com valores menores que 1,85 sdo classificadas

como diploides.
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Tabela 1: indice de DNA de autotetraploides sintéticos de Musa acuminata submetidos a duplicacio

cromossdmica, analisados nos anos de 2008 e 2012.
Identificacdo da planta Andlise de citometria de fluxo no ano de 2008

Analise de citometria de fluxo no ano de 2012

Indice de DNA em pg Ploidia Indice de DNA em pg Ploidia
460 (25-14 TDM) 2,04 e 4,62 mixoploide 2,01 tetraploide
800 (25-18 -TDM) 1,60, 4,08 e 7,58 mixopl6ide 1,96 tetraploide
456 (25-20 TDM) 1,27e2,97 mixopl6ide 13 dipléide
366- (25-21-TDM) 1,81e3,72 mixopldide 1,35 dipléide
TDM (15/7, R4, n°20,) 2,11 tetrapl6ide 2,05 tetrapl6ide
TDM 22,5/3 - R4, n°48 2,38 tetrapléide 2,5 tetraploide
TDM2 3,75/48 - R1, R2, n°18 2,05 tetrapléide 2,18 tetraploide
TDM 2 (2,5/24, R2, n°3) 2,17 tetrapl6ide 2,2 tetrapl6ide
TDM 2 (1,25/48, R5, n°12) 2,23e3,72 mixopldide 2,16 tetrapl6ide
TDM 2 (5/24, R1, 2, n°40) 2,55 tetraploide 2,2 tetraploide
TDM (15/7, R5, n°74) 2,49 tetrapléide 2,1 tetraploide
TDM 2 (5/24, R1, 2, n°1, 2,11 tetrapléide 2,18 tetraploide
TDM 2 (2,5/48, R1, 2, 6, n°54, 2,23 tetrapl6ide 1,37 dipléide
445 (27-20 -TDM) 1,90, 5,63 e 10,29 mixopléide 2,00 tetraploide
TDM (22,5/3, R4, n°21, 2,58 tetrapléide 2,1 tetraploide
448 (27-6 -TDM) 1,76 e 4,87 mixopléide 1,85 tetraploide
TDM 2 (3,75/24, R2, 3, 6, n°11, 2,52 tetrapléide 2,15 tetraploide
418 (28-1 -TDM) 1,76,4,85¢ 8,73 mixopl6ide 1,96 tetraploide
406 (28-18 -TDM) 1,08, 1,35, 1,66 e 3,78 mixopléide 2,03 tetraploide
432 (29-1 -TDM) 1,9,56e9.31 mixopléide 2,16 tetraploide
TDM 2 (5/24, R5, 6, n°58, 2,4 tetrapléide 2,37 tetraploide
TDM 2 2,5/24, R2, n°6) 2,29 tetrapléide 2,21 tetrapléide
432 (29-1 -TDM) 1,9,56e9.31 mixopléide 2,16 tetraploide
322 (33-8 -NBA 14) 2,03e4,44 mixopl6ide 2,41 tetraploide
708 35-17 (TDM) 0,79,1,35e 1,74 mixopl6ide 2,21 tetraplide

Foram observadas diversas mudancas no conteudo de DNA nas anélises do ano de 2008 em
relacdo as analises de 2012. Das 25 plantas analisadas, 11 plantas anteriormente classificadas como
mixopléides, hoje sdo consideradas tetrapldides. E possivel que o passar do tempo o DNA dessas

plantas possam ter conseguido se reorganizar e estabilizar como autotetraploide.
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Figural. Exemplos de histogramas obtidos nas analises de plantas dos diferentes genétipos de
bananeiras.

Duas plantas classificadas pela analise de citometria de 2008 como mixopléides e uma como
tetrapldide, hoje retornaram para sua condicdo dipldide. Essas mudancas possivelmente devem ter
ocorrido devido ao fendmeno de eliminagdo cromossémica, isto é, a eliminagdo dos cromossomos
de uma das variedades devido a falta de compatibilidade entre os mesmos e/ou a maior taxa de
multiplicacdo de células diploides em relacdo as poliploides. Logo, as regides de uma planta
poliploide que ndo receberam efetivamente o tratamento podem ter dado origem as brotacdes
dipldides.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que onze plantas anteriormente classificadas como mixopldides, hoje sdo
tetraploides. As duas plantas classificadas como mixopléides e uma como tetrapléide retornam a
sua condicdo dipldide nos dias de hoje. E onze plantas classificadas como tetrapldides em 2008,
mantiveram seu indice de DNA até os dias de hoje mantendo a estabilidade genética.
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