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Resumo — O objetivo deste trabalho foi caracterizar o desenvolvimento in vitro de bananeira 'Ouro' apos
poliploidizacdo com antimitoticos. Explantes foram submetidos aos seguintes tratamentos, por 24 e
48 horas: amiprofos-metil (APM), a 0, 10, 20, 30, 40 e 60 pmol L'; cafeina, a 3, 6, 9 ¢ 12 g L'!; e colchicina,
a 2,5 mmol L. Avaliaram-se sobrevivéncia, nimero de brotos, altura do broto principal e nimero de raizes.
As concentracgdes intermediarias foram as mais promissoras nos dois tempos de exposi¢do, para APM, e no de
24 horas para cafeina. As maiores concentra¢des de APM e cafeina afetam negativamente o desenvolvimento

in vitro dos explantes.

Termos para indexacdo: Musa acuminata, amiprofos-metil, cafeina, colchicina.

In vitro development of 'Ouro’ banana after polyploidization with antimitotics

Abstract — The objective of this work was to characterize the in vitro development of 'Ouro’ banana after
polyploidization with antimitotics. Shoot apexes were subjected to the following treatments for 24 and 48 hours:
amiprophos-methyl (APM), at 0, 10, 20, 30, 40, and 60 umol L'; caffeine, at 3, 6, 9, and 12 g L"!; and colchicine,
at 2.5 mmol L. Survival, number of shoots, main shoot height, and number of roots were evaluated. The
intermediary concentrations were the most promising at both exposure times for APM and at 24 hours for
caffeine. The highest concentrations of APM and caffeine negatively affect the in vitro development of the

shoot apexes.

Index terms: Musa acuminata, amiprophos-methyl, caffeine, colchicine.

O Brasil € o quarto produtor mundial de banana (Musa
sp.), com producdo de aproximadamente 6,9 milhdes
de toneladas, cultivadas em 485 mil hectares (FAO,
2016). O melhoramento genético convencional da
bananeira ¢ baseado no cruzamento de triploides com
diploides selvagens ou melhorados, bem como no
cruzamento de tetraploides com diploides selvagens
ou melhorados (Amorim et al., 2011; Silva et al., 2013).
Contudo, esse método ¢ limitado pela ocorréncia
de esterilidade em materiais de interesse. Para
contornar essa dificuldade, estdo sendo empregadas
técnicas como a poliploidizagdo in vitro, que se
baseia na indugdo da duplicagdo cromossomica em
diploides promissores, seguida do cruzamento dos
autotetraploides com diploides melhorados, o que gera

um triploide secundario. Assim, € possivel introduzir
resisténcia a doencas nos hibridos gerados, como,
também, obter hibridos triploides secundarios com
caracteristicas de fruto semelhantes as das variedades
de interesse (Bakry et al., 2007; Silva et al., 2013).

Os antimitdticos sdo um dos principais fatores que
influenciam a poliploidizagdo. Essas substancias atuam
ao se ligar as proteinas que formam as fibras do fuso
acromatico, denominadas tubulinas, o que impede
sua polimerizacdo. Consequentemente, suprimem
a formacdo das fibras ou, ainda, inativam os fusos
mitoticos ja formados, o que nao permite a separagdo
dos cromossomos na anafase. Desse modo, as células
iniciam o ciclo celular seguinte com a quantidade de
DNA duplicada (Aleza et al., 2009).
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O antimitdtico tradicionalmente utilizado em
estudos dessa natureza € a colchicina; porém, essa
substancia provoca efeitos secundarios, como
esterilidade, crescimento anormal e mutacdes, além
de ser altamente toxica para o homem devido a sua
elevada afinidade com os microtibulos da célula
animal (Dhooghe, 2011). Alguns tipos de herbicidas
apresentam capacidade de poliploidizagdo com baixa
toxicidade, como o amiprofos-metil (APM), um
herbicida amido fosforico, que vem sendo testado por
ser eficaz no bloqueio de células em metafase (Dolezel
et al., 1994). Outra substancia que estd sendo avaliada
¢ a cafeina, que apresenta as vantagens de ser pouco
dispendiosa e relativamente ndo toxica para as plantas
(Thomas et al., 1997). E importante salientar que ha
poucos estudos sobre bananeira com substincias
alternativas a colchicina, especialmente com APM
(Rodrigues et al., 2011), ¢ ndo ha relatos do uso da
cafeina na poliploidizacdo in vitro dessa cultura.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o
desenvolvimento in vitro de bananeira 'Ouro’ apoés
poliploidizacdo com antimitdticos.

O experimento foi conduzido na Embrapa Mandioca
e Fruticultura (12°40"9"S e 39°06'22"W, a 220 m de
altitude), em Cruz das Almas, BA. Foi utilizada a
cultivar diploide (AA) Ouro de Musa acuminata Colla,
obtida do banco ativo de germoplasma da referida
instituicdo. Os tratamentos foram aplicados em apices
caulinares com 1 cm de comprimento e consistiram
dos seguintes antimitoticos, testados em dois tempos
de imersao (24 ¢ 48 horas): APM, a 0, 10, 20, 30,40 ¢
60 pmol L'; cafeina,a 0,3 6,9 ¢ 12 gL!; e colchicina, a
2,5 mmol L. A concentragdo de colchicina apresentou
bons resultados em estudos de poliploidizagdo com
diploides de bananeira e, portanto, foi utilizada como
parametro de comparagdo (Ganga & Chezhiyan, 2002;
Rodrigues et al., 2011).

Para a aplicagdo dos tratamentos, seis explantes por
frasco foram imersos em 20 mL de meio de cultura MS
liquido acrescido das solugdes antimitoticas. Foram
utilizados cinco frascos, o que totalizou 30 explantes
por tratamento. Os explantes permaneceram sob
agitacdo mecanica, a 120 rpm, durante 24 ¢ 48 horas,
em sala de crescimento artificial, com fotoperiodo
de 16 horas, provido por lampadas fluorescentes
(40 pmol m? s'), e temperatura de 25+2°C. Em
seguida, foram lavados em agua estéril por 24 horas,
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sob agitacdo, e, posteriormente, estabelecidos in vitro
(dois explantes por frasco).

Apds o estabelecimento, foram realizados trés
subcultivos, que s@o o minimo necessario para a
reducdo de mixoploides. Em todas as etapas, foi
utilizado o meio MS gelificado com 2,4 g L-! de Phytagel
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado
com 2,5 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP), e o pH
foi ajustado para 5,8+0,1. Os subcultivos ou os ciclos
de multiplicacdo foram realizados em intervalos de 45
dias, por meio da subdivisdo longitudinal das brotac¢des
individuais, retiradas dos tecidos oxidados e de raizes
existentes, seguida da transferéncia dos explantes para
meio de cultura fresco. Os explantes foram mantidos
em sala de crescimento artificial.

Ap0s 45 dias, foram avaliadas as seguintes variaveis:
percentual de sobrevivéncia, nimero de brotos, altura
do broto principal (cm) e nimero de raizes. Todos
os experimentos foram dispostos em delineamento
inteiramente casualizado com 15 repeticdes; cada
uma representada por um frasco e dois explantes,
o que totalizou 30 explantes por tratamento. Para
APM, utilizou-se arranjo fatorial 6x2, com seis
concentragdes e dois periodos de imersdo; para
cafeina, arranjo fatorial 5x2, com cinco concentracdes
e dois periodos de imersao; e, para colchicina, apenas
uma concentracao e dois periodos de imersao.

Os dados foram submetidos ao teste F da analise de
variancia, e, para as médias das concentragdes, foram
ajustados modelos de regressdao polinomial, quando
possivel. As analises foram realizadas no programa
estatistico Sisvar 5.3 (Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG).

Nos tratamentos com APM, foram observadas
diferengas para as concentracdes, além de interagdo
entre concentragdo ¢ tempo de exposi¢do, em todas
as variaveis analisadas. Entretanto, ndo houve efeito
do tempo de forma isolada em nenhuma das variaveis.
Para a maioria das varidveis, ndo foi possivel o ajuste
de um modelo de regressdo até grau 2 e com alto R?2
(Figura 1). Aos 45 dias ap6s a indugdo de poliploidia,
os maiores percentuais de sobrevivéncia dos explantes
foram verificados na testemunha (auséncia de
antimitotico) e na concentragao de 30 umol L' de APM,
que apresentou 96,67 e 96,43% de sobrevivéncia dos
explantes nos periodos de 24 e 48 horas de exposicao
ao antimitotico, respectivamente.
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De modo geral, ndo foi possivel estabelecer uma
relacdo entre a sobrevivéncia dos explantes e as
concentragdes de APM, devido a amplitude dos
resultados, ndo sendo possivel, inclusive, ajustar
equagdes de regressdo. Contudo, observou-se maior
mortalidade quando os explantes foram submetidos
a concentragdes mais elevadas e maior tempo
de exposicdo aos tratamentos. Esses resultados
corroboram os obtidos por Rodrigues et al. (2011), que
avaliaram a indug¢do de poliploidia em bananeira com
uso de APM, nas concentragdes de 40 ¢ 80 umol L' ¢
com exposi¢do por 24 e 48 horas.

Com relagdo ao nimero médio de brotos, constatou-
se comportamento quadratico para os apices caulinares
tratados por 24 horas. Para 48 horas de exposigdo,
houve elevada emissdo de brotos na presenga de 10

pmol L', em comparagdo a testemunha e as demais
concentragdes. Resultados semelhantes foram obtidos
por Ganga & Chezhiyan (2002) e Costaetal. (2011) para
orizalina, outro tipo de herbicida, na poliploidizagdo in
vitro de diferentes genotipos de bananeira.

Quanto a altura do broto principal e ao nimero de
raizes, resultados satisfatorios foram obtidos a 30 umol
L' de APM, para os explantes expostos durante 24
horas, e a 20 e 30 pmol L' para os explantes expostos
por 48 horas. Observou-se, em todas as variaveis, que
a combinacdo entre a maior concentragdo de APM e
o maior periodo de exposi¢cdo afetou negativamente o
desenvolvimento in vitro dos explantes.

Em relagdo a aplicacdo da cafeina, houve interagdo
entre concentragao e tempo de exposicao para todas as
variaveis, exceto nimero médio de brotos (Figura 2).
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Figura 1. Sobrevivéncia, altura do broto principal, nimero de brotos e nimero de raizes em apices caulinares de bananeira
'Ouro' (Musa acuminata), submetidos a poliploidizagdo in vitro com amiprofos-metil (APM), 45 dias ap6s o estabelecimento.
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Nao houve variagdo para percentagem de sobrevivéncia
dos explantes quando submetidos ao tempo de 24
horas; entretanto, houve redugdo de 58,73% em 48
horas de exposi¢do, com aumento da concentracio de
6 para 9 g L', tendo-se mantido a mesma varia¢ao na
concentragdo de 12 g L.,
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Figura 2. Sobrevivéncia, altura do broto principal e nimero
de raizes em apices caulinares de bananeira 'Ouro' (Musa
acuminata), submetidos a poliploidizagdo in vitro com
cafeina, 45 dias apds o estabelecimento.
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O namero médio de brotos variou de 0,83, na
concentragdo de 9 g L' por 24 horas, a 1,40, na de
12 g L' por 48 horas, mas nido foram observadas
diferencas estatisticas. Para altura do broto principal
e numero de raizes, foi possivel ajustar equagdes de
regressao, tendo-se obtido resultados semelhantes entre
si, mas analogos ao encontrados para sobrevivéncia,
com tendéncia de incremento destas varidveis na maior
concentragdo (12 g L) e no maior tempo de exposi¢do
(48 horas).

No geral, as plantas tratadas com cafeina
apresentaram aparéncia e¢ desenvolvimento normal,
sem as anormalidades observadas nos tratamentos
com APM e, principalmente, colchicina, como
raizes rigidas e escurecidas e formagdo de massa de
células ndo diferenciadas na base dos explantes. Esses
resultados sdo indicativos da menor fitotoxicidade
da cafeina em comparagdo aos demais antimitoticos
avaliados, uma caracteristica altamente desejavel.

Nao houve diferencas significativas nos dois periodos
de exposi¢do a colchicina, em relagdo a nenhuma das
variaveis. No entanto, observou-se menor percentagem
de sobrevivéncia dos explantes (50%) em comparagao
as obtidas para APM (66%) e cafeina (72%). Este
resultado ¢ indicativo, conforme o esperado, de que
a colchicina € o antimitotico que causa maior toxidez
aos explantes. A média de brotos por explante foi de
1,95, em 24 horas de exposi¢ao a colchicina, e de 2,25
em 48 horas de exposi¢@o. A altura do broto principal
¢ o numero de raizes foram, respectivamente, de 2,74
e 6,50 cm, no tempo de 24 horas, e de 1,85 ¢ 3,04 cm
no de 48 horas.

As brotagdes, sobretudo aquelas expostas por 48
horas, apresentaram desenvolvimento anormal, com
pouca emissao de folhas e ndo formacgdo de raizes
em varias repeticdes. Esses resultados, atribuidos a
fitotoxidez deste antimitdtico, sdo frequentemente
relatados em estudos de poliploidizagao. Costa et al.
(2011) constataram desordens morfofisiologicas
em apices caulinares de diploides de bananeira
submetidos a poliploidizagdo com colchicina. Ja
Pio et al. (2014), em pesquisas de poliploidizagao,
também encontraram sintomas de toxidez causados
pelo uso da colchicina.

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que o
aumento da concentracdo e do periodo de imersdo em
APM e cafeina induz maior taxa de mortalidade em
culturas de bananeira 'Ouro', e que as concentragdes
de 60 pmol L' de APM e 12 g L' de cafeina afetam
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negativamente o desenvolvimento in vitro dos explantes
avaliados. Contudo, as concentragdes avaliadas de
cafeina ndo causam desordens morfofisiologicas em
apices caulinares de bananeira, ¢ a colchicina é o
antimitotico que causa maior fitotoxidez.
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