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Resumo

A duplicacdo do nimero de cromossomos in vitro € uma importante técnica para complementar as
atividades convencionais de melhoramento genético da bananeira sendo utilizada para obter tripléides
secunddrios. O trabalho teve por objetivo determinar os efeitos in vitro de concentracdes de
colchicina (0; 1,25; 2,5; 3,75 e 5 mM) e tempos de exposicdo (24 h e 48 h) em dipldéides de Musa
acuminata Cola. O tratamento com colchicina in vitro provocou uma redugdo significativa na
sobrevivéncia e no nimero médio de brotos, intensificado com o aumento da concentragdo e do tempo
de exposicdo. Entre as plantas tratadas e regeneradas em aclimatizagdo tém-se observado individuos
com folhas mais espessas, largas e de crescimento lento. O trabalho encontra-se em andamento, as
plantas obtidas serdo pré-selecionadas com base em caracteristicas morfoldgicas, e os possiveis
autotetrapléides terdo a ploidia confirmada por outros métodos.

Introducao

A obtencdo de variedades de bananeira mais produtivas e resistentes a pragas € dificultada
mediante o melhoramento por hibridagao, sobretudo, devido o longo ciclo, triploidia e esterilidade na
maioria das variedades comestiveis. Em virtude dessas limitagdes, técnicas biotecnoldgicas como a
duplicagdo do nidmero de cromossomos in vitro, vém sendo desenvolvidas e aprimoradas para
complementar as atividades convencionais de melhoramento genético da cultura (SILVA et al., 2002).

Utilizando a duplicagdo de cromossomos, dipléides promissores sdo induzidos a
autotetraploidia in vitro com agentes antimitéticos e as plantas duplicadas usadas em hibridagdes com
outros dipléides melhorados, gerando tripléides secunddrios que apresentem caracteristicas de
interesse (VAN DUREN et al., 1996; BAKRY et al., 2007). Para isto, a colchicina tem sido o
antimitdtico mais utilizado e a variacdo de sua concentragdo, tempo de exposi¢do e formas de
aplicacdo a cada genétipo, devem ser pré-requisitos bdsicos em protocolos de duplicacdo de
cromossomos (ASIF, MAK, YASMIN et al., 2000; GANGA, CHEZHIYAN, 2002; BAKRY et al.,
2007). O objetivo deste trabalho foi avaliar concentragdes e tempos de exposi¢do a colchicina e seus
efeitos sobre a regeneracao in vitro de dipldides de M. acuminata Colla.

Material e Métodos

Brotos axilares da quarta geracdo in vitro (cortados 4-8 mm acima da base e com algumas
bainhas foliares removidas) foram utilizados para a indu¢@o de autotetrapléides dos dipldides de M.
acuminata (2n=2x=22) Tong Dok Mak (TDM), NBA-14 e Malbut.

Os tratamentos constituiram-se de cinco concentragdes de colchicina (0; 1,25; 2,5; 3,75 e 5
mM) e dois tempos de exposi¢do (24h e 48h). Para isso, uma solucdo estoque (0,1 M) foi preparada
dissolvendo-se a colchicina em dlcool 95% e completando o volume final com dgua Mili Q. Em
seguida, a solugdo foi esterilizada a frio (0,22 um) e as concentragdes finais (tratamentos) adicionadas
ao meio liquido ja autoclavado. Foram utilizados seis frascos de 250 mL, cada um contendo 20 mL do
tratamento e cinco explantes, os quais permaneceram em agitacdo (120 rpm) e ambiente sala de
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crescimento artificial (temperatura de 25°C+ 2°C e fotoperiodo de 16 horas a 35 pmol m™ s,
fornecido por duas lampadas fluorescentes tubulares do tipo luz do dia especial - Osram 20 W). Apds
a aplicacdo dos tratamentos, os explantes (dez por frasco) foram mantidos em 40 mL de 4gua
destilada e autoclavada, por 24 horas a 120 rpm. Por fim, os explantes foram transferidos para seis
frascos (cinco por frasco) contendo 40 mL de meio fresco semi-sélido, fase denominada de primeiro
subcultivo pds-tratamento.

Em todas as etapas, utilizou-se o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com
BAP (6-benzilaminopurina) (2,5 mg L), pH 5.8, e autoclavado por 20 min. Apenas os tratamentos
foram realizados em meio liquido, nas demais fases o meio foi solidificado com Phytagel (1,7 g L™).
As avaliagdes foram realizadas aos 30 dias do primeiro subcultivo, determinando-se a percentagem de
sobrevivéncia dos explantes, o nimero de brotagdes em cada explante inicial e outros parametros.

Apés as avaliagdes, os explantes sobreviventes (brotagdes axilares e gemas existentes) foram
subcultivados por mais duas vezes em meio fresco. Em seguida, as brotacdes foram alongadas e
enraizadas em meio MS desprovido de BAP, e as plantas obtidas transferidas para estufa de
aclimatizagdo. Os subcultivos (30-35 dias) foram realizados em sala de crescimento artificial,
enquanto o alongamento e enraizamento sob luz natural.

O experimento foi delineado inteiramente ao acaso, num esquema fatorial 5x2, com seis
repeti¢des (cada constituida por um frasco e cinco explantes, total de 30 explantes por tratamento). Os
dados foram submetidos a andlise de varidncia, e foram ajustadas equagdes, quando apropriado.
Dados referentes a percentagem de sobrevivéncia e nimero de brotos foram transformados segundo
arco seno (x/100)*’ e (x+1)*’ respectivamente.

Resultados e Discussao

Os resultados de sobrevivéncia e o nimero de brotos do genétipo Malbut estdo apresentados
nas Figuras 1 e 2. Interagcdo significativa entre os fatores estudados (concentracdo x tempo de
exposicao) foi observada para os gendtipos Tong Dok Mak e Malbut, enquanto para o dipléide NBA-
14 apenas o fator tempo de exposicdo foi significativo.

Para a varidvel sobrevivéncia dos explantes, um bom ajuste das equagdes de regressdo
(R>>0,90**) foi observado nos genétipos utilizados. De modo geral, houve uma tendéncia de redugio
na sobrevivéncia com o aumento da concentragdo e tempo de exposicdo, diminui¢do essa
intensificada a partir de 1,25 mM e 48 horas (Figuras 1 e 2). Entre os genétipos, o Malbut foi o menos
sensivel ao tratamento (Figura 1).

Com relagdo ao nimero de brotos, nenhum modelo polinomial (até o 3° grau) foi ajustado no
gendtipo TDM, e as médias variaram de 0,63 brotos (0 mM) a 1,67 brotos (5 mM), com 24 horas de
exposicao; e de 1,27 brotos (0 mM) a 0,08 brotos (5 mM), as 48 horas. Quanto ao genétipo NBA-14,
nio houve efeito significativo do fator concentragdo, diferentemente do tempo de exposicdo, onde
maior € menor nimero de brotos foi observado com 24 horas (1,46 brotos) e 48 horas (0,50 brotos)
respectivamente (teste t, P<0,05). Com relacio ao dipléide Malbut, houve uma tendéncia de aumento
do ndmero de brotos as 24 horas de exposi¢do, ao passo que as 48 horas, essa tendéncia foi de
reducdo, principalmente apds 2,5 mM de colchicina (Figura 1). Outros efeitos, tais como, reducido da
emissdo de raizes e de folhas e aumento da oxidag¢do dos explantes foram observados em resposta aos
tratamentos com colchicina (Figura 2). Embora o meio utilizado apresente BAP, cujo efeito principal
¢ induzir brotos, raizes podem ser emitidas com o tempo de cultivo.

Os resultados obtidos no presente estudo estdo em concorddncia com outros trabalhos, nos
quais o tratamento com colchicina (2,5 mM a 10 mM), por 12, 24 e 36 horas, promoveu redugdo da
sobrevivéncia dos explantes, demora na regeneragdo in vitro de brotos (emissao da primeira folha) e
reducdo no nimero de brotos regenerados em dipléides de bananeira AA e AB (VAN DUREN et al.,
1996; GANGA, CHEZHIY AN, 2002).

O presente trabalho encontra-se em andamento. Entre as plantas tratadas e regeneradas em
aclimatizag¢@o tém-se observado individuos com folhas mais espessas, largas e de crescimento lento,
as quais serdo submetidas a uma pré-selecio com base em caracteristicas morfoldgicas, e os possiveis



autotetrapldides terdo a ploidia confirmada por métodos como a citometria de fluxo e contagem do
nimero de cromossomos.

Conclusoes

O tratamento dos explantes com colchicina reduz a sobrevivéncia e o desenvolvimento de
brotos. Concentracdes maiores que 1,25 mM e 48 horas de exposi¢@o apresentam alta fitotoxicidade.
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Figura 1. Equacdes de regressio para a sobrevivéncia e o nimero de brotagdes, por genétipo
dipldide, em razdo das concentragdes de colchicina e do tempo de exposi¢do (24 horas e 48 horas).
Meédia de seis repeti¢des. ** significativos a 1% de probabilidade. Cruz das Almas, 2009.

3,73 mNL/48 h

Figura 2. Efeitos morfofisioldgicos in vitro da indug@o de autotetrapléides no genétipo NBA-14 pelo
uso colchicina, aos 30 dias do primeiro subcultivo. Cruz das Almas, 2009.



