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INTRODUCAO

A determinacéao do nivel de ploidia em plantas pode ser realizada por varios métodos
diretos e indiretos. Os métodos diretos sdo: contagem do ndmero cromossdmico e
determinacdo do conteudo de DNA. J& os métodos indiretos englobam a avaliacdo de
caracteristicas citoanatémicas e morfoldégica. Todas as técnicas apresentam vantagens e
limitacdes.

A observacdo de caracteristicas da planta, como a espessura da folha para a
determinagdo da ploidia também € pode ser utilizado. Apesar de ser um método simples
pode ocasionar uma classificacdo equivocada de determinados genétipos, uma vez que
essas caracteristicas podem ser influenciadas pelo ambiente. Porém quando se trata de um
namero muito grande de plantas, podera ser utilizado como uma pré-selecdo de provaveis
poliploides (Sari et al., 1999; Souza e Queiroz, 2004).

A determinacao do nivel de ploidia por meio da técnica de citometria de fluxo é obtida
pela comparacgéo do conteiudo de DNA de uma planta padréo com nivel de ploidia conhecido
com o contetdo de DNA de uma planta que se deseja conhecer o nivel de ploidia. Essa
técnica mostra-se promissora, pois permite a analise de um grande nimero de individuos de
modo rapido e pratico (Pio, 2008).

O objetivo deste trabalho foi fazer uma pré-selecdo em plantas de bananeira
bananeira Lidi, NBA, Malbut, Thong Dok Mak e Ouro, com base na espessura da folha e em

seguida analisa-las por citometria de fluxo para a confirmacao da ploidia.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado conduzido na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical e
as analise de citometria de fluxo foram realizadas no laboratério de Cultura de Tecidos da

Universidade Federal de Lavras.



Dipléides de bananeira Lidi, NBA, Malbut, Thong Dok Mak e Ouro foram submetidos a
tratamentos com antimitéticos para a duplicagcdo cromossémica, visando melhoramento
genético. Milhares de plantas foram obtidas, por esse motivo foi necessério fazer uma pré-
selecdo com base na textura da folha (plantas com folhas mais grossas eram consideradas
como possiveis polipléides). Foram selecionadas 400 plantas dos genotipos citados para
serem submetidas a analise de citometria de fluxo para a confirmacao da ploidia.

Para a andlise de citometria, aproximadamente 70 mg de tecido foliar de plantas de
bananeira e de Pisum sativum (padrdo de referéncia interno) foram triturados juntos, em
placa de Petri, contendo 1 mL de tampao LB01 gelado para a liberacdo dos nucleos (Dolezel
et al., 1998). A suspensédo de nucleos foi aspirada através de duas camadas de gaze, com
auxilio de uma pipeta plastica e filtrada através de uma malha de 50 um. Todo esse processo
foi realizado sobre um recipiente contendo gelo triturado. Em seguida as amostras foram
coradas com 25 uml de lodeto de Propideo e armazenadas no escuro, dentro de um
recipiente com gelo triturado e em seguida analisadas. Para cada amostra, 10 mil nicleos
foram analisados utilizando-se escala logaritmica. A analise foi realizada no citdmetro
Facscalibur (Becton Dickinson), os histogramas obtidos com o software Cell Quest e

analisados estatisticamente no software WinMDI 2.8.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Pela tabela 1 é possivel observar que a maioria das plantas pré-selecionadas foram
classificadas como mixopléides (plantas com nivel de ploidia varidvel) pela andlise de
citometria de fluxo. O diploide Lidi, foi o que apresentou maior porcentagem de plantas

tetrapldides (26%), porém para o Malbut, nenhuma planta foi considerada polipléide.

Tabela 1. Porcentagem de plantas tetrapléides, mixopléides e dipldides em gendétipos de

bananeira submetidos a duplicacdo cromossémica.

Gendtipo Andlise de Citometria de Fluxo
%de plantas %de plantas %de plantas
Tetrapldides Mixopléides Diploides

Lidi 26,2 55,7 18,18
NBA 7,61 70,01 22,33
Malbut 0 56,09 43,9
Thong Dok Mak 12,2 67,3 20,4
Ouro 8,3 50 41,7

As substancias antimitéticas, usadas para a duplicacdo de cromossomos, agem de

forma eficiente somente em células que estdo em divisdo, portanto a duplicacdo pode nao



ocorrer em todas as células do material tratado, sendo comum o aparecimento de
mixoploides (Carvalho et al., 2005; Pio, 2008).

Segundo Pio (2008), plantas mixoploides e tetraploides de bananeira possuem maior
espessura do limbo foliar, maior area e comprimento de células do parénquima pali¢cadico e
lacunoso em relacdo as diploides. Neste contesto foi possivel fazer uma pré-selecdo com
base na espessura de folhas de plantas submetidas a duplicagdo de cromossomos de forma
eficiente. Em média, a taxa de obtencdo de polipléides € 10% em trabalhos de duplicacdo
cromossOmica. Neste trabalho a porcentagem de mixoploides e tetrapléides chegou a 80%
para os gendtipos Lidi, NBA e Thong Dok Mak e mais de 50% para Malbut e Ouro.

Pela Figura 1 é possivel observar os histogramas obtidos nas analises de citometria

de fluxo de plantas tetrapldide, diploide e mixopléides do gendtipo Lidi.

Genotipo Lidi tetraploide. Pico A — bananeira, Genotipo Lidi dipléide. Pico A — bananeira, Pico
Pico B — padréo de referéncia B — padrao de referéncia

Gendtipo Lidi mixoploide. Pico A e B — bananeira, Pico C — padréao de referéncia

Figura 1. Histogramas de citometria de fluxo de plantas tetrapléide, mixopléide e dipldide do
genotipo Lidi submetido a duplicagdo cromossdmica.



CONCLUSOES
A pré-selecdo com base na espessura foliar é eficiente para separar plantas

diploides de poliploides.
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