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CITOMETRIA DE FLUXO E ANATOMIA
FOLIAR PARA VERIFICACAO DA
ESTABILIDADE GENOMICA DE
AUTOPOLIPLOIDES ARTIFICIAIS DE
Musa acuminata Colla

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar o nivel de ploidia de
plantas diploides, mixoploides e tetraploides de bananeira (Musa
acuminata Colla) obtidas h& quatro anos e sua relacdo com a
anatomia foliar. Mudas de bananeira foram submetidas a
duplicacdo de cromossomos in vitro mediante exposicdo dos
apices a colchicina (concentragdes e tempos variados). ApGs 0
processo foram contabilizados os diploides, mixoploides e
tetraploides. Apds quatro anos, a ploidia dos materiais foi
novamente verificada por citometria de fluxo e a anatomia das
folhas foi realizada para determinar uma possivel relagdo. A
analise estomatica e citométrica foram eficientes para verificagao
de ploidia das plantas tetraploides. As plantas originais
tetraploides e a maioria das mixoploides mantiveram-se estaveis
geneticamente até o final deste estudo. No entanto, as brotac6es
apresentaram-se diploides e mixoploides.

Palavras-chave: Poliploidia. Citometria de fluxo. Anatomia.

FLOW CYTOMETRY AND LEAF
ANATOMY FOR VERIFYING GENOMIC
STABILITY OF ARTIFICIAL
AUTOPOLYPLOIDS OF Musa acuminata
Colla

ABSTRACT

This study aimed at verifying the ploidy level of diploid,
mixoploid and tetraploid banana plants (Musa acuminata Colla)
obtained four years ago and its relationship with the leaf anatomy.
Banana plantings were submitted to chromosome duplication in in
vitro conditions by exposure of the apices to colchicine
(concentrations and varied times). After the process, diploids,
mixoploids and tetraploids were counted. After four years, the
ploidy of the materials was again verified by flow cytometry and
the anatomy of the leaves was performed to determine a possible
relationship. Stomatal and cytometric analysis proved compatible
for ploidy verification of tetraploid plants. The original tetraploid
plants and most of the mixoploids remained genetically stable
until the end of this study. However, the shoots were diploid and
mixoploids.

Keywords: Poliploidy. Flow cytometry. Anatomy.
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1. INTRODUCAO

A banana, além de apresentar
relevancia social e econdmica devido a
geracdo de renda para pequenos produtores,
também é um produto que faz parte da
balanca de exportacbes agricolas de muitos
paises. O Brasil é lo quarto maior produtor
mundial de bananas com uma producédo
aproximada de 6,67 milhdes de toneladas em
2017 em uma éarea cultivada de 465,43 mil
hectares (FAO, 2019). Entretanto, a
produtividade média é considerada baixa,
principalmente devido a vulnerabilidade das
principais variedades plantadas a certas
doengas como sigatoka amarela e sigatoka
negra. Devido a isso, a pesquisa com
melhoramento de banana procura avangar no
sentido de se obter plantas resistentes a
doencas (SILVA et al., 2013).

Dentre as diversas técnicas para
melhoramento da bananeira, a duplicacéo de
Cromossomos utilizando agentes
antimitéticos tem sido empregada visando a
obtengcdo de plantas resistentes a doencas
(COSTA et al.,, 2011). Ja e sabido na
literatura que bananas triploides e
tetraploides sdo mais vigorosas que as
diploides, o que mostra uma relagéo direta
entre vigor e ploidia (SILVA et al., 2013).

Assim como em todas as técnicas, a
duplicacdo de  cromossomos  também
apresenta certas limitacOes. Nesse caso, obter

um poliploide de caracteristicas favoraveis

nem sempre € facil, assim como manter a
ploidia dos materiais ja duplicados (ZHANG
et al., 2010). Desse modo, a analise da
materiais

estabilidade  genbmica  de

artificialmente  poliploidizados  torna-se
requisito indispensdvel em programas de
melhoramento que utilizam duplicacéo
cromossdmica. Dentre as metodologias
utilizadas estdo incluidas a analise
citogenética de contagem cromossdmica que
apresenta alta precisdo, porém necessita de
tempo e experiéncia consideraveis além do
uso de reagentes toxicos. A analise por
citometria de fluxo também apresenta
elevada acuracia e tem a vantagem de
demandar tempo significativamente menor
para  sua (KRAMER &
BAMBERG, 2019).

Muitos estudos propdem novas

execucao

formas de se avaliar a ploidia das plantas por
meio de alguma relacdo. O estudo anatémico
e ultra estrutural foliar, por exemplo, pode
ser mais um aliado na inferéncia de ploidia e
vem sendo abordado em muitos trabalhos
(CELIKER & BILALOGLU, 2001).

Dessa forma, 0s objetivos deste
trabalho consistiram em identificar o nivel de
ploidia de gendtipos resultantes de
experimentos de duplicacdo cromossémica,
possibilitando a recomendacdo precisa e
confidvel de plantas autotetraploides aos
programas de melhoramento, além de
verificar a possivel relagdo da ploidia com a

anatomia foliar das plantas.
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2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi executada na
Universidade Federal de Lavras com o apoio
da Embrapa Mandioca e Fruticultura
(CNPMF).

Foram utilizados quatro genotipos
diploides (AA) de bananeira (Lidi, Malbut,
Ouro e Thong Dok Mak) que foram
submetidos a experimentos de duplicacdo
cromossémica ha quatro anos. Essas plantas
foram analisadas no referido ano quanto ao
nivel de ploidia e neste trabalho foram
novamente analisadas para verificacdo da
estabilidade do material genético.

As plantas estudadas se encontram em
vasos de 30 L, mantidas em casa de
vegetacdo. A maioria das plantas emitiu
brotacdes que também foram submetidas as
avaliagOes.

Para analise de citometria de fluxo
foram coletados aproximadamente 50-60 mg
de folhas jovens de cada planta, juntamente
com amostra de Pisum sativum (padrdo de
referéncia interno). Esse material foi
triturado com auxilio de bisturi em placa de
Petri contendo 1 mL de tampé&o LBO1 gelado
para liberagcdo dos nucleos (DOLEZEL et al.,
1989). A suspensdo de nucleos foi aspirada
utilizando pipeta com orificio coberto por
duas camadas de gaze e, posteriormente,
filtrada em filtros com malha de 50um. Essa
suspensdo foi mantida em recipiente com

gelo triturado para que ndo ocorresse

deterioracdo do material. Posteriormente, 0s
nucleos foram corados pela adi¢do de 25 puL
de iodeto de propideo, sendo adicionado
ainda 5 pL. de RNase a cada amostra. Foram
analisados 5 mil nucleos para cada amostra,
com trés repeticBes. A andlise 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). @)
conteudo de DNA nuclear (pg) das plantas
foi estimado por comparagdo com a posicao
em relacdo ao pico G1 do padrdo interno de
referéncia.

Para a execucdo das analises
anatomicas, retirou-se uma amostra de
aproximadamente 10x5 cm da folha nimero
1 (folha mais nova totalmente expandida) de
cada planta-mée e suas respectivas brotacdes.

Secgdes paradérmicas da face adaxial
foram realizadas @ méo livre. Utilizando
laminas de barbear, as seccdes foram
colocadas em placas de Petri contendo
hipoclorito de sodio 1% durante 10 minutos
para clarificarem seguido de lavagem em
agua destilada por 10 minutos. As seccles
foram coradas com safranina 1% e laminas
semipermanentes foram montadas utilizando
agua glicerinada para manutencdo das
seccOes. Todas as laminas  foram
fotografadas em microscépio Optico. Foram

avaliadas a densidade e os diametros polar e
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equatorial dos estdbmatos por meio do
software Image Tool 3.0 (UTHSCSA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontram-se resumidos
os resultados das analises da citometria de
fluxo das plantas no primeiro ano e apos
quatro anos, juntamente com suas respectivas
brotacdes.

Para a maioria das plantas analisadas

nas duas épocas, a ploidia ndo se alterou,

exceto para as plantas de nimero 7, 16 e 18
que eram inicialmente mixoploides e foram
classificadas como diploides posteriormente.
Essas mudancas possivelmente devem ter
ocorrido devido ao fendbmeno de eliminacao
cromossémica, isto €, a eliminagdo dos
cromossomos de uma das variedades devido
a falta de compatibilidade entre os mesmos,
e/ou a maior taxa de multiplicacdo de celulas
diploides em relacdo as poliploides. Em
relacdo as brotacbes ocorreram muitas

mudancas no conteido de DNA.

Tabela 1 — Avaliagdo da ploidia das plantas e de suas respectivas brotaces no inicio e ap6s quatro anos.

Primeira Segunda

- L1 o Ne Ploidia dos Cédigo
Genotipo  analiseda  anélise da
. o brotos brotos da planta
ploidia ploidia
Lidi Mixo Mixo 3 2 Di 1 Mixo 2
Lidi Tetra Tetra 0 - 4
Lidi Mixo Mixo 0 - 6
Lidi Mixo Mixo 1 Mixo 9
Lidi Mixo Mixo 1 Mixo 12
Lidi Mixo Mixo 5 Mixo 15
TDM Mixo Mixo 5 Mixo 5
TDM Mixo Di 1 Di 7
TDM Mixo Mixo 3 1Di 8
2 Mixo
TDM Mixo Mixo 4 Mixo 11
TDM Tetra Tetra 1 Mixo 13
TDM Mixo Mixo 6 3 Di e 3 Mixo 14
Malbut Tetra Tetra 6 2 Di e 4 Mixo 1
Malbut Mixo Di 1 Di 16
Malbut Mixo Mixo 5 1 Mixo e 4 Di 17
QOuro Mixo Di 1 Di 18

Mixo = mixoploide; Tetra = tetraploide; Di = diploide.

Fonte: Os autores.

As plantas do genotipo Lidi
apresentaram diferentes ploidias. Uma planta
tetraploide, identificada na Tabela 2 como
planta 4, apresentou estabilidade genética,
porém ndo emitiu nenhuma brotagdo. A
analise estomatica ndo foi realizada porque

essa planta ndo apresentou nenhum estémato

nas amostras de tecidos  obtidas,
evidenciando que o “efeito gigas” observado
em plantas poliploides causa a diminui¢do da
densidade estomética (WAN et al., 1989;
SOUZA & QUEIROZ, 2004).

A planta 2A foi identificada como

mixoploide e apresentou 3 brotaces (2B, 2C
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e 2D), sendo estas 2 diploides e uma
mixoploide. A planta 9A que também foi
identificada como mixoploide anteriormente
permaneceu  mixoploide, mas também
apresentou uma brotacao diploide. As plantas
mixoploides 12A e 15A, com suas
respectivas brotagdes, permaneceram
mixoploides.

Em relacdo as analises estomaticas
para esse gendétipo ndo foi possivel fazer uma
correlacdo satisfatoria entre o numero e
tamanho de estdmatos com o resultado da
analise de citometria de fluxo. Apenas para
as plantas 12A e 12B e 15C, 15D e 15E foi
possivel uma correlacdo entre estdmatos
maiores ¢ menos frequentes (“efeito gigas”)
relacionados com a mixoploidia.

Para o genétipo Thong Dok Mak a
planta tetraploide manteve a estabilidade
genética, permanecendo tetraploide. Esta
planta denominada 13 A emitiu uma brotacao
que foi avaliada como mixoploide neste
trabalho (Tabela 3).

Tabela 2 - Analises estomaticas e de citometria
de fluxo para as plantas do gendtipo Lidi.

Andlise Estomatica

f Diametro  Diametro Densidade Aqélise
Genotipo . (n°estd-  de citome-
polar equatorial .
(um) (um) matgs tria
mm™)
2A 23.73 ¢ 11.70b 116,23 ¢ Mixo
2B 22.37b 12.77 ¢ 53,50 a Di
2C 25.73 ¢ 13.16 ¢ 55,35a Di
2D 26.07 c 14.39 ¢ 60,88 b Mixo
4 - - - Tetra
6 22.20b 1281c 62,73 b Mixo
9A 25.07c 12.30b 44,28 a Mixo
9B 26.32 ¢ 1151b 44,28 a Di
12 A 29.85¢ 15.96 b 46,12 b Mixo
12B 28.35¢ 11.94a 42,43 b Mixo
15A 1857 a 9.49 a 71,95b Mixo
15B 19.27 a 12.34b 77,49 b Mixo
15C 2481 ¢c 13.58 ¢ 40,59 a Mixo
15D 2487 c 13.89¢c 47,97 a Mixo
15E 25.32¢c 12.01b 47,97 a Mixo
15F 18.78 a 11.56 b 46,13 a Mixo

*Médias seguidas pela mesma

pertencem  ao
estatisticamente, pelo teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.

mesmo  grupo

e nao

letra na vertical

diferem

Tabela 3 - Analises estomaticas e de citometria
de fluxo para as plantas do gen6tipo Thong Dok

Mak.
Analise Estomatica Andlise
Genétipo Diametro Dlametl_'o DenAS|dade de citome-
polar equatorial (estomatos .
2 tria
(pm) (pm) mm™)
5A 25.15d 1459 b 73,80 ¢ Mixo
5B 22.41b 12.87b 83,03 d Mixo
5C 2417 ¢ 12.23a 57,19 ¢ Mixo
5D 18.60 a 10.58 a 64,57 ¢ Mixo
5E 27.19¢ 13.63b 27,67 a Mixo
7A 2294 b 8.59a 83,03d Di
7B 25.59d 11.68a 60,88 ¢ Di
8 A 28.63 ¢ 1456 b 38,74 b Mixo
8B 27.64¢ 14.39b 38,74 b Mixo
8C 27.29 ¢ 14.00 b 38,74 b Di
8D 26.00d 13.80 b 22,14 a Mixo
11 A 2244 b 14.79b 71,95¢ Mixo
11B 19.50 a 1111a 79,33 d Mixo
11C 24.46 ¢ 11.90a 46,12 b Mixo
11D 28.18 ¢ 15.18 b 36,90 b Mixo
11E 22.02b 11.33a 92,25d Mixo
13 A 26.22 d 15.13b 4797 b Tetra
13B 24.32c 13.14b 68,26 C Mixo
14 A 26.85d 12.89 b 81,18 d Mixo
14 B 25.16 d 11.04a 84,87 d Di
14C 2454 ¢ 13.17b 64,57 ¢ Mixo
14D 23.19b 1041a 68,26 C Di
14 E 2451 ¢ 13.94 b 42,43 b Mixo
14 F 25.91d 1292 b 31,36 a Mixo
14 G 22.21b 10.54 a 70,11 ¢ Di
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*Médias seguidas pela mesma letra na vertical
pertencem ao mesmo grupo e ndo diferem
estatisticamente, pelo teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.

Em relacdo a anélise estomatica para a

planta tetraploide o0s resultados foram
compativeis com a citometria de fluxo,
apresentando estdbmatos maiores e menos
frequentes. A planta 5A mixoploide emitiu 4
brotagcbes e foi verificado que todas elas
também sdo mixoploides (B, C, D e E).
Apenas para a planta 5E a andlise de
estdmatos foi compativel com a analise de
citometria. A planta 8A mixoploide emitiu 3
brotacbes, sendo 1 diploide e duas
mixoploides. As andlises estométicas foram
compativeis com a analise de citometria de
fluxo para as plantas 8A, B e D. A planta
11A mixoploide apresentou todas as suas
brotagBes também mixoploides, porém pela
analise estomética ndo foi possivel a
identificacdo da ploidia. J& a planta 14A
mixoploide emitiu 6 brotacbes, sendo 3
diploides. A analise estomética também ndo
foi compativel com citometria para essas
plantas.

Para o genétipo Malbut a planta
tetraploide (1A) permaneceu com 0 genoma
estavel. Entretanto suas brotacbes foram
tanto diploides e mixoploides. As analises
estomaticas foram compativeis com 0s
resultados da citometria, apresentado
estbmatos maiores e menos frequentes para
as plantas tetraploides e mixoploides e o

inverso foi observado para as diploides,

conforme a Tabela 4. A planta 17 A,

mixoploide emitiu 5 brotagfes, sendo que

apenas uma permaneceu mixoploide.

Tabela 4 - Analises estomaticas e de citometria
de fluxo para as plantas do genétipo Malbut.

Andlise Estomatica

Genétipo Didmetro Diémetro DenAsidade d:\gil)lr?fe-
polar equatorial (estbmatos .
2 tria
(Hm) (Hm) /mm°)
1A 24.86 ¢ 13.61b 36,90 a Tetra
1B 24.08 b 11.46 a 138,37¢ Di
1C 29.85¢e 1497b 40,59 a Mixo
1D 27.75d 13.87b 36,90 a Mixo
1E 21.01la 11.06 a 180,81d Di
1F 26.20 ¢ 14.21b 36,90 a Mixo
1G 24.89 ¢ 13.13b 40,59 a Mixo
16 A 2347b 12.21a 23,98a Di
16 B 25.68 ¢ 11.37a 46,12 a Di
16C 26.13 ¢ 12.79 a 90,40 b Di
17A 21.24a 1152 a 46,12 a Mixo
17B 25.44 ¢ 1253 a 77,49 b Di
17C 25.73 ¢ 1232 a 47,97 a Di
17D 23.56b 13.83b 46,12 a Di
17E 27.63d 12.25a 3321a Di
17F 23.23b 13.92b 36,90 a Mixo

*Meédias seguidas pela mesma letra na vertical perten-
cem ao mesmo grupo e ndo diferem estatisticamente,
pelo teste Scott Knott, a 5% de probabilidade.

Para o genOtipo Ouro, apenas uma
planta foi analisada e verificou-se que era
dipldide, bem como sua Unica brotacdo
(Figura 16). Por ser apenas 2 plantas a
avaliacdo estomatica ndo foi passivel de
comparacéo (Tabela 5).

Tabela 5 - Analises estomaticas e de citometria
de fluxo para as plantas do genétipo Ouro.

Andlise Estomatica

Andlise
Gendtipo Diametro  Diametro  Densidade de citome-
polar equatorial (estbmatos tria
(pm) (pm) mm?)
18 A 24.26 a 12.32a 38,74 a Di
18 B 25.80 a 13.06 a 40,59 a Di

*Médias seguidas pela mesma letra na vertical
pertencem ao mesmo grupo e ndo diferem
estatisticamente, pelo teste Scott Knott, a 5% de
probabilidade.
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A Figura 1 mostra um resumo dos
histogramas obtidos para todos 0s gendtipos.

A maioria dos trabalhos de duplicacéo
cromossémica sugere que as analises
anatdmicas, em especial a estomatica, sao
Uteis  para
(VAKILI,1962 citado por SILVA et al,
2008; SOUZA & QUEIROZ, 2004). Neste

trabalho, apenas para as plantas tetraploides

verificagio de  ploidia

foi possivel obter resultados compativeis
entre analise estomatica e de citometria de
fluxo, sendo que os estbmatos maiores e
menos frequentes sdo indicio do “efeito
gigas” que ocorre nos materiais poliploides.
Para plantas mixoploides era esperado um
resultado semelhante ao do tetraploide,
porém para a maioria dos materiais
analisados neste trabalho ndo foi possivel
fazer uma correlacdo satisfatdria entre essas
duas analises. Isso pode ter ocorrido porque
as plantas analisadas apresentaram brotac6es

com diferentes tamanhos e estagios de

desenvolvimento, sendo, portanto, uma
populagéo heterogénea.

Alguns autores enfatizam que a
analise estoméatica nem sempre € eficiente e
segura, devido aos efeitos genéticos e da
andlise individual de algumas variaveis, que
podem ocasionar a classificacdo equivocada
de determinados gendétipos em relacdo ao
nivel de ploidia (VAN DUREN et al., 1996;
SOUZA & QUEIROZ, 2004; MADON et al.,
2005). Neste trabalho, a face adaxial
escolhida para a analise estomatica pode ter
sido a causa da incompatibilidade observada
entre as duas analises, pois a maioria dos
autores sugere que tais analises sejam feitas
na face abaxial das folhas. Pela citometria de
fluxo, a ploidia de grande quantidade de
plantas pode ser medida por dia, produzindo
resultados confiaveis pois o contetdo de
DNA ndo ¢ influenciado por fatores externos,
tais como intensidade luminosa,
desenvolvimento de lamina foliar e contetdo

de agua no tecido da planta.
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Pico | ID
1 1| 1,14
C D
Pico | ID
1 1 1.30

Eventos

ID
1.14
2,89

F 2 Ppico| D ¢ 2 Pico| ID
1 | 1,39 1 3,01
L ‘L
H 2
Pico | ID
! 1 1,31
Iodeto de propideo

Figura 1 - Histogramas obtidos pela analise de citometria de fluxo para determinacdo do contetdo de

DNA em pg (ID). A e B: gendtipo Lidi diploide e mixoploide, respectivamente; C, D e E: gen6tipo Thong

Dok Mak diploide, tetraploide e mixoploide, respectivamente; F e G: genétipo Malbut diploide e

tetraploide, respectivamente; H) genétipo Ouro diploide. O pico 1 refere-se a planta avaliada e o pico 2 ao

padrao utilizado (Pisum sativum com ID = 9,09 pg). Apenas em B tem-se um terceiro pico que é referente

ao padréo.

Contudo, diante de todas as analises
realizadas, foi possivel concluir que ha
muitas discrepancias em relacédo a ploidia das
brotacbes. Foi verificado que plantas
tetraploides davam origens a brotacdes
mixoploides e diploides, plantas mixoploides
com brotacbes apenas mixoploides e,
também, plantas mixoploides com brotac6es
mixoploides e diploides. Essas diferencas

provavelmente sdo devido ao fato do

antimitético aplicado anteriormente ndo ter
atingido todas as areas do material tratado.
Logo, as regides de uma planta poliploide
que néo receberam efetivamente o tratamento
podem ter dado origem as brotacfes
diploides.

No presente trabalho observou-se
uma tendéncia das plantas a se tornarem
diploides. Como em plantas tetraploides e
mixoploides a mitose ¢ mais lenta devido ao

maior nimero de cromossomos, as células
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diploides tendem a se multiplicar mais rapido DOLEZEL, J. BINAROVA, P.; LUCRETTI,
S. Analysis of nuclear DNA content in plant
cells by flow cytometry. Biologia Plantarum,

v.31, n.2, p.113-120, 1989.

e, provavelmente por esse motivo, a planta

possui tendéncia de voltar a condicédo diploide.

5. CONCLUSAO

As analises estométicas e de
citometria de fluxo sdo compativeis para a
verificacdo de ploidia de plantas tetraploides,
mas ndo sdo eficientes para plantas diploides
e mixoploides.

As plantas originais tetraploides e a
maioria das mixoploides artificiais obtidas ha
estaveis

quatro anos Se mantém

geneticamente.  Porém, as  brotacGes

apresentam-se diploides e mixoploides.
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