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INTRODUCAO

A banana € um dos produtos alimentares mais produzidos no mundo atualmente,
com mais de 130 paises produtores, sendo muito importante, pois se torna grande geradora
de fonte e renda empregando milhdes de pessoas em todo o territdério nacional. O
melhoramento desta espécie visa a obtencdo de hibridos resistentes a doencas e com maior
produtividade, neste sentido a duplicacdo cromossémica permite a geracdo de plantas
autotetraploides que, depois de avaliadas e selecionadas, sdo utilizadas em cruzamento
com diploides melhorados. Para avaliar o nivel de ploidia pode-se utilizar a técnica de
citometria de fluxo. Neste tipo de técnica o tampéao para conservacdo dos nucleos mostra-se
de grande importancia (Stover e Buddenhagen, 1986; Bakry et al., 2007).

A solucdo tampdo adequada é aquela que permite o isolamento e manutencéo da
integridade dos nudcleos da amostra a ser analisada. Tém sido usados varios tampdes no
isolamento de nucleos de células vegetais (Galbraith et al., 1983). A sua composi¢cdo é
determinada pela necessidade de inibir a atividade das nucleases, de preservar a
integridade dos nucleos e de fornecer condigbes Otimas para a coloracdo do DNA. Os
tampdes mais utilizados apresentam geralmente, cation Mg* (Galbraith et al., 1983;
Arumuganathan e Earle 1991) ou poliaminas (de Laat et al., 1987; Dolezel et al., 1989), que
tem a funcdo de estabilizar a cromatina. O Triton X-100 é geralmente usado em todos o0s
tampdes como detergente ndo idnico. Por vezes, sdo adicionados ao tampao, agentes
redutores (mercaptoetanol, PVP, etc.) que tém como funcdo inibir a agdo de compostos
fendlicos (Endemann et al. 2002; Galbraith et al. 2002). A RNAse é utilizada para inativar as

moléculas de RNA, permanecendo apenas o DNA para ser submetido as analises.



Na literatura h& poucos relatos que comparam a eficiéncia dos diferentes tampdes
de extracdo nuclear. Nao existe um Unico tampao que funcione otimamente para todos os
tipos de tecidos e ou espécies vegetais, assim, é necessario estudos prévios comparando a
eficiéncia dos diferentes tampfes para cada espécie estudada. Com isso, € possivel a
escolha adequada do tampéo colaborando para uma maior precisdo experimental.

Com este trabalho objetivo-se avaliar a eficiéncia de diferentes tampdes de extragédo

na presenca ou ndo de RNAse em andlises de citometria de fluxo de bananeiras diploides
2803-01, Ouro, Lidi e THO3-01.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Cultura de Tecidos da Universidade
Federal de Lavras. As analises foram realizadas em bananeiras dipléides 2803-01 Ouro, Lidi

e THO3-01 mantidas em vasos em casa de vegetacao. Para a determinagdo do contetdo de
DNA, aproximadamente 70 mg de tecido foliar de plantas de bananeira foram triturados, em
placa de Petri, contendo 1 mL dos seguintes tampdes de extragdo: LBO1, Galbraith, Tris, Otto
1 e Otto 2. A suspensao 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. Posteriormente, em metade dos
tratamentos foi adicionado 5 pml de RNAse para determinar o efeito desta enzima na
guantidade de DNA do material analisado e em seguida todas as amostras foram coradas
com 25 pul de lodeto de Propideo e armazenadas no escuro, dentro de um recipiente com
gelo triturado e em seguidas analisadas. O delineamento foi inteiramente casualizado com 4
repeticbes e o esquema fatorial foi em fatorial 5x4x2. Para cada amostra, 10 mil ndcleos
foram analisados utilizando-se escala logaritmica. A analise foi realizada no citbmetro
Facscalibur (Becton Dickinson), os histogramas foram obtidos pelo software Cell Quest e
analisados estatisticamente no software WinMDI 2.8.

O conteudo de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado utilizando-se a razdo entre
as intensidades de fluorescéncia dos nucleos G1(nucleos que estdo na fase G1 da Interfase)
do padrédo de referéncia (P. sativum) e dos nucleos G1 da amostra, multiplicando-se esta
razdo pela quantidade de DNA do padréo de referéncia (9,09 pg). Esses valores foram
submetidos a anadlise de variancia pelo teste F e, quando significativo os dados foram

comprados pelo teste de médias Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO



Houve diferencas significativas para os fatores tampao e RNAse para a variavel
indice de DNA, onde os valores obtidos nos diferentes tampao na presenca de RNAse ndo
apresentaram diferencas estatisticas (Tabela 01).

Em alguns tampdes como o Otto 1 e Otto 2, os resultados foram tao ruins, ndo sendo
possivel observar a formacao do pico, portanto, sem condi¢cdes de avaliar o indice de DNA
(Figura 1). Resultado este conflitante com Dolezel e Bartos (2005), onde eles relataram as
vantagens da utilizacdo dos tampdes OTTO devido a presencga de acido citrico, este facilita
a acessibilidade da cromatina e homogeneiza a sua estrutura, eliminando diferencas na
intensidade de coloracdo entre populagdes de ndcleos com o mesmo conteddo de DNA,
mas com diferentes estados de compactacdo da cromatina, além de ser um importante
agente anti-oxidante.

Os indices de DNA foram maiores nos tampdes LB0O1 e Otto 2. A diferenca nos
indices de DNA indica que a constituicdo do tampé&o de extracéo interfere na quantidade de

DNA, alterando o resultado.

Tabela 1. Contetdo de DNA (pg) de amostras de folha de bananeira submetidas a diferentes
tamp0des de extracdo e presenca ou auséncia de RNAse. Lavras-MG, UFLA, 2010.

Tampéo Contetdo de DNA (pg)
Com RNAse Sem RNAse
Galbraith 0,95 aA 0,83 bA
Tris 0,91 aA 0,76 bB
LBO1 1,19 aA 1,07 aA
Otto 1 - 0,70 b
Otto 2 - 1,02 a

* Médias seguidas das mesmas letras minusculas nas colunas e mailusculas nas linhas, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05).

Tampéo Galbraith Tampéo LBO1 Tampéao Tris Tampéo Otto 1 Tampéo Otto 2

Figura 1. Histogramas de citometria de fluxo da cultivar Ouro submetidas a diferentes tampdes de
extracdo na auséncia de RNAse. Lavras-MG, UFLA, 2010.

Na figura 1 é possivel observar que os tampdes Galbraith e LBO1 apresentaram
melhores picos nos histogramas, enquanto que os tampdes Tris, Otto 1 e Otto 2
apresentaram picos grossos, com altos coeficientes de variacéo, indicando falta de preciséo

nos resultados obtidos.

CONCLUSOES



A presenca de RNAse ndo causou diferenca significativa entre os tampdes, ja
quando se considera a auséncia das mesmas o tampao recomendado para utilizacéo é o
LBO1, sendo que os tampdes Otto 1 e 2 ndo permitiram a quantificacdo do DNA mesmo na

presenca de RNAse em analises de citometria de fluxo de bananeiras.
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