ESTIMATIVA DO CONTEUDO DE DNA DE Musa acuminata COLLA COM
DIFERENTES PLOIDIAS POR CITOMETRIA DE FLUXO
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INTRODUCAO

A determinacdo do nivel de ploidia em plantas submetidas a duplicagdo cromossémica pode
ser realizada por métodos diretos e indiretos. Os métodos diretos compreendem a contagem dos
cromossomos em células mitéticas e ou meidticas e a avaliagdo do conteudo de DNA pela
citometria de fluxo (DOLEZEL et al., 1994; VILLA, 1995). Entre os métodos indiretos que
poderiam ser utilizados citam-se as caracteristicas morfologicas e anatbmicas das plantas.

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve analises de dispersdo da luz, fluorescéncia,
radiacdo, laser, fluxo hidrodindmico e substancias fluorescentes (fluorocromos) na determinacéo de
algumas caracteristicas estruturais e funcionais de particulas bioldgicas (células, nucleos,
cromossomos e organelas). Para isso, € necessario utilizar um equipamento denominado citdmetro
de fluxo. Pela informacdo gerada por meio da determinacdo do conteudo de DNA com alta
resolucdo, é possivel estimar o nivel de ploidia das amostras de interesse. Este estudo tem sido
empregado com sucesso em trabalhos de melhoramento genético de véarias espécies vegetais,
inclusive para a cultura da bananeira (DOLEZEL et al., 1994).

O presente trabalho objetivou avaliar o conteddo de DNA do genoma de plantas diploides,
triploides e tetraploides de Musa acuminata Colla por citometria de fluxo e confrontar esses dados

com o grau de ploidia desses materiais.

MATERIAL E METODOS
Amostras de folhas frescas dos acessos de bananeira Calcutta e NBA (diploide AA), Grande
Naine e Caipira (triploides AAA) e Calypso e Bucanero (tetraploides AAAA), obtidos na Embrapa
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Mandioca e Fruticultura, foram trituradas em placas de Petri, juntamente com o padrdo de
referéncia (Pisum sativum - 9,09 pg de DNA) contendo 1 mL de tampéo de extracdo de nucleos
LBO01. A suspensdo obtida foi filtrada em gaze e tela de 50 um e posteriormente corada com 25 pL
de iodeto de propideo. Todo esse processo foi realizado sob gelo triturado. As leituras foram
realizadas no citdmetro de fluxo FACSCalibur 4 cores (Becton Dickinson — BD), os histogramas
obtidos no software Cell Quest™ e analisados no programa WINMDI, assim a leitura da
fluorescéncia emitida por cada nacleo foi transformada em um ponto no histograma.

A determinagéo da quantidade de DNA foi feita pela posicdo relativa do pico G1 da planta
analisada em relacdo a posi¢do do pico G1 de um padrdo de referéncia (9,09 pg). Os valores de
conteudo de DNA e os coeficientes de variacdo (CV) dos tratamentos (seis com quatro repeti¢des)
foram submetidos a andlise de variancia, sendo os coeficientes de variacdo e indices de DNA

comparados pelo teste de Scott-Knott a 5% pelo programa estatistico SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os histogramas obtidos pelas analises de citometria de fluxo de seis gendtipos (di, tri e
tetraploides) de Musa acuminata Colla geraram picos G1 e G2 que representam respectivamente, a
maior parte dos nudcleos que estdo na fase G1 da interfase e aqueles que estdo na fase G2 da
interfase juntamente, com os nucleos que estdo em mitose (Figura 1). O pico G2 nem sempre foi
formado. O vale formado entre os dois picos representa o periodo de sintese de DNA, ou seja, a fase
S da interfase. Como foram analisados simultaneamente dois materiais vegetais, 0s histogramas
geraram dois picos G1. O primeiro referente a andlise das amostras de bananeira, enquanto o
segundo é o do padrdo de referéncia interno (Pisum sativum). Os picos menores formados sdo
referentes a fase G2 da interfase e mitose e ndo sdo necessarios para as analises, portanto, sao
desconsiderados. A razdo entre estes dois picos (Musa e Pisum) foi utilizada como base para
calcular o conteido de DNA das amostras de bananeira.

NBA (AA) Calcutta (AA)
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Figura 1 - Histogramas obtidos pela andlise de citometria de fluxo em Musa acuminata Colla. O
pico maior a esquerda de cada histograma corresponde ao G1 das amostras dos diploides (NBA e
Lidi), triploides (Caipira e Grande Naine) e os tetraploides (Bucanero e Calypso) e 0s picos a direita

ao padrdo de referéncia (Pisum sativum).

No presente estudo, assim como no de Madail (2011) foi utilizado como padréo interno a
ervilha (Pisum sativum), que possui um contetdo de 2 C de DNA de 9,09 pg. Este padrédo foi
escolhido por possuir um contetdo de DNA cujo valor situa-se no meio do valor médio para a
maioria dos contetdos de DNA vegetal, podendo, desta forma, ser utilizado para avaliar tanto
plantas com um pequeno genoma quanto aquelas com um genoma grande.

Os coeficientes de variacdo (CV) encontrados para os picos G1 variaram de 0,61 a 1,15 %
(Tabela 1), caracterizando um excelente resultado, inferior ao encontrado em trabalhos bastante
citados com bananeira, como o de Dolezel et al. (1994). Houve diferenca entre os CV’s dos
gendtipos de diferentes ploidias, no entanto, todos foram muito inferiores ao maximo aceitavel. Os
indices de DNA para os diploides Calcutta e NBA foram de 0,96 pg. As variedades, Grande Naine e
Caipira, que sdo triploides, apresentaram 1,48 pg e 1,63 pg de DNA, respectivamente, formando
dois grupos diferentes (b e c), ambos com diferenca significativa do agrupamento dos diploides, que
se encontram no grupamento a. A “Caipira’ apresentou tamanho de genoma ligeiramente maior que
a Grande Naine, embora ambas sejam triploides. Os tetraploides Calypso (1,90 pg) e Bucanero

(2,26 pg), também formaram dois grupos diferentes com os valores mais altos de DNA. Os indices
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de DNA encontrados para os diploides foram 0s menores, para os triploides intermediarios e nos
tetraploides foram observados os maiores indices. A diferenca observada na quantidade de DNA de
individuos de mesma ploidia, como em Grande Naine e Caipira, pode ser devida a origem
diferentes das variedades, como observado por Dolezel et al. (1994), existe variagdo de quantidade
de material genético no genoma A.

Tabela 1 - Contedo de DNA estimado por citometria de fluxo para acessos de bananeira (Musa

acuminata) com diferentes niveis de ploidia.

Variedade Genoma indice de DNA Ccv
(P9)

Calcutta AA 0,96 a* 0,84 b
NBA AA 0,96 a 1,15b
Grande Naine AAA 1,48 b 0,61a
Caipira AAA 1,63¢c 1,01 b
Calypso AAAA 1,90d 0,64 a
Bucanero AAAA 2,26 ¢ 0,96 b
CV% 3,88 27,90

*Médias seguidas pela mesma letra dentro da coluna pertencem ao mesmo grupo,
segundo o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

CONCLUSAO
Os genotipos diploides Calcutta e NBA possuem os menores genomas, os triploides Grande
Naine e Caipira apresentam genoma intermediario e os tetraploides Calypso e Bucanero tém os

maiores genomas, confirmando a relacdo esperada entre conteido de DNA e nivel de ploidia.
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