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IDENTIFICACAO DEVARIANTES SOMACLONAISEM BANANEIRAS ‘PRATA
ANA’, UTILIZANDO TECNICASMOLECULARESE CITOGENETICAS'

Identification of somaclonal variantsin ‘Prata An&
banana using molecular and cytogenetic techniques

Nilson César Castanheira Guimar &es?, Paula PereiraTorga®, Eliane Cristina de Resende’,
Antoénio Chalfun JuniorS, Edilson Paiva®, Luciano Vilela Paiva’

RESUMO

Variagdo somaclonal é uma variaggo fenotipica de origem genética, ou sgja, uma variagdo cromossomica que se torna herdavel
nas geragdes seguintes, ou epigenética, que € uma variagdo transitria devido ao estresse fisiol égico que o materia sofre, quando
submetido ao cultivoin vitro. Um problema especifico envolvendo a variacio somaclonal em bananeiras ‘ Prata An&' foi observado em
Andradas, Minas Gerais, em plantas oriundas de micropropagacdo. A maior dificuldade na separacdo dos individuos normais e
variantes € que os caracteres morfol dgicos, que sfo inerentes a este tipo de variagdo, sd se tornam evidentes quando a planta esta
adulta, o que impossibilita a eliminagdo dos individuos variantes ainda em viveiro. Com o objetivo de identificar, ainda em viveiro
aqueles individuos variantes somaclonais, técnicas moleculares (RAPD e SSR) e citogenéticas (contagem cromossomica e citometria
de fluxo) foram utilizadas. Cento e trés primers RAPD, 11 combinagdes de dois primers RAPD, e 33 pares de primers SSR foram
utilizados na tentativa de se encontrar marcadores polimorficos capazes de distinguir os individuos normais dos variantes, além de
distinguir bananeiras ‘ Prata And de ‘Prata. O primer OPW-08 gerou um fragmento polimorfico que distinguiu uma planta variante
de todas as demais, provando que a variagdo ndo ocorre de maneira uniforme no genoma dos individuos variantes e que ndo haum
retorno a cultivar Prata. As analises com marcadores SSR e a contagem cromossdmica ndo possibilitaram a distingdo dos individuos
variantes, nem a separagdo das cultivares Prata e Prata Ana. As andlises de citometria de fluxo evidenciaram a grande instabilidade
cromossdmica das bananeiras, porém elas ndo foram eficientes na identificag&o de variantes somaclonais.

Termos para indexagéo: Variagdo somaclonal, bananeira, SSR, RAPD, citogenética.

ABSTRACT

Somaclona variation is a phenotypical variation of genetic origin, that is, a chromosomal variation that becomes inheritable
in the generations to follow, or of epigenetic origin, in this case being a transitory variation due to the physiological stress suffered
when the material is submitted to in vitro cultivation. A specific problem involving somaclonal variationin ‘Prata An& bananawas
observed in Andradas, Minas Gerais, in plants originated from tissue culture. The main difficulty in the distinction between the
normal and variant plantsis the fact that the morphological characters that allow the separation of these two types are only visible
and distinguishable when the plants are in their adult phase, which makes it impossible to eliminate the variant seedlings at the
nursery stage. For the early distinction of the variants, molecular (RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA and SSR — Simple
Sequence Repeat) and cytogenetic (chromosome counting and flow cytometry) techniques were used. In the attempt to find
polymorphic markers that distinguished the normal plants from the variants as well as the Prata cultivar from the Prata And cultivar,
103 RAPD primers, 11 combinations of two RAPD primers, and 33 pairs of SSR primers were used. Primer OPW-08 generated a
polymorphic fragment that distinguished a variant from all of the other plants, proving that the variation does not occur uniformly
in the genome of all variants, and that there is no return to Prata cultivar. Analyses with SSR markers and chromosome counting were
not efficient in separating normal plants from variants or ‘Prata’ from ‘Prata An&. Flow cytometry analyses showed an evident
instability in the banana genome in terms of number of chromosomes, however, they were not efficient in identifying the somaclonal
variants.

Index terms: Somaclonal variation, banana, SSR, RAPD, cytogenetics.
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INTRODUCAO

Variabilidade genética tem sido observada em vérias
plantas durante a cultura de tecidos (REZENDE et al., 2008;
SANTANA et a., 2008; LIMA et d., 2008). Esse fendmeno é
normamente chamado variago somaclona (LARKIN &
SCOWCROFT, 1981), que € uma variaco fenotipica de
origem genética, ou sgja, uma variagdo cromossdmica que
se torna herdavel nas geragdes seguintes, ou epigenética,
que é uma variagdo transitoria devido ao estresse fisioldgico
que o material sofre, quando submetido ao cultivoin vitro
(ILLG, 1990), variagdes essas existentes entre somaclones
(soma = vegetativo; clone = copiaidéntica).

O advento das técnicas moleculares possibilitando
detectar polimorfismos, em nivel de DNA, tem gerado um
grande nimero de marcadores para andlises genéticas dos
individuos (JEFFREY Set d., 1985; OLIVEIRA et d.,2007).
Marcadores RAPD (Random amplied polymorphic DNA)
foram utilizados com sucesso na identificacdo de
individuos variantes somaclonais de Lolium sp. (WANG
et al., 1993), Triticum sp. (BROWN et a., 1993), beterraba
(MUNTHALI et ., 1996), péssego (HASHMI et al., 1997)
ePicea abies(L.) Karst. (FOURRE et d., 1997). Em bananas
da cultivar Cavendish (Musa spp. AAA), 66 primers
aeatérios de RAPD foram utilizados no “screening” de
uma populacdo de plantas normais e variantes ands, sendo
que 19 primers revelaram polimorfismo entre as plantas
anéds e asnormais (DAMASCO et al., 1996).

Os microssatélites séo sequéncias de um a seis
nucleotideos repetidos de 10 a 60 vezes em tandem ao
longo da molécula de DNA, amplamente distribuidas
nos genomas eucariotos, que sédo flanqueadas por
regides conservadas (RAFALSKI et al., 1996). Em
Populus tremuloides, dez pares de primers SSR (Simple
sequence repeat) foram utilizados visando a deteccdo
de variantes somaclonais oriundos da culturain vitro.
Dois primers foram eficientes na separagédo dos
individuos variantes daqueles normais (RAHMAN &
RAJORA, 2001).

Os estudos de cari6tipo de bananeira tém sido
bastante dificultados em fung&o de 0os cromossomos serem
muito pequenos, impossibilitando, na prética, uma
caracterizacdo estrutural. Uma das técnicas mais bem
sucedidas na contagem de cromossomos de bananeira é a
secagem ao ar com maceracdo enzimatica e dissociacdo
celular, que permite uma visualizagdo em profundidade e
grande nitidez (CARVALHO, 1995; CARVALHO &
SARAIVA, 1993).

A quantificacdo do nivel de ploidia por
citometria de fluxo é realizada pela analise da

intensidade de fluorescéncia emitida pelos nucleos
corados com fluorocromos especificos para DNA. A
analise por citometria de fluxo do contelido de DNA
nuclear é uma excelente alternativa aos métodos
classicos de contagem cromossdémica (LOUREIRO &
SANTOS, 2004).

Objetivou-se, neste trabalho, identificar variantes
somaclonais de bananeiras, utilizando técnicas moleculares
(RAPD e SSR) e citogenéticas (citometria de fluxo e
contagem cromossdmica). A escol ha dessas técnicas como
preferenciais para esse tipo de trabalho foi baseada em
trabal hos anteriores e nos resultados obtidos ao longo do
presente trabal ho.

MATERIAL E METODOS
I dentificacdo e coleta das plantas variantes

As plantas variantes somaclonais da cultivar Prata
Ana foram identificadas em um bananal na cidade de
Andradas - MG, segundo parémetros morfol 6gicos como
folhas lanceoladas, porte mais alto, folhas mais eretas e
pseudocaule mais fino que das plantas normais. Oito
rizomas de plantas hormais e variantes da cultivar Prata
Anéforam coletados em um bananal préximo aempresa
Multiplanta Biotecnologia Vegetal, em Andradas - MG,
sendo que as mudas que deram origem as bananeiras foram
adquiridas junto a empresa. Esses rizomas foram plantados
em vasos com substrato (Plantimax + Esterco + terra
peneirada) e foram mantidos em umidade e temperatura
ambiente em casa-de-vegetacdo no Setor de Paisagismo
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal
de Lavras (UFLA). Quatro rizomas de plantas da cultivar
Prata foram coletados no pomar da UFLA e plantados na
cidade de Lavras - MG. Todos os rizomas foram irrigados
até que houvesse a producéo de folhas necessarias para a
extracdo do DNA.

Extragdo e quantificacdo do DNA genémico

O protocolo utilizado foi baseado no proposto por
Romano (1998), com modificacbes importantes para
adequé-lo a0 DNA de bananeira. Para a extragéo do DNA,
cerca de 1 g de tecido foliar fresco foi triturado em N,
liquido, utilizando-se pistilo e aimofariz, até que fosse
obtido um pod bastante fino. Em seguida, 0 material foi
transferido para microtubos gelados, e esses foram pre-
enchidos até a metade com o pd macerado. Em seguida,
600 uL de tampéo de extracdo (2% CTAB (p/v); 0,1 mol/L
Tris-HCI pH 8,0; 1,4 mol/L NaCl; 0,02 mol/L EDTA pH 8,0;
1% Sarcosil (p/v); 1% PV P (p/v); 0,2% B-mercaptoetanol
(v/v)) pré-aquecido a 65°C foram adicionados e mistura-
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dos ao triturado foliar. Essa misturafoi mantidaem “ba-
nho-maria’ a65°C por 1 hora, com homogeneizagéo a cada
15 minutos, tendo o cuidado de observar-se sempre o con-
tato do tampéo com o material vegetal. Apds esse periodo,
amisturafoi deixada em temperatura ambiente por 5 minu-
tos. Em seguida, 1 volume (600 uL) de solucéo de clorofor-
mio: acool isoamilico (24:1) foi adicionado, e o tubo foi
levemente agitado por 10 minutos. Foi importante uma agi-
tac8o bastante leve para que ndo houvesse quebra do DNA,
suficiente apenas para que existisse a emulsificagdo das
fases. A separaco das fases orgénica e aquosa foi realiza-
da por centrifugagdo a 18.000 x g por 5 minutos a tempera-
tura ambiente, tendo sido o sobrenadante (fase aquosa)
transferido para um novo microtubo. A lavagem do
sobrenadante com cloroférmio: &cool isoamilico (24:1) foi
realizada novamente, seguindo 0os mesmos volumes, tem-
pos de agitacdo e centrifugacdo. Apbs a segunda lavagem,
afase aquosafoi transferida para um novo microtubo e 900
pL de isopropanol gelado foram adicionados para que o
DNA fosse precipitado. O microtubo foi entéo invertido
levemente para aumentar a precipitacéo e incubado por 30
minutos a -20°C. Apos esse periodo, a solucéo foi
centrifugada a 18.000 x g por 10 minutos a temperatura am-
biente e 0 sobrenadante foi descartado por inversdo. 300
uL de etanol 70% gelado foram adicionados e o tubo foi
levemente girado para que o pellet e as paredes fossem
lavados. O microtubo foi centrifugado a 18.000 x g por 3
minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante descar-
tado por inversdo. O pellet foi entdo seco em cmara de
fluxo laminar por 1 a2 horas, e ressuspenso em 47,5 uL de
tamp&o 0,01 mol/L Tris-HCI pH 8,0 adicionado de 2,5 uL de
RNAse A (10 mg/mL).

A guantificagdo do DNA foi realizada em gel de
agarose 1%, pela comparacdo com padrdes de DNA de
concentragcdo conhecida, e em espectrofotémetro. Paraa
quantificagdo em gel de agarose 1% (m/v, m = massaevV =
volume) foi realizada eletroforese 2100 V em tampéo TAE
(0,001 moal/L EDTA pH 8,0; 0,04 mol/L TRIS pH 8,0; 0,02
mol/L acido acético) por 1 hora. Apos a eletroforese, o gel
foi incubado em solug&o de brometo de etidio (0,5 pg/mL)
por 15 minutos, lavado por 10 minutos em &gua corrente,
sendo visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no
equipamento EDAS 290 (Kodak®). A quantificacéo por
densidade éticaa 260 nm de comprimento de onda (1) foi
realizada em espectrofotémetro Femto 700 plus (Femto®)
e amedicdo da qualidade da amostra foi realizada pela
medi¢do da densidade 6ticaa 280 nm de A. Parao calculo
da concentragdo de DNA na amostra, a seguinte formula
foi utilizada: [DNA] = 20 pg/ul x COX FD x A, sendo
[DNA] = Concentragcdo de DNA em ng/uL; CO =

ng/pL

Caminho o6tico (cm); FD = Fator de diluicdo; A, =
Absorbanciaa 260 nm.

De posse das concentracdes reais de cada amostra,
0 DNA foi diluido em tamp&o 0,01 mol/L Tris-HCI pH 8,0
até a concentracdo de trabalho de 10 ng/uL, sendo que a
solucdo estoque foi armazenada a —20°C e a solugdo de
trabalho foi mantidaa4°C.

Amplificacdo via RAPD

As reacOes de amplificagdo foram realizadas em
termociclador modelo Mastercycler (Eppendorf,
Hamburg, Germany), utilizando-se um programa com
desnaturagéo inicial a 95°C por 1 minuto, seguido por
desnaturacdo a 94°C por 10 segundos, anelamento a 36°C
por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos. Os passos
de desnaturacéo, anelamento e extensao foram repeti-
dos 34 vezes, e em seguida a reacdo foi finalizada por
uma extensdo a 72°C por 7 minutos. O volume final de
cada reacdo de amplificagdo foi de 10 uL, contendo 30 ng
de DNA, 20 mmol/L Tris-HCI pH 8,4, 50 mmol/L KCI, 1,5
mmol/L MgCl,, 50 pmol/L de cada um dos dNTPs, 0,25
pmol/L do primer RAPD correspondente e 0,3 unidades
(V) de enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen®). Os
fragmentos amplificados foram separados em gel de
agarose 1% (m/v), com eletroforese a100 V em tampéo
TAE (0,001 mol/L EDTA pH 8,0; 0,04 mol/L TRIS pH 8,0;
0,02 mol/L &cido acético) por 2 horas. Apés a eletroforese,
0 gel foi incubado em solucéo de brometo de etidio (0,5
pg/mL) por 20 minutos, lavado em égua corrente por 10
minutos, sendo visualizado sob luz ultravioleta e foto-
grafado no equipamento de fotodocumentacdo EDAS
290 (Kodak®).

Amplificacdo via SSR

Um total de 33 pares de primers foram testados,
compreendendo 27 desenvolvidos por Crouch et a. (1998)
(série Ma) e 6 pares de primers desenvolvidos por Lagoda
et al. (1998) (série AGM), sintetizados pela Bio Synthesis
(Lewisville, TX, EUA).

As reaces de amplificag@o foram realizadas em
termociclador modelo Mastercycler (Eppendorf, Hamburg,
Germany), efoi utilizado um programa com desnaturagéo
inicial @ 94°C por 3 minutos, seguido por desnaturacdo a
94°C por 40 segundos, anelamento a 50°C por 40 segun-
dos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Os passos de
desnaturagdo, anelamento e extensdo foram repetidos 30
vezes, e em seguida areacdo foi finalizada por uma exten-
s80 a 72°C por 7 minutos. O volume final de cada reago
de amplificacdo foi de 18 uL, contendo 30 ng de DNA, 20
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mmol/L Tris-HCl pH 8,4, 50 mmol/L KCl, 1,6 mmol/L MgClL,
140 pmol/L de cada um dos dNTPs, 0,3 pmol/L de cada
primer e 0,5 unidades (U) de enzimaTag DNA polimerase
(Invitrogen®). Os fragmentos amplificados foram separa-
dos em gel de agarose 4% (m/v), com eletroforese a 100 V
em tampdo TAE (0,001 mol/L EDTA pH 8,0; 0,04 mol/L TRIS
pH 8,0; 0,02 mol/L &cido acético) por 2 horas. Apos a
eletroforese, o gel foi incubado em solucéo de brometo de
etidio (0,5 ug/mL) por 20 minutos, lavados em &gua corren-
te por 10 minutos, sendo visualizado sob luz ultravioletae
fotografado no equipamento de fotodocumentagcdo EDAS
290 (K odak®).

Preparo de laminas e contagem cromossdmica

Foram coletadas e lavadas em &gua, raizes com
aproximadamente 1 cm de comprimento. Apés alavagem
as raizes foram secas em papel de filtro, e transferidas para
um frasco escuro, contendo a solugdo 8-hidroxiquinoleina
a0,029%, onde permaneceram por 7 horas. Em seguida, as
raizes foram secas em papel defiltro, e transferidas paraa
solucdo metanol: &cido acético (3:1), onde permaneceram
por 15 minutos, sendo logo apés transferidas para nova
solucdo metanol: &cido acético (3:1), onde permaneceram
por 24 horas.

Apbs a fixagdo as raizes foram lavadas em agua
destilada por 15 minutos, sendo a agua trocada a cada 5
minutos, e submetidas & maceragcdo enzimatica em solu-
¢80 de Pectinex® (onde para cadaraiz a ser digeridaforam
colocados, em microtubo, 10 puL de enzima + 100uL de
agua destilada) em a 34°C, por cerca de 2 horas. Termina
da a maceracéo, as raizes foram lavadas por 15 minutos
em agua destilada, trocando a agua a cada 5 minutos, e
entdo foram fixadas em solugdo metanol: acido acético
(3:1), onde permaneceram por 24 horas a-20°C. Parao
preparo das |aminas as raizes foram secas em papel de
filtro e transferidas para solu¢do de HCl 1N, que foi mantida
a60°C por 20 minutos.

Apds o banho, araiz digerida e fixada foi transferida
paraalaminainclinada 30°, sob microscopio estereoscdpio,
com a regido meristematica voltada para baixo. A
dissociacdo celular foi feita com auxilio de umaléminade
aco, enquanto era gotejada com pipeta Pasteur a solugédo
fixadora gelada, para espalhar a célulaao longo dalamina.
Em seguida, as |aminas foram secas em movimentos rapidos
contra o ar, para propiciar o espalhamento das placas
metafasicas e, finalmente, secas em placa aquecedora a
50°C. A laminafoi entdo mergulhada em &cido acético 45%
durante 10 segundos, para promover o clareamento do
citoplasma e aumentar o contraste, e foi novamente seca
a0 ar e em placa aquecedora. Apds a secagem, aléminafoi

mergul hada no corante Giemsa 10% durante cinco minutos
efoi entdo lavada em &gua destilada, para que o excesso
do corante fosse retirado. A laminafoi mais umavez seca
a0 ar em placa aquecedora.

Citometria defluxo

As andlises de citometria de fluxo foram realiza-
das no laborat6rio de citogenética do Departamento de
Biologia Geral da Universidade Federal deVigosa Dis-
cos foliares de 1 cm de didmetro foram retirados do
limbo foliar e transferidos para placas de Petri onde
foram triturados com o auxilio de umaldminade aco. A
esse triturado foram adicionados 500 uL de tamp&o DNA
Staining Solution Partec®. Apds dois minutos de incu-
bacéo, a suspensdo nuclear foi filtradaem umatelade
40 pm de didmetro, acrescentando-se mais 1500 pL do
tamp&o. Apds cinco minutos de incubacdo, a suspen-
séo nuclear foi filtrada em telas de 20 um em tubos es-
pecificos paraleiturano citdmetro de fluxo. As prepa-
racdes foram analisadas em um citdmetro de fluxo mo-
delo PAS 111 Partec®, equipado com lampada HBO de
arco demercurio 100 W paraexcitagdo em UV ecom o
parametro SSC-Blue, para andlise em 488 nm.

RESULTADOSE DISCUSSAO

I dentificacdo de variantes somaclonais com mar cador es
RAPD

Quando o oligonucleotideo OPW-08 foi utilizado,
uma planta ‘ Prata An& variante forneceu um padréo de
bandas diferente das demais ‘Prata An& variantes e de
todas as demais (Figura 1).

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose de fragmentos
de DNA de bananeiras ‘Prata An&@ (canaetas1a3), ‘Prata
An& variantes somaclonais (canaletas 4 a 6) e ‘Prata
(canaletas 7 a 9), amplificados com o uso do
oligonucleotideo OPW-08. A seta indica a banda
polimorfica
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A utilizacdo de dois primers por reacdo também
ndo foi eficiente nadiferenciacdo dos materiais estudados.
Entretanto, é interessante destacar que, quando o primer
OPW-08 fai utilizado juntamente com o primer OPA-01
(Figura 2), amesmaplanta‘Prata An& variante somaclonal
apresentou um padrdo diferente das demais. A
uniformidade fenotipica dos variantes aponta para uma
alteracdo nesse individuo que ndo tenha afetado a sua
morfologia.

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose de fragmentos
de DNA de bananeiras ‘Prata An& (canaletas 1 a3), ‘Prata
An& variantes somaclonais (canaletas 4 a 6) e ‘Prata

(canaletas 7 a 9), amplificados com o uso dos
oligonucleotideos OPW-08 e OPA-01 em uma Unica reag&o.
A setaindica a banda polimorfica

| dentificacdo de variantes somaclonais com mar cadores
SSR

Nenhum dos 33 pares de primers microssatélite
utilizados nesse experimento forneceu bandas
polimdrficas, sendo portanto invidveis na distingdo entre
osindividuos normais e variantes. Também ndo foram
eficientes na diferenciacdo de bananeiras da cultivar
Prata e Prata And, o que corrobora com o descrito por
Souza (2002), que utilizando o mesmo conjunto de pares
de primers no estudo de variabilidade genética de Musa
spp. ndo obteve sucesso na diferenciacdo dessas
cultivares, inserindo-as no subgrupo ‘ Prata’, apesar de
‘Prata An& ser um mutante da ‘Branca’, néo
pertencendo ao subgrupo ‘ Prata’ . A faltade fragmentos
polimdrficos pode ser observada, por exemplo, ao se
amplificarem as preparacfes de DNA com o par de
primers Mal/17 (Figura 3).

Preparo de ldminas e contagem cromossdmica

Asraizes coletadas a partir de plantasin vitro deram
origem alaminas de boa qualidade, com cromossomos bem
centralizados na placa metafasica da célula, de féacil
distingéo e contagem (Figura 4).

Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose de fragmentos
de DNA de bananeiras ‘Prata An& (canadetas 1 a4), ‘Prata
An& variantes somaclonais (canaletas 5 a 7) e ‘Prata

(canaletas 8 a11), amplificados com o uso do par deprimers
Ma/17.

O inconveniente dessas plantulas extremamente
jovens é que éimpossivel afirmar se sdo real mente normais
ou variantes, uma vez gque nesse estégio € impossivel a
deteccdo daqueles caracteres morfoldgicos que sdo
utilizados como base para a identificacdo daqueles
individuos variantes somaclonais.

Células de ponta de raiz de plantas, da cultivar Prata
Ana adultas, sabidamente normais e variantes somaclonais
foram analisadas, entretanto os resultados fornecidos néo
foram satisfatérios, uma vez que as plantas adultas ndo
fornecem um materia tenro o suficiente para que as laminas
tenham qualidade e a contagem possa ser redizada. As
células freqUentemente apresentavam-se ‘embagadas’,
rompidas, e as l&minas muito sujas, adém de haver uma
maior dificuldade na ligagdo do corante a0 DNA. Um
exemplo de célula adulta de ponta de raiz de uma planta
‘Prata An&@ variante observa-se naFigura 4.

Figura4 — Cromossomos de bananeiras ‘ Prata An& jovem
(esquerda) e variante somaclonal adulta (direita)
propagadas in vitro, em estadio de metéfase da mitose,
preparados pelo método de secagem ao ar.
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Citometria defluxo

Vinte plantas foram aleatoriamente coletadas e
analisadas no citdmetro de fluxo, sendo 8 ‘Prata An&
adultas, 8 ‘Prata And@ variantes adultas e 4 plantulas ‘ Prata
An&@ cultivadas in vitro. Na tabela 1 apresentam-se os
resultados das andlises.

Tabela 1 — Resultado da quantificaco relativado DNA de
cada planta de bananeira ‘Prata An&, analisada por
citometria de fluxo.

Tipo de bananeirada

cultivar Prata Ana Index”
Normal 1,25
Normal 1,21
Normal 1,00
Normal 1,26
Normal 1,00
Normal 1,25
Normal 1,04
Normal 1,22
Plantula 1,19
Plantula 1,18
Plantula 1,05
Plantula 1,25
Variante 1,21
Variante 1,25
Variante 1,22
Variante 1,00
Variante 1,23
Variante 1,25
Variante 1,02
Variante 1,16

Nota: 2 O INDEX corresponde ao valor de leiturano citbmetro
da quantidade de DNA, sendo que o INDEX 1,00 corresponde a
menor leitura. Uma planta com INDEX 1,22 possui em seus
nlcleos 22% a mais de DNA que aquel as plantas de referéncia.

A distribui¢&o daguelas plantas com mais ou menos
DNA no nucleo foi totalmente aleatéria, ndo sendo
portanto a citometria umatécnica eficiente para a distingéo
dos individuos da cultivar Prata And, que possuem este
tipo de variagdo somaclonal.

CONCLUSOES

Tanto os marcadores moleculares quanto as
técnicas citogenéticas utilizados nesse estudo ndo foram
eficientes na exata distincdo dos individuos variantes

dagueles normais para esse tipo de variacdo somaclonal,
em bananeiras da cultivar Prata Ana.

O primer de RAPD OPW-08 distinguiu uma planta
variante somaclonal de todas as demais, inclusive de outras
plantas também variantes, sugerindo que a variagdo ndo
ocorre de maneira uniforme no genoma. Como
morfologicamente sio idénticas, é provavel que essa
diferenca ndo esteja relacionada com a caracteristica que
determina a morfologia das plantas variantes.

As andlises de citometria de fluxo se mostraram
ineficientes na distingdo dos individuos variantes dos
normais, nas condic¢des de amostragem do trabalho.
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