Andlise da variacio somaclonal em mudas
micropropagadas de Musa acuminata cultivar Grande
Naine por meio de marcadores RAPD
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Resumo - Plantas de banana foram regeneradas através da cultura de tecidos a partir de gemas apicais de bananeira
Cavendish, cultivar Grande Naine, e mantidas por dez subcultivos em diferentes meios de cultura. O DNA gendmico
foi extraido a partir de rizomas das plantas matrizes originais, das plantas mutantes anis e variegadas oriundas do
cultivo in vitro e das plantas provindas de cinco e dez subcultivos. A andlise, Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) foi realizada utilizando-se 20 “primers” (iniciadores — sequéncia conhecida de nucleotideos?®), dois dos quais
(10%) revelaram polimorfismo entre as plantas anas e variegadas em relacéo as plantas normais. Com a utilizacéo
do “primer” OPJ-04, foram amplificados, nas plantas normais, dois fragmentos de aproximadamente 1,5 e 2,0kb
(quilobase, mil pares de bases) os quais estavam ausentes nas plantas anas. J4 o “primer” OPH-09 apresentou a
amplificacdo de uma banda de aproximadamente 1,7kb presente tanto nas plantas anas quanto nas variegadas, mas
ausente nas plantas normais. Neste estudo, mostrou-se que através do uso de marcador molecular RAPD é possivel
detectar variacdo somaclonal surgida durante o processo de micropropagacio nos mutantes.

Termos para indexac¢ao: banana, cultura de tecidos, mutacgéo, marcador molecular.

Somaclonal variation analysis in micropropagated plants of Musa acuminata
cultivar Grande Naine using RAPD marker

Abstract - Banana plants were regenerated using tissue culture of top buds from Cavendish plants, cultivar Grande
Naine, maintained under ten successive cultivations in different culture media. The genomic DNA was extracted
from the original matrix plant rhizoms, also from the dwarf mutant ones, variegated plants and from the plants
originated from the five and ten successive in vitro cultivations. The Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
analysis was carried out using 20 primers, having two of them (10%) shown polymorphism among the dwarf and
variegated plants in relation to the normal plants. The OPJ-04 primer has amplified two fragments of approximately
1.5 and 2.0kb present in the normal plants, but absent in the dwarf ones. The OPH-09 primer, however, presented
an amplification of approximately 1.7kb fragment, present in both dwarf and in the variegated plants, but absent in
the normal ones. This study shows that using the RAPD molecular marker makes it is possible to detect induced
somaclonal variation through micropropagation in banana plants.

Index terms: banana plants, tissue culture, mutation, molecular marker.

Introducao

A cultura da bananeira ocupa
cerca de 9 milhdes de hectares em
mais de 120 paises e destaca-se por
ser a fruta mais consumida no mundo
(FAO, 2006). As principais cultivares
de bananeira de importancia
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econdmica pertencem ao género
Musa, espécie acuminata ou hibridos
entre acuminata e balbisiana.

A propagacio vegetativa da
bananeira é a forma utilizada para a
obtencdo de mudas geneticamente
idénticas a planta matriz, pre-
servando-se as caracteristicas da

cultivar. Atualmente, a produgéo de
mudas de bananeira é realizada em
laboratérios de cultura de tecidos de
plantas. Entretanto, a micro-
propagacao de bananeira, a partir de
apices meristematicos e gemas
isoladas, tem resultado em niveis
relativamente elevados de variacido
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somaclonal, com frequéncias
variando de 3% a 25% (Hwang & Ko,
1987). Os principais tipos de
alteracoes genéticas observadas no
subgrupo Cavendish tém sido a
ocorréncia de alteracoes na altura da
planta e na morfologia foliar. O
nanismo representa cerca de 75% dos
mutantes, enquanto 24% destes
apresentam alteracdes nas folhas,
sendo a variegacdo a forma mais
comum (Reuveni, 1990).

A detecgao precoce das variagoes
genéticas durante o cultivo in vitro
tem sido efetuada pela analise visual
(Israeli et al., 1991), pela aplicacido
de acido giberélico (Reuveni, 1990) e
por meio da analise do contetdo de
proteina total (Reuveni et al., 1986).
Alguns métodos tém sido utilizados
para a deteccdo da variacdo
somaclonal em plantas através de
analise do DNA por marcadores
moleculares. Dentre os marcadores
moleculares, a detec¢do por Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
tem sido usada por se tratar de um
método simples, rdpido e menos
dispendioso (Heinze & Schmidt,
1995; Ngezahayo et al., 2006; Arruda
et al., 2006), porém nao é tao
confiavel devido a baixa
reprodutibilidade dos resultados
(Borém & Caixeta, 2006).

O estudo teve como objetivo
verificar a possibilidade de uso de
marcadores RAPD na deteccédo de
diferencas moleculares em plantas
matrizes de bananeira, plantas in
vitro normais, ap6és um periodo
prolongado de cultura, e em plantas
ands e variegadas obtidas pela
micropropagacao.

Material e métodos

A micropropagacdo de bananeira
do subgrupo Cavendish (AAA),
cultivar Grande Naine, foi
estabelecida a partir de gemas
apicais isoladas de plantas matrizes
obtidas do banco de germoplasma de
bananeira da Epagri/Estacéo
Experimental de Itajai, de marco de
1996 a fevereiro de 1997. Os
explantes foram mantidos durante
dez subcultivos (465 dias) em meio
Murashige & Skoog (1962) (MS),
adicionado de benzilaminopurina
(BAP), thidiazuron (TDZ) e 4cido tri-

-iodado benzoico (TIBA). As amostras
utilizadas para extracdo de DNA
foram constituidas pelos seguintes
materiais: (1) rizomas provenientes
do campo (planta matriz); (2) rizomas
com 240 dias in vitro (5 subcultivos)
em meio MS; (3) rizomas com 240
dias in vitro em meio MS + 2,5mg/L
BAP; (4) rizomas com 240 dias in
vitro em meio MS + 7,5mg/L BAP; (5)
rizomas com 240 dias in vitro em
meio MS + 0,1mg/L TDZ; (6) rizomas
com 465 dias in vitro (10 subcultivos)
em meio MS; (7) rizomas com 465
dias in vitro em meio MS + 2,5mg/L
BAP; (8) rizomas com 465 dias in
vitro em meio MS + 7,5mg/L BAP; (9)
rizomas com 465 dias in vitro em
meio MS + 0,1mg/L TDZ; (10) rizomas
com 465 dias in vitro em meio MS +
0,01lmg/L TIBA; (11) rizoma de
plantas anas cultivadas em casa de
vegetacdo e (12) rizoma de plantas
variegadas cultivadas em casa de
vegetacdo. As amostras 11 e 12
representam variantes somaclonais
formadas in vitro e mantidas em casa
de vegetacéo.

O DNA foi extraido de 1g de tecido
de rizoma fresco, segundo o método
de Dellaporta et al. (1983). A
concentracdo do DNA gendémico foi
estimada através da espec-
trofotometria, sendo sua qualidade
avaliada por eletroforese em gel de
agarose 0,7% e tampdo TBE 0,5 X.
As amostras de DNA foram
armazenadas a —20°C até a sua
utilizacao.

As reacoes de amplificacdo foram
realizadas em um termociclador
utilizando vinte “primers” (10-mer)
(Operon Technologies). As reagoes de
amplificacdo basearam-se no método
de Williams et al. (1990), com
pequenas modificacdes (Carneiro,
1997). Os ciclos de reacgao (94°C/
15min; 35°C/30min; 72°C/60min)
foram repetidos 39 vezes apés um
ciclo inicial de 94°C/60min; 35°C/
30min; 72°C/60min. Cinco microlitros
do produto da reacdo da PCR foram
fracionados por eletroforese a 100
volts, em gel de agarose 2% e tampao
TBE 10X (90mM Tris borato + 2 mM
EDTA). A coloracédo do DNA foi feita
com brometo de etidio (5mg/ml)
(Sambrook et al., 1989), e a
visualizacdo dos fragmentos
amplificados se deu através de luz
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ultravioleta (302nm) com posterior
fotodocumentacio. As reacoes de
PCR foram repetidas 3 vezes para
confirmar os padrdes obtidos com
cada um dos “primers” testados.

Primeiramente, foi elaborada
uma matriz bindria pela presencga ou
auséncia de loci polimoérficos. Para
tanto, para cada material foram
considerados apenas os fragmentos
nitidos e desconsideraram-se os
muito fracos e os de dificil ou
duvidosa resolugcdo. A partir da
matriz bindria, fez-se a andlise de
similaridade genética pelo coeficiente
de Jaccard e anédlise de agrupamento
pelo algoritmo UPGMA pelo
programa computacional NTSYS
(Rohlf, 2000).

Resultados e discussao

A analise com os marcadores
moleculares RAPD produziu um total
de 131 fragmentos, e cada “primer”
gerou de dois a 15 fragmentos
amplificados, distintos e repro-
duziveis. Esses fragmentos variaram
em tamanho de 3 a 3,5kb (Tabela 1).

No dendograma se observa a
formacao de dois grandes grupos com
93% de similaridade entre si (Figura
1). O primeiro grupo é formado pelos
individuos 1 e 2 que, por sua vez,
possuem 95,5% de similaridade entre
si. O segundo grupo é formado pelos
individuos 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 e
12 com 100% de similaridade entre
si. N&do se observou variabilidade
genética entre os individuos 3 a 12.
No entanto, pode-se sugerir a
existéncia de mutacio nos individuos
1e 2, 0 que torna estes geneticamente
diferente dos demais.

As plantas regeneradas na
presenca de BAP (2,5 e 7,5mg/L),
TDZ (0,1mg/L) e TIBA (0,01mg/L)
formaram-se a partir do de-
senvolvimento de gemas laterais
predeterminadas ou ndo. A anadlise
RAPD néo revelou nenhum tipo de
polimorfismo no material analisado
com cinco e dez subcultivos,
contrariando a ocorréncia esperada
de variagdo somaclonal entre as
plantas cultivadas por prolongados
periodos de tempo. Visualmente,
apenas uma planta ana foi detectada
ao longo da cultura, porém néo fez
parte das amostras. Em funcéo de a»
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados como “primers” na andlise RAPD em Musa acuminata (AAA) cultivar
Grande Naine

“Primer” Sequéncia Numero Numero Faixa do
total de de fragmentos tamanho dos
fragmentos polimorficos franmentos
kb
OPJ04 CCGAACACG 11 2 600 a 3.054
OPHO1 GGTCGGAGA 7 0 300 a 1.200
OPHO02 TCGGACGTA 5 0 700 a 1.100
OPHO03 AGACGTCCAC 2 0 1.000 a 1.100
OPHO04 GGAAGTCGC 6 0 700 a 1.500
OPHO05 AGTCGTCCCC 7 0 700 a 2.036
OPHO06 ACGCATCGCA 3 0 600 a 1.100
OPHO07 CTGCATCGTG 6 0 800 a 3.200
OPHO08 GAAACACCCC 10 0 550 a 3.050
OPHO09 TGTAGCTGGG 15 1 570 a 2.800
OPH11 CTTCCGCAGT 7 0 800 a 3.100
OPH12 ACGCGCATGT 7 0 750 a 2.036
OPH13 GACGCCACC 6 0 700 a 3.000
OPH14 ACCAGGTTG 7 0 400 a 3.500
OPH15 AATGGCGCG 4 0 850 a 3.054
OPH16 TCTCAGCTGG 3 0 800 a 1.500
OPH17 CACTCTCCTC 3 0 750 a 1.800
OPH18 GAATCGGCA 3 0 370 a 900
OPH19 CTGACCAGCC 13 0 390 a 2.300
OPH20 GGGAGACAC 6 0 750 a 1.450
analise ter sido realizada a partir de UPGMA

dez rizomas de plantas escolhidas
aleatoriamente, de um total de
aproximadamente 100 plantas,
possivelmente as alteracodes ge-
néticas, se presentes no experimento,
ndo foram contempladas na
amostragem ou ndo foram detectadas
pela analise RAPD. Aplicacdes de
marcadores moleculares do tipo
RAPD e ISSR tém mostrado a
existéncia de algumas alteracdes no
DNA de plantas de bananeira obtidas
por meio da cultura de tecidos (Ray
et al., 2006). Esses autores
observaram a presenca de trés
variantes somaclonais, nas quais a
porcentagem de loci polimérficos

Similaridade (Coeficiente de Jaccard)

obtidos por RAPD e ISSR foi de 1,75
e 5,08 na cultivar Robusta e de 0,83
e 5,0 na cultivar Giant Governor,
respectivamente. De maneira clara,
Oh et al. (2007) verificaram que
algumas regidoes do genoma da
bananeira apresentam altas taxas de
mutacdo e rearranjos quando as

Nota: Material 1 - mutante ando; Material 2 - mutante variegado; Material 3 - planta
matriz do campo; Materiais 4, 5, 6 e 7 - material com 5 subcultivos (MS; MS + 2,5mg/
L BAP; MS + 7,5mg/L BAP; MS + 0,1mg/L TDZ; respectivamente); Materiais 8, 9, 10,
11 e 12 - material com 10 subcultivos (MS; MS + 2,5mg/L BAP; MS + 7,5mg/L BAP;
MS + 0,1mg/L TDZ; MS + 0,01mg/L TIBA; respectivamente).

Figura 1. Dendograma obtido pelo método UPGMA para o coeficiente de
Jaccard, para as 21 bandas amplificadas geradas pelo RAPD para os
“primers” OPJ-04 e OPH-09.
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Nota: Linhas 1 e 14 — marcador de peso molecular
(1kb DNA ladder); Linha 2 — mutante anio; Linha
3 — mutante variegado; Linha 4 — plantas
matrizes do campo; Linhas 5, 6, 7 e 8 — material
com cinco subcultivos (MS; MS + 2,5mg/L BAP;
MS + 7,5mg/L BAP; MS + 0,1mg/L TDZ,
respectivamente); Linhas 9, 10, 11, 12 e 13 —
material com dez subcultivos (MS; MS + 2,5mg/L
BAP; MS + 7,5mg/L BAP; MS + 0,1mg/L TDZ; MS
+ 0,01mg/L TIBA, respectivamente).

Figura 2. Produtos de amplificacio obtidos com o
“primer” OPJ04 a partir de individuos originados
de micropropagacio da cultivar Grande Naine

plantas sdo submetidas a estresses
durante a micropropagacéo. Erig &
Schuch (2003) e Rocha et al. (2004),
verificaram que, apesar de a analise
RAPD caracterizar diferentes
cultivares de Pyrus communis, a
técnica nao foi suficientemente
sensivel para detectar pequenas
alteracoes genéticas. Assim, também
se admite que, no presente estudo,
possivelmente o ndmero de “primers”
usados, e, consequentemente, o
numero de fragmentos analisados,
ainda é insuficiente para se
assegurar a plena saturacido do
genoma.

Dois dos 20 “primers” utilizados
revelaram padrdes distintos entre as
plantas anas e variegadas em relacao
as plantas normais. Os fragmentos
polimérficos amplificados com a
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Nota: Linhas 1 e 15 — marcador de peso molecular
(1kb DNA ladder); Linha 2 — mutante anéo; Linha 3
— mutante variegado; Linha 4 — plantas matrizes do
campo; Linhas 5, 6, 7 e 8 — material com cinco
subcultivos (MS; MS + 2,5mg/L BAP; MS + 7,5mg/L
BAP; MS + 0,1mg/L TDZ, respectivamente); Linhas
9,10, 11, 12 e 13 —material com dez subcultivos (MS;
MS +2,5mg/L BAP; MS + 7,5mg/L. BAP; MS + 0,1mg/
L TDZ; MS + 0,01mg/L TIBA; respectivamente);

Linha 14 — controle negativo (sem DNA).

utilizacdo do “primer” OPJ-04,
presentes nas plantas normais,
porém ausentes nas plantas anas,
apresentaram tamanho de 1,5kb e de
2,0kb (Figura 2). O namero de
produtos amplificados pelo “primer”
OPJ-04 variou de dez a 11 nas
plantas normais e nove nas plantas
ands. Damasco et al. (1996),
trabalhando com plantas normais e
anas do subgrupo Cavendish,
cultivar New Guinea Cavendish e
Williams, verificaram que com a
utilizacdo do “primer” OPJ-04 foi
observado um fragmento de
aproximadamente 1,5kb, o qual
estava presente em todas as plantas
normais, mas ausente nas plantas
anas de ambas as cultivares. Embora
existam diferentes intensidades de
nanismo, como anfo, superanio,
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Figura 3. Produtos de amplificacéo obtidos com o
“primer” OPHO9 a partir de individuos originados de
micropropagacio da cultivar Grande Naine

semiando (Reuveni et al., 1986), é
interessante notar que, por meio do
mesmo “primer”, se detectou em duas
cultivares distintas o mesmo
fragmento polimérfico associado ao
fenétipo anao.

Por outro lado, o “primer” OPH-
09 apresentou a amplificacdo de
fragmentos de aproximadamente
1,7kb presentes nas plantas anés e
variegadas, mas ausentes nas
plantas normais (Figura 3). O
numero de produtos amplificados
com este “primer” variou de oito a dez
nas plantas normais e de dez a 11 nas
plantas anés e variegadas.

Dois tipos de polimorfismo foram
detectados neste estudo,
representados pela auséncia e
presenca de fragmentos. A presenca
de um mesmo padrao obtido nos dois»™
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genétipos, ando e variegado, sugere
um alto nivel de homologia na
sequéncia do DNA naquela posicéo
(Williams et al., 1990). Por outro lado,
a presenca do fragmento apenas no
genotipo ando e sua auséncia no outro
genodtipo indica a existéncia de
diferencas na sequéncia de DNA. A
falta de amplificacdo nos dois
gendtipos pode ser atribuida a
mudanca de uma tnica base comum
a ambos os genétipos ou a duas
sequéncias completamente diferentes
(Vierling & Nguyen, 1992), podendo
também ser devida a delegdes
cromossdémicas, translocagdes ou
ativacdo de elementos transponiveis
(Phillips et al., 1990).

Conclusoées

® A analise de RAPD pode ser
utilizada para detectar a variacéo
genética induzida pelo processo de
micropropagacdo em bananeiras
apesar do baixo nimero de “primers”
utilizado no estudo.

O uso de marcadores mo-
leculares do tipo RAPD pode ser de
grande valia para analisar a
ocorréncia de instabilidades genéticas
no material de bananeira mantido in
vitro, bem como para detectar
precocemente a presenca de mutantes
andes e variegados durante o processo
de micropropagacao.
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