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RESUMO

Em todo o mundo, a cultura da banana tem enfrentado uma série de problemas
relacionados a ocorréncia de doengas e pragas, para as quais, a obtencdo de cultivares
resistentes € a forma mais viavel de controle. Hibridos tetrapl6ides promissores, obtidos
a partir do cruzamento de cultivares tripléides com dipléides cultivados, selvagens ou
melhorados, tém sido produzidos pelos diferentes programas de melhoramento. No
entanto, 0 sucesso num programa de melhoramento depende inicialmente do completo
conhecimento da diversidade genética do germoplasma disponivel. Os marcadores
microssatélites constituem-se em ferramentas valiosas para este fim. Este trabaho
objetivou caracterizar, por marcadores microssatélites, 84 gendtipos de Musa, a partir do
estabelecimento de uma metodologia de deteccdo do polimorfismo em géis de
sequienciamento, por meio da coloragdo com prata. Os gendtipos foram analisados em
dois experimentos distintos. No primeiro experimento, as relacdes genéticas existentes
entre 35 gendtipos, compreendendo cultivares triploides, racas locais (landraces) e

hibridos tetrapldides foram investigadas empregando-se 11 primers SSRs. A andlise



fenética obtida mostrou concordancia com a caracterizacdo baseada em descritores
morfologicos. Os gendtipos agruparam-se com base na composicdo gendmica, grupo
gendémico e subgrupo. Alguns hibridos tetrapldides apresentaram distorgdes na
proporcéo de alelos doados pelo genitor feminino tripldide, o que suporta constatacoes
recentes sobre a ocorréncia de recombinagdo durante a formagdo dos gametas femininos.
No segundo experimento, nove primers SSRs foram empregados na caracterizacéo de 49
gendtipos diplGides, divididos em trés ‘subgrupos (cultivados, selvagens e melhorados)
e na determinacdo das relagbes genéticas existentes entre estes materiais e nove
cultivares comerciais tripldides. A andlise fenética conduzida sobre todos os gendtipos,
ndo evidenciou uma perfeita separacdo dos gendtipos dipldides em seus respectivos
subgrupos, possivelmente devido a existéncia de muitos alelos comuns a eles. A
estatistica Ry confirmou este resultado. Alguns genétipos dipl6ides exibiram uma forte
relacdo com as cultivares tripldides AAA tipo exportacdo. Os marcadores microssatélites
mostraram-se atamente eficientes na caracterizacéo e discriminagdo do germoplasma de
Musa, gerando fingerprinting Unicos para um grande nimero de gendtipos. Um grande
nimero de alelos pdde ser detectado, 0 que comprovou a hatureza multialélica deste tipo
de marcador. Os genétipos dipl6ides foram os que apresentaram a maior diversidade,
refletida pelo maior nimero de alelos detectados e pela baixa similaridade entre os
clones. Nos dois experimentos, observou-se uma alta proporcéo de alelos “multiplex”,
bem como locos duplicados, o que resultou na perda do cardter codominante dos
marcadores SSRs. As implicacbes decorrentes destas observacdes foram consideradas. A
metodologia de coloragdo com prata apresentada mostrou ser um procedimento

eficiente, rpido, smples e de baixo custo na deteccéo do polimorfismo SSRs.
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SUMMARY

The banana Musa) industry has faced various disease and pest problems all over the
world, and the development of resistant cultivars is the most attractive way of control.
Promising tetraploid hybrids, derived from crosses between triploid cultivars and wild,
cultivated or selected diploids, have been developed from different breeding programs.
However, the success in a breeding program depends on the knowledge about the
genetic diversity of the available germplasm. Microsattelite is an important tool for
estimating the genetic diversity. This work aimed to characterize 84 Musa genotypes
using microsattelite markers, based on a method for polymorphism detection with
electrophoresis on sequencing gel stained with silver nitrate. The genotypes were
analyzed in two experiments. In the first one, the genetic relationships between 35
genotypes, including triploid cultivars, landraces and tetraploid hybrids, were
investigated using 11 microsattelite primers. The phenetic analysis disclosed a grouping
in agreement with the characterization based on morphological descriptors. The

genotypes clustered according to genomic composition, genomic group and subgroup.



Xii

Some tetraploid hybrids presented distortion of the proportion of alleles donated by the
female triploid genitor, in support to recent description about the occurrence of
recombination during female gamete formation. In the second experiment, 9
microsattelite primers were used to characterize 49 diploid genotypes, divided into three
subgroups (cultivated, wild and selected) and to determine the genetic relationships
between these genotypes and 9 commercial triploid cultivars. The phenetic analysis of
al the genotypes did not demonstrate a separation of the diploid genotypes into the
respective subgroups, possibly because of the occurrence of various alleles in common
The dtatistic Ry confirmed this result. Some diploid genotypes showed a strong
relationship with export-type triploid AAA cultivars. Microsattelite markers were shown
to be highly efficient for Musa germplasm characterization and discrimination,
generating unique fingerprinting for a large number of genotypes. A large number of
alleles was detected, demonstrating the multi-allelic nature of this marker. The diploid
genotypes presented the largest diversity, reflected by the largest number of detected
alleles and by the low similarity between clones. In both experiments, a large proportion
of multiplex aleles was, as well as duplicated loci, resulting in the loss of the
codominant character of the marker. The resulting implications were considered. The
methods of silver staining showed to be a quick, simple, efficient, and low-cost

procedure to detect SSR polymorphism.



1 INTRODUCAO

A banana (Musa spp.) € uma das frutas mais consumidas no mundo, sendo
explorada na maioria dos paises tropicais. A nivel mundial, ocupa o quarto lugar em
termos de importancia alimentar, apos o arroz, trigo e leite (Crouch et al., 1999b). A
banana é rica em carboidratos (24%), fibras (6-7%), como também em elementos
minerais e vitaminas, como potassio, magnésio, calcio fésforo, sodio, ferro e vitaminas
A, B eC (Sharrock & Lusty, 2001).

Cultivada quase que exclusivamente por pequenos agricultores, possui hotavel
papel socio-econdmico em muitos paises tropicais em desenvolvimento, sendo de
importéancia tanto como fonte de alimento como fonte de divisas para 0 mercado local e
internacional.

O Brasil é 0 segundo produtor mundial, com producdo aproximada de 7,2
milhSes de toneladas, numa &rea de 480 mil hectares (FNP - consultoria e comércio,
2001). Apesar do volume produzido, as exportacoes brasileiras atingem apenas 1% da
producdo, com destinos aos paises do Mercosul, principalmente Uruguai e Argentina.
Este baixo indice de exportacdo esta relacionado principalmente a baixa qualidade do
produto naciona e ao elevado consumo interno da fruta (FNP - consultoria e comércio,
1998).

Em todo o mundo, a cultura da banana tem enfrentado uma série de problemas
relacionados ainfestacdo de patdgenos e pragas, para as quais, ha auséncia de variedades
melhoradas, 0 emprego de pesticidas € a Unica forma de controle. O elevado custo desta
forma de controle esta fora do a cance de muitos pequenos agricultores, que s8o 0s mais
prejudicados com perdas na produgdo. Para os grandes produtores, o controle quimico

representa um custo econdémico e ambiental considerével (Frison et a., 1997).
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Portanto, h& uma grande necessidade de se obter variedades geneticamente
melhoradas, garantindo uma producéo sustentavel e ambientalmente segura.

Porém, a ocorréncia de triploidia nas cultivares comerciais dificulta o
melhoramento genético desta cultura, o qual envolve hibridacdes interespecificas e
interpl6ides (Crouch et a., 1999a).

Hibridos tetrapl6ides promissores, obtidos a partir do cruzamento de cultivares
tripl6ides (AAA ou AAB) com diploides (AA) cultivados, selvagens ou melhorados, tém
sido produzidos pelos diferentes programas de melhoramento em todo o mundo. No
entanto, resta ainda um enorme potencial do aumento da produtividade por meio do
melhoramento genético (Crouch et al., 1999b).

Avancos consideraveis tém sido obtidos na compreensdo da base genética de
caracteristicas de importancia agricola em banana Ortiz, 1995). Entretanto, para que
maiores avancos sgam alcancados no melhoramento desta cultura, existe uma
necessidade urgente de se obter progressos similares na compreensdo da estrutura
gendmica e das relagdes genéticas existentes entre 0s acessos depositados nos bancos de
germoplasma (Crouch et al., 1999b).

O desenvolvimento e aplicacdo de tecnologias baseadas em marcadores
moleculares, fornecem ferramentas Unicas, capazes de revelar polimorfismos ao nivel de
sequéncias de DNA, suficientes para discriminar a variagdo genética existente entre
individuos e dentro de populacbes Kresovich et a., 1995). Dentre os marcadores
existentes, os microssatélites tém sido considerados os ideais para caracterizacdo e
avaliacdo da variabilidade genética em Musa, pois sdo co-dominantes, multialélicos,
reprodutiveis e amplificados via PCR (Grapin et al., 1998). Entretanto, aplicacdo
rotineira dos marcadores microssatélites requer que a relacdo custo/beneficio sga
considerada. Apesar do custo e trabalho requeridos no desenvolvimento de sequéncias
gue flangueiam regibes do DNA contendo os microssatédlites, varios primers foram
desenvolvidos e disponibilizados para estudos em banana (Lagoda et al., 1998b, Couch
et a., 1998). Porém, a deteccdo do polimorfismo SSRs foi originamente desenvolvida
empregando-se métodos radioativos ou fluorescentes. Tais procedimentos, além de

caros, requerem condicdes especiais de trabalho, as quais ndo se adaptam a realidade de
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pesquisa de muitos laboratorios de pesguisa. Trabalhos recentes demonstraram a

eficiéncia na deteccdo de acidos nucléicos empregando-se a coloracdo com prata, a qual

pbde ser comparada aos métodos radioativos e fluorescentes Comincini et al., 1995;

Christense et al., 1999).
Por meio do emprego de marcadores microssatélites, este trabalho teve como

principais objetivos:

1. estabelecer uma metodologia de deteccdo do polimorfismo em géis de
sequienciamento, empregando-se a coloracéo com prata;

2. caracterizar 35 cultivares de banana, compreendendo cultivares comerciais
tripl6ides e hibridos tetrapl 6ides, de ampla aceitacdo no mercado nacional;

3. caracterizar 49 gendtipos dipl6ides, compreendendo gendtipos cultivados, selvagens
e melhorados;

4. veificar as relagdes genéticas existente entre e dentro dos gendtipos diploides
cultivados, selvagens e melhorados;

5. verificar as relagdes genéticas existentes entre os gendtipos diploides e cultivares

comerciais tripléides.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia

A banana (Musa spp. L.) compreende plantas gigantes, herbéceas perenes,
pertencentes a classe Monocotyledonae, familia Musaceae, ordem Scitaminae, que se
desenvolvem em &reas tropicais e subtropicais Umidas. E propagada vegetativamente por
meio de mudas ou brotos, embora as espécies selvagens sejam propagadas por sementes
(Simmonds, 1973).

Taxonomicamente, 0 género Musa divide-se em cinco seccbes. Callimusa,
Rhodochlamys, Australimusa, Ingentimusa e Eumusa. As secgOes Callimusa (2n =2x =
20) e Rhodohlamys (2n = 2x = 22) possuem apenas interesse ornamental. A seccéo
Ingentimusa possui apenas uma espécie, Musa ingens (2n = 2x = 14). A seccdo
Australimusa (2n = 2x = 20) contém o grupo de bananas comestivels conhecidas como
Fe'i (Musa maclayi) e a espécie Musa textilis, cultivada para producdo de fibras. A
seccdo Eumusa (2n = 2x = 22) é a mais importante do género, pois contém a maioria de
cultivares de banana. Esta seccdo inclui dez espécies. Musa acuminata, Musa
balbisiana, Musa basjoo, Musa cheesmani, Musa flaviflora, Musa halabanensis, Musa
itinerans, Musa nagensium, Musa schizocarpa e Musa sikkimensis (Novak, 1992).
Plantas selvagens de Musa acuminata sdo classificadas em sete subespécies: Musa
acuminata burmanica, M. a. burmanicoides, M. a. banksii, M. a. malaccensis M. a.
siamea, M. a. zebrina e M. a. microcarpa (Jenny et al., 1999).



2.2 Origem e evolugéo das bananeiras cultivadas

A evolugdo da maioria das cultivares de banana ocorreu no Continente Asiético,
a partir da hibridagdo intra ou interespecifica de duas espécies selvagens diploides, a
saber: Musa acuminata e Musa balbisiana, da sec¢cdo Eumusa (Simmonds & Shepherd,
1955).

Duas importantes alteragdes determinaram a domesticagdo da bananeira. A
ocorréncia de partenocarpia por mutagdo em Musa acuminata, seguida da existéncia de
esterilidade feminina resultou no desenvolvimento dos frutos sem a ocorréncia de
polinizagdo (Kaemmer et a., 1992). Por meio da selecdo humana, varios clones
passaram a ser cultivados nas areas Umidas do sudeste Asidtico, particularmente na
Maldsia. Dessa forma, as cultivares primitivas foram dipldides, completamente
derivadas de Musa acuminata e denominadas dipléides AA. Cultivares triplGides de
Musa acuminata (AAA; 3x = 33) passaram a ocorrer como resultado de hibridizagdes,
nas quais dipldides partenocarpicos, parciadmente estéreis, cruzaram-se com formas
macho férteis. Por apresentarem frutos maiores e serem mais produtivos, os clones
tripléides foram preferidos em relacdo aos dipldides, substituindo-os em muitos locais
(Sharrock, 1998).

Nas &reas secas da Asia, onde predominam formas selvagens de Musa
balbisiana, ocorreu um desenvolvimento evolucionario paralelo, conduzindo ao
aparecimento de cultivares dipldides e tripldides puramente balbisiana, reconhecidos
primeiramente nas Filipinas (Vaimayor et a., 1991). A sobreposicdo da distribuicéo
natural de Musa acuminata e Musa balbisiana nesta regido, associada a existéncia de
autocompatibilidade entre estas duas espécies, levou ao aparecimento das bananeiras de
congtituicdo gendmica AB, AAB e ABB. Os tetrapldides dos grupos AAAA, AAAB,
AABB,ABBB evoluiram de forma similar. A participacdo de duas espécies da seccdo
Australimusa, Musa schizocarpa (genoma S) e Musa angustigemma (genoma T) em
algumas cultivares de Nova Guiné foi recentemente comprovada por hibridacdo in situ,
sendo possivel a ocorréncia de combinacfes AS, AAS e ABBS, AAT, ABBT, nesta
regido (D’'Hont et al., 2000).
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Embora o sudeste da Asia seja considerado o centro de origem das espécies de
Musa (Simmonds, 1995), uma grande diversidade de banana existe na Africa sub-Saara,
onde diferentes tipos sdo cultivados em diferentes sub-regifes. Dessa forma, os pléatanos
(grupo de cultivares de congtituicdo gendmica AAB, impaataveis quando cruas) sdo
predominantes nas éreas de planicies a0 oeste e ao centro da Africa, enquanto que
bananas AAA prevalecem em areas montanhosas no leste Africano (/uylsteke, 2001).
Por este motivo, a Africa é considerada um centro secundério de diversidade de bananas
e platanos, a qual é resultante de mutagdes somaticas e selecdo humana durante o longo
periodo de cultivo nesta regido (De Langhe, 1969). A introducdo da banana nos demais
continentes ocorreu com a expansdo do comércio, atingindo toda a costa asi&tica
banhada pelo oceano indico, e posteriormente, difundindo-se pela costa africana,

atingindo as Américas com as conquistas européias (De Langhe, 1995).
2.3 Cultivares

Apesar de haver um grande numero de cultivares de banana, Cheesman, (1948)
as classificou em trés grupos morfologicamente distintos. O primeiro grupo apresenta
predominancia dos caracteres botéanicos de Musa acuminata; o segundo, exibe as
caracteristicas principais de Musa balbisiana e o terceiro, combina as caracteristicas
destas duas espécies, sendo portanto, hibridos interespecificos naturais. As variagoes
morfol6gicas observadas por Cheesman (1948) refletem principamente ateracbes na
coloracdo do pseudocaule, presenca de manchas na base do peciolo, sua coloracéo, a
forma do canal peciolar, variagBes da inflorescéncia, tamanho e formato dos frutos e
coloragdo da polpa.

Simmonds & Shepherd (1955), propuseram um sistema de classificacdo das
cultivares de banana atualmente aceito no mundo todo, o qual baseia-se num esquema de
notas sobre quinze descritores morfoldgicos, permitindo agrupar as cultivares a seus
respectivos grupos gendémicos. Assim, cada cultivar é avaliada para cada um dos quinze
descritores, sendo que para cada caracter com aderéncia perfeita & Musa acuminata é
atribuido o valor 1 e para cada caracter com aderéncia perfeita a Musa balbisiana,
atribui-se valor 5. Segundo esse esquema, Musa acuminata possui valor 15 (15 x 1) e
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Musa balbisiana, valor 75 (15 x 5). Expressdes intermediarias dos caracteres sao
registradas, assumindo-se valor 2, 3 e 4. As cultivares hibridas devem ter um total de
pontos entre 15 e 75. Porém, na prética, ligeiros desvios em torno desses valores sdo
permitidos, de forma que as cultivares puramente acuminata devem possuir valores
entre 15 e 25 pontos e cultivares puramente balbisiana, entre 70 e 75. Os hibridos sdo
esperados entre 26 e 69 pontos, tendo-se: AA/AAA: 15 — 25 pontos, AAB: 26 — 46;
AB/AABB: 47 — 49; ABB: 59 — 63; ABBB: 67 — 69; BB/BBB:70 — 75 pontos.

Além da definicdo de grupos gendmicos, foi estabelecido o uso do termo
‘subgrupo’, para denominar um conjunto de cultivares provenientes de mutagoes de uma
Unica cultivar original (Simmonds, 1973).

As producdo de banana visando o mercado de exportacdo esta concentrada em
cultivares do subgrupo ‘Cavendish’ de constituicdo gendmica AAA, enguanto um
grande numero de cultivares de congtituicdo AAA, AAB e ABB sdo cultivadas para
consumo local em diversas regides no mundo. De acordo com Silva et a. (1997), no
Brasil predominam cultivares locais ou ‘ landraces’ de constituicdo genémica AAB como
‘Prata’ ‘Pacovan’ e ‘Mag&', que juntas correspondem a 75% da area plantada, seguindo-
se pelas cultivares do subgrupo ‘ Cavendish’ (AAA) como ‘Nanica e ‘Nanicéo’ (21%).

2.4 Melhoramento genético

Em todo o mundo, a cultura da banana tem enfrentado uma série de problemas
causados principalmente pela infestacdo de patdgenos e pragas, 0S quais S0
responsaveis por grandes perdas na producdo. Dentre estes, os fungos correspondem aos
agentes infecciosos de maior importancia, pois determinam o aparecimento da murcha
de Fusarium ou mal-do-Panamg, como também manchas foliares, representadas
principamente pela Sigatoka amarela e Sigatoka negra, esta Ultima recentemente
introduzida da regido norte do Brasil (Silva et a., 1999). Entre as bacterioses, destaca-se
0 Moko ou murcha bacteriana, a qual constitui-se numa constante ameaca para 0s
produtores brasileiros, visto que todas as cultivares sdo atamente susceptiveis. O

nematéide de maior importéncia é o Radopholus similis, enquanto que a broca-do-



rizoma constitui-se na principa praga para a cultura.

O melhoramento genético da bananeira iniciou-se em 1922 em Trinidad e em
1924 na Jamaica, quando a murcha do Fusarium dizimou as plantacbes de ‘Gros
Michel’ na América Central e na Jamaica. O objetivo desses dois programas era
produzir um hibrido de ‘Gros Michel’ resistente ao fusarium. Posteriormente, passou-se
a objetivar também resisténcia a Sigatoka. No inicio da década de 30, foi obtido o
primeiro hibrido tetraplGide resistente a0 Fusarium e aSigatoka, a partir do cruzamento
da cultivar tripléide ‘Gros Michel’ e a espécie selvagem dipléide Musa acuminata
malaccensis. Apesar do hibrido obtido ndo apresentar performance comercial, havia sido
delineado um sistema de hibridacgo que permitia 0 melhoramento genético da banana
(Silva et a., 1999). Desde entéo, programas de melhoramento foram iniciados em vérios
paises, objetivando a producdo de cultivares com resisténcia a pragas e doengas e
melhoria na qualidade dos frutos. Assim, hibridos de banana tém sido desenvolvidos em
Honduras pela FHIA (Fundacién Hondurefia de Investigacion Agricola), na Nigéria pelo
IITA (Internationa Institute of Tropical Agriculture), no Brasil pelo CNPMF/Embrapa
(Centro Nacional de Pesquisa em Mandioca e Fruticultura), na india pela Tamil Nadu
Agricultural University, e em Guadalupe pelo CIRAD (Centre de Coopération
Internacionale en Recherche Agronomique pour le Développment). A nivel
internacional, o INIBAP (International Network for the Improvement of Banana and
Plantain) tem a funcdo de coordenar os diferentes programas de melhoramento e
também, promover o intercambio de germoplasma.

Os primeiros hibridos melhorados foram produzidos pela FHIA e estédo sendo
testados em mais de 50 paises; alguns deles, cultivados atualmente em escala comercial
por agricultores. Hibridos de platanos resistentes a Sigatoka negra foram produzidos
pelo IITA e estdo sendo avaliados na Africa. No Brasil, hibridos resistentes a Sigatoka
(amarela e negra) e a0 mal-do-panama, desenvolvidos pela Embrapa, estdo sendo
avaliados em diversos locais e fornecidos a agricultores brasileiros (Frison et al., 1997;
Vuylsteke, 2001; Silvaet al., 1998, 1999)

Apesar dos resultados obtidos, o melhoramento genético da banana é dificil e

trabalhoso, tendo sido considerado por muito tempo como impraticavel. A propagacéo



vegetativa, a baixa fertilidade dos clones, a ocorréncia de triploidia e o tempo requerido
para se produzir uma cultivar melhorada impedem o rgpido progresso no melhoramento.
Porém, a incorporacdo de resisténcia é o meio mais eficiente no controle de doengas,
sendo que a descoberta de fontes de resisténcia e a avaiacdo da fertilidade feminina
devem se congtituir nas prioridades de um programa de melhoramento (Vuylsteke,
2001).

Na bananeira, a variabilidade genética importante localiza-se entre as diversas
formas selvagens da espécie Musa acuminata e nas cultivares do grupo AA, as quais S0
usadas como genitores masculinos no melhoramento e deverdo contribuir com
resisténcia a doencas como mal-do-Panamd, Sigatoka amarela, Sigatoka negrae Moko e
ainda com outras caracteristicas agronémicas favoréveis (Silva et al., 1999). Musa
balbisiana, apresenta genes resisténcia a diversos patdgenos e pragas, genes de
tolerdncia a seca, porém, € pouco variavel para 0s caracteres agrondémicos como
tamanho e formato dos frutos (Dantas et a., 1993, Jenny et a., 1999).

Apesar do sucesso na utilizagdo direta dos dipldides selvagens na producéo de
hibridos resistentes a Sigatoka negra, 0 desenvolvimento de dipléides melhorados
também é considerado um importante componente no melhoramento genético
(Vuylsteke, 2001). Sendo assim, o melhoramento convencional iniciaase com a
hibridacéo e selecdo de recombinantes a nivel dipldide, cujo objetivo é concentrar, em
um mesmo gendtipo , um maior nimero de caracteres desgjaveis.

De acordo com Dantas et al. (1993) na producdo de cultivares melhoradas sdo
consideradas quatro classes de hibridacao:

a) triploides resultantes de cruzamentos de dipl6ides com dipléides, com a
recombinacdo apenas no genitor dipldide masculino. Apesar das cultivares
existente supostamente terem evoluido desta forma, muito poucos resultados
foram obtidos na producéo de cultivares melhoradas, empregando-se esta
metodologia.

b) tetraplGides resultantes de cruzamentos entre tetrapldides com segregacdo
nos dois parentais. As bananeiras tetrapldides, sgjam espontaneas ou

sintetizadas, possuem numero de cromossomos multiplo de 11 e
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teoricamente, deveriam ser mais férteis que os tripldides. O pdlen dipléide
dos tetrapldides, entretanto, apresenta uma viabilidade bem reduzida, que
raramente permite a autofertilizagdo ou a fertilizacdo de outros tetrapl Gides.
Em funcdo disso, a producdo de tetraploides secundarios é dificilmente
praticavel, devido abaixissima producéo de sementes,

triplGides resultantes de cruzamentos entre tetraploides e diploides, também
com segregacdo nos dois parentais. Utilizando-se o pdlen A de dipldides, é
freqlentemente possivel obter bons rendimentos de sementes e,
consequientemente, hibridos secundérios tripldides. Entretanto, uma grande
variabilidade é liberada, havendo a necessidade de um grande nimero de
plantas para que seja realizada uma selecdo eficiente,

tetrapldides resultantes do cruzamento entre tripléides e dipl6ides, com
recombinacdo apenas do parental masculino diploide. Esta tem sido a
metodologia basica aplicada em todos os programas de melhoramento.
Diploides melhorados, macho-férteis, apresentando resisténcia a doencas e
outros caracteres agrondmicos sd0 cruzados com cultivares triplGides
portadoras de esterilidade parcial. Os hibridos obtidos destes cruzamentos
podem ser dipldides, tripldides, tetraplGides e heptapldides (com 22, 33, 44 e
77 cromossomos respectivamente). Visto que teoricamente a recombinacéo
gamética ocorre apenas do lado do genitor dipldide, apenas os hibridos
tetrapldides possuem potencial para serem usados como cultivares
comerciais, uma vez que a totalidade do genoma triplGide esta representado
no hibrido. Este esquema de hibridag@o retrata portanto, um mecanismo de
implantacéo de caracteristicas adicionais nas cultivares estabelecidas (Silva
et al., 1998), e tem tido aplicagdo no melhoramento de bananas de mesa
AAA e AAB, platanos AAB e nas bananas de cozimento ABB. No entanto, a
fertilidade de tais cruzamentos € muito baixa e dependente do gendtipo. A
maioria dos clones AAA e AAB produzem menos que 0,1 semente por fruto
apos polinizagdo com polen hapldide, enquanto que alguns clones ABB

produzem mais de dez sementes por fruto.
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No melhoramento de bananas tipo exportacdo (AAA), apenas a cultivar ‘Gros
Michel’ e seu variante de porte baixo ‘Highgate' sdo usados como genitores femininos,
uma vez que apresentam esterilidade parcial. Clones pertencentes ao grupo ‘ Cavendish’
apresentam resisténcia a0 Fusarium, porém possuem esterilidade feminina completa
(Novak, 1992), havendo a necessidade de se usar a indugdo de mutacdo ou
transformacdo genética para se ampliar sua base genética. Similarmente, a cultivar
‘Mac&, muito apreciada pelo mercado brasileiro, também apresenta esterilidade
feminina completa. A obtencdo de hibridos tetrapldides tipo ‘Maca& baseia-se na cultivar
tripléide “Yamgambi Km 2, a qual produz frutos com sabor muito semelhante aos da
cultivar ‘Mag&’, com a vantagem de produzir sementes (Silva et al., 1999).

Segundo Dantas et al (1993) triplGides secundérios podem ser produzidos a partir
da duplicagdo cromossdmica de gendtipos dipléides promissores, por meio do
tratamento com colchicina e, posteriormente, efetuar cruzamentos tetraplGide x diploide.

Na ultima década, o crescente reconhecimento sobre a importancia da banana
pela comunidade cientifica, coincidiu os grandes avancos nas técnicas de melhoramento,
possibilitando superar, em grande parte, as barreiras existentes no melhoramento desta
cultura (Frison et al., 1997). A obtencdo de popul agdes segregantes em cruzamento teste,
a partir do cruzamento de um triplGide (genitor heterozigoto) e um dipléide (genitor
homozigoto recessivo), tornou possivel o estudo da heranca dos caracteres em Musa
(Ortiz, 1995). Assim, atualmente se conhece a heranca da resisténcia a Sigatoka negra
(Ortiz e Vuylsteke, 1994a), ao nanismo (Ortiz & Vuylsteke, 1995b), ao abinismo (Ortiz
& Vuysteke, 1994b), partenocarpia QOrtiz & Vuylsteke, 1995a), orientacdo do cacho
(Ortiz, 1995), esterilidade feminina e masculina Ortiz, 1995), peso do cacho e outras

caracteristicas quantitativas (V uylsteke, 2001).



2.5 Mar cador es molecularesem Musa;:

A utilizagdo efetiva dos recursos genéticos disponiveis ao melhoramento genético
requer um pleno conhecimento da diversidade genética existente. Em um banco de
germoplasma, informagdes precisas sobre alguns paréametros sdo imprescindiveis, tais
como: @) identidade: a certeza de que um acesso est4 catalogado corretamente e
corresponde ao tipo verdadeiro; b) parentesco: o grau de relagdo entre os gendtipos de
um acesso ou entre acessos de uma colecdo; c) estrutura: a quantidade de variacéo
genética presente e como ela esta fracionada entre individuos, acessos e colegdes; d)
localizagdo: a presenca de um gene desgjado ou complexo génico em um acesso
especifico bem como a existéncia de uma seqiéncia de DNA mapeada em um
cromossomo particular de um individuo (Kresovich et a., 1995). O conhecimento das
relacbes genéticas entre individuos aumenta a acuracia na predicdo da performance
hibrida (Panter & Allen, 1995).

Varios métodos tém sido empregados para investigar a variabilidade genética
presente no germoplasma de Musa. Os descritores morfotaxondmicos foram os
primeiros a serem desenvolvidos e aperfeicoados para as bananeiras, e recentemente,
119 descritores foram definidos como norma de descricdo do germoplasma de Musa
(Ipgri, 1999). Entretanto, muitas caracteristicas vegetativas sdo influenciadas por fatores
ambientais, apresentam variagcdo continua e alto grau de plasticidade, podendo muitas
vezes, ndo refletir a real diversidade existente (Lima et a., 2001). Ademais, em Musa,
alguns caracteres sdo expressos somente na fase adulta, podendo ser avaliados somente
apos longo tempo de plantio no campo (Pillay et al., 2000). Analises fenéticas baseadas
em caracteres morfolégicos e citologicos conduzidos por Simmonds & Weatherup
(1990) revelaram alta heterogeneidade dentro da secgdo Eumusa, refletida pelo baixo
nivel de consisténcia entre os caracteres. Tal fato levou os autores a dividir a seccéo
Eumusa em duas subsecgGes informais: ‘Eumusal’ e‘Eumusa?’.

Marcadores bioquimicos (isoenzimas) foram testados para identificacdo e
classificagdo de germoplasma de Musa, porém 0 niumero de sistemas e o grau de

polimorfismo obtido limitaram sua utilidade na identificagéo de clones e estimativa da
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diversidade genética (Gawel & Jarret, 1991, Carvaho et a., 1998).

O advento de técnicas possibilitando detectar polimorfismos a nivel de DNA tem
gerado um grande nimero de marcadores moleculares para andlises genéticas e
fingerprinting dos individuos (Jeffreys et a., 1985).

Gawel et a. (1992) caracterizaram por marcadores RFLP (restriction fragment
length polymorphisms) 19 espécies do género Musa pertencentes & seccOes Eumusa,
Callimusa, Rhodochlamys e Australimusa, empregando 66 sondas de DNA gendmico.
Diferentemente dos marcadores morfolOgicos, a andlise fenética obtida ndo evidenciou
uma clara distin¢éo entre as espécies da sec¢fes Eumusa e Rhodochlamys.

Jarret et al. (1992) caracterizaram por RFLP 26 acessos dipléides pertencentes a
diferentes secgbes do género, incluindo formas partenocarpicas e selvagens. Alto
polimorfismo foi observado entre os acessos selvagens de Musa acuminata. As
cultivares nativas de Papua Nova Guiné ndo apresentaram relacdo a Musa balbisiana e a
Musa Schizocarpa, porém, apresentaram alta homologia a Musa acuminata. Relacfes
filogenéticas entre espécies de Musa foram também investigadas por RFLP
empregando-se sondas do DNA do cloroplasto (Gawel & Jarret, 1991).

Fauré et a. (1994) avaliaram por RFLP o mecanismo de transmissdo do DNA
citoplasmatico em bananeiras dipldides. Progénies obtidas a partir de cruzamentos
controlados foram analisadas empregando-se sondas de DNA cloroplastico e
mitocondrial. Os resultados revelaram a heranca materna do DNA cloroplastico e
paterna do DNA mitocondrial, sugerindo a existéncia de dois mecanismos separados de
transmissdo de organelas. O conhecimento sobre 0 modo de heranca das organelas
constitui-se num importante fator a ser considerado em estudos de filogenia no género e
oferece uma nova ferramenta para confirmar a origem hibrida de um material.

A producdo de progénies hibridas de cruzamentos entre triplGides comerciais e
diploides (homozigotos recessivos para os caracteres) ou ainda entre dipldides tem
possibilitado o estudo de heranga dos caracteres em Musa. Um mapa gendmico de
ligacdo foi estabelecido utilizando marcadores moleculares do tipo RFLP, para
cruzamentos entre uma cultivar dipldide e M. acuminata ssp banksii, sem relacéo,
portanto com as bananas de mesa comerciais (Fauré et al., 1993).
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Kaemmer et a., (1992) utilizaram sequéncias de minissatélites e amplificacdo
aleatéria (RAPD) na avaiacdo do polimorfismo de quinze espécies e cultivares
representativas do género Musa, compreendendo gendtipos AA, AAA, AAAA, AAB,
ABB e BB, tendo sido possivel identificar bandas especificas de genoma A e B. A
identificacdo de marcadores de genoma A e B é de grande interesse para 0O
melhoramento, pois permite que a definicdo da composi¢cao gendmica de um hibrido sgja
feita ainda em est&gio de plantulaou in vitro, contornando os problemas que envolvem a
lenta propagacéo da planta, o longo ciclo da cultura (18-24 meses) e 0 grande espaco
reguerido. Pillay et al. (2000) identificaram marcadores RAPD especificos de genoma A
e B, o que permitiu aos autores redefinir a composicdo gendmica de aguns clones,
previamente classificados pelos descritores morfologicos. Howell et a. (1994)
identificaram marcadores RAPD especificos a nove genétipos de Musa, representados
pelos genomas AA, AAA, AAB, ABB e BB. Recentemente, técnicas de citometria de
fluxo e hibridagdo in situ também tém sido empregadas em complementacdo aos
marcadores moleculares, na determinacdo da composicdo gendémica dos clones de
banana (Osuji et al., 1997; Lysak et a., 1998; D’Hont et al., 2000; Kamaté et al., 2001).

O potencial do uso de marcadores RAPDs para identificacdo precoce de
variantes somaclonais aliado acaracterizagcdo desses clones, tem sido avaliado em Musa.
Kaemmer et a., (1992), identificaram em bananeira um polimorfismo de RAPD entre
um mutante induzido (‘GN 60') de ‘Grande Naine e a planta origina. Mais
recentemente, Damasco et al., (1996) avaliaram 57 plantas normais e 59 plantas anas de
bananeira Cavendish utilizando 66 primers arbitarios, e identificaram um primer (OPJ
04) capaz de amplificar um fragmento de 1500 pares de base, presente apenas nas
plantas normais. Ford-Lloyd et al. (1992) avaliaran a instabilidade genética em
germoplasma de Musa mantido in vitro, empregando-se marcadores RAPD.

Bhat & Jarret (1995) demonstraram a utilidade dos marcadores RAPD na
caracterizagdo do germoplasma de Musa, tendo sido possivel diferenciar clones que se
mostravam idénticos sob o ponto de vista morfoldgico. Mais recentemente, Loh et 4.
(2000) detectaram fingerprinting Unicos para 12 das 16 cultivares avaiadas,
empregando-se apenas oito combinagdes de primers AFLP.
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Considerando que existem algumas regifes do genoma que apresentam mais
polimorfismos do que seqiéncias de cOpia Unica, marcadores moleculares especificos
para essas regides foram desenvolvidos. Um marcador potencial é qualquer seqiiéncia de
DNA capaz de detectar polimorfismo, e em geral, quanto mais polimorfico, mais
informagdes ele contém, tornando mais f&cil detectar diferencas entre individuos. DNA
ndo codificante &, sobre este ponto de vista, mais interessante que DNA codificante, pois
acumula mais mutagdes e ndo esta sujeito a pressdo seletiva. DNA ndo codificante é
representado principamente por DNA  repetitivo, denominado microssatélite,
minissatélites ou DNA satélite, dependendo do comprimento da seqiéncia (Testolin et
al., 2000). Microssatélites, também conhecidos como Simple Sequence Repeats (SSRs),
possuem sequéncias curtas, com 2 a 5 pares de base, enquanto que os minissatélites,
seguéncias mais longas, com aproximadamente 20 pares de base (Dowling et al., 1996).
Freglentemente, estes dois tipos de marcadores sdo referidos como VNTRs (Variable
Number of Tandem Repeats). Estes marcadores além de serem altamente polimérficos e
heterozigotos, possuem outras caracteristicas comumente requeridas em marcadores, tais
como: padréo de heranga mendeliana, codominancia, estabilidade somética,
confiabilidade e reprodutibilidade do método de andlise (Testolin et al., 2000).
Minissatélites localizam-se préximo aos telémeros, e as variagdes em seu comprimento
s80 devidas a recombinacdes intramoleculares/interal élicas e conversdo génica (Jeffreys
et a., 1991). Minissatélites sdo menos frequentes e por isso, ha poucos relatos de seu uso
em plantas (Morgante et a., 1997). Locos minissatélites sdo tipicamente analisados em
perfis multilocos, empregando-se métodos de hibridizacdo (Dowling et a., 1996).
Inversamente, os microssatélites sdo muito frequentes e distribuidos aleatoriamente por
todo o genoma, facilmente encontrados em bancos de dados de DNA (Morgante &
Olivieri, 1993) ou através de isolamento de clones positivos de uma biblioteca genbmica
apos hibridagcdo com sonda especifica (Thomas e Scott, 1993). A maioria dos
microssatélites sdo baseados em repeticdes de dinucleotideos [(AC),, (AG), e (AT)], as
quais podem ser amplificadas via PCR usando primers complementares & regides que
flanqueiam estas repeticdes, o que resulta num polimorfismo devido a diferengas nos
comprimentos dos fragmentos apds a eletroforese (Staub et al., 1996). Estas diferencas
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derivam de variagbes no niUmero de repeticdes, e sGo provenientes de escorregamento
(‘dippage’) da DNA polimerase durante a replicacdo do DNA ou de ‘crossing-over’
desigual entre cromédtides irmas (Valdes et d., 1993). Fragmentos microssatélites sdo
melhor resolvidos em géis de poliacrilamida desnaturante, sendo possivel detectar
diferencas de apenas dois pares de base (Litt et a., 1993). A visuadlizagdo do
polimorfismo pode ser realizada pela coloragéo direta (coloragdo com nitrato de prata)
ou indireta (marcagdo radioativa ou flurescente dos nucleotideos).

Os SSRs tém sido identificados em um grande nimero de espécies vegetais, e
s80 0s marcadores ideais para construcdo de mapas genéticos de ata resolucdo e
identificacdo de locos controladores de caracteristicas de interesse (Devey et al., 1996),
estudos genéticos de conservacdo e de populacdes (Powell et al., 1995, Rgora et a.,
2000), identificacdo clonal (Sanchez-Escribano et al., 1999); monitoramento e
certificacdo de cruzamentos controlados, identificacdo de espécies e hibridos e
determinagdo da paternidade (Van de Den & McNicol, 1996) e selecéo assistida por
marcadores (Weising et al., 1998; Crouch et a., 1998).

Em Musa, os microssatélites tém sido considerados ideais para deteccdo da
variabilidade genética inter e intra-especifica (Grapin et al., 1998) e na selecdo assistida
por marcadores. Grapin et al. (1998) utilizaram nove marcadores microssatélites para
caracterizar 59 gendtipos dipléides de Musa, compreendendo acessos cultivados e
selvagens. Os marcadores empregados permitiram aos autores definir as relagdes
genéticas existente entre 0s acessos, como também discriminar acessos com
classificagdo duvidosa. De Langhe & Devreux (1960) classificaram o clone ‘Calcutta 4’
como uma nova subespécie, Musa acuminata burmaniccoides, e portanto, diferente de
Musa acuminata burmanica. Estudos conduzidos por RFLP revelaram ndo haver
diferencas entre ‘ Calcutta4’ e M. a. burmanica. Porém, os marcadores SSR empregados
por Grapin et al. (1998) discriminaram estes dois acessos, confirmando a classificagéo
anteriormente proposta por De Langhe & Devreux (1960). Segundo 0s mesmos autores,
a descricdo morfologica de M. acuminata errans € muito similar a descricéo de M.
acuminata banksii. Analises RFLP revelaram que o clone ‘Agutay’ (M. a. errans) era

muito similar aos representantes de M. acuminata banksii. O polimorfismo SSR obtido
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por Grapin et al. (1998) discriminou ‘ Agutai’ de M.a. banksii.

Crouch et a. (1998) utilizaram a selecdo assistida por marcadores SSRs em
hibridos dipl6ides e tetrapldides provenientes do cruzamento entre a espécie selvagem
dipléide M. acuminata ssp. burmanica (‘Calcutta 4’') e o cultivar tripldide ‘Obino
I'Ewal’. Um total de 31 pares de primers foram utilizados, dos quais 12 detectaram
polimorfismo entre os parentais dipl6ide e tripl6ide. Na andlise dos hibridos, foi possivel
detectar um, dois ou trés aldos maternos polimérficos, indicando a ocorréncia de
recombinacdo durante a formagdo de gametas 2n (= 3x) no cultivar tripldide. Crouch et
al. (1999a) compararam a eficiéncia dos marcadores RAPD, AFLP e SSRs na deteccéo
da variabilidade genética na progénie tetrapldide proveniente do referido cruzamento.
Todos os trés métodos detectaram alto polimorfismo entre os gendétipos parentais e a
progénie tetrapldide, entretanto, os microssatélites foram o0s marcadores mais
polimorficos. Conforme anteriormente observado com o0s marcadores SSRs, 0s
marcadores AFL P também detectaram alta taxa de recombinac&o dos alelos do parental
feminino na progénie tetraplGide. No entanto, houve baixa correlacdo das estimativas da
diversidade genética entre os gendtipos com os diferentes marcadores ensaiados.
Segundo estes mesmos autores, para se obter uma boa acurécia das estimativas da
diversidade genética existente num germoplasma, € necessario que diferentes
marcadores sgjam empregados de forma complementar, visto que abrangem regides
diferentes do genoma.

A avaliacdo de progénies dipldides e tetrapldides provenientes do cruzamento
entre tripléides e dipldides € 0 Unico meio de se plangar as melhores opcbes de
cruzamento em banana. Assim, por meio do emprego de marcadores microssatélites,
Crouch et a. (1999b) identificaram, em progénies segregantes, hibridos dipldides e
tetrapldides com potencial para serem empregados como parentais masculinos e
femininos, no esquema de melhoramento objetivando a producdo de triplGides
secundérios.

Recentemente, dois mapas genéticos de ligacdo baseados em marcadores RFLP,
RAPD e isoenzimas foram saturados com marcadores microssatélites. A comparacdo

dos diferentes marcadores evidenciou uma grande colinearidade entre os marcadores
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RFLP e SSRs, ambos mostraram-se muito informativos. Os SSRs foram superiores na
deteccéo do polimorfismo (Kaemmer et al., 1997).

O grande poder de discriminagdo destes marcadores justifica o seu uso quando se
pretende obter uma boa representacdo da diversidade genética existente em Musa,
conduzindo a estudos de diversidade inter e intraespecifica e promovendo melhor

compreensdo do seu genoma (Grapin et al., 1998).
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Resumo

O uso de marcadores moleculares em larga escala no melhoramento de plantas é
limitado pelo alto investimento e capacidade de genotipagem. Polimorfismos de DNA
podem ser detectados em géis de poliacrilamida desnaturante de forma indireta pela
marcacao radioativa dos nucleotideos, ou diretamente, através da coloragdo. A marcagéo
fluorescente ou radiativa requer infraestrutura sofisticada, nem sempre disponivel nos
paises em desenvolvimento. Neste trabalho, um método melhorado de coloragdo com
prata de baixo custo é apresentado e comparado a dois outros métodos, pela sua
habilidade em detectar polimorfismo microssatélite em géis de poliacrilamida aderidos a
placas de vidro. Os trés procedimentos diferiram basicamente no requerimento de um
pré-tratamento de oxidagdo, pré-exposicdo com formaldeido durante a coloragdo com
nitrato de prata, inclusdo de tiosulfato de sodio e a substituicdo de carbonato de sddio
por hidroxido de sodio para estabelecer condigdes alcalinas para reducéo de ions prata.
Todos os métodos detectaram o mesmo padréo de bandas e alelos. Entretanto, diferencas
significativas na sensibilidade, contraste e background foram observadas. Dois métodos
apresentaram sensibilidade superior, detectando até 1 L da reacdo de amplificagdo. O
método melhorado apresentou menor background e permitiu a reutilizacéo das reactes
de coloragdo. O emprego de géis de sequienciamento desnaturante de fina espessura (< 1
mm) permite genotipar 60 a 96 amostras em apenas quatro horas. O emprego de
peguenos volumes de reagdo e reutilizacdo das solugbes de coloragdo reduziu os custos

de genotipagem.

Summary

The large-scale use of molecular markers in plant breeding is limited by genotyping
throughput capacity for genotyping. DNA polimorphysms can be detected in denaturing
polyacrylamide indirectly by nucleotide labeling or directly by staining. Fluorescent-
labeling or radiolabeling requires sophisticated infrastructure not always available in
developing countries. We present an improved low-coast method for silver staining and
compare it to 2 other methods for their ability to detect ssimple sequence repeat
polymorphisms in denaturing polyacrylamide gels bound to glass plates. The 3
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procedures differed in their requirement for an oxidation pretreatment; preexposure with
formaldehyde during silver nitrate impregnation, inclusion of sodium thiosulfate, and by
their replacement of sodium carbonate for sodium hydroxide to establish akaline
conditions for silver ion reduction. All methods detected the same banding pattern and
aleles. However, important differences in sengitivity, contrast and background were
observed. Two methods gave superior sensitivity, detecting down to 1 nL of loaded
amplification products. Our improved method gave lower backgrounds and alowed the
reutilization of staining solutions. The use of thin (<1 mm) denaturing sequencing gels
allows genotyping of 60-96 samples within 4 hours. Use of smaller loading samples

volumes and reutilization of staining solutions further reduced costs.
3.1 Introducéo

Marcadores moleculares, tais como simple sequence repeats (SSRs), ou
sequence-tagged microsatellite sites (STMS), tém sido amplamente empregados no
melhoramento de plantas (i.e. mapeamento gendmico, selecdo assistida por marcadores)
e em estudos de evolucéo e de conservacdo. Entretanto, sua aplicacdo rotineira requer
metodol ogias eficientes para genotipagem em massa Mitchell et al., 1997). O método
mais eficiente para visualizagdo de DNA fita simples em gés de poliacrilamida,
emprega a marcagdo radioativa ou fluorescente dos nucleotideos. Estes procedimentos
requerem condicdes especiais, sd0 caros e demorados, muitas vezes impraticaveis na
maioria dos paises tropicais, 0s quais carecem de infraestrutura sofisticada (Lagoda et
al., 19983).

A coloracdo com prata foi originalmente descrita para deteccdo ultrasensivel de
polipeptideos separados em eletroforese em gel de poliacrilamida (Merril et a., 1981) e
posteriormente adaptada para deteccdo de acidos nucléicos (Sommerville e Wang, 1981,
Herring et al., 1982; Blum et d., 1987). Beidler et a. (1982) desenvolveram um método
fotoquimico de coloracdo com prata para deteccdo de &cidos nucléicos com ata
sensibilidade (5-7,5 pg DNA mmi?). Desde entdo, pequenas adaptacdes destes métodos

originais de coloragédo tém sido propostos, visando aumentar a sensibilidade, reduzir o
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nimero de passos dos procedimentos, eliminar componentes toxicos e também permitir
uma melhor visualizacdo dos fragmentos (Bassam et al., 1991; Santos et al.,1993;
Sanguinetti et al., 1994). Bassam et a. (1991) aumentaram a sensibilidade (cercade 1 pg
mm?) pelainclusio de uma pré-exposicdo com formaldefdo durante a impregnacdo com
nitrato de prata e pela reducdo na concentragdo de nitrato de prata, enquanto que
background foi reduzido pelainclusio de tiosulfato de sddio e eliminagdo do tratamento
de oxidagdo com dicromato de potassio e acido nitrico. Sanguinetti et al. (1994)
descreveram pequenas modificagdes no protocolo, como a substitui¢éo do carbonato de
sodio por hidroxido de sodio, para estabelecer condi¢des alcalinas na redugdo dos ions
prata aprata metalica por formaldeido, com o qual obteve sensibilidade de 3 pg mm?2. A
deteccéo de acidos nucléicos empregando-se coloragcdo com prata tem demonstrado ser
altamente sensivel, com resultados similares a deteccdo por marcagdo radioativa ou
fluorescente (Comincini et al., 1995; Christensen et al., 1999).

Em geral, estes métodos de coloracdo com prata foram otimizados para géis
desnaturantes com ambas as superficies livres, ndo colados aplacas de vidro ou pléstico.
O uso de filme poliéster afeta a qualidade da coloracdo, pois requer longo tempo de
revelagdo, aumentando o background (Bassam et al., 1991). Para uma otimizagdo na
andliise, um grande nimero de amostras pode ser anadlisado em um Unico gd de
sequienciamento, mas as manipulacdes durante a coloracéo requerem o gel ligado auma
superficie de vidro.

O objetivo deste trabalho foi avaliar um método de coloragdo com prata de baixo
custo, adaptado de Beidler et al. (1982) empregando-se banana (Musa spp.) como um
sistema modelo. A sensibilidade deste méodo foi comparada a dois outros métodos
freglientemente empregados (Bassam et a., 1991; Sanguinetti et a., 1994). As
condigbes para deteccdo dos microssatélites foram otimizadas usando géis de

poliacrilamida desnaturante aderidos aplacas de vidro.



3.2 Material e Métodos
3.2.1 Extracado do DNA e condicbes da PCR

DNA gendmico total foi extraido a partir de folhas de 35 gendtipos de Musa,
compreendendo cultivares tripldides, tetrapldides e uma cultivar dipléide, empregando-
se um procedimento modificado adaptado de Doyle & Doyle (1990). O DNA foi
guantificado for fluorimetria (DyNA Quant 2000 Fluorometer, Amersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire, UK). Reagbes de amplificagdo foram realizadas conforme
descrito por Lagoda et al. (1998b) com pequenas modificacbes. O volume das reacdes de
amplificacdo foi 25 mi, contendo 50 ng de DNA genémico; 50 mM KCl; 10 mM Tris-
HCI (pH 8.8); 0.1% Triton-X; 1.5 mM MgCh; 100 M de cada dNTPs; 0.2 nM de cada
primer AGMI 24 e AGMI 25 (Lagoda et al., 1998b) e 1.5 unidades de Taqg polymerase
(Life Technologies do Brasil, S& Paulo, SP, Brasil). Os primers SSRs foram
sintetizados pela Life Technologies do Brasil baseados em seqiiéncias obtidas por
Lagoda et al. (1998b). Amplificacbes foram conduzidas em termociclador Perkin Elmer
modelo 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), empregando-se um
programa ‘touchdown’, com ciclo inicial de 94 °C por 3 min, seguido de 9 ciclosa40sa
94°C; 40 sa60 °C, 60 sa 72 °C, reduzindo um grau a cada ciclo, seguido de 25 ciclos de
40sa94°C, 40sa50 °C, e60 sa72°C.

3.2.2 Eletroforese

- Tratar a placa de vidro menor (33,3 x 39,4 cm) com 4 m de metacriloxipropil-
trimetoxisilano (PlusOne Bind-Silane, cat. # 17-1330-01; Amersham Pharmacia
Biotech) em 1 mL de etanol-acido acético (0,5% de écido acético glacial em 95%
de de etanol), para colar o gel aplaca de vidro. Deixar secar por 5 minutos e
remover 0 excesso usando papel umedecido em etanol 95%;

- Tratar o vidro maior (33,3 x 41,9 cm) com 1 mL de solucdo a 2% de
dimetildiclorosilano em octametil ciclo-octasilano (PlusOne Repel-Silane ES, cat

# 17-1332-01, Amersham Pharmacia Biotech) para permitir a separacdo das
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placas. Deixar secar por 5 minutos e remover o excesso com papel umedecido
em agua destilada.

Preparar uma solucéo 30% de acrilamida com 29 g de acrilamida e 1g de
metilenobisacrilamida, em volume final de 100 mL em agua mili-Q autoclavada;
Preparar uma solugdo de uréaacrilamida, misturando 100 mL da solucdo 30%
de acrilamida, 100 mL de TBE 5X (445 mM Tris-base; 445 mM é&cido borico, 10
mM EDTA), e 219 g de uréia. Adicionar dgua mili-Q autoclavada para um
volume final de 500 mL, filtrar em papel de filtro e armazenéla a 4°C em frasco
€sCuro;

Preparar o gel (6% de poliacrilamida; 7M uréia), misturando 50 mL da solucéo
uréiaacrilamida em TBE, com 200 L de solucéo fresca a 10% de persultato de
sodio e 84 mL de TEMED. Aplicar esta solucéo &s placas de vidros ja montadas
com os espacadores (0,4 mm de espessura) usando o aparato de seqienciamento
SQ3 (Amersham Pharmacia Biotech). Esperar 60 minutos até o gel polimerizar.
Correr 0 gdl de sequenciamento a 60 W (42 mA; 1500V) por 60 minutos, ou até
a temperatura das placas de vidro atingir 55°C, em tampdo TBE 1X ( 89 mM
Tris; 89 mM &cido bérico, 2 mM EDTA);

Adicionar 12,5 L de tampao desnaturante (10 mM NaOH; 0,05% xylenocyanol
[p/v]; 0,05% de azul de bromofenal [p/v]; 20 mM de EDTA em formamida), aos
25 nL. da reacdo de amplificagdo. Quando usar diferentes volumes de reacéo de
PCR, manter a mesma propor¢do de tampao desnaturante.

Desnaturar as amostras por 3 minutos a 94°C no termociclador. Colocar as
amostras imediatamente no gelo.

Aplicar as amostras (8 L) no gel o mais répido possivel. Correr o gel a 60W por
80-100 minutos a 50-55°C.
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3.2.3 Coloracéo com Prata

Os géis foram coloridos com prata empregando-se trés métodos, de acordo com
0s passos descritos na Tabela 1. O protocolo desenvolvido por Bassam et a. (1991) foi
seguido exatamente como descrito. O método descrito por Sanguinetti et a. (1994) foi
ligeiramente modificado, com ateracdo no tempo para melhorar a deteccéo. O método
melhorado adaptado de Beidler et a. (1982) foi otimizado. Todos os reagentes
empregados para a coloragdo foram de grau analitico, tanto da Mallinckrodt Baker S.A.
(Xaostoc, México) (etanol, &cido nitrico e carbonato de sodio) e da Merck (nitrato de
prata, hidréxido de sodio, formaldeido). Todas as solugdes foram preparadas usando-se
agua destilada ultrapura. As placas de vidro foram cuidadosamente agitadas em shaker
durante o processo de coloragdo. Proceder a coloragdo da seguinte maneira:

- Cuidadosamente, desmontar 0 aparato do gel, separando as placas de vidro;

- Colocar aplaca de vidro com o gel aderido a ela em um recipiente de pléstico,

- Aplicar 1000 mL da solucéo fixadora (10% etanol, 1% &cido acético) e agitar em
shaker por 10 minutos,

- Lavar o gel com 1000 mL de &gua destilada por 1 minuto;

- Prétratar o gel (oxidar) com 1000 mL de solugdo de &cido nitrico a 1,5% por 3
minutos,

- Lavar o gel com 1000 mL de &gua destilada por 1 minuto;

- Colorir o gel com 1000 mL de solugéo de nitrato de prata a 0,2% por 20 minutos,
agitando cuidadosamente em shaker;

- Lavar o gel duas vezes com 1000 mL de agua destilada por 30segundos;

- Revelar o gel aplicando iniciamente, 250 mL da solucdo reveladora (30gL™
Na,COs; 0,54 mL por litro de formaldeido a 37%) gelada (i.e. 12°C), agitando
cuidadosamente até a solucdo se tornar escura. Substitui-la com o restante 750
mL da solucdo, agitar por 4-7 minutos, até as bandas adquirirem a intensidade
desgjada (aproximadamente 5 minutos). Remover a solucdo reveladora.

- Parar arevelagdo adicionando 1000 mL de solucéo de &cido acético a 5%, por 5

minutos.



- Lavar o gd em &gua destilada.

- Secar ao ar livre, fotografar ou escanear.
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Tabela 1. Resumo dos passos empregados nos trés métodos de coloragdo com prata.

Procedimento melhorado
Passo (adaptado Beidler et dl. Bassam et d. 1991 Sanguinetti et a. 1994
1982)
1. Fixagéo 10% Etanol, 1% é&cido 10 % &cido acético; 20 10% etanol; 0.5% &cido
acético; 10 min min acetico; 20 min
2. Lavagem  H,0O; 1min - -
3.Pré 1.5% &cido nitrico; 3 min - -
tratamento
4. Lavagem  H,O; 1Imin H,O; 2 min; 3 vezes -
5. Coloragdo  0.2% AgNOs;; 20 min 0.1% AgNOs;; 15 mL 0.2% AgNOg; 30 min
37% formaldeido litro™;
30 min
6. Lavagem  H,0; 30's; 2 vezes H,0O; 20 s (opciond) -
7.Revelacdo 30 g I* NaCOs5; 054 mL 3% Na,CO;; 1.5 ml 37% 3% NaOH; 5 mL 37%
37% formadeido litro*; formadeido litro*; 2 mg formaldeido litra*; 5-10
4-7 min. Na,S;0:5H,0 litro*; 2-5 min
min.
8. Finalizagdo 5% &cido acético; 5min 10 % &cido acético; 5min 10% etanol; 0.5% &cido

acético

3.3 Resultados e Discussao

DNA de 35 genétipos de banana (cultivares diploides, triplGides e tetrapl 6ides)

foram amplificados por PCR empregando-se o primer AGMI 24/25 (Lagoda et d.,

1998b). Amostras da mesma reacdo de amplificagdo foram aplicadas em trés géis de

poliacrilamida idénticos. Todos os trés meétodos de coloragdo com prata foram

empregados para deteccdo do polimorfismo SSR. Os trés métodos exibiram o mesmo

padréo de bandas, com alelos idénticos (Figura 1). Entretanto, os métodos diferiram em
relacdo a sensibilidade e contraste. O método melhorado baseado em Beidler et al.

(1982) apresentou sensibilidade e contraste similar ao método proposto por Bassam et al.

(1991), utilizado por Lagodaet a. (1998a), porém, com menor background, devido
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Figura 1 - Sensbilidade dos trés métodos de coloragdo com prata no polimorfismo
microssatélite em Musa, empregando-se o primer AGMI 24/25 e separado
em géis desnaturante de poliacrilamida a 6% . (&) Método melhorado
baseado em Beidler et al. (1982); (b) método de Bassam et al. (1991) e (c)
método de Sanguinetti et al. (1994). Linha m. 123 ladder; linha 2.
'Williams); 3. 'Grand Nain€'; 4. 'Nanica; 5. Nanicdo'; 6. 'PBN'; 7. 'Ouro da
Mata; 8. 'Branca; 9. '‘Gros Michel’; 10. 'Bucaneer’; 11. 'Ambrosia; 12.
'‘Calypson’; 13. Mysore'; 14. Thap Maeo'; 15. 'Prata Jau'; 16. 'Prata; 17.
'Prata; 18. 'Prata Santa Maria; 19. 'Prata Ponta-Aparada’; 20. 'Enxerto’; 21.
'Prata And; 22. 'Pioneira; 23. 'FHIA 01'; 24. 'FHIA 18 25. 'SH3640'; 26.
'Pacovan’; 27. 'PV42-142'; 28. 'PV42-85'; 29. 'PV42-68'; 30. Caipira; 31.
'‘Macd; 32. Yangambi km 2'; 33. 'YB42-21'; 34. 'Terra; 35. 'Prata Porte
Baixo'; 36. 'Lidi"; 37. Controle negativo (sem DNA). Amostras 2-6, 9 e 30
possuem constituicdo gendmica AAA (3x); amostras 10-12 sGo AAAA (4x);
8, 13-21, 26, 31, 32, 34, e 35 genoma AAB (3x); 7, 22-25, 27-29, e 33
genoma AAAB (hibridos 4x); 36 AA diploide (2x). Amostras ns linhas 2 e

27 ndo amplificaram.
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provavelmente a menor concentracdo de formadeido empregada. O método
desenvolvido por Sanguinetti et al. (1994) apresentou a menor sensibilidade, com um
background amarelo forte, mas com bandas visiveis e discretas. O maior problema com
este método foi a interferéncia da solucdo reveladora contendo NaOH, a qual causou o
descolamento do gel da placa de vidro.

Amostras contendo diluicOes seriais idénticas de produtos amplificados foram
aplicadas em cada gel com o objetivo de se testar a sensibilidade de cada método (Figura
2). Amostras controle contendo uma concentracdo de DNA de 24 ng em 8 niL estimada
por fluorimetria, e volumes decrescentes (4 m, 2 m and 1 nl) foram aplicadas. O método
melhorado foi bastante sensivel e apresentou 0 menor background, detectando bandas
nitidas e discretas mesmo com 0 menor volume. O método proposto por Sanguinetti et
a. (1994) foi capaz de detectar apenas as amostras com 4 nl.

A preparacdo € 0 manuseio das solugBes foram as mesmas para todos os
métodos. A solucdo fixadora pode ser reutilizada por trés vezes, enguanto que as
solucBes de oxidacdo (acido nitrico) e a finalizadora (&cido acético), podem ser
reutilizadas por cinco vezes. A solucéo de nitrato de prata pode ser reutilizada por duas
vezes, sem comprometer a sensibilidade, cuidando-se armazena-las em vidro escuro na
temperatura ambiente.

Anteriormente, a andlise do polimorfismo SSRs era realizada em géis ndo
desnaturantes, de tamanho 20 x 20 cm e espessura de 1,5 mm. Devido ao tamanho do gel
e espessura para suportar as manipulagbes no processo de coloragdo, ambas as
superficies eram livres de vidros e os géis eram corados de acordo com a metodologia
descrita por Sanguinetti et a. (1994). Entretanto, quando grandes géis de
sequienciamento (33,3 x 39,4 cm) foram usados, este método de coloracdo ndo foi
apropriado devido ao tamanho e espessura (0,4 mm).

Lagoda et a. (1998a) relataram o polimorfismo microssatélite em banana
baseado em géis desnaturantes pequenos (10 x 12 cm), aderidos a filmes de poliéster,
corados com prata usando 0 método de Bassam et al. (1991). O mesmo méodo
apresentou bons resultados quando testado em grandes géis de sequienciamento aderidos

auma superficie de vidro. Entretanto, a reacdo de revelacdo foi muito rapida paraum



Figura 2 - Sensibilidade na deteccdo da amplificacdo de SSR na cultivar de banana
‘Ouro daMata (genomaAAAB), empregando-se o par de primer AGMI
24/25 com os trés méodos de coloracdo com prata, em géis de
poliacrilamida 6% desnaturante. Volumes decrescentes de produtos
amplificados foram carregados por linha. Linha m. 123 ladder; Linha 2.
8m;3.4m;4.2m; 5.1 m. (a) método melhorado baseado em Beidler
et a. (1982); (b) método de Bassam et a. (1991); (c) método de
Sanguinetti et al. (1994).



controle seguro do contraste, mesmo usando as solugBes em baixas temperaturas. O
método de coloragdo melhorado baseado em Beidler et a. (1982) apresentou varias
vantagens. Um grande numero de amostras podem ser anaisadas em um Unico gel,
permitindo a comparacdo direta dos alelos. Por serem finos, mas largos, os géis de
sequenciamento utilizam um volume comparavel de poliacrilamida e outros reagentes
para andlise de um grande nimero de amostras (cerca de 96 em comparagéo a 20). A
maioria dos reagentes de coloracdo podem ser reutilizados, sem comprometer a
gualidade. A alta sensibilidade na deteccdo dos fragmentos permite que pequenos
volumes de amostra sgjam carregados, e consegientemente, um volume reduzido da
reacao de PCR é requerido (cercade 13 L).

O método melhorado baseado em Beidler et a. (1982) tem sido rotineiramente
usado em nosso laboratério para analise do polimorfismo baseado em AFLP e SSR em
vérias culturas tropicais [Theobroma grandiflorum (cupuagu); T. cacao (cacaueiro);
cana-de-aclcar; feijdo, maga e citrus], com resultados satisfatérios. E um método
simples e seguro, e ndo apresenta 0S riscos associados a0 uso de radioisotopos.
Entretanto, a solucdo de nitrato de prata deve ser devidamente descartada para evitar

contaminagdo ambiental .

3.4 Conclusoes
- O procedimento de coloracdo com prata apresentado neste trabalho mostrou-se
eficiente na deteccdo do polimorfismo microssatélite e AFLP em varias espécies;
- Além de ser um procedimento seguro e de baixo custo, a reacdo de amplificacao,

eletroforese e coloragéo pode ser facilmente conduzida em um Unico dia.
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Resumo

Trinta e cinco gendtipos de bananeira, compreendendo cultivares tripldides e
hibridos tetraploides, representantes de diferentes grupos genémicos, foram
caracterizados por marcadores microssatélites. Um total de 33 pares de primers,
desenvolvidos para banana foram testados. Onze pares de primers amplificaram
produtos claros e distintos, a partir dos quais 67 aelos foram identificados. O nimero de
alelos por primer variou de 4 a 8, com média de 6,1. A andlise fenética obtida mostrou
concordancia com a classificagdo morfoldgica, dividindo os genétipos em dois grandes
grupos. o primeiro, contendo fundamentalmente os genétipos que possuem apenas o
genoma A, e o segundo, todos 0s gendtipos resultantes da hibridagdo natural ou artificia
entre Musa acuminata e Musa balbisana. Dentro de cada grupo, a unido entre os
genadtipos ocorreu com base no nivel de ploidia, grupo gendmico e subgrupo. Os primers
empregados foram altamente informativos, alguns, geraram fingerprinting Unicos para
cada grupo gendbmico, como também foram capazes de discriminar genétipos com
classificagdo duvidosa (‘Prata Jau’). Mutantes sométicos foram eventuamente
discriminados de seu clone original. Alta similaridade genética foi observada entre os
hibridos tetrapldides compartilhando um mesmo parental feminino, os quais exibiram
também, distor¢es na proporcéo de alelos doados pelo progenitor tripldide. Uma alta
proporcdo de alelos multiplex foi observada entre os gendtipos tripléides e tetrapl Gides,

e suas consequiéncias consideradas.

Summary

Thirty-five banana genotypes, including triploid cultivars and tetraploid hybrids,
representing the various genomic groups were characterized by microsattelite markers.
A total of 33 primers, originally developed for banana were tested. Eleven primer pairs
amplified discrete and clear bands, and 67 alleles were identified. The number of aleles
amplified by primer varied from 4 to 8, with an average of 6.1. The phenetic analysis
agreed with the morphological classification, separating the genotypes into two main



33

groups. One group was composed basically by all genotypes containing only A genome,
whreras the otehr group had all genotypes resulting from natura or artificial
hybridization between Musa acuminata and Musa balbisana. Within each group,
genotypes were clustered according to ploidy level, genomic group and subgroup. The
primers used were highly informative, with some amplifying unique fingerprinting for
each genomic group, and were able to segregate genotypes with dubious classification
(e.g. ‘Prata Jau’). Somatic mutants were seldom distinguished from origina clone. High
genetic similarity was observed between tetraploid hybrids sharing the same female
parent. The proportion of alleles donated by triploids female genitors were distorted. A
large number of multiplex aleles were observed between triploid and tetraploid

genotypes, and its consequences were considered.

4.1 Introducéo

As maioria das bananeiras produtoras de frutos comestiveis originou-se a partir
da hibridacdo intra e interespecifica das espécies selvagens, Musa acuminata (genoma
A) e Musa balbisiana (genoma B) (Simmonds & Shepherd, 1955). Grande parte das
cultivares é tripl6ide, sendo que dipldides e tetrapl 6ides ocorrem com menor fregiéncia.
O intercruzamento de espécies e subespécies levou ao aparecimento de esterilidade, uma
caracteristica selecionada pelo homem juntamente com partenocarpia e propagacéo
vegetativa (Simmonds, 1995).

Taxonomicamente, as cultivares e hibridos séo classificados a partir de um
conjunto de descritores morfolégicos que permite classificalos em vé&rios grupos
gendmicos, sendo os principais de constituicdo AA, AAA, AAB, ABB, embora sgjam
possiveis combinagbes AB, AAAB, AABB, ABBB. (Stover & Simmonds, 1987).
Cultivares ou hibridos obtidos a partir de mutagdes de um Unico clone constituem os
chamados ‘subgrupos. A producdo de banana para exportagdo concentra-se nas
cultivares do subgrupo ‘Cavendish’ de constituicdo gendmica AAA, enquanto que um
grande nimero de cultivares e ‘landraces de congtituicdo genémica AAA, AAB e ABB

S50 cultivados para consumo local em diversas regides do mundo.
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O Brasil é 0 segundo produtor mundial de banana, porém, toda a producéo
destina-se a0 mercado interno, cuja preferéncia se da por cultivares do grupo AAB
subgrupo ‘Prata . Embora exista um grande nimero de cultivares, a baixa produtividade
dos clones, bem como a falta de resisténcia a fatores bidticos e abidticos constituem os
maiores entraves da bananicultura no pais (Silva et a., 1999). Além disso, a ocorréncia
de denominacdes locais e ambiguas bem como a ata mutabilidade de alguns clones
limita o conhecimento dos recursos genéticos existentes.

Apesar da grande esterilidade da maioria dos clones triplGides, muitos deles
produzem sementes a0 serem usados como genitor feminino em cruzamentos com
dipldides na geragdo de hibridos tetrapldides. A selecdo dos melhores diploides e
triplGides a serem usados nos programas de hibridacdo € baseada na caracterizacéo
morfologica (Silva et a., 1998).

Recentemente, marcadores moleculares tém sido empregados na caracterizagéo e
na avaliagdo da variabilidade genéticaem Musa, incluindo RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism; Gawel et al., 1992, Fauré et a., 1994), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA; Bhat e Jarret, 1995; Pillay et al., 2000); AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism; Loh et a., 2000) e microssatélites ou SSRs (Smple
Sequence Repeats; Lagoda et al., 1998a; Crouch et a., 1998, Kaemmer et a., 1997;
Grapin et a., 1998).

Dentre estas técnicas, os microssatélites tém se constituido no melhor marcador,
pois sdo dtamente polimérficos, mostram heranca co-dominante, possuem facil
interpretacdo e sdo amplificados via PCR. Microssatélites sdo elementos polimorficos
abundantes em genomas nucleares e consistem de sequéncias curtas de DNA,
usualmente menores que quatro nucleotideos de comprimento, repetidas em linha ou
tandem (Wang et a., 1994). Estas regides estdo uniformemente distribuidas por todo o
genoma eucariotico, geramente inseridas em seqliéncias de copia Unica (Tautz, 1989).
Fragmentos contendo microssatélites podem ser amplificados via PCR usando primers
complementares & regides que flanqueiam estas repeticdes, sendo que o polimorfismo
entre individuos surge de diferengas no nimero de repeticdes. Em contraste com o

RAPD, os microssatélites requerem o prévio conhecimento da sequéncia de DNA.



35

Crouch et a. (1998) desenvolveram primers especificos para 24 loci, enquanto que
Lagoda et al. (1998b) desenvolveram para outros 47 loci.

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar 35 genétipos de bananeira,
incluindo cultivares comerciais, ‘landraces e hibridos tetrapl6ides, empregando-se os

primers desenvolvidos para banana.

4.2 Material e Méodos
4.2 Material
4.2.1.1 Material Vegetal

Os 35 genGtipos empregados na avaliagdo do polimorfismo incluem cultivares
comerciais, ‘landraces e hibridos tetrapl6ides, mantidos no banco de germoplasma de
banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, BA, Brasil. Como
controle foi usada a cultivar diploide ‘Lidi’ (AA). Informagbes sobre cada gendtipo

encontram-se na Tabela 1.

4.2.1.2 Primers microssatéite

Um total de 33 pares de primer foram testados, compreendendo 27 desenvolvidos
por Crouch et al., (1998), [série Ma], obtidos da Research Genetics Inc. (Huntsville, AL,
EUA) e 6 pares de primer desenvolvidos por Lagoda et al.(1998b).[série AGMI],
sintetizados pela Life Technologies do Brasil (S&o Paulo, Brasil). Detalhes dos primers
empregados estdo listados na Tabela 2.

4.2.2 Métodos
4.2.2.1 Extracao do DNA e condigdes da PCR

DNA genémico foi extraido a partir de folhas jovens, empregando-se o método
CTAB proposto por Doyle e Doyle (1990), e quantificado for fluorimetria (DyNA Quant

2000 Fluorometer, Amersham Biociences, Buckinghamshire, UK).
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Tabela 1. Cultivares, grupos gendmicos e subgrupos dos gendtipos de banana avaliados por

marcadores microssatélites.

Gendtipo Grupo Subgrupo Tipo
gendmico

Williams AAA Cavendish Cultivar

Grande Naine AAA Cavendish Cultivar

Nanica AAA Cavendish Cultivar

Nanicdo AAA Cavendish Cultivar

PBN AAA Cavendish Mutante

Ouro daMata AAAB - landrace

Branca Santa Catarina AAB Prata landrace

Gros Michel AAA Gros Michel Cultivar
Bucaneer AAAA - Hibrido (High Gate x 2n)
Ambrosia AAAA - Hibrido(High Gate x 2n)
Calipson AAAA - Hibrido (High Gate x 2n)
Mysore AAB - Cultivar

Thap Maeo AAB - Cultivar

Prata Jau AAB Prata landrace

Prata Porte Baixo AAB Prata Cultivar

Prata AAB Prata Cultivar

Prata (Cruz das Almas) AAB Prata Cultivar

Prata Santa Maria AAB Prata Cultivar

Prata Ponta Aparada AAB Prata Cultivar
Enxerto AAB - Cultivar

Prata Ana AAB - Cultivar
Pioneira AAAB - Hibrido (Prata Ana x Lidi)
FHIA-01 AAAB - Hibrido (Prata Ana x 2n)
FHIA-18 AAAB - Hibrido (Prata An&@ x 2n)
SH3640 AAAB - Hibrido (Prata Ana x 2n)
Pacovan AAB Prata Cultivar
PV42-142 AAAB - Hibrido (Pacovan x M53)
PV42-85 AAAB - Hibrido (Pacovan x M53)
PV 42-68 AAAB - Hibrido (Pacovan x M53)
Caipira AAA - Cultivar

Maca AAB - Cultivar

Y angambi Km 2 AAB - Cultivar
YB42-21 AAAB - Hibrido (Y angambi Km2 x 2n)
Terra AAB Terra Cultivar

Lidi AA - Cultivar




Tabela 2. Primers testados na caracterizagao dos 35 gendtipos de bananeira.

Primer Sequéncia (5'-3') Produto® (pbp) Tm (°C) Resultado ”
Ma 1/2 gatgatggtgagaggctgata 142 58 f
ggteggtatgggaagcacc
Ma 1/3 ctgccttecattettgetgt 160 57 np
cccgeccasaagttaagatc
Mal/5 agatggcggagggaagag 120 56 np
ccggatccaagcttatcga
Ma1/6 caagaacccaaccggtcac 139 57 np
ttgtcatcaccatcegtcatt
Mal/16 cceectttectettttge 150 58 np
cceecctttectcttttge
Ma 1/17 aggcggggaatcggtaga 124 57 +
ggcgggagacagatggagt
Ma 1/18 tttgcctggttgggcetga 150 58 np
cceccctttectettttge
Mal.24 gagcccattaagctgaaca 172 56 f
ccgacagtcaacatacaataca
Ma1.27 tgaatcccaagtttggtcaag 126 56 f
casaacacatgtccecatcte
Ma1l.31 cacagtaaacaaggaggtgatc 133 56 np
cgacagatttaagattggatca
Mal.32 ggaacaggtgatcaaagtgtga 187 58 +
ttgatcatgtgeegctactg
Ma 2/3 ggacaatcttacccattgatc 246 57 np
cccaaactctcteteectce
Ma 2/4 ctectttgtgagcteggcatt 175 58 -
agggtccaaggaaactcctcecaa
Ma 2/7 tgaatcccaagtttggtcaaga 89 55 np
ccaactcttgtccctcacttca
Ma2/12 cgcatgctcectctaagactc 160 58 -
tccgatcttcegecaagt
Ma 2/23 attcggacaatcttaccca 250 57 np
cccaaactctcteecte
Ma3/1 cacgtaaacaaggaggtgac 133 56 np
cgacagatttaagattggata
Ma 3/60 tggctgacaattacatgaca 133 56 np
gcggactgtgotgtgt
Ma 3/68 gaatcactgatcaccactaagaa 244 57 np
ggggttttgttaccttagatatg
Ma 3/90 gcacgaagaggcatcac 140 56 +
ggccaaatttgatggact
Ma 3/103 tcgectctctttagcetetg 152 56 +
tgttggaggatctgagatty
Ma 3/127 tcgcetctaatcggattatctc nd 56 np

tctecggatccaagctta



Tabela 2. Primers testados na caracterizagao dos 35 gendtipos de bananeira.

Primer Sequiéncia(5'- 3') Produto® (pbp) Tm (°C) Resultado ”
Ma 3/130 attggggacagggacgat 198 58 np
ccggatccaagcttatcga
Ma 3/131 tggaaatcasagaaggcaagtc 123 56 np
ggagctcteceggatccaa
Ma 3/132 aacgcgaatgtgtgttttca 160 57 +
tcectcttcaaccaacgeac
Ma 3/139 actgctgctctccacctcaac nd 55 +
gtcceccaagaaccatatgatt
Ma 3/161 aaacgtgasacgacagcttctg 188 58 +
tccggcttegaattgaatg
AGMI 24/25 tttgatgtcacaatgggttcc 248 55 +
ttasaggtgggttagcattagg
AGMI 93/94 aacaactaggatggtaatgtgtgga 128 55 +
gatctgaggatggttctgttggag
AGMI 121/122 cagtttggccgcttgatctt 333 48 +
ggggtcaacatgttaagttct
AGMI 157/158 tcaagaatcgccgaattac 143 4 -
caagacgaaggaccattgatgtt
AGMI 67/68 ataccttctcecgttcttcttc nd 50 +
tggasacccaatcattgatc
AGMI 161/162 tgaggcggggaatcggta nd 50 -
ggcgggagacagatggagit

Nota: # tamanho esperado do alelo amplificado de acordo com a seqiiéncia do fragmento usado no desenho
dos primers, nd = tamanho ndo divulgado; b polimorfismo em cultivares de bananeira +,
polimérfico; - , monomorfico; np, nenhum produto especifico amplificado, f, falha na amplificagéo

de algunsindividuos.

Cada reacéo de amplificacdo constou de um volume total de 25 m, contendo 50

ng de DNA genémico; 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8.8; 0.1% Triton-X; 1.5 mM

MgCh; 100 mM de cada dNTPs; 0.2 nM de cada primer e 1.5 unidades de Taq
polymerase (Life Technologies do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). Amplificacdes foram

conduzidas em termociclador Perkin Elmer modelo 9700 Applied Biosystems, Foster

City, CA, EUA), empregando-se um programa ‘touchdown’, com ciclo inicial de 94 °C

por 3 min, seguido 40 s a 94°C; 40s a 10°C acima da Tm de cada primer (Tabela 2),
reduzindo um grau a cadaciclo; 60 sa 72 °C por 1 min, num total de 10 ciclos, seguido
de 25 ciclos de 40 sa94°C, 40 snaTm de cada primer (Tabela 2), e 60 sa 72°C.



4.2.2.2 Condigdes da eletr ofor ese e deteccao do polimorfismo

Fragmentos microssatélites foram separados em géis de poliacrilamida

desnaturante, empregando-se a metodologia proposta por Creste et al. (2001).

4.2.2.3 Andlise dosdados

Fragmentos amplificados foram analisados como presenca e auséncia para cada
loco nos 35 gendtipos avaliados. A partir dos dados obtidos, foi estimada a similaridade
genética entre os gendtipos, utilizando-se o coeficiente de Jaccard, presente no programa
NTSY S (Numerical taxonomy and Systematics, v. 1.70; Rohlf, 1992). A partir da matriz
gerada, foi realizado o agrupamento dos gendtipos pelo método UPGMA (unweighted
pair group method) e os resultados plotados em fenograma. Andise de “bootstrap” foi
realizada com 1000 reamostragens, utilizando o programa estatistico WinBoot (Yap &
Nelson, 1996).

A fregiiéncia de heterozigotos foi calculada para cada loco com base na
freqliéncia de individuos com dois ou mais alelos (Ashkenazi et al, 2001).

4.3 Resultados

4.3.1 Polimorfismo de microssatélites entregendtipos de bananeira

Um total de trinta e trés pares de primers foram testados para amplificacéo de
produtos especificos em reacdes de PCR, nos trinta e cinco gendtipos de bananeira. No
caso de auséncia de amplificagdo, tentou-se otimizar as condi¢des da PCR, incluindo
reducdo da temperatura de anelamento, ajuste da concentragcdo de MgCh, em adicéo ao
uso de um programa ‘touchdown’. Do total, onze (33%) pares de primers amplificaram
bandas polimérficas e distintas, quatro foram monomorficos, quinze pares de primers
ndo produziram produtos especificos e trés pares de primers apresentaram falhas na
amplificagdo de alguns individuos (Tabela 2). A auséncia de amplificagdo em aguns

gendtipos pode refletir divergéncias nas sequiéncias que flanqueiam os microssatélites,



40

produzindo alelos nulos, os quais podem se detectados apds vérias repeticbes do
experimento, para garantir que ndo ocorreram falhas na reacao.

A partir dos 11 pares de primers que produziram produtos polimérficos, 67 aelos
foram obtidos, com média de 6,1 aelos por loco. O mais ato polimorfismo foi obtido
comosprimersMa3.90 e Ma 1.17 (8 d€elos), e 0 mais baixo pelos primers Ma 3.132 e
AGMI 121.122 (4 delos). A frequéncia média de heterozigotos foi 0,90 variando de
0,63 a 1,0 para cada loco de microssatélite. A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos.
A maioria das cultivares exibiu 2 ou 3 aelos (40 e 35 % respectivamente) para cada
loco. O nimero de alelo por gendtipo variou de 1 a 2 para o individuo dipléide, 1 a 4
para os individuos tripléides e 1 a 5 para os tetraplGides. Estes nUmeros estdo em
concordancia com agueles reportados por Crouch et al., (1999b), suportando a hipotese
da ocorréncia de locos ou segmentos cromossomicos duplicados em Musa.

O primer AGMI 24/25 foi altamente informativo, capaz de discriminar o nivel de
ploidia de 29 (83%) gendtipos, e gerar um fingerprinting para todos o0s grupos
gendmicos. Conforme anteriormente observado por Kaemmer et al. (1997), este primer
identificou um alelo (290 pb) consistentemente presente nas cultivares de genoma B,
com excecdo dos cultivares ‘Prata Jau’ e ‘Terra (Figura 1). O primer Ma 3.103
apresentou loco idéntico duplicado, identificando dois aelos (130 e 150 pb) capazes de
discriminar gendtipos com genoma ‘B’ (excecdo ‘FHIA-18 e ‘Terra’) e outros dois
alelos (140 e 160 pb), gendtipos que ndo apresentam o genoma ‘B’ (excecdo ‘Terrd).

Houve alguns problemas na definicdo do tamanho exato de aguns aelos. Por
exemplo, o alelo especifico de genoma ‘B’ gerado pelo primer AGMI 24/25 é 254 pb
(Kaemmer et al., 1997). No presente estudo, esse mesmo alelo foi estimado em 290 pb.
Outros primers também apresentaram tamanho diferente do esperado. Conforme
sugerido por Testolin et al. (2000), as possiveis causas para este problema sdo as
condicdes de desnaturacdo durante a eletroforese, diferencas na composicdo em bases
microssatélites, e o tipo de marcador de peso molecular (‘ladder’) usado como referéncia

para medir tamanho dos alelos.
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Tabela 3. Tamanho, nimero de ae€los e freqiiéncia de heterozigotos de cada primer

microssatélite que amplificou produtos claros e distintos.

Primer Variacado dos NuUmero de aelos Frequénciade
alelos (pb) heterozigotos

Mal.17 104 — 138 8 1,00
Mal.32 243 -277 5 0,63
Ma3.90 129 — 169 8 0,87
Ma3.103 126 — 160 6 1,00
Ma3.132 150 — 186 4 1,000
Ma3.139 114 -141 6 0,97
Ma3.161 103 -141 7 0,97
AGMI 24/25 250-310 7 0,87
AGMI 67/68 186 — 220 7 0,87
AGMI 93/94 129 — 143 5 0,87
AGMI 121/122 293 -350 4 0,83
Total 67
Meédia Geral 6,1 0,90

4.3.2 RelagBes genéticas

A partir do fenograma obtido (Figura 2), pode-se verificar que os genétipos

foram divididos em dois grandes grupos, descritos a seguir. O primeiro grupo contém

todas as cultivares com genoma exclusivamente A; enquanto o segundo possui todos as

cultivares resultantes da hibridizac&o natural ou artificia entre Musa acuminata e Musa

balbisiana. Um pequeno grupo uniu a cultivar triploide ‘Caipira e a cultivar diploide

‘Lidi’. Dentro de cada grupo, a unido entre os gendtipos ocorreu fundamentalmente com

base no nivel de ploidia, grupo genémico e subgrupo.
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Figura 1 - Padrbes de amplificacéo gerados pelos primer AGMI 24/25 (A) e Ma 3.90
(B). m: marcador 123 pb; 2. Williams, 3. Grande Naine; 4. Nanica;, 5.
Nanicdo; 6. PBN; 7. Ouro da Mata; 8. Branca Santa Cataring; 9. Gros Michel;
10. Bucaneer; 11. Ambrosia; 12. Calipson; 13. Mysore; 14. Thap Maeo; 15.
Prata Jau; 16. Prata; 17. Prata (Cruz das Almas); 18. Prata Santa Maria; 19.
Prata Ponta Aparada; 20. Enxerto; 21. Prata Ang; 22. Pioneira; 23. FHIA-01;
24. FHIA-18; 25. SH3640; 26. Pacovan; 27. PV42-142; 28. PV42-85; 29.
PV42-68; 30. Caipira; 31. Magd, 32. Yangambi Km 2; 33- YB42-21, 34-
Terra, 35- Prata Porte Baixo, 36- Lidi, b- branco. A seta indica o marcador de
genoma‘B’.

4.3.3 Discriminacéo de gendtipos pertencentes a um mesmo subgrupo

As cultivares do subgrupo ‘Cavendish’ ndo puderam ser discriminadas,
apresentando 100% de homologia. As cultivares do subgrupo Prata, ‘Branca Santa
Catarina e ‘Pacovan’ sd0 mutantes derivados da cultivar ‘Prata’, mas puderam ser
discriminadas pelos primers Ma 3.161 e AGMI 121.122 respectivamente. A cultivar
‘Prata Jau’ ndo se agrupou a este subgrupo, mostrando-se bastante distanciada das
demais cultivares. ‘Enxerto’ e ‘Prata An& sdo duplicatas de um mesmo material e por

iISSO apresentaram-se idénticas pelos marcadores ensaiados. ‘ Thap Maeo’ compreende
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Figura 2 - Fenograma gerado pelo agrupamento UPGMA a partir de dados de similaridade pel o coeficiente de Jaccard,
demonstrando as relacBes genéticas entre variedades de bananeira, baseado em marcadores microssatélites.

Os numeros sobre o fenograma referem-se aos valores de “bootstrap”.
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um variante de ‘Mysore’, que ndo apresenta contaminagéo por BSV, (Banana Streak

Virus) mas foi possivel discriminé-las pelo primer Ma 3.161.

4.3.4 Discriminacéo de hibridos compartilhando o mesmo parental feminino.

Os hibridos tetrapldides, compartilhando o mesmo genitor feminino,
mantiveram-se proximos. Por exemplo, ‘PV42-142', ‘PV42-68', ‘PV42-85', derivados
de ‘Pacovan’ apresentaram alta similaridade entre eles. O mesmo foi verificado para
aqueles tetrapléides derivados de ‘Prata And, tais como ‘FHIA-01', ‘FHIA-18',
‘SH3640" e ‘Pioneira’. Os hibridos derivados de ‘Gros Michel’(AAA), ‘Ambrosia e
‘Calipson’, apresentaram 100% de similaridade, mas o hibrido ‘Bucaneer’ foi

discriminado destas duas pelo primer Ma 3.90.

4.4 Discussao

A andlise de agrupamento, representada pelo fenograma, baseada nos
polimorfismos derivados de microssatélites estd em concordancia com a caracterizagdo
baseada em descritores morfol 6gicos. Os primers empregados permitiram discriminar as
cultivares que apresentam sO o genoma de Musa acuminata, daqueles hibridos
interespecificos entre M. acuminata e M. balbisiana, agrupando-as com base no nivel de
ploidia, grupos gendmicos e subgrupos. Um ato polimorfismo foi observado entre os
grupos gendmicos, 0 que possivelmente reflete a grande variabilidade existente dentro
do complexo de subespécies Musa acuminata. No entanto, dentro dos subgrupos a
ocorréncia de polimorfismo foi bastante reduzida ou até mesmo inexistente. As
cultivares do subgrupo ‘Cavendish’, apesar de diferirem para alguns caracteres
morfol6gicos, ndo puderam ser discriminadas, apresentando 100% de similaridade. Por
outro lado, as cultivares ‘Branca Santa Catarina e ‘Pacovan’ do subgrupo ‘Prata
puderam ser discriminadas pelos primers Ma 3.161 e AGMI 121/122. Kaemmer €t al.
(1997), empregaram marcadores SSRs na caracterizagdo de cultivares e espécies

selvagens de Musa. Embora tenha sido possivel separar 0s grupos gendmicos, nenhum
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polimorfismo foi observado dentro do subgrupo ‘Cavendish’, bem como dentro das
bananas de cozimento (ABB) e dos platanos (AAB).

Em Musa, a divisdo em subgrupos esta relacionada a ocorréncia de peguenas
mutacBes em um clone, porém com efeito importante em seu uso e comercializacéo
(Dantas et a., 1997). Tais mutagOes refletem principal mente alteragdes na coloragéo das
folhas e pseudocaule, bem como mudancas no porte e vigor das plantas (Jenny et al.,
1999). Porém, variagdes expressivas em caracteres morfol 6gicos nem sempre refletem o
mesmo grau de variagdes genéticas (Gawel et al., 1992). A variabilidade existente dentro
de cada subgrupo é dependente principalmente do gendtipo e da intensidade com que
cada clone é multiplicado (Jenny et al., 1999). Altos niveis de similaridade genética séo
esperados entre individuos de um mesmo subgrupo, pois partilham uma origem comum.
Portanto, a observacdo de um padrdo monomorfico de bandas reflete a manutencéo da
composicdo alélica durante ciclos de propagacdo vegetativas A capacidade de
discriminar mutantes sométicos de seu clone original, empregando-se SSR tem sido
estudada em outras fruteiras de propagacdo vegetativa. Sanchez-Scribano et al. (1999)
empregaram oito marcadores SSRs na discriminacdo de 43 cultivares de uva de mesa
Mutantes somaticos ndo puderam ser discriminados por este marcador. Testolin et a.
(2000) empregaram 26 marcadores SSRs na discriminacdo de 50 clones de péssego,
poucos mutantes sométi cos puderam ser discriminados.

Em Musa, hibridos tetrapléides superiores tém sido obtidos a partir do
cruzamento entre um genitor feminino tripléide (AAB) e um dipl6ide portador de
resisténcia (AA). Dessa forma, assume-se que todo o gendtipo feminino esta4
representado no hibrido tetrapldide, visto que a recombinacdo se d& apenas pelo genitor
dipl6ide. No entanto, a analise dos primers evidenciou que alguns hibridos apresentaram
distor¢es na proporcéo de aelos doados pelos genitores femininos. Assim, os hibridos
‘SH3640°', ‘FHIA-18 e ‘Pioneira exibiram um alelo a menos que seu progenitor
feminino ‘Prata And paraos primers Ma 1.17, Ma 3.103 e Ma 3.139 respectivamente.
Da mesma forma, o hibrido ‘PV42-68' apresentou apenas um aelo para o primer AGMI

121/122, enquanto que seu progenitor feminino ‘Pacovan’ exibiu 3 alelos. Estes dados
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suportam a constatacdo de Crouch et al. (1998), sobre a ocorréncia de recombinagéo
gamética no genitor feminino triplGide.

A natureza co-dominante dos marcadores SSRs permite fazer estimativas das
relacOes alélicas entre os individuos. Paratal, € necessario que o polimorfismo revelado
possibilite genotipar os individuos. No entanto, a ata propor¢cdo de aelos multiplex
revelada pelos marcadores SSRs neste estudo compromete a definicdo das relactes
alélicas entre individuos pertencentes a subgrupos diferentes. Este comprometimento
decorre do erro no escore do polimorfismo microssatélite em espécies polipléides,
heterozigdticas, no qual cada alelo € interpretado como um Unico caracter, ndo levando
em conta o efeito da dosagem de um gene Provan et a., 1996). Dessa forma, duas
cultivares triplGides, contendo apenas dois aelos, a primeira duplex para o primeiro
aelo (i.e. A1JA1A,) e asegunda duplex para 0 segundo alelo (i.e. AiA2A2) apresentam-se
idénticas por marcadores SSRs, quando na realidade sd0 apenas 66% similares. A
discriminagdo entre as duas cultivares somente serd possivel se métodos que permitam
estimar adosagem aélica forem empregados, como a utilizagdo de PCR quantitativo.

Apesar da similaridade genética refletida pelos marcadores SSRs em espécies
polipldides heterozigotas possuir baixo nivel de correspondéncia com areal similaridade
existente, a existéncia de alelos multiplos ou até mesmo locos duplicados, os constitui
em ferramentas valiosas para fingerprinting e discriminacdo varietal. Como exemplo,
podemos citar o primer AGMI 24/25, o qual gerou um perfil Unico de bandas para cada
grupo genémico estudado, como também discriminou a cultivar ‘Prata Jau’, sem
nenhuma relagdo com as cultivares do subgrupo Prata. Segundo Crouch et al. (1998), o
emprego de marcadores SSR em hibridos tripléides secundérios apropriados para
registro revelou que apenas um primer foi suficiente para gerar um fingerprinting para o
novo germoplasma hibrido. Grapin et a. (1998) empregaram nove marcadores SSR na
caracterizacdo de 59 gendtipos diploides de Musa acuminata. Os primers empregados
permitiram discriminar M. acuminata burmanica de M. acuminata burmanicoides como
também M. a. erransde M. a. banksii, as quais mostravam-se muito semelhantes por
marcadores RFLP (Carrell et a., 1994). Em batata, 0 emprego de 2 primers SSRs
permitiu a Ashkenazi et a (2001) discriminar 12 cultivares, enquanto que Provan et
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al.(1996), discriminaram 18 cultivares com um anico primer SSR. Sanchez-Scribano et
al. (1999) discriminaram 43 cultivares de uva-de-mesa empregando-se 8 primers SSRs.
Guilford et a. (1997) discriminaram 21 cv de maga com apenas 3 primers.

Em Musa, outras técnicas baseadas no polimorfismo de DNA tém sido
empregadas visando a caracterizagdo do germoplasma, discriminagdo de cultivar bem
como na definicdo da composicdo gendmica dos clones. Bhat & Jarret (1995),
caracterizaram 57 gendtipos de Musa de constituicdo gendmica AA, AAA, AB, AAB,
ABB e BB empregando marcadores RAPD. Apenas 10 primers de RAPD foram
suficientes para discriminar todos os genétipos, permitindo ainda diferenciar cultivares
que se apresentaram idénticas pelos descritores morfolégicos. Damasco et al. (1996)
identificaram um marcador RAPD capaz de discriminar variantes somaclonais de
‘Cavendish’ apresentando a caracteristica de nanismo. Kaemmer et al. (1992)
empregaram fingerprinting de oligonucleotideos e RAPD na caracterizacdo de 15
gendtipos de Musa, compreendendo espécies selvagens e cultivares de congtituicdo AA,
AAA, AAAA, AAB, ABB e BB, o que possibilitou aos autores identificar bandas
associadas aos genomas A e B. Pillay et a. (2000), determinaram a composicéo
gendmica de 29 gendtipos de Musa, empregando 3 marcadores RAPD especificos de
genoma A e B por eles identificados. Estes mesmos marcadores permitiram aos autores
reclassificar gendtipos caracterizados erroneamente pel os descritores morfoldgicos. Loh
et al. (2000) obtiveram um fingerprinting Unico para 12 das 16 cultivares de banana
avaliadas, empregando 8 combinagdes de primers AFLP. Kamaté et a. (2001),
determinaram a composi¢cdo gendmica de 28 taxa de Musa empregando-se citometria de
fluxo. Andlises com sondas RFLP citoplamaticas conduzidas por Fauré et al. (1994) em
progeénies dipl6ides evidenciaram a heranca materna do DNA cloroplastico e paterna do
DNA mitocondrial.



4.5 Conclusao

Os 11 locos microssatélites empregados neste estudo foram capazes de discriminar a
maioria das cultivares de bananeira e em alguns casos, discriminar clones de seus
respectivos mutantes sométicos, cultivares erroneamente classificadas e identificar

duplicatas, como verificado no subgrupo ‘Prata .
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Resumo

Marcadores microssatélites foram empregados para investigar a variabilidade
genética e as rel agdes existentes em 58 gendtipos de Musa, compreendendo 49 diploides
e 9 cultivares tripl6ides. Trinta e trés pares de primers desenvolvidos para banana foram
testados, dos quais nove amplificaram produtos claros e distintos, produzindo um total
de 115 aelos. O nimero de alelos por primer variou de 10 a 15, com média de 12,77.
Dois procedimentos de andise dos dados foram empregados. No primeiro, um
fenograma contendo todos os genétipos foi construido a partir da matriz similaridade
gerada pel os dados de presenca ou auséncia de um fragmento amplificado. No segundo,
o tamanho de cada aelo dos individuos diplGides foi definido em pares de base e a
medida de diversidade genética avaliada pelo parametro Ry. Os gendtipos diploides
foram o0s que apresentaram a maior variabilidade genética, verificada pelo grande
numero de alelos detectados e pela baixa similaridade entre os clones. A andlise fenética
agrupou as cultivares tripl6ides em um grupo distinto, com excegdo das cultivares
‘Nanica e ‘Gros Michel’, as quais mostraram alta similaridade com a cultivar diploide
‘Mambee Thu'. Nao foi possivel separar os diploides selvagens dos cultivados, o que
evidencia uma origem comum destes materiais. Uma ata proporgéo de alelos e/ou locos

duplicados foi observada nos gendtipos diplides e nos tripldides.

Summary

Microsattelites were used to investigate the genetic variability and relationships
between 58 Musa genotypes, including 49 diploids and 9 triploid cultivars. Thirty-three
primer pairs developed for banana were tested, and 9 amplified discrete and clear
fragments, producing atotal of 115 aleles. The average number of aleles amplified per
primer was 12.7, ranging from 10 to 15. Two approaches were used for data analyses. In
the first one, a phenogram containing all the genotypes were constructed based from a
similarity matrix, generated from binary data (presence or absence of amplified band). In

the second approach, the size in base pairs of each alele amplified from diploid
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individuals was determined, and the genetic diversity was estimated by the Ry
parameter. The diploid genotypes presented the largest genetic variability, demonstrated
by the large number of alleles detected, and the low similarity between the clones. The
phenetic analysis clustered the triploid cultivars in a separated group, with the exception
of the ‘Nanica and ‘Gros Michel’ cultivars, which showed high similarity with the
diploid cultivar ‘Mambee Thu'. It was not possible to separate the wild genotypes from
the cultivated, indicating a common origin of these genotypes. A high proportion of
duplicated aleles and/or loci was observed for diploid and triploid genotypes.

5.1 Introducéo

A banana é uma das frutas mais consumidas no mundo, sendo explorada na
maioria dos paises tropicais. A maioria das cultivares existentes originou-se a partir da
hibridacdo intra ou interespecifica, de duas espécies selvagens dipldides, Musa
acuminata (genoma A) e Musa balbisiana (genoma B)(Simmonds & Shepherd, 1955),
as quais ocorrem de forma endémica em todo o sudeste da Asia (Valmayor et al., 2000).

As primeiras bananas cultivadas foram dipldides, formas triplGides passaram a
ocorrer como resultado de hibridagdes entre dipldides parcialmente estéreis com formas
macho-férteis. Por serem mais produtivos, mais vigorosos e produzirem frutos maiores,
os clones tripl6ides foram selecionados em preferéncia aos dipl 6ides, substituindo-os em
muitos locais (Sharrock, 1998). No entanto, os dipléides sdo indispensaveis ao
melhoramento genético, pois sdo fontes potenciais de genes de resisténcia a fatores
bidticos e abidticos (Silvaet al., 1999).

Em todo o mundo, a cultura da banana tem enfrentado uma série de problemas
relacionados & infestacdo de patdégenos e pragas, para 0S quais, na auséncia de
variedades resistentes, 0 uso de pesticidas é a unica forma de controle Erison et al.,
1997). Avangos recentes obtidos no melhoramento genético tém demonstrado o
potencial da hibridagdo no desenvolvimento de novas cultivares QOrtiz et a., 1998).
Assim, hibridos tetrapl 6ides promissores tém sido obtidos a partir do cruzamento de um

genitor dipldide cultivado, melhorado ou selvagem, portador da caracteristica de
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interesse, com uma cultivar tripléide estabelecida (Crouch et a., 1999b). Entretanto, no
melhoramento genético, 0os ganhos genéticos obtidos envolvendo manipulacdes
polipléides sdo altamente dependentes da utilizacdo adequada dos recursos genéticos
disponiveis ( Ortiz et al., 1998). A definicdo precisa das relacfes genéticas existentes
entre 0s acessos mantidos no banco de germoplasma, poderda conduzir a uma maior
acurécia na predicdo da performance hibrida (Panter & Allen, 1995).

Varios métodos tém sido empregados para investigar a variabilidade genética
presente no germoplasma de Musa. Os descritores morfotaxondmicos foram os
primeiros a serem desenvolvidos e aperfeicoados para as bananeiras, e recentemente,
119 descritores foram definidos como norma de descricdo do germoplasma de Musa
(Ipgri, 1999). Entretanto, muitas caracteristicas vegetativas sdo influenciadas por fatores
ambientais, apresentam variagdo continua e ato grau de plasticidade, podendo muitas
vezes, ndo refletir areal diversidade existente (Limaet al., 2001).

O desenvolvimento e aplicagdo de tecnologias baseadas em marcadores
moleculares, fornecem ferramentas Unicas, capazes de revelar polimorfismos ao nivel de
sequéncias de DNA, suficientes para discriminar a variagdo genética existente entre
individuos e dentro de populacBes (Kresovich et al., 1995). Dentre os diversos
marcadores existentes, os mais informativos para caracterizagdo e avaiagdo da
variabilidade genética em Musa sd0 os microssatélites ou SSRs (smple sequence
repeats), pois sdo co-dominantes, abundantes e distribuidos por todo o genoma,
multiaélicos, reprodutiveis e amplificados via PCR (Grapin et a., 1998). As principais
desvantagens deste tipo de marcador residem no custo e no trabalho requeridos para
clonar e sequienciar fragmentos de DNA contendo microssatélites. No entanto, uma vez
obtidos, podem ser disponibilizados a comunidade cientifica e utilizados em diferentes
laboratorios de pesguisa. Recentemente, primers especificos para 71 loci foram
desenvolvidos e disponibilizados para estudos em Musa (Crouch et al., 1998; Lagoda et
al., 1998b).



Com o objetivo de contribuir com a caracterizacdo dos recursos genéticos de Musa,
este trabalho objetivou:

- empregar os marcadores SSRs disponiveis para avaliar a variabilidade genética
existente entre gendtipos dipléides de Musa acuminata, compreendendo espécies
selvagens, cultivares e hibridos melhorados;

- verificar as relagbes genéticas entre os clones diplides e agumas cultivares
tripl 6ides de ampla aceitacdo comercial.

5.2 Material e Métodos
5.2.1 Material
5.2.1.1 Material vegetal

Os 49 gendtipos dipléides empregados na avaliagdo do polimorfismo incluem
espécies selvagens, cultivares primitivas e hibridos melhorados, mantidos no banco de
germoplasma de banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, BA,
Brasil. As cultivares ‘Nanica’, ‘Gros Michel’, ‘Prata’, Pacovan’, ‘Caipira, ‘Maca,
‘“Yangambi Km 2’ e ‘Terra , representantes de diferentes grupos genémicos e subgrupos,
foram incluidas neste estudo. Informagdes sobre cada gendtipo encontram-se na Tabela
1.

5.2.1.2 Primers microssatélites

Um total de 33 pares de primers foram testados, dos quais 27 compreenderam a
série completa daMap Pairs desenvolvida por Crouch et al., (1998) [série Ma] obtida da
Research Genetics Inc. (Huntsville, AL, EUA) e 6 pares de primers desenvolvidos por
Lagoda et al. (1998b) [série AGMI], sintetizados pela Life Technologies do Brasil (S&o
Paulo, Brasil). Detalhes dos primers empregados estdo listados na Tabela 2.



Tabela 1. Lista dos 58 gendtipos de Musa avaliados por marcadores microssatélites.

Grupo gendmico subgrupo clone Origem
tipo ? subespécie variedade

AA (9 malaccensis Jambi Indonésia
AA (9 malaccensis derivado PaMusore 2 Talandia
AA (s Siamea derivado Pa Songlka o.d.
AA (s Samea Pa Rayong Talandia
AA (9 Pa Pathalung Talandia
AA (s P. Serum Talandia
AA (s microcarpa Borneo o.d.
AA (9 microcarpa Microcarpa o.d.
AA (9 Perak Malésia
AA (s Tambi Nova Guiné
AA (s Krasan Saichon Talandia
AA (9 1184 Tailandia
AA (s burmannicoides Calcutta4 o.d.
AA (s zebrina Zebrina o.d.
AA (9 zebrina Monyet Indonésia
AA (s zebrina Buitenzorg o.d.
AA (s Birmania o.d.
AA (¢ Lidi o.d.
AA (¢ Cici Indonésia
AA () Khi Maeo o.d.
AA () Jaran Talandia
AA (¢ Tong Dok Mak Talandia
AA () Pa Abissinea Tallandia
AA () errans derivado Tongat o.d.
AA (¢ Malbut Nova Guiné
AA () Sow Muk Nova Guiné
AA () NBF-9 Nova Guiné
AA (¢ banksii derivado Niyarma Yik Nova Guiné
AA (¢ banksii derivado Mambee Tuu Nova Guiné
AA () banksii derivado NBA-14 Nova Guiné
AA (¢ Fako Fako Nova Guiné
AA (¢ Pipit Indonésia
AA () Raja Uter Indonésia
AA () Madu o.d.
AA (¢ Tuu Gia Vietnan
AA () Babi Yadefana Nova Guiné
AA () Berlin Indonésia
AA (o) Jari Buaya Indonésia
AA (¢ Kha Nai On Tailandia



Tabela 1. Lista dos 58 gendtipos de Musa avaliados por marcadores microssatélites.

Grupo gendmico subgrupo clone Origem
tipo ® subespécie variedade
AA (c) Ouro o.d.
AA (¢ SA o.d.
AA () gn2 o.d.
AA (¢ Khai Tailandia
AA () Tjau Lagada o.d.
AA (m) FsPy Equador
AA (m) FoP, Equador
AA (m) M 53 Equador
AA (m) M 48 Equador
AA (m) M-61 Equador
AAA/AAB (cm) Pisang Nangka Indonésia
AAA (cm) Cavendish Nanica -
AAA (cm) Gros Michel Gros Michel -
AAA (cm) - Caipira -
AAB (cm) Prata Prata -
AAB (cm) Prata Pacovan -
AAB (cm) - Y angambi Km?2 -
AAB (cm) - Maca -
AAB (cm) Terra -

Nota: ? classificagio dos gendtipos (s) = selvagens; (c) = cultivados; (m) = melhorados; (cm) =
cultivares comerciais, 0.d.= origem desconhecida.
5.2.2 Métodos
5.2.2.1 Extracédo do DNA e condic¢es da PCR

DNA genémico foi extraido a partir de folhas jovens, empregando-se o método
CTAB proposto por Doyle e Doyle (1990), e quantificado for fluorimetria (DyNA Quant
2000 Fluorometer, Amersham Biociences, Buckinghamshire, UK).

Cada reacéo de amplificagcdo constou de um volume total de 20 m, contendo 40
ng de DNA genémico; 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8.8; 0.1% Triton-X; 1.5 mM

MgCh; 100 mM de cada dNTPs;, 0.2 "M de cada primer e 1.0 unidade de Taq
polymerase (Life Technologiesdo Brasil, SGo Paulo, SP, Brasil). Amplificacdes foram



Tabela 2. Primers testados na caracterizacdo dos 58 gendtipos de Musa spp.

Primer Segiiéncia (5'-3") Produto®(pb) Tm(° Q) Resultado °
Mal/2 gatgatggtgagaggctgata 142 58 f
ggtcggtatgggaagcacc
Mal/3 ctgccttccattcttgetgt 160 57 np
cccgeccaaaagttaagatc
Mal/5 agatggcggagggaagag 120 56 f
ccggatccaagcttatcga
Mal/6 caagaacccaaccggtcac 139 57 np
ttgtcatcaccatcegtcatt
Mal/16 ccccctttectettttge 150 58 +
cccecctttectcettttge
Mal/17 aggcggggaatcggtaga 124 57 +
ggcgggagacagatggagt
Ma1/18 tttgcctggttgggetga 150 58 np
cccecctttectcettttge
Mal.24 gagcccattaagctgaaca 172 56 +
ccgacagtcaacatacaataca
Mal.27 tgaatcccaagtttggtcaag 126 56 +
caaaacacatgtccccatctc
Mal.31 cacagtaaacaaggaggtgatc 133 56 np
cgacagatttaagattggatca
Mal.32 ggaacaggtgatcaaagtgtga 187 58 +
ttgatcatgtgccgctactg
Ma2/3 ggacaatcttacccattgatc 246 57 np
cccaaactctctctcectc
Ma2/4 ctectttgtgagcetcggeatt 175 58 np
agggtccaaggaaactcctcccaa
Ma2/7 tgaatcccaagtttggtcaaga 89 55 np
ccaactcttgtcectcacttca
Ma?2/12 cgcatgctccctctaagactc 160 58 np
tcegatctteccgecaagt
Ma?2/23 attcggacaatcttaccca 250 57 np
cccaaactctcteecte
Ma3/1 cacgtaaacaaggaggtgac 133 56 np
cgacagatttaagattggata
Ma3/60 tggctgacaattacatgaca 133 56 np
gcggactgtggtgtgt
Ma3/68 gaatcactgatcaccactaagaa 244 57 np
ggggttttgttaccttagatatg
Ma3/90 gcacgaagaggcatcac 140 56 +
ggccaaatttgatggact
Ma3/103 tcgectctctttagctcetg 152 56 +
tgttggaggatctgagattg
Ma3/127 tcgctctaatcggattatctc nd 56 np
tctcecggatccaagctta
Ma3/130 attggggacagggacgat 198 58 np
ccggatccaagcttatcga
Ma3/131 tggaaatcaaagaaggcaagtc 123 56 np

ggagctctccggatccaa
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Tabela 2. Primers testados na caracterizacdo dos 58 gendtipos de Musa spp.

Primer Segiiéncia (5'-3") Produto®(pb) Tm(° Q) Resultado °
Ma3/132 aacgcgaatgtgtgttttca 160 57 +
tcectcttcaaccaacgeac
Ma3/139 actgctgctctccacctcaac nd Nd +
gtcccccaagaaccatatgatt
Ma3/161 aaacgtgaaacgacagcttctg 188 58 +
tccggcttcgaattgaatg
AGMI 24/25 tttgatgtcacaatgggttcc 248 55 +
ttaaaggtgggttagcattagg
AGMI 93/94 aacaactaggatggtaatgtgtgga 128 55 +
gatctgaggatggttctgttggag
AGMI 121/122 cagtttggccgcttgatctt 333 48 +
ggggtcaacatgttaagttct
AGMI 157/158 tcaagaatcgccgaattac 143 %] -
caagacgaaggaccattgatgtt
AGMI 67/68 ataccttctcecgttcttcttc nd 50 +
tggaaacccaatcattgatc
AGMI 161/162 tgaggcggggaatcggta nd 50 +
ggcgggagacagatggagt

Nota: # tamanho esperado do alelo amplificado de acordo com a seqiiéncia do fragmento usado no desenho
dos primers, nd = tamanho ndo divulgado; b polimorfismo em cultivares de bananeira +,
polimérfico; - , monomorfico; np, nenhum produto especifico amplificado, f, falha na amplificagéo
dealgunsindividuos.

conduzidas em termociclador Perkin ElImer modelo 9700 Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA), empregando-se um programa ‘touchdown’, com ciclo inicial de 94 °C
por 3 min, seguido 40 s a 94°C; 40s 10°C acima da Tm de cada primer (Tabela 2),
reduzindo um grau acadaciclo; 60 sa 72 °C por 1 min, num total de 10 ciclos, seguido
de 25 ciclos de 40 sa94°C, 40 snaTm de cada primer (Tabela 2), e 60 sa 72°C.

5.2.2.2 Condicdes da eletr of or ese e deteccéo do polimor fismo

Produtos amplificados foram misturados com 10 m (1/2 do volume de reacéo) de
tampéo de desnaturacdo [10 mM NaOH; 0.05 % xylenecyanol (p/v); 0.05% azul de
bromofenol (p/v); 20 mM EDTA em formamida], desnaturados a 94°C por 3 min, e
mantidos em gelo até o carregamento no gel. Eletroforese foi conduzida em gel de 0.4
mm (6% poliacrilamida; 7 M uréa), em tampao TBE (89 mM Tris-base; 2 mM EDTA,;
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89 mM écido borico) correndo a 60W, 42mA, 1500V por 70-90 min, usando uma cuba
de sequenciamento SQ3 (Amersham Pharmacia Biotech). Apds a eletroforese, os géis
foram corados com nitrato de prata segundo a metodologia proposta por Creste et a.,
(2002).

5.2.2.3 Analise dos dados

Dois procedimentos foram empregados na analise dos dados. No primeiro, cada
gendtipo foi avaliado para presenca (1) e auséncia (0) de um fragmento. A partir dos
dados de presenca e auséncia, foi estimada a similaridade genética entre os gend6tipos,
utilizando-se o coeficiente de Jaccard, presente no programa NTSYS (Numerica
Taxonomy and Systematics, v. 1.70; Rohlf, 1992). A partir da matriz gerada, foi
realizado o agrupamento dos genétipos pelo método UPGMA (Unweighted pair group
method) e os resultados plotados em fenograma.

A natureza codominante dos marcadores microssatélites possibilita genotipar um
individuo a partir do padrédo de bandas geradas. No entanto, a alta porcentagem de
multiplex observada principalmente nos individuos tripldides, compromete a definicdo
da composicdo aélica destes gendtipos. Portanto, os marcadores microssatélites foram
considerados como de natureza dominante, e as frequéncias aélicas ndo foram
calculadas.

Com o objetivo de se quantificar a variabilidade genética existente e conhecer
como essa variabilidade esta fracionada entre os individuos, os 58 gendtipos foram
divididos em dois grupos. o primeiro, contendo todos os gendtipos tripldides e o
segundo, todos os gendtipos dipldides. Este dltimo grupo foi dividido em trés
‘subgrupos’, a saber: cultivados, selvagens e melhorados. Os efeitos dos subgrupos
foram considerados fixos. A partir da matriz de similaridade gerada pelo coeficiente de
Jaccard, foi estimada a similaridade média existente entre e dentro dos gendtipos
triplGides e diplGides.

No segundo procedimento, o tamanho de cada alelo microssatélite foi definido
em pares de bases, obtendo-se estimativas da estatistica Ry (Slatkin, 1995) disponivel no



59

programa Rg Cac (Goodman, 1997). Este método de andise foi desenvolvido
especificamente para dados de microssatélites e permite detectar erros durante a
genotipagem dos individuos. Portanto, os gendtipos triplides foram excluidos desta
andise. A divisdo em subgrupos para os genotipos dipldides também foi considerada
nesta Ultima metodologia de andlise.

A freqiéncia de heterozigotos foi calculada para cada loco com base na

fregiéncia de individuos com dois ou mais alelos (Ashkenazi et al., 2001).

5.3 Resaultados

Um total de 33 pares de primer foi testado na avaliacdo do polimorfismo SSR em
58 gendtipos de Musa. Destes, 15 pares (45%) amplificaram, sendo que dois (AGMI
93/94 e Ma 1.2) produziram aelos nulos em varios individuos, quatro produziram um
padréo confuso de amplificagdo, exibindo varios aelos ou um sina muito fraco. Nove
primers produziram padrbes claros e distintos, a partir dos quais 115 aelos foram
identificados a partir do escore de presenca (1) e auséncia (0) de um fragmento
amplificado. A auséncia de amplificagdo num individuo foi considerada como dado
perdido. O nimero médio de a€los por primer foi de 12,77, sendo que o mais ato
polimorfismo foi observado com os primers Ma 1.17, Ma 1.24 e Mal.32 (15 alelos), e 0
mais baixo polimorfismo com o primer Ma 3.103 (10 aelos). Um exemplo do
polimorfismo obtido é mostrado na Figura 1.

Dos 115 alelos identificados, 14 (12%) estiveram presentes apenas nos genotipos
cultivados, enquanto que seis (5%), presentes apenas nos genotipos selvagens. Todavia,
nenhum destes al el 0s esteve consistentemente presente em todos os gendtipos cultivados
ou selvagens, ndo se constituindo portanto, em marcadores para presenga ou auséncia de
sementes.

O primer Ma 3.103 revelou um alelo (aproximadamente 126 pb) compartilhado

com a maioria dos gendtipos dipldides e tripl Gides.
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A heterozigosidade média observada foi de 0,615 para os dipléides cultivados,
0,530 para os selvagens, 0,528 para os melhorados e 0,580 para os clones tripléides. A
Tabela 3 resume os dados obtidos.
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Figural - Padréo de amplificac8o gerado pelo primer Ma 1.17. M:marcador 123pb, 2:
Lidi, 3: M-53, 4: Khi Maeo, 5: Malbut, 6: Tongat, 7: Tong Dok Mak, 8: Raa
Uter, 9: Niyarma Yik, 10: NBF-9, 11: Calcutta4, 12: Madu, 13: Pa Musore
2, 14: Sow Muk, 15: No. 1184, 16: M-61, 17: NBA-14, 18: Pipit, 19: Fako
Fako, 20: Perak, 21: Zebrina, 22: Tambi, 23: Babi Yadefana, 2: Jambi, 25:
Pa Songkla, 26: Jaran, 27: Buitenzorg, 28: Microcarpa, 29: Khai, 30: RP. ,
31: PaPathalung, 32: Tjau Lagada, 33: Jari Buaya, 34: Cici, 35: Tuu Gia, 36:
Pa Rayong, 37: Pisang Nangka, 38: Khai Nai On, 39: g/n. 2, 40: Borneo, 41.
Ouro, 42: SA, 43: Birmania, 44: Pa Abissinea, 45: Berlin, 46: FsPs, 47:
Monyet, 48: Krasan Saichon, 49: P. Serum, 50: Mambee Tuu, 51. M-48, 52:
Nanica, 53: Gros Michel, 54: Prata, 55: Pacovan, 56: Maga, 57: Caipira, 58:
Yangambi Km 2, 59: Terra, b: Branco.
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Tabela 3. Numero de aelos e freqléncia de heterozigotos para cada primer

microssatélite que amplificou produtos claros e distintos.

Freguéncia de heterozigotos

primer numero de alelos c S m cm
2n 2n 2n 3n
Mal.16 11 0,740 0,437 1,000 0,666
Mal.17 15 0,666 0,600 0,600 0,625
Mal.24 15 0,538 0,400 0,400 0,555
Mal.27 12 0,555 0,765 0,600 0,555
Mal.32 15 0,730 0,625 0,400 0,220
Ma3.103 10 0,852 0,588 0,200 0,625
Ma3.139 11 0,077 0,353 0,250 0,750
AGMI 24.25 14 0,815 0,687 0,800 0,714
AGMI 67.68 12 0,560 0,308 0,500 0,500
Total 115
Média Geral 12,77 0,614 0,529 0,528 0,575

Nota: ¢ = cultivados; s= selvagens; m = hibridos melhorados; cm = cultivares comerciais.

5.3.1 Similaridade genética e anédlise em cluster

A andlise de similaridade a partir do coeficiente de Jaccard esta representada na
Figura 2. Pelo dendrograma pode-se observar que a maioria dos gendtipos agrupou-se a
um grupo principa a partir do qual varias ramificagdes ou subgrupos foram originados.
Os genétipos selvagens Pa Musore 2, Birméania, 1184 e o hibrido melhorado M-61 foram
0s que exibiram as menores similaridades com os gen6tipos do grupo principal, e por
isso, mantiveram-se deslocados. As maiores similaridades foram observadas entre
‘Prata e ‘Pacovan’ (100%), ‘Nanica e ‘Gros Michel’ (75%) e ‘Khai Nai On’ e *SA’
(76,5%). Dentro de cada subgrupo, freqlentemente houve um agrupamento de um
diplGide selvagem com um diplGide cultivado ou melhorado.

Um subgrupo foi formado compreendendo todas as cultivares tripldides de
constituicdo gendmica AAB, com excegdo da cultivar ‘Caipira (AAA). A esse subgrupo

uniu-se, embora com baixa similaridade, a cultivar dipléide* Tongat’ e os dois hibridos
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melhorados M-53 e M-48. A posicéo deslocada das cultivares ‘Nanica e ‘Gros Michel’
do subgrupo tripldide é refletida pela similaridade destas cultivares a cultivar diploide
‘Mambee Thu', (50% e 35% respectivamente — Anexo A). A cultivar ‘Nanica também
exibiu similaridade de 44% com o diplide melhorado FsP4, e ‘Gros Michel’,
similaridade de 40% com o dipléide melhorado M-48. A cultivar tripl6ide ‘Pacovan’
apresentou respectivamente 25% e 4,3 % de similaridade com os gendtipos dipldides M-
53 e ‘Lidi’, estes Ultimos freqlientemente empregados como genitores masculinos em

cruzamentos com ‘Pacovan’.

5.3.2 Similaridade genética entre e dentro dosgenétipos dipléides etripléides

A similaridade média dentro do grupo triplGide (0,291) foi trés vezes maior do
gue a similaridade dentro do grupo diploide (0,110). A similaridade média entre os
grupos foi de 0,102. A similaridade média dentro do subgrupo cultivado foi muito
proxima a similaridade dentro do melhorado (0,156 e 0,140 respectivamente), porém,
foram duas vezes maiores do que a similaridade dentro do subgrupo selvagem (0,086).
As similaridades médias entre ‘subgrupos cultivado vs selvagem, cultivado vs
melhorado, selvagem vs melhorado mostraram-se muito semelhantes (0,093, 0,097 e

0,083 respectivamente). O Quadro 1 resume os dados obtidos.

5.3.3 Estrutura genética avaliada pelo parametro Ry

Para estimacdo do parametro Ry, apenas oito primers foram considerados. O
primer 3.139 apresentou varios individuos exibindo trés alelos e por isso foi eliminado
desta andlise. Nos 49 gendtipos andisados, um total de 102 alelos foi obtido (Anexo B).
Os resultados obtidos estéo apresentados na Tabela 4.



Dipl6ides
C S M T
C 10,156 0,093 0,097 0,103
(181) (108) (113)
S 0,086 0,083 0,102
(100) (96)
M 0,140 0,143
(163)
0,110
T 0,102 0,291

Quadro 1 - Similaridade média entre os 58 genétipos obtida a partir da matriz de
similaridade gerada pel o coeficiente de Jaccard.
Nota: C = cultivado; S = selvagem; M = melhorado; T = tripl6ides. Entre parénteses. valores em
porcentagem, tomando a similaridade no subgrupo S (0,086) como 100.
Tabela 4. Estatistica Ry para 0s gendtipos diploides cultivados (C), selvagens (S) e
melhorados (M), e respectivos intervalos de confiangca (IC) a 95% de

probabilidade.
Ret IC 95%
CvsSvsM 0,105 0,067 0,239
CvsS 0,111 0,056 0,260
CvsM 0,108 0,053 0,295
SvsM 0,112 0,056 0,318

A partir destes resultados pdde-se constatar que da diversidade genética existente
nos “comprimentos’ dos alelos microssatélites, 10,5% esta entre os subgrupos e 89,5%
estd dentro dos subgrupos. Essa diversidade alélica é de grandeza semelhante em todos
0s pares de grupos.



5.4 Discussdo

Este trabalho mostrou a utilidade dos marcadores microssatélites em investigar o
nivel de variabilidade genética, a distribuicdo desta variagdo e as relagbes genéticas
existentes dentro do germoplasma de Musa. Um grande nimero de alelos pode ser
detectado, 0 que reflete a grande variabilidade genética existente, como também
comprova a hatureza multialélica deste tipo de marcador.

Todos os gendtipos puderam ser discriminados, com excegdo das cultivares
‘Prata e ‘Pacovan’ (mutante de ‘Prata’). Tal Situagdo era esperada, visto que
dificilmente mutantes sométicos podem ser discriminados por marcadores SSR
(Sanchez-Escribano et al., 1999; Testolin et al., 2000). Pelo fenograma (Figura 2) pode-
se veificar que ndo foi possivel obter uma perfeita separacéo entre os gendtipos
dipldides cultivados, selvagens e melhorados. Tal fato € decorrente da existéncia de
muitos alelos comuns a esses gendtipos, sendo portanto aparentados. Observa-se
também a formagdo de um subgrupo contendo todas as cultivares triploides de
congtituicdo gendémica AAB ao qual se ligou a cultivar ‘Pisang Nangka', erroneamente
catalogado como AA no banco de germoplasma da Embrapa, porém com dupla
classificagdo (AAA e AAB) pelos descritores morfolégicos (Inibap, 2001). O
posicionamento da cultivar ‘Caipira junto & cultivares AAB, impede a definicdo da
composicao gendmica de ‘Pisang Nangka', a qual podera ser melhor definida por meio
do emprego de técnicas citogenéticas, como a hibridacéo in situ.

Os programas de melhoramento objetivam a producéo de hibridos tetrapldides a
partir do cruzamento de uma cultivar tripléide e um genétipo dipléide portador da
caracteristica de interesse (Crouch et al., 1999b). A compreensdo das relagtes genéticas
entre tripldides e dipldides promove uma melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos no processo evolutivo das bananas, que conduziu a formagado das bananeiras
tripldides. Assim, a partir das relacbes genéticas reveladas pelos marcadores
moleculares, procura-se identificar os gendtipos diplides mais aparentados &s cultivares
triplGides, para se tentar reproduzir os clones tripl6ides. Dessa forma, diploides exibindo

altas similaridades aos clones tripl 6ides podem ser submetidos a diferentes estratégias de
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melhoramento, a qual pode envolver a duplicacdo do genoma dipléide com colchicina,
seguida ou ndo da hibridacdo com outro dipléide Jenny et al., 1999). Neste estudo,
algumas cultivares triplGides exibiram atas similaridades com gendtipos diploides.
Como exemplo, pode-se destacar que ‘Nanica exibiu similaridade de 50 % com a
cultivar dipléide ‘Mambee Thu' e 44 % com o hibrido melhorado F;P4. Esta observacéo
€ extremamente valiosa para 0 melhoramento, visto que ‘Nanica compreende uma
cultivar tipo exportagdo (Subgrupo Cavendish) e apresenta esterilidade feminina
completa. Sugere-se portanto, que maiores apreciacdes sgjam feitas a respeito desta
relagcdo, a fim de que novas possibilidades de melhoramento possam ser consideradas.
Segundo Jenny et a. (1999) vérias semelhancas morfol6gicas e moleculares existem
entre os clones diploides e triplides. Sob o aspecto morfolégico, vérios dipldides AA
assemelham-se & bananas de cozimento (platanos), outros, o sabor e o tipo de consumo
dos frutos assemelham-se aos tripldides tipo ‘Macd . Andlises RFLP conduzidas sobre
0s genomas citoplasméticos e nuclear revelaram que as cultivares dos subgrupos
‘Cavendish’ e ‘Gros Michel’ possuem o mesmo perfil citoplasmético de varias cultivares
AA, enquanto que aguns clones de cozimento (AAB) possuem seus genomas
mitocondrial e cloroplastico idénticos a espécie Musa acuminata banksii. No entanto,
algumas cultivares triplGides apresentaram origem intersubespecifica, com o genoma
cloroplastico idéntico a M. a. banksii e genoma mitocondrial idéntico a M. a. zebrina
(Jenny et al., 1999).

Segundo a classificacdo morfologica, Musa acuminata divide-se em sete
subespécies. M. a. banksii, M. a. burmanica, M. a. burmanicoides, M. a. siamea, M. a.
zebrina, M. a. malaccencis e M. a. microcarpa. Para estas subespécies, existe a
definicdo de acessos derivados, os quais exibem fendtipos muito semelhantes aos
hol6tipos mas ndo idénticos Jenny et a., 1999). Pelo fenograma observa-se que 0s
genotipos ‘Nba 14’, ‘Mambee Thu' e ‘Nyarma Yik’, derivados de M. a. banksii, ndo
foram estreitamente ralacionados. Grapin et a. (1998) avaliaram 59 gendtipos dipldides
de Musa acuminata e verificaram que 0s acessos de M. a. banksii apresentaram forte
relacdo. Esta constatacdo também foi verificada por Jenny et a. (1999) somada a uma
alta taxa de homozigose nos acessos de M. a. banksii. Diferentemente, todos 0s acessos
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derivados de M. a. banksii empregados neste estudo sdo cultivares, as quais mostraram-
se dtamente heterozigéticas. Jarret et al., (1992) caracterizaram por RFLP 26 acessos
representativos do género Musa. A andlise em cluster ndo evidenciou uma perfeita
separacdo das espécies M. a. banksii e M. a. malaccensis, sendo que os diploides
partenocarpicos ndo se agruparam de forma clara com suas respectivas subespécies
progenitoras.

Os trés acessos representantes de M. a. zebrina ‘Buitenzorg', ‘Monyet’ e
‘Zebrina', avaliados neste estudo, apresentaram uma relacéo inesperada com 0S acessos
de M. a. microcarpa: ‘Borneo’ e Microcarpa. Diferentemente, Grapin et a. (1998)
verificaram estreita relagdo entre os trés acessos de M. a. zebrina empregados neste
estudo. E possivel que tenha ocorrido um erro de identificacdo entre os acessos
‘Zebrina e ‘Microcarpa no banco de germoplasma.

Neste trabalho foi possivel observar que alguns clones agruparam-se com base
em sua origem geogréfica, enquanto que em outros, nenhuma relagéo foi estabelecida. O
mesmo foi observado por Jarret et al. (1993) na caracterizacdo de 29 acessos dipldides
de Musa acuminata, empregando primers especificos para uma regido repetitiva
Segundo os mesmos autores, a impossibilidade de estabelecer uma correlagdo entre os
gendtipos andisados e sua origem geografica pode refletir uma intervencdo humana
relativamente recente na dispersdo destes materiais.

A natureza codominante dos marcadores microssatélites constitui uma de suas
maiores vantagens, quando comparado com outros métodos baseados em PCR, pois
permite fazer estimativas das relagbes alélicas entre os individuos. Paratal, € necessario
que o polimorfismo revelado possibilite indentificar o gendtipo de um individuo. No
entanto, a ata proporcéo de alelos multiplex revelada pelos marcadores SSRs em
espécies polipléides compromete a definicdo das relagbes alélicas entre os individuos.
Além disso, 0 germoplasma de Musa possui natureza gendmica complexa em todos os
niveis de ploidia, envolvendo muitas duplicacdes cromossdmicas, 0 que resulta na perda
da natureza codominante dos marcadores SSRs (Crouch et al., 1999a). Esta perda de
cardter codominante tem implicagdes importantes na estimacdo das relagdes aélicas, as

quais podem ser super ou subestimadas. E superestimada, quando por exemplo, duas
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cultivares triploides, possuem dosagens diferentes dos mesmos alelos. Assim,
considerando a primeira cultivar duplex parao primeiro alelo (i.e. A1A1A2) e a segunda,
duplex para o segundo alelo (i.e. AjA2A;) ambas apresentam-se idénticas por
marcadores SSRs, quando na redidade s30 apenas 66% similares. E subestimada se
forem consideradas agora, duas cultivares tetraplGides, a primeira tetraplex para um
alelo (i.e. AA1A1 A1), e asegunda, duplex para os mesmos alelos e simplex para os
outros dois (i.e. AA1A2 A3z). Neste caso, a similaridade genética pelo coeficiente de
Jaccard é de 33%, quando na realidade é de 50% (Provan et al. 1996).

Sabendo-se que a similaridade genética refletida por este tipo de andlise possui
baixo nivel de correspondéncia com a rea similaridade existente, procedimentos
diferentes devem ser aplicados para a interpretacdo fenética dos dados microssatélites
em espécies polipldides, porém, até o momento, métodos mais apropriados ndo estéo
disponiveis.

Em gendtipos dipldides, a interpretacdo dos dados SSRs como caracter binario
também pode conduzir a uma superestimacdo da diversidade genética existente. Esta
superestimacao decorre do fato que cada a€lo é interpretado de forma qualitativa como
um anico caréter, ndo levando em consideracdo a alta taxa mutaciona destes alelos, da
ordem de 10 a 10 mutagBes por geracdo (Goldstein et a., 1995). Segundo Schlétterer
e Tautz (1992) os locos microssatélites estdo envolvidos num processo de mutacdo
gradativa (stepwise mutation process) no qual um alelo pode mutar em um ou dois pares
de base tanto para mais como para menos. Estudos conduzidos em humanos revelaram
gue individuos mutantes diferiram de seus progenitores em apenas uma ou duas
unidades de repeticéo (Weber e Wong, 1993).

A edtatistica Ry (Slatkin, 1995) é uma medida de diversidade genética entre
subpopulagdes, desenvolvida especificamente para dados microssatélite. Esta estatistica
considera 0 modelo de mutagdes aos saltos, no qual os alelos podem ser idénticos em
estado, apenas porque a mutagdo agiu aumentando ou diminuindo a mobilidade
eletroforética de um aelo em uma unidade (Rousset, 1996). Para estimacdo do
parametro Ry, 0 gendtipo de cada individuo é definido a partir do seu tamanho em pares

de base. Apesar da existéncia de muitos locos duplicados nos gendtipos dipléides de
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Musa, € possivel, a partir da disponibilidade de um grande nimero de primers, escolher
aqueles que amplifiguem loco Unico nestes gendtipos, estabelecendo-se, desta forma,
informagBes mais precisas sobre suas relagdes genéticas.

A natureza do processo de estimacdo do parametro Ry permite que alguns erros
de genotipagem dos marcadores microssatélites fiquem diluidos na variancia da
estimativa. Neste trabalho, o valor Ry sob todos os locos foi de 0,105. Este valor revela
a existéncia de muitos alelos comuns entre os subgrupos. Assim, a maior diversidade
dos comprimentos dos alelos microssatélites encontra-se dentro de cada subgrupo,
reduzindo a diferenciacdo genética entre estes subgrupos, conforme observado pelo
fenograma. Estimativas similares do parametro Ry tém sido encontrados em outras
espécies. Gaioto (2001), obteve Rgy= 0,065 em duas populacbes de pamito, enquanto
que Zucchi (2001) obteve Ry= 0,16 em dez popul acdes de cagaita.

5.5 Conclusodes

A dtadiversidade génica revelada pelos marcadores microssatélites neste estudo
possivelmente reflete uma alta diversidade genética dentro do germoplasma de Musa
acuminata. Estes dados permitem sugerir que o material analisado € representativo da

diversidade genética existente em Musa acuminata.

! Zuchi, M.1. Comunicagio Pessoal, 2001.



6 CONCLUSOES GERAIS

As principais conclusdes obtidas a partir dos resultados do presente trabalho foram:

1

2)

3)

4)

5)

6)

A técnica de deteccdo do polimorfismo microssatélite empregando-se a coloragdo
com prata mostrou-se altamente sensivel, podendo ser empregada em substituicdo
aos métodos classicos, envolvendo a marcagdo radioativa ou fluorescente dos
nucleotideos;

O polimorfismo revelado, a estabilidade somética, bem como a consisténcia dos
resultados obtidos com os marcadores empregados, suportam o estabelecimento de
umatécnica de fingerprinting para cultivares de banana baseada nestes marcadores,
Os marcadores microssatélites mostraram-se  eficientes na discriminacéo de
cultivares com classificagdo duvidosa (‘Prata Jau') e poderdo ser empregados na
protecdo de cultivares ou hibridos patenteados,

As distor¢cdes na proporcao dos alelos doados pelo parental tripléide em hibridos
tetraplGides suportam a hipGtese sobre a ocorréncia de recombinacdo durante
formacdo dos gametas femininos,

A dta propor¢do de alelos multiplex observada principamente nos genotipos
triplGides e tetraplGides resultou na perda do carater co-dominante dos marcadores
microssatélites, 0 que pode ter conduzido a uma super ou subestimacéo das relactes
genéticas entre os individuos,

O polimorfismo gerado pelos marcadores microssatélites mostraram-se Uteis na
revelacdo da variabilidade genética e na distribuicdo dessa variacdo dentro do

germoplasma de Musa acuminata,
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7) Uma atencdo especia deve ser dada aos gendtipos dipléides que exibiram altas
similaridades com as cultivares tripldides, para que novas estratégias de
melhoramento possam ser consideradas,

8) Apesar do germoplasma de Musa ter exibido vérios locos duplicados com os primers
empregados, é possivel, a partir de um grande nimero de primers, identificar agueles
gue amplifiquem locos unicos nos individuos dipl6ides,

9) A identificacdo de uma série de marcadores microssatélites altamente polimorfica
trar& contribuic¢des importantes no mapeamento do genoma de Musa,

10) A obtenc&o de primers que possam ser empregados em reacfes multiplex resultara

numa maior otimizagao da analise.
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ANEXO A. Matriz de similaridade gerada pelo coeficiente de Jaccard.
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ANEXO B. Tamanho dos aelos em pares de base, para cada um dos 8 locos nos 49 gendtipos de

Musa acuminata.

gendtipo Mall6 Mal24 24/25 Mal27 Mall7 Ma3.103 67.68 Ma1l.32
Lidi 146:146  171:171  248:255 118:118 126:129 126:126 110:128  223:239
Khi Maeo 144:145  139:139  248:248 117:117 121:129 126:132  139:139  244:249
Malbut 149:152  145:145 248:269 124:124 135:135 129:130 113:113  223:239
Tongat 163:165 162:162 262:262 116:122 131:139  123:130 120:120 224:224
Thong Dok Mak 144:152  135:151 248:269 116:126 115:124  126:126  120:120 NA

Raja Uter 149:152  139:154 248:251 116:126  112:124  124:129 110:110 223:231
Niyarma Yik 149:152  145:160 248:269 124:124 135:135 124:131 110:115 223:239
NBf-9 149:149  145:160 248:260 116:124 124:124  129:131  110:115 223:231
Madu 149:152  131:131 235:262 116:116 124:124  123:129 115:115 222:223
Sowmuk 149:152  160:160 248:269 124:124 135:135  124:131  110:115 224:241
NBA-14 149:149  145:160 248:251 118124 135:136  126:129 110:115 224:234
Pipit 149:153  145:160 248:262 117:122 117:139  129:131 110:115  224:244
Fako-Fako 149:153  145:158 248:260 117:124 115:115 126:131 110:115 224:239
Babi Yadefana 149:153  139:139 251:260 126:126 124:136 126:126 114:114  224:239
P. Jaran 149:152 131:141  248:248 118:122 121:136 130:131 131:131 236:249
Khai 150:150  145:145 248:248 118:118 109:115 126:132 NA 224:224
Tjau Lagada 150:153  139:154 248:248 118129 115124 126:136 110:115 231:231
Cici 150:153  147:162 248:251 118129 112:124  132:136  110:131  247:247
Jari Buaya 157:157 135:135 235:260 124:124 112:124 124:126  114:114  223:252
Tuu Gia 152:152  136:151 248:269 126:129 109:119 126:135 NA 239:239
khai Nai On 150:153 162:162 248:269 118:118 115124  126:131  114:130 224:247
sno. 2 150:150 NA 248:255 118:126 112:124  126:130 114:123  224:239
Ouro 145:152  141:157 248:255 118:118 121:121  129:131  130:130 249:249
Pa Abissinea 152:156  136:162 248:273 127:127 109:136 126:130 113:139  223:252
SA 149:153  162:162 248:269 118:118 115:124 126:131  114:130 224:244
Berlin 145:149 139:157  248:248 129129 115:115 126:126  120:120 231:247
Mambee Thu 149:152 162:162  251:269 118:126 112:124  130:131  114:123 224:231
Calcutta4 150:150 162:162 241:273 122:131 126:126 126:129 123:123 234:234
Pa Musore-2 150:153 147:165 251:251 116:116 121:121 121:121  139:139  252:261
1184 150:152  136:151  255:277 129:131 119:119  131:131 NA 249:249
Perak 149:152  139:139 NA 117:127 NA 126:131  131:131  247:252
Zebrina 157:157  145:145 248:273  124:129 NA 129:129  109:113  222:239
Tambi 149:156  154:171  248:258 120:129 124:126  123:123 128:131 241:241
Jambi 149:149  162:162  248:258  119:120 112:124  135:135  147:147  247:247
Pa Songkla NA 162:162  255:262 118:127 124:128  129:132  128:139 NA

Buitenzorg 150:156  147:171  248:258 127:129 136:136  126:130 NA 234:241
Microcarpa 152:156  165:165 248:248 118:129 136:139 129:132 110:110 222:252
Pa Phatalung 145:145  141:157 248:248 118132 121:128  131:131  139:139  249:255
Pa Rayong 150:150  157:157 248:273 131:132 109:109  126:126 NA 252:255
Borneo 145:145 154:171 262:269 127:129 121:136 126:129 123:123 236:241
Birmania 153:153 136:136  258:258 129:129  119:119 131:131  147:147  239:264
M oyet 144:149 NA 255:255  126:127 121:136  130:135 109:113  223:223

Krasan Saichon 149:149  139:154  269:273  120:127  124:139  130:131 NA 241:244
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ANEXO B. Tamanho dos alelos em pares de base para cada um dos 8 locos nos 49 gendtipos de

Musa acuminata.

genctipo Mall6 Malz24 24/25 Mal27 Mall7 Ma3.103 67.68 Ma1.32
P. Serum 152:152 NA 206:277 118118 126:129  129:132  128:128  247:247
M-53 152:163  141:158  241:277  126:127  129:129  123:123  123:123  231:231
M-61 153:157  145:160 255:255 126:126  128:128  124:124 NA 234:234
P2 156:165  160:160 248:273 118:127 1151126  126:132 123:130 234:244
F3P4 146:149  162:162  248:258 118:118 124:126 126:126  114:130 222:244
M-48 146:156  160:160 241:277 126:127 117:129 126:126  123:123  231:231

Nota: NA: ndo amplificou.
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