Diferenciacdo molecular de cultivares elites de bananeira

Onildo Nunes de Jesus®, Terezinha Rangel Camara®, Claudia Fortes Ferreira®,
Sebastido de Oliveira e Silva®, Katia Nogueira Pestana® e Taliane Leila Soares®

(MuUniversidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Dep. de Agronomia, Rua D. Manoel de Medeiros, s/ne, Dois Irm&os, CEP 52171-900
Recife, PE. E-mail: onildonunes@yahoo.com.br @UFRPE, Dep. de Quimica Vegetal. E-mail: tkrcamara@bol.com.br ®Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, Caixa Postal 007, CEP 44380-000 Cruz das Almas, BA. E-mail: claudiaf@cnpmf.embrapa.br, ssilva@cnpmf.embrapa.br
(Universidade Federal da Bahia, Escola de Agronomia, CEP 44380-000 Cruz das Almas, BA. E-mail: katypestana@yahoo.com.br,

talialeila@hotmail.com

Resumo — Este trabalho teve como objetivo caracterizar molecularmente genétipos elite, e recomendados, de
bananeira, por meio de marcadores RAPD e microssatélites. Foram utilizados 47 primers de RAPD e 34 primers de
microssatélites. Foi também conduzido um ensaio de contaminacéo, utilizando-se o primer AGMI 24-25, cuja
variedade Tropical foi considerada a amostra-padrao, e as cultivares Caipira e Prata Gralda como contaminantes.
Os marcadores permitiram separar as cultivares de acordo com a origem e a constituicdo genémica e definiram
padrdes moleculares para algumas cultivares avaliadas. As cultivares Garantida, Preciosa e Pacovan Ken apre-
sentaram alta similaridade genética com ambos marcadores. O primer AGMI 24-25 demonstrou alta capacidade
discriminatoria de gen6tipos em ensaios de contaminagéo.

Termos para indexacdo: Musa spp., certificacdo genética, protecdo varietal, fingerprinting, marcadores
moleculares.

Molecular differentiation of elite banana cultivars

Abstract — The objective of this work was to characaterize elite banana genotypes, and those recommended,
using RAPD and microsatellites. Forty-seven RAPD primers and 34 microsatellites primers were used.
A contamination essay using the AGMI 24-25 primer was also carried out. Tropical variety was considered the
standard sample and the Caipira and Prata Gral(da, contaminants. Markers were able to separate the cultivars
according to their origin and genomic constitution as well as defined molecular profiles for some of the cultivars
evaluated. Garantida, Preciosa and Pacovan Ken cultivars presented genetic similarity with both markers. The

AGMI 24-25 primer demonstrated high capacity to discriminate the genotypes in the contamination essay.

Index terms: Musa spp., genetic certification, varietal protection, fingerprinting, molecular markers.

Introducéo

A bananeira (Musa spp.) é cultivada de Norte a Sul
do Pais e a maioria dos bananicultores sdo pequenos
agricultores que utilizam essa fruta como fonte de
alimentag&o e renda.

As cultivares de bananeira usadas no Pais apresentam
baixa produtividade e suscetibilidade as principais pragas
e doengas da cultura. No entanto, novas variedades de
bananeira vém sendo produzidas pela Embrapa Mandioca
e Fruticultura Tropical, resultando na recomendacéo de
algumas com resisténcia as sigatokas e ao mal-do-
panama.

Com o surgimento de novas cultivares, teve inicio a
preocupacgdo em caracterizar geneticamente esses
genotipos para registro e protecao, permitindo, assim, o

controle sobre sua multiplicacdo e comercializagédo
(Priolli et al., 2002; Bonamico et al., 2004).

No Brasil, a protecdo de cultivares estd amparada
pelalein® 9.456, de 1997. Essa lei assegura, ao titular, o
direito a reproducgdo comercial da cultivar no territorio
brasileiro, ficando vedados a terceiros, durante o prazo
de protecédo, a producdo com fins comerciais e 0
oferecimento a venda ou a comercializagdo do material
de propagagcdo da cultivar sem autorizacao (Brasil, 1998).
Assim, torna-se necessaria a caracterizacao precisa da
cultivar, com aplicacéo de descritores homogéneos quanto
a sua expressdo entre os estadio de desenvolvimento e
ao longo dos ciclos (Carvalho et al., 2000).

Os melhoristas tém utilizado caracteristicas
morfoldgicas e bioquimicas para registrar e proteger suas
variedades. Entretanto, embora 0 emprego desse método
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seja valioso, ha limitagdes em casos de cultivares
aparentadas (Priolli et al., 2002), especificamente no que
tange a cultivares resultantes do programa de
melhoramento de bananeira da Embrapa, em que se usa
um pequeno numero de genitores femininos, que sdo
muito préximos geneticamente. Além disso, esses
descritores sdo influenciados pelo ambiente, sdo
complexos em suas interacoes alélicas (Lombard et al.,
2005) e constituem uma base pobre para medir a
identidade, por apresentarem uma medida indireta da
composicdo genética do material (Binneck et al., 2002).

Os descritores de DNA, por sua vez, apresentam a
vantagem de representarem o gendtipo, mantendo
consisténcia nos resultados, evitando o problema da
avaliacdo dos dados com base na expressdo do fenétipo
(Winsch & Hormaza, 2002). A possibilidade de acessar
a variabilidade genética diretamente no DNA, vem
fazendo com que, cada vez mais, sejam disponibilizadas
técnicas precisas que possam vir a auxiliar o processo
de protecdo intelectual de materiais genéticos (Padilha
etal., 2002).

O RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA)
consiste em utilizar primers de seqtiéncia arbitraria para
dirigir reagdes de amplificacdo, gerando, assim, grande
quantidade de polimorfismo de fragmentos de DNA,
oriundos de diferentes partes, espalhados por todo o
genoma (incluindo regides de DNA repetitivo). Essa
técnica pode ser usada no fingerprinting, além de
permitir a deteccdo de divergéncias minimas entre
espécies ou clones (Brammer, 2000). A utilizacdo do
RAPD para fins de protecdo é limitada, devido
principalmente a baixa repetibilidade entre laboratdrios.
No entanto, a conversdo dessa técnica em marcadores
do tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified
Regions) possibilita contornar o problema da
repetibilidade (Carvalho et al., 2000), podendo ser usada
na identificacdo varietal.

Alternativamente, os SSR (Simple Sequence
Repeats) consistem em mono a tetranucleotideos
repetidas em tandem, que sdo amplificados por primers
especificos. S&o marcadores altamente polimorficos,
possuem expressao co-dominante e sdo multialélicos e
de alta repetibilidade entre laboratérios. Em virtude do
grande nimero de regides repetitivas, 0s SSR se tornam
marcadores altamente informativos e cada individuo pode
apresentar um fingerprinting Unico (Decroocq et al.,
2004).

O RAPD ja foi utilizado em vérios trabalhos de
caracterizacao e identificagdo de gendtipos de bananeira
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(Crouchet al., 1998; Paz, 2000; Pillay et al., 2000; Creste
etal., 2001, 2003). A caracterizacdo por marcadores
moleculares pode auxiliar na identificacdo e certificacéo
da qualidade genética do material em uso (Fachinello
et al., 2000) e na deteccdo de pureza genética dos lotes
(Ramos, 2004), garantindo que as caracteristicas de
interesse acrescentadas aos materiais comerciais sejam
mantidas e expressas nos cultivos subseqiientes (Padilha
et al., 2003). O uso de técnicas moleculares em lotes de
mudas de plantas de propagacdo vegetativa podera
tornar-se fundamental em futuro préximo, podendo até
mesmo detectar variantes somaclonais.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar
molecularmente gendtipos elites e recomendados de
bananeira por meio de marcadores RAPD e
microssatélites.

Material e Métodos

Foram caracterizadas molecularmente 14 cultivares
de bananeira adaptadas, desenvolvidas e recomendadas
pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, que
pertencem a diferentes grupos gendmicos e possuem
resisténcia variada a diversas doencas (Tabela 1).

A extracdo de DNA foliar foi realizada no Laborat6rio
de Virologia e Biologia Molecular da Embrapa Mandioca
e Fruticultura Tropical, a partir de folhas jovens, seguindo
0 método descrito por Doyle & Doyle (1990).
A avaliagdo da quantidade e qualidade do DNA foi
efetuada mediante analise comparativa das amostras em
gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio
(0,5 ug mL1). As amostras foram diluidas em agua
ultrapura, padronizando a concentracdo de trabalho em
10 ng uLt. As reacdes de amplificacdo por meio do
RAPD (Tabela 2) foram conduzidas de acordo com 0s
procedimentos descritos por Williams et al. (1990).
As bandas de DNA foram visualizadas em gel de
agarose (1,5%), sob luz ultravioleta, e as imagens,
captadas pelo sistema Kodak Digital de
fotodocumentagé&o.

As reacdes de amplificagdo por SSR foram realizadas
em volume final de 25 uL, contendo: 50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI (pH 8,3), 2,4 mM MgCl,, 100 mM de cada
dNTPs, 0,2 mM de primer, 50 ng de DNA e uma unidade
de Taq polimerase (Pharmacia Biotech, EUA).
Os primers foram cedidos pelo Laboratério de Biologia
Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
USP, Piracicaba, SP, e pela Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, Brasilia, DF. As amplificaces foram
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realizadas no termociclador My-Cycler Thermocycler
(BioRAD) e cada primer foi testado conforme a
temperatura de anelamento sugerida pelo fabricante,
seguido de um programa de touchdown. Os ciclos de
amplificacdo foram os seguintes: uma etapa a 3 min,
dez ciclos a 94°C por 40 s, 40 s em touchdown de 65°C
com diminuicdo de 1°C a cada ciclo, 72°C por 1 min,
24 ciclos a 94°C por 40 s, 55°C por 40 s, um ciclo final
de 72°C por 4 min e um ciclo a 4°C até a retirada do
termociclador.

O preparo do gel de poliacrilamida (5%), montagem
das placas e revelacdo com prata encontram-se em
Souza (2002). Depois da montagem das placas, o gel de
poliacrilamida 5% foi preaquecido até a temperatura de
45°C, sob eletroforese a 45 W durante 45 min (Souza,
2002). As amostras foram desnaturadas por 5 min a 95°C
em 5 uL de tampdo desnaturante (10 mM de NaOH,
0,05% de xylenocyanol, 0,05% de azul de bromofenol e
20 mM de EDTA em formamida) e colocadas
imediatamente em gelo, sendo aplicados 8 uL de cada
amostra, sob uma eletroforese a 80 W durante 90 min.
Depois da secagem do gel por 24 horas, as imagens
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foram escaneadas e armazenadas em arquivos
eletronicos.

Os produtos das amplificacBes foram computados
como auséncia (0) e presenca (1) de bandas para as
14 cultivares elites avaliadas. A analise dos bootstrap,
realizada com 1.000 reamostragens, e a dissimilaridade
entre os genotipos, calculada pelo complemento do coe-
ficiente de Jaccard, foram realizadas com o programa
Genes (Cruz, 2001). A partir das matrizes de distancia
genética, os dendrogramas foram gerados pelo método
da média aritmética nao ponderada (UPGMA), com o
auxilio do programa Statistica (StatSoft, 2005).

Com o intuito de demonstrar a eficiéncia dos
marcadores microssatélites na deteccdo de
contaminantes, em lotes de mudas de bananeira, foi
efetuada uma simulacéo, misturando-se diferentes
volumes de DNA exdgeno. Nessa simulagdo, a mistura
foi submetida a duas condigdes de amplificacéo, utilizando
o primer AGMI 24-25. Em ambas as condigdes, a cultivar
Tropical, com padréo de bandas conhecido, foi misturada
com diferentes quantidades de DNA da cultivar

Tabela 1. Genotipos de bananeira desenvolvidos e recomendados pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.

Genotipos Grupo gendmico Subgrupo Genealogia (origem) Reacdo as doencas

Tropical AAAB Maga Yangambi n” 2 x M53 (Embrapa) Resistente a sigatoka-amarela e tolerante ao
mal-do-panama

FHIA-18 AAAB Prata ‘Prata-And’ x 2n (FHIA)" Moderadamente resistente a sigatoka-
amarela e resistente a sigatoka-negra

Preciosa AAAB Prata ‘Pacovan’ x M53 (Embrapa) Resistente as sigatokas-amarela e negra ¢
ao mal

Thap Maeo AAB Mysore Cultivar tipo Mysore (Tailandia) Resistente as sigatokas-amarela e negra e
a0 mal-do-panama

Garantida AAAB Prata ‘Prata Sdo Tomé’ X M53 (Embrapa) Resistente as sigatokas-amarela e negra e
ao mal-do-panama

Caipira AAA - Cultivar (Africa Ocidental) Resistente as sigatokas-amarela e negra e
a0 mal-do-panama

Bucaneiro AAAA Gros Michel Hibrido High Gate (Jamaica) Resistente a sigatoka-amarela e
ao mal-do-panama

Prata Grauda AAAB Prata Prata-Ana x SH 3393 Resistente ao mal-do-panama e suscetivel
as sigatokas-amarela e negras

Pacovan Ken AAAB Prata ‘Pacovan’ x M53 (Embrapa) Resistente as sigatokas-amarela e negra e
ao mal-do-panama

FHIA-01 AAAB Prata “Prata-Ana’ x SH 3142 Resistente & sigatoka-negra e
ao mal-do-panama

FHIA-21 AAAB Terra Honduras Resistente as sigatokas-amarela e negra e
ao mal-do-panama

FHIA-02 AAAB Williams x SH-3393 Resistente a sigatoka-amarela e negra e
suscetivel ao mal-do-panama

PA42-44 AAAB Prata ‘Prata-Ana’ x M53 (Embrapa) Resistente a sigatoka-amarela e
ao mal-do-panama

Nam AAA - Tailandia Resistente a sigatoka-amarela e

ao mal-do-panama

@WFHIA: Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola.
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Prata Grauda (T;) e com quantidades de DNA duas
fontes de contaminacdo, as cultivares Caipira e Prata
Grauda (T,). Na mistura de dois contaminantes, volumes
iguais das duas amostras foram misturados e retiradas
aliquotas (Tabela 3).

Resultados e Discussao

Foram avaliados 47 primers de RAPD, que
produziram um total de 328 bandas, sendo
82 monomorficas e 246 polimorficas, que foram
utilizadas nas analises. A média de bandas polimorficas
por primer foi de 5,35, oscilando entre uma banda para
0s primers OPE-10, OPF-G-17 e OPE-08, e 16 bandas
para o primer OPAA-12.

Nas analises com microssatélites, testaram-se
34 primers, dos quais 20 produziram bandas evidentes e
foram utilizados nas analises. Sete primers apresentaram
bandas ndo evidentes, trés apresentaram falha na
amplificacdo na maioria dos gendtipos, trés primers ndo
geraram produtos de amplificagdo e apenas um primer
apresentou bandas monomorficas (Tabela 4).

Observou-se que ndo houve muitas diferengas nos
agrupamentos gerados pelos marcadores RAPD e SSR,

Tabela 2. Primers RAPD utilizados na amplificagéo de 14 amos-
tras de DNA de bananeira (Musa spp.).

Primers Seqiiéncia 5°-3’ Primers  Seqiiéncia 5°-3’
OPA-03 AGTCAGCCAC OPF-12  ACGGTACCAG
OPA-04 AATCGGGCTG OPF-14 TGCTGCAGGT
OPA-05 AGGGGTCTTG OPF-15 CCAGTACTCC
OPA-13 CAGCACCCAC OPF-20 GGTCTAGAGG
OPA-15 TTCCGAACCC OPG-12 CAGCTCACGA
OPA-18 AGGTGACCGT OPG-13  CTCTCCGCCA
OPAA-12  GGACCTCTTG OPG-17 ACGACCGACA
OPAA-19 TGAGGCGTGT OPG-19 GTCAGGGCAA
OPB-06 TGCTCTGCCC OPH-09 TGTAGCTGGG
OPB-07 GGTGACGCAG OPH-02 TCGGACGTGA
OPB-10 CTGCTGGGAC OPH-03 AGACGTCCAC
OPB-14 TCCGCTCTGG OPH-04 GGAAGTCGCC
OPB-19 ACCCCCGAAG OPH-14 ACCAGGTTGG
OPC-04 CCGCATCTAC OPH-15 AATGGCGCAG
OPC-08 TGGACCGGTG OPH-16 TCTCAGCTGG
OPD-03 GTCGCCGTCA OPH-18 GAATCGGCCA
OPD-04 TCTGGTGAGG OPH-19 CTGACCAGCC
OPD-05 TGAGCGGACA OPI-03  CAGAAGCCCA
OPE-08 TCACCACGGT OPI-06  AAGGCGGCAG
OPE-10 CACCAGGTGA OPI-09 TGGAGAGCAG
OPE-16 GGTGACTGTG OPI-10  ACAACGCGAG
OPE-18 GGACTGCAGA OPM-01 GTTGGTGGCT
OPF-07 CCGATATCCC OPN-20 GGTGCTCCGT
OPO-04 AAGTCCGCTC - -
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quando analisados os dados separadamente, 0 que ja
era esperado, em virtude de ambos revelarem a
variabilidade no DNA (Figura 1). Ambas as técnicas
apresentaram valores altos de bootstrap (acima de
50%) na maioria dos grupos formados. Houve maior
consisténcia das bifurcagdes, quando as cultivares foram
analisadas com microssatélites.

Os marcadores RAPD foram capazes de separar as
cultivares, segundo a origem e 0s grupos genémicos, a
uma distancia de 0,35. Em um grupo, foram inseridos
todos os genotipos portadores do genoma A, e no outro
foram agrupados todos os genotipos triploides e
tetraploides portadores dos genomas A e B, incluindo,
nesse Ultimo, todos os hibridos tetraploides avaliados.
O primeiro grupo incluiu as variedades Nam (AAA),
Caipira (AAA) e Bucaneiro (AAAA). O segundo grupo
incluiu as variedades Thap Maeo (AAB) e os hibridos
tetraploides AAAB, representados pelas cultivares
FHIA-01, FHIA-02, FHIA-18, FHIA-21, Garantida,
Preciosa, Pacovan Ken, Prata Grauda, Tropical e o
hibrido PA42-44.

Os marcadores microssatélites revelaram
comportamento semelhante aos apresentados pelos
marcadores RAPD, em relacdo a separagdo, de acordo
com o grupo genémico e origem dos hibridos, porém
FHIA-21 ficou separado dos demais gen6tipos AAAB.
Resultados semelhantes foram obtidos por Bhat et al.
(1995) com marcadores RFLP e RAPD, por Howell
etal. (1994), utilizando nove primers RAPD, e por Souza
(2002) que, por meio de marcadores microssatélites,
conseguiu separar cultivares e hibridos de bananeira
segundo o nivel de ploidia, grupo gendmico e subgrupos.

Em ambas as técnicas, nota-se que a cultivar FHIA-21,
um platano, foi separada das demais cultivares. Essa

Tabela 3. ProporcGes de DNA usadas nos ensaios de sensi-
bilidade do marcador microssatélites, utilizando o primer AGMI
24-25 na identificagdo de DNA contaminante(®.

Ensaio T, Ensaio T,

Tropical Prata Grauda Tropical Prata Grauda +
(%) (%) (%) Caipira (%)
100 0 100 0

90 10 90 10
70 30 70 30
50 50 50 50
30 70 30 70
10 90 10 90

(@A quantidade total de DNA em cada pogo foi de 5 yL com concentragdo
de 10 ng pLt



Diferenciagdo molecular de cultivares elites de bananeira

classificacdo, assim obtida, se assemelha a
caracterizacdo morfolégica, que separa a FHIA 21 dos
demais gendtipos por ser do subgrupo Terra (Platano).
Cultivares desse subgrupo apresentam frutos compridos
com quinas evidentes, polpas rosadas e consistentes,
ideais para o consumo cozido ou frito (Moreira, 1999).
Os demais gendtipos AAAB sdo do tipo Prata ou Maca
e mais adequados para consumo in natura.

Os hibridos tetraploides Garantida, Preciosa e
Pacovan Ken, respectivamente, resultantes dos
cruzamentos das cultivares (AAB) Prata, S8o Tomé e
Pacovan e com o genitor masculino dipldide (AA) M53,
ficaram agrupados, quando se utilizou marcadores
microssatélites. As cultivares Preciosa e Pacovan Ken
sdo irmados completos e a ‘Pacovan’ é uma mutagdo da
‘Prata’, intensificando, assim, o grau de parentesco entre
0s gendtipos. Morfologicamente existem poucas
diferencas entre essas trés cultivares.

O resultado da amplificacdo com 22 primers via
RAPD reforca, ainda mais, a alta similaridade genética
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dessas cultivares (Tabela 5). Apenas a cultivar Preciosa
apresentou bandas caracteristicas, enquanto a Garantida
e a Pacovan Ken ndo diferiram no que tange a alguns
primers avaliados. Creste et al. (2003), ao trabalhar com
marcadores SSR, encontraram dificuldade em
discriminar tais gendtipos. O arranjo dos dendrogramas,
alocando cultivares com origem comum, como dos
mesmos subgrupos, é justificado pelos altos niveis de
similaridade genética (Creste et al., 2003).

A identificag&o de cultivares, utilizando marcadores
do tipo RAPD, é bastante divulgada em trabalhos de
caracterizacdo molecular (This et al., 1997; Sawazaki
et al., 2002; Bianchi et al., 2003; Crochemore et al.,
2004). Em alguns casos, ela é baseada na selecdo de
bandas e primers (Binneck et al., 2002) que, em
experimentos posteriores, podem ser utilizados para
confecgdo de marcadores do tipo SCAR. Neste trabalho,
as cultivares FHIA-18, Caipira e FHIA-21 produziram
um fragmento de banda especifico com o primer OPH-04.
Enquanto os gendtipos Caipira, FHIA-02, FHIA-21 e

Tabela 4. Primers de microssatélites testados na caracterizagéo das 14 amostras de DNA de bananeira (Musa spp.).

Primers Seqiiéncia de bases (57-3") Resultado Primers Seqiiéncia de bases (5’-3”) Resultado
Ma 3/90 F: GCACGAAGAGGCATCAC Bandas AGMI 103-103 F: ACAGAATCGCTAACCCTAATCCTCA  Bandas

R: GGCCAAATTTGATGGACT evidentes R: CCCTTTGCGTGCCCCTAA evidentes
MaO-1G10 F: TCTCAGGAAGGGCAACAATC Bandas AGMI 105-105 F: TCCCAACCCCTGCAACCACT Bandas

R: GGACCAAAGGGAAAGAAACC evidentes R: ATGACCTGTCGAACATCCTTT evidentes
MaO-1H06 F: GGAGGAAATGGAGGTCAACA Bandas AGMI 125-125 F: TCCCATAAGTGTAATCCTCAGTT Banda com

R: TTCGGGATAGGAGGAGGAG evidentes R: CTCCATCCCCCAAGTCATAAAG arraste
MaO-2 C07 F: ACCTGTGGCTTCGTTCTG Falha na AGMI 127-127 F: AAGTTAGGTCAAGATAGTGGGATTT Bandas

R: TTGTCCTTTTTCGTTATTTCCT amplificacdo R: CTTTTGCACCAGTTGTTAGGG evidentes
MaO-2 Cl1 F: GGAAGAAAGAAGTGGAGAATGAA  Bandas AGMI 24-25  F: TTTGATGTCACAATGGTGTTCC Bandas

R: TGAAATGGATAAGGCAGAAGAA evidentes R: TTAAAGGTGGGTTAGCATTAGG evidentes
MaO-2 D09 F: GCAAGAAAGAACGAGAAG Bandas AGMI 33-33  F: AGTTTCACCGATTGGTTCAT Bandas

GAAA evidentes R: TAACAAGGACTAATCATGGGT evidentes

R: GTGGGGAGGGAGGCATAG
MaO-2 D10 F: GCTGCTATTTTGTCCTTGGTG Bandas com AGMI 35-35  F: TGACCCACGAGAAAAGAAGC Monomérfica

R: CTTGATGCTGGGATTCTGG arraste R: CTCCTCCATAGCCTGACTGC
STMS 1FP-1RP  F: TGAGGCGGGGAATCGGTA Bandas AGMI 59-59  F:AATCGAAATCGAGTCAACAAGG Nao

R: GGCGGGAGACAGATGGAGTT evidentes R:TTTTGTGGATGGTTGGTTCC amplificou
STMS 7FP-7RP  F: AAGAAGGCACGAGGGTAG Bandas com  AGMI93-93  F: AACAACTAGGATGGTAATGTGTGGAA Bandas com

R: CGAACCAAGTGAAATAGCG arraste R: GATCTGAGGATGGTTCTGTTGGAGTG  grraste
Ma 3/60 F: TGGCTGACAATTACATGACA Bandas AGMI 9595  F: ACTTATTCCCCCGCACTCAA Banda com

R:GCGCACTGTGGTGTGT evidentes R: ACTCTCGCCCATCTTCATCC arraste
Ma 3/48 F: CCCGTCCCATTTTCTCA Bandas Ma 1/16 F: TTTGCCTGGTTGGGCTGA Bandas com

R: TTCGTTGTTCATGGAATCA evidentes R: CCCCCCTTTCCTCTTTTGC arraste
Ma 3/81 F: CTAGGTCTTCCTGCTGCTC Falha na Ma 1/17 F: AGGCGGGGAATCGGTAGA Bandas

R: TGAGCGAATTTGATCAGAAC amplificagio R: GGCGGGAGACAGATGGAGT evidentes
Ma 3/46 F: CTTTGGAAGGTGGTTCTCA Bandas Ma 1/2 F: GATGATGGTGAGAGGCTGATGA Nio

R: ACGACTGAGACCGATTGAG evidentes R: GGTCGGTATGGGAAGCACC amplificou
Ma 2/7 F: TGAATCCCAAGTTTGGTCAAGA Bandas Ma 1/24 F: GAGCCCATTAAGCTGAACA Bandas

R: CAACTCTTGTCCCTCACTTCA evidentes R: CCGACAGTCAACATACAATACA evidentes
Ma 3/41 F: GAAGCATCCAATGGACCTA Falha na Ma 1/27 F: TGAATCCCAAGTTTGGTCAAG Bandas

R: GCGAACTCACAATAGCGA amplificacdo R: CAAAACACTGTCCCCATCTC evidentes
Ma 3/50 F: GGTGGATGGCTGGGTA Nio Ma 1/139 F: ACTGCTCTCCACCTCAAC Bandas

R: GGATCCAAGCTTATCGAGTT amplificou R: GTCCCCCAAGAACCATATGATT evidentes
Ma 2/4 F: CTCCTTTGTGAGCTCGGCATAT Bandasnio  Ma 3/103 F: TCGCCTCTCTTTAGCTCTG Bandas

R: AGGGTCCAAGAAACTCCTCCAA evidentes R: TGTTGGAGGATCTGAGATTG evidentes
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Nam tiveram um padrdo de banda caracteristico com o
primer OPO-02 (Figura 2).

Os primers de microssatélites AGMI 24-25,
Ma 3/103, STMS 1FP-1RP e Ma 1/24 permitiram a
identificagdo das cultivares Bucaneiro, Caipira, FHIA-01,
FHIA-18, FHIA-2, Tropical, PA42-44 e Nam (Figura 3).
O primer AGMI 24-25 foi também utilizado por
Kaemmer et al. (1997) na identificacdo de gen6tipos com
0 genoma B. Tal fato foi confirmado nos trabalhos de
Creste et al. (2003) e neste estudo. No entanto, as
cultivares Terra (AAB) (Creste et al., 2003) e FHIA 21
(AAAB) no presente estudo, que sdo platanos, ndo
apresentaram o alelo de identificagcdo produzido pelo
primer AGMI 24-25. De forma similar, o primer Ma 1/103
também identificou alelos caracteristicos do genoma B,
ndo demonstrando a presenca desses alelos no platano
Terra (Creste etal., 2003) e platano FHIA-21 neste
trabalho.
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O numero de alelos dos SSRs variou de 4 a 10, porém
0 marcador utilizado ndo permitiu estabelecer os
tamanhos dos alelos amplificados. As variacdes no
tamanho (pb) dos alelos foram diferentes da observada
por Creste et al. (2003) que, por sua vez, diferiram dos
obtidos por Kaemmer et al. (1997), embora tenham sido
utilizados os mesmos marcadores. Essa discrepancia
pode ser devida as condi¢des de desnaturacdo durante
a eletroforese, as diferencas na composi¢édo de bases e
ao marcador de peso molecular usado (Testolin et al.,
2000).

Com os primers AGMI 24-25 e STMS 1FP-1RP, nove
gendtipos foram discriminados. Desses, sete foram pelos
diferentes alelos amplificados pelo primer AGMI 24-25.
Isso indica sua alta capacidade discriminatoria e reforca
a sua caracteristica multialélica.

A superioridade dos SSR em relagdo ao RAPD pode
ser demonstrada por sua capacidade de identificar sete
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Figura 1. Dendrograma das relagdes genéticas entre cultivares e hibridos de bananeira obtido por RAPD (A) e microssatélites
(B), gerado pelo coeficiente de dissimilaridade de Jaccard. Os valores do bootstrap estdo indicados nos dendrogramas.

Tabela 5. Perfil molecular, em nimero de bandas produzidas pelos 22 primers RAPD testados nas cultivares Preciosa, Garantida e

Pacovan Ken(®,

Primers OPB- OPF- OPF- OPH- OPA- OPA- OPAA- OPF- OPH- OPO- OPH-
10 07 14 18 04 05 12 15 09 04 19
Preciosa 8 9 7 5 10 8 4 5 7 (+) 5 8
Garanida 8 9 6 5 10 7 3 3 6 4 8
Pacovan Ken 8 9 6 5 11 7 3 3 6 4 7 (-)
N de polimorficas 0 0 1 0 1 1 1 1 2 1 0
Primers OPD- OPA- OPG- OPN- OPA- OPA- OPAA- OPH- OPC- OPI- OPG-
04 03 12 20 13 18 19 04 04 09 17
Preciosa 5 13 6 n 12 6 8 (1) 9 n 4 8
Garanida 5 13 5 n 11(-) 6(-) 6 9 n 4 7
Pacovan Ken 5 13 n n 12 4 6 9 n 4 7
N° de polimérficas 0 0 - - 0 0 2 0 - 0 1

(@ (+): presenca de mais de uma banda polimérfica; (-): auséncia de banda; n: ndo amplificou.
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dos 14 gen6tipos avaliados com o padrdo de bandas
gerado por um unico primer, 0 AGMI 24-25. Souza
(2002), trabalhando com 0 mesmo primer, conseguiu uma
discriminacdo de 83% dos genotipos avaliados.
No entanto, quando se analisa a capacidade de separar
genotipos aparentados, nota-se que o RAPD separou
as cultivares de mesma origem em subgrupos diferentes
no dendrograma. Tal fato é justificado pela alta cobertura
do genoma proporcionada pela técnica, permitindo
identificagdo de diferencas minimas entre os genétipos
avaliados (Brammer, 2000).

N&o foram produzidas bandas caracteristicas para 0s
gendtipos Preciosa, Garantida e FHIA-02. Todavia, a
caracterizacdo dessas cultivares pbde ser
complementada com as informacgBes dos primers
RAPD. Os marcadores RAPD e SSR foram capazes

12 3 45 67 83 1011121314M
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Figura 2. Resultado da amplificagdo com os primers OPH-04
(A), OPO-02 (B). 1: Tropical; 2: FHIA-18; 3: Preciosa; 4: Thap
Maeo; 5: Garantida; 6: Caipira; 7: Bucaneiro; 8: Prata Gralda;
9: Pacovan Ken; 10: FHIA-01; 11: FHIA-21; 12: FHIA-02;
13: PA42-44; 14: Nam. M: marcador 1 kb. As setas indicam a
presenca de bandas particulares de cada genétipo.

de gerar um fingerprinting para discriminar as
cultivares elites de bananeira estudadas (Tabela 6).
As informacdes acumuladas dos perfis moleculares dos
genotipos poderao ser registradas em bancos de dados,
permitindo a acumulacdo de informacfes para o
fingerprinting varietal.

A simulacgdo da contaminacdo em lotes de muda de
bananeira ¢ mostrada na Figura 4. Observa-se que 0
primer SSR AGMI24-25 permitiu verificar variagdes
minimas presentes no DNA. Tanto no tratamento T;
como no T, esse primer foi capaz de identificar todos
os alelos das amostras utilizadas como contaminantes.
Observou-se, no entanto, que a intensidade das bandas
aumentam com o aumento da quantidade de DNA
contaminante e que a melhor visualizagdo da
contaminacdo é registrada quando a concentragdo do
contaminante é de 30%.

Embora com baixa visibilidade, foi possivel detectar
0 DNA da ‘Tropical’ em uma proporcdo de 10% de
DNA contaminante. Tal fato pode estar associado a
utilizacdo de iniciadores para amplificar uma regiéo
especifica do genoma, mesmo em baixa concentracdo
(Ramos, 2004). Assim, com uma reagdo contendo uma
massa final de 50 ng de DNA, o primer é capaz de
amplificar um DNA especifico que esteja presente em
uma quantidade de 5 ng. Esse resultado indica a alta
especificidade da técnica de SSR na deteccdo de

8.9 10 jhy12 {18818

125D 3 AR RS

A (B)

Figura 3. Resultado da amplificagdo com os primers
AGMI 24-25 (A) e STMS 1FP-1RP (B) de microssatélites.
1: Tropical; 2: FHIA-18; 3: Preciosa; 4: Thap Maeo; 5: Garantida;
6: Caipira; 7: Bucaneiro; 8: Prata Gralda; 9: Pacovan Ken;
10: FHIA-01; 11: FHIA-21; 12: FHIA-02; 13: PA42-44; 14: Nam.
M: marcador 123 ph. Setas na vertical indicam os padrdes de
bandas dos genotipos.

Aoas
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Tabela 6. Marcadores RAPD e microssatélites que geram um perfil caracteristico nas cultivares avaliadas.

Genotipos Primers identificados na caracterizacdo
RAPD SSR

Tropical OPH-04; OPA-05; OPF-07 AGMI 24-25

FHIA-18 OPH-04; OPA-05 AGMI 24-25; STMS 1FP-1RP

Preciosa OPA-05; OPF-15; OPH-09; OPAA-19; OPG-17 *

Thap Maeo OPF-05 MaO-2C11

Garantida'" OPA-13; OPA-18 *

Caipira OPH-04; OPC-08; OPO-02; OPI-09 AGMI 24-25; Ma 2-7FR; STMS 1FP-1RP;
Ma 3-90; Ma 1-27

Bucaneiro OPF-12; OPH-09; OPI-06; OPH-14 AGMI 24-25

Prata Grauda * MaO-2C11

Pacovan Ken OPA-04 STMS 1FP-1RP

FHIA-01 * Ma 3-90; STS 1FP-1RP

FHIA-21 OPH-04; OPO-02;0PF-12; OPH-11 AGMI 24-25; Ma 1-27; MaO-2C11;
STMS 1FP-1RP

FHIA-02 OPO-02; OPAA-12 *

PA42-44 * AGMI 24-25; STMS 1FP-1RP

Nam OPO-02; OPH-07 AGMI 24-25; MaO-2D09; STMS 1FP-1RP;

Ma 3-103

(WA ‘Garantida’ ndo apresentou banda particular, apenas auséncia quando comparada a Preciosa e & Pacovan Ken com os primers RAPD citados.

*Né&o foram encontradas marcas especificas para essas cultivares.

Contaminante (%)

Contaminantes (%)

Figura 4. Simulacéo da sensibilidade do marcador AGMI 24-25 em detectar DNA estranho em lotes de muda de bananeira.
Tratamento T, com apenas um contaminante (8) e tratamento T, com dois contaminantes (6 e 8). 1: Tropical; 6: Caipira; 8: Prata
Grauda. 10%, 30%, 50%, 70% e 90% sdo as propor¢des do DNA estranho (6 e 8) naamostra. M: marcador molecular de 123 pb.

Setas indicam os alelos identificados.

qualquer vestigio minimo de DNA exdgeno ou
contaminante.

Verifica-se que a técnica € confidvel, quando se busca
identificar a pureza varietal nas amostras analisadas.
Por isso, varios trabalhos relatam a utilizacdo dos
marcadores moleculares para identificacdo de pureza
genética em diversas espécies (Priolli et al., 2002; Padilha
et al., 2003; Ramos, 2004).

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.41, n.12, p.1739-1748, dez. 2006

Conclusoes

1. As cultivares Garantida, Preciosa e Pacovan Ken
apresentam alta similaridade genética com ambos 0s
marcadores.

2. O primer AGMI 24-25 apresenta alta capacidade
de discriminar os gendtipos avaliados e as contamina-
cOes envolvendo diferentes gendtipos.
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3. Os descritores baseados em microssatélites e
RAPD permitem definir padrdes moleculares somente
para algumas cultivares avaliadas.
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