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Genotipagem de cultivares de bananeira
do banco de germoplasma da Epagri por RAPD

Cristiane Maria da Silva', Eliza Clarindo Paulino?, Adriana Pereira®, Robert Harri Hinz*, Luiz Alberto Lichtemberg®,
Fernando Adami Tcacenco® e Marciel Jodo Stadnik’

Resumo — A banana (Musa spp.) estad entre as frutas mais consumidas do mundo. Embora exista um nimero expressivo de
cultivares de bananeira, poucos apresentam importancia comercial. Para avangos nos programas de melhoramento genético
dessa cultura, existe a necessidade de compreender a estrutura gendmica e as relagdes genéticas existentes entre os acessos
depositados nos bancos de germoplasma. Assim, o objetivo deste trabalho foi levantar a variabilidade genética existente entre
15 acessos do Banco de Germoplasma de Bananeira da Epagri por meio da técnica RAPD. Foram utilizados 78 iniciadores de
PCR, os quais geraram um total de 855 bandas polimérficas. Os dados de presenga/auséncia de bandas foram submetidos
a andlise de conglomerados. Os resultados mostraram que os marcadores RAPD foram eficazes em revelar a existéncia de
diversidade genética entre os cultivares analisados, bem como em separar os grupos gendmicos A e B e os cultivares de acordo
com seus respectivos subgrupos.

Termos para indexagdo: banana, variabilidade genética, melhoramento, marcadores.
RAPD genotyping of banana cultivars from Epagri germplasm bank

Abstract - Banana (Musa spp) is one of the most important fruits worldwide, and although there is a large number of cultivars,
only a few present desirable agronomic characteristics. In order to facilitate advancements in plant breeding, there is a need for
understanding the genomic structure and the genetic relationships among the accesses in germplasm banks. In this work, the
use of RAPD in the study of the genetic variability of 15 cultivars of banana from a wide genomic background was validated. A
total of 78 primers were used, which generated 855 polymorphic bands. Data on presence/absence of polymorphic bands were
subjected to cluster analysis. The results showed that RAPD markers were efficient in revealing the genetic diversity among the
cultivars, as well as in separating the A and B genomic groups and the cultivars accordingly to their subgroups.

Index terms: banana, genetic variability, breeding.

na safra 2011. lIsso foi
possivel gracas ao uso mais intensivo
de tecnologia, proporcionando
melhor produtividade (Vieira, 2013).
Considerada um alimento energético,
é rica em carboidratos (24%), fibras
(6% a 7%) e também em elementos
minerais, sédio, magnésio,
fosforo e, principalmente, potassio,

papel socioeconémico em muitos paises
tropicais em desenvolvimento, sendo
de importdncia tanto como fonte de
alimento quanto como fonte de divisas
para os mercados local e internacional.

Santa Catarina destaca-se no

~ toneladas
Introdugao

A bananeira é cultivada em 125
paises, e em alguns deles a atividade
se destaca como uma das principais

fontes de arrecadacdo e geracdo de como o terceiro

cendrio nacional
maior produtor de banana. O Estado é

superavitario na produgdo de banana, e

emprego e renda. A bananicultura como

tem-se expandido bastante na maioria

dos paises nas trés ultimas décadas,
passando de 35 milhGes de toneladas
na safra 1978 para 107 milhGes de

além de vitaminas A, Be C(Crouch et al.,
1999a). Cultivada frequentemente por
pequenos agricultores, possui notavel

é de fato o maior exportador nacional. O
produto destina-se principalmente para
os centros consumidores do Uruguai e

Recebido em 21/10/2013. Aceito para publicacdo em 14/2/2014.

Bidloga, M.Sc., Universidade Federal de Santa Catarina/Centro de Ciéncias Agrérias, Rod. Admar Gonzaga, 1346, 88040-900 Floriandpolis, SC, fone: (48) 3721-
5423, email: crisfito@hotmail.com.

2 Bidloga, Bolsista CNPq, Epagri/Estacdo Experimental de Itajai, Rod. Antonio Heil, 6800, 88318-112 Itajai, SC, e-mail: eliza_paulino@hotmail.com.

3 Quimica, M.Sc., Epagri/Estagdo Experimental de Itajai, e-mail: adrianapereira@epagri.sc.gov.br.

4 Engenheiro-agronomo, M.Sc., Epagri/Estacdo Experimental de Itajai, e-mail: robert@epagri.sc.gov.br

> Engenheiro-agronomo, M.Sc., Epagri, Estagdo Experimental de Itajai, e-mail: licht@epagri.sc.gov.br.

8 Engenheiro-agrénomo, Ph.D., Epagri/Estacdo Experimental de Itajai, e-mail: tcacenco@epagri.sc.gov.br

7 Engenheiro-agronomo, Ph.D., Universidade Federal de Santa Catarina/Centro de Ciéncias Agrarias, Rod. Admar Gonzaga, 1346, 88040-900 Floriandpolis, SC,
fone: (48) 3721-5338, e-mail: marciel.stadnik@ufsc.br.

Agropecudria Catarinense, Florianépolis, v.27, n.2, p.94-98, jul./out. 2014


https://core.ac.uk/display/322588492?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

da Argentina. O volume de exportagdo
nas seis Ultimas safras (2008-2013) foi
de 339.374 toneladas, atingindo a cifra
de US$75.410.000,00 (Vieira, 2013).

A bananicultura tem enfrentado
uma série de problemas relacionados a
pragas e doengas, com reflexos negativos
na produc¢do. Embora exista um nimero
expressivo de variedades cultivadas,
quando se consideram  aspectos
como preferéncia dos consumidores,
produtividade, tolerancia a pragas e
doencgas, porte adequado e resisténcia
a seca e a baixas temperaturas, restam
poucas com potencial agronémico e
alta qualidade de frutos, justificando,
assim, a necessidade do langamento
de variedades para ser usadas
comercialmente (Donato et al., 2006).

O grande numero de cultivares
originados a partir de cruzamentos
entre Musa acuminata (genoma A) e
Musa balbisiana (genoma B) caracteriza
a alta diversidade genética existente,
resultando em um complexo grupo
para estudos da estrutura genGmica e
das relagdes genéticas existentes entre
os acessos depositados nos bancos
de germoplasma, proporcionando
maiores avangos no melhoramento
dessa cultura (Crouch et al., 1999a,b). O
recente sequenciamento genémico dos
cultivares Pahang (genoma A) e PKW
(genoma B) fornece outras informacgdes
importantes a esse respeito (D’Hont et
al., 2012; Droc et al., 2013).

Nos ultimos anos, varios grupos
de pesquisa tém utilizado marcadores
moleculares do tipo RAPD, SSR e
AFLP como auxiliares na avaliagdo da
diversidade genética de suas colegGes,
bem como na tentativa de encontrar
marcadores ligados a genes de interesse
e para caracterizar acessos individuais,
identificando duplicatas e variantes
de clones (Menon et al., 2004). Visser
(2000) e Bhat et al. (1995), ao analisar
cultivares de bananeira, verificaram
que os agrupamentos formados por
marcadores RAPD coincidiram com a
composicdao gendmica dos materiais. O
primeiroautor encontrou, ainda, queum
dos iniciadores foi capaz de diferenciar

acessos dos gendtipos AAB e ABB.
Oriero et al. (2006) analisaram, através
de marcadores SSR (microssatélites), 40
acessos do genoma B e identificaram
que os acessos triploides de bananeira
foram  agrupados separadamente
daqueles diploides.

Damasco et al. (1996) avaliaram a
variagdoentre cultivaresde bananeirado
grupo AAA apds terem sido submetidos
a micropropagac¢do, demonstrando que
a técnica de RAPD pode ser utilizada
para detectar variacdo genética entre
cultivares. Além disso, Pillay et al. (2000)
e Tcacenco et al. (2006), ao analisar
plantas dos genomas A e B, encontraram
um marcador de genoma especifico
que pode ser utilizado no escrutinio de
colecbes de cultivares para identificar
os diversos grupos gendmicos.

Esses resultados mostram a
utilidade potencial de marcadores
moleculares como auxiliares nos

programas de introdugdo de plantas e
de melhoramento genético da cultura
da bananeira. Sendo assim, o presente
trabalho foi conduzido para verificar
a variabilidade genética entre os
acessos do Banco de Germoplasma de
Bananeira da Epagri.

Foram avaliados 15 cultivares
do Banco Ativo de Germoplasma
de Bananeira da Epagri/Estacdo
Experimental de Itajai, pertencentes
aos seguintes grupos gendmicos:
AA (‘Ouro’), AAA (‘Nanicdo’, ‘Grande
Naine’ e ‘Williams’), AAB (‘Prata AnZ’,
‘Pacovan’, ‘Mac¢ad’, ‘Figue Pome Naine’,

‘Mysore’, ‘SCS451 Catarina’), AAAB
(‘BRS FHIA Maravilha’ [FHIA-01'],
‘FHIA-18", ‘FHIA-21’, ‘BRS Tropical’

[‘Mag¢ad Bahia’]), e ABB (‘Figo Cinza’).
Amostras de folhas (300mg) foram
maceradas com nitrogénio liquido até
a obtenc¢do de um po fino, e o DNA foi
extraido de acordo com Doyle e Doyle
(1990). A avaliacdo da quantidade e da
qualidade do DNA extraido foi efetuada
no aparelho BioPhotometer Plus
(Eppendorf, Alemanha).
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As amostras de DNA obtidas de
cada cultivar foram amplificadas pela
técnica RAPD, utilizando-se um total
de 78 iniciadores das séries OPA, OPB,
OPC, OPG, OPAX, OPF, OPP, OPW, OPX,
PU1, PU2,R1,R2,R3,81,171,172e 173
(Tabela 1). As reacdes de amplificacdo
continham tampdo PCR 1X, 2mM de
MgCl,, 0,2mM de cada dNTP, 0,4uM
de iniciadores, e 1,5U de Tag DNA
polimerase, em um volume final de 30,
e foram conduzidas em termociclador
Veriti (Applied Biosystem), sob as
seguintes condicdes: um ciclo a
94°C/5 minutos; 40 ciclos de 92°C/60
segundos, 35°C/60 segundos e 72°C/2
minutos; e ao final um ciclo a 72°C/5
minutos. Os produtos resultantes das
amplificagdes foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1,2% a
70V em tampdo TBE por duas horas, e
corados com brometo de etideo (5ug.
ml?). Os produtos amplificados foram
visualizados e fotografados sob luz
ultravioleta em fotodocumentador
(Doc-Print VX2, Vilber Lourmat, Franca).
Todas as reagdes foram conduzidas em
duplicatas.

Para a analise de conglomerados, a
presenca (1) e auséncia (0) de bandas
foram codificadas na forma de uma
matriz bindria, sendo a similaridade
entre os acessos calculada pelo
coeficiente SM (Simple Matching), e a
construgao do dendrograma foi baseada
no Meétodo da Ligacdo Completa
(Complete Linkage), utilizando o
programa NTSYS-pc versdo 2.1 (Rohlf,
2000). A consisténcia do padrdo de
agrupamento foi avaliada por meio do
coeficiente de correlagdo cofenética,
conforme Dunn e Everitt (1982).

Os 78 iniciadores  testados
amplificaram ao todo 1.047
fragmentos, dos quais 855 (81,7%)
foram polimérficos e 192 (18,3%)
foram monomorficos. Em média, cada
iniciador gerou 10,96 fragmentos
polimérficos (Tabela 1). O iniciador que
gerou o maior polimorfismo foi OPA-



Tabela 1. Iniciadores de marcadores moleculares RAPD utilizados no levantamento da
variabilidade genética entre 15 cultivares de bananeira (Musa sp.) do Banco Ativo de
Germoplasma da Epagri/Esta¢do Experimental de Itajai e respectivas bandas polimérficas e
totais, média de bandas por iniciador e tamanho médio dos fragmentos amplificados

Banda
Série R Média por Tz:::éadrin:o
Polimoérfica Total iniciador
pb?”

OPAWY 257 299 13,5 200 a 2.080
oPB®? 62 76 8,9 250a 2.500
oPC® 173 218 10,1 300 a 3.000
oPGW 188 235 9,9 150 a 2.300
Outros "OP"® 71 10,1 250 a 2.500
Outros® 104 120 11,6 2104a 2.300
Total 855 1.047 11,0

M OPA - 19 iniciadores: todos, exceto OPA-03.

@ OPB - 7 iniciadores: OPB-01, OPB-02, OPB-03, OPB-04, OPB-07, OPB-14 e OPB-20.
B)OPC - 17 iniciadores: todos, exceto OPC-05, OPC-15 e OPC-18.

@ OPG - 19 iniciadores: todos, exceto OPG-20.

) Qutros OP — 7 iniciadores: OPAX-10, OPAX-12, OPF-05, OPP-12, OPP-16, OPW-08 e OPX-11.
©® Qutros: 9 iniciadores: PU1, PU2, R1, R2, R3, 81, 171, 172 e 173.

7 Pares de bases.

-18 (21 fragmentos), e os que geraram
o menor polimorfismo foram OPA-11,
OPC-17 e OPG-07, cada um com quatro
fragmentos.

trabalho sobre a

diferenciagdo molecular de cultivares-

Em um

-elite de bananeiras, Jesus et al. (2006)
utilizaram 47 iniciadores e encontraram
um total de 328 marcas, sendo 246
polimdrficas. Ja no trabalho conduzido
por Souza et al. (2008), foram utilizados
31 iniciadores para a avaliagdo da
similaridade genética em gendtipos de
bananeira via marcadores RAPD. Foram
encontradas 94 marcas ao todo, das
quais 75 foram polimérficas. Segundo
Aradjo et al. (2003), a natureza do
polimorfismo do RAPD depende dos
iniciadores utilizados e de seus produtos
de amplificacdo. Em geral, quanto maior
for o numero de iniciadores utilizados,
maiores serdo as chances de detectar
polimorfismo e, consequentemente, os

resultados serdo mais confidveis.

No dendrograma da similaridade
genética dos 15 cultivares de bananeira
(Figura 1), observou-se a formacgdo de
trés grupos distintos a uma similaridade
de 55%. O coeficiente de correlagdo
de 0,85,
um bom ajuste entre a matriz de

cofenética foi indicando
dissimilaridade e o dendrograma.

O grupo 1 foi
cultivares portadores exclusivamente

formado pelos

do genoma A: Nanicdo, Grande Naine,
(grupo AAA,
subgrupo Cavendish) e Ouro (grupo

Williams genOmico
gendmico AA).

O grupo 2 foi
cultivares

formado pelos
portadores  de uma
Unica cépia do genoma B e inclui
representantes dos subgrupos Prata,
Maca e Bluggoe. Cabe ressaltar que os
cultivares SCS451 Catarina, Prata Ang,
Pacovan, BRS FHIA Maravilha e FHIA-

18 sdo do subgrupo Prata, enquanto o

cv. BRS Tropical pertence ao subgrupo
Maga. O cultivar BRS Tropical é resultado
de um cruzamento do cultivar Yangambi
n2 2 (grupo gendmico AAB, subgrupo
Mag¢d) com o cultivar M53 (grupo
genOmico AA). Suas caracteristicas
sdo muito semelhantes as do cultivar
Maga, no entanto, molecularmente,
este cultivar apresenta caracteristicas
mais semelhantes as dos cultivares
do  subgrupo

semelhantes foram obtidos por Jesus

Prata.  Resultados
et al. (2006), que descobriram que o
cultivar BRS Tropical foi agrupado com o
cultivar FHIA-18.

Em um trabalho realizado
anteriormente, Tcacenco et al. (2006)
encontraram maior similaridade entre
FHIA-21 e SCS451 Catarina.

Isso pode ter acontecido devido ao

OS CVvs.

baixo nimero de marcadores utilizados
(quatro iniciadores RAPD, 30 bandas
polimérficas), em contraste com os 78
iniciadores e as 855 bandas polimérficas
obtidas no presente trabalho, o que
confere alta confiabilidade a este
agrupamento. Além disso, a divisdo dos
cultivares de Musa em subgrupos esta
diretamente relacionada a ocorréncia
de pequenas mutagbes em um clone
(Dantas et al., 1997). 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 sdo esperados entre individuos
de um mesmo subgrupo, pois partilham
uma origem comum.

O grupo 3 foi formado por um Unico
cultivar (Figo Cinza), portador de duas
copias do genoma B, além de uma cépia
do genoma A.

No dendrograma, ficou evidenciada
a separagao entre cultivares
exclusivamente com o genoma A (AA
ou AAA) dos cultivares portadores de
pelo menos uma cépia do genoma B
(AAB, AAAB ou ABB). Outros trabalhos
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Figura 1. Dendrograma de similaridade genética entre 15 cultivares de bananeira (Musa sp.) do Banco Ativo de Germoplasma da Epagri/
Estacdo Experimental de Itajai. O coeficiente de correlagdo cofenética foi 0,85

(Jesus et al., 2009; Creste et al., 2003;
Pillay et al., 2000; Tcacenco et al.,
2006) também relataram a eficiéncia
da técnica RAPD na separagdo de
cultivares portadores do genoma A
daqueles portadores do genoma B.
Ademais, analisando-se a frequéncia de
bandas para cada grupo genémico (A ou
B), p6de-se constatar que doze bandas
ocorrem exclusivamente em cultivares
portadores do genoma B. Essas bandas,
geradas pelos iniciadores OPA-02, OPA-
04, OPA-08, OPA-09, OPA-18 (duas
bandas), OPC-12, OPG-05, OPG-13
(duas bandas), OPG-18 e PU2 poderiam
servir como bandas diagndsticas para a
presenca do genoma B em trabalhos de
genotipagem. Resultados semelhantes
foram obtidos por Tcacenco et al
(2006), que também obtiveram uma
banda exclusiva do grupo genémico B, e
por Pillay et al. (2000), que observaram
igualmente bandas diagndsticas para o

genoma B, além de bandas exclusivas
para o genoma A.

No presente trabalho, quatro outras
bandas, geradas pelos iniciadores OPA-
-02, OPA-08, OPA-14 e 81, ocorreram
apenas nos cvs. Nanicdo, Grande Naine,
Williams e Ouro, portadores exclusiva-
mente do genoma A. No entanto, como
neste trabalho ndo foi avaliado nenhum
cultivar que ndo contivesse nenhuma
copia do genoma A, é impossivel deter-
minar se essas bandas poderiam servir
como diagndstico para a presenga do
genoma A.

Com base nos resultados obtidos
no presente trabalho, fica evidenciada
a utilidade de técnicas moleculares
para a caracterizagdo de germoplasma,
o que pode auxiliar os melhoristas
no estabelecimento de critérios para
cruzamentos entre os gendtipos
com boas perspectivas de explorar a

diversidade encontrada. Também é
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possivel rever a correta identificacdo dos
varios acessos introduzidos na colegdo
de germoplasma, particularmente no
tocante a grupos gendmicos, no caso de
Musa, e na verificagdo da ocorréncia de
duplicatas.

RAPD
sdo eficazes em revelar a existéncia

Marcadores  moleculares
de diversidade genética entre os 15
cultivares de bananeira analisados, bem
Como em separar 0s grupos genéomicos
AeB.
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