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DIVERSIDADE DE SOMACLONES DA CULTIVAR GRANDE NAINE E DE
ACESSOS DE BANANEIRA VIA MARCADORES DE DNA

RESUMO: O objetivo geral desta pesquisa consistiu na caracterizagdo genética de
acessos de Musa spp. por marcadores moleculares de DNA, visando contribuir para
o avango do Programa de Melhoramento Genético de Banana da Embrapa
Mandioca e Fruticultura (PMGB). Assim, na linha de melhoramento de triploides
comerciais, 0s objetivos especificos consistram na identificagdo de variagéo
somaclonal e caracterizagdo genética de quatro somaclones derivados da cultivar
Grande Naine (AAA) que foram selecionados em estudo prévio como resistentes ao
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raga 4 subtropical e estudo da diversidade
genética entre 22 diploides melhorados (AA) e 7 triploides comerciais (AAA e AAB)
envolvendo o subgrupo Cavendish, Prata, Maca e Platano. No estudo dos variantes
somaclonais, foram usados marcadores moleculares baseados em retrotransposons,
especificamente Inter Retrofransposon Amplifyed Polymorphism — IRAP e
Retrotransposon-Microssatellite Amplifyed Polymorphism — REMAP. Para o primeiro
estudo, ndo houve um numero satisfatério de bandas polimoérficas para o calculo da
matriz de diversidade genética, no entanto, trés bandas polimorficas entre os
somaclones e o controle (GN), foram sequenciadas (paired-end) e analisadas
utilizando-se a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Seach Tool) no banco de
dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), complementando as informacdes da
funcdo bioldgica. As trés bandas que se destacaram como polimoérficas foram:
banda 1AF: LTR6149 (T1B2P6) + Nikita (T1B2P6: 1-12); banda 2AF: 3 LTR
(T1B2P2) + Nikita (T1B2P2: 1-12) e C) banda 3AF: Sukula + LTR6150 (T1B2P2: 1-
11). Apenas a banda 1AF teve resposta relacionada ao estresse com proteina de
funcdo de ligacdo com calcio (Calcium-binding protein). Essas proteinas sao de
extrema importancia para resisténcia das plantas a doencas atuando como
mensageiros secundarios nas ceélulas durante as primeiras horas da infec¢cado por
patdgenos ativando os padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) e
iniciando a cascata de sinais de defesa da planta. O fato dela estar presente em
todos os somaclones, reforca as avaliagaoes antereriores de resisténcia a FocST4.
Ja no estudo da diversidade entre diploides melhorados e ftriploides comerciais,
foram usados marcadores moleculares Inter Simple Sequence Repeat — ISSR,
Simple Sequence Repeat — SSR e IRAP. Com base na matriz de dissimilaridade
genética, os diploides melhorados mais dissimilares foram o DM23 e DM15 (74%);
DM16 e DM15 (74%), enquanto as menores distadncias genéticas entre diploides
melhorados e triploides comerciais foram observadas entre TCGN25 e DM17 (50%),
TCN26 e DM17 (50%). A matriz também revelou materiais para cruzamentos
importantes visando manter as caracteristicas interessantes nos ftriploides
comerciais. No geral, os marcadores de DNA utilizados possibilitaram identificar
bandas de interesse para possivel uso da selegao assistida por marcadores (SAM) e
melhor direcionar as estratégias de cruzamentos dentro do PMGB que visa, além de
ampliar a base genética de Musa spp., incorporar a SAM de forma mais precisa.

Palavras Chave: IRAP; ISSR; REMAP; sequenciamento genético; SSR



DIVERSITY OF SOMACLONES OF THE GRANDE NAINE CULTIVAR AND
BANANA ACCESSIONS USING DNA MARKERS

ABSTRACT: The general objective of this research was the genetic characterization
of Musa spp. accessions by molecular DNA markers aiming to contribute to the
advancement of the Banana Genetic Breeding Program at Embrapa Mandioca e
Fruticultura (BGBP). Thus, for the breeding of commercial triploids, the specific
objectives consisted of the identification of somaclonal variation and genetic
characterization of four somaclones derived from the cultivar Grande Naine (AAA)
that were selected in a previous study as resistant to Fusarium oxysporum f. sp.
cubense subtropical race 4 and study of genetic diversity between 22 improved
diploids (AA) and 7 commercial triploids (AAA and AAB) involving the Cavendish,
Prata, Silk and Platain subgroup. In the study of the somaclonal variants, molecular
markers based on retrotransposons were used, specifically Inter Retrotransposon
Amplifyed Polymorphism — IRAP and Retrotransposon-Microssatellite Amplifyed
Polymorphism — REMAP. For the first study, there was not a satisfactory number of
polymorphic bands for the calculation of the genetic diversity matrix, however, three
polymorphic bands between the somaclones and the control were sequenced
(paired-end) and analyzed using the BLAST (Basic Local Alignment Seach Tool) in
the NCBI database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) complementing the information on
biological function. The three bands that stood out as polymorphic were: band 1AF:
LTR6149 (T1B2P6) + Nikita (T1B2P6: 1-12); band 2AF: 3' LTR (T1B2P2) + Nikita
(T1B2P2: 1-12) and C) band 3AF: Sukula + LTR6150 (T1B2P2: 1-11). Only band
1AF had a stress-related response with calcium-binding protein. These proteins are
extremely important for plant resistance to diseases, acting as secondary
messengers in cells during the first hours of infection by pathogens, activating the
molecular patterns associated with pathogens. The fact that it is present in all
somaclones reinforces previous evaluations of resistance to FocST4. In the study of
the diversity between enhanced diploids and commercial triploids, molecular markers
Inter Simple Sequence Repeat — ISSR, Simple Sequence Repeat — SSR and IRAP,
were used. Based on the genetic dissimilarity matrix, the most dissimilar improved
diploids were DM23 and DM15 (74%); DM16 and DM15 (74%), while the smallest
genetic distances between improved diploids and commercial triploids were between
TCGN25 and DM17 (50%), TCN26 and T17 (50%). The distance matrix also
revealed interesting materials for important crosses in order to maintain good traits in
commercial triploids. In general, the DNA markers used made it possible to identify
bands of interest for possible use in marker-assisted selection (SAM) and to better
direct the strategies of crosses within the PMGB that aims not only to expand the
genetic base of Musa spp., but also use MAS more precicely.

Keywords: Genetic sequencing; IRAP; ISSR; REMAP; SSR
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INTRODUGAO GERAL

As bananeiras (Musa spp.) sdo plantas herbaceas, perenes, que se destacam
na fruticultura de paises tropicais e subtropicais gerando renda no mercado interno e
externo. A producdo e comercializagdo de seus frutos contribuem para a segurancga
alimentar e geracao de renda, principalmente em regides de populagdo em situagao
de vulnerabilidade socioecondmica (FAO, 2024). Neste contexto, a producgao global
de bananas em 2022 foi de 135 milhées de toneladas (t) da fruta em uma area total
aproximada de 5,9 milhdes de hectares (ha) com rendimento médio de 22,9 t ha™'.
Neste mesmo ano, o continente asiatico foi responsavel por 51,8% da producgao
mundial de bananas, enquanto as Américas produziram 23,8%, seguidas da Africa
(22,8%), Oceania (1,2%) e Europa (0,4%) (FAO, 2024).

O Brasil, o quinto maior produtor mundial desta fruta e o primeiro maior das
Américas, produziu, em 2022, 6,8 milhdes de toneladas do fruto, em uma area de
460 mil ha. Assim, o cultivo das bananeiras ocupou o segundo lugar na fruticultura
nacional, com movimentacdo de R$ 12 bilhndes no agronegdcio, equivalentes a
10,26% do valor total gerado pela comercializagdo dos produtos das lavouras
permanentes no Brasil (IBGE, 2024a; IBGE, 2024b). Embora os produtos da
bananicultura brasileira sejam absorvidos internamente, a exportagdo de bananas da
cultivar “Grande Naine”, apresentou incremento pelo quarto ano consecutivo, com a
remessa de 108 mil toneladas em 2021, principalmente para paises do Mercosul,
movimentando US$ 37milhdes (FOB). J&4 em 2022, a exportagdo respondeu pela
remessa de 78 mil toneladas para o exterior, das quais 68 mil toneladas foram
destinadas ao Mercosul (CEPEA, 2022; CEPEA, 2023).

As bananeiras (Musa spp.) podem ser classificadas de acordo com seu grupo
genético e nivel de ploidia, em diploides (AA, AB, BB), triploides (AAA, AAB, ABB) e
tetraploides (AAAA, AAAB, AABB, ABBB) (Simmonds; Shepherd, 1955; Hakkinen,
2013). No Brasil, os principais tipos e variedades cultivados s&o os diploides ‘Ouro’
(AA) e os triploides ‘Nanica’, ‘Nanicao’, ‘Grande Naine’ (AAA), ‘Prata’, ‘Pacovan’,
‘Prata Anad’ (AAB), ‘Macd’ (AAB), ‘Terra’ e ‘D'angola’ (AAB) (Silva et al., 2001; Silva
etal., 2013).

Com reduzida diversidade de genes relacionados a resisténcia a doencgas,
(Rijzaani et al., 2021), as bananeiras sao suscetiveis a fitopatologias fungicas e uma
das principais doengas que ocorrem na cultura, € a murcha de Fusarium (Mena et
al., 2014), causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). O
melhoramento genético da bananeira visando a obtencdo de novas variedades
resistentes as novas ragas de Foc, ainda € a medida de controle mais viavel e
ambientalmente correta (Altendorf, 2019; Ploetz, 2006; Ploetz, 2015).

No melhoramento genético tradicional de plantas, geralmente recorre-se aos
cruzamentos entre genotipos contrastantes para a obtencdo de hibridos com
caracteristicas desejaveis herdadas de seus parentais. No entanto, as bananeiras
sdo partenocarpicas, com baixa producao de sementes viaveis, onde a propagacao
vegetativa se caracteriza como a principal forma de multiplicacao (Silva et al., 2013;
Backiyarani et al., 2021).

A cultura de tecidos vegetais in vitro, € uma das principais técnicas da
biotecnologia utilizada no melhoramento de bananeiras no que diz respeito a
micropropagacao, a inducao de mutacgao e a variagdo somaclonal (Silva et al., 2001;
Ferreira et al., 2023); esta ultima, pode gerar uma importante fonte de variabilidade
genética (Jain, 2001; Peredo et al., 2009), possibilitando a sele¢cdo de novos
materiais com possivel resisténcia as doengas. Dentre as técnicas utilizadas para
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indugdo de variagdo somaclonal na cultura de tecidos, pode-se citar o uso de
substancias mutagénicas, como tidiazuron (TDZ) (Bello-Bello et al., 2014; Dewir et
al., 2018; Ferreira et al., 2020), isoladamente ou constituindo tratamento em
associagao com quantidade de subcultivos (Rebougas et al., 2021).

As principais técnicas e ferramentas utilizadas para estudos de diversidade e
deteccao de variagdo somaclonal incluem a analise de caracteristicas morfologicas,
bioquimicas e/ou fisioloégicas e também as caracteristicas moleculares de DNA
(Bairu et al., 2011). Os marcadores genéticos desempenham importante fun¢cdo nos
estudos de diversidade e variabilidade por possibilitar a sinalizacdo de regides
polimorficas especificas (Kalendar et al., 2011), que podem estar relacionadas as
respostas de defesa das plantas ao estresse bidtico ou abidtico.

Neste sentido, o uso de marcadores moleculares como os SSRs (Simple
Sequence repeat), ISSR - inter simple sequence repeat, e baseados em
retrotransposons, como o IRAP - inter retrotransposon amplified polymorphism, e o
REMAP - retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism, sao atrativos por
serem de numero ilimitado e suas respostas serem independentes das condi¢des
ambientais em que as plantas se encontram (Arvas et al., 2022; Carracedo et al.,
2021; Kalendar et al., 2011). Esses marcadores sdo capazes de gerar padroes
eletroforéticos diferenciados entre os individuos, fornecendo subsidios a gestao de
recursos genéticos vegetais e auxiliando decisbes estratégicas em programas de
melhoramento de plantas.

Neste contexto, o objetivo geral desta pesquisa consistiu no estudo da
variabilidade e diversidade genética em acessos de Musa spp., com uso de
marcadores de DNA, especificamente IRAP, REMAP, SSR e ISSR, visando a
caracterizacdo molecular de somaclones e diploides melhorados de forma a serem
usados no programa de melhoramento genético da bananeira (PMGB) da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Assim, os objetivos especificos estdo focados na
caracterizagdo molecular de somaclones do subgrupo Cavendish (AAA) previamente
selecionados como resistentes ao Fusarium oxysporum f. sp. cubense, raca 4
subtropical com uso de marcadores IRAP e REMAP, e o estudo de diversidade
genética de vinte e nove acessos de Musa spp. representativos de cultivares
diploides melhorados e triploides comerciais, com uso de marcadores IRAP, SSR e
ISSR.

Estruturalmente, essa dissertacao foi organizada em cinco partes:

Introducdo Geral: apresentacao suscinta dos temas que foram abordados ao
longo da dissertacdo; delimitagdo do objetivo geral e especificos e divisdo dos
capitulos. Os capitulos relacionam-se com o0s objetivos especificos.

Referencial Tedrico: apresentacdo dos conceitos e métodos de analises
relacionados a variabilidade e diversidade genética em Musa spp.

Capitulo |I: “ldentificacdo e caracterizagcdo molecular de somaclones de
‘Grande Naine’ (Musa spp.), resistentes a Fusarium oxysporum f. sp. cubense raga 4
subtropical’. O objetivo geral deste capitulo consistiu na caracterizacdo da
variabilidade genética em somaclones resistentes a Foc ST4, visando identificacdo
de padroes genéticos e mutagdes induzidas, que podem estar relacionadas a
respostas de defesa das plantas. Se confirmada a resisténcia em campo, em etapas
posteriores, as fontes de variabilidade, genes ou as informacdes genéticas
identificadas poderao ser usadas para direcionar estratégias no PMGB com vistas a
ampliacdo da base genética de Musa spp. e aceleragdo das etapas de cruzamento
pelo uso da SAM.
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Capitulo 1I: “Diversidade em diploides melhorados e triploides comerciais de
Musa spp., via marcadores moleculares”. O objetivo geral do ultimo capitulo
consistiu no estudo da diversidade genética entre 29 acessos de -cultivares
representativas de bananeiras diploides melhoradas e triploides comerciais, visando
identificar materiais a serem usados em cruzamentos futuros dentro do PMGB da
Embrapa Mandioca e Fruticultura para desenvolvimento de cultivares mais
resistentes/tolerantes aos principais fatores bioticos e abidticos.

Conclusdo Geral: apresentacdo suscinta dos principais resultados e suas
implicagbes praticas, destacando as contribuicbes e possibilidades no ambito do
melhoramento genético de bananeiras.

De forma geral, essa dissertacdo amplia o conhecimento sobre variabilidade e
diversidade genética em Musa spp., e fornece insights e diretrizes que na pratica
viabilizam a otimizacdo das estratégias de melhoramento genético, impactando a
promogado da seguranga alimentar e sustentabilidade nos sitemas produtivos
agricolas da espécie.

REFERENCIAL TEORICO

As bananeiras e a resisténcia a doencas

As bananeiras (Zingiberales: Musaceae) sado plantas herbaceas,
monocotiledbneas, perenes, estoloniferas e rizomatozas (Cheesman, 1947),
agrupadas sob os géneros Musa L., Ensete Horam, e seu género irmao, Musella F
C.Y Wu ex H.W. Li (Liu et al., 2010; Rijzaani et al., 2021), com sua unica espécie
Musella lasiocarpa (Franch.) C.Y. Wu ex. HW. Li (Fu et al., 2022). Originadas no
sudeste asiatico, as bananeiras do género Musa spp. sao cultivadas em quase todos
0s continentes, exceto o Antartico, destacando-se na fruticultura de paises tropicais
e subtropicais (FAO, 2024; Rijzaani et al., 2021; Fu et al., 2022). Sao classificadas
nas sec¢des infragenéricas: Musa se¢dao Musa, com 33 espécies e M. secao
Callimusa, com 37 espécies (Hakkinen, 2013; Fu et al., 2022).

As bananeiras de frutos comestiveis (Musa spp.) resultantes de hibridagoes
naturais intra ou interespecificas, mutacdes, ou de programas de melhoramento, tém
sua origem nas espécies silvestres diploides Musa acumminata Colla (AA) e M.
balbisiana Colla (BB) e podem ser classificadas, de acordo com seu grupo genémico
e nivel de ploidia, em diploides (AA, AB), triploides (AAA, AAB, ABB) e tetraploides
(AAAA, AAAB, AABB, ABBB) (Simmonds; Shepherd, 1955; Hakkinen, 2013). Quanto
a morfologia floral, sdo diclinas e mondicas ou eventualmente hermafroditas. As
flores femininas ocupam a porgdo proximal da inflorescéncia, enquanto as flores
masculinas ocupam a regido distal e as eventualmente hermafroditas estédo
distribuidas tanto na regido proximal quanto na regido distal (Vilhena et al., 2019).

As bananeiras também foram classificadas em subgrupos, de acordo com
quinze descritores para suas caracteristicas morfoagrondbmicas (Baurens et al.,
2019). No entanto, as bananeiras do subgrupo ‘Cavendish’ (AAA) e ‘Terra’ (AAB),
dominam os cultivos, estreitando a base genética dessa importante atividade
econdmica mundial, o que aumenta o risco de ataques por pragas e o acometimento
por doencgas (Ghag et al., 2015).

No Brasil, os principais tipos e variedades cultivadas sao o diploide ‘Ouro’
(cultivar Ouro — AA) e os triploides ‘Nanica’, ‘Nanicao’, ‘Grande Naine’ (subgrupo
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Cavendish - AAA), ‘Prata’, ‘Pacovan’, ‘Prata Ana’ (subgrupo Prata - AAB), ‘Maca’
(tipo Maca - AAB), ‘Terra’ e ‘Dangola’ (subgrupo Terra - AAB) (Silva et al., 2001;
Silva et al., 2013). Embora estas cultivares estejam presentes no Brasil, as
bananeiras do grupo AAB, notadamente, Maca, Prata, Prata An& e Pacovan, sao
suscetiveis as principais doengcas que acomentem a cultura. Destaque é dado a
cultivar Grande Naine, atribuida a incipiente exportagcdo brasileira, seguindo a
tendéncia mundial (Amorim et al., 2011; CEPEA, 2023).

Uma relevante consequéncia da ampla distribuicdo e adaptacdo das
bananeiras a variados ambientes, € a diversidade de interagdes entre os gendtipos
de bananeiras de frutos comestiveis e patdogenos locais, com o agravante da
reduzida diversidade de genes relacionados a resisténcia a doencgas, caracteristica
genbmica do género Musa e Ensete (Rijzaani et al., 2021). Assim, as bananeiras
sdo suscetiveis a fitopatologias bacterianas (Ocimati et al., 2019), virais (Simbare et
al., 2020) e fungicas, como as manchas foliares (Castelan et al., 2012) e murcha de
Fusarium (Mena et al., 2014).

As carcateristicas das bananeiras de frutos comestiveis derivadas do genoma
A tem origem no complexo de subsespécies que constituem o género Musa
acuminata, como banksii, burmannica, malaccensis e zebrina (Liu et al., 2023).
Dentre as principais contribuicbes do germoplasma AA aos programas de
melhoramento estdo a resisténcia a doencgas, como Sigatoka amarela e negra e
murcha de Fusarium, e resisténcia a pragas, como nematoides (Silva et al., 1998).
Quanto a espécie silvestre M. balbisiana (BB), a importdncia da sua contribuicdo
advém da sua maior toleréncia ao estresse bidtico e abidtico, maior vigor e ao
enriquecimento do seu genoma com genes de expressao dominante relacionados a
rota de biossintese de etileno e de producdo e degradacdo de amido, com forte
influéncia no amadurecimento e qualidade pds-colheita dos frutos (Wang et al,,
2019) . Assim, com todo conhecimento especifico ja acumulado sobre a constituigao
gendmica das especies silvestres, ainda € um desafio compreender a herdabilidade
e a interacdo entre os genes envovidos nas respostas de defesa em Musa spp,
principalmente devido a complexidade genética resultante dos diferentes grupos
gendmicos (A e B) e diferentes niveis de ploidia constituindo o género.

Variados estudos demonstram como genotipos diploides e triploides do
género Musa apresentam resisténcia diferenciada a doengas como a BBTD - doenca
do topo da bananeira (Ngatat et al., 2022), murcha da bananeira causada por
bactéria Xanthomonas campestris pv. musacearum (Xcm) (Tripathi et al., 2019),
Sigatoka negra causada por Mycosphaerella fijiensis, Morelet (Timm et al., 2016) e a
murcha de Fusarium causada por Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Rocha et al.,
2022).

A doenga do topo da bananeira (banana bunchy top disease - BBTD), é
induzida por virus do género Babuvirus. Causa nanismo por atrofia severa de
peciolos (pseudocaule) e folhas e reduz drasticamente a producao em cultivos
estabelecidos. Embora tenha sido introduzido na Africa subsaariana na década de
60, recentemente, houve notificacdo do primeiro caso de infestacdo na Africa
oriental, regido da Tanzania (Shimwela et al. 2022). Gendtipos diploides e triploides
apresentam resisténcia diferenciada. Ngatat et al. (2022) reportou que o diploide
‘Tapo’ (AA) foi altamente suscetivel, comparado aos diploides ‘Calcutta 4’ (AA) e
‘Balbisiana Los Banos’ (BB), que permaneceram sem sintomas no experimento em
campo infestado, assim como os triploides ‘Balonkawe’ (ABB), e ‘PITA 21’ (AAB).

Em relagdo a murcha da bananeira causada por bactéria Xanthomonas
campestris pv. musacearum (Xcm), todas as variedades e cultivares comerciais sao
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sucetiveis, excetuando-se a espécie silvestre Musa balbisiana (BB). A comparacgao
entre os perfis transcriptdbmicos de M. balbisiana (BB), resistente, e a cultivar Pisang
Awak (ABB), altamente sucetivel, realizada por Tripathi et al. (2019) revelou em M.
balbisiana, maior quantidade de genes diferencialmente expressos (540 regulados
positivamente e 1.209 regulados negativamente), associados a ativagdo precoce de
defesa contra estresse bidtico, tanto das vias de defesa basal quanto das vias de
defesa mediadas por proteinas de resisténcia (Tripathi et al., 2019).

Os dados obtidos por Timm et al. (2016), no estudo comparativo da
expressao génica da cultivar resistente, Calcutta 4 (AA), e da cultivar sucetivel,
Willliams (AAA), em resposta a inoculagcdo com o fungo Mycosphaerella fijiensis,
Morelet, causador da doenga Sigatoka negra, sugere que uma regulacao especifica
entre quatro genes com funcdes diferentes gere resposta incompativel. Em ‘Calcutta
4 foi possivel identificar, que os genes PUK (proteina da familia
fosforibuloquinase/Uridina quinase), UCP (proteina ndo especificada), UTP (glicose-
1-fosfato uridililtransferase - UGP) e RGA1 (proteina de resisténcia) foram
positivamente regulados até doze dias ap6s a inoculagdo, com pico aos nove dias
para PUK e UCP e regulacdao negativa aos 15 dias. A cultivar Williams apresentou
regulacdo positiva e estavel (pico aos nove dias pouco pronunciado para PUC e
UGP) até 15 dias apos a inoculagdo, com excecao de RGA1, que neste periodo foi
negativamente regulado (Timm et al., 2016).

A interagao entre Musa spp. e Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Dentre as doencgas fungicas das bananeiras, a murcha de Fusarium, causada
por Fusarium oxysporum f. sp. cubense, (E.F. Smith) W.C. Snyder & H.N. Hansen
(Foc), apresenta elevada severidade devido ao seu potencial para gerar perdas na
produtividade e dizimar os cultivos que atualmente abastecem o mercado interno e
externo. Apesar da doenga ser conhecida na Australia desde 1874 (Pegg et al.,
2019), o poder destrutivo de Foc teve destaque ao dizimar as plantagbes comerciais
mexicanas do tetraploide ‘Gros Michel’ (AAAA) destinadas a exportacao (Ghag et al.,
2015).

Quanto ao mecanismo de infecgcdo, o Foc é um patdégeno vascular de
movimentacao ascendente. Warman e Aitken (2018) observaram que, inicialmente,
estruturas reprodutivas e de resisténcia, os micronideos e clamidésporos, germinam
sobre a superficie da extremidade da raiz e dos pelos radiculares, penetram nas
células epidérmicas e alongam-se pelos espacos intra ou intercelulares ascendendo
através do rizoma. Ao atingir o pseudocaule, crescem em direcdo a bainha foliar
onde produzem, abundantemente, as estruturas de resisténcia que retornardo ao
solo com o tombamento das folhas ou planta, ou serdo espalhados pelo ar (Warman;
Aitken, 2018).

Os sintomas podem ser observados externa e internamente e podem ser
classificados em fung¢do do avanco da doencga. De acordo com as observagdes de
Dita et al. (2011; 2018), os sintomas peceptiveis vao desde a descoloragdo dos
tecidos, a morte da planta. Assim, progride-se do amarelecimento inicial das folhas
inferiores, seguindo para o amarelecimento de todas as folhas inferiores com alguma
descoloragao nas folhas novas. Internamente, os sintomas s&o perceptiveis com um
corte transversal e caracterizam-se por descoloragcdo inicial no rizoma, seguindo
para descoloragdo ao longo de todo o sistema vascular. Entdo inicia-se a fase de
necrose, culminando na necrose total dos tecidos internos do rizoma (Dita et al,,
2011; 2018).
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Ploetz (2006) relatou que o Foc apresenta trés ragas que causam doencga nas
bananeiras e sao classificadas pela interagdo com o gendétipo-hospedeiro. A raga 1
dizimou a variedade Gros Michel (AAAA), que dominava o mercado internacional, e
posteriormente, sua variedade melhorada Golden Beauty, assim como ataca
atualmente o triploide (AAB) ‘Macéd’ e ‘Rasthali’ (AAB). A raga 2 coloniza todas as
variedades suscetiveis a raca 1 e também a ‘Bluggoe’ (ABB). A raca 3 nao é
virulenta em Musa spp., e ocorre no género Heliconia spp. (Zingiberales) (Castro et
al., 2008) na sua forma especial heliconiae (Swarupa et al, 2014). A raca 4
compromete todos os triploides comerciais de bananeira, incluindo assim, os que
sao suscetiveis a ragca 1 e 2, e cultivares do grupo ‘Cavendish’ (AAA), que sao
resistentes a raga 1. A raga 4 consiste no tipo subtropical (Foc ST4) e tropical (Foc
TR4) (Ploetz, 2006, Swarupa et al., 2014).

Foc ST4 difere de Foc TR4 na severidade e na existéncia de fator
condicionante na colonizagao do grupo Cavendish. O Foc ST4 somente impacta as
cultivares do grupo Cavendish em condi¢des de inverno com baixa temperatura e
com estresse hidrico por excesso ou escassez de agua no solo; tipico de regidoes
subtropicais. Ainda ndo houve notificagcdo nos tropicos de doengca em Cavendish
causada por Foc ST4 (Pegg et al., 2019) em condi¢cao de campo.

O Foc é um fungo de solo, de reproducao assexuada, que sobrevive por meio
de estruturas de resisténcia, os clamidosporos, que podem persistir por anos nos
plantios ou até mesmo nos solos na auséncia das plantas hospedeiras, assim como
por meio de suas estruturas de reproducéao, os conidios (Swarupa et al., 2014; Dita
et al., 2018). Entao, considerando-se a forma de vida e propagacéo do Foc e o fato
das bananeiras apresentarem longo ciclo de crescimento e producdo, nao seria
viavel implementar esquemas convencionais de combate a fusariose indicados para
outras culturas (Ghag et al.,, 2015; Ploetz, 2015), como aplicagdo de fungicidas.
Outros agravantes relacionam-se a baixa quantidade necessaria de inoculos para
desencadear a doenga na planta hospedeira, a dificil deteccdo antes da
exteriorizacao dos sintomas e sua capacidade de sobreviver por longo periodo sobre
matéria organica e plantas ndo hospedeiras; notadamente em plantas daninhas
como fungo endofitico (Dita et al., 2018; Pegg et al., 2019). Neste sentido, o
melhoramento de bananeiras visando a obtencdo de variedades ou cultivares
resistentes as novas racas de Foc € a medida de controle mais viavel e
ambientalmente correta (Ploetz, 2005; Ploetz, 2006; Altendorf, 2019; Rocha et al,
2021).

Esforcos s&o direcionados ao melhoramento genético da bananeira,
principalmente em busca da resisténcia a doencas. No entanto, as cultivares
comerciais sao suscetiveis a infeccdo por Foc ST4; uma das principais ameacgas
atuais da cultura (Ploetz, 2005). Grande parte das estratégias empreendidas
relacionam-se a obtencédo de informacgdes que possibilitam o desenvolvimento de
cultivares resistentes a partir da identificacdo de genes de resisténcia das plantas
(Rocha et al., 2021) ou da compreensdo da interagcdo molecular patdégeno-
hospedeiro (Rocha et al., 2022; Dong et al., 2019).

O estudo conduzido por Chen et al. (2019), envolvendo diploides silvestres e
hibridos poliploides inter e intra-especificos, demonstrou que a resisténcia a Foc &
do tipo quantitativa, com ampla diversidade fenotipica, e possivelmente regulada de
forma diferenciada em relagdo a Foc ST4 e Foc TR4. Os autores cogitam que ha
provavel perda de um ou mais genes de resisténcia, que estdo presentes nos
representantes silvestres, ou perda de componentes da imunidade desencadeada
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por padrao molecular associado a patégeno ou da imunidade desencadeada por
efetor; duas importantes vias de resposta (Swarupa et al., 2014).

A avaliacdo dos aspectos histologicos e da expressdo génica em bananeiras
‘Cavendish’ inoculadas por Foc 1 e Foc TR4, realizada por Dong et al. (2019),
explicita diferengcas em diferentes partes das plantas na regulagcdo de genes de
defesa contra os in6culos. Os maiores niveis de expressdo génica ocorreram nas
plantas inoculadas com Foc 1, justificando a maior resisténcia desse subgrupo a
doenca. Da mesma forma, dez genes-chave avaliados (CERK1, FLS2, PBS1, PR-1,
quitinase, LOX, JAZ, GST, celulose sintase e WRKY22), relacionados a defesa,
apresentaram maiores taxas de expressdo em resposta a inoculagdo com Foc 1. Em
experimento adicional, os autores também comprovaram que o amido apresenta
efeito inibitorio sobre a fitoxicidade induzida por acido fusarico nos tecidos vegetais,
levantando a hipotese de interacdo molecular gerando um complexo amido-acido
fusarico. Resultado semelhante na regulacao diferenciada da resposta a Foc 1, Foc
ST4 e Foc219A (supostamente Foc ST4, mais virulento e agressivo) foi identificado
por Rocha et al. (2022) em ‘Grande Naine’, ‘Prata-An&’ e ‘BRS Princesa’.

Para Chen et al, (2019), o rizoma é provavelmente o orgdo chave da
resisténcia, onde ocorre a inibicdo do crescimento do fungo para as outras
estruturas da planta. Este entendimento converge para a hipotese de bloqueio da
ascencao das hifas observado por Dong et al. (2019) por interagdo molecular do
acido fusarico com o amido, ainda no rizoma.

Wang et al. (2019) realizaram estudo comparativo entre os genomas A e B,
visando subsidiar programas de melhoramento de Musa spp., com informacgdes
sobre o potencial de variagdes estruturais e expressao de alelos unicos. Os autores
reportaram o enriquecimento do genoma B, no processo evolutivo do género Musa,
com genes relacionados a fotossintese e rotas de biossintese de metabolitos
secundarios como inositol, amido, sacarose, acido linoleico e araquidbnico, com
reconhecida fungdo nas vias de defesa contra estresses bidticos e abioticos,
direcionando a atencao para o papel do etileno e do amido na maturacao de frutos e
conservagao pos-colheita.

Quanto ao papel complexo da poliploidia e grupos genémicos na resposta de
defesa do género Musa spp., uma revisao sistematica recente, realizada por Rocha
et al. (2021), sobre resisténcia de bananeiras a murcha de Fusarium, elencou 135
genotipos com diferentes niveis de tolerancia ou resisténcia a Foc ST4, Foc TR4 ou
a raca 1. Em relagcdo a Foc ST4, os gendtipos ‘Williams’ (AAA) e ‘M61 Guadelope’
(ploidia ndo informada) sdo ligeiramente sucetiveis; ‘Ma851’ (AA), ‘Ma852" (AA),
‘Calcutta4-IV9’ (AA), ‘SH-3362" (AA), ‘SH-3142’ (AA), ‘Madang Guadeloupe’ (AA),
‘Ma850’ (AA), ‘Pisang Jari Buaya’ (AA), ‘GCTCV-119’ (AAA), ‘FHIA-25’ (AAB), ‘FHIA-
01’ ‘Goldfinger (AAAB) e ‘FHIA-18 (AAAB), sao fontes de resisténcia; enquanto
‘Pahang’ (AA) e ‘Calcutta-4’ (AA), sao altamente resistentes.

Calcium-biding protein e resisténcia de plantas a patégenos

Para compreender o0s mecanismos que conferem resisténcia ou
suscetibilidade as plantas, torna-se necessario entender os processos estabelecidos
na co-existéncia das plantas com fatores bidticos e abidticos. Apesar de nao ser
possivel falar de sistema imunologico vegetal, as plantas sdo dotadas da capacidade
basal de reconhecimento de agentes estressantes e de inicializagao estratégica de
respostas de defesa (Peng et al., 2018).
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Tal habilidade decorre da interacdo dos padrbes moleculares associados a
microbios ou patégenos (M/PAMP) com seus receptores de reconhecimento de
padrées (RRP), quando localizados na superficie celular, ou receptores de repeticao
rica em leucina, de ligacdo a nucleotideos (NLR), que s&o receptores intracelulares
que detectam proteinas de patégenos (Zhou; Zhang, 2020). Quando esta relagéo é
estabelecida, sado iniciadas as estratégias de defesa, ou seja, a imunidade
desencadeada por M/PAMPs — PTI, ou imunidade desencadeada por efetor — ETI
(Postel; Kemmerling, 2009; Peng et al., 2018).

A PTI é a primeira linha de defesa das plantas. Quando o patdégeno ou
micrororganismo comensal € detectado por PPRs, ocorre o incremento na geragao
de ROS (espécies de oxigénio reativo) e o consequente influxo de ions calcio
através da membrana plasmatica, além da superexpressao de genes relacionados a
patogénese, alteragbes na sinalizagao por fitohormonios e incremento na deposigcéao
de calose (Dodds; Rathjen, 2010; Zhou; Zhang, 2020),

A cascata de eventos e sinalizagdes para ativagao da resposta de defesa das
plantas segue um caminho distinto para ETI, por ser diretamente relacionada a
ativacao de transcricao e expressao de genes de defesa, constituindo-se a segunda
linha de defesa das plantas. No entanto, ambas, PTl e ETI, desencadeiam sintese
de hormodnios vegetais, reacdes oxidativas e influxos de ions, principalmente ions
calcio (Peng et al., 2018), os quais sao interceptados por proteinas de ligagdo ao
calcio - calcium-binding proteins.

Qualquer estimulo, por estresse bidtico ou abidtico, traduz-se em alteracao na
concentragdo de ions Ca*? na célula. A amplitude, a duragdo e a distribuicdo
temporal e espacial desse Ca*? sdo assinaturas passiveis de serem interpretadas
por receptores, as proteinas ligadas ao calcio, desencadeando respostas de defesa
especificas (Lecourieux et al., 2006; Lu et al., 2019).

Nas plantas pode-se identificar tres tipos de proteinas de ligacdo ao calcio,
conhecidas como proteina quinase dependente de calcio (CDPK), proteina
semelhante a calcineurina (CBL) e calmodulina (CaM) (Wang et al., 2023). As
proteinas quinase dependentes de calcio (calcium-dependent protein kinase -
CDPK) estao envolvidas em processos de resisténcia a estresses, ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, atuando ao mesmo tempo na detecc¢ao de assinaturas
de calcio e na resposta ao estresse, fosforilando residuos de serina e treonina de
seus substratos (Dekomah et al., 2022). As proteinas semelhantes a calcineurina
(calcineurin B-like protein — CBL) estao relacionadas as respostas ao estresse
abiotico, processos hormonais e de tranporte de ions e interagem com as proteinas
serinas-treoninas quinases que pertencem a familia das quinases dependentes de
CaM (Batisti¢ e Kudla, 2009). As calmodulinas apresentam varios motivos EF-hand,
que sao estruturas conservadas do tipo hélice-alga-hélice, onde ligam-se os ions
calcio. Proteinas semelhantes a calmodulina (CML) apresentam no minimo 16% de
semelhanga na sequéncia de aminoacidos presentes em CaM, porém sem o
dominio quinase (Reddy et al., 2004).

Uma recente revisao realizada por Wang et al. (2023) sintetiza as principais
funcdes das proteinas CML mediando, nas plantas, respostas de crescimento e de
defesa frente a estresses abidticos e bidticos. A mediacio inclui percepc¢ao, traducao
e expressdo de genes a jusante. No estresse biotico podem atuar regulando
positivamente ou negativamente a resisténcia as doengas (Wang et al., 2023).
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O melhoramento vegetal em Musa spp. e sua implicagao na variabilidade e
diversidade genética

O melhoramento da bananeira consiste na obtencéo de tipos hibridos intra e
interespecificos diploides (2n = 22), triploides (2n = 33) e tetraploides (2n = 44) por
método convencional, com o objetivo de agregar genes que conferem menor
estatura, resisténcia a doencas, maior produtividade e boas caracteristicas
organolépticas para o consumidor, (Shepherd; Alves, 1981; Shepherd, 1987; Silva et
al., 2001; Amorim et al., 2011). Em Shepherd (1987), estdo resumidas as possiveis
vias de melhoramento por cruzamentos em Musa spp., visando principalmente a
obtencao de triploides e tetraploides (Creste et al., 2003).

Os triploides podem ser obtidos por cruzamentos entre diploides e
tetraploides e os tetraploides sao obtidos por cruzamentos entre triploides e
diploides (Shepherd, 1987). Na verdade, os produtos de cruzamentos em bananeira
sdo bastante imprevisiveis, uma vez que pode ocorrer o desbalanceamento meiético
e recombinacdo homologa entre os genomas A e B podendo gerar conjuntos de
diferentes ploidias do esperado (Perrier et al. 2009).

Devido ao fenbmeno da partenocarpia e propagacdo assexuada das
bananeiras, o melhoramento classico se torna bastante demorado, e a biotecnologia
pode ajudar a acelerar a obtengcdo dos resultados desejados (Silva et al., 2013). A
cultura de tecidos vegetais in vitro € uma das principais técnicas da biotecnologia
utilizadas no melhoramento de bananeiras no que diz respeito a micropropagacao e
a inducdo de mutagcdo e variagdo somaclonal (Ferreira et al., 2023; Silva et al.,
2001). Apesar de ser uma técnica que possibilita a producédo massal de clones, os
varios subcultivos realizados em somaclones podem resultar em elevada taxa de
variagdo genética quando comparada a produgdo convencional de mudas,
consistindo em importante fonte de variabilidade (Jain, 2001; Peredo et al., 2009).

Estas variagbes somaclonais sdo um conjunto de alteragcdes que podem ser
expressas fenotipicamente, resultantes de diversidade genética ou epigenética em
relagdo a planta de origem e podem ser causadas por estresse durante o processo
de multiplicagdo in vitro (Roux et al., 2021). A variagao epigenética nao surge de
alteracao na sequéncia primaria do DNA, mas sim de metilagdo do DNA (Peredo et
al., 2009) ou de alteragbes nas histonas por exemplo, podendo ser transitorias ou
herdaveis, estando relacionadas a replicagdo do DNA (Iglesias; Cerdan, 2016;
Gehring, 2019).

A variagao somaclonal genética decorre de alteragdes na sequéncia do DNA,
alteracbes nos genes ou cromossosmo e apresenta estabilidade e herdabilidade
(Roux et al., 2021). Embora a delimitagdo conceitual entre mutacdes e variagoes
somaclonais permaneca parcialmente na obscuridade (Bairu et al, 2011), as
variagdes somaclonais sao similares a mutagbées sem envolvimento de fatores
quimicos ou fisicos, cujas causas ainda sao pouco entendidas (Roux et al., 2021).

As fontes de variacdo somaclonal podem estar relacionadas as condi¢oes de
variagdo pré-existentes, como as aberragbes cromossdémicas que levam a
instabilidade genética nas plantas regeneradas com consequente ativagdo de
elementos transponiveis e metilagdes, silenciando ou ativando genes; ou estdo
relacionadas as proprias especificidades da cultura de tecido, como a
desorganizacao na fase de crescimento, o uso de tecidos diferenciados em
detrimento dos indiferenciados, o tipo e concentragao de fitorreguladores, numero e
duragdo dos subcultivos e interagcdo entre o gendtipo e o ambiente (Bairu et al.,
2011). A partir dessa compreensao, varios estudos abordaram o uso de substéncias
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(Ferreira et al., 2020), toxinas (Reboucas et al., 2021) e condicbes de cultivo
(Santos; Rodrigues, 2004) potencialmente indutores de mutagdo na
micropropagacao de plantas in vitro, com o objetivo de obter variagcdo somaclonal
genética relacionada a resisténcia, principalmente, ao estresse bidtico.

Uma das formas de se aumentar a indugdo de variantes somaclonais em
meio de cultura é pelo uso de reguladores de crescimento sintéticos que podem
provocar a superbrotagcdo e estresse em plantas, como thidiazuron e pacobutrazol.
Visando corroborar a hipotese da resisténcia a doencas induzida em cultura de
tecidos, Ferreira et al. (2020) promoveram a regeneracao de plantas derivadas de
apices caulinares de bananeiras da cultivar Prata Anad (AAB), conduzindo a
micropropagacao por 12 subcultivos em meio MS suplementado com sete diferentes
combinagdes de fitoreguladores. A pesquisa resultou em dois somaclones
resistentes a Foc ST4, dentre as 360 plantas que compuseram o tratamento com 1
ml.L-! de TDZ (thidiazuron).

Reboucgas et al. (2021) induziram variagdo somaclonal em apices caulinares
das cultivares Grande Naine (AAA) e Macad (AAB) que foram micropropagadas e
subcultivadas em meio MS suplementado com 1 mg.L-' de PBZ (pacoblutrazol) e 1
mg.L' de TDZ (thidiazuron). Apés desafio com diferentes concentragdes de acido
fusarico, com isolado de Foc ST4, duas plantas sobreviventes ndo apresentaram
sintomas da doenca, sendo selecionadas como resistentes a Foc ST4.

Embora a indugdo resulte em baixo percentual de mutantes resistentes
(Ferreira et al., 2020), independente da natureza da fonte de inducgdo, a variagcédo
somaclonal pode gerar plantas resistentes ou tolerantes a estresse bidtico ou
abiotico com potencial aplicagdo pratica da biotecnologia em programas de
melhoramento (Silva et al., 2001). Para esta finalidade, os clones variantes devem
ser identificados em estagios iniciais do desenvolvimento das mudas, e devem
apresentar estabilidade ao longo do processo (Jain, 2001). Assim, evita-se perdas
com variantes indesejaveis a longo prazo e otimiza-se processos de melhoramento
vegetal.

Uso de marcadores moleculares de DNA na caracterizagao da diversidade e da
variabilidade genética vegetal

Os marcadores genéticos desempenham importante funcdo nos estudos de
diversidade e variabilidade por sinalizar regides polimorficas (Arvas et al., 2023;
Kalendar et al., 2011). De forma geral, os marcadores genéticos podem ser
categorizados como marcadores classicos e marcadores moleculares de DNA. Os
principais marcadores classicos sdo morfologicos, citolégicos e bioquimicos. Os
marcadores de DNA, conhecidos também como marcadores moleculares, sao
tipificados em fungdo do método de detecgdo ao qual estdo associados (Nadeen et
al., 2018) e possibilitam a identificagdo de variagdo entre sequéncias de
nucleotideos de uma determinada regido do genoma auxiliando na caracterizagao
de relagdes filogenéticas inter ou intraespecificas (Kalendar et al., 2011).

Os genomas das plantas apresentam abundantes regides do DNA com
sequéncias repetitivas, como elementos transponiveis e microssatélites, que sao
conservados, frequentes, e por vezes, comuns a varias espécies, possibilitando seu
uso como marcadores moleculares em métodos de deteccdo de polimorfismo. No
género Musa, 41,85% e 55,75% dos genomas A e B, respectivamente, sao
constituidos por elementos repetitivos (Wang et al., 2019).
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LTR Retrotransposons

Os elementos transponiveis sao fragmentos do DNA que apresentam como
caracteristicas a repeticao de seus elementos constitutivos, em tandem, além da
capacidade de se deslocarem no DNA, geralmente ativada por situagbes de
estresse bidtico e abiodtico (Kalendar et al., 2011; Biswas et al., 2024). Acredita-se
que esses elementos moveis repetitivos foram adquiridos ao longo do tempo pela
transcricdo de um RNA intermediario e possuem um papel importante na evolugao
dos genes em plantas.

Em funcdo do mecanismo de deslocamento, que pode ser por recorte ou por
transcricdo, sao classificados como transposons de DNA e retrotransposons. Os
transposons de DNA, apresentam genes que codificam a enzima transposase,
necessaria para sua excisao e inser¢cdao em diferentes regides do DNA com o
mecanismo do tipo “corta-e-cola” e representam 2,12% do genoma B e 2.03% do
genoma A em Musa. Os retrotransposons nao apresentam as condigoes
necessarias para seu recorte, mas utilizam o mecanismo “copia-e-cola” por
transcricdo para seu deslocamento (Morgante et al., 2007; Wang et al., 2019).

Os retrotransposons sao considerados resquicios genéticos de retrovirus que
se amplificam por ativacdo de mecanismo de transcricao reversa mediada por RNA
(Arvas et al., 2023), enquanto resposta adaptativa e de co-evolugdo com o genoma
hospedeiro (Du et al., 2006). Sua movimentagcdo pode resultar na insercdo em
regides proximas a genes, € seus elementos regulatorios e de sinalizagdo podem
interferir no padréo da expressao destes genes, bem como inativa-los por acao de
silenciamento por metilagdo. Outra possibilidade € a inser¢do de transposon em um
retrotransposon, que podera copia-lo e inseri-lo em novos locos (Du et al., 2006).

Quanto a conformacado, podem apresentar longo terminal repetitivo, os
denominados LTR-retrotransposons, ou podem nao apresenta-lo, denominando-se
nao-LTR retrotransposons. Retrotransposons LTR sdo os elementos moéveis mais
abundantes, constituindo de 45.1% a 21.1% da sequéncia gendmica de milho e
arroz, respectivamente (Du et al., 2006), bem como no genoma A e B do género
Musa spp., principalmente dos grupos Ty3-Gypsy and Ty1-Copia, com tendéncia a
concentragdo em regibes conservadas proximas ao centromero  ou
pericentroméricas (Wang et al., 2019).

Na ativagdo por estresse, os LTR retrotransposons iniciam o processo de
transcricdo a partir de suas proprias enzimas codificantes gerando uma fita simples
de RNA mensageiro, a qual dara origem a uma fita dupla de cDNA por transcricao
reversa. Prossegue-se com a clivagem da molecula de DNA, integracdo do
retrotransposon em novo locus e reparo da ligacao (Papolu et al., 2022; Arvas et al.,
2023).

O fato de retrotransposons apresentarem ampla insergdo no genoma e
apresentarem regides conservadas, possibilita também que primers sejam
desenhados para serem utilizados na amplificacdo via PCR (Polymerase Chain
Reaction) por métodos de marcadores moleculares baseados em retrotransposons
(Kalendar et al., 1999). Dois desses métodos sao o IRAP - inter retrotransposon
amplified polymorphism, e REMAP - retrotransposon-microsatellite amplified
polymorphism (Kalendar et al., 2011; Arvas et al., 2022).

O método de marcadores IRAP foi desenvolvido a apartir da proximidade
entre dois LTRs (Long Terminal Repeats) (Kalendar et al., 1999) e amplifica a regiao
entre a porgdo LTR final de um retrotransposon e outro. O marcador REMAP
identifica polimorfismos intragenéricos e intraespecificos e amplifica a regido entre a
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porcao LTR e o préximo microssatélite. IRAP e REMAP s&o marcadores dominantes
e por este motivo, ndo possibilitam diferenciar individuos heterozigotos e
homozigotos e a auséncia de banda pode significar mutag&do no locus de insergéo do
primer ou falhas no procedimento (Kalendar et al., 2011).

Arvas et al. (2022) investigaram o comportamento de retroransposons a partir
de amostras de DNA gendmico extraido em diferentes tempos, de folhas e raizes de
plantas de Oryza spp. mutantes e nao mutantes, cultivadas sob diferentes
concentragdes salinas em cultura de tecido. Usando marcadores moleculares IRAP
e REMAP, os autores concluiram que o0s retrotransposons apresentam
comportamento diferenciado nas diferentes partes da planta e detectaram ativagao
adicional desses elementos nas plantas mutantes.

Visando selegcdo de mamoeiros resistentes ao virus da mancha anelar do
mamao (PRSV), Rashid et al. (2014) realizaram a caracterizagdo molecular de
plantas das variedades Tainung 5, Eksotika 6 e seus hibridos usando marcadores
IRAP. Os autores detectaram correlagcao entre genitores e progénies resistentes e
combinacdo dos primers LTR 6150 e Nikita, sugerindo sua aplicacdo na selegao
assistida por marcador.

Microssatélites

Os microssatélites constituem os elementos repetitivos do genoma de
eucariotos e procariotos e sao caracterizados por sequéncias curtas de 1 a 6 pares
de bases, dispostas sequencialmente - em tandem, repetidas inumeras vezes
(Morgante et al., 2007; Christelova et al., 2011). Por esta caracteristica, sao
denominados SSR - Single Simple Repeat ou ainda, STR - Short Tandem Repeat
(Bagshaw, 2017).

No genoma, estes elementos repetitivos localizam-se tanto em regides
codificantes quanto n&o-codificantes (Zane et al., 2002) e podem ser classificados
guanto ao seu tamanho e a natureza da sua composi¢do. Assim, 0os microssatélites
podem ser, por exemplo, mononucleotideos (A)n, dinucleotideos (GT)n,
trinucleotideos (CAC)n e podem ser do tipo simples (CA)n ou composto (AAT)nGT.
Quanto ao tamanho, podem ser classificados como Classe |, quando apresentam 20
ou mais pares de bases ou Classe Il quando apresentam menos de 20 pares de
bases (Miah et al., 2013; Arora et al., 2018; Biswas et al., 2024).

No género Musa, aproximadamente 80% dos microssatélites localizam-se em
regioes intergénicas, representados por SSR classe |, enquanto os SSR curtos da
classe Il predominam tanto na regido génica, codificante, quanto intergénica (Biswas
et al., 2024). As prinicpais caracteristicas que permitem sua exploragcdo como
marcadores relacionam-se ao elevado percentual de polimorfismo, heranca
codominante e elevada reprodutibilidade, além da abundéancia e ampla dispersao no
genoma e especificidade (Miah et al., 2013).

O polimorfismo em microssatélites decorre dos mecanismos de deslizamento
de replicacdo, bem como da recombinagdo, com forte interagdo entre ambas (Li et
al., 2002). Na replicagcdo pode ocorrer erro no pareamento e consequente erro no
deslizamento da fita, formando regides instaveis que podem formar estruturas
secundarias que escapam da corre¢cao. Na meiose ou mitose, a recombinagido pode
ser desequilibrada devido a elevada afinidade de regides repetitivas por enzimas de
recombinagcdo. Ambas resultam em contragcdo ou amplficacdo das repetigbes (Li et
al., 2002; Arora et al., 2018; Hodel et al., 2016).

23



Por serem marcadores codominantes podem explicitar ambos os alelos
existentes no mesmo locus, permitindo a avaliagdo da homozigosidade em avaliagao
de linhagens ou elucidacdo de aspectos reprodutivos (Chiu et al., 2015). Nos
estudos de polimorfismo, a variabilidade genética € detectada por alteragdes no seu
comprimento por aumento ou redugcdo nas repeticbes sendo uteis em estudos de
diversidade (Hinge et al., 2022) e filogeograficos (Mertens et al., 2022).

As principais limitagcbes no uso de SSR como marcadores moleculares
relacionam-se ao dificil isolamento dos locos contendo microsatélites nos genomas
devido a necessidade de sequenciamento, resultando em elevado custo e tempo
para seu desenvolvimento e otimizagcdo de reagdes de amplificacdo (Zane et al.,
2002).

No método PCR-ISSR, ocorre a amplificacdo de segmentos de DNA
presentes em uma distancia passivel de amplificagdo, entre dois microssatélites
idénticos orientados em sentidos opostos, por isso a origem da sigla ISSR - Inter
Simple Sequence Repeats. Marcadores ISSR compartiham as mesmas
especificidades dos marcadores SSR, com a vantagem de n&o demandar
conhecimento prévio de uma sequéncia para a produgdo dos iniciadores (Palai;
Rout, 2011). No entanto, sdo considerados marcadores dominantes. No método
PCR-SSR, ocorre a amplificagdo de um segmento especifico de elemento repetitivo
presente no DNA da espécie em analise. Esses marcadores sao usados para avaliar
a diversidade genética em varias culturas (Chiu et al. 2015, Dehery e Das, 2022;
Hinge et al. 2022; Premjet et al. 2022)
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IDENTIFICAGCAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
SOMACLONES DE ‘GRANDE NAINE’ (Musa spp.), RESISTENTES a Fusarium
oxysporum f. sp. cubense RACA 4 SUBTROPICAL

RESUMO

Os frutos frescos de ‘Grande Naine’ (Cavendish AAA - Musa spp.) dominam o
mercado mundial, principalmente em paises com populacdo em situagdo de
vulnerabilidade social por gerar renda e garantir seguranca alimentar e nutricional.
No entanto, a murcha de Fusarium, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp.
cubense raga 4 Subtropical (Foc ST4), desponta como grave ameaca a producao de
bananas demandando o desenvolvimento de cultivares resistentes a partir de
estratégias biotecnologicas, como a indu¢do de mutagcdo em cultura de tecidos.
Neste estudo, objetivou-se identificar e caracterizar variagdo genética em quatro
somaclones derivados de ‘Grande Naine’ resistentes ao Foc ST4, por marcadores
moleculares baseados em retrotransposons, IRAP (Inter-retrotransposon Amplified
Polymorphism) e REMAP (Retrotransposon-Microssatelite Amplified Polymorphism).
Nove combinagdes de primers IRAP e seis de primers REMAP, foram utilizadas. O
baixo percentual polimérfico impossibilitou o estudo aprofundado de diversidade
genética. No entanto, trés bandas se destacaram como polimérficas para a maioria
dos somaclones em relagdo ao controle, e foram sequenciadas (paired-end), a citar:
Banda 1AF, LTR6149 (T1B2P6) + Nikita — presente em todos os somaclones (1-12),
banda 2AF, 3' LTR (T1B2P2) + Nikita (1-12) e banda 3AF, Sukula + LTR6150 (1-
11). As sequéncias foram analisadas com a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Seach Tool) no banco de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e
informacgdes complementadas pela busca de fungdo bioldgica. Apesar de todas as
bandas pertencerem a espécie Musa acuminata, apenas a banda 1AF teve resposta
relacionada ao estresse com proteina de fungédo de ligacdo com calcio (Calcium-
binding protein). Essas proteinas sdo de extrema importancia para resisténcia das
plantas a doencgas. Atuam precocemente na infecgdo das plantas como mensageiros
secundarios ativados por padroes moleculares associados a patogenos (PAMPs),
iniciando a cascata de sinais de defesa da planta. O fato desta banda estar presente
em todos os somaclones, reforga as avaliagdoes anteriores de resisténcia a FocST4.
Esse resultado mostra que os marcadoress IRAP e REMAP foram capazes de
identificar bandas polimérficas que podem apontar, mediante validagdo futura,
somaclones provenientes da ‘Grande Naine’ resistentes a Foc ST4 em estagios
precoces de desenvolvimento, e com isso acelerar a identificacdo rapida de
materiais de interesse para o PMGB da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Palavras-chave: Diversidade, Retrotransposons; IRAP; REMAP; BLAST
ABSTRACT

The fresh fruits of 'Grande Naine' (Cavendish AAA — Musa spp.) dominate the world
market, especially in countries with a population in a situation of social vulnerability
where it generates income and ensures food and nutritional security. However,
Fusarium wilt, caused by the fungus Fusarium oxysporum f.sp. cubense subtropical
race 4 (Foc ST4), emerges as a serious threat to banana production, demanding the
development of resistant cultivars based on biotechnological strategies, such as the
induction of mutation in tissue culture. The objective of this study was to identify and
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characterize genetic variation in four Foc ST4-resistant 'Grande Naine' derived
somaclones by molecular markers based on retrotransposons, IRAP (Inter-
retrotransposon  Amplified Polymorphism) and REMAP (Retrotransposon-
Microssatelite Amplified Polymorphism). Nine combinations of IRAP primers and six
of REMAP primers, were used. Due to the low number of polymorphic bands it was
not possible to study the genetic diversity in depth. However, three bands stood out
as polymorphic for most of the somaclones in relation to the control, and were
sequenced (paired-end), namely: Band 1AF, LTR6149 (T1B2P6) + Nikita — in all
somaclones (1-12), band 2AF, 3' LTR (T1B2P2) + Nikita (1-12) and band 3AF,
Sukula + LTR6150 (1-11). The sequences were analyzed with the BLAST (Basic
Local Alignment Seach Tool) in the NCBI database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
and information complemented by the search for biological function. Although all
bands belong to the species Musa acuminata, only band 1AF had a stress-related
response with calcium-binding protein. These proteins are extremely important for
plant resistance to diseases. They act early in plant infection as secondary
messengers activated by molecular patterns associated with plant infection. The fact
that this band is present in all somaclones reinforces previous evaluations of
resistance to FocST4. This result shows that the IRAP and REMAP markers were
able to identify polymorphic bands that can point, through future validation, to
somaclones from the 'Grande Naine' resistant to Foc ST4 in early stages of
development, and thus accelerate the rapid identification of materials of interest for
the BGBP at Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Keywords: Diversity, Retrotransposons; IRAP; REMAP; BLAST

1. Introdugao

Originadas no sudeste asiatico, as bananeiras do género Musa spp. destacam-
se na fruticultura de paises tropicais e subtropicais (FAO, 2024; Rijzaani et al.,
2021; Fu et al., 2022), especialmente devido aos frutos frescos do subgrupo
Cavendish (AAA); uma importante commodity no mercado global e alimento basico
para populagdes socialmente vulneraveis (FAO, 2024; Bebber, 2022). Em 2022, a
producdo mundial de bananas atingiu aproximadamente 135 milhdes de toneladas
da fruta, em uma area de 5,9 milhdes de hectares, sendo a Asia responsavel por
51,8% da producao total, seguida pelas Américas (23,8%) e Africa (22,8%) (FAO,
2024).

Esta ampla distribuicdo geografica e consequente adaptacdo das bananeiras
em diferentes ambientes, resultam em variadas interagdes entre seus gendtipos e os
patogenos locais. No entanto, o género Musa apresenta reduzida diversidade de
genes relacionados a resisténcia (Rijzaani et al., 2021) e as bananeiras comumente
cultivadas séo suscetiveis, com diferentes niveis de tolerdncia ou resisténcia a
fitopatologias bacterianas, virais e fungicas (Ocimati et al.,, 2019; Simbare et al.,
2020; Castelan et al., 2012). Dentre as doencgas fungicas, a murcha de Fusarium
causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense, (E.F. Smith) W.C. Snyder &
H.N. Hansen (Foc), racas 1, 2 e 4 (Ploetz, 2015; Mena et al., 2014), ganha maior
destaque.

O Foc impacta a produtividade das plantagées de bananeiras podendo dizima-
las (Pegg et al., 2019; Warman; Aitken, 2018) além de onerar economicamente e
ambientalmente as agoes de mitigacdo da doenca, inviabilizando
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a continuidade de pequenos produtores na atividade, com agravo da pobreza (Ghag
et al., 2015; Ploetz, 2015; Dita et al., 2018; Staver et al., 2020).

O subgrupo Cavendish, é resistente a murcha de Fusarium causada pela raga
1. No entanto, € suscetivel, assim como todos os triploides comerciais, a raca 4
tropical (Foc TR4) e subtropical (Foc ST4), que diferem na severidade dos sintomas
e na existéncia de fator condicionante (baixas temperaturas e estresse hidrico) para
o desenvolvimento da doencga causada por Foc ST4 (Ploetz, 2006; Pegg et al.,
2019).

A variagdo somaclonal genética é fonte alternativa de variabilidade (Peredo et
al., 2009; Ferreira et al., 2023) e pode ocorrer devido a condi¢des pré-existentes ou
relacionadas as especificidades da cultura de tecido in vitro (Bairu et al.,, 2011).
Consiste em um conjunto de alteragées expressas fenotipicamente, causadas por
estresse induzido (Maciejewski et al., 2020; Ferreira et al., 2020; Rebougas et al.,
2021) ou decorrente do processo de multiplicagcéo in vitro (Oh et al., 2007; Roux et
al., 2021). Resulta de alteracdes na sequéncia do DNA, genes ou cromossomos, é
estavel, herdavel (Roux et al., 2021) e diferencia geneticamente os somaclones
derivados.

Neste sentido, os marcadores moleculares de DNA baseados em
retrotransposons, constituem método de deteccdo de variagdo somaclonal
promissor, devido a estreita relagdo entre estresse, biodtico ou abidtico (Arvas et al,
2022) e ativacao de elementos transponiveis no DNA. Sua aplicabilidade relaciona-
se com sua caracteristica de deslocamento, “copia-e-cola”, ao longo do filamento de
DNA, criando copias de si mesmo, por mecanismo de transcricdo, que serao
inseridas em diferentes locos (Hakkinen et al., 2007). Assim, suas novas insercdes
sdo rastros detectaveis por mecanismos de amplificacdo de alvos por reagées em
cadeia de polimerase, viabilizando estudos de variabilidade e diversidade genéticas
em Musa ssp. (Teo et al., 2005; Santos et al., 2019; Saraswathi et al., 2019).

Os estudos sobre variacdo somaclonal em bananeira, apesar de extensos,
poucos relatam o sequenciamento de bandas polimérficas com o intuito de se avaliar
a capacidade de agregar informagdes ao individuo polimérfico. Assim, este estudo
objetivou a identificagdo e caracterizacdo de variacdo somaclonal em plantas
derivadas da cultivar Grande Naine (Cavendish - AAA), resistentes ao Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raga 4 subtropical (Foc ST4), utilizando dois sistemas de
marcadores moleculares baseados em retrotransposons (IRAP e REMAP).

2. Material e Métodos
2.1. Material vegetal

Foram avaliados doze somaclones derivados da cultivar Grande Naine
(Cavendish - AAA, Musa spp.), resistentes ao Fusarium oxysporum f.sp. cubense
raca 4 subtropical (Foc ST4), pertencentes ao Banco de Germoplasma de Bananeira
(BAG-Banana) da Embrapa Mandioca e Fruticultura em Cruz das Almas, Bahia,
Brasil. Para identificagcdo de variagcdo somaclonal, a planta derivada da cultivar
comercial Grande Naine, suscetivel ao Foc ST4, foi adicionada a amostragem como
planta controle, possibilitando a comparagao entre os somaclones e entre estes e a
cultivar de origem (Controle).

Os somaclones resistentes avaliados foram obtidos em estudo prévio, por
inducdo de variagcdo somaclonal, conforme metodologia usada por Reboucgas et al.
(2021) com subcultivo de apices caulinares em meio MS enriquecido com os
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fitorreguladores tidiazuron (TDZ) e paclobutrazol (PBZ). A selecdo dos somaclones
resistentes foi realizada por inoculagcdo controlada em casa de vegetacdo com o
isolado CNPMF218A, correspondente ao Foc ST4. Os 14 somaclones sobreviventes
sem sintomas constituiram 14 tratamentos, que foram micropropagados,
aclimatados e plantados em campo experimental da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, para avaliagbes agrondmicas. Destes 14 tratamentos, quatro deles
foram pré-selecionados para a avaliagdo neste trabalho.

Na ocasiao deste estudo, os somaclones estavam estabelecidas em campo,
em seu primeiro ciclo de produgdo, quando trés clones de cada um dos quatro
tratamentos avaliados (T1 - Embrapa 14, T2 - Embrapa 15, T3 - Embrapa 16 e T4 -
Embrapa 17) foram selecionados aleatoriamente, compondo, juntamente com a
planta controle, o conjunto amostral (Tabela 1).

Tabela 1. Lista dos somaclones avaliados, derivados da cultivar Grande Naine
(Musa spp.; Cavendish - AAA), resistentes a Fusarium oxysporum f.sp. cubense,
raga 4 subtropical (Foc ST4) e grau de resisténcia®.

Tratamento Centro de Origem Grau de resisténcia*

Cc Controle (Grande Naine) Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil MR
1 Embrapa 14 - T1B2P2 Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil AR
2 Embrapa 14 - T1B2P3 Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil AR
3 Embrapa 14 - T1B2P6 Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil AR
4 Embrapa 15 - T2B1P1 Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil AR
5 Embrapa 15 - T2B1P5 Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil AR
6 Embrapa 15 - T2B1P7 Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil AR
7 Embrapa 16 - T3B2P4 Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil AR
8 Embrapa 16 - T3B2P6 Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil AR
9 Embrapa 16 - T3B2P8 Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil AR
10 Embrapa 17 - T4AB1P2 Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil R

1 Embrapa 17 - TAB1P4 Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil R

12 Embrapa 17 - TAB1P6 Embrapa Mandioca e Fruticultura - Brasil R

AR: altamente resistente; R: resistente; MR: medianamente resistente (*Resultados ndo publicados)

2.2. Extragao e quantificagao do DNA genémico (gDNA)

Cortes frescos de folhas jovens foram coletados de cada planta avaliada para

a extracao e purificacdo do DNA seguindo o protocolo CTAB modificado por Ferreira
et al. (2019). Porcoes de 300 mg de tecido foliar foram macerados com auxilio de
furadeira de bancada adaptada, em presenca de 3 mL de tampao de extracdo CTAB
(2.4 %) contendo EDTA (20 mM), NaCl (1.7 M), Tris-HCI pH 8.0 (0.1 M), PVP (2 %) e
B-mecaptoetanol (0.4%). As amostras de DNA foram padronizadas na concentragao
de 10 ng.pL".

2.3. Reagao em cadeia de polimerase e caracterizagao molecular

Para a deteccédo de variagdo somaclonal, foram empregadas duas técnicas
multilocus baseadas em reagdo em cadeia de polimerase (PCR). Para analise a
partir da técnica PCR-IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) foram
usados oito primers do tipo LTR (long terminal repeat) oriundos de Teo et al. (2005)
e Baumel et al. (2002) (Tabela 2.) com origem em diferentes familias.
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Tabela 2. Detalhamento dos primers IRAP usados em somaclones derivados da
cultivar Grande Naine, resistentes a Foc ST4, indicando orientagdo, origem,
sequéncia e autores referéncia.

Primers Familia de Origem Sequéncia (5°-3’) Referéncia
5LTR2 « BARE 1 5-ATC ATT GCC TCT AGG GCATAATTC-3’ Teo et al. (2005)
3LTR — BARE 1 5-TGT TTC CCA TGC GAC GTT CCC CAA CA-3’ Teo et al. (2005)
Sukkula — Sukkula 5-GAT AGG GTC GCA TCT TGG GCG TGA C-3 Teo et al. (2005)
Nikita — Nikita 5-CGC ATT TGT TCA AGC CTA AAC C-3’ Teo et al. (2005)
LTR6149 — BARE 1 5-CTC GCT CGC CCA CTA CAT CAACCG CGT TTATT-3 Teo et al. (2005)
LTR6150 — BARE 1 5-CTG GTT CGG CCC ATG TCT ATG TAT CCA CAC ATG TA-3’ Teo et al. (2005)
C0795 BARE 1 5-TCC CAT GCG ACG TTC CCC-3 Baumel et al. (2002)
C0945 Sabrina 5-GCA AGC TTC CGT TTC CGC-3 Baumel et al. (2002)

—: Forward; <: Reverse.

Os primers usados na técnica PCR-REMAP (retrotransposon-microssatellite
amplified polymorphism) foram obtidos a partir da combinagdo pareada entre um
primer retrotransposon do tipo LTR e um dos seis primers microssatélites (SSR -
single simple repeat) (Kalendar et al., 1999) apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Lista detalhada de primers microssatélites (SSR) e retrotransposon LTR
usados em somaclones derivados da cultivar Grande Naine, resistentes a Foc ST4,
oriundos de Kalendar et al. (1999), informando sua orientagdo e sequéncia de
nucleotideos.

Primers Sequéncia (5°- 3") Referencia

SSR

8081— (GA)9C Kalendar et al. (1999)
8082— (CT)9G Kalendar et al. (1999)
8385— (CAC)7G Kalendar et al. (1999)
8386— (GTG)7C Kalendar et al. (1999)
8387— (CA)10G Kalendar et al. (1999)
8564— (CAC)7T Kalendar et al. (1999)
8565— GT(CAC)7 Kalendar et al. (1999)
LTR

LTR7286 (R)— GGA ATT CAT AGG ATG GAT AAT AAACGATTATC Kalendar et al. (1999)

— Forward; < Reverse

As reacoes de amplificagdo PCR-IRAP e PCR-REMAP foram performadas
com volume final de 15 pL por amostra, contendo 4 pL de DNA molde (40 ng), 0.75
uL de MgCl2 (50 mM), 1.5 pL de tampao PCR 10 x, 1.2 pL de dNTP (2.5 mM), 1.5 pL
de cada primer (10 mM) pareado, 0.3 pL de Tag DNA polimerase comercial (5 U.uL"
) e 4gua livre de nuclease. O protocolo de amplificagdo consistiu na programacao
de uma etapa de desnaturacdo inicial na temperatura de 94 °C por 3 minutos,
seguida de 35 ciclos constituidos por desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
temperatura de anelamento por 60 segundos e extensdo a 72 °C por 45 segundos
por ciclo; seguindo para extensao final com manutengdo em 72 °C por 5 minutos e
finalizagdo da reagcdo com reducao da temperatura até 10 °C, para manutengao até
a retirada das amostras do termociclador.

Apos a amplificacdo, todos os produtos das reagbes PCR-IRAP e PCR-
REMAP foram corados com 3 pL de solug¢do tampéo de corrida contendo Gel Red®.
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Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2
% em tampao TBE 5x, sob voltagem constante de 85 V por aproximadamente trés
horas e foram visualizados por fotografia obtida sobre luz U.V., com o uso do
sistema de captura de imagens Loccus L-PIX EX 25x30. O comprimento das bandas
amplificadas foi inferido por comparagcao ao ladder de referéncia Invitrogen Plus 1
Kb. Os perfis eletroforéticos gerados foram usados para comparacao e identificacao
de polimorfismo em relagéo a planta controle e entre os somaclones.

2.4. Analise de dados moleculares e sequenciamento

Os géis de agarose com as combinagdes de primers utilizadas no estudo, ndo
apresentaram numero suficiente de bandas polimoérficas para uso no calculo de uma
matriz de diversidade genética. No entanto, na presenca de bandas polimérficas,
essas foram selecionadas para sequenciamento paired-end (ACTGene <
https://actgene.com.br/>).

O software Seqassem foi utilizado para alinhamento das sequéncias e as
mesmas blastadas utilizando a ferramenta BLASTn (Basic Local Alignment Seach
Tool) no banco de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com
complementagao da fungao bioldgica.

3. RESULTADOS
3.1. Avaliagao dos somaclones com base no perfil eletroforetico

Neste estudo foram avaliados quatro somaclones variantes (Embrapa 14,
Embrapa 15, Embrapa 16 e Embrapa 17), resistentes ao Fusarium oxysporum f.sp.
cubense raga 4 subtropical (Foc ST4), derivados da cultivar Grande Naine, visando
investigar a ocorréncia de variagdo somaclonal genética por ativagao de elementos
transponiveis, com o uso de marcadores baseados em retrotransposons IRAP e
REMAP. Ambos os métodos geraram perfis eletroforéticos, com multiplas bandas.

As combinagdes de primers que geraram perfis monomorficos foram
LTR6149F+SukkulaF, LTR6150R+3'LTRF, LTR6150R+C0795, LTR6150R+C0945,
5'LTR2R+SukkulaF, 3'LTRF+3'LTRF, 3'LTRF+C0945, NikitaF+SukkulaF,
NikitaF+C0795 e C0795+C0945 no sistema IRAP e LTR7286+8564 no sistema
REMAP.

Nas demais reacbes (C0795+3'LTR, 5'LTR2+LTR6150, 5'LTR2+Nikita,
LTR6149+Nikita, 5’LTR2+3'LTR, LTR6150+Nikita, 3'LTR+Nikita, LTR6150+Sukkula
e CO0945+Nikita), a maioria dos géis apresentaram bandas monomorficas,
impossibilitando o calculo de uma matriz de dissimilaridade genética (Figura 1: A, B,
CeD).
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Figura 1 (A, B, C e D): Gel de agarose 2% com o perfil eletroforético monomérfico
de 12 amostras de somaclones derivados da cultivar Grande Naine. C = controle
(GN), 1-12: somaclones (Tabela 1). M = Marcador ladder (Invitrogen®). A-D:
combinagdes de primers de marcadores IRAP e REMAP A) LTR7286 + 8081

(REMAP), B) 5'LTR + Sukkula (IRAP), C) LTR7286 + 8385 (REMAP) e D) LTR7286
+ 8386 (REMAP).

No entanto, bandas polimérficas foram detectadas nas combinagdes de
primers: LTR6149 (T1B2P6) + Nikita, 3' LTR (T1B2P2) + Nikita e Sukula + LTR6150
(Figura 2: A, B e C).
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Figura 2 (A, B e C). Perfil eletroforético do controle GN e somaclones (1-12) em gel
de agarose 2%. C = controle (GN), 1-12: somaclones (Tabela 1). M = Marcador
ladder (Invitrogen®). A) Banda 1AF (seta), LTR6149 (T1B2P6) + Nikita (T1B2P6: 1-
12), B) Banda 2AF (seta), 3' LTR (T1B2P2) + Nikita (T1B2P2: 1-11) e C) Banda 3AF
(seta), Sukula + LTR6150 (T1B2P2: 1-11).

3.2. Andlise das bandas polimérficas e sequenciamento

A partir da combinagdo pareada entre oito primers LTR (Tabela 2) foram
realizadas 20 reagbes de amplificagdo pelo método PCR-IRAP, das quais, 9
geraram perfis eletroforéticos que foram analisados neste estudo. O primer Nikita
integrou 5 das 9 reagbes que apresentaram polimorfismo e os primers 3'LTR, 5’LTR
e LTR6150 integraram 3 reagdes. A temperatura 6tima de anelamento dos primers
IRAP variou de 45 °C (C0795+3'LTR) a 48.4 °C (5'LTR2+3'LTR), com média de 46.7
°C.

As bandas polimorficas apresentadas na Figura 2, foram sequenciadas
(paired-end) e alinhadas. O resultado do alinhamento, BLAST, tradug¢do e fungao,
encontra-se na Tabela 4.
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4. DISCUSSAO

O melhoramento genético classico em Musa spp. tem por fundamento o
desenvolvimento de cultivares hibridos que agregam genes que conferem
palatabilidade aos frutos, redugcdo no porte, incremento na produtividade e
resisténcia a doencas (Shepherd et al., 1987; Amorim et al., 2011). No entanto, a
transferéncia das caracteristicas desejadas a partir da reproducdo sexuada entre
diploides e triploides € um desafio imposto pela auséncia de sementes viadveis em
triploides comerciais. Neste contexto, a inducao de variagdo somaclonal na cultura
de tecidos constitui importante fonte de variabilidade para programas de
melhoramento genético em bananeiras (Reboucas et al., 2021; Ferreira et al., 2023)
visando obtencdo de resisténcia a estresses abidticos e bidticos de forma
permanente e herdavel.

4.1. Avaliagao dos somaclones com base no perfil eletroforetico

Neste estudo foram avaliados somaclones variantes previamente
considerados resistentes ao Fusarium oxysporum f.sp. cubense raga 4 subtropical
(Foc ST4), derivados da cultivar Grande Naine. Assim, a partir de 15 combinagoes
de primers que detectam retrotransposons em Musa spp., dos quais 9 IRAP (Teo et
al., 2005; Saraswathi et al., 2011; Shelke; Das, 2015;) e 6 REMAP (Kalendar et al.,
1999), foram gerados e analisados perfis eletroforéticos.

A partir de LTR do tipo Copya das familias BARE-1, Sabrina, Nikita e Sukkula,
11 combinagcbes de primers nos sitemas IRAP e uma combinagdo no sistema
REMAP geraram perfis monomoérficos. Dentre as demais reag¢des, a maioria das
combinacdes de primers utilizadas geraram bandas monomoérficas, em principio, néo
possibilitando um aprofundamento do estudo de dissimilaridade genética entre os
somaclones analisados.

Resultados semelhantes foram encontrados por Saraswathi et al. (2011) no
grupo Cavendish (AAA) — grupo composto por plantas mutantes, reportando 122
bandas amplificadas, com percentual médio de polimorfismo de 81.3% e média de
12.2 bandas amplificadas por primers. No entanto, o coeficiente de similaridade foi
de 98% revelando quase nenhuma variagcdo genética entre clones variantes da
cultura de tecidos (Grande Nanine).

A variacdo somaclonal genética, por vezes pode envolver alteracdes de
bases decorrentes de variagdo em um unico nucleotideo, por exemplo. Ao avaliarem
somaclones derivados de sete cultivares do subgrupo Cavendish (Hsien Jen Chiao,
Grande Naine, Umalag, Williams, Giant Cavendish, Valery e Tai-Chiao N°2 - TC2),
todos resistentes a Foc raga 4 tropical, Hou et al. (2022) identificaram polimorfismo
por sequenciamento de RNA confirmando a ocorréncia de variagao de nucleotideo
unico, bem como dele¢cées em cromossomos e quimerismo. A varicdo de unico
nucleotidio ndo pode ser detectada por uso de marcadores baseados em
retrotransposons.

No entanto, nos nossos resultados ainda foi possivel identificar uma banda
polimérfica relacionada a resisténcia a estresse bidtico; resultado que impacta o uso
da metodologia de selecao assistida por marcadores. Nosso trabalho demonstra que
os marcadores IRAP e REMAP s&o ferramentas interessantes na identificagdo de
polimorfismo de interesse quando se trata de variantes somaclonais.



4.2. Analise das bandas polimorficas e sequenciamento

Uma relevante consequéncia da ampla distribuicdo e adaptacdo das
bananeiras a variados ambientes € a diversidade de interagbes entre os gendtipos
de bananeiras de frutos comestiveis e patdogenos locais, com o0 agravante da
reduzida diversidade de genes relacionados a resisténcia a doencas, caracteristica
genbmica do género Musa e Ensete (Rijzaani et al., 2021). Embora um sistema
imunuldgico vegetal ndo exista de fato, as plantas apresentam a capacidade inata de
reconhecimento de agentes estressantes externos e de inicializagao estratégica de
respostas de defesa, em intensidades que conferem resisténcia ou sucetibilidade as
plantas hospedeiras, como ocorre na interagcdo das bananeiras com o Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raga 4 subtropical (Mena et al., 2014).

Em nosso estudo, apesar da elevada taxa de similaridade entre os
somaclones e entre esses e a planta controle, foi possivel identificar, segmentos
polimorficos potencialmente relacionados a rota de defesa. As bandas selecionadas
(Figura 2: A, B e C) blastadas nos bancos de dados sao todas do género Musa, no
entanto, apenas uma delas, a banda 1AF, apresentou resultado interessante quanto
a resisténcia a doencgas, pois sinaliza a presenca de proteinas ligadas ao calcio -
calcium binding proteins, mais precisamente calcium binding proteins semelhante a
KIC.

A calmodulina (CaM) é uma proteina de ligagdo ao calcio relacionada a
motilidade e agrupamento de microtubulos (Kao et al., 2000) e as cinesinas sao
motores moleculares envolvidos em diversos processos celulares. As KCBPs sao
proteinas de ligacdo a calmodulina, do tipo cinesina. Neste contexto, as proteinas
KIC apresentam sequéncia semelhante a CaM e competem com estas pela ligagéao
a KCBP (Reddy et al., 2004).

O estudo conduzido por Reddy et al. (2004) descreve a proteina KIC
detalhando sua constituicdo e fung¢do. As protéinas KIC apresentam um unico motivo
EF-hand de ligacdo e competem com as proteinas calmodulina (CaM) pelo sitio de
ligacdo em proteinas ligadas a calmodulina, do tipo cinesina (KCBPs). Assim como
as CaM, a KIC inibe a interagdo das KCBPs com microtubulos em funcédo da
concentragdo de Ca*?, interferindo na morfogénese de tricomas. KIC difere das
proteinas CaM, também por demandar baixa concentracido de Ca*?para a inativagao
de KCBPs. Os autores ressaltam ainda que a inibicdo desencadeada em baixa
concentragdo de Ca*?livre na célula pode ser interpretada como inativagdo precoce
de KCBP a sinalizacdo de incremento inicial na concentragdo de Ca*? libebrado na
formacdo dos tricomas. Finalizando, os resultados também demonstraram que a
inativagdo nao impede a morfogénese dos tricomas mas resulta em tricomas
reduzidos.

Na busca por uma correlagdo entre microtubulos e desenvolvimento de
fungos, Konzack et al. (2005) caracterizaram uma proteina da superfamilia da
cinesina (kipA) quanto a sua composicao e funcdo em Aspergillus nidulans. A partir
de seus resultados, observaram que a proteina motora de cinesina por eles isolada
(kipA) é responsavel pelo crescimento e orientagéo direcional de microtubulos em A.
nidulans, concluindo que a correta orientagcdo desse crescimento depende da
integridade motora da proteina. Assim, extrapolando o resultado em A. nidulans
concluiram que o crescimento polarizado em fungos filamentosos depende da
integridade do citoesqueleto de microtubulos.

Os ions Ca* sdo importantes mensageiros secundarios relacionados a
inumeras vias metabdlicas nas plantas e sao altamente sucetiveis a estresses
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bidticos e abidticos, os quais alteram rapidamente sua concentragdo nas células
(Lecourieux et al., 2006). Sdo as proteinas de ligagao ao calcio - calcium-binding
protein, as responsaveis pela interceptacdo, decodificacdo e amplificacdo do
significado dessas variagdes na concentracao de calcio, viabilizando as respostas de
defesa necessarias e por vézes, especificas (Lecourieux et al., 2006; Lu et al.,
2019). O incremento na concentragdo de Ca*? é a primeira consequéncia da
interacdo entre os receptores e os padrées moleculares (Ribeiro et al.,2022),
ativando as proteinas ligadas ao calcio.

A habilidade das plantas em reconhecer agentes estressantes decorre da
interacdo entre seus receptores de reconhecimento de padrées (RRP) e os padroes
moleculares associados a micrébios ou patégenos (M/PAMP). Quando esta relagcao
€ estabelecida, s&o iniciadas as estratégias de defesa, ou seja, a imunidade
desencadeada por PAMPs (Postel; Kemmerling, 2009).

Visando identificar genes resistentes e sucetiveis a Phytophthora nicotianae
em cultivares de tabaco, Beihart1000-1 (BH) e Xiaohuangjin 1025 (XHJ), Meng et al.,
(2021) realizaram sequenciamento de RNA, detectando 23.753 e 25.187 genes
diferencialmente expressos. Em seus resultados além de proteinas de resisténcia e
relacionadas a doencgas, foram identificadas 4 proteinas ligantes de calcio.

Estudos conduzidos por Lu et al., (2019), visaram avaliar o papel do gene
TaCML36 na resposta imune do trigo a Rhizoctonia cerealis, fungo causador da
mancha ocular aguda. Apos inoculagao das plantas, os autores detectaram elevada
expressdao do gene com consequente transcricdo de uma proteina de ligacdo de
céalcio semelhante a calmodulina, cujo papel principal é a regulacdo génica. O
conjunto dos resultados orientam para a forte e positiva atuagdo da proteina na
resposta de imunidade inata por modulagdo da expressao de genes de defesa com
possivel impacto na rota do etileno.

Li et al., (2019), detectaram que a infeccdo de trigo por Fusarium
graminearum induz nas plantas resistentes a queima da espiga, a expressao de
HisR, uma proteina de ligagdo ao calcio rica em histidina, porém com mutagao
representada por delecdo de 752 pb na extremidade 5’. Os resultados da pesquisa
demonstram que esta proteina, detectada em cada cromossomo dos tres genomas
(A, B, C) do trigo, codifica 260 aminoacidos e a intensidade da sua expressao esta
positivamente correlacionada a resisténcia das plantas. HisR marcados foram
direcionados exclusivamente ao nucleo e por sua similaridade de sequéncia com
sinalizadores de Ca*?, sugere-se sua atuagdo como regulador da imunidade.

O primeiro estudo de genes diferencialmente expressos relacionados a
fusariose do tomateiro em condigbes de campo foi realizado por Ribeiro et al.,
(2022). Neste estudo, os autores observaram correlagcdo positiva entre a intensidade
da infecgao e a expressao de fator de transcricado - WRKY41, e de genes ligantes ao
calcio - CBEF, ambos envolvidos na resisténcia inata ao Fusarium oxysporum e F.
incarnatum-equiseti.

As proteinas ligadas ao calcio também tém estreita relagdo com as respostas
de defesa ao estresse abidtico, como estresse hidrico (Gong et al., 2022), estresse
quimico por aplicagdo de pesticidas (An et al., 2019) e estresse salino (Bao et al.,
2021). A relacao entre estas proteinas e estresses abidticos foram bem elencadas
em Zeng et al., (2015).

Em nosso trabalho, os marcadores IRAP e REMAP foram importantes na
deteccao de polimorfismo possibilitando a identificagdo de gene com atuagcdo em
resposta de defesa das plantas. A banda identificada podera ser usada na selecao
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assistida no melhoramento de bananeiras em fase de muda mediante novos
desenhos de primers e validagao a campo.

5. CONCLUSAO

O avanco biotecnoldégico é crucial no melhoramento genético de plantas tendo
em vista a necessidade de rapida adaptagado de cultivares e variedades comerciais
frente aos estresses bioticos e abidticos. A possibilidade do uso de marcadores
IRAP e REMAP em um programa de melhoramento cujas atividades sdo continuas
na busca do desenvolvimento de variedades mais resistentes/tolerantes aos
principais fatores bidticos e abidticos € de suma importancia por permitir o uso de
selecdo assistida para acelerar os resultados. No caso de Musa spp., dada a
partenocarpia inerente a espécie juntamente com a estreita base genética, o uso
dessas ferramentas se torna ainda mais importante.

Os resultados apresentados mostram que a biotecnologia aliada as
ferramentas de bioinformatica possibilitam melhor delineamento das estratégias de
melhoramento da cultura dentro de um cenario que visa agregar informagdes para
contribuir para uma cadeia produtiva e um agronegdécio mais sustentavel e
promissor.
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Artigo

DIVERSIDADE DE DIPLOIDES MELHORADOS E TRIPLOIDES COMERCIAIS DE
Musa spp., VIA MARCADORES MOLECULARES

Juliana Rodrigues Sampaio, Claudia Fortes Ferreira

RESUMO: O melhoramento da bananeira consiste na obtencao de tipos hibridos intra
e interespecificos diploides, triploides e tetraploides por método convencional, com o
objetivo de agregar genes de interesse agronémico e comercial. O melhoramento
genético da Embrapa visa o cruzamento entre diploides para aumentar a base
genética e variabilidade quanto as carcteristicas de interesse, e o cruzamento entre
diploides melhorados e triploides e tetrapldides comerciais para o desenvolvimento
de cultivares mais resistentes aos principais fatores bioticos e abidticos. O objetivo
deste trabalho consistiu em estimar a diversidade genética entre 22 diploides
melhorados e sete triploides comerciais de bananeira via marcadores moleculares
de DNA. Para analise da diversidade genética foram realizadas 5 reac¢oes IRAP, 7
reacoes ISSR e 12 reagcdes SSR. Os dados genéticos gerados foram analisados de
forma conjunta gerando matriz de dissimilaridade genética com base no indice de
Jaccard e agrupamento pelo método UPGMA. O estudo da diversidade entre
diploides melhorados e triploides comerciais, com base na matriz de dissimilaridade
genética, revelou que os diploides mais dissimilares sdo DM23 e DM15 (74%),
DM16 e DM15 (74%). As menores distancias genéticas entre diploides melhorados e
triploides comerciais ocorrem entre TCGN25 e DM17 (50%), TCN26 e DM17 (50%).
A matriz também revelou cruzamentos importantes para se manter as caracteristicas
boas nos triploides comerciais. Os marcadores de DNA utilizados possibilitaram
identificar possiveis parentais a serem usdados nos cruzamentos dentro do PMGB e
melhor direcionar as estratégias de desenvolvimento de variedades de bananeira
mais resistentes e tolerantes aos principais fatores bio6ticos e abiédticos.

Palavras-chave: genotipagem; germoplasma; variabilidade; banana; platanos.

ABSTRACT: Banana breeding consists of obtaining diploid, triploid and tetraploid
intra- and interspecific hybrid types by conventional method, with the objective of
aggregating genes of agronomic and commercial interest. Embrapa's banana genetic
breeding aims at the crossing between diploids to increase the genetic base and
variability regarding the traits of interest, and the crossing between improved diploids
and commercial triploids and tetraploids for the development of cultivars more
resistant to the main biotic and abiotic factors. The objective of this work was to
estimate the genetic diversity between 22 improved diploids and seven commercial
triploids of banana using DNA molecular markers. For the analysis of genetic
diversity, 5 IRAP and 7 ISSR and 12 SSR markers, were used. The genetic
dissimilarity matrix was based on the Jaccard index and clustered via Jaccard index.
The study of the diversity between enhanced diploids and commercial triploids,
based on the genetic dissimilarity matrix, revealed that the most dissimilar diploids
are DM23 and DM15 (74%), DM16 and DM15 (74%). The smallest genetic distances
between enhanced diploids and commercial triploids occur between TCGN25 and
DM17 (50%), TCN26 and DM17 (50%). The matrix also revealed important crosses
to maintain the good characteristics in the commercial triploids. The DNA markers
used made it possible to identify possible parents to be used in crosses within the
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PMGB and to better direct the development strategies of more resistant and tolerant
banana varieties to the main biotic and abiotic factors.

Key-words: genotiyping; germoplasm; variability; bananas, Plantains.
1. Introdugao

O melhoramento da bananeira consiste na obtencéo de tipos hibridos intra e
inter-especificos diploides (2n = 22), triploides (2n = 33) e tetrapldides (2n = 44) por
método convencional, com o objetivo de agregar genes que conferem palatabilidade
ao consumidor, menor estatura, resisténcia as doengas e maior produtividade nas
plantas [1-4]. As possiveis vias de melhoramento por cruzamentos em Musa spp.,
visam a obtencgao de triploides e tetraploides, principalmente com envolvimento de
diploides melhorados [2, 5]. Neste sentido, os cruzamentos direcionados demandam
a disponibilidade de banco de germoplasma geneticamente diverso e estruturado.
Acessos bem caracterizados quanto aos critérios morfoagronémicos e moleculares,
possibilitam a selecao racional de progenitores e a gestdo estratégica de colegdes
com monitoramento do fluxo génico, gestdo da variabilidade entre clones e
manutencdo da diversidade e de alelos raros, passiveis de uso em engenharia
genética [6-8].

As bananeiras (Musa spp.) resultantes de hibridagées naturais intra ou
interespecificas, mutagdes ou de programas de melhoramento, tém sua origem nas
espeécies silvestres diploides Musa acumminata Colla (AA) e M. balbisiana Colla (BB)
e podem ser classificadas de acordo com seu grupo gendémico e nivel de ploidia em
diploides (AA, AB), triploides (AAA, AAB, ABB) e tetraploides (AAAA, AAAB, AABB,
ABBB) [9, 10]. Por propagacdo sexuada os triploides podem ser obtidos por
cruzamentos entre diploides e tretraploides, enquanto os tetraploides sao obtidos por
cruzamentos entre triploides e diploides. Também sao classificadas em subgrupos,
de acordo com quinze descritores para suas caracteristicas morfoagronémicas [11].
No entanto, as bananeiras do subgrupo ‘Cavendish’ (AAA) e ‘“Terra’ (AAB), dominam
os cultivos e acabam estreitando a base genética dessa importante atividade
econdmica mundial, aumentando o risco de ataques por pragas e a ocorréncia de
doencas [12].

No Brasil, os principais tipos e variedades cultivadas sao o diploide ‘Ouro’
(cultivar Ouro — AA) e os triploides ‘Nanica’, ‘Nanicao’, ‘Grande Naine’ (subgrupo
Cavendish - AAA), ‘Prata’, ‘Pacovan’, ‘Prata Ana’ (subgrupo Prata - AAB), ‘Maca’
(tipo Maca - AAB), ‘Terra’ e ‘Dangola’ (subgrupo Terra-AAB) [3, 13]. Embora estas
cultivares estejam presentes no Brasil, as bananeiras do grupo AAB,
caracteristicamente suscetiveis as doencgas, destinam-se ao mercado interno,
principalmente as cultivares Macga, Prata, Prata Ana e Pacovan; priorizando-se o
grupo gendmico AAA, principalmente a cultivar ‘Grande Naine’, para a incipiente
exportacao brasileira, seguindo a tendéncia mundial [4, 14].

Variadas caracteristicas das bananeiras de frutos comestiveis sao
decorrentes da contribuicdo dos genomas de Musa acuminata e M. balbisiana. As
carcateristicas derivadas do genoma A tem origem no complexo de subsespécies
como banksii, burmannica, malaccensis e zebrina, as quais constituem a espécie M.
acuminata [15]. A resisténcia a doengas, como Sigatoka amarela, Sigatoka negra e
murcha de Fusarium, e resisténcia a pragas, como nematoides, compdem as
principais contribuicdes do germoplasma AA aos programas de melhoramento [16].
A importéncia da contribuicdo do genoma B de Musa balbisiana advém da sua maior
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tolerancia ao estresse bidtico e abidtico, maior vigor e ao enriquecimento do seu
genoma com genes de expressdo dominante relacionados a rota de biossintese de
etileno e de producdo e degradagcdo de amido, com forte influéncia no
amadurecimento e qualidade poés-colheita dos frutos [17]. No entanto, M. balbisiana
apresenta também sequéncias do virus da estria da banana (BSV - Banana Streak
Virus) integradas ao seu genoma [18]. Assim, com todo o conhecimento especifico
ja acumulado sobre a constituicdo gendmica das espécies silvestres, ainda é um
desafio compreender a herdabilidade e a interagdo entre os genes envovidos nas
respostas de defesa em Musa spp, principalmente devido a complexidade genética e
poliploidia do género.

Os marcadores genéticos desempenham importante fungdo nos estudos de
diversidade e variabilidade por possibilitarem uma infinidade de dados e ndo serem
afetados pelo ambiente [19, 20]. Os genomas das plantas apresentam abundantes
regioes do DNA com sequéncias repetitivas, como elementos transponiveis e
microssatélites, que sao conservados, frequentes, e por vézes, comuns a varias
especies, possibilitando seu uso como marcadores moleculares em métodos de
deteccdo de polimorfismo. No género Musa, 41,85% e 55,75% dos genomas A e B,
respectivamente, sdo constituidos por elementos repetitivos [21].

Neste estudo, foram usados marcadores IRAP, ISSR e SSR para analizar a
diversidade genética em uma colecdo de 29 gendtipos de Musa spp. incluindo
diploides melhorados (AA) e triploides comerciais (AAA, AAB). Objetivou-se estimar
a distancia genética entre os acessos para melhor direcionar as estratégias de
desenvolvimento de variedades de bananeira mais resistentes e tolerantes aos
principais fatores bidticos e abidticos dando continuidade ao Programa de
Melhoramento Genético de Bananeiras da Embrapa Mandioca e Fruticultura
(PMGB). Os marcadores de DNA utilizados possibilitaram identificar potenciais
parentais para cruzamento entre os diploides melhorados com maior dissimilaridade
genética visando obtencao de tripldides, ampliando a variabilidade no Banco Ativo
de Germoplasma de Banana. Também foram identificados os diploides melhorados
e os triploides comerciais geneticamente préximos para indicagdo de uso como
parentais nos cruzamentos visando obtencao de tetrapldides dentro do PMGB

2. Resultados

2.1. Analise molecular do Polimorfismo genético por marcadores moleculares de
DNA — SSR, ISSR e IRAP

Foram realizadas 5 reagcdes com combinagbes de primers |IRAP
(3LTR+CO0795, 3LTR+LTR6150, LTR6149+Nikita, 5’LTR 2+LTR6150, 5LTR2
+Nikita), 7 rea¢cdes com marcadores ISSR (ISSR 92, 72, 95, 47, 29, 07, 57) e 12
reagoes com marcadores SSR (mMaCIR 01, 07, 28, 24, 40, 150, 45, 196, 231, 13,
39, 152). O perfil eletroforético representativo de cada tipo de marcador encontra-se
na Figura 1.

Com os marcadores ISSR foram reproduzidas 95 bandas totais com 76
bandas polimérficas (80%). O tamanho das bandas amplificadas variou de 350 a
2,500 pb. As temperaturas de anelamento variaram de 45 °C a 50 °C, com
temperatura média de 48.71 °C. O marcador ISSR 07 amplificou o0 maior numero de
bandas polimérficas (17 bandas) e ISSR 92, o menor numero (2 bandas). O
tamanho das bandas amplificadas variou de 350 a 2,500 pb.
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Os marcadores IRAP geraram um total de 60 bandas, nas quais 57 foram
polimarificas. A média de bandas por combinagdo de primers ficou em torno de 12
bandas, onde o maior e 0 menor numero de bandas polimérficas foram amplificadas
pela combinacado de primers 5LTR2 + Nikita e 5’LTR2 + LTR6150, 14 e 9 bandas,
respectivamente. A temperatura de anelamento variou de 45 °C a 48 °C, com
temperatura média de 45.8 °C. O tamanho das bandas variou de 2,500 pb,
amplificadas por 3'LTR + LTR6150 e LTR6149 + Nikita, a 250 pb, amplificada pelos
marcadores 3'LTR + LTR6150, LTR6149 + Nikita e 5'LTR + Nikita.

Os marcadores SSR amplificaram 105 bandas totais. O tamanho das bandas
variou de 100 a 400 pb. A temperatura de anelamento variou de 52 °C a 59 °C, com
temperatura média de 55 °C. O maior numero de bandas foi amplificado pelo
marcador mMaCIR 07 (14 bandas) enquanto os marcadores mMaCIR 45 e mMaCIR
152 amplificaram o menor numero delas (5 bandas cada). Os marcadores mMaCIR
13, mMaCIR 24 e mMaCIR 07 amplificaram o maior numero de bandas polimoérficas
(11 bandas polimérficas) enquanto os marcadores mMaCIR 45 e mMaCIR 152,
amplificaram o menor numero delas (5 bandas polimorficas).
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Figura 1 (A, B, C): A) perfil eletroforético de 15 amostras (AA-Musa spp.) em gel de
agarose 3% usando marcador SSR (mMaCIR 8); B) perfil eletroforético de 15
amostras diploides (AA - Musa spp.) em gel de agarose 2% usando marcador ISSR
(ISSR 95) e C) IRAP LTR619 + Nikita. M = Marcador ladder (Invitrogen®).

2.2. Diversidade genética
Visando aumentar o poder de agrupamento, optou-se pela combinacao dos
conjuntos de dados ISSR+IRAP+SSR para a construgdo da matriz de

dissimilaridade, baseada no complemento do Coeficiente de Similaridade de Jaccard
(Figura 2). O Coeficiente de Correlagdo Cofenética foi de 0.8755.
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Figura 2. Distancias genéticas, baseadas em dados ISSR+IRAP+SSR, entre
diploides melhorados (AA) e triploides comerciais (AAA, AAB) de Musa spp.
pertencentes ao BAG-Banana integrado ao PMGB da EMBRAPA Mandioca e
Fruticultura, calculadas pelo complemento do Coeficiente de Similaridade de
Jaccard. A identificacdo e detalhamento dos acessos encontram-se na Tabela .

A partir da analise da matriz de diversidade genética (Figura 2), pode-se
observar que a maior dissimilaridade entre os diploides melhorados ocorre entre
DM23 e DM15 (74%), DM16 e DM15 (74%), DM21 e DM15 (73%), DM20 e DM4
(73%), DM11 e DM04 (73%). As menores distancias genéticas entre diploides
melhorados e triploides comerciais ocorrem entre TCGN25 e DM17 (50%), TCN26 e
DM17 (50%), TCV27 e DM17 (52%). A distancia genética média entre os genétipos
avaliados foi de 58%.

A analise de agrupamento agrupou os genotipos em tres grupos (Figura 3).
No grupo 1 estdo o triploide comercial TPA30, (AAB - Platano, Terra Ana),
compondo subgrupo isolado, e seis diploides melhorados DM2, DM16, DM19,
DM22, DM23. No grupo 2 estao todos os triploides comerciais, com exceg¢ao do
triploide TPA30. E no grupo 3, todos os demais 16 diploides comerciais DM8, DM6,
DM1, DM7, DM12, DM14, DM9, DM13, DM5, DM11, DM3, DM10, DM17, DM20,
DM4 e DM15.
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Figura 3. Analise de agrupamento. O dendrograma apresenta a diversidade
genética entre 22 diploides melhorados e 7 triploides comerciais de Musa spp. Os
cbdigos das plantas avaliadas encontram-se na Tabela 2.

O grafico PCoA (Figura 4) gerado reflete a dispersdo das amostras entre trés
grupos, como detectado no dendrograma e apresenta 24,02% de variabilidade
distribuidas nas duas primeiras coordenadas principais (13.20% na coordenada 1 e

10.76% na coordenada 2).
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Analise de PCoA
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Figura 4. Analise de coordenada principal (PCoA). O grafico apresenta os primeiros
dois componentes (coordenada 1 e coordenada 2). Os cdédigos das plantas
avaliadas encontram-se na Tabela 1.

3. Discussao
3.1. Diversidade genética

Dos principios que norteiam os programas de melhoramento de baneneiras,
um deles € a obtencdo de hibridos por cruzamento convencional [1]. O PMGB da
Embrapa visa, continuamente, o cruzamento envolvendo diploides para ampliagao
da base genética com criagdo de variabilidade, e cruzamentos destes diploides
melhorados com triploides e tetrapldides para o desenvolvimento de cultivares
produtivos, resistentes e com as caracterisiticas organolépticas demandadas pelo
consumidor.

A determinacao dos parentais tem por base a caracterizagcdao dos materiais
genéticos por descricdo morfoagrondmica — que pode ser dificultada pela
semelhancga fenotipica; ou por caracterizagdo molecular de DNA, que nao sofre
acoes do meio ambiente [22]. O conhecimento aprofundado da diversidade genética
disponivel nos BAGs possibilita cruzamentos que resultam na expressao de
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caracteres em populagbes segregantes e consequente selecdo racional dos
melhores gendtipos.

Com este intuito, realizou-se a caracterizagdo molecular por ISSR, SSR e
IRAP, de 22 diploides melhorados e 7 triploides comerciais, visando a identificagao
de diploides dissimilares que serdo cruzados entre si, para ampliacdo da estreita
base genética de Musa spp., bem como visou-se também a identificacdo de
diploides e triploides menos dissimilares para cruzamentos visando desenvolvimento
de hibridos triploides e tetraploides com manutengcdo dos bons caracteres
agronOémicos.

Os marcadores IRAP amplificam regides centroméricas entre segmentos
constituidos por elementos moéveis retrotransposons com longo terminal de repeticao
LTR. Os retrotransposons apresentam a elevada capacidade de gerar incremento no
tamanho do DNA, reestruturagées cromossémicas e mutagbes com silenciamento
ou superexpressdo de genes devido ao seu mecanismo de auto-duplicacdo e
insercdo em novo loco [20,7]. Os marcadores microssatélites ocupam regioes
intergénicas no género Musa spp. e por serem marcadores altamente especificos,
possibilitam a discriminacdo de gendtipos em estudos de diversidade [23]. Assim,
por amplificarem diferentes regides do genoma e visando maior poder de
agrupamento, realizou-se a analise conjunta dos dados ISSR+IRAP+SSR.

A partir da analise geral da matriz de dissimilaridade (Figura 2) é possivel
identificar os diploides melhorados mais dissimilares entre si, visando cruzamentos
entre esses materiais genéticos com vistas a exploracao de heterose e obtencéo de
triploides. DM23 (028003-01) e DM16 (042085-02), ambos, apresentam 74% de
dissimilaridade em relacao ao diploide DM15 (CNPMF 0519). DM23 (028003-01) é
um hibrido originado do cruzamento entre a cultivar Tuu Gia e a subspécie silvestre
M.acuminata spp. banksii (‘Madang’). Seu parental ‘Tuu Gia’ é resistente a Sigatoka
amarela e negra e Fusarium oxysporum f.sp. cubense [24]. DM16 (042085-02) tem
origem no cruzamento [M53 x (Madu x Calcuta)]. O acesso DM15 (CNPMF 0519) é
um diploide silvestre originado em autopolinizagao (Tambi x Tambi).

Considerando-se os resultados obtidos por [25], que ao avaliarem 24
diploides melhorados, obtidos pelo PMGB da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
identificaram o DM7 (086094-20) como medianamente suscetivel ao Foc ST4; o
diploide DM16 (042085-02) como medianamente suscetivel ao Foc R1 e ST4 e
DM15 (CNPMF 0519) como suscetivel ao Foc R1 e ST4, é possivel priorizar outros
diploides promissores. Assim, identificou-se DM20 (CNPMF 0557) e DM 11 (013004-
04), que apresentaram distancia genética de 73% em relagdo a DM4 (CNPMF
1323), como parentais mais indicados. DM20 e DM4 sao resistentes a Foc R1 e
ST4, enquanto DM11 é altamente resistente a Foc R1 e medianamente resistente a
foc ST4 [25].

Visando-se o cruzamento entre triploides comerciais e diploides melhorados,
a menor distdncia entre os genaétipos variou de 50% a 61% de dissimilaridade. O
diploide melhorado DM17 (CNPMF 0536) € o mais proximo dos triploides ‘Grande
Naine’ (TCGN25) e ‘Nanica’ (TCN26) com 50% de similaridade, sendo 48% similar a
cultivar Valery (TCV27) e 46% similar ao triploide ‘Williams’ (TCW4); todos do grupo
Cavendish. Assim como também € o mais proximo do triploide ‘Terra-An&’ (TTA30).
O diploide DM17 (CNPMF 0536) é um hibrido entre [(Musa acuminata spp.
burmannica ‘Calcutta’) x (Musa acuminata spp. banksii ‘Madang’)] x [(Malaccensis —
FHIA x Tjau Lagada)]. No entanto, é importante ressaltar que a recomendacéao de
melhoramento no subgrupo Cavendish ainda preconiza o uso de biotecnologia
visando a obtencao de variedades e cultivares resistentes ou tolerantes por
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transgenia ou indugao de mutacao e variagao somaclonal devido a esterilidade dos
triploides comerciais. Embora sejam encontrados sacos embrionarios em diferentes
estagios de desenvolvimento em triploides do subgrupo Cavendish, grupo Mysore,
Platano e Prata, ainda ndo existe um consenso sobre a funcionalidade destas
estruturas nessas plantas e a hipdtese de esterilidade ainda €& baseada na
incompeténcia no crescimento do tubo polinico ou degeneracdo das sementes [26].
Estudos recentes [27, 28] sugerem que componentes fenodlicos e atividade
enzimatica oxidativa, em Cavendish, impactam negativamente o crescimento do
tubo polinico. Ainda assim, continua relevante a compreensao da infertilidade em
funcdo da pressao de selecdo por frutos sem sementes na domesticacdo das
bananeiras [26] até que novas pesquisas superem as barreiras que causam
esterilidade nos triploides comerciais.

O diploide mais préximo do triploide ‘Prata-And’(TPA28) é o DM20 (CNPMF
0557) com 39% de similaridade. O DM20 tem origem em [(M61 x Lidi) x
(Malaccensis — FHIA x Tjau Lagada)]. No agrupamento pelo método UPGMA, o
triploide ‘Prata-Anad’ (TPA28) e o diploide DM20 (CNPMF 0557), estdo alocados nos
grupos 2 e 3, respectivamente.

O diploide mais similar ao triploide ‘Maca’ (TM29) é DM13 (CNPMF 0542)
com origem em [(Malaccensis - FHIA x Sinwobogi) x SH3263 - Hibrido da FHIA).
No dendrograma, o triploide ‘Maca’ e o diploide melhorado DM13 estao alocados
nos grupos 2 e 3, respectivamente.

Interessante notar que os trés diploides melhorados mais similares aos
triploides comerciais, apresentaram o gendtipo FHIA, uma cultivar tipo Prata, dentre
seus parentais [29]. Nos diploides DM17 (CNPMF 0536) e DM20 (CNPMF 0557), o
gendtipo FHIA se integra como parental feminino e no diploide DM13 (CNPMF 0542)
como parental feminino direto e compondo o parental masculino.

Observando a analise de agrupamento, percebe-se que o conjunto dos dados
moleculares ISSR+IRAP+SSR foram competentes na distingdo dos diploides
melhorados e triploides comerciais, os quais apresentam-se alocados no grupo 2,
com excecgao do triploide Terra-Ana. O grafico de clusters também representa essa
tendéncia na menor dispersao entre os triploides do subgrupo Cavendish (AAA) e
proximidade dos triploides ‘Macad’ e ‘Prata-An&’, com excec¢do do triploide ‘Terra-
An@’, que compde o grupo 1, porém em subgrupo isolado.

Os grupos 1 e 3 na analise UPGMA, sado constituidos basicamente por
diploides melhorados, com excecao do triploide ‘Terra-An&’, um representante do
grupo dos platanos AAB, formando um sugrupo isolado. Pode-se observar maior
concentragdo no grupo 3 de diploides melhorados que apresentam o genotipo de
FHIA na constituicdo dos parentais. Neste grupo, 10 diploides apresentam essa
caracteristica dentre os 16 agrupados. DM5 (001016-01), DM6 (M53), DM8 (058054-
03), DM12 (050012-02), DM14 (CNPMF 0496), DM15 (CNPMF 0519) e DM20
(CNPMF 0557) sao as excecdes.

O valor do coeficiente de correlacao cofenética foi elevado e adequado
(CCC=0.8755), pois tém-se que CCC>0.56 é considerado ideal [30], representando
uma boa aderéncia entre a representacdo dos agrupamentos e os dados da matriz
de distancias genéticas.

A dissimilaridade encontrada entre os diploides € elevada, com valor médio
de 57%, variando de 46% a 74%, demonstrando existéncia de variabilidade
genética. Esses valores sao proximos aos valores encontrados por [31], porém
maiores que os valores encontrados por [32], utilizando apenas marcadores SSR na
caracterizagdo molecular de diploides melhorados.
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Os marcadores moleculares de DNA mostraram-se eficientes na deteccao de
variabilidade genética entre os diploides melhorados e na deteccao de similaridade
entre diploides melhorados e triploides comerciais visando identificacdo de
cruzamentos promissores a obtencdo de triploides e tetrapldides resistentes a
fatores bidticos e abidticos em bananeira.

4. Material e Métodos
4.1. Material vegetal

A lista com 22 diploides (AA) melhorados e sete triploides (AAA, AAB)
comerciais de Musa L., encontra-se detalhada na Tabela 1. Os gendtipos avaliados
pertencem ao Banco Ativo de Germoplasma (BAG-Banana) da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, no municipio de Cruz das Almas, Bahia, localizada nas coordenadas
12° 40' 47.2296" S, 39° 5' 17.0952" W, 220 m acima do nivel do mar. O clima do
municipio é quente e umido, classificado como tropical (Af), com temperatura média
de 23.7°C, indice pluviométrico médio anual de 1,161 mm e 2,327.88 horas de luz
solar anual [33].

Tabela 1. Vinte e dois diploides (AA) melhorados e sete triploides (AAA, AAB)
comerciais de Musa L., pertencentes ao BAG-Banana - PMGB - Embrapa Mandioca
e Fruticultura

PLOIDIA CODIGOGENOTIPO GENEALOGIA

DM1 CNPMF 0612 [(M53 x Madu)] x SH3263

DM2  CNPMF 0998 [(Borneo x Guyod)] x [(Borneo x Guyod) x SH3263]

DM3 CNPMF 0534 [(Calcutta4 x Madang)] x [(Maccensis-FHIA) x (Tjau Lagada)]
DM4 CNPMF 1323 [(Malaccensis-FHIA x Sinwobogi)] x [(Calcutta 4 x Madang) x (Borneo x Madang)]
DM5 001016-01 Borneo x Guyod

DM6  M53 [(Malaccensis — Kedah x Banksii — Samoa)] x [(Paka x Banksii — Samoa)]
DM7  086094-20 [(Calcutta 4 x Heva)] x SH3263

DM8  058054-03 [(Calcutta 4 x Pahang)] x [(Borneo x Madang)]

DM9 013018-01 Malaccensis-FHIA x Sinwobogi

DM10 013019-01 Malaccensis-FHIA x Tjau Lagada

DM11  013004-04 Malaccensis-FHIA x Madang

DM12 050012-02 Pahang x [(Lidi x SH3263)]

DM13 CNPMF 0542 [(Malaccensis-FHIA x Sinwobogi)] x SH3263

DM14 CNPMF 0496 [(M61 x Lidi)] x [(Terrinha x Calcutta 4)]

DM15 CNPMF 0519 Auto-polinizacao (diploide silvestre Tambi)

DM16 042085-02 [(Madu x Calcutta 4)] x M53

DM17 CNPMF 0536 [(Calcutta 4 x Madang)] x [(Malaccensis-FHIA x Tjau Lagada)]
DM18* CNPMF 0357 [(Prata-An&)] x [(M53 (BGB 06)) x M48]

DM19 CNPMF 0731 [(Malaccensis-FHIA x Madang)] x [(Tuu Gia x Madang)]
DM20 CNPMF 0557 [(M61 x Lidi)] x [(Malaccensis-FHIA x Tjau Lagada)]

DM21 CNPMF 0513 [(M61 x Lidi)] x [(M53 (BGB 06)) x (Kumburgh)]

DM22 CNPMF 0993 [(Borneo x Guyod) x (Tuu Gia x Madang)] x [Khai x [(Calcutta 4 x Madang)]
DM23 028003-01 Tuu Gia x Madang

TCW24 Williams

AAA TCGN25Grande Naine

AAA TCN26 Nanica

AAA TCV27 Valery

AAB TPA28 Prata-Ana

AAB TM29 Magd

AAB TTA30 Terra-Ana

S S S EEEEEEEEEEEEE 8-

*DM18 (CNPMF0357) néo foi avaliado neste estudo.
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4.2. Extracdo de DNA

DNA genbmico de cada acesso foi extraido a partir de recortes de folhas
jovens e frescas de bananeira com aproximadamente 300 mg, seguindo o protocolo
CTAB modificado [34] com maceragdo do material vegetal em presencga de 3 mL de
tampdo de extracdo, usando furadeira de bancada adaptada. A quantidade e
qualidade do DNA extraido foram avaliadas por fotodocumentagcdo sobre luz U.V,
apos eletroforese em gel de agarose (1%) a 70 V, por 40 minutos. A quantificagao foi
inferida a partir da comparacéao visual com DNA Lambda de referéncia com 100, 200
e 300 ng (ladder Invitro Gen 1 Kb)e 100 pb, Promega 1 Kb). Por¢cdes do DNA foram
diluidas em TE para uso nas analises IRAP, ISSR e SSR.

4.3. Analise IRAP

Os procedimentos PCR-IRAP foram realizados com base em [7, 35] com
adaptacdes na programacao da amplificagdo. Marcadores baseados em
retrotransposons LTR, das familias Nikikita e Bare 1, especificamente os primers
originados no sorgo (Hordeum wvulgare L.), Nikita, 5LTR2, 3'LTR, LTR6150,
LTR6149, e C0795 (Tabela 2), foram usados de forma combinada para a analise
IRAP. As reagbes PCR-IRAP foram realizadas com volume final de 15 pL por
amostra, contendo 4 pL de DNA molde (40 ng), 0.75 pL de MgCI2 (50 mM), 1.5 pL
de tampao PCR 10 x, 1.2 pL de dNTP (2.5 mM), 1.5 pL de cada primer (10 mM)
pareado, 0.3 pL de Taq DNA polimerase comercial (5 U pL-1) e agua livre de
nuclease.

O protocolo de amplificacdo consistiu na programacdo de uma etapa de
desnaturacao inicial a 94 °C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos constituidos por
desnaturacao a 94 °C por 30 segundos, temperatura de anelamento (45 °C a 48 °C)
por 60 segundos e extensdo a 72 °C por 45 segundos por ciclo; seguindo para
extenséo final com manutengcdo em 72 °C por 5 minutos e finalizagdo da reagdo com
reducao da temperatura até 10 °C, para manutencéao até a retirada das amostras do
termociclador.

Tabela 2. Detalhamento dos primers IRAP usados em 22 diploides (AA) melhorados
e sete triploides (AAA, AAB) comerciais de Musa L., indicando orientagcao, origem,
sequéncia e autores referéncia.

Familia de

Primers Origem Sequéncia (5’-3’) Referéncia
5LTR2 BARE 1 5-ATC ATT GCC TCT AGG GCATAATTC-3 [71
JLTR — BARE 1 5-TGT TTC CCA TGC GAC GTT CCC CAA CA-3 [71
Sukkula — Sukkula 5-GAT AGG GTC GCA TCT TGG GCG TGA C-3’ [7]
Nikita — Nikita 5-CGC ATT TGT TCA AGC CTA AAC C-3 [7]
LTR6149 — BARE 1 5-CTC GCT CGC CCA CTA CAT CAACCG CGT TTATT-3 [7]
LTR6150 — BARE 1 5-CTG GTT CGG CCC ATG TCT ATG TAT CCA CAC ATG TA-3’ [7]
CO795 BARE 1 5-TCC CAT GCG ACG TTC CCC-3’ [35]
C0945 Sabrina 5-GCA AGC TTC CGT TTC CGC-3 [35]

—: Forward; <: Reverse.
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4.4. Analise SSR

Foram usados 12 primers SSR (Tabela 4), selecionados a partir de [36] para a
analise dos acessos. As reagdes foram performadas em um volume final de 20 pL
para cada amostra, contendo 1.5 pL de MgCl (25 mM), 2.0 pL de tampao PCR 10x,
1.0 uL de dNTP (2.5 mM), 0.8 uL de cada primer (5 mM), 0.3 uL de Tag DNA
polimerase comercial (5U. pL-1), 3.0 pL de DNA (30 ng) e agua livre de nuclease. A
programacao da amplificacdo consistiu em 2 minutos de desnaturacao inicial a 95
°C, seguida de 39 ciclos consistindo em 60 segundos de desnaturacdo a 94 °C, 60
segundos na temperatura de anelamento (Tabela 3), seguida por 60 segundos de
extensdo em 72 °C e 10 minutos de extensdo final em 72 °C .

Tabela 3. Detalhamento dos primers SSR usados na analise de 22 diploides (AA)
melhorados e sete triploides (AAA, AAB) comerciais de Musa L., indicando motivo e
referéncia.

Primer TA (°C) Motivo Referéncia
mMaCIR 01 55.0 (GA)20 [36]
mMaCIR 07 53.0 (GA)13 [36]
mMaCIR 08 55.0 (TC)6N24(TC)7 [36]
mMaCIR 24 52.0 (TC)7 [36]
mMaCIR 40 54.0 (GA)13 [36]
mMaCIR 150 54.0 (CA)10 [36]
mMacCIR 45 58.0 (TA)Y4CA(CTCGA)4 [36]
mMaCIR 196 55.0 (TA)4, (TC)17, (TC)3 [36]
mMaCIR 231 55.0 (TC)10 [36]
mMaCIR 13 57.0 (GA)16N76(GA)8 [36]
mMaCIR 39 52.0 (CA)5GATA(GA)5 [36]
mMaCIR 152 54.0 (CTT)18,(CT)17,(CA)6 [36]

TA®: temperatura de anelamento dos primers

4.5. Analise ISSR

Sete primers ISSR (Tabela 4), foram selecionados para a analise dos
acessos. O mix de reacdo PCR consistiu em um volume final de 25 pL contendo 2.5
uL de MgCl (25 mM), 2.5 pL de tampéo PCR 10x, 2.0 uL de dNTP (2.5 mM), 3.5 pL
de primer (2 mM), 0.2 uL de Tag DNA polimerase comercial (5U. pL-1), 4.0 uL de
DNA (40 ng) e agua livre de nuclease. A programagao da amplificacdo consistiu em
3 minutos de desnaturacao inicial a 94 °C, seguida de 39 ciclos consistindo em 40
segundos de desnaturacdo a 94 °C, 40 segundos na temperatura de anelamento,
seguida por 60 segundos de extensdo em 72° C e 5 minutos de extensao final em
72° C.

Tabela 4. Detalhamento dos primers SSR usados na analise de 22 diploides (AA)
melhorados e sete triploides (AAA, AAB) comerciais de Musa L., indicando motivo e
referéncia.

Primer Nome TA (°C) Sequéncia Referéncia
ISSR 92 TriGAC 3'RC 45.0 GACGACGACGACGACRC Embrapa
ISSR 72 TriTCC 3RC 50.0 TCCTCCTCCTCCTCCRC  Embrapa
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ISSR 95 TriGTT 3'RC 50.0 GTTGTTGTTGTTGTTRC Embrapa

ISSR 47 TriTGTS5'CY 50.0 CYTGTTGTTGTTGTTGT Embrapa
ISSR 29 TriCAC3'RC 50.0 CACCACCACCACCACRC  Embrapa
ISSR 07 DiCA5'CY 48.0 CYCACACACACACACACA Embrapa
ISSR 57 TriACC 3'RC 50.0 ACCACCACCACCACCRC  Embrapa

TA (°C): Temperatura de anelamento dos primers

4.6. Eletroforese e analise de dados

Todos os produtos foram corados com 3 pL de solugdo tampao de corrida
contendo Gel Red®. Os segmentos amplificados foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 2 % (IRAP e ISSR) e 3 % (SSR) em tamp&o TBE 5x, sob
voltagem constante de 85 V por aproximadamente trés horas e foram visualizados
por fotografia obtida sobre luz U.V., com o uso do sistema de captura de imagens
Loccus L-PIX EX 25x30. O comprimento das bandas amplificadas foi inferido por
comparagao ao ladder de referéncia Invitrogen Plus e PROMEGA 1 Kb (IRAP e
ISSR) e Invitrogen Plus 100 pb (SSR).

Os perfis de amplificagdo PCR foram todos escorados como marcadores
dominantes, adotando (1) para presenca e (0) para auséncia, para cada posigao
polimorfica de banda, para cada primer [19]

A matriz de distancia genética, dendrograma e a correlagdo fenotipica com
base em 1000 reamostragens, foram obtidos por meio do software R, utilizando os
pacotes: prabclus e Nbclust [37]. A anélise de coordenadas principais foi obtida pelo
programa R e o pacote vegan. O agrupamento foi feito pelo método do UPGMA e o
ponto de corte definido com base nos critérios de [38].
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CONCLUSAO GERAL

A bananeira € uma importante cultura agrondémica, com relevancia
séciocultural principalmente em paises que apresentam elevado percentual de sua
populacado em situacao de vulnerabilidade. Seus frutos contribuem diretamente para
a segurancga alimentar e nutricional, ao serem consumidos in natura, desidratados ou
cozidos, e de forma indireta ao serem trocados ou comercializados, gerando renda.

Devido a preferéncia dos consumidores por um limitado numero de cultivares,
somada a forma vegetativa de propagacao, essa importante cultura apresenta uma
base genética reduzida, com elevada suscetibilidade a estresses bidticos e
abioticos. Neste sentido, programas de melhoramento genético vegetal podem
acelerar a obtencao de cultivares mais produtivos e tolerantes aos principais fatores
bidticos e abidticos.

O Programa de Melhoramento Genético em Bananeira (PMGB) da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, desde o inicio da década de 1980, tem se dedicado a
obtencao de diploides melhorados a partir de cruzamentos com gendétipos silvestres,
detentores de genes de resisténcia perdidos ao longo de séculos de domesticagao,
bem como a obtencédo de triploides e tetraploides que concentrem caracteristicas
favoraveis a aceitacdo de cultivares mais produtivas e resistentes por parte de
produtores e consumidores. A inducao de variagdo somaclonal na cultura de tecido é
também uma frente de atuacdo do PMGB visando a geracdo de variabilidade
genética a ser incorporada ao melhoramento dos triploides comerciais.

O uso de marcadores moleculares no PMGB, complementa a caracterizacao
morfoagronémica dos hibridos e cultivares, possibilitando identificar diversidade
genética entre os genotipos disponiveis nos Bancos Ativos de Germoplasma de
Banana, bem como a identificagcdo de genes com potencial relacdo as rotas de
defesa das plantas.

Neste trabalho, foi possivel avaliar variantes somaclonais da cultivar Grande
Naine, previamente selecionados como resistentes ao Fusarium oxysporum f.sp.
cubense raga 4, subtropical, por meio de marcadores moleculares de DNA baseados
em retrotranspososn (IRAP e REMAP). Uma banda polimorfica identificada e
sequenciada confirmou a identificacdo de gene relacionado a proteina ‘calcium
binding protein’, uma importante proteina de ligacado ao calcio com participacao ativa
e precoce nas vias de defesa das plantas em resposta a infecgdo por patdégenos.
Esse resultado amplia a possibilidade de implementacado de selecao assistida por
marcador molecular no PMGB, viabilizando, por exemplo, a possivel detecgao
precoce de genotipos resistentes ainda em fase inicial de desenvolvimento das
plantas.

Também foi possivel, por meio de marcadores moleculares de DNA tipo SSR,
ISSR e IRAP, identificar a diversidade genética entre diploides melhorados,
desenvolvidos pelo PMGB, e suas relagdes genéticas com triploides comerciais,
visando a identificacdo de parentais em cruzamentos promissores.

De forma conjunta, estes estudos reforgcam a eficacia no uso de marcadores
moleculares na identificacdo de diversidade genética, bem como na identificacao de
genes de resisténcia. As estratégias empregadas aqui, podem acelerar o
desenvolvimento de cultivares de bananeiras mais tolerantes e resistentes a fatores
bidticos e abioticos, contribuindo para a sustentabilidade nos sistemas produtivos e
agregando informagdes que impactam o agronegdcio da banana.
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