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Resumo — O objetivo deste trabalho foi estimar a divergéncia genética entre 38 dipléides de banana do programa
de melhoramento da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, incluindo genotipos melhorados, cultivados
e selvagens, por meio de 15 marcadores microssatélites ou SSR. As similaridades genéticas, com base no
coeficiente de Jaccard, foram utilizadas para fazer o agrupamento dos genétipos pelo método UPGMA.
O ntmero de alelos obtidos foi 113, com média de 7,53 alelos por iniciador. A similaridade genética média
foi de 0,22, e variou de 0,028 a 0,48, o que indica existéncia de variabilidade genética entre os gendtipos.
A analise de grupos, com base no polimorfismo de microssatélites, ndo pode separar completamente os hibridos
melhorados, cultivados e selvagens. Alguns diploides agruparam-se com base em sua origem geografica, entre
eles Musa ornata e IAC-1, e Tjau Lagada e Lidi, enquanto que, em outros, nenhuma relacdo foi estabelecida.
Houve tendéncia de agrupamento entre os dipldides aparentados, como: SH3263 e 8694-20,4279-01 ¢ 9179-03,
1304-06 e 5854-03, 86B79-10 e 7341-03, 86B79-12 ¢ 0337-02, ¢ 9194-04 ¢ 4154-08.

Termos para indexacdo: Musa, dipldides, divergéncia genética, hibridos, marcadores moleculares.

Genetic variability estimated in banana diploids
through microsatellite markers

Abstract — The objective of this work was to estimate the genetic diversity between 38 banana diploids from the
banana breeding program of Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (Embrapa Cassava and Tropical Fruits),
including improved hybrids, cultivated and wild species, using fifteen SSR markers. Genetic similarities were
utilized to cluster genotypes through UPGMA, based on Jaccard coefficient. The average number of alleles
per primer was 7.53, with a total of 113 alleles identified. The average similarity was 0.22, and ranged from
0.028 to 0.48, indicating the existence of genetic variability between genotypes. The clustering analysis based
on microsatellite polymorphism could not completely separate improved hybrids, cultivated and wild species.
Some diploids grouped according to their geographic origins, among which Musa ornata and IAC-1, and Tjau
Lagada and Lidi, while in others no relation was established. There was a trend of clustering among related
diploids as: SH3263 and 8694-20; 4279-01 and 9179-03; 1304-06 and 5854-03; 86B79-10 and 7341-03;
86B79-12 and 0337-02; and 9194-04 and 4154-08.

Index terms: Musa, diploids, genetic diversity, hybrids, molecular markers.

Introducao

Abanana ¢ a segunda fruta mais consumida no Brasil,
perdendo apenas para a laranja. Emrelagdo ao seu papel
social, a cultura ¢ explorada por pequenos produtores
rurais, o que permite a fixagdo de mao-de-obra no
campo, uma vez que se constitui em fonte de renda
continua para esses agricultores (Mascarenhas, 1997).

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de
banana, tendo produzido 7,1 milhdes de toneladas em
2006, em uma area aproximada de 500 mil hectares.

A india produziu, no mesmo periodo, 11,7 milhdes
de toneladas em 400 mil hectares (FAO, 2008).
A baixa produtividade brasileira estda associada a
falta de variedades comerciais que apresentem,
concomitantemente, porte baixo, tolerancia a
seca e ao frio, resisténcia aos nematdides, boas
caracteristicas pos-colheita, entre elas a resisténcia
ao despencamento do fruto e resisténcia as pragas
e as principais doengas (sigatokas-amarela e negra,
mal-do-panamé, moko e algumas viroses) (Silva
et al., 2002).
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Normalmente, a produ¢do de banana estd baseada
em cultivares tripldides, porém, os genotipos dipldides
tornam-se importantes, uma vez que sao fontes de alelos
de resisténcia/tolerancia a fatores bidticos e abidticos
(Jenny et al., 1999). Os programas de melhoramento de
bananeira tém gerado hibridos tetrapléides promissores,
obtidos a partir do cruzamento entre cultivares triploides
e diploides melhorados ou selvagens, que apresentam
caracteristicas agrondmicas de interesse, entre elas:
porte reduzido, resisténcia a pragas e qualidade fisico-
quimica dos frutos (Silva et al., 2005).

A caracterizacdo agronomica de diploides e a
estimativa da variabilidade genética disponivel
para o melhoramento sdo informagdes uteis, tanto
na escolha de genitores para cruzamentos entre
gendtipos divergentes, visando a explorar a heterose e
a desenvolver novos diploides melhorados, quanto no
cruzamento destes com triploides, a fim de obter novos
hibridos tetrapldides de banana.

Varios marcadores moleculares, em especial aqueles
associados a métodos baseados em PCR (“polymerase
chain reaction”), incluindo AFLP (“amplified fragment
lenght polymorphism”), RAPD (“random amplified
polymorphic DNA”) e microssatélites ou SSR
(“simple sequence repeats”) tém sido amplamente
utilizados na estimativa da variabilidade genética, na
escolha de genitores e em estudos filogenéticos em
bananeira (Pillay et al., 2001; Souza, 2002; Ude et al.,
2002a, 2002b; Creste et al., 2003, 2004; Wan et al.,
2005; Jain et al., 2007; Ning et al., 2007; Nsabimana &
Staden, 2007; Ruangsuttapha et al., 2007; Wang et al.,
2007). De todas essas técnicas, os microssatélites tém
demonstrado ser os mais indicados para bananeira (Ning
etal., 2007), em razdo de sua elevada reprodutibilidade
e facilidade de interpretacdo.

O objetivo deste trabalho foi estimar a divergéncia
genética entre 38 diploides de bananeira utilizados pelo
programa de melhoramento de banana da Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical, incluindo genétipos
melhorados, cultivados e selvagens, por meio de
marcadores moleculares microssatélites ou SSR.

Material e Métodos

Os 38 diploides empregados na avaliagdo do
polimorfismo incluem diploides melhorados, cultivados
e selvagens. Destes diploides, 26 foram desenvolvidos
pelo programa de melhoramento genético da Embrapa
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Mandioca e Fruticultura Tropical e sdo utilizados
como doadores de pdlen na obtencdo de cultivares
tetraploides. Informagdes sobre cada genotipo
encontram-se na Tabela 1.

Foram utilizados 15 pares de iniciadores, cinco
pertencentes a série Ma, desenvolvida por Crouch et al.
(1998), cinco pares da sériec AGMI desenvolvidos por
Lagoda et al. (1998), trés da série MaOCEN obtidos
por Creste et al. (2006), um iniciador (STMS 1) obtido
por Kaemmer et al. (1997) e um iniciador (Mb 1-100)
descrito por Oriero et al. (2006) (Tabela 2). O DNA
gendmico foi extraido de folhas jovens, com uso do
método CTAB (Doyle & Doyle, 1990). A avaliacao
da quantidade e da qualidade do DNA foi realizada
pela analise comparativa das amostras em gel de
agarose 0,8%, corado com brometo de etidio, e
as amostras foram diluidas em agua ultrapura e
padronizadas em 10 ng uL'.

As reagdes de amplificagdo via SSR foram
completadas para o volume final de 13 puL, com:
KC150 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), MgCl, 2,5 mM,
100 uM de cada um dos dNTPs (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP), 0,2 uM de cada iniciador, 50 ng de DNA
gendmico e uma unidade de Taq DNA polimerase
(Pharmacia Biotech, EUA).

As amplificagdes foram conduzidas em termociclador
Perkin Elmer, modelo 9700, utilizando-se o esquema de
“touchdown” com ciclo inicial de 3 min a 94°C, seguido
de 40 s a94°C, 40 s a 55°C, reduzindo-se um grau a cada

Tabela 1. Natureza e origem de 38 diploides de bananeira
utilizados pelo programa de melhoramento genético na
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.

Natureza”  Origem Genétipos™

DM Bahia 0116-01, 0323-03, 0337-02, 1304-06, 1318-01,
1319-01, 1741-01, 4154-01, 4154-08, 4215-02,
4223-06, 4252-03, 4253-01, 4279-02, 5854-03,
7341-01, 7341-03, 8694-20, 86B79-02, 86B79-10,
87A79-01, 8987-01, 9179-03, 9187-01,
9187-02, 9194-04

DM Equador F2P2

DM Honduras  SH3263, SH3362

DS Bahia THO0301

Cultivar Costa Rica Lidi, Tjau Lagada

Cultivar Honduras  Jari Buaya

Selvagem  Honduras  Burmanicca

Selvagem Indonésia ~ Monyet

Selvagem  Jamaica Calcutta

Selvagem  Sdo Paulo  Musa ornata, IAC-1

WDM: dipléide melhorado; DS: dipléide simples. ®Os dois primeiros
nimeros ou letras dos dipléides melhorados correspondem ao genitor
feminino, os seguintes, ao genitor masculino e os dois Ultimos, ao nimero
da selecéo.
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ciclo, 1 min a 72°C, num total de 10 ciclos, seguido de
25 ciclos de 40 s a 94°C, 40 s a 45°C e 60 s a 72°C.

Os fragmentos foram separados em géis de
poliacrilamida desnaturante (6% poliacrilamida, 8 M
de uréia) sob condi¢des padrdes, e os produtos da
amplificagdo foram corados com nitrato de prata para
visualizagdo dos alelos, utilizando-se o método de
Creste et al. (2001).

Os fragmentos amplificados foram avaliados como
auséncia (0) e presenca (1). A similaridade genética
entre todos os 38 gendtipos foi calculada a partir do
coeficiente de Jaccard [s, = a/(atb+c)], em que: a é
o numero de concordancias do tipo 1 1; b é o nimero
de discordancias do tipo 1 0; e ¢ é o nimero de
discordancias do tipo 0 1.

As similaridades genéticas foram utilizadas para
fazer o agrupamento dos genotipos pelo método
UPGMA (“unweighted pair-group method averages”),
por meio do software NTSYS-pc (Rohlf, 2000). Foi
calculado o coeficiente de correlagdo cofenética (CCC)
entre a matriz de similaridades genéticas e a matriz dos
valores cofenéticos, a fim de verificar a consisténcia do
agrupamento. Esse coeficiente traduz arelagdo momento-
produto, calculado entre os elementos da matriz original
e os da matriz cofenética, resultante da simplificacao
proporcionada pelo método de agrupamento, depois
da construgdo do dendrograma. Valores de CCC acima
de 0,8 indicam boa representatividade entre as distancias
(Bussad et al., 1990).

O método de reamostragens (Bootstrap) foi realizado
para verificar se o numero de locos (combinagdes
de iniciadores) foi suficiente para determinar com

Tabela 2. Locos microssatélites SSR, seqiiéncia repetida (F/R —
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precisdo as estimativas de similaridade genética entre
os gendtipos, utilizando o software GQMol (Cruz
& Shuster, 2004). O programa obtém estimativas
de correlagdo de valores da matriz de distancia
original com os de outras matrizes de distancia,
obtidas considerando-se diferentes ntimeros de locos
SSR. Além disso, o programa ainda disponibiliza
dois outros pardmetros: a soma dos quadrados
dos desvios, em relagdo as reamostragens, ¢
um valor de estresse (E), que ¢ indicativo de
ajuste entre a matriz original, considerando todos
os SSR, e a matriz amostral, por meio da expressao:
E= [(dij* - dij)/Zdij"z]O’5

em que: E € o estresse; d*ij ¢ a distancia genética média
entre todos os pares de genotipos, estimada para cada
reamostragem; dij ¢ a distancia genética média entre
todos os pares de gendtipos estimada, a partir do total
de iniciadores de SSR.

Resultados e Discussao

O namero de alelos obtidos foi 113, com média de
7,53 alelos por iniciador. O maior nimero de alelos foi
identificado nos iniciadores MaOCEN 03 e AGMI 103
(11 alelos) e o menor niimero no iniciador STMS 7
(3 alelos) (Tabela 2). O numero médio de alelos
por loco SSR € similar ao obtido em outros estudos
realizados com bananeira (Kaemmer et al., 1997,
Grapin et al., 1998; Creste et al., 2003, 2004, 2006;
Ning et al., 2007).

O contetdo de informagdo de polimorfismo
(PIC) variou de 0,35 para o iniciador STMS 7 a
0,88 para o iniciador Ma 3-103, com média de 0,77.

foward/reverse), nimero de alelos e contetdo de informagao

de polimorfismo (PIC).

Locos SSR Repeticdo (F/R) Alelos PIC
AGMI 103-103 cagaatcgctaaccctatectea/cectttgegtgecectaa 11 0,83
AGMI 187-188 geaactttggcagceatttt/tgatggactcatgtgtacctactat 7 0,80
AGMI 24-25 tttgatgtcacaatggtgttce/taaaggtgggttageattagg 9 0,85
AGMI 67-68 ataccttctceegttettette/tggaaacccaatcattgate 9 0,81
AGMI 95-96 acttattcccccgeactcaa/actetcgeccatcttcatce 4 0,69
Ma 2-7 tgaatcccaagtttggtcaaga/caactcttgtcccteacttea 5 0,76
Ma 1-17 aggcggggaatcggtaga/ggegggagacagatggagt 7 0,83
Ma 1-24 gagcccattaagetgaaca/ccgacagtcaacatacaataca 7 0,81
Ma 1-27 tgaatcccaatttggtcaag/caaaacactgtecccatete 9 0,87
Ma 3-103 tegectctetttagetctg/tgttggaggatctgagattg 10 0,88
MaOCEN 01 tctcaggaagggcaate/ggaccaaagggaaagaaace 5 0,75
MaOCEN 03 ggaggaaatggaggtcaaca/ttcgggataggaggaggag 11 0,76
MaOCEN 13 getgctattttgtcettggtg/cttgatgetgggaatetgg 8 0,86
Mb 1-100 tcggctggctaatagaggaa/tetcgagggatggtgaaaga 8 0,78
STMS 7 aagaaggcacgagggtag/cgaaccaagtgaaatagcg 3 0,35
Total 113

Média 7,53 0,77
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A correlagdo entre o numero de alelos ¢ o PIC foi alta
(r = 0,66, p<0,005), o que indica que iniciadores com
maior nimero de alelos apresentam maior poder
discriminatdrio entre os genotipos avaliados.

Na andlise de reamostragens, 106 alelos foram
suficientes para uma estimativa precisa da divergéncia
genéticaentre os 38 diploides de bananeira. A correlagao
entre a matriz com todos os 113 alelos e a matriz com
106 alelos foi de 0,98, com soma dos quadrados dos
desvios (SQ,) de 0,27 e valor de estresse (E) de 0,0475.
De acordo com Kruskal (1964), um valor de E<0,05 ¢
indicativo de uma excelente precisdo nas estimativas.
Na literatura sdo encontrados trabalhos em que o
numero de marcadores SSR, assim como o numero de
alelos utilizados para genotipar diferentes gendtipos de
bananeira foram inferiores aos utilizados neste trabalho.
Ning et al. (2007) consideraram suficientes 10 SSR
para genotipar 50 acessos de bananeira de diferentes
origens, tendo encontrado 92 alelos; Creste et al.
(2004) utilizaram 9 SSR para genotipar 49 diploides, a
partir de 115 alelos, e Creste et al. (2003) genotiparam
35 cultivares de bananeira com 11 SSR e 67 alelos.

A similaridade genética média entre todos os
diploides foi 0,22, e variou de 0,028 — entre os dipldides
9179-03 ¢ 9194-04 —a 0,48, entre os gendtipos Calcutta
e 4215-02, o que indica a existéncia de variabilidade
genética entre os genotipos. Creste et al. (2004)
avaliaram a diversidade genética entre 49 acessos
diploides do Banco Ativo de Germoplasma de Banana
(BAG Banana) da Embrapa, por meio de marcadores
SSR, e encontraram uma similaridade genética média
de0,10.Pillayetal. (2001 )utilizaram marcadores RAPD
para inferir sobre a variabilidade genética disponivel
entre 31 acessos de banana utilizados na Nigéria. Com
base nos resultados, os autores concluiram que a base
genética disponivel para melhoramento naquele Pais
¢ estreita. Resultados semelhantes foram encontrados
por Ning et al. (2007), com 31 acessos na China,
genotipados com RFLP e SSR, ¢ por Ruangsuttapha
etal.(2007) com 22 cultivares na Tailandia, genotipados
com RAPD.

O dendrograma das similaridades genéticas baseada
em SSR, obtido pelo método UPGMA, encontra-
se na Figura 1. O valor cofenético foi alto (r = 0,61,
p<0,0001, 10.000 permutagdes) ¢ adequado, j4 que
valores de r>0,56 sdo considerados ideais, o que reflete
boa concordancia com os valores de similaridade
genética (Vaz Patto et al., 2004).
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Neste trabalho, assumiu-se como ponto de corte
no dendrograma a similaridade genética média entre
todos os dipldides genotipados com microssatélites
(0,22). Com base neste ponto de corte foram formados
seis grupos: Gl1, genotipos 1318-01 e 4154-01;
G2, diploides SH3263, 8694-20, 4223-06 ¢ 0116-01;
G3, com 27 gendtipos, incluindo diploides melhorados,
cultivados e selvagens; G4, com apenas um diploide
(Jari Buaya); G5, com Musa ornata e IAC-1; e G6, com
Monyet e o dipléide melhorado 8987-01 (Figura 1).

Constata-se, por meio do dendrograma, relativa
similaridade genética entre os diploides melhorados
utilizados  rotineiramente  pelo  programa de
melhoramento da Embrapa. Este fato pode estar
associado ao pequeno numero de genitores utilizados
na obtengdo desses hibridos. E possivel verificar,
também, que ndo foi possivel obter uma perfeita
separagdo entre os gendtipos diploides cultivados,
selvagens e melhorados. Isso € decorrente da existéncia
de muitos alelos comuns a esses gendtipos e, portanto,
aparentados.

Neste trabalho, foi possivel observar que alguns
dipldides agruparam-se com base em sua origem
geografica, entre eles Musa ornata ¢ 1AC-1 (G5) ¢
Tjau Lagada e Lidi (G3), enquanto que em outros,
nenhuma relagdo foi estabelecida. Resultados
semelhantes foram obtidos por Grapin et al. (1998);
Jenny et al. (1999) e Creste et al. (2001). De acordo
com esses autores, a impossibilidade de estabelecer
uma correlacdo entre esses diploides e sua origem
geografica pode refletir uma intervengdo antropica
relativamente recente durante a dispersdo desses
genotipos. A presenca dos diploides selvagens
Burmanicca e Calcutta no G3 justifica-se em razao
de ambos serem o mesmo genotipo, apenas com
local de coleta diferenciados e sinonimia particular.
Musa ornata (se¢do Rhodochlamys) e Monyet (se¢do
Eumusa) agruparam separadamente, o que concorda
com os resultados encontrados por Pillay et al. (2001)
que, ao utilizar marcadores AFLP, também observaram
nitida separacdo entre esses dipldides. Os diploides
melhorados desenvolvidos pela Embrapa ficaram
dispersos entre cinco dos seis grupos, sendo 85%
desses gendtipos no G3 (Figura 1).

Observa-se elevada similaridade genética no
G3, em relagdo aos diploides melhorados, fato que
pode estar associado com o pequeno numero de
genitores envolvidos na obtengdo desses genotipos.
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Foram utilizados 20 diploides, incluindo cultivares
comerciais, selvagens e melhoradas, na obtengdo
dos 26 dipldides em uso pela Embrapa, e o dipléide
Calcutta aparece em 70% das genealogias (Figura 2).
Esse diploide é amplamente utilizado em varios
programas de melhoramento de banana como fonte
de alelos para resisténcia a sigatoka-negra, causada
por Mycosphaerella fijiensis (Pillay et al., 2001).
Outros dipléides, tais como: Borneo, Heva, Madang,
Malaccensis e Tuu Gia aparecem numa freqiiéncia
superiora 15%. Seis gendtipos contribuiram com grande
parte dos alelos presentes nos dipléides melhorados, o
que justifica a similaridade genética entre eles.

Houve tendéncia de agrupamento entre oS
diploides aparentados, como: SH3263 e 8694-20,
4279-01 e 9179-03, 1304-06 e 5854-03, 86B79-10 e

8987-01

7341-03, 86B79-12 e 0337-02, e 9194-04 e 4154-08
(Figuras 1 e 2). Este fato reforca a eficiéncia dos
marcadores SSR em classificar os genotipos segundo
sua genealogia. Outros trabalhos tém indicado o uso
de microssatélites para alocar genotipos de bananeira
segundo sua origem, genealogia ou grupo genomico
(Creste et al., 2003, 2004; Jesus et al., 20006).
Atualmente, o programa de melhoramento genético
de banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical conta com 99 dipléides melhorados, com
resisténcia genética as principais pragas, incluindo
as sigatokas-amarela e negra ¢ o mal-do-panama,
além de caracteristicas agronémicas desejaveis, tais
como: porte reduzido, alta produtividade, tolerancia
a seca etc. Desta forma, infere-se que a variabilidade
genética disponivel seja suficiente para o melhoramento

G6

Monyet

Ornata

IAC-1

S

JariBuaya

G4

F2pP2
9194-04 |

4154-08 I

87A79-01

9187-01

7341-03
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Figura 1. Similaridade genética entre 38 dipldides de bananeira, obtida a partir do coeficiente de Jaccard, com base nos
marcadores moleculares microssatélites, com o uso do método UPGMA.
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da cultura, uma vez que ganhos genéticos tém
sido obtidos ao longo dos anos, o que contribui
para o lancamento de cultivares tetraploides com
caracteristicas agronOmicas favoraveis e resistentes
as principais pragas ¢ doengas.

Novas combinagdes parentais podem ser identificadas com
base na divergéncia entre esses diploides, o que contribui
para o desenvolvimento de novos diploéides melhorados,
de forma a evitar o afunilamento da base genética e
disponibilizar nova variabilidade genética para a selegao.

Conclusoes

1. Existe variabilidade genética suficiente para o
desenvolvimento de novos dipléides melhorados com
boas caracteristicas agronomicas.

2. Os marcadores SSR sdo eficientes para a
classificacao de gendtipos de bananeira segundo
sua genealogia.

3. O ntimero de marcadores SSR ¢ suficiente para
estimativa precisa da variabilidade genética entre os
38 diploides.
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