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RESUMO

Gomes, G. A. C. Divergência genética entrecultivares e certificação genética
e fitossanitária de matrizes de bananeira. Lavras: UFLA, 2002. 127 p. (Tese
de Doutoradoem Agronomia).

Na atualidade, uma das maiores preocupações dos técnicos hgados à
bananicultura se refere ao material propagativo que vem sendo utilizado na
implantação de novos bananais. Aspectos genéticos e fitossanitários desses
materiais são freqüentemente questionados pelos técmcos. Visando responder
algumas dessas questões, foi estabelecida uma parceria entre a Universidade
Federal de Lavras, EMBRAPA Milho e Sorgo e a Multiplanta Tecnologia
Vegetal. Desta união, resultou um estudo de divergência genética entre 19
cultivares estudadas e algumas alternativas que possibilitarão um controle
genético e fitossanitário, mais eficiente das mudas micropropagadas de
bananeiras. As distâncias genéticas, para o estudo de divergência genética,
foram obtidas pela porcentagem de discordância entre as cultivares e a
representação gráfica destas distâncias foi determinada através de um
dendrograma (método UPGMA). Foram obtidos ainda, os valores de correlação
por análise tipo Boostrap e os valores de PIC para os primers utilizados.
Verificou-se que os marcadores RAPD foram eficientes na separação das
cultivares, de acordo com o seu grupo genômico. Através dos valores de
correlação obtidos, verificou-se que a utilização de 108 bandas polimórficas foi
suficiente para estabelecer as distâncias genéticas entre as cultivares em estudo,
pois a partir de 58 bandas polimórficas não houve diferenças significativas nos
valores das distâncias genéticas ou no agrupamento das cultivares no
dendrograma. Os valores de PIC demonstraram o alto conteúdo informativo dos
primer RAPD utilizados neste estudo. Através da utilização de T^primers RAPD
foi possível identificar todas as 19 cultivares apreciadas neste estudo. Portanto,
os marcadores moleculares RAPD podem ser utilizados em programas de
certificação genética de mudas de bananeiras. Foram realizadas comparações
entre três métodos de diagnose para o CMV, visando verificar suas possíveis
aplicabilidades em programas de certificação fitossanitária de mudas de
bananeiras. Para a realização do teste ELISA foi adquirido o "Kit Direct ELISA
CMV" da AgdiaCompany. Através da hibridação com uma sonda marcada com

Comitê Orientador: Renato Paiva-UFLA (Orientador), Edilson Paiva-
EMBRAPA Milho e Sorgo, Elizabeth de Oliveira-EMBRAPA Milho e Sorgo e
Newton Portilho Carneiro-EMBRAPA Milho e Sorgo.
a dois terços do gene da capa protéica do CMV foram realizados os testes Dot-
Blot.Para a realização do teste RT-PCR foi necessário estabelecer metodologias



digoxigenina complementar para a extração de RNA total, transformação do
RNA em cDNA e para a amplificação de um fragmento de 745pb através da
utilização de primers específicos para a capa protéica do CMV. Nossos
resultados mostraram que, as amostras que serão submetidas ao teste RT-PCR
necessitam ser imediatamente armazenadas em nitrogênio liquido depois de
retiradas da planta doadora. Para os testes Dot-Blot e ELISA, as amostras podem
serarmazenadas em saco plástico contendo jornal úmido por até 10 dias. O local
de coleta na folha não interfere nos resultados dos testes. Foi possível detectar a
presença do CMV em extratos foliares ou RNAs armazenados por4 meses a -
80°C. O testes RT-PCR, Dot-Blot e ELISA são suficientemente sensíveis para
detectar a presença do plasmídeo clonado com o fragmento de cDNA
correspondente a dois terços do gene da capa protéica do CMV em
concentrações de até 10 fg/uL, 100pg/uL e 100 ng/uL, respectivamente. O teste
RT-PCR apresentou-se 1.000 vezes mais eficiente do que o teste Dot-Blot e
100.000 vezes mais do que o ELISA. Recomenda-se a aplicação do teste RT-
PCR apenas nas matrizes doadoras de meristemas devido ao seu alto custo e aha
complexidade.

n



ABSTRACT

Gomes, G. A. C. Genetic divergence among cultivars and genetic and
phytopatologic banana plant certification. Lavras: UFLA, 2002. 127p.
(Doctorate Thesis in Agronomy).

One of the main conceras associated with the banana crop is the propagative
material used during the implementation of new orchands. Genetic and
phytopatologic aspects of these materiais are frequently questioned by scientists.
With the objetive to answer some of these questions a scientific collaboration
among Universidade Federal de Lavras, EMBRAPA Milho e Sorgo and
Multiplanta Tecnologia Vegetal was estabilished. From this consortion resulted
a study of the divergence genetic of 19 cultivars and some altematives that can
permit a more efficient genetic and phytopatologic control of micropropagated
banana plantlets. The genetic distances, for the genetic divergence study, were
obtained by discordance percentage among cultivars and the distance graphic
representation was determined by a dendrogram (UPGMA method). It was also
obtained correlation values by Bootstrap analysis and PIC values for the used
primers. It was verified that RAPD markers were efficient to separate cultivars,
according to their genomic group. Based on the correlation values, the use of
108 polimorfic bands were sufficient to estabilish genetic distances among
cultivars once that with the use ofmore than 58 polimorfic band, no significative
differences in genetic distances values or in cultivars grouping in dendrogram
were observed. The PIC values showed high informative content according to
RAPD primers used. Using 7 RAPD primers it was possibleto identify ali the 19
cultivars evaluated in this work. Thus, the RAPD molecular markers can be used
in programs of genetic certification of banana plantlets. Comparations among
three methods of CMV diagnosis were performed with the objetive to verify the
possibility use in programs of phytopatogenic certification of banana plantlets.
For the ELISA Test it was used a "Kit Direct ELISA CMVfrom Agdia
Company. By hibridizing a probe labeled with digoxigenin that overlap two
third of CMV proteic coat gene, a Dot-Blot test was used. For the RT-PCR it
was necessary to optimize methodologies for total RNA extraction, RNA
transformation in cDNA and for 745 bp firagment amplificationwas used a set of
primers specific for CMV proteic coat.

Guidance Committee: Renato Paiva-UFLA (Major Professor), Edilson Paiva-
EMBRAPA Milho e Sorgo, Elizabeth de Oliveira-EMBRAPA Milho e Sorgo
and Newton Portilho Carneiro-EMBRAPA Milho e Sorgo.
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Our results showed that samples submitted to RT-PCR test need to be stored
immediately in liquid nitrogen after mother plant. For Dot-Blot and ELISA tests,
the samples were stored ofplastic bag containing wet paper 10 days. Leaf plant
position did not interfer in the test results. It was possible to detect CMV
presence in leafextracts or RNAs stored for 4 months at - 80°C. The RT-PCR
test, Dot-Blot and ELISA are sensible enough to detect the cloned plasmid
presence whh the cDNA fragment correspondent to two third of CMV proteic
coat gene in concentratios 10 fg/uL, 100 pg/uL and 100 ng/uL, respectively.
The RT-PCR test presented to be 1000 fold more efficient than Dot-Blot and
100.000 fold than ELISA. It is recommended the RT-PCR test only in meristem
donor plants due thehigh cost and complexity.

IV



1 INTRODUÇÃO GERAL

A bananeira é a frutífera tropical mais difundida no mundo,

apresentando grandes áreas cultivadas e grande volume de comercialização. De

toda a produção mundial de banana, da ordem de 56 milhões de toneladas

anuais, o Brasil responde porcerca de 17%. A despeito do volume de produção,

nossa participação no comércio mundial é mínima (1% das transações),

enquanto o Equador sefaz presente com 20%dototal.

O nível técnico da cultura, entre nós, também é baixo, o que se expressa

na produtividade de 15 t/ha contra 70 t/ha do Equador, Colômbia e nações da

América Central. Esses países recebem cobertura e assistência técnica de

especialistas de firmas importadoras ou de grandes companhias estrangeiras do

setor de frutas.

Por usa vez, no Brasil, há uma "penca de obstáculos", que impedem a

melhoria da quahdade da banana nacional, fator de importância crescente e

decisiva na conquista de mercados diferenciados, especialmente no exterior. Os

entraves envolvem aspectos técnicos, políticos, sociais e econômicos.

Tecnologias que garantam a produção de banana de quahdade, com

redução de perdas, devem abranger todas as etapas da cadeia produtiva, desde a

produção demudas dequalidade atéa comercialização dosfrutos.

Na produção comercial de frutas, deve-se dispor de grande quantidade

de mudas com quahdade comprovada, de modo a garantir o sucesso do

empreendimento, Para que haja garantia de uniformidade de material de

implantação dos pomares, é necessária a regulamentação naprodução demudas.

Deve-se ressaltar que na atualidade, uma das maiores preocupações dos

técnicos Ugados à bananicultura se refere ao material propagatívo que vem

sendo utilizado na implantação de novos bananais. Aspectos genéticos e

õtossanháriosdesses materiais são freqüentemente questionados pelostécnicos.



Visando a responder algumas dessas questões, foi estabelecida uma

parceria entre a Universidade Federal de Lavras, EMBRAPA Milho e Sorgo e a

Multiplanta Tecnologia Vegetal. Nesta união, buscaram algumas alternativas

que possibilitarão um controle genético e fitossanitário mais eficiente das

matrizes de bananeiras utilizadas para iniciar o processo de micropropagação.

Portanto, este trabalho teve por objetivo realizar um estudo da

divergência genética entre cultivares, estabelecer uma metodologia para

certificação genética de matrizes e mudas, além de comparar a eficiência e a

sensibilidade detrês testes dedetecção para o CMV, objetivando suas aplicações

em programas de certificação fitossanitária de matrizes de bananeiras.

2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Bananeira: origem, botânica, evolução,taxonomia e cultivares

A palavra banana é oriundadas línguas serra-leonesae liberiana da costa

ocidental da África. Apesar de não se precisar com exatidão sua origem admite-

se que sejado oriente, sulda China ouIndochina. Há referências da sua presença

na índia, Malásia e Filipinas, onde tem sido cultivada há mais de 4.000 anos
(Silva, 1998).

Conforme a sistemática botânica de classificação hierárquica, as

bananeiras produtoras de frutos comestíveis são plantas monocotiledôneas,

pertencentes à ordem Scrtaminales, em que se inclui a sub-família Musoideae e

o gênero Musa, sendo este constituído por quatro séries ou seções :

Austrahmusa, Callimusa, Rhodochlamys, e (Eu-) Musa (Simmonds, 1973). A

separação entre Rhodochlamys e (Eu-) Musa é artificial e não reflete bem os

graus de isolamento reprodutivo (Shepherd, 1990). A seção (Eu-) Musa é a mais

importante, pois, além de ser formada pelo maior número de espécies do gênero,



apresenta ampla distribuição geográfica e abrange as espécies de bananas

comestíveis.

A classificação proposta por Cheesman (1948) para o gênero Musa,

aceita atualmente em todo o mundo, baseia-se no número básico de

cromossomos, queo divide em dois grupos: espécies com n = 10, que integram

as seções Australimusa e Callimusa; e espécies com n = 11 cromossomos, que

integram as seções Rhodochlamys e (Eu-) Musa. As espécies componentes

dessas duas últimas seções são as que apresentam potencial como germoplasma

útil para programas de melhoramento genético das variedades cultivadas.

Segundo Shepherd (1990), as espécies com este potencial são: a) seção

Rhodochlamys : M. omata, M. velutina, M. laterita, M. rubrae M sangüínea;

b) seção (Eu-) Musa : Aí. acuminata, M. flaviflora, M. ochracea, M.

schizocarpa, M. balabanertsis eM balbisiana.

As cultivares apresentam três níveis cromossômicos distintos: diplóides,

triplóides e tetraplóides, respectivamente com dois, três e quatro múltiplos do

número básico de cromossomos. Por meio de cruzamentos experimentais pode-

se constatar que as bananeiras triplóides originaram-se a partir de hibridações

entre diplóides, bem como os tetraplóides foram gerados a partir de cruzamentos

entre diplóides e triplóides (Cheesman, 1932 a, 1932 b; Dodds, 1943).

Na evolução das bananeiras comestíveis participaram, principalmente,

as espécies diplóides selvagens Aí acuminata e M. balbisiana, de modo que

cada cultivar deve conter combinações variadas de genoma completos dessas

espécies parentais. Esses genomas são denominados pelas letras A (M.

acuminata) e B (Aí balbisiana), de cujascombinações resultaram os grupos AA,

BB, AB, AAA, AAB, ABB, AAAA, AAAB, AABB e ABBB (Simmonds &

Shepherd, 1995).

A evolução das cultivares de bananeiras processou-se em quatro etapas,

repetidas em várias épocas (Simmonds & Shepherd, 1995). A primeira etapa



constou da ocorrência de partenocarpia por mutação na espécie M.acuminata
(AA), portanto as cultivares mais antigas eram diplóides do grupo AA. O
número dessas cultivares pôde ser ampliado por meio de cruzamentos
espontâneos entre si ou com outras formas selvagens da mesma espécie.

A segunda etapa caracterizou-se pela hibridação entre cultivares do

grupo AA e plantas selvagens de M. balbisiana (BB), para produzir híbridos

diplóides do grupo AB, atualmente raros e possivelmente limitados na sua
origem àíndia.

A terceira e quarta etapas da evolução são admitidas baseando-se na

capacidade de várias bananeiras e de alguns híbridos gerarem, em baixa
freqüência, uma proporção de células-ovo viáveis, sem meiose típica, com a
mesma constituição cromossômica e genética da planta mãe, seja esta diplóide
ou triplóide. Por meio de cruzamentos espontâneos, envolvendo pólens das
espécies parentais (M. acuminata e M. balbisiana) ou de cultivares do grupo
AA, com genótipos dos grupos AA e AB, portadores de sacos embrionários

diplóides, tornou-se possível a evolução de triplóides dos grupos AAA, AAB e
ABB, pela adição do número básico de cromossomos X (A ou B). Da mesma

forma, os tetraplóides dos grupos AAAA, AAAB, AABB e ABBB evoluíram a

partir dos três grupos triplóides. Deve-se ressaltar que todos estes grupos foram
constatados por avaliação taxonômica das cultivares exploradas em todo o

mundo, à exceção do grupo AAAA, que só foi obtido por cruzamentos
experimentais (Sherpherd, 1984).

\^ Existe no Brasil um grande número de bananeiras, muitas delas ainda

não classificadas, bem como um grande número de sinonímias, o que dificulta

em muito a identificação das mesmas. As cultivares poderiam ser divididas em

vários grupos considerando-se por exemplo o número de cromossomos, forma

de utilização, porte da planta, entre outros (Silva, 1998). Simmonds & Shepherd
(1995) utilizaram duas características vegetativas e treze características de



inflorescência, todas diferenciais entre as espécies, embora existam algumas

exceções, para a diferenciação das cultivares em grupos.

Na identificação de cultivares dentro dos grupos são conhecidas apenas

as chaves publicadas por Simmonds (1973), que se refere, separadamente, às

principais cultivares dos três grupos triplóides. Além disso, ainda não foi

publicada uma lista de descritores universalmente aceita para a caracterização

das cultvires, uma vez que a lista de Simmonds (1984) é incompleta e a lista

francesa, também omite algunsdescritores úteis.

No Brasil, os principais trabalhos visando a identificação das cultivares

foram realizados porAlveset ai. (1984); Moreira & Saes (1984); Shepherd et ai.

(1984); rTAL (1990); e Alves (1990). Mais recentemente, Paz (2000) utilizando

marcadores RAPD realizou a caracterização de algumas cultivares comerciais.

Portanto, até hoje não existe uma alternativa aos marcadores morfológicos para

se identificar, com precisão, todas as cultivares de bananeiras. Por isso veremos

abaixo que, a caracterização das espécies é feita segundo suas características

fenotípicas. No entanto, estas características nem sempre sãomantidas enquanto

o indivíduo está no início da sua fase vegetativa, dificultando sua identificação

(Alves, 1999).

As principais cultivares comerciais existentes no Brasil pertencem aos

grupos AA, AAA, AAB, AAAB e ABB (Paz, 2000).

A cultivar Ouro do grupo AA, apresentam plantas normalmente

delgadas, pseudocaules com muitas manchas escuras, folhas eretas e estreitas e

com a base do pecíolo aberto. Possui polpa branco - creme ou amarelo - ouro,

perfumada e muito doce. No entanto, apresentam pequena importância

comercial no Brasil. É pouco rústica e produz menos e menores frutos que as

bananastriplóides (Alves, 1999).

Plantas normalmente vigorosas, com manchas escuras no pseudocaule e

ausência de antocianina nas flores masculinas, são características marcantes das



cultivares do grupo AAA. Neste grupo, enquadram-se os subgrupos Gros Michel
e Cavendish.

No subgrupo Gros Michel destacam-se a Gros Michel (AAA) e a
Highgate (AAA), ambas susceptíveis ao mal-do-Panamá. Esta susceptibihdade
faz com que elas sejam rapidamente substituídas pelas cultivares do subgrupo
Cavendish.

Apesar de serem consideradas muito sensíveis às mutações,
principalmente quanto ao porte, as cultivares do subgrupo Cavendish são
amplamente utilizadas comercialmente no mundo inteiro. Dentre as principais
cultivares desse subgrupo podemos citar a Nanica, Nanicão, Willians Hybrid, e
Grand Naine (Simmonds, 1954). Muito cultivada na Martinica, a cultivar
Grande Naine (AAA) apresenta porte intermediário entre a Nanica ea Nanicão,
alta produtividade sob condições ideais, podendo atingir até 50 - 601 / ha / ciclo.

A Nanicão (AAA) é uma mutação da cultivar Nanica que ocorreu no

Estado de São Paulo (Moreira & Saes, 1984). Apresenta porte que varia entre
3,00 - 3,50 m, pseudocaule e folhas com a mesma coloração daNanica e roseta

foliar mais descompacta. Outra cultivar AAA, de interesse comercial no Brasil, é
a cultivar africana Caipira que apresenta alta resistência à sigatoka negra e
produção de25 - 301/ha / ciclo (Alves, 1999).

Os subgrupos Prata, Maçã e Terra são os mais importantes
representantes do grupo de cultivares do grupo AAB. No subgrupo Prata estão

inseridas diversas variações dentre as quais se destacam Prata Comum, Prata
Anã e Pacovan(Alves, 1990).

A Prata Comum (AAB) é considerada uma das mais importantes
bananas "nobres" cultivadas no país e de grande aceitação e valor no mercado

interno. Pode-se destacar como desvantagem seu porte muito elevado que
dificulta a execução de tratos culturais e colheita. A incidência do mal-do-



Panamá tem aumentado de maneira alarmante comprometendo a viabilidade da

cultura no sul de Minas Gerais (Silva, 1998).

Tendo seus frutos muito semelhantes aos da Prata Comum, a Prata Anã

(AAB) não apresenta dificuldade de comercialização. Devido a sua menor

altura, maior produtividade e menor susceptibihdade ao mal-do-Panamá, os

plantios- comerciais, de Prata Comum estão sendo substituídos pela cultivar Anã

(Vicente, 1998).

A Prata do Nordeste ou Pacovan (AAB) é considerada uma mutação da

Prata, entretanto, é mais robusta, pseudocaule mais grosso e mais alto,

apresentando brotações mais vigorosas. Possui elevada tolerância ao mal-do-

Panamá e elevada resistência a sigatoka e é pouco atacada pela broca da

bananeira (Silva, 1998).

A mais nobre cultivar para os brasileiros é a Maçã (AAB) devido ao seu

paladar delicado, polpa macia e perfumada. Popularmente é considerada uma

"fruta medicinal" e adequada para seoferecer para pessoas enfermas. Trata-se de

uma cultivar cuja exploração é de alto risco pela sua extrema suscetibilidade ao

mal-do-Panamá. Desta forma os cuidados básicos para sua implantação se

referem a áreas não contaminadas e mudas sadias, o que não é fácil de se

conseguir considerando-se a propagação realizada ao nível de campo (Martinez,

1981).

Outra cultivar do grupo AAB é a Mysore. Embora apresente aha

tolerância ao mal-do-Panamá, destacando-se também pelaalta resistência ao mal

de Sigatoka, mas não teve boa aceitação no mercado, pois foi comercializada

como uma banana Prata de pequeno tamanho. Não se deve desvalorizar,

entretanto, a sua utilização em áreas contaminadas pelo mal-do-Panamá, quando

não se quer optar por outras cultivares resistentes ou tolerantes à doença

(Cordeiro, 1991).



O grupa ÂAAB destaca-se por apresentar plantas muito vigorosas com
características intermediárias entre as cultivares AAA e AAB e resistência ao

mal de sigatoka. As mais importantes, Pioneira, FHIA - 01" (Prata Ana X SH-

3142), FHIA - 18, SH - 3640 (Prata Anã X SH-3393) são originárias de
cruzamentos artificiais entre triplóides e diplóides melhorados. Como exemplo,
podemos citar a cultivar Pioneira, um híbrido tetraplóide de Prata Anã e Lidi,
mais precoce e semelhante ao progenitor Prata Anã em relação ao vigor, porte e
sabor dos frutos (Alves, 1999).

A cultivar Ouro da Mata (AAAB) é considerada um híbrido espontâneo

da Prata que também apresenta resistência ao mal-do-Panamá emenor exigência
em fertilidade do solo, comparada com a Prata (Silva, 1998).

Ogrupo ABB, representada pelas cultivares Terra, D'Angola, Prata Zulu

e Figo do subgrupo Bluggoe, também conhecidas por "banana de fritar", devido

ao alto teor de amido em seus frutos, não são relevantes economicamente, apesar
da sua característica de resistência ao mal-do-Panamá e ao mal de sigatoka que
podem ser úteisem programas de melhoramento.

Outra cultivar banana do subgrupo Bluggoe que também possui
características adequadas paraconsumo frita é a Marmelo (AAB).

2.2 Produção e Certificação de mudas de bananeiras

Mesmo com a evolução das técnicas de produção de mudas de

bananeiras, muitos plantios comerciais dessa frutífera são comprometidos pela
utilização de mudas de má quahdade, muitas vezes são retiradas de bananais em

produção ou ainda por causa do desconhecimento das normas para produção de

mudas pelos viveiristas e compradores (Menegucci, 1993).

A multiplicação de bananeiras pode ser obtida por via assexuada ou

vegetativa por meio do rizoma ou partes do mesmo (propagação "in vivo"),
utilizando-se gemas laterais e brotações que a planta mãe emite no campo



(propagação convencional) ou através da micropropagação (propagação "in

vhro"). Estas metodologias de via vegetativa, exceto a micropropagação, apesar

de simples e de banco custo, tem sido responsáveis pela disseminação e mesmo

pela perpetuação de problemas fitossanhários (Godinho, 1994).

A micropropagação é a metodologia mais avançada em termos de

propagação, apresentando com grande vantagem a produção de mudas

uniformes, isentas de pragas e doenças. Além disso, esta técnica possibilita a

obtenção de uma grande quantidade de mudas, de excelente qualidade, em um

curto espaço de tempo (George, 1996).

A qualidade da muda é resultante de numerosos fatores. Os principais

não podem ser avaliados apenas com um exame da muda no ato da compra. A

confiança no viveirista e no esquema oficial de produção e de fiscalização

garante a quahdade da muda, principalmente quanto à sua sanidade e à

fidelidade do clone (Hoffinann, 1998).

No Brasil, mudas de frutíferas podem ser produzidas no sistema de

fiscalização ou de certificação. No sistema de fiscalização, são produzidas as

mudas fiscalizadas. Este é o sistema de uso mais comum no país. É um sistema

que garante basicamente a quahdade morfológica, fisiológica e fitossanitária da

muda.

Já o sistema de certificação é mais rígido que o anterior, pois além da

quahdade intrínseca da muda, é necessário que a muda tenha um "certificado de

origem vegetal", atestando a origem genética do material propagatívo utilizado.

No entanto, não existe uma metodologia cientifica definida para a realização da

certificação genética das mudas de bananeiras. Na prática, os produtores rurais

acreditam na idoneidade dos laboratórios de produção de mudas de bananeiras

(Lima, 1999).

Por ser uma evolução em relação à fiscalização, somente viveiristas que

já produziram (ou produzem) mudas fiscalizadas podem ser autorizados a



produzirem mudas certificadas. Este sistema é ainda pouco difundido no Brasil,

masdeve servisto como umobjetivo a ser alcançado (Ducroquet, 1996).

A produção e a comercialização de sementes e mudas de frutíferas no

Brasil são regulamentadas pela Lei 6507 de 19 de Dezembro de 1977. A portaria

do Ministério da Agricultura n2 386 de 15 de dezembro de 1980 regulamenta os
padrões de quahdade para a produção, transporte e comercialização de mudas de

bananeira em todo o território nacional (Anexo Ia). A partir desta portaria, cada

Comissão Estadual de Sementes e Mudas estabelece os padrões a serem

respeitados pelos produtores emcada Estado da Federação.

Em Minas Gerais, a partir de 1980, a Comissão Estadual de Sementes e

Mudas - CESM organizou a Sub-comissão de Fruticultura com o objetivo de

iniciar, no Estado, o Sistemade Produção de Mudas Fiscalizadas e Certificadas.

Os produtores de mudas de Minas Gerais, deverão atender aos padrões

mínimos estabelecidos pelo Instituto Mineiro de Agropecuária através da

portaria n2 095 de 7/01/94 (Anexo Ia).

2.3 Marcadores Moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

e Divergência Genética

Marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer fènótipo

decorrente da expressão de um gene, como no caso de proteínas, caracteres

morfológicos, ou de um segmento específico de DNA (correspondente a regiões

expressas ou não do genoma), cuja seqüência e função podem ou não ser

conhecidas (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Estes são poderosas ferramentas que

têm facilitado o estudo de diversas áreas da biologia, pura ou aphcada, cobrindo

questões de identificação de cultivares, evolução e genética de populações, entre

outras (Symondson & Liddell, 1999).

Os marcadores moleculares surgiram com o advento das técnicas de

biologia molecular, sendo que, em um primeiro momento, a utilização de
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enzimas de restrição permitiu a análise do polimorfismo de comprimento de

fragmentos de restrição de DNA, conhecido como RFLP ( Restriction Fragment

LengthPolymorphism).

Em meados dos anos 80, o desenvolvimento do processo de amplificação

em cadeia, utilizando uma DNA polimerase, levou à descrição de outras classes

de marcadores moleculares; e hoje, um número virtualmente ilimitado de

marcadores moleculares altamente polimórficos podem ser obtidos em qualquer

organismo vivo, atravésde diversas técnicas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Entre os vários tipos de marcadores moleculares disponíveis destacam-se

como os de maior utilização o RFLP, RAPD (Random Amplified Polymorphic

DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) e os microssatélites

ou SSRs (Simple Sequence Repeat).

,x A técnica de DNA polimórfico amplificado ao acaso (RAPD) (Welsh &

McClelland, 1990; Willians et ai., 1990) é uma variação do protocolo de PCR

(Polymerase Chain Reaction), que utiliza apenas um único primer com

aproximadamente 10 nucleotídeos de comprimento de seqüência arbitrária, que

se anela em regiões arbitrárias do genoma e sintetiza múltiplos produtos de

amplificação, detectando polimorfismo na ausência de informação específica da

seqüência de nucleotídeos doDNAmolde (Willians et ai., 1990).

O primeiro passo para a utilização desta técnica refere-se a seleção dos

primers a serem utilizados, cuja escolha deve basear-se na seguinte ordem:

revelar diferenças, produzir bandas bem definidas e favorecer um padrão

reproduzível (Loxdale et ai., 1996).

O RAPD é capaz de detectar a alteração de uma única base no DNA

genômico, uma vez que a alteração em uma única base do primergera produtos

de amplificação totalmente diferentes, uma alteração de uma base do genoma

pode levar a não amplificação de um fiagmento. Mas isto não implica, no
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entanto, que todas as amplificações são resultado do perfeito parcamente entre o

primer eoDNA molde (Willians et ai., 1990; Thormann et ai, 1994).

Marcadores moleculares tipo RAPD comportam-se como dominantes, ou
seja, não é possível distinguir se o segmento de DNA amplificado provém de um
loco heterozigoto ou homozigoto (dominante) (Carlson et ai, 1991; Willians et
ai, 1990).

A técnica de RAPD oferece diversas vantagens sobre outros métodos

para o estudo da variabilidade genética. Um ilimitado número de marcadores

RAPD pode ser gerado, ao contrário do que ocorre com marcadores

isoenzimáticos que são limitados a poucas regiões do genoma, além do fato de

que um vasto número de primers RAPD pode ser sintetizado para a análise de

uma ampla variedade de espécies (Cenis et ai, 1993; Willians et ai, 1990);

nenhum trabalho preliminar é requerido, como o isolamento de sondas clonadas

de DNA, preparação de filtros para hibridação; marcadores RAPD é um método

que permite automação eapresenta baixo custo (Willians etai, 1990).

Como desvantagens do método tem-se que, em estudos de filogenia não
é possível distinguir a origem genômica (nuclear ou àtoplasmática) dos

fragmentos. A homologia das seqüências das bandas com mesma mobilidade no

gel não é conhecida (Thormann et ai, 1994; Tingey & Tufo, 1993) não sendo

possível identificar se bandas com mesmo peso molecular de dois indivíduos

representariam um caráter homólogo (herdado de um ancestral comum) ou

homoplástico (caráter que se desenvolveu independentemente dentro da

população) (Pornkuwat et ai, 1998). Não é possível distinguir alelos

heterozigotos dos homozigotos (Carlson et ai, 1991; Willians et ai, 1990) e a

reprodutibilidade do método pode ser influenciada pela enzima Taq DNA
polimerase utilizada, quantidade de MgCl2, qualidade do DNA, o tipo de
termociclador e método de extração de DNA (Cenis et ai, 1993; Loxdale e

Lushai, 1998; Loxdale etai, 1996; Suazo et ai, 1998).
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Ferreira & Grattapaglia (1998) enumeram a aplicação dos marcadores

RAPD na obtenção de "fingerprints" genômicos de indivíduos, cultivares e

populações; na análise da estrutura e divergência genética em populações

naturais, populações de melhoramento e bancos de germoplasma; para o

estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes espécies; para

a construção de mapas genéticos de alta cobertura genômica; e para a

localização de genes de interesse econômico.

A gamade genomas estudados com a utilização da técnica de RAPD é a

mais variada possível, podendo abranger desde microorganismos como a E. coli

(Tseng et ai, 2001), fungos fitopatogénicos (Maki, 1999), ou até os organismos

mais complexos como o feijão (Duarte, 1998) e a cigarrinha do milho ÇDalbulus

maidis) (Oliveira, 2000). x

Em Bananeiras, diversos tipos de marcadores moleculares já foram

utilizados para os mais diversos fins. Visando estudar a divergência genética

entre as cultivares de bananeiras, técnicas moleculares como o RAPD (Pillary et

ai, 2001; Paz, 2000; Crouch et ai, 1999a ; Bhat & Jarret, 1995), Inter - Alu

(Baurens, 1998), RFLP (Bhat et ai, 1994), isoenzimas (Lebot, 1993); AFLP

(James et ai, 98), Oligo - probes (D'Hont et ai, 2000; Bhat et ai, 1995) e

microssatéhtes (Crouch et ai, 1999a; Crouch et ai, 1999b Tenkouano et ai,

1999; Grapin et ai, 1998; Crouch et ai, 1998; Tenkuoano et ai, 1998; Kaemmer

et ai, 1997; Baurens et ai, 1996) já foram utilizados com sucesso. Apesar de

vários trabalhos nesta área, a maioria das cultivares de bananeiras comerciais

utilizadas no Brasil ainda não foram estudadas.

Crouch et ai. (1999a) conduziram um experimento no qual foram

comparadas as técnicas de microssatéhtes, AFLP e RAPD para a análise

genotípica de 28 indivíduos triplóides do gênero Musa obtidos a partir de

cruzamentos artificiais. Discordando do proposto por Powell et ai. (1996),

evidenciou-se a superioridade dos marcadores AFLP sobre os microssatélites.
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No entanto, observou-se que a técnica de RAPD também foi muito eficiente na

identificação das cultivares. Segundo Crouch (1999a), a nriii^^o dos
marcadores RAPD para estudos de divergência genética no gênero Musa é
perfeitamente cabível. Reafirmando esta colocação, Bhat et ai. (1994) em seu

estudo comparativo entre RFLP e RAPD, não encontraram diferenças
significativas entre os dois métodos para estabelecer a divergência genética em
germoplasma indianos de bananeiras.

Para o estudo da divergência genética é necessário o estabelecimento de

uma medida (coeficiente) de similaridade / dissimilaridade entre dois indivíduos,
sendo que este é oponto de partida para várias técnicas de análise multivariada,
que permite melhor visualização dos relacionamentos entre os mesmos

(Krazanowsy, 1998).

Segundo Wier (1990), os métodos de agrupamento utilizam a

dissimilaridade ou distância entre indivíduos ou populações para a formação dos
grupos. São várias as medidas de dissimilaridade existente. A mais usual das

distâncias é a Euchdiana, definida em termos dos vetores de pontos Xj e Xj. A
distância é então calculada para cada n (n-1) / 2 pares de vetores, gerando uma

matriz simétrica n X n, com zeros na diagonal principal, ou seja, à distância

entre dois pontos no espaço euchdiano é igual à raiz quadrada da soma de

quadrados das diferenças em projeções nos eixos ortogonais. É calculada pela
equação:

DG„={Ei(xi-yi)2}1/2.

Outros coeficientes de dissimilaridade são a Jaccard, Nei e Li,

Concordância Simples, Power distance e Percent Disagreement (Porcentagem de
Discordância). Sendo que, esta última distância leva em consideração apenas as

diferenças entre os indivíduos estudados (Wier, 1990). A Porcentagem de
Discordância é calculada pela equação:
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DG5,y =(n°xi^yi)/i.

Esses coeficientes, em sua maioria, são calculados a partir de variáveis

binárias representando presença e ausência, com valores de 1 e 0,

respectivamente. Marcadores tipo RAPD são incluídos nesse tipo de variável.

Portanto, a comparação de dois itens quaisquer com esta técnica, possibilita a

construção de uma tabela 2X2 com formato de contingência, utilizando-se das

freqüências de bandas observadas no zimograma. A análise deve limitar-se às

bandas nítidas, que apresentam constância e nitidez nos géis. No esquema de

contingência abaixo, quatro combinações dos tipos concordância e discordância

são possíveis:

População P

Presença (1) Ausência (0) Total

População Q
Presença (1)

Ausência (0)

a

c

B

D

a + b

c + d

Total a + c b + d n

n = a + b + c + d.

Com as letrasa, b, c, d assumindoas seguintes representações:

a = presença das bandasem ambas as populações;

b = presençada banda na população Q e ausênciaem P;

c = ausência da banda em Q e presença em P,

d = ausência da bandaem ambasas populações.

A escolha do coeficiente apropriado está diretamente relacionado com as

suas propriedades como a metricidade e a configuração euchdiana são

especialmente relevantes. O atendimento a inequação triangular, por exemplo,

permitea elaboração de dendrogramas (Gower& Legender, 1986).
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Aspectos outros como a natureza dos dados e o tipo de análise a ser

implementada são igualmente fundamentais para nortear a escolha do

coeficiente. Assim, alguns dados quantitativos, podem ser melhor investigados

quando convertidos em dados binários, de modo a reunir todos os valores abaixo

e acima de um nível de interesse. Também, o método de análise pode limitar a

escolhado coeficiente (Alfènas, 1998).

Quando se trata de métodos de agrupamento, a literatura, da mesma

forma que nos tipos de coeficientes, também revela uma enorme diversidade de

métodos.

O princípio geral de todos os métodos de agrupamento tem sido o de

maximizar a similaridade dentro de grupos e a dissimilaridade entre grupos. Em

geral, podemos dividi-los em: Métodos Hierárquicos Aglomerativos, Métodos

de Partição e Métodos de Otimização.

Os Métodos Hierárquicos Aglomerativos se processam por séries

sucessivas de fusões. Os n itens são classificados em n-1, n-2, grupos que, por

sua vez, são gradualmente fundidos até unir todos os itens em um único grupo.

As fusões são baseadas em subdivisões hierárquicas operadas sobre a matriz de

distância, permitindo a geração de uma árvore de classificação bidimensional,

denominada dendrograma. Em todos esses métodos, a distância entre itens é o

critério aplicado para definir grupos (Dias, 1998).

Método do Vizinho Mais Próximo, Método do Vizinho Mais Distante e

Método das Médias das Distâncias são os três Métodos Hierárquicos

Aglomerativos mais utilizados (Cruz& Regazzi, 1994).

Também conhecido como método da ligação simples ou single linkage o

Método do Vizinho Mais Próximo se inicia pela identificação dos dois itens com

menor distância relativa entre si, processada na matriz de distância n X n. Esse

par de itens é fundido e gera o primeiro grupo. A seguir são calculadas as

distâncias dos n-2 itens restantes com relação a cada um dos dois itens do
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primeiro grupo, sendo identificada a menor dessas distâncias para a matriz de

distância reduzida (n - 1) X (n - 1). A redução da dimensão da matriz ocorre em

virtude de o primeiro grupo formado ser inserido nela como um único item.

Nessa seqüência, o item identificado como o mais próximo do primeiro grupo é

fundido a ele para formar um grupo de três itens. O processo se repete até a

formação de um único agrupamento.

O método do vizinho mais distante é a antítese do vizinho mais próximo,

pois opera com o parmais distantede itens.

No método das médias das distâncias, o critério utilizado para a

formação dos grupos é a média das distâncias entre os paresde itens que formam

cada grupo, como a própria denominação informa. Em inglês é conhecido como

Unweghted Pair-Group Mean Average (UPGMA) (Mumm & Dudley, 1994).

Entretanto, a seqüênciade operações é semelhanteàquela aphcada anteriormente

(Dias, 1998).

O comum a todos os três métodos de agrupamento descritos é que eles

operam sobre a matriz de distância, dispensando o retorno à matriz de dados

originais (Dias, 1998).

A disponibilidade de softwares para processamento de análises

multidirnensionais é enorme.

Outra anáhse que, atualmente vem sendo realizada é a verificação da

informatividade do loco e do primer na anáhse de divergência genética

(Polymorphic Index Content - PIC). A informatividade do loco pi é a freqüência

do alelo p no loco pi, calculado pela equação: I = 1 - Si pi2, e a informatividade

do primer pij é a freqüência do alelo p do loco i, no primer j, sendocalculada pela

equação: I= 1- Si. Sj py2.

Análises tipo "Bootstrap" também vem sendo realizadas atualmente e

tem por objetivo verificar qual o número mínimo de bandas polimórficas

necessárias para que a formação dos grupos seja confiável. Nesta metodologia,
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são realizadas inúmeras reamostragens, utilizando sempre um número crescente

de bandas para obter valores de correlação entre as reamostragens. O método

não é limitado pelo número de unidades reamostradas e pode fornecer várias

novas estimativas para uma melhor aproximação da distribuição dos grupos no
dendrograma. Ao invés de formar novas reamostragens através da omissão de

uma bandapor vez, o Bootstrap realiza sorteios ao acaso das bandas realizando

novas análises até atingir o número máximo de bandas utilizados para a anáhse

de divergência genética. Acada anáhse são gerados novos valores de correlação

e conseqüentemente, novas somas de quadrados dos desvios. O número mínimo

de bandas para a formação de agrupamentos é considerado confiável quando os
valores de correlação e das somas dos quadrados dos desvios não sofiem

variações significativas. O valor máximo de correlação é igual a 1, sendo

encontrado quando a análise boostrap utiliza o número máximo de bandas

polimórficas que originou o agrupamento original. Da mesma forma, o valor

máximo encontrado para a soma dos quadrados dos desvios é igual a zero (Wier,
1990).

2.4 Vírus do Mosaicodas Cucurbháceas (CMV)

O mosaico da bananeira é uma doença causada por um vírus

denominado "Vírus do Mosaico das Cucurbitáceas" (Cucumber Mosaic Vírus -

CMV), o qual ocorre em lavouras de bananeiras (Musa cvs.), em vários países e
em praticamente todos os estados do Brasil.

O plantio de mudas de bananeiras doentes é a principal forma de

disseminação do vírus de uma área para outra e mesmo dentro da lavoura. Não

existem produtos químicos para controlar o vírus nas plantas doentes. As

medidas de controle devem ser tomadas de forma integrada, visando impedir a

entrada do vírus na lavoura. É essencial a utilização de mudas, de preferência
com certificado fitossanitário, e quando ocorrem na lavoura touceiras com
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sintomas, a única saída para o produtor é a eliminação das mesmas (Stover e

Simmonds, 1987).

O CMV, membro típico do gênero Cucumovirus (família

Bromoviridae), tem distribuição mundial e é comumente encontrado em

frutíferas, plantas ornamentais e em hortaliças (Tomlinson, 1987). Entre os

fitovírus, o CMV é o que apresenta a maior gama de hospedeiros. Palukaitis et

ai. (1992) afirmam que são mais de 1000 espécies de hospedeiros. Sua

transmissão é feita, com facilidade, via extrato tamponado, enxertia e também

por mais de 60espécies de afídeos, de modo não circulativo (Peden & Symonds,

1973).

As partículas dos cucumovirus são icosaédricas, com cerca de 30 nm de

diâmetro (Figura 1).

FIGURA I. Partículas virais de CMV. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas -

MG, 2002.

O capsídeo é composto de 180 subunidades de um polipeptídeo com

peso molecular de 24 KDa, e o genoma é composto de três RNAs de fita

simples, sentido positivo (ssRNA), denominados RNA 1, RNA 2 e RNA 3
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(Peden & Symonds, 1973). O RNA 1(3357 - 3389 nts.) (Hyakawa et ai., 1989)

e o RNA 2 (3035 - 3050 nts.) (Rizzo et ai, 1988) estão envolvidos na repiicação

do genoma viral, codificando as proteínas 1 a e 2 a, respectivamente, que

compõem a replicase. O RNA 3 (2197 - 2217nts.) codifica a proteína 3 a, que

está envolvida no movimento intercelular do CMV (Davies & Symonds, 1988),

e a proteína capsidial (Habili & Francki, 1974), que é expressa mediante um

RNA subgenômico, designado RNA 4. A proteína capsidial (cp) está envolvida

no movimento do vírus célulaa célula e a longa distância e no encapsulamento

da partícula viral (Talianski & Garcia-Arenal, 1995). O gene da capaprotéica foi

seqüenciado por Hsu et ai. (1993). Outros 81 acessos da seqüência genômica do

CMV já estão disponíveis no EMBL / GenBank. Recentemente, um segundo

gene no RNA 2, denominado 4 b, expresso a partir de um RNA subgenômico

(RNA 4 a), foi descoberto nos cucumovirus, o que os diferencia dos outros

gêneros da família Bromoviridae (Ding et ai., 1997). Segundo Ding (1997), o

produto do gene 2 b está envolvido no movimentoa longa distância e é um fator

de virulência. Além desses RNAs, partículas virais de alguns isolados de CMV

podem conter uma quinta molécula de RNA, denominada RNA satélite

(satRNA) (Mossop & Francki, 1978).

Apesar do seu pequeno tamanho, isolados de satRNA podem alterar

drasticamente a repiicação e expressão dos sintomas causados pelo CMV,

induzindo desde atenuação até acentuação dos sintomas. Neste último caso, é

comum a indução de sintomas necróticos. A maioriados isolados de satRNAjá

estudada atenua os sintomas nas plantas infectadas pelo CMV (Jacquemond e

Leroux, 1982; Garcia-Arenal et ai., 1987).

Os sintomas causados pelo CMV em bananeiras são encontrados nas

folhas, onde geralmente se observam listras verdes-claras entremeadas com

listras verdes escuras (mosaico), além de ondulações nas bordas e redução no

limbo foliar. Pecíolos e folhas jovens também apresentam esses sintomas. As
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plantas infectadas geralmente apresentam uma redução no crescimento, e,

conseqüentemente, ocorre a produção de cachos com frutos pequenos e sem

valor comercial (Alves, 1999).

As estirpes do CMV apresentam diferenças em patogenicidade e gama

de hospedeiros (Kaper & Waterworth, 1981). As estirpes podem ser divididas

em dois subgrupos, leu, sendo que os membros do subgrupo I comumente

induzem sintomas mais severos e ocorrem predominantemente nos trópicos e

subtrópicos, enquanto os isolados do subgrupo II prevalecem nas regiões

temperadas (Haase et ai., 1989).

A caracterização das estirpes de CMV em sorogrupos ou subgrupos é

normalmente feita por métodos sorológicos, que são demorados e podem

proporcionar resultados poucos conclusivos (Zambolim, 1997).

2.5 Métodos de Detecção de Vírus

A utilização de mudas comprovadamente isentas de fitopatógenos é o

primeiro passo para se alcançar o sucesso na bananicultura. Diversas são as

técnicas de detecçãoempregadaspara a indexaçãode mudas de bananeiras.

Em 1969, Avrameas propôs pela primeira vez a utilização de

imunoglobulina conjugada a uma enzima para detecção de antígenos e

anticorpos. No entanto, o uso conjugado com a finalidade de detectar e

quantificar a imunoglobulina G foi descrita por Engvall & Perlmann (1971), que

denominaram este método de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assays).

Voller et al.(1976) e Clark & Adams (1977), foram os primeiros a

utilizar o método ELISA para a diagnose e quantificação de vírus em plantas.

Desde então, o método ELISA vem sendo utilizado para detecção e

quantificação de um grande número de antígenos de plantas, incluindo o CMV

em bananeiras micropropagadas (Pérez et ai., 1995).
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O método ELISA baseia-se no princípio clássico da sorologia, onde o
antígeno é reconhecido pelo antissoro (imunoglobulina) que lhe deu origem,
formando o complexo anticorpo-antígeno, associado a propriedades
colorimétricas. A coloração ocorre devido à ação de determinada enzima

(previamente conjugada à imunoglobulina) sobre um substrato cromogênico.
Isto é o que difere o teste ELISA dos demais testes sorológicos mais tradicionais

empregados em virologia que utilizavam-se de reações de precipitação para
obter seus resultados (Clark &Adams, 1977).

Estes autores afirmam que para muitas fitoviroses as técnicas

sorológicas convencionais não podem ser utilizadas em razão de limitações,
como baixa concentração de vírus nas amostras e presença no extrato vegetal de
inativadores ou inibidores virais.

Muitas plantas, principalmente as de natureza lenhosa, como Prumus,
contém compostos que podem dar origem a reações não específicas indesejáveis
que mascaram as reações devidas ao vírus, ou podem ainda inibir reações

imunológicas ou enzimáticas nos testes ELISA (Clark & Adams, 1977). A
intensidade das reações não específicas no teste ELISA, devidas a compostos
existentes em extratos de certas plantas, segundo esses autores, pode ser

reduzida ou eliminada, pelo uso de aditivos ao tampão de extração ou pela
diluição do extrato foliar.

Dependendo da natureza e da idade do material vegetal utilizado em

ELISA, podem surgir interferências nas reações, resultando em reações
inespecíficas, o que impede a comprovação da presença do vírus (Fajardo,
1994).

Variações do teste ELISA tem sido desenvolvidas, mas o DAS-ELISA

(double-antibody sandwich) tem sido o mais utilizado nadetecção de viroses em

plantas. A técnica de EUSA-Indireta envolve a cobertura da placa com a

suspensão do vírus, seguida da adição do anticorpo específico e do anticorpo
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produzido em uma espécie de animal diferente, o qual é conjugado a uma

enzima específica. Assim como no DAS-ELISA e no ELISA-Direto, o último

passo é a adição de substrato adequado para que se possa visualizar a reação

colorimétricada enzima conjugada (Van RegenmorteL 1982).

Kiranmai et ai. (1998) comparando ELISA-Indireto, ELISA-Direto e

DAS-ELISA não observou diferenças entre a sensibilidade dos três testes para a

detecçãodo CMV em amostras de folhas de bananeiras.

A técnica ELISA pode ser aphcada para vírus de diferentes tipos

morfológicos, tanto em preparados purificados, quanto em extratos brutos. O

método é particularmente conveniente quando existe um grande número de

amostras a serem testadas em um curto espaço de tempo. Ele é bastante sensível

detectando concentrações tão baixas quanto 1 a 10 ug /mL, e tem sido bastante

explorado para a diagnose de vírus emplantas (Truta, 1997).

O teste ELISA é o recomendado pelo Instituto Mineiro de Agropecuária

para a realização da certificação fitossanitária de mudas de bananeiras

produzidas em Minas Gerais. A utilização dessa metodologia vem sendo

utilizada por diversos pesquisadores para detectar a presença do CMV em suas

regiões. Castano et ai. (1994), detectou através de DAS-ELISA e de microscopia

eletrônica a presença do CMV em plantações de Bananeiras no Valle Del Cauca,

Colômbia. A partir deste relato é que começaramas primeiras discussões sobre o

controle deste vírus em plantios de bananeiras na Colômbia. Wu et ai. (1997)

diferenciou através do teste ELISA Indireto duas estirpes do CMV em bananais

de Taiwan.

No Brasil, utilizando a técnica DAS-ELISA, estados como Ceará (Lima

et ai., 1988), Rio de Janeiro (Brioso et ai., 1987), Pará (Trindade et ai., 1998)

São Paulo (Colariccio et ai., 1996) entre outros, conseguiram detectar em

bananais a presença do CMV.

23



Atualmente, com o advento das modernas técnicas moleculares

deslumbrou-se uma nova e quase inesgotável fonte de alternativas mais precisas
e sensíveis para a detecção de fitopatógenos em vegetais.

Areação em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction - PCR) é
um método in vitro para a síntese enzimática de um fragmento de DNA
específico usando dois ohgonucleotídeos ("primers") que hibridizam nas fitas
opostas de um fragmento de DNA molde, flanqueando a região de interesse
(Saüdetal., 1989).

Os vírus de plantas podem ter o seu genoma constituído de ssRNA,
dsRNA, ssDNA ou dsDNA, sendo que a maioria dos vírus de plantas apresenta
genoma constituído de ssRNA, inclusive o CMV (Murphy et ai., 1995). Com

isso, para a amplificação por PCR dos vírus com genoma constituído de RNA,
faz-se necessária a síntese de uma fita de DNA complementar (cDNA) ao RNA
genômico do vírus. Este cDNA é sintetizado através da utilização de uma
transcriptase reversa (RT-PCR), enzima que, utilizando uma fita de RNA como

molde, sintetiza uma fita de DNA complementar, desde que haja um
oligonucleotídeo de DNA homólogo a uma seqüência do RNA viral alvo. As

transcriptases reversas de "Aviam myloblastosis virus" (AMV) e "Moloney
murine leukemia virus" (MMLV) são as mais utilizadas. A AMV é mais

adequada para a síntese de cDNAs mais longos devido à sua baixa reatividade

de RNAseH (Sambrook et ai., 1989).

A técnica de PCR tem sido utilizada para a detecção de diversos

fitopatógenos como fungos (Haber et ai., 1995), bactérias (Audy et ai., 1996),
fitoplasmas (Banos etai., 1998) e vírus (Fenby etai., 1995).

Para a detecção de virus em plantas a técnica vem sendo amplamente

utilizada oque mostra ogrande potencial da utilização da PCR para diagnose de
viroses importantes. Além da importância da detecção e diagnóstico de

patógenos em plantas, a PCR tem sido empregada em estudos de filogenia,
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clonagem, sequenciamento, preparação de sondas moleculares e estudos de

evolução (Eiras et ai., 1998).

Em bananeiras, esta técnica vem sendoutilizada para identificar qual é o

subgrupo do CMV que esta causando a infecção de bananais em determinadas

regiões. Singh et ai. (1995), utilizando RT-PCR identificou a presença do

Subgrupo I do CMVem plantações de bananeiras no sul da Austrália.

Já Gould et ai. (1978), utilizando RT-PCR caracterizou o satRNA

associado ao RNA do CMV.

Outra utilização para esta técnica é a detecção do virus em matrizes

utilizadas para a micropropagação de bananeiras. Hsu et ai. (1995) obteve a

detecção do CMV em amostras de bananeiras de até 100 fg / uL. Comparado

com os resultados obtidos por este mesmo autor, o RT-PCR apresentou uma

sensibilidade 1.000 vezes maior que o teste de hibridação molecular e 100.000

vezessuperior ao ELISA.

Outro teste molecular de detecção de vírus em plantas é o de hibridação

molecular. A técnica de hibridação de ácidos nucléicos está baseada na

capacidade destes para se desnaturar e voltar a unir-se em fitas complementares

quando submetidos a determinadas condições. Para o seu uso no diagnóstico de

fitopatógenos, se forma uma fita híbrida complementar entre o ácido nucléico da

amostra a ser testada, geralmente imobilizada em uma matriz sólida (membrana

de nylon ou nitrocelulose), e o material usado como sonda. Caso haja

complementariedade com o ácido nucléico da amostra, um duplex será formado

e este poderá ser visualizado pela marcação da sonda por diferentes métodos e

revelação com substrato específico (Conci, 1999).

Sondas marcadas radioativamente tem sido comumente empregadas para

hibridação de ácidos nucléicos, sendo mais utilizado como marcadores o 32P e o

3SS. No entanto, discussões sobre o impacto ambiental, segurança durante seu

uso e posterior descarte, menor durabilidade, dificuldade para a compra, e o
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custo do uso de marcadores radioativos, tem exigido o desenvolvimento de

métodos alternativos que empregam marcadores não radioativos (Dietzgen etai.,

1994). Marcadores como biotina e a digoxigenina estão disponíveis como
alternativas aos marcadores radioativos.

A biotina forma complexos com um grupo aryl-azida fotoreativo,

produzindo acetato de fbtobiotina. Quando uma mistura de ácido nucléico e

acetato de biotina se expõe durante 10 a 15 minutos a altas intensidades de luz

dentro do espectro visível, o grupo aryl-azida se converte em um grupo azyl-
nitrene, que é extremamente reativo e favorece aunião às cadeias de fita simples
do ácido nucléico ou de fita dupla da molécula debiotina, demameira covalente

a cada 100-150 bases. Esta reação se prolonga, e a presença de biotina é

detectada mediante o uso de estreptoavidina, que estará associada com uma

enzima que, na presença de um substrato específico, reagirá provocando
alteração de cor (Conci, 1999).

A digoxigenina é uma molécula esteroíde isolada de Digitalis purpurea.
Neste sistema de marcação, o nucleotídeo modificado DIG-dUTP's

(digoxigenina unida ao dUTP), pode ser incorporado com alta eficiência (um

grupo de DIG-dUTP's a cada 20 - 25 bases) a sondas moleculares usando"nick

tanslation", DNA random primer ou PCR. Ocorrendo hibridação entre a sonda

marcada e o material testado, a digoxigenina pode ser detectada por

fluorescência, quinúoluminescência ou colorimetria. Neste último, a

digoxigenina é detectada por um anticorpo (anti-Dig) conjugado a uma enzima

como, por exemplo, a fosfatase alcalina, que na presença de azul de

nitrotetrazohum (NBT) e 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCU?) produz uma

reação de cor (Conci, 1999).

Embora os métodos sorológicos sejam freqüentemente utilizados na

detecção rotineira de vírus de plantas, a hibridação de ácidos nucléicos permite

testes mais sensíveis e específicos (Harper & Creamer, 1995). Este método além
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de permitir uma análise rápida de um grande número de amostras individuais de

plantas para RNA's virais (Palukaitis, 1988). Por essemotivo, o uso de sondas

moleculares, radioativas ou não, para detecção e estudo de vírus de planta tem

sido cada vez maior. Saldarelh et ai. (1994a e 1996) utilizou sondas moleculares

para a detecçãodo CMV em parreiras e tomateiros.

Kiranmai et ai. (1998) compararam a eficiência de sondas marcadas

radioativamente com sondas marcadas com digoxigenina obtiveram tuna

sensibilidade de 40 pg / uL e 150 pg / uL para a detecção do CMV em amostras

de folhas de bananeiras, respectivamente.
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CAPÍTULO I: CERTIFICAÇÃO GENÉTICA DE MATRIZES E MUDAS

MICROPROPAGADAS E ESTUDO DA DIVERGÊNCIA GENÉTICA

ENTRE CULTIVARES DE BANANEIRA POR MEIO DE

MARCADORES RAPD

RESUMO

Gomes, G. A. C. Certificação genética de matrizes e mudas
nucropropagadas e estudo da divergência genética entre cultivares de
bananeira por meio de marcadores RAPD. Lavras: UFLA, 2002. 127 p. (Tese
de Doutorado em Agronomia).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma metodologia simples, barata e
eficiente, baseada em marcadores moleculares RAPD, para a certificação
genética de mudas micropropagadas de bananeiras, bem como estudar a
divergência genética entre as 19 cultivares de bananeiras estudadas. As
distâncias genéticas foram obtidas pela porcentagem de discordância entre as
cultivares e a representação gráfica destas distâncias foi realizada através de um
dendrograma (método UPGMA). Foram obtidos ainda, os valores de correlação
por anáhse tipo Boostrap e os valores de PIC para os primers utilizados.
Verificou-se que os marcadores RAPD foram eficientes na separação das
cultivares, de acordo com o seu grupo genômico. Através dos valores de
correlação obtidos, verificou-se que a utilização de 108 bandas polimórficas foi
suficiente para estabelecer as distâncias genéticas entre as cultivares em estudo,
pois a partir de 58 bandas polimórficas não houve diferenças significativas nos
valores das distâncias genéticas ou no agrupamento das cultivares no
dendrograma. Os valores de PIC demonstraram o alto conteúdo informativo dos
primer RAPD utilizados neste estudo. Através da utilização de 7 primers RAPD
foi possível identificar todas as 19 cultivares apreciadas neste estudo. Portanto,
os marcadores moleculares RAPD podem ser utilizados em programas de
certificação genética de mudas de bananeiras.

Comitê Orientador: Renato Paiva-UFLA (Orientador), Edilson Paiva-
EMBRAPA Milho e Sorgo, Elizabeth de Oliveira-EMBRAPA Milho e Sorgo e
Newton Portilho Carneiro-EMBRAPA Milho e Sorgo.

39



ABSTRACT

Gomes, G. A. C. Genetic certification of donor plants and plantlets
micropropagated and genetic divergence study among banana cultivars by
RAPD markers. Lavras: UFLA, 2002.127p. (Doctorate Thesis in Agronomy).

The objective of this paper was to estabilish simple, cheap and efficient
methodology based in RAPD markers, for genetic certification of
micropropagated banana plantlets, as well as to study a genetic divergence
among 19 cultivars of banana plants The genetic distances, for the genetic
divergence study, were obtained by discordance percentage among cultivars and
the distance graphic representation was determined by a dendrogram (UPGMA
method). It was also obtained correlation values by Bootstrap analysis and PIC
values for the used primers. It was verified that RAPD markers were efficient to
separate cultivars, according to their genomic group. Based on the correlation
values, the use of 108 polimorfic bands were sufficient to estabilish genetic
distances among cultivars once that with the use of more than 58 polimorfic
band, no significative differences in genetic distances values or in cultivars
grouping in dendrogram were observed. The PIC values showed high
informative content according toRAPD primers used. Using 7 RAPD primers it
was possible to identify ali the 19 cultivars evaluated in this work. Thus, the
RAPD molecular markers can be used in programs of genetic certification of
banana plantlets.

Guidance Committee: Renato Paiva-UFLA (Major Professor), Edilson Paiva-
EMBRAPA Milho e Sorgo, Elizabeth de Oliveira - EMBRAPA Milho e
Sorgoand Newton Portilho Cameiro-EMBRAPA Milho e Sorgo.
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1 INTRODUÇÃO

Vários autores têm procurado classificar e descrever as principais

cultivares de banana. Mundialmente, a primeira descrição foi feita por

Simmonds (1973) em Trinidad, utilizando marcadores morfológicos. Trabalhos

semelhantes foram conduzidos em vários países, inclusive no Brasil por Alves

(1984).

No entanto, a utilização apenas de marcadores morfológicos não é

suficiente para identificar, com segurança, todas as cultivares de bananeiras

utilizadas no Brasil. Por tanto, a identificação dos materiais genéticos utilizados

paraa produção demudas nucropropagadas de bananeira é realizada de maneira

empírica, observando-se as características morfológicas da plantamatriz.

Isto pode levar a erros de identificação de cultivares, ocasionando

enormes prejuízos tanto para o produtor de mudas quanto para o próprio

produtor de frutos.

Sabe-se que o agronegócio de produção mudas é baseado numa estreita

relaçãode confiançaentre o produtor/ vendedor de mudas e seus clientes, e que

um deslize dessa natureza pode acabar com a idoneidade do laboratório,

podendo levá-lo até a falência.

A portaria n° 095 / 94 do Instituto Mineiro de Agropecuária que dispõe

sobre as Normas e Padrões para a produçãode mudas certificadasde bananeiras,

não estabelece a forma pela qual deve-se garantir a certificação genética das

mudas comercializadas.

Visando sanar tal deficiência este trabalho teve por objetivo estabelecer

uma metodologia simples, barata e eficiente, baseada em marcadores

moleculares RAPD, para a certificação genética de matrizes e mudas

nucropropagadas de bananeiras, bem como estudar a divergência genética entre

as 19 cultivares estudadas.
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2 MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Biologia Molecular

do Núcleo de Biologia Aphcada (NBA) da EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, MG.

2.1 EXPERIMENTO I. Estudo da divergência genética entre cultivares de

bananeiras por meio de marcadores RAPD.

2.1.1 Cultivares analisadas

Para a realização deste trabalho foi estabelecida uma coleção com 19

cultivares de bananeiras (Tabela 1), sendo quepara cada cultivar foram mantidas

em casa de vegetação, quatro plantas cultivadas separadamente em vasos de 10

Litroscontendo substratocomercial (terradeHolambra).

Tabela 1. Coleção de cultivares de bananeiras utilizadas no presente estudo.
EMBRAPA Milho e Sorgo, SeteLagoas - MG, 2002.

CULTIVARES GRUPO GENÔMICO ORIGEM
FHIA-01 AAAB EPAMIG-LAVRAS
FMA-18 AAAB MULTIPLANTA
SH-3640 AAAB MULTIPLANTA
PIONEIRA AAAB EPAMIG-LAVRAS

OURO DA MATA AAAB UFLA
GRAND NAINE AAA BIOCELL

CAIPIRA AAA BIOCELL
NAM AAA EPAMIG-LAVRAS

NANICÃO AAA UFLA
MAÇÃ AAB BIOCELL

MAÇÃ GRANDE AAB MULTIPLANTA
PRATA ANÃ AAB BIOCELL

PRATA COMUM AAB UFLA
PACOVÃ AAB UFLA
MYSORE AAB UFLA

FIGO ABB MULTIPLANTA
PRATA ZULU ABB UFLA

MARMELO AAB UFLA
OURO AA BIOCELL
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2.1.2 Extração e quantificação do DNA genômico

Para a extração do DNA, 1 g de tecido foliar fresco foi triturado em N2

líquido. Em seguida, o material foi transferido para tubo de centrifuga

juntamente com 10 mL de tampão de extração (1 M Tris pH 7,5; 0,5 M EDTA

pH 8,0; 5 MNaCl; 1% CTAB; 2% p- Mercaptoetanol) e incubado a 65°C em
banho maria por 1 hora, sendo homogeneizada a cada 15 minutos. Após esse

período foram adicionados 10 mLda mistura clorofórmio :octanol (24:1), sendo

gentilmente homogeneizada por 10 minutos. A separação das fases orgânica e

aquosa foi realizada por centrifugação a 3000 rpm por 10 minutos, sendo o

sobrenadante transferido para outro tubo e o DNA precipitado adicionando-se 6

mL de isopropanol gelado. O precipitado foi removido com anzol de vidro para

outrotubo contendo 3 mL de TE pH 8,0 (0,01 M Tris pH 8,0; 0,001 M EDTA

pH 8,0), onde permaneceu incubado a temperatura ambiente por 2 horas. O

DNA foi novamente precipitado adicionando-se 150 uL de NaCl e 3mL de

etanol gelado, sendo removido com anzol de vidro e transferido para eppendorf

com 500 uL de TE pH 8,0.

A quantificação do DNA foi realizada em gel de agarose 0,8% por

comparação com padrões de DNA de concentração conhecida. A eletroforeses

foi realizada a 150 V em tampão TAE (lmM EDTA pH 8,0; 40 mM TRIS pH

8,0; 20 mM ácido acético) e o gel tratado com brometo de etídio (10%) durante

20 minutos, sendo visualizado sob luz ultravioleta e a imagem do gel captada

pelo sistema de documentação "Eagle Eye" (Stratagene, La Jolla, CA, USA).

2.13 Amplificação via RAPD

A reação de amplificação foi realizada em volume final de 25 uL

contendo 50 ng de DNA; 2,5 uL tampão PCR 10 X; 2,5 mM dNTPs; 1 U de Taq

polimerase e 1 uL primer (4uM).
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Após o preparo, as reações foram submetidas ao termociclador

GeneAmp PCR System 9600 (Apphed Biosystem, Paio Alto, CA, USA)
programado com uma temperatura de desnaturaçâb inicial de 95°C por 1minuto,

seguido de 35 ciclos de amplificação compostos de 3 etapas, sendo a primeira de

94°C por 10 segundos para a desnaturaçâb da fita de DNA, uma de 36°C por 1
minuto para promover o anelamento dos primers, eo último passo de 72°C por 2

minutos, paraa extensão e incorporação dos nucleotídeos. Após os 35 ciclos, as

amostras foramsubmetidas a umaetapafinal de 7 minutos a 72°C.

Aofinal das reações, os produtos amplificados foram separados a 150 V

em gel de agarose 1,0%. Após a eletroforese, o gel foi incubado em solução de

brometo de etídio (10%) durante 20 minutos, sendo visualizado sob luz

ultravioleta e as imagens captadas pelo sistema de fotodocumentação "Eagle
Eye" (Stratagene, La Jolla, CA, USA).

Uma pré-seleção de foi realizada, submetendo a cultivar Pioneira a 500

primers RAPD da "Operon Technologies" (Alameda, CA, EUA).

2.1.4 Avaliação dos dados moleculares

Na avaliação dosgéis, cadabanda foi tratadacomo um loco único, sendo

que a sua presença em um indivíduo foi designada por 1 e sua ausência por 0.

Desta maneira, foi possível construir uma matriz binaria de zero e um.

A estimativa da dissimilaridade genética (DG x^) entre as cultivares foi

efetuada pelo coeficiente de porcentagem de discordância, calculada pela

expressão: DG x,= (n°Xj * yi) / i, onde i = número total de bandas utilizadas.

A representação gráfica das distâncias foi feita através de um

dendrograma obtido pelo método hierárquico aglomerativo da média aritmética

entre pares não ponderados (UPGMA), com auxíliodo programa STATISTICA

- PC versão 4.5.
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A informatividade de cada primer utilizado (I pij) foi determinada

através daequação: I pij = 1- Zj. Ej pij2.
A fim de se verificar o número mínimo de marcadores polimórficos para

gerar uma estimativa precisa da dissimilaridade genética entre as cultivares, a

análise tipo "Bootstrap" foi realizada segundo a metodologia descrita por Efron

(1981), agrupando-se ao acaso 18marcadores polimórficos na primeira análise e

para as demais anáhses foram acrescidos 10 marcadores sucessivamente até a

utilização de todos os marcadores polimórficos, implementado pelo programa

GQMol.

2.2 EXPERIMENTO II. Diferenciação de cultivares de bananeira

utilizando marcadores RAPD.

Para a realização deste estudo foram utilizadas as mesmas 19 cultivares

empregadas no estudo da divergência genética (Tabela 1), sendo utilizadas as

mesmas metodologias de extração e quantificação dos DNAs. Os primers

utilizados para a diferenciação das cultivares foram escolhidos segundo os

padrões polimórficos obtidos pelo estudo anterior, seguindo o mesmo protocolo

de amplificação e visualização das bandas.
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2.3. EXPERIMENTO III. Certificação genética de mudas nucropropagadas
de bananeiras utilizando marcadores RAPD:

Estudo de Caso.

2.3.1 Estudo de Caso I. Confirmação de contaminação genética pela cv.
Prata Anã em um lote demeristemas isolados da cv. Maçã.

O laboratório de produção de mudas de bananeiras BIOCELL isolou e

enviou um lote de 2.660 plântulas da cv. Maçã para a empresa Multiplanta
TecnologiaVegetal.

Durante o processo de aclimatação das mudas, foi comprovada
visualmente, utilizando-se o marcador morfológico mancha na folha (presente na
cultivar Prata e ausente na cultivar Maçã), que havia uma provável
contaminação no lote de mudas da cultivar Maçã pela cultivar Prata. Assim, o

presente estudo teve por objetivo comprovar a identidade genética das mudas

obtidas a partir deste lote de meristemas isolados pela BIOCELL, utilizando-se
marcadores RAPD.

Os materiais genéticos utilizados para a avaliação foram 8 plantas do

lote suspeito, provavelmente da cultivar Maçã (Ml a M8), 10 plantas do lote

suspeito, provavelmente da cultivar Prata Anã (PI a PIO), 1 planta Maçã (El)

(controle BIOCELL), 1 planta Prata Anã (E2) (controle BIOCELL), 1 planta

Maçã (M) (controle NBA), 1 planta Prata Anã (PA) (controle NBA) e 1 planta
Prata Comum (PC) (controle NBA).

Os processos de extração, quantificação e amplificação e visualização do
DNA foram realizados conforme descrito anteriormente.
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2.3.2 Estudo de Caso II. Certificação da identidade genética de 40 amostras

de folhas de bananeiras.

A empresa Multiplanta Tecnologia Vegetal enviou um lote contendo 40

amostras de folhas retiradas de mudas micropropagadas de bananeiras. As

amostras foram recebidas sem as respectivas identificações, sendo apenas

enumeradas de 1 a 40. Foi informado apenas que o lote era constituído por

amostras pertencentes às cultivares de bananeiras Grand Naine, Maçã, SH-3640

e Prata Anã. Portanto, coube a este estudo verificar a identidade genética das 40

amostras, utilizando marcadores RAPD.

Como padrões comparativos para as quatro cultivares, foram utilizados

DNAs extraídos de folhas de bananeiras da coleção estabelecida no Núcleo de

Biologia Aplicada da EMBRAPA Milho e Sorgo. Os processos de extração,

quantificação e amplificação do DNA foram realizados conforme descrito

anteriormente.

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 EXPERIMENTO I. Divergência genética entre cultivares de bananeira

por meio de marcadores RAPD.

Neste estudo, foram selecionados 19 primers que geraram, pelo menos,

uma banda polimórficaentre as cultivaresanalisadas (Tabela2). Tais 19 primers

geraram 108 bandas, com uma média de 8,0 bandas por primer, das quais 65

foram polimórficas (60%) e 43 foram monomórficas (40%). O número de

bandas polimórficas variou de um para o primer OPY06 até dez para o primer

OPW 04, cujo padrão de amplificação está representado na figura 2.
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TABELA 2. Primers utilizados e suas respectivas seqüências de bases.
EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

PRIMERS SEQÜÊNCIA (5' - 3')

OPB 10 CTGCTGGGAC

OPB 11 GTAGACCCGT
OPB 12 CCTTGACGCA

OPE 15 ACGCACAACC
OPE 18 GGACTGCAGA

OPF 04 GGTGATCAGG
OPI 03 CAGAAGCCCA
OPY 06 AAGGCTCACC

OPY 15 AGTCGCCCTT

OPZ 12 TCAACGGGAC

OPZ 15 CAGGGCTTTC
OPZ 17 CCTTCCCACT
OPZ 19 GTGCGACAAA

OPW 02 ACCCCGCCAA
OPW 03 GTCCGGAGTG

; OPW 04 CAGAAGCGGA

OPW 07 CTGGACGTCA

OPW 08 GACTGCCTCT
OPW 16 CAGCCTACCA

01 SH OM C NA MG PC MY PZ MA

18 PI GN N M PA PV F OU

OPW 04

FIGURA 2. Padrões de amplificação obtidos com o primer RAPD OPW 04, em
gel de agarose 1,0%. (01: FHIA-01; 18: FHIA-18; SH: SH 3640
PI: Pioneira; OM: Ouro da Mata; GN: Grand Naine; C: Caipira; N
Nam; NA: Nanicão; M: Maçã; MG: Maçã Grande; PA: Prata Anã
PC: Prata Comum; PV: Pacovan; MY: Mysore; F: Figo; PZ: Prata
Zulu; OU: Ouro; MM: Marmelo). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas - MG, 2002.
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O nível de polimorfismo obtido foi superior ao relatado por Paz (2000),

em seus estudos com bananeiras, o que pode ser explicado uma vez que o

polimorfismo é dependente do grau de divergência entre os genótipos estudados.

Além disso, a pré-seleção dos primers em função da qualidade e do número de

produtos amplificados pode ter contribuído para a elevação do polimorfismo

obtido.

As 108 bandas polimórficas utilizadas podem ser consideradas

suficientes para uma adequada avaliação da divergência, uma vez que nas

análises de "bootstrap" realizadas verificou que a correlação não variou

significativamente, a partir da utilização de 58 bandas polimórficas (Figura 3).

Portanto, a partir de 58 bandas polimórficas, a correlação entre as matrizes de

distância aproxima-se de 1 e a soma dos quadrados dos desvios reduz-se a 0,2.

Assim, o aumento do número de bandas não altera significativamente, a

estimativa da distância genética entreos indivíduos estudados.

SQDesvio

18 28 38 48 58 68 78 88 98 108

Número de Bandas

FIGURA 3. Análise de "bootstrap" para a estimativa das distâncias genéticas
entre as 19 cultivares de bananeiras estudadas, utilizando diferentes
números de bandas polimórficas. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas - MG, 2002.
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Com base nas 108 bandas polimórficas RAPD obtidas, foi construída

uma matriz de distância genética, a partir da porcentagem de discordância,
relacionando todos os pares de cultivares (Tabela 3).

A distância genética média para as 189 distâncias obtidas foi de0,352 ±

0,02, com uma amplitude de 0,565 a 0,139. Sendo a maiordistância obtidaentre

as cultivares Caipira (AAA) e Marmelo (ABB), pertencentes a grupos

genômicos bem distintos, uma vez que na cultivar Caipira ocorre a

predominância do genoma A (M. acuminata), ao contrário da cultivar Marmelo,

onde predomina o genoma B (M. balbisiana). A menor distância foi observada

entre ascultivares tetraplóides (AAAB) Pioneira e Ouro daMata (Tabela 3).
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TABELA 3. Matriz de distâncias genéticas entre as cultivares de bananeiras analisadas dois adois. FHIA - 01 (01); FHIA - 18
(18); SH - 3640 (SH); Pioneira (PI); Ouro da Mata (OM); Grand Naine (GN); Caipira (C); Nam (N); Nanicão (NA);
Maçã (M); Maçã Grande (MG); Prata Anã (PA); Prata Comum (PC); Pacovã (PV); Mysore (MY); Figo (F); Prata
Zulu (PZ) e Marmelo (MM). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

01 18 SH PI OM GN C N NA M MG PA PC PV MY F PZ OU MM

01 0

18 0.315 0

SH 0,3240,287 0

PI 0.2870.2500,278 0
OM 0,2040,2220.2690,139 0
GN 0,2690.2310.2410,2040,157 0
C 0,3520,3890,3610,3430,3150,250 0
N 0,3150,2410,2500.2690,2410.1570,185 0

NA 0,3330,3150,3430.3240,2410,2310,1850,185 0
M 0,4440.4440,4540,3240,3890.3980.3890.3700,370 0

MG 0,4070,3700,3430.2870,3330,3240,3890,2980.3890,185 0
PA 0,2780,2960,3060,3430.2780,2130,2780,2590,2220,4260,370 0
PC 0,3520,2590,3240,3240,2590,1940,3150,2410.2040,3700.3150,148 0
PV 0.4350.3240.3150.3700.3240,2590.3610,3240,2500,3800.3800,2690.157 0
MY 0,3800,3060.4260.3890.2870,3330,3430,3240,3060,4170,3610,2870,2500,296 0
F 0,472 0,454 0,426 0,426 0,435 0,444 0,528 0,380 0,509 0,380 0,324 0,472 0,417 0,407 0,388 0

PZ 0,4720.4540,4260,4440,4350,4070,4170,361 0,4170,3430,3430,4350,3800,333 0,370 0,277 0
OU 0,3430,3240,2960,3150,2690,2410,3060,2690,3240,3610,3240,3060,3430,333 0,388 0,388 0,370 0
MM 0,491 0.491 0,4440,481 0,491 0,4440.5650.4720.491 0.3800.3800.5280.4540.388 0.518 0.2590.33330.425 0



O dendrograma obtido com marcadores RAPD apresentou uma

tendência em agrupar as cultivares em função do grupo genômico das mesmas
(Figura 4).

0.15 0.2 0.25 03

Distância Genética

0.35 0.4 0.4S

FIGURA 4. Dendrograma das distâncias genéticas entre as cultivares de
bananeiras, gerado pelo método UPMG. FHIA - 01 (FOI); FHIA -
18 (F 18); SH - 3640 (SH); Pioneira (PI); Ouro da Mata (OM);
Grand Naine (GN); Caipira (C); Nam (N); Nanicão (NA); Maçã
(M); Maçã Grande (MG); Ouro (OU); Prata Anã (PA); Prata
Comum (PC); Pacovã (PV); Mysore (MY); Figo (F); Prata Zulu
(PZ) e Marmelo (MM). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas -
MG, 2002.

Os híbridos AAAB (FHIA-01; FHIA-18, Ouro da Mata, SH-3640 e

Pioneira) foram agrupados em um mesmo grupo, provavelmente por serem

todos híbridos originados do mesmoprogenitor feminino Prata Anã.
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Dentro do grupo formado pelas cultivares AAA, as cultivares Caipira e

Nanicão apresentaram uma similaridade genética de 82%, devido a origem

africana das duas cultivares. É importante salientar que a cultivar Nanicão é uma

mutação ocorrida em São Paulo da cultivar Nanica, cuja origem também é

africana. As cultivares Grand Naine e Nam foram agrupadas próximas

apresentando umasimilaridade genética de 84%.

Alves (1999) afirma quea origem da Grand Naine seria do mesmo clone

que originou, por mutação, as cultivares Giant Cavendish e Willians Hybrids, e a

Nanicaseria originada de um clonediferente.

Uma formação interessante observada no dendrograma foi à separação

do grupo AAB em dois subgrupos diferentes. No primeiro foram agrupadas as

cultivares Prata Anã, Prata Comum e Pacovan pertencentes ao subgrupo Prata.

Explica-se a proximidade genética encontrada entre Prata Comum e Pacovan

pelo fato da cultivar Pacovan ser um mutante da Prata Comum. Como a Prata

Anã também é um mutante da Prata Comum, justifica-se ela também ter sido

agrupada junto com as outras duas.

O segundo grupo de cultivares AAB foi formado pelas duas cultivares

pertencentes ao subgrupo Maçã (Maçã e Maçã Grande) e pela cultivar Mysore.

O agrupamento dessas duas cultivares é decorrente do fato que a Maçã Grande é

uma cultivar derivada da Maçã, apenas quanto ao porte, uma vez que seus frutos

sãomuito semelhantes quanto ao sabor e forma.

Justifica-se o agrupamento da cultivar Mysore apesar de não fazer parte

diretamente do subgrupo, apresenta-se junto às cultivares Prata, provavelmente

por apresentar características de fruto muito semelhantes. Seus frutos são roucos

e gordos coma parte terminal em forma de gargalo degarrafa.

A cultivar Marmelo (AAB) foi agrupada separadamente das demais

cultivares AAB e junto a cultivar Figo (ABB).Tal agrupamento pode ser

justificado uma vez que apresentam características morfológicas bem distintas
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das demais cultivares AAB. A cultivares Marmelo e Figo pertencentes ao

subgrupo Bluggoe e são conhecidas como "bananas de fritar" devidoao alto teor

de amido em seus frutos. Outra característica que diferencia bem o subgrupo

Bluggoe é a presença de quinas salientes nos frutos mesmo no ponto decolheita.

A cultivar Prata Zulu foi agrupada neste grupo provavelmente porpertencer ao

mesmo grupogenômico (ABB) da cultivar Figo.

Devido ser a única representante do grupo genômico (AA), a cultivar

Ouro foi colocada agrupada separadamente das demais, não participado de
nenhum dos agrupamentos.

A informatividade dos 19primers utilizados variou de 0,9628 (OPW 04)

a 0,1884 (OPY 06) (Tabela 5). O primer OPW 04 foi considerado muito

informativo por apresentar um valor de PIC de 0,9628. Tal valor superou o

obtido por Tenkuouano et ai. (1999) em seus estudos de análise genética em

clones de bananeiras utilizando marcadores microssatéhtes.

Pillary et ai. (2001), trabalhando com 29 cultivares de bananeiras de

regiões montanhosas do leste africano e duas M. acuminata, Calcutta 4 e

Agbagba, conseguiu, apesar da estreita base genética, separar através de

marcadores RAPD, todas as cultivares montanhosas africanas. Seu dendrograma

foi composto por um grupo maior contendo as cultivares AAA e a cultivar

Agbagba (AAB) e um grupo menor composto por cultivares diplóides AB,

inclusive a Calcutta 4. Inferiu ainda que, as cultivares dessa região montanhosa

do lesteafricano temcomo origem as cultivares Agbagba e Calcutta4.

Para o estudo da divergência genética de 57 cultivares de bananeiras

indianas, pertencentes a 6 grupos genômicos (AA, AB, AAA, AAB, ABB,

ABBB), Bhat e Jarret (1995) através da utilização de 49 primer RAPD (360

bandas polimórficas) concluíram que a base genética das cultivares indianas é

bem mais ampla do que a africana e a asiática. O dendrograma obtido a partir

destes dados claramente apresentou uma divisão em seis "clusters", sendo que
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no primeiro "cluster" foi agrupada aM. acuminata selvagem (AA), no segundo

grupo as AB, no terceiro todas as AAA e no quarto grupo 16 cultivares AAB,

dentre elas a Mysore. O quinto grupo formado incluiu as cultivares Agni e

Myndoli, ambas AAB e no sexto grupo agruparam-se todas as cultivares ABB,

ABBB e BB. Vários desses grupos estão em concordância com os estudos

isoenzimáticos realizado por Lebot et ai. (1993). Apenas as cultivares Mysore e

Walba, ambas AAB, foram agrupadas junto ao grupo ABB no estudo

isoenzimático. Segundo Lebot (1993), isto ocorreu devido à similaridade

existente entreos dois grupos genômicos.

Outro objetivo dos estudos realizados por Bhat e Jarret (1995) foi a

identificação das 57 cultivares através de marcadores RAPD. Dos 49 primers

utilizados, apenas 12 foram suficientes para diferenciar e identificar todas as

cultivares em estudo.

TABELA 5. Primers utilizados no estudo de divergência genética e seus
respectivos Polymorphic index content (PIC). EMBRAPA Milho e
Sorgo, SeteLagoas - MG, 2002.

PRIMER PIC PRIMER PIC

OPW 04 0,9628 OPI 03 0,8894

OPW 03 0,9431 OPB 11 0,8319

OPZ 15 0,9383 OPB 12 0,8145

OPZ 19 0,9371 OPE 18 0,7476

OPW 07 0,9296 OPE 15 0,6752

OPW 16 0,9282 OPZ 12 0,5381

OPB 10 0.9219 OPF04 0,5139

OPW 08 0,9115 OPZ 17 0,2359

OPY 15 0,9106 OPY 06 0,1884

OPW 02 0,8964
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3.2 EXPERIMENTO II. Diferenciação de cultivares de bananeira

utilizando marcadores RAPD.

Utilizando sete primers RAPD (OPW 04, OPW 07, OPW 08, OPW 16,

OPZ 12, OPI 03 e OPY 15) foi possível diferenciar todas as 19 cultivares de

bananeiras avaliadas neste estudo (Figura 5).

19 CULTIVAKBS

OPW 04

I
PC, PA, F,18,SH, OU, GN,MY, N

OPW08
i

OU,PA,F,18,SH,MY,N

OPW 07

PZ

GN.PC

OPI03

_rzT
GN PC

18 SH
MY,PA,N

F,OU
OPY 15

NA, 01

NA

T

OPW08

OM

01

T
OPI 03 r MY.N
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F OU
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M,MG,PI

OPW 16

I

M.MG

1
OPZ 12

I

M MG
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FIGURA 5. Fluxograma para diferenciação das 19 cultivares de bananeiras em
estudo, utilizando marcadores RAPD. 01: FFflA-Ol; 18: FHIA-18;
SH: SH 3640; PI: Pioneira; OM: Ouro da Mata; GN: Grand Naine; C:
Caipira; N: Nam; NA: Nanicão; M: Maçã; MG: Maçã Grande; PA:
Prata Anã; PC: Prata Comum; PV: Pacovan; MY: Mysore; F: Figo;
PZ: Prata Zulu; OU: Ouro; MM: Marmelo. EMBRAPA Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.
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A amplificação com o primer OPW 04 gerou 8 padrões moleculares

diferentes (Figura 6), permitindo a separação das 19 cultivares em 3 grupos

distintos, além de identificar, padrões únicos para as cultivares Ouro da Mata

(AAAB). Pacovan (AAB), Caipira (AAA), Prata Zulu (ABB) e Marmelo

(AAB). No maior grupo formado pelo primer OPW 04 foram incluídas a maioria

das cultivares AAB (Prata Anã, Prata Comum e Mysore), as tetraplóides

(AAAB) SH-3640 e FHIA-18, as triplóides Nam (AAB), Figo (ABB) e Grand

Naine (AAA) e a diplóide (AA) Ouro. No segundo grupo enquadraram-se as

triplóides (AAB) Maçã e Maçã Grande e a tetraplóide (AAAB) Pioneira. Já um

terceiro grupo foi formado com a cultivar Nanicão (AAA) e a FHIA-01

(AAAB), que em seguida foram separadas pelo primerOPW08 (Figura 7).

OPW 04

t

01

1

— Üf

SH OM C

8 PI GN

»-•- «amn» •*•*•»

NA MG PC MY PZ MM

N M PA PV F OU

FIGURA 6. Padrões moleculares obtidos utilizando o primer OPW 04 via
RAPD, em gel de agarose 1,0%. 01: FHIA-01; 18: FHIA-I8; SH:
SH 3640; PI: Pioneira; OM: Ouro da Mata; GN: Grand Naine; C:
Caipira; N: Nam; NA: Nanicão; M: Maçã; MG: Maçã Grande; PA:
Prata Anã; PC: Prata Comum; PV: Pacovan; MY: Mysore; F: Figo;
PZ: Prata Zulu; OU: Ouro; MM: Marmelo. EMBRAPA Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.
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01 SH OM C NA MG PC MY PZ

18 PI GN M PA PV

OPW 08

FIGURA 7. Padrões moleculares obtidos utilizando os primers OPW 08 via
RAPD, em gel de agarose 1,0%. 01: FHIA-01; NA: Nanicão; 18:
FHIA-I8; SH: SH 3640; GN: Grand Naine; N: Nam; PA: Prata Anã;
PC: Prata Comum; MY: Mysore; F: Figo; OU: Ouro. EMBRAPA
Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Os padrões moleculares obtidos através da aplicação do primer OPW 08

dentro do grupo formado pelas cultivares AAB (Prata Anã, Prata Comum e

Mysore), (AAAB) SH-3640 e FHIA-18, Nam (AAB), Figo (ABB) e Grand

Naine (AAA) e (AA) Ouro, permitiu a diferenciação das cultivares em dois

grupos (Figura 7). Um agrupando as cultivares Ouro, Prata Anã, Figo, SH-3640,

Mysore e Nam e outro contendo a Prata Comum e a Grand Naine, que foram

posteriormente separadas com o do primer OPI 03 (Figura 8).

SH *OM C NA' MG PC MY PZ'"Wffl
PI GN N M PA PV F OU

OPI 03

FIGURA 8. Padrões moleculares obtidos utilizando o primer OPI 03 via RAPD,
em gel de agarose 1,0%. GN: Grand Naine; PC: Prata Comum;
F:Figo; OU: Ouro; MY: Mysore e N: Nam. EMBRAPA Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.
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Ao grupo formado pela aplicação do primer OPW 08 (Prata Anã,

Mysore, SH-3640 e FHIA-18, Nam, Figo e Ouro), foi aplicado o primer OPW

07 (Figura 9), que possibilitou a diferenciação das cultivares FHIA-18 e SH-

3640e a formação de mais dois grupos distintos, um englobando Figo e Ouro,

diferenciadas com o primer OPI 03 (Figura 8) e um outro englobando Mysore,

Prata Anã e Nam. Neste último grupo foi aplicado o primerOPY 15 (Figura 10),

separando a Prata Anã das cultivares Mysore e Nam. Estas duas cultivares

agrupadas pelo primer OPY 15 foram separadas utilizando-se o primer OPI 03

(Figura 8).

FIGURA 9. Padrões moleculares obtidos utilizando o primer OPW 07 via
RAPD, em gel de agarose 1,0%. 18: FHIA-18; SH: SH 3640; N:
Nam; PA: Prata Anã; MY: Mysore. EMBRAPA Milho e Sorgo,
Sete Lagoas - MG, 2002.
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01 SH OM <
18 PI GN

NA MG PC MY PZ MM
M PA PV F OU

OPY 15

FIGURA 10. Padrões moleculares obtidos utilizando o primer OPY 15 via
RAPD, em gel de agarose 1,0%. MY: Mysore; N: Nam e PA: Prata
Anã. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

O último gnipo gerado pela utilização do primer OPW 04 (Maçã, Maçã

Grande e Pioneira) foi submetido ao primer OPW 16 que foi capaz de isolar a

teiraplóide Pioneira dascultivares triplóides Maçã e Maçã Grande (Figura 11).

01 SH OM C NA MG PC MY PZ RIM

18 PI GN N M PA PV F" OU

OPW 16

FIGURA II. Padrões moleculares obtidos utilizando o primer OPW 16 via
RAPD, em gel de agarose 1,0%. M: Maçã; MG: Maçã Grande e PI:
Pioneira. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Através do primer OPZ 12 (Figura 12) separou-se estas duas cultivares,

finalizando o processo de diferenciação das 19cultivares em estudo.
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OPZ 12

01 SH OM C NA MG PC MY PZ MM

18 PI GN N M PA PV
F OU j

FIGURA 12. Padrões moleculares obtidos utilizando o primer OPZ 12 via
RAPD, em gelde agarose 1,0%. M: Maçã e MG: Maçã. EMBRAPA
Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Optou-se pelo primer OPW 04 parar dar início a diferenciação das 19

cultivares, pelo fato de ter gerado maior número de padrões moleculares

distintos (8), apresentar o maior conteúdo de informatividade (PIC = 0,9628)

entre os utilizados e permitir a diferenciação de 124 combinações dois a dois

entre as 171 possíveis de serem obtidas com as 19 cultivares estudadas (Tabela

6). Os primers OPI 03, OPW 08, OPW 07, OPW 16, OPY 15 e OPZ 12

conseguiram diferenciar 69, 53, 42, 34, II e 4 combinações dois a dois,

respectivamente, além de apresentarem valores de PIC considerados elevados

quando comparados a marcadores microssatélites utilizados em bananeiras por

Tenkouanoetal.(1998).

Podemos observar pela Tabela 6 que, outras possibilidades de

lluxogramas para a diferenciação das 19 cultivares podem ser elaborados

variando a ordem dos primers utilizados. No entanto, o fluxograma que utilizou

a menor quantidade de primers diferentes para a diferenciação foi o apresentado

na Figura 5.

61



TABELA 6. Tabela contendo todas os possíveis primers da "Operon
Technologies" utilizados para diferenciar duas a duas, as 19
cultivares estudadas. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG,
2002.

CULTIVARES PRIMERS CULTIVARES PRIMERS
01X18 W4,W7,W9,W16 18XNA W4,W7
01XSH W4,W7 18 XM W4, Z17
01XPI W4, W7, W9, Z19 18XMG W4, W7, W16,

Z19

W701XOM W2, W9, W16 18XPA

01XGN W4, W8,W16 18XPC W7, W16
01 XC E8, W8, W16 18XPV W4,W7,W9,Y15
01 XN W4, W16 18XMY W3.W7.E18

01XNA W8, W16 18 XF W7.W9, E18, Z19
01 XM W4,W9,W16,Z12 18XPZ W3,W4,W9,Z19

01XMG W3, W4, W16, Y15 18XOU W7,W9,i3,Z19
01XPA W4, W7, W8 18XMM W3,W4,W8,i3
01XPC W4,W8,W9 SHXPI W4, W7, Z19
01XPV W3, W4, W8, W9,

W16

SHXOM W4,W16,Z19

01XMY W4, W8, W16 SHXGN W7, Z19
01 XF W3, W4, W8, i3,

Z19

W3, W8, W9, W16,

SHXC W7, W16, Z19

01XPZ SHXN W7,i3,Z19
Z19

01XOU W4,W8,i3,Z15, SHXNA W4, W16, Z19
01XMM W3,W4,W7,i3,

Z15

W7, W16

SHXM W4, W16, Y3

18XSH SHXMG W4, W7, W16
18XPI W4, W7, W16, Z19 SHXPA W16

18XOM W4,W7 SHXPC W4,W7,Z19
18XGN W7, W16, i3 SHXPV W4, W16, Z19
18 XC W4,W7,i3,E18 SHXMY W4, W16, Z19
18 XN W7,Í3,Z19 SHXF W7, W16, Y15

SHXPZ W4,W7,W16,Z19,
Z15

W7; 13, Z19

OMXOU W4,W8,i3

SHXOU OMXMM W4, W8,13
SHXMM W4,W7,W8,Z19,

Y15

GNXC W4

PIXOM W2, W4, W16, Z19 GNXN Z12

PIXGN W2, W4, W8, W16 GNXNA W4

PIXC W2, W4, W8, i3,
Z19

GNXM W2, W4, i3, Z17

...continua..
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Tabela 6. Cont.

PIXN W2,W4,W8,W16,
Z19

GNXMG W4,i3,Z19

PIXNA W2,W4,W8,i3,
Z19

W2,W8,W16

GNXPA W3

PIXM GNXPC i3

PIXMG W3,W7,W8,W16 GNXPV W3,W4,i3

PIXPA W2,W8,W16,Y15 GNXMY W3,i3

PIXPC W4,W8,W9,W15 GNXF W3, Z12, i3

PIXPV W4,W8,W9,W15 GNXPZ W3,W4,i3

PIXMY W4,W8,W9,W15 GNXOU W8,W7,Z19

PIXF W4,W8,W9 GNXMM W3,W4,W8,i3

PIXPZ W4,W8,W9 CXN W4

PIXOU W4,W8,W9 CXNA W4

PIXMM W4,W8,W9 CXM W2,W3,W4,W7

OMXGN W2,W4,W8,i3 CXMG W3,W4,W16,B

OMXC W2,W4,W8,i3 CXPA W4

OMXN W4,W8,I3 CXPC W4,D

OMXNA W2,W4,W8,I3 CXPV W3,W4,D

OMXM W2,W4,W8 CXMY W3,W4,W16,D

OMXMG W2,W4,W8 CXF W3,W4,D,Z19

OMXPA W2,W4,W8 CXPZ W4,W7,D,Y3

OMXPC W2,W4,W8 CXOU W3,W4

OMXPV W2,W4,W8 CXMM W4,W7,W8,D,
Y3

OMXMY W2,W4,W8 NXNA

Jt. «7

W2,W3,W4

OMXF W4,W8,I3 NXM W3,W4,D,Z17

OMXPZ W3,W4,W8 NXMG W3,W4,W7^3

NXPA W2, W3; Y 15 MGXMY W3,W4,W9,Z19

NXPC 13 MGXF W4,W9,Z19

NXPV W3,W4,D MGXPZ W4,W9,Y15,
Z19

W3,W4,D,Z19NXMY W3,i3 MGXOU

NXF W3,W7,I3,Z19 MGXMM W3,W4,W8,D

NXPZ W3,W4,i3,E18 PAXPC W8

NXOU W7,W16 PAXPV W4

NXMM W3,W4,W8,I3 PAXMY Y15

NAXM W2,W4,W9,D,
Z19

W4,W9,D

PAXF W7,Z19

NAXMG PAXPZ W4,W7,Y15

NAXPA W4 PAXOU W7, Z19

NAXPC W4,W8,W9,D PAXMM W4,W7,W8,Z19

NAXPV W4,W9,B PCXPV W3,W4,W7

...continua...
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Tabela 6. Cont

NAXMY W4,W9,D PCXMY W3,W4
NAXF W4,W9,I3,Z19 PCXF W4,W9,D,Z19

NAXPZ W4,W9,i3,Z19, PCXPZ W4,W9,Y15,
Y15 Z19

NAXOU W4,W9 PCXOÜ W8,D,Z19
NAXMM W4,W9,D,Z19,

Y15

PCXMM W4,W9,D,Z19

MXMG

M. 1J

Z12,Z17 PVXMY W3,W4,W7
MXPA W2,W4 PVXF W4,W9,D,Z19
MXPC W2,W4,W9 PVXPZ W4,Y15,Z19
MXPV W2,W4,W9 PVXOÜ W3,W4,D
MXMY W2,W3,W4,W9 PVXMM W4,W8,D,Z19
MXF W4,W9,I3 MYXF W9,D,Z12
MXPZ W3,W4,W9 MYXPZ W4,W9,Z19
MXOU W3,W4,W9,I3 MYXOU W7,W3,Ü
MXMM W3,W4,W8,I3 MYXMM W4,W8,D,Z19
MGXPV W4,W9,Z19 FXMM W3,W4,W8,i3
MGXPC W4,W9,Z19 FXOU W3,W9,D,Z19
MGXPA W4,Z19 FXPZ W4,D
PZXOU W7,W9,i3,E18 OUXMM W4,W8,i3,Z19
PZXMM W3,W8,i3,Z15

33 EXPERIMENTO III. Certificação genética de mudas nucropropagadas

de bananeiras utilizando marcadores RAPD:

Estudo de Caso.

33.1 Estudo de Caso I. Confirmação de contaminação genética pela cultivar

PrataAnã em um lote de meristemas isolados da cultivar Maçã.

Utilizando o primer OPW 04 foi possível diferenciar as amostras

enviadas e estabelecer a suas identidades genéticas (Figura 13).
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PA El M2 M4 M6 M8

M PC Ml M3 M5 M7

OPW 04

PA E2 P2 P4 ?6 P8 PIO

PC PI P3 P5 P7 P9

FIGURA 13. Padrão de amplificação de 18 amostras de bananeiras e dos
controles utilizandoo primerOPW 04, em gel de agarose 1,0%. M:
Maçã (controle NBA); PA: Prata Anã (controle NBA); El: Maçã
(controle BIOCELL); E2: Prata Anã (controle BIOCELL); Ml a
M8: Maçã; PI a PIO: Prata Anã. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas - MG, 2002.

Pela comparação das amostras com os padrões moleculares obtidos,

pode-se afirmar que as amostras Ml, M2, M3, M4, M5, M6, M7 e M8 são

mudas de bananeiras da cultivar Maçã e que as amostras PI, P2, P3, P4, P5, P6,

P7, P8, P9 e PIO são representantes da cultivar Prata Anã. Podemos afirmar que,

dentre as amostras analisadas não foram encontrados indivíduos Prata Comum.

Portanto, fica evidenciada a contaminação do lote de meristemas da

cultivar Maçã, apenas por indivíduos da cultivar Prata Anã. No anexo 2a,

encontra-se a forma de apresentação proposta para o Laudo de Certificação

Genética de mudas de bananeiras.
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3.3.2 Estudo de Caso II. Certificação da identidade genética de 40 amostras

de folhas de bananeiras.

Através dos marcadores RAPD foi possível diferenciar os materiais

enviados para análise em dois grupos distintos ("A" e "B"), utilizando o primer
OPW 04 (Figura 14).

FIGURA 14. Produtos de amplificação dos DNAs das 40amostras enviadas para
análise, em gel de agarose 1%. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas - MG, 2002.

As amostras enquadradas no grupo A (1, 2, 7, 8, 12, 21, 22, 23, 24, 26,

28, 33, 34, 35, 39 e 40) foram identificadas, por comparação com os padrões

moleculares obtidos com o primer OPW 04 (Figura 15), como pertencentes a

cultivar Maçã, uma vez que este primer gerou um padrão molecular diferenciado

para esta cultivar.
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M PAGNSH

FIGURA 15. Padrões moleculares obtidos via RAPD utilizando o primer OPW
04, em gel de agarose 1,0%. M : Maçã; PA : Prata Anã; GN : Grand
Naine e SH : SH-3640; A = grupo A e B = grupo B. EMBRAPA
Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

No grupo B foram enquadradas as amostras 3, 4, 5, 6, 9, 10, II, 13, 14,

15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 27, 29, 30, 31, 32, 36, 37 c 38. No entanto, o primer

OPW 04 não foi capaz de diferenciar as culivares Grand Naine, Prata Anã e SH

-3640 (Figura 15).

Utilizando o primer OPI 03 (Figura 16) foi possível identificar as

amostras 30, 31 e 32 como pertencentes a cultivar Grand Naine dentro do grupo

B. Apesar de trabalhar com cultivares diferentes das apreciadas neste estudo.

Bhat et ai. (1995) utilizando marcadores RAPD também obteve sucesso na

diferenciação de cultivares triplóides AAA, como a Grand Naine, de cultivares

que apresentam cm seu genoma influência de Musa balbisiana (B) como são os

casos da Prata Anã (AAB) e SH-3640 (AAAB).

O primer OPI 03 não foi capaz de diferenciar dentro do grupo B, as

cultivares SH-3640 e Prata Anã (Figura 16).
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OFI03

GN MPAPCSHGN18 1920 2527 2930 31 32 363738

FIGURA 16. Produtos de amplificação das amostras pertencentes ao grupo B,
em gel de agarose \%. 3 - 38 = amostras; GN: Grand Naine; M:
Maçã; PA: Prata Anã; PC: Prata Comum e SH: SH-3640.
EMBRAPA Milho e Sorgo, Sele Lagoas - MG, 2002.

A diferenciação entre as cultivares Prata Anã e SH-3640, dentro do

grupo B, foi realizada utilizando se o primer OPW 16. Como o auxílio deste

primer foi possível afirmarque as amostras 16, 17 e 18 pertencem a cultivar SH-

3640 (Figura 17). As amostras 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 13, 14, 15. 19. 20.25, 27, 29,

36,37 e 38 foram agrupadas em um mesmo grupo, identificado através da

comparação com os padrões moleculares como indivíduos da cultivar Prata Anã

(Figura 17). Crouch et ai. (1999), também conseguiu a diferenciação de

cultivares triplóides AAB de tetraplóides AAAB, com a Prata Anã e SH-3640

respectivamente, utilizando o mesmo primer OPW 16.
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161718

PA 3 4 5 6 9 10 11131415 19 202527 2936 3738

FIGURA 17. Produtos de amplificação das amostras pertencentes ao grupo B,
em gel de agarose 1%. 3 - 38 = amostras: PA: Prata Anã e SH: SH-
3640. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.
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4 CONCLUSÕES

- A avaliação da diversidade genética, por meio de marcadores RAPD é

eficiente emagrupar as cultivares de acordo comos seus grupos genômicos;

- Marcadores RAPD podem ser utilizados em programas de certificação

genética de matrizes e mudasnucropropagadas de bananeira.
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CAPÍTULO II: CERTIFICAÇÃO FITOSSANITÁRIA DE MATRIZES

DEBANANEIRA ATRAVÉS DERT-PCR, DOT-BLOT E ELISA

RESUMO

Gomes, G. A. C. Certificação fitossanitária de matrizes de bananeira através
de RT-PCR, DOT-BLOT e ELISA. Lavras: UFLA, 2002. 127 p. (Tese de
Doutorado em Agronomia).

Este estudo visou comparar a eficiência, sensibilidade dos testes RT-PCR
(Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction), Hibridação molecular
com sonda marcada a frio (Dot-Blot) e ELISA, bem como verificar a influência
do local amostragem na folha e a melhor forma de armazenamento das amostras
para a detecção do vírus domosaico das cucurbitáceas (CMV) em programas de
certificação fitossanitária de matrizes de bananeiras. Para a realização do teste
ELISA foi adquirido o "Kit Direct ELISA CMV" da Agdia Company. Através
da hibridação com uma sonda marcada com digoxigenina complementar a dois
terços do gene da capa protéica do CMV foram realizados os testes Dot-Blot.
Para a realização do teste RT-PCR foi necessário estabelecer metodologias para
a extração de RNA total, transformação do RNA em cDNA e para a
amplificação de um fragmento de 745pb através da utilização de primers
específicos para a capa protéica do CMV. Nossos resultados mostraram que, as
amostras que serão submetidas ao teste RT-PCR necessitam ser imediatamente
armazenadas em nitrogênio líquido depois de retiradas da planta doadora. Para
os testes Dot-Blot e ELISA, as amostras podem ser armazenadas em saco
plástico contendo jornal úmido por até 10 dias. O local de coleta na folha não
interfere nos resultados dos testes. Foi possível detectar a presença do CMV em
extratos foliares ou RNAs armazenadospor 4 meses a - 80 C. O testes RT-PCR,
Dot-Blot e ELISA são suficientemente sensíveis para detectar a presença do
plasmídeo clonado com o fragmento de cDNA correspondente a dois terços do
gene da capa protéica do CMV em concentrações de até 10 fg/uL, 100 pg/uL e
100 ng/uL, respectivamente.

Comitê Orientador: Renato Paiva-UFLA (Orientador), Edilson Paiva-
EMBRAPA Milho e Sorgo, Elizabeth de Oliveira-EMBRAPA Milho e Sorgo e
Newton Portilho Cameiro-EMBRAPA Milho e Sorgo.
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O teste RT-PCR apresentou-se 1.000 vezes mais eficiente do que o teste Dot-
Blot e 100.000 vezes mais do que o ELISA. Recomenda-se a aplicação do teste
RT-PCRapenas nas matrizes doadoras de meristemas devido ao seu alto custo e
alta complexidade.
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ABSTRACT

Gomes, G. A. C. Phytopatologic certification of donor banana plants by RT-
PCR, Dot-Blot and ELISA. Lavras: UFLA, 2002. 127p. (Doctorate Thesis in
Agronomy).

Comparations among three methods ofCMV diagnosis were performed with the
objetive to verify the possibilhy use in programs ofphytopatogenic certification
of banana plantlets. For the ELISA Test it was used a "Kit Direct ELISA
CMVfrom Agdia Company. By hibridizing a probe Iabeled with digoxigenin
that overlap two third of CMV proteic coat gene, a Dot-Blot test was used. For
the RT-PCR it was necessary to optimize methodologies for total RNA
extraction, RNA transformation in cDNA and for 745 bp fragment amplification
was used a setof primers specific for CMV proteic coat. Ourresults showed that
samples submitted to RT-PCR test need to be stored immediately in liquid
nitrogen after mother plant. For Dot-Blot and ELISA tests, the samples were
stored of plastic bag containing wet paper 10 days. Leaf plant position did not
interfèr in the test results. It was possible to detect CMV presence in leaf
extracts or RNAs stored for 4 months at- 80°C. The RT-PCR test, Dot-Blot and
ELISA are sensible enough to detect the cloned plasmid presence wrth the
cDNA fragment correspondent to two third of CMV proteic coat gene in
concentratios 10 fg/uL, 100 pg/uL and 100 ng/uL, respectively. The RT-PCR
test presented to be 1000 fold more efficient than Dot-Blot and 100.000 fold
than ELISA. It is recommended the RT-PCR test only in meristem donor plants
duethe highcost andcomplexity.

Guidance Committee: Renato Paiva-UFLA (Major Professor), Edilson Paiva-
EMBRAPA Milho e Sorgo, Elizabeth de Oliveira-EMBRAPA Milho e Sorgo
andNewton Portilho Cameiro-EMBRAPA Milho e Sorgo.
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1 INTRODUÇÃO

Apesar da evolução das técnicas de propagação da bananeira, muitos

plantios comerciais dessa frutífera são comprometidos pela utilização de mudas

infectadas por inúmeras doenças.

O Instituto Mineiro de Agropecuária obriga aos produtores de mudas

que seus viveiros estejam isentos de nematóides (Radopholus similis,

Helicotylenchus multicinetus e Meloidogyne sp), fungos causadores do Mal-do-

Panamá (Fusarium oxisporum pv. Cubense); bactérias causadoras da Murcha

Bacteriana (Pseudomonas solanacearum) e Erwinia (Erwinia musea) e do Vírus

do Mosaico das Cucurbitáceas (CMV). Periodicamente, são realizadas inspeções

nos viveiros para assegurar a qualidade das mudas. Além disso, são exigidos

certificadosque comprovema sanidadedas mudasa serem comercializadas

A indexação das mudas para a verificação da presença de vírus,

principalmente do CMV, é realizada mediante apUcação do teste ELISA

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Com o surgimento das técnicas moleculares de detecção, novas

alternativas mais sensíveis e precisas estão a disposiçãopara serem utilizadas na

detecção de vírus em plantas.

Portanto, este estudo visou comparar a eficiência, sensibilidade dos

testes RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction),

hibridação molecular com sonda marcada a frio (Dot-Blot) e ELISA, bem como

verificar a influência do local amostragem na folha e a melhor forma de

armazenamento das amostras para a detecção do virus do mosaico das

cucurbitáceas (CMV) em programas de certificação fitossanitária de matrizes de

bananeiras.
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2 MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Biologia Molecular do

Núcleo de Biologia Aphcada (NBA) da EMBRAPA Milho e Sorgo localizada
em Sete Lagoas, MG.

O RNA total foi extraído de amostras de folhas de bananeiras infectadas

pelo vírus CMV, cultivadas no campo experimental do Núcleo de Biologia

Aphcada da EMBRAPA Milho e Sorgo. A presença do vírus nessas amostras foi

previamente confirmada pelo teste ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent

Assay).

2.1 TesteRT- PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction)

A extração do RNA total foi realizada adicionando-se, em microtubo de

2 mL autoclavado, 0,2g detecido foliar fresco moído na presença deN2 líquido,

500 uL de tampãode extração (lOOmM TRIS HC1 pH 7,5; 20mM EDTA; 0,1%

SDS; 1M NaCl; 1% 6 - Mercaptoetanol), 500 uL de fenol saturado e 0,lg de

PVPP. Em seguida, o microtubo foi levado ao vortex por 15 minutos.

Adicionou-se ao final da homogeneização 500pL de clorofórmio e repetiu-se a

homogeneização em vortex por 1 minuto. A mistura foi centrifugada a 14000

rpmpor 5 minutos. Após esteperíodo, o sobrenadante foi transferido para outro

tubo contendo 300 uL de clorofórmio. Procedeu-se breve homogeneização em

vortex e novamente a mistura foi submetida a centrifugação por 5 minutos a

14000 rpm. O sobrenadante foi coletado e a ele foi adicionado 1 volume de

isopropanol. Após suave homogeneização o tubo foi mantido no gelo por 10

minutos. Em seguida, a solução foi centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos.

Descartou-se o sobrenadante e o pellet obtido foi ressuspenso em 50 uL de H20

- DEPC.
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A integridade do RNA total extraído foi verificada em gel de agarose

0,8%contendo 0,2 ug/mL de brometo de etídio. A imagem fotográfica do perfil

eletroforético foi realizada pelo sistema de documentação de gel "Eagle Eye"

(Stratagene, La Jolla, CA, USA).

Após a verificação da integridade do RNA total, este foi imediatamente

utilizado para a síntese do cDNA.

Os primes MPTV-1 (5' CAT CGA CCA TGG ACA AAT CTG AAT

CAA C 3') e MPTV - 2 (5'CTC TCC ATG GCG TTT AGTGACTTC AGC

AG 3') utilizados para a transcrição reversa, foram sintetizados pela

Universidade Federal do Paraná conformeo protocolodescrito por Hu (1995).

Para a transcrição reversa do RNA foi preparada uma reação contendo

1,6 uL RNA(5 ng/uL), 9,4 uL água - DEPCe 1 pi do primerMPTV - 2 (0,134

umoles/mL). Após incubação por 10 minutos a 70°C, foram adicionados à

solução2 uL DTT (0,1 M), 4uL de Tampão5 X e 1 uL dNTPs (2,5 mM). Esta

solução permaneceu incubada por 2 minutos a 42°C. Ao final deste período, foi

adicionado à solução 1 ul da enzima transcriptase reverse (Super Script II RT,

Gibco BRL), e em seguida, a solução foi incubada a 42°C por 90 minutos.

Visando paralisar a reação, a solução foi mantida a 70°C por 15 minutos. Logo

após, foi adicionado à solução 2uL de NaOH (25mM) e a solução permaneceu

incubada por 30minutos a 68°C.

A amplificação do fragmento de cDNA foi realizada numa reação

contendo2 ul do cDNA, 11,05 uL água, 2 uL tampão PCR 10 X, 1,9 uL dNTPs

(2,5mM), 1 uL primer MPTV-1 (0,134umoles/mL), 1 uL primer MPTV-2

(0,134 umoles/mL), 0,25 pL da enzima Taq polimerase (GDBCO BRL) e 0,8 uL

MgCl2.

Areação de PCR foi constituída por uma desnaturação inicial a 95°C por

1 minuto, seguida de 35 ciclos a 95°C por 10 segundos, 55°C por 10 segundos,

72°C por 30 segundos e uma extensão final a 72°C por 2 minutos. Após a
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amplificação, os produtos amplificados foram submetidos àeletroforese em gel
de agarose 1,0 %utilizando-se tampão de corrida TAE (ImM EDTA, pH 8,0; 40
mM Tris, pH 8,0; 20mM ácido acético).

As amostras foram consideradas positivas para a presença do vírus
quando foi observada uma banda de, aproximadamente, 745 pares de base no gel
deagarose (Hu et ai., 1995).

Como controles positivos e negativos, foram utilizadas amostras de

folhas provenientes de plantas infectadas e sadias, cultivadas no campo
experimental o Núcleo de Biologia Aphcada (NBA) da EMBRAPA Milho e
Sorgo.

2.2Teste via Hibridação Molecular (Dot-Blot)

Para a realização deste teste fez-se necessário a obtenção de uma sonda

marcada a frio específica parao CMV.

Para a obtenção da sonda foram utilizados os fragmentos amplificados

via RT-PCR e purificados do gel de agarose utilizando-se o"Kit" QIAquick gel
Extraction. Em seguida, os fragmentos foram clonados no vetor pCR II,
utilizando-se o "Kit" TA Cloning (Invitrogen, San Diego, CA, USA), de acordo

com as recomendações do fabricante. O método de clonagem constituiu na

ligação dos fragmentos com o vetor que possui dois sítios de restrições para Eco
RI, pela enzima DNA ligase do fàgo T4, originando plasmídeos recombinantes,

que foram transformados em E. coli. Os plasmídeos recombinantes foram

purificados pelo método da Use alcalina. Digestões com a enzima Eco RI foram

realizadas, a fim de verificar a presença do fragmento de interesse. Todas as

digestões foram realizadas a 37 °C por 2 horas. Os resultados foram analisados

por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% e a captura fotográfica foi

realizada pelo sistema de documentação de gel "Eagle Eye" (Stratagene, La
Jolla, CA, USA).
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Os plasmídeos recombinantes foram seqüenciados pelo método de

dideoxirribonucleotídeos terminadores (Sanger et ai., 1977), utilizando-se o

"Kit" sequenase (USB, Cleveland, OH) e os oügonucleotídeos M13 e T7. As

seqüências de nucleotídeos foram comparadas entre si e com seqüências de

outros isolados pertencentes a ambos os subgrupos do CMV, previamente

publicadas, utilizando-se o programa GCG daUniversidade deWisconsin, EUA.

A marcaçãoa frio da sonda foi realizada através de uma reação contendo

9,2 uL água, 5 pL tampão PCR 10X, 1,5 uL MgCl2 (50 mM),2 uL dNTPs (2,5

mM), 1 pL Taq (5 u/pL), 5 pL primer M13 (2pM), 5 pL primer Reverse (2uM),

1 uL plasmídeo diluído (1/100) e 0,5 pL de digoxigenina (ImM) sob as

seguintes condições de reação: 30 ciclos a 95 °C por 15 segundos, 55 °C por30
segundos e 72 °C por 30 segundos. Para verificação da marcação foram

aplicados 2 pL da sonda em gel de agarose 1,2%.

Após a obtenção da sonda CMV, o teste de hibridação molecular foi

realizado macerando-se aproximadamente 5 mg de folha de bananeira em N2

Uquido. Em seguida, transferiu-se o macerado para um tubo eppendorf e

adicionou-se 500uL de tampão de extração (lOOmM TRIS HC1 pH 7,5; 10 mM

EDTA pH 8,0; 0,1% SDS; ImM NaCl e 1% B-Mercaptoetanol) e 0,1 grama de

PVPP. Após breve agitação, a solução foi incubada em banho maria a 100 °C

durante 5 minutos. Ao término da incubação, o tubo foi imediatamentecolocado

no gelo até esfriar. Seguiu-se então, uma centrifugação por 5 minutos a 14000

rpm, da qual foi coletado o sobrenadante. Visando eliminar impurezas foi

realizada uma clarificação do sobrenadante adicionando-se 600 pL de etanol

gelado. Em seguida, foi realizada uma nova centrifugação por 5 minutos a 14000

rpm e descarte do sobrenadante, obtendo-se um peUet.

Após resssuspender o peUet em 200 pL TE pH 8,0 (Tris 0,01 M, pH 8,0;

EDTA 0,001 M, pH 8,0), pipetou-se 2 pL do sobrenadante em uma membrana

de nylon, que em seguida foi fixada por 30 segundos no ultra violeta. Depois de
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fixada, a membrana foi préèibridizada por 2 horas em HYB (5X SSC; 0,1%
Blocking Reagent; 0,1% laurilsarcosine e 0,1% SDS) a 65 °C. Passado este
período, adicionou-se HYB contendo 80 ng / mL de sonda previamente
desnaturada (2pL da sonda em 200 pL de HYB a 100°C por 10 minutos). Em
seguida, a membrana permaneceu hibridizando a 65 °C por 18 horas.
Posteriormente, procederam-se 2 lavagens da membrana, de 5 minutos cada,
com uma solução contendo 0,15X SSC +0,1% SDS, sob agitação a 27 °C. Em

seguida, utilizando-se esta mesma solução foram realizadas 2 lavagens de 10
minutos cada a65 °C, sob agitação. Após a segunda lavagem foi executada outra
lavagem em tampão 1(0,01M TRIS pH 7,5 e 0,15M NaCl) por 05 minutos a27
°C, sob agitação.

Após as lavagens, a membrana foi incubada em tampão 2 (0,01M TRIS

pH 7,5, 0,15M NaCl e 0,1% Blocking Reagent) por 20 minutos a27 °C, (2mL /
cm), sob agitação. Em seguida, amembrana foi incubada em solução de ANTI-

DIG (lpL ANTI-DIG em 15 mL tampão 2), por 1hora a27 °C, sob agitação.
Após a incubação a membrana foi novamente lavada por 2 vezes, 10 minutos

cada em tampão 1a 27 °C e 1vez com tampão 3 (0,01M TRIS pH 7,5, 0,10M
NaCl e 0,05MMgClí) a 27°Cpor5 minutos.

Em seguida, a membrana foi umedecida em solução contendo AMPPD

(lOpL AMPPD / mL tampão 3) entre 2 lâminas plásticas. A membrana

envolvida pelas lâminas plásticas foi colocada em contato com filme de RAIO

X, em câmera escura, por 3 horas a 37 °C. O filme foi revelado com GBX

revelador e fixado com GBX fixador.

Foram consideradas positivas para a presença do vírus, as amostras que
sensibilizaram o filmeoriginando manchas circulares.

Como controles positivos e negativos, foram utilizadas amostras de

folhas provenientes de plantas infectadas e sadias, cultivadas no campo

80



experimental do Núcleo de Biologia Aplicada (NBA) da EMBRAPA Milho e

Sorgo.

2.3Teste ELISA ("Enzyme Linked Immunosorbent Assay")

Para a realização deste teste foi adquirido o "Kit DIRECT ELISA

CMV" da AGDIA Company.

A preparação da placa para a realização do teste foi feita pipetando-se

100 pL do anticorpo por célula da placa, que permaneceu incubada por 4 horas a

37 °C. Em seguida, a placa foi lavada por 4 vezes com PBST IX. Após as

lavagens, foram adicionados 100 pL da amostra preparada (lg folha : lOmL de

tampão) por célula e procedeu-se nova incubação por 2 horas a 37 C. Foram

realizadas 4 lavagens com PBST IXe em seguida foram adicionados lOOpL da

lgGconjugada com fosfatase alcalina e incubou-se a placa por 2 horas a 37 C.

Novamente, a placa foi lavada com PBST IX por 4 vezes e seca com papel

toalha. Adicionou-se 100 pL da solução PNP e incubou-se a placa em estufa a

37 °C. Após 1 hora de incubação, a reação foi paralisada adicionando-se 50 pL

de hidróxido de sódio 3M.

Todas as amostras foram repetidas em três placas diferentes para a

obtenção de um valor médio para cada amostra.

Como controles positivos e negativos, foram utilizados os controles do

próprio Kit CMV.

As leituras das placas foram realizadas a 405 nm em espectrofotômetro

para placa ELISA Labsystems Multiskan MS. As amostras foram consideradas

positivas quando o valor médio das três repetições por amostra foi superior ao

valor de referência. O valor de referência foi determinado, multiplicando-se por

2 o valor médio dos três controles negativos.
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2.4 EXPERIMENTO I. Comparação da sensibilidade e eficiência dos três

testes de detecção para o CMV.

Para estimar a sensibilidade de cada teste foi utilizada uma solução

contendo plasmídeos pCR II clonados com fragmentos de cDNA

correspondentes a dois terços do gene da capa protéica doCMV. A concentração

de plasmídeos em solução foi determinada em espectrofotômetro a 260 / 280
nm.

Baseado na concentração inicial dos plasmídeos (8,7 pg / pL), diluições

em série foram preparadas, variando de lpg/ pLaté 1pg/ pi. Em seguida estas

diluições foram submetidas aos três testes paradetecção do CMV.

A estimativa da eficiência de cada teste foi realizada utilizando-se

amostras de folhas coletadas em três plantas da cultivar Grand Naine, cultivadas

no campo experimental do Núcleo de Biologia Aplicada (NBA) da EMBRAPA

Milho e Sorgo. A planta A apresentava folhas totalmente tomadas por fortes

sintomas de mosaico, a planta B com sintoma menos intenso e a planta C com

sintoma de mosaicosuave (Figura 18).

FIGURA 18. Aspecto visual das plantas A (sintomas severos). B (sintomas moderados)
c C (sintomas fracos). EMBRAPA Milho c Sorgo. Sete Lagoas - MG. 2002.
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Para determinar a eficiência dos três testes foram utilizadas as seguintes

diluições: OX (extrato bruto ou 500 ng / pL de RNA); IX; 10X; 100X; 1.000X;

10.000X; 100.000X; l.OOO.OOOXe 10.000.000X.

Para os testes Dot-Blot e ELISA, os macerados de folhas foram diluídos

em seus respectivos tampões de extração. No teste RT-PCR as diluições foram

realizadas nos RNAs previamente diluídos para a concentração de 500 ng / pL.

A determinação das concentrações iniciais dos RNAs foi realizada em

espectofotômetro a 260 / 280 nm.

2.5 EXPERIMENTO II. Análise de 52 amostras de folhas de bananeira

através dos três testes de detecção do CMV e padronização do local de

amostragem na folha e das condições de armazenamento dos materiais

vegetais coletados para análise.

Na fazenda de propriedade do "Sr. Toninho", localizada no município de

Andradas- MG, foram coletadas 52 amostras de folhas de bananeira (Tabela 7).

Imediatamente depois de coletadas, as amostras foram identificadas e

armazenadas em nitrogênio líquido para serem transportadas até o laboratório de

Biologia Molecular do Núcleo de Biologia Aplicada da EMBRAPA Milho e

Sorgo, onde procedeu-se a realização dos três testes em todas as amostras. Nos

testes RT-PCR e Dot-Blot, foram utilizados como controle positivo e negativo

amostras coletadas de plantas infectadas e sadias cultivadas no campo

experimental do Núcleo de Biologia Aplicada. Para o teste ELISA foram

utilizadosos próprios controles positivoe negativo do Kit.

Foram coletadas amostras de folhas de três moitas (planta adulta + filha)

infectadas (Figura 19), de três moitas sadiase de uma planta infectadaA (Figura

20). Na Figura 21 está representado o esquema de coleta das amostras das

moitas infectadas e sadias.
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A escolha das folhas a serem amostradas seguiu os padrões normalmente

utilizados em estudos de detecção de fitopatógenos. Em plantas com sintomas

típicos de mosaico, foram coletadas amostras das folhas que apresentavam

sintomas e em plantas sem sintomas, coletaram-se amostras do terceiro par de
folhas a partir doápice.

Visando verificar a influência do local de amostragem na folha, os

limbos foliares de uma folha sintomática e de uma folha sem sintoma da planta

A foram subdivididas em 6 seções e as nervuras principais em três regiões,

conforme detalhado naFigura 22 (amostras 35a 52 da Tabela 7). Além das duas

folhas que foram subdivididas, foi coletado o outro par de folhas da planta A,

sendo que umaapresentando sinais de infecção e outra não (amostras 31 a 34 da

Tabela 7).

TABELA 7. Identificação e caracterização das 52 amostras de folhas de
bananeiras coletadas no município de Andradas - MG.
EMBRAPA Milhoe Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

IDENTIFICAÇÃO CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA
1 MD1, PL. ADULTA FOLHA C/ SINTOMA - LIMBO
2 MD1.PL. ADULTA. FOLHA C/ SINTOMA -NERVURA
3 MD1, PL. ADULTA C/ SINTOMA FOLHA S/ SINTOMA - LIMBO
4 MD1, PL. ADULTA C/ SINTOMA. FOLHA S/ SINTOMA -

NERVURA

5 MD1, FILHA S/ SINTOMA FOLHA - LIMBO

6 MD1, FILHAS/SINTOMA. FOLHA-NERVURA
7 MD2,PL. ADULTA. FOLHA C/SINTOMA-LIMBO
8 MD2.PL. ADULTA. FOLHA C/SINTOMA-NERVURA
9 MD2, PL. ADULTA FOLHA S/ SINTOMA - LIMBO

10 MD2.PL. ADULTA. FOLHAS/SINTOMA-NERVURA
11 MD2, FILHA S/ SINTOMA FOLHA - LIMBO

12 MD2, FILHA S/ SINTOMA FOLHA - NERVURA

13 MD3, PL ADULTA FOLHA C/ SINTOMA - LIMBO
14 MD3, PL. ADULTA. FOLHA C/ SINTOMA - NERVURA
15 MD3.PL. ADULTA. FOLHAS/SINTOMA-LIMBO
16 MD3.PL. ADULTA. FOLHAS/SINTOMA-NERVURA

.continua..
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Tabela 7. cont

17 MD3, FILHA S/ SINTOMA. FOLHA - LIMBO
18 MD3, FILHAS/ SINTOMA. FOLHA -NERVURA
19 MS1.PL. ADULTA. - LIMBO
20 MSI. PL. ADULTA- NERVURA
21 MSI, FILHA-LIMBO
22 MSI. FILHA-NERVURA
23 MS2, PL. ADULTA. - LIMBO
24 MS2, PL. ADULTA - NERVURA
25 MS2, FILHA-LIMBO
26 MS2, FILHA - NERVURA
27 MS3, PL. ADULTA. - LIMBO
28 MS3, PL. ADULTA - NERVURA
29 MS3, FILHA- LIMBO
30 MS3, FILHA - NERVURA
31 PL.A. FOLHA 1C/ SINTOMA- LIMBO
32 PL. A. FOLHA 1C/ SINTOMA - NERVURA
33 PL.A, FOLHA 2 S/SINTOMA-LIMBO
34 PL.A, FOLHA 2 S/SINTOMA-NERVURA
35 PL. A, FOLHA 3 O SINTOMA - LIMBO ESQUERDO SUPERIOR
36 PL. A. FOLHA 3C/ SINTOMA - LIMBO ESQUERDO MÉDIO
37 PL. A, FOLHA 3 C/SINTOMA - LIMBO ESQUERDO INFERIOR
38 PL. A, FOLHA 3C/SINTOMA - LIMBO DIREITO SUPERIOR
39 PL. A,FOLHA 3C/ SINTOMA - LIMBO DIREITO MÉDIO
40 PL. A, FOLHA 3 O SINTOMA- LIMBO DIREITO INFERIOR
41 PL. A. FOLHA 3C/SINTOMA - NERVURA REGIÃO SUPERIOR
42 PL. A. FOLHA 3O SINTOMA - NERVURA REGIÃO MEDIANA
43 PL. A, FOLHA 3C/SINTOMA - NERVURA REGIÃO INFERIOR
44 PL.A, FOLHA 4 SI SINTOMA- LIMBO ESQUERDO SUPERIOR
45 PL. A.FOLHA 4S/SINTOMA. - LIMBO ESQUERDO MÉDIO
46 PL. A, FOLHA 4 S/ SINTOMA. - LIMBO ESQUERDO INFERIOR
47 PL. A, FOLHA 4 S/ SINTOMA- LIMBO DIREITO SUPERIOR
48 PL. A, FOLHA 4 SI SINTOMA - LIMBO DIREITO MÉDIO
49 PL.A, FOLHA 4 S/ SINTOMA- LIMBO DIREITO INFERIOR
50 PL. A,FOLHA 4 S/SINTOMA - NERVURA REGIÃO SUPERIOR
51 PL. A, FOLHA 4 S/SINTOMA - NERVURA REGIÃO MEDIANA
52 PL. A, FOLHA 4S/ SINTOMA - NERVURA REGIÃO INFERIOR
MD: MOITA INFECTADA; MS: MOITA SADIA.
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FIGURA 19. Aspecto visual das moitas infectadas MD 1 (sintomas severos),
MD 2 (sintomas moderados) e MD 3 (sintomas fracos).
EMBRAPA Milho e Sorgo. Sete Lagoas - MG, 2002.

FIGURA 20. Aspecto visual da planta A (folha 1: com sintoma, folha 2: sem
sintoma; folha 3: com sintoma; folha 4: sem sintoma).
EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.
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FIGURA 21. Representação esquemática da coleta de amostras de folhas de
bananeiras em moitas doentes e sadias. EMBRAPA Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.
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FIGURA 22. Esquema de amostragem dentro da folha de bananeira utilizada na
planta A. 1: limbo esquerdo superior; 2: limbo esquerdo médio; 3:
limbo esquerdo inferior; 4: limbo direito superior, 5: limbo direito
médio; 6: limbo direito inferior; 7: nervura região superior; 8:
nervura região mediana e 8: nervura região interior. EMBRAPA
Milhoe Sorgo, SeteLagoas - MG, 2002.

Visando padronizar a forma de armazenamento do material para anáhse,

foi conduzido umexperimento onde amostras de folhas de 20X 20cm, retiradas

de folhas com sintomas típicos de mosaico, cuja presença do vírus foi detectada

pelo teste ELISA, foram armazenadas sob diferentes condições (saco de papel;

saco plástico; saco plástico + folhas de jornal; saco plástico + folhas de jornal

umedecido e nitrogênio Uquido) por um período de 10 dias à temperatura

ambiente e no escuro. Com exceção do armazenamento em nitrogênio Uquido,

as demais condições de armazenamento buscaram assemelhar-se às condições

pelas quais uma amostra seria submetida quando enviada pelo correio para

anáhse. Diariamente, as amostras foram avahadas, visualmente, para verificar o

88



seu estado de conservação. Para cada condição de armazenamento foram

utilizadas 3 repetições, das quais acada 2dias foram retiradas sub-amostras para

análises viaELISA, Dot- Blot e RT-PCR. Após a preparação dos extratos ou da

extração do RNA para serem utilizados nos testes, alíquotas desses extratos ou

RNAs foram armazenados em freezer -80°C para serem reavaliados a cada 2

meses por até 4 meses de armazenamento para verificar por quanto tempo a

detecçãodo vírus foi possível.

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 EXPERIMENTO I. Comparação da sensibilidade e eficiência dos três

testes de diagnose para o CMV.

O teste RT-PCR foi sensível o suficiente para detectar a presença do

plasmídeo clonado com o fragmento de cDNA correspondente a dois terços do

gene da capa protéica do CMV até a concentração de 10 fg / pL (Figura 22).

Para este teste, concentrações inferiores a 10 fg / pL não foram capazes de

amplificar a banda de 745 pb correspondente a dois terços do gene da capa

protéica do CMV.
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745 pb

FIGURA 22. Resultado do teste RT-PCR realizado com diferentes
concentrações do plasmídeo clonado com fragmento de cDNA
correspondente a dois terços do gene da capa protéica do CMV.
(MM: Marcador de peso molecular 1 Kb Ladder; +: controle
positivo; -: controle negativo; 1: I pg / pL; 2: 100 ng/ pL; 3: 10
ng/pL;4: 1ng/pL;5: IOOpg/pL;6: 10pg/pL;7: lpg/pL;
8: 100 fg / pL; 9: 10 fg / pL; 10: I fg / pL). São consideradas
positivas concentrações que amplificaram uma banda de 745 pb.
EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Hu et ai. (1995) em estudo semelhante, utilizando partículas virais de

CMV purificadas de folhas de tabaco, detectaram a presença do vírus em

concentraçõesde até 100 fg / pL, ou seja, obteveram uma sensibilidade 10 vezes

menor do que a conseguida neste estudo. Segundo Singh et ai. (1995), a

sensibilidade desse tipo de teste é influenciada principalmente pela qualidade

das enzimas Reverse transcriptase e Taq polimerase utilizadas na execução do

teste.

A utilização do teste de hibridação Dot - Blot permitiu detectar a

presença do plasmídeo até 100 pg / pL (Figura 23). Esta sensibilidade foi 100

vezes superior à encontrada por Hu et ai. (1995).

90



12 3 4 5

FIGURA 23. Resultado do teste Dot-Blot realizado com diferentes
concentrações do plasmídeo clonado com fragmento de cDNA
correspondente a dois terços do gene da capa protéica do CMV.
(+: controle positivo; -: controle negativo; I: 100 ng / pL; 2: IO
ng/ pL; 3: 1 ng / pL; 4: 100 pg / pL; 5: 10 pg / pL). São
consideradas positivas as concentrações que sensibilizaram o
filme (manchas circulares). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas - MG, 2002.

Kiranmai et ai. (1998), obteve em seus estudos comparativos entre

sondas marcadas com 32P e digoxigenina uma sensibilidade de 40 pg / pLe 150

pg / pL, respectivamente. Esta menor sensibilidade associada ao impacto

ambiental, segurança durante o uso e posterior descarte, menor durabilidade,

dificuldade para a compra e o custo de marcadores radioativos reafirmam a

superioridade das sondas marcadas a frio em relação às marcadas

radioativamente.

A maior sensibilidade encontrada por Kiranmai et ai. (1998) pode ser

justificada, pois a sonda utilizada nesse estudo havia sido marcadaa pelo menos

um ano e a utilizada por Kiranmai et ai. (1998) foi utilizada imediatamente após

a sua marcação. Segundo Dietzgen et ai. (1994) sondas marcadas quimicamente

armazenadas por mais de um ano, mesmo em condições ideais, reduzem sua

sensibilidade, mas não se tornam obsoletas.

A sensibilidade de 100 ng / pL foi alcançada utilizando-se o teste

ELISA (Tabela 8 e Figura 24). Este resultado coincide com o obtido por Hu et

ai. (1995) utilizando o teste ELISA. Istoera esperado uma vez que em ambos os



trabalhos foram utilizados Kits Direct ELISA CMV da Agdia Company. No

entanto, Hsu et ai. (2000), em seu trabalho utilizaram anticorpos produzidos em

ratos para a detecção do CMV em bananeira obteveram uma sensibilidade

suficiente para detectar o vírus em concentrações superiores a 1ng / pL.

TABELA 8. Resultados das leituras de absorbância a 405nm do teste ELISA
realizado com diluições do plasmídeo. EMBRAPA Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

CONCENTRAÇÕES I II III MEDIA
DE PLASMÍDEOS

lpg/pl 2,200 2,649 1,804 2,217
lOOng/pl 1,666 1,043 1,001 1,236
10 ng / pi 0,537 0,483 0,497 0,505
lng/pl 0,103 0,148 0,096 0,116

lOOpg/pl 0,040 0,138 0,038 0,072
lOpg/pl 0,047 0,027 0,037 0,037
lpg/pl 0,052 0,030 0,034 0,038

CONTROLE (+) 1,907 2,103 1,834 1,948
CONTROLE (-) 0,213 0,307 0,272 0,264 (0,528)*

I, II, III: Repetições das mesmas diluições realizadas em placas diferentes.
* Valorde referência = 2 vezes o valordo controle negativo.
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FIGURA 24. Teste ELISA realizado com diferentes concentrações de
plasmídeos clonados como fragmento de cDNA correspondente
a dois terços do gene da capaprotéica do CMV. (1:1 Mg/pL; 2:
100 ng/pL; 3: 10ng/pL; 4: 1ng/pL; 5: 100 pg/pL; 6: 10pg/pL;
7: 1 pg/HL; 8: valor de referência). São consideradas positivas
as diluições cujas absorbâncias são maiores do que o valor de
referência. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG,
2002.

Kiranmai et ai. (1998), comparando ELISA Sandwich, ELISA Direto e

ELISA Indireto obteveram a mesma sensibilidade que a encontrada nesse

trabalho independente do tipode ELISA utilizado para a detecção do CMV, em

amostras de folhas de bananeiras. No entanto, ressaltou-se que o teste ELISA

Direto por ser o mais econômico, rápido, versátil e passível de automação, deve

ser o preferencial para análisede grandes quantidades de amostras.

Comparando os resultados pode-se inferir que, o RT-PCR foi 1000

vezes mais sensível do que o teste Dot Blot e este cerca de 100 vezes mais

sensível que o ELISA.

Quanto à eficiência dos testes, pode-se observar na Figura 25 que, a

utilização do teste RT-PCR permitiu a detecção do vírus em amostras diluídas

até 1.000.000 vezes nas plantas A e B e até 100.000 vezes no extrato foliar da

plantaC. A menor eficiênciado teste na plantaC pode ser explicada pelas suas
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folhas quase não apresentarem sintomas causados pelo vírus, indicando menor

concentração deste vírus na planta C, portanto menor quantidade do RNA do

vírus foi extraída junto com o RNA Total.

745 pb

FIGURA 25. Teste RT-PCR realizado com diferentes diluições do RNA
extraído das plantas A, B e C. (MM: marcador de peso
molecular; (+) controle positivo; (-) controle negativo; 1: 500
ng/pL; 2:IX; 3: I0X; 4: 100X; 5: 1.000X; 6: I0.000X; 7:
I00.000X; 8: I.OOO.OOOX; 9: 10.000.000X). São consideradas
positivas as diluições que amplificaram a banda de 745 pb.
EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Quando utilizado o teste Dot-Blot, não foram observadas diferenças

entre os resultados dos testes realizados nas três plantas (Figura 26). No entanto,

este teste foi 1000 vezes menos eficiente do que o RT-PCR, conseguindo

detectar a presença do vírus ate' a diluição de 1000 vezes no extrato bruto.
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FIGURA 26. Teste Dot-Blot realizado com diferentes diluições do extrato foliar
preparado para análise. ((+) controle positivo; (-) controle
negativo; 1: IX; 2: 10X; 3: I00X; 4: 1.000X; 5: 10.000X; 6:
100.000X; 7: I.OOO.OOOX; 8: 10.000.000X; 9: extrato bruto). São
consideradas positivas as diluições que sensibilizaram o filme
(manchas eirculares). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas -
MG, 2002.

Também não foram encontradas diferenças no teste ELISA realizado

nas plantas A, B e C. Em todas as amostras o teste detectou a presença do vírus

em diluições de até 10 vezes no extrato bruto (Tabela 9 e Figura 27). O teste

ELISA foi 100 vezes menos eficiente que o teste Dot-Blot e 100.000 vezes

menos efetivo do que o RT-PCR.
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TABELA 9. Resultados das leituras de absorbância a 405nm do teste ELISA
realizado com diluições dos extratos foliares. EMBRAPA Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

DILUIÇÕES I II III MEDIA
PLANTA A

EXTRATO 3,046 2,300 2,242 2,588
BRUTO

IX 1,746 0,998 1,342 1,362
10X 0,842 0,745 0,597 0,728

100X 0,224 0,315 0,122 0,221
1000 X 0,048 0,112 0,132 0,097

CONTROLE (+) 2,204 2,580 2,004 2,262
CONTROLE (-) 0,428 0,375 0,219 0,341 (0,682)*

PLANTA B

EXTRATO 2,694 1,743 0,892 1,776
BRUTO

IX 0,997 1,103 1,002 1,034
10X 0,774 0,699 0,691 0,721

100 X 0,542 0,600 0,407 0,516
1000 X 0,109 0,074 0,091 0,091

CONTROLE (+) 2,204 2,580 2,004 2,262
CONTROLE (-) 0,453 0,350 0,219 0,341 (0,682)*

PLANTA C

EXTRATO 1,503 1,907 1,334 1,581
BRUTO

IX 1,042 1,892 0,996 1,310
10 X 1,002 1,124 0,764 0,963

100 X 0,746 0,402 0,329 0,493
1000 X 0,096 0,042 0,111 0,083

CONTROLE (+) 2,204 2,580 2,004 2,262
CONTROLE (-) 0,400 0,428 0,387 0,402 (0,804)*

I, II, III: Repetições das mesmas diluições realizadas em placas diferentes.

* Valorde Referência = 2 vezes o valor da leitura do controle negativo.
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FIGURA 27. Teste ELISA realizado com diferentes diluições do extrato foliar
preparado para análise. (1: extrato bruto; 2: IX; 3: 10X; 4: 100X;
5: 1.000X; 6: valor de referência). São consideradas positivas as
diluições cujas absorbâncias são maiores do que o valor de
referência. EMBRAPA Milho e Sorgo, SeteLagoas - MG, 2002.

Por se tratar de uma metodologia que utiliza primers específicos e

complemcntares a uma determinada seqüência genética pertencente

exclusivamente ao material genético do fitopatógeno, os chamados métodos
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moleculares, como oRT-PCR, tendem aser muito mais sensíveis eeficientes do
que os métodos colorimétricos e de hibridação com sondas marcadas. Um outro
problema não encontrado no RT-PCR é o "falso posravo",o que seria mais
comumente detectado em testes sorológicos que utilizam anticorpos policlonais
(Coote, 1990). A ocorrência de "felso positivo" nos métodos de hibridação
também é bem remota, uma vez que esta técnica é baseada no anelamento de
uma sonda marcada a uma seqüência específica do material genético do
fitopatógeno. No entanto, oaparecimento de "background" nos filmes de raios-
Xpode dificultar avisualização dos resultados (Palukaitis, 1998).

Embora os métodos sorológicos sejam freqüentemente utilizados na
detecção rotineira de vírus de plantas, ahibridação de ácidos nucléicos permite
testes mais sensíveis eespecíficos quando comparados com estes.

Apesar do teste RT-PCR ter se mostrado muito mais eficiente e sensível
do que os demais utilizados, sua aplicação em programas de indexação de mudas
de bananeiras ficaria restrito àindexação das matrizes doadoras de meristemas,
devido ao seu alto custo e sofisticação. Aanálise de 100 amostras por RT-PCR
custaria em tomo de R$1300,00 (Anexo 3a), enquanto que as mesmas 100
amostras realizadas pelos testes Dot-Blot e ELISA custariam em torno de R$

102,00 e R$ 175,00, respectivamente (Anexo 3b e 3c). Além disso, para a
realização do teste RT-PCR haveria a necessidade de um laboratório bem
equipado e em condições de realizar extrações de RNA em um grande número
de amostras ao mesmo tempo. Na prática, a extração de RNA de um grande
número deamostras seria o fator mais limitante datécnica.

O teste Dot-Blot apresenta o melhor custo-benefício entre os três testes
avaliados. Com exceção da obtenção da sonda marcada afrio, os demais passos
para a realização do teste são relativamente simples e não necessitam de um
laboratório tão bem equipado como para arealização do RT-PCR.
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O método ELISA, apesar de apresentar a menor sensibilidade dos três

testes, é o oficialmente recomendado para a certificação de mudas de bananeiras

pelo Instituto Mineiro de Agropecuária (IMA). O método é particularmente
conveniente quando existe um grande número de amostras a serem testadas em

um curto espaço de tempo pelos laboratórios cie diagnose credenciados. No

entanto, para laboratórios de produção de mudas, onde a quantidade de amostras

não seria tão grande, pode-se recomendar a substituição do teste ELISA pelo

Dot-Blot para a realização docontrole fitossanitário das mudas.

No anexo 3d, encontra-se a forma de apresentação proposta para o

Laudo de Certificação Fitossanitária de mudas de bananeiras.

3.2 EXPERIMENTO II. Análise de 52 amostras de folhas de bananeiras

através dos três testes de detecção do CMV e padronização do local de

amostragem na folha e das condições de armazenamento dos materiais

vegetais coletados para análise.

Segundo os resultados obtidos, o envio de amostras pelo correio deve ser

realizado utilizando-se o saco plástico com jornal úmido, exceto para o testes

RT-PCR, pois esta forma de armazenamento manteve por mais tempo, 10 dias, a

integridade das folhas. A utilização do saco de papel fez com que as folhas de

bananeira se apresentassem completamente secas e impróprias para os testes

com três dias de armazenamento. Saco plástico ou saco plástico mais jornal seco

mantiveram as folhas até o sexto dia de armazenamento, sendo que após este

período tornaram-se escurecidas e impróprias para realização dos testes.

O armazenamento em nitrogênio líquido é, sem dúvida, a mais eficiente

forma de conservação de amostras, mas seu uso fica limitado a sua falta de

praticidade. Uma alternativa à utilização do nitrogênio líquido para o
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armazenamento das amostras para realização do teste RT-PCR seria o

armazenamento e envio pelo correio das amostras foliares mantidas em meio de

cultura. A necessidade de um material vegetal integro é o fator limitante desta
técnica (Gafny et ai., 1996).

Através do teste RT-PCR foi possível detectar a presença do vírus
apenas nas amostras armazenadas em nitrogênio líquido, nas três repetições

(Figura 28). Isto era esperado devido ao RNA ser uma molécula altamente

instável e portanto facilmente degradado. Apesar de alguns RNAs não

apresentarem as bandas bem definidas no gel de agarose, não foram observados

problemas para a detecção do vírus nestas amostras. O não aparecimento das

bandas no gel pode ter sido decorrente da baixa eficiência do método de

extração nestas amostras. Os RNAs armazenados a -80°C mantiveram-se

íntegros durante os quatro meses em que foram utilizados para o teste RT-PCR
(Figura 29 e 30).

FIGURA 28. RT-PCR de amostras de folhas de bananeiras armazenadas sob
diferentes formas por 2 dias. (1: Nitrogênio Líquido; 2: Saco de
papel; 3: Saco Plástico; 4: Saco Plástico + Jornal; 5: Saco Plástico
+ Jornal Úmido; +:controle positivo; -: controle negativo).
EMBRAPA Milhoe Sorgo,Sete Lagoas- MG, 2002.
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FIGURA 29. RNAs extraídos de folhas de bananeiras armazenadas em
nitrogênio líquido por diferentes períodos de tempo. A: 2 dias
de armazenamento; B: 2 meses de armazenamento e C: 4 meses
de armazenamento. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas -
MG, 2002.

FIGURA 30. Bandas de 745pb obtidas via RT-PCR a partir de RNA extraído de
planta infectada armazenado por diferentes períodos de tempo. (A:
2 dias de armazenamento; B: 2 meses de armazenamento e C: 4
meses de armazenamento; +: controle positivo; -: controle
negativo). EMBRAPA Milhoe Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Em todas as repetições, os testes ELISA e Dot-Blot não diferiram em

seus resultados. Ambos foram capazes de detectar a presença do vírus em

amostras armazenadas em saco de papel até o segundo dia de armazenamento,

até o sexto dia armazenamento em saco plástico com ou sem jornal seco e em
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saco plástico com jornal úmido ou nitrogênio líquido por 10 dias (Figura 31 e
32).

12 3 4 5 + 12 3 4 5

2 DIAS 4 DIAS

12 3 4 5 + 12 3 4 5

6 DIAS 8 DIAS

12 3 4 5

10 DIAS

FIGURA 31. Resultados dos testes Dot-Blot realizados com as amostras
armazenadas sob diferentes condições por 2, 4, 6, 8 e 10dias (1:
saco de papel; 2: saco de plástico; 3: saco plástico + jornal; 4:
saco plástico + jornal úmido; 5: nitrogênio líquido). São
consideradas positivas as amostras que sensibilizaram o filme
(manchas circulares). EMBRAPA Milho c Sorgo, Sete Lagoas -
MG, 2002.
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FIGURA 32. Resultados do teste ELISA realizados com as amostras

armazenadas sob diferentes condições por 2,4, 6, 8 e 10 dias (1:
saco de papel; 2: saco de plástico; 3: saco plástico + jornal; 4:
saco plástico + jornal úmido; S: nitrogênio líquido; 6: valor de
referência). São considerados positivos os valores maiores do
que o valor de referência. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas - MG, 2002.
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Os extratos armazenados a -80°C oriundos de folhas armazenadas em

saco plástico com jornal úmido e em nitrogênio líquido permaneceram em

condições de utilização até oquarto mês de armazenamento (Figura 33 e 34).
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FIGURA 33. Resultados do teste ELISA realizado com extratos armazenados a

-80°C por 4 meses (1: saco plástico + jornal úmido; 2: nitrogênio
líquido; 3: valor de referência). São considerados positivos os
valores maiores do que o valor de referência. EMBRAPA Milho e
Sorgo. Sete Lagoas - MG; 2002.

1 2

4 MESES

FIGURA 34. Resultados do teste Dot-Blot realizados com extratos armazenados

a -80°C por 4 meses (+: controle positivo; -: controle negativo; 1:
saco plástico + jornal úmido; 2: nitrogênio líquido). São
consideradas positivas as amostras que sensibilizaram o filme
(manchas circulares). . EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas -
MG, 2002.

Os resultados obtidos nos três testes para as 52 amostras de folhas de

bananeiras enviadas podem ser observados na Tabela 10 e nas Figuras 35e 36.

Independentemente da metodologia de detecção empregada, foi possível

detectar a presença do vírus em todas as amostras de folhas da planta adulta

pertencentes à moita infectada l. A não percepção visual dos sintomas

característicos causados pelo CMV, como nas amostras 3 e 4, não implica que o
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tecido esteja isento de vírus. Segundo Mossop eFrancki (1978), alguns isolados
de CMV podem conter uma quinta molécula de RNA, denominada RNA satélite
(satRNA), que apesar do seu pequeno tamanho, pode alterar drasticamente a
repiicação e expressão dos sintomas causados pelo CMV, induzindo desde
atenuação até acentuação dos sintomas. Na maioria dos isolados de satRNA já
estudados, mostrou que este tipo de RNA atenua os sintomas virais nas plantas
infectadas pelo CMV (Jacquemond eLeroux, 1982; Garcia-Arenal et ai., 1987).

Nas amostras retiradas da filha desta mesma moita 1, apenas oteste RT-
PCR foi capaz de detectar a presença do vírus. Como a filha em questão estava
nos estágios iniciais do seu crescimento, com aproximadamente 15 cm de altura,
a concentração de partículas virais possivelmente era muito baixa, possibilitando
apenas suadetecção pelo testeRT-PCR, o mais sensivel entre eles.

Resultados semelhantes para a planta adulta da moita 2 foram

observados. No entanto, nenhum dos três testes foi capaz de detectar apresença
do vírusnas amostras retiradas da filha desta moita.

Apesar dos poucos trabalhos relacionados a translocaçâo do CMV em
bananeiras, Ding (1997) afirma que o produto do gene 2b do CMV, além de ser
um fator de virulência , também está envolvido na movimentação da partícula
viral a longas distâncias. Contudo, não se sabe ao certo os fatores que estão
envolvidos nesta translocaçâo, mas sabe-se que existem fatores que bloqueiam
esta translocaçâo a longa distância.

Outra explicação para anão detecção do vírus na filha seria que abaixa
concentração de partículas virais existentes, não foi capaz de ser detectada pelo
teste RT-PCR.

Na moita infectada 3, todas as amostras oriundas da planta mãe
apresentaram-se infectadas pelo vírus. Nas amostras retiradas da filha, apenas o
teste ELISA não foi capaz de detectar a presença do vírus. Isto pode ser
explicado pela menor sensibilidade eeficiência demonstrada pelo teste.
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Comexceção da amostra 24 (MoitaSadia2, plantaadulta sem sintoma -

nervura) todas as amostras provenientes das três moitas sadias foram

consideradas não infectadas pelo CMV, independentemente do teste utilizado.

Na amostra 24, apenas o teste ELISA detectou a presença do vírus. Segundo

Coote (1990), problemas de "falso positivo" são possíveis de ocorrerem em

testes colorimétricos.

A presença do vírus foi confirmada em todas as amostras retiradas da

folhas 1 da planta A, independentemente do teste utilizado. Dentre todas as

amostras da folha 2, apenas o teste ELISA não foi capaz de detectar a presença

do vírus na amostra formada pelo limbo foliar. Nesta mesma amostra, os testes

RT-PCR e Dot-Blot confirmaram a infecção pelo CMV. Mais uma vez, atribui-

se esta não detecção a baixa concentraçãoviral ou a problemas ocorridos durante

a execução do teste.

As amostras das folhas 3 e 4 da planta A, independentemente do localde

amostragem, foram consideradas positivas nos três testes. Este resultado indica

que o local de amostragem dentro da folha, apresentando ou não sintomas, não

interfere nos resultados. No entanto, como o vírus é translocado

preferencialmente pelos feixes vasculares das folhas, deve-se dar preferência por

coletar amostras do limbo foliar da região mediana da folha que apresentem

sintomas e próxima a nervura, à semelhança do método de amostragem utilizado

para análise dos teores de minerais em folhas de bananeira (Alves, 1999).

Amostras de tecidos da nervura são mais difíceis de serem preparados para as

análises e apresentam maior quantidade de substâncias que podem interferir nos

resultados.

Em plantas que não apresentam sintomas de infecção por CMV, deve-se

seguir a Norma Internacional para Determinação do Estado Nutricional de

Bananeiras elaborada por Martin - Prével (1984), onde estabelece que a folha

amostrada de ser a terceira a contar do ápice da planta.
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TABELA 10. Resultados dos testes RT-PCR, Dot-Blot e ELISA aplicados em
52 amostras coletadas no município de Andradas - MG. (+:
amostras infectadas; -: amostras sadias). EMBRAPA Milho e Sorgo,
Sete Lagoas - MG, 2002.

AMOSTRAS RT-PCR Dot-Blot ELISA* ABS (405nm)
1 + + + 1,476
2 + + + 1,333
3 + + + 1,569
4 + + + 0,666
5 +

- - 0,528
6 +

- - 0,499
7 + + + 1.321
8 + + + 1,098
9 + + + 0,891
10 + + + 1,553
11 - - - 0,371
12 - - - 0,269
13 + + + 1,001
14 + + + 1,042
15 + + + 1,369
16 + + + 1,667
17 + + - 0,642
18 + + - 0,421
19 - - - 0,499
20 - - - 0,501
21 - - - 0,528
22 - - - 0,397
23 - - - 0,532
24 - -

+ 0,911
25 - - - 0,7
26 - - - 0,554
27 - - - 0,354
28 - - - 0,612
29 - - - 0,421
30 - - - 0,672
31 + + + 1,773
32 + + + 1,668

...continua...
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Tabela 10. Cont.

33 + + - 0,512

34 + + + 1,003

35 + + + 1,293

36 + + + 1,834

37 + + + 1,511

38 + + + 1,368

39 + + + 1,599

40 + + + 1,294

41 + + + 1,003

42 + + + 1,744

43 + + + 1,333

44 + + + 0,993

45 + + + 0,882

46 + + + 0,976

47 + + + 1,005

48 + + + 0,875

49 + + + 0,966

50 + + + 1,103

51 + + + 1,055

52 + + + 0,832

*Valor de referência para ELISA: 0,703
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FIGURA 35. Resultado do teste RT-PCR aplicado nas 52 amostras coletadas no
município de Andradas - MG. (MM: marcador de peso molecular
1 Kb Laedder; I - 52: amostras; +: controle positivo; -: controle
negativo). Foram consideradas positivas as amostras que
amplificaram uma banda de 745pb. EMBRAPA Milho e Sorgo,
Sete Lagoas - MG, 2002.

110



FIGURA 36. Resultado do teste Dot-Blot aplicado nas 52 amostras coletadas no
município de Andradas - MG. (+: controle positivo; -: controle
negativo; 1 - 52: amostras). São consideradas positivas todas as
amostras que sensibilizaram o filme de raio X (manchas
circulares). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas- MG, 2002.
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4 CONCLUSÕES

- Os testes RT-PCR, Dot-Blot e ELISA são suficientemente sensíveis

para detectar a presença do plasmídeo clonado com o fragmento de cDNA

correspondente a dois terços do gene da capa protéica do CMV em

concentrações de até 10fg/pL, 100pg/pLe 100 ng/pL, respectivamente.

- O teste RT-PCR apresenta-se 1.000 vezes mais eficiente doque o teste

Dot-Blot e 100.000vezes mais do que o ELISA;

- O local de coleta da amostra na folha não interfere nos resultados dos

testes;

- Para a realização do teste RT-PCR é necessário o imediato

armazenamentodas amostras em nitrogênio líquido;

- Para a realização dos testes Dot-Blot e ELISA as amostras podem ser

armazenadas por até 10dias em sacosplásticos contendo jornal úmido;

- É possível detectar a presença do CMV em extratos foliares ou RNAs
armazenados por4 meses a - 80°C;

- Recomenda-se aplicação do teste RT-PCR apenas nas matrizes que

darão início ao processo de produção de mudas.
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6ANEXOS

ANEXO 1

Anexo Ia. Lei 6507 de 19 de Dezembro de 1977. e portaria do Ministério da
Agricultura n2 386 de 15 de dezembro de 1980 que regulamentam os
padrões de qualidade para a produção, transporte e comercialização de
mudas de bananeira em todo o território nacional.

LEI N. 6.507 - DE 19 DE DEZEMBRO DE 1977

Dispõe sobre a inspeção e a fiscalização da produção e do comércio de
sementes e mudas, e dá outras providências

0 Presidente da República.
faço saber que o Congresso Nacional decreta e eusanciono a seguinte Lei:
Art. Io Ficam estabelecidas a inspeção e a fiscalização da produção e do
comércio de sementes e mudas, em todo o Território Nacional.
Parágrafo único. A inspeção e a fiscalização terão por objetivo garantir, com
base em padrões oficiais, a qualidade do material produzido e comerciado,
estabelecendo condições para o desenvolvimento da produção e do comercio de
sementes e mudas.
Art. 2o Consideram-se sementes e mudas, para os efeitos desta Lei e de sua
regulamentação, todas as estruturas vegetais, de qualquer espécie ou tipo,
provenientes de reprodução sexuada ou assexuada, e que tenham como
finalidade a multiplicação de vegetais.
Art. 3o A inspeção e a fiscalização de que trata a presente Lei serão exercidas
sobre pessoas físicas e jurídicas, de direito público e privado, que produzam,
manipulem, preparem, acondicionem, armazenem, transportem ou comerciem
sementes e mudas.
Art. 4o Ficam obrigadas a registrar no Ministério da Agricultura as pessoas
físicas e jurídicas, de direito público e privado, que produzam, beneficiem ou
comerciem sementes e mudas.

Art. 5o Compete ao Ministério da Agricultura, por intermédio de seus órgãos
específicos, exercer a inspeção e a fiscalização deque trata a presente Lei.
§ Io O Ministério da Agricultura poderá celebrar convênios com órgãos e
entidades da Administração Federal, Estados, Distrito Federal e Territórios, para
a execução dos serviços de inspeção do e fiscalização previstos nesta Lei.
§ 2o Compete privativamente ao Ministério da Agricultura exercera inspeçãoe a
fiscalizaçãodo comercio internacional de sementes e mudas.
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Art. 6o O Poder Executivo adotará as providencias necessárias ao
estabelecimento de mecanismos de coordenação e execução necessários ao
exercício dasatividades previstas nestaLei.
Art. 7o Os serviços de inspeção e fiscalização, de que trata a presente Lei, serão
remunerados pelo regime de preços públicos, cabendo ao Ministro de Estado da
Agricultura fixar os valores de custeio.
§ Io Na hipótese de esses serviços serem realizados por delegação de
competência, nos termos do § Io, doartigo 5o, a receita decorrente será destinada
as entidades ali referidas e aplicadas na manutenção, melhoria, reaparelhamento
e expansão das atividades previstasnesta Lei.
§ 2o No Âmbito do Ministério da Agricultura, o recolhimento da receita,
proveniente da aplicação da pressente Lei, processasse-a de conformidade como
disposto nos artigos 4o e 5o, da Lei Delegada n. 8 ('), de 11 de outubro de 1962.
Art. 8o Conforme se dispuser em regulamento e sem prejuízo da
responsabilidade penal cabível, a inobservância das disposições desta Lei
acarretar, isolada ou cumulativamente, as seguintes sanções administrativas:

a) advertência;
b) multa de at6 20 (vinte) vezes o maior valor de referência
vigente, fixado de acordo com o disposto naLei n.6.205 (2),
de 29 de abril de 1975;
c) suspensão dacomercialização;
d) apreensão;
e) condenação;
f) suspensão de registro;
g) casacão de registro.

Art. 9o O Poder Executivo baixará, dentro de 90(noventa) dias, o Regulamento
da presente Lei.
Art. 10. Esta Lei entrará em vigor 90 (noventa) dias após a data de sua
publicação.

Art. 11. Ficam revogadas a Lei n. 4.727 disposições em contrario de 13 de julho
de 1965, e demais publicação.

A portaria do Ministério da Agricultura nQ 386 de 15 de dezembro de
1980 regulamenta os padrões de qualidade para a produção, transporte e
comercializaçãode mudas de bananeiraem todo o territórionacional.

PORTARIA MA n2386 DE 15/ 12 / 80

Mudas de Bananeira

a) O pseudocaule das mudas com rizomas inteiros deve ser aparado
entre5 e 12cm acimado pontode inserção daúltima folha viva
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externa ou colo da planta, sendo queo pesovaria de acordo
com o tipo de muda:
- tiposchifrinho, chifre e guardachuva: 1.000 22.000 gramas;
- tipo diifião: 2.000 a 3.000 gramas;
- tipo muda alta: 3.000 a 5.000 gramas;

b) nas mudas do tipo replante, com mais de 5.000 g, o pseudocaule deve ser
aparado no comprimento máximo de 50cm;

c) as mudas tipo pedaço de rizoma devem pesar de 800 a 1.500g, com o
pseudocaule aparado entre 5 a 12 cm acima doponto deinserção oucolo;

d) todos os tipos de muda devem ter o sistema radicular aparado, para que as
raízes apresentem o comprimento máximo de3 cm;

e) a comercialização das mudas, que devem estar isentas de pragas e doenças,
poderá ser feitaa granel, porém protegidas dosol.

A partir desta portaria, cada Comissão Estadual de Sementes e Mudas
estabelece os padrões a serem respeitados pelos produtores em cada Estado da
Federação.

Em Minas Gerais, a partirde 1980, a Comissão Estadual de Sementes
e Mudas - CESM organizou a Sub-comissão de Fruticultura com o objetivo de
iniciar, no Estado, o Sistema de Produção deMudas Fiscalizadas.

Os produtores de mudas de Minas Gerais, deverão atender aos padrões
rnínimos estabelecidos pelo UMA através da portaria n2 095 de 7/01/94.

PORTARIA n2095/94, DE 7 DE JANEIRO DE 1994.

DISPÕE SOBRE NORMAS E PADRÕES PARA A PRODUÇÃO DEMUDAS
CERTIFICADAS E FISCALIZADAS DE BANANEIRAS

O DIRETOR-GERAL DO INSTITUTO MINEIRO DE
AGROPECUÁRIA-EMA, no uso das atribuiç5es que lhe conferem o artigo 19,
incisos 1e XI, combinado com oAnexo II, meigos I e XI, do Decreto nô33.859,
de 21d3 agosto de 1992, para atender o disposto no artigo 2, inciso VIII, do
mesmo diploma legal e dar cumprimento ao que prescreve o artigo 2 da Lei n-
10,594, de 7 de janeiro de 1992, e Anexo XV, inciso VI, do citado Decreto n9
33.859, de 21 de agosto de 1992, considerando o que estabelece o artigo 3 e o
seu parágrafo 39,o artigo 19, inciso 1 e o artigo 28, inciso 1, do Decreto n
81,771, de 7 dejunho de 1978,

RESOLVE:

Art. 1- Fixar, com base no disposto na Portaria vr 193, de 2 dejulho de 1980,
letras f e g, normas e padrões para produção de mudas certificadas e fiscalizadas
de bananeiras.
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Anexo único desta Portaria.
Art. 2 - Esta Portaria entra emvigor nadata de sua publicação.

Registre-se, Publique-se e Cumpra-se.

INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA/MA, em Belo
Horizonte, aos 7 de janeiro de 1994,

ANEXO ÚNICO DA PORTARIA n2 095/94, DE 7DE JANEIRO DE 1994

NORMAS E PADRÕES PARA A PRODUÇÃO DE MUDAS
CERTIFICADAS E FISCALIZADAS DE BANANEIRAS.

A produção de mudas de bananeiras no Estado de Minas Gerais será
executada a partir de:

A-VIVEIROS:

1. ORIGEM DO MATERIAL:

as mudas serão obtidas por meio de micropropagação "in vitro" de
ápices caulinares ou pelo método de propagação convencional, oriunda de
plantas básicas ou plantas matrizes registradas na Autarquia.

2. CLASSES DE MUDAS A SEREM PRODUZIDAS:
mudas fiscalizadas: quando o material utilizado for originário de viveiros

registrados na Autarquia ou da micropropagação "in vitro" de bananais
existentes também registrados na Autarquia, mudas certificadas: quando o
material utilizado na micropropagação "in vitro' for originário de plantas
básicas ou matrizes registradas na Autarquia ou, ainda, quando utilizado
material diretamente originário de plantas básicas ou matrizes também
registradas na Autarquia".

3. LOCALIZAÇÃO:
o acesso aos viveiros não poderá dificultar a inspeção e este devera estar

localizado a montante de, no mínimo, 30 (trinta) metros dos bananais e deoutros
cultivos, notadamente daqueles hospedeiros de pragas e doenças das bananeiras.
Não deverão ser utilizados solos que tenham sido cultivados com bananeiras ou
outras culturas hospedeiras de fitoparasitas da bananeiras, por um período
mínimo de 3 anos. O viveiro será identificado por uma placa, contendo o nome
da cultivar, o mês e o ano de plantio, a arca plantada, o nome do produtor e do
responsável técnico, sendo imprescindível o croqui da sua localização.

4. ESPAÇANENTO:
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recomenda-se o espaçamento de 1,0 m a 2,5 m entre linhas e de 0,5 m a
1,5 rn entre plantas.

5. TRATOS CULTURAIS:
as práticas de adubação e de irrigação devem ser realizadas de modo a

proporcionar um maior vigor e um maior perfilha mento no viveiro. O controle
de ervas daninhas deve ser rigoroso, mantendo o viveiros sempre no limpo, e
periodicamente a partir do momento emque as plantas atinjam 40 (quarenta) cm
a 50 (cinqüenta) cm de altura, recomenda-se a eliminação das folhas velhas.

6. FITOSSANIDADE:

os viveiros de produção de mudas não devem apresentar histórico dos
nematóides Radopholus similis (Cavemicola), Helicotylenchus multicinetus e
Meloidogyne sp;Fusarium oxísportm pv. cubense (mal - do-Panamá ou Murcha
Füsariana); Pseudomonas solanaceanim (Moco ou Murcha bacteriana); Erwinia
musea(Erwinia) e viroses (Virus do Mosaicodas Cucurbitáceas).

Deve-se, contudo, efetuar um rigoroso controle da agia de irrigação para
evitar que se constitua em veículo de disseminação de fitoparasitas. O nível
aceitável para Cosmopolites sordidus (Moleque da Bananeira) e de 5% (cinco
por cento)de presença de galerias.

7. ARRANQUIO DAS MUDAS:
o arranquio das mudas poderá ser feito quando elas atenderem aos

seguintes padrões:
a) rizorna inteiro (tipo chifre): devem ter o peso variando entre 1.000 mil

e 3.000 mil gramas, sendo que esses pesos referem-se as mudas com rizomas
descorticados e com pseudocaules aparados entre 5 (cinco) e 12 (doze)
centímetros do ponto de inserção da ultima folha viva externa (colo);

b) pedaços de rizorna: devem ter o peso variando entre 1000 mil a 2.000
mil gramas;

c) e vedada a comercialização de mudas tipo "guarda-chuva".

8. PREPARO DAS MUDAS:

as mudas deverão ser descorticadas, eliminando-se todo o tecido
necrosado. Recomenda-se o tratamento nematicida, fungicida e inseticida e a
desinfèção das ferramentas de trabalho usadas na extração e no preparo das
mudas.

9. INSPEÇÃO:
os viveiros deverão passar por, no mínimo urna inspeção a cada semestre.

10. TRANSPORTE E COMERCIALIZAÇÃO:
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as mudas ou os lotes de mudas, a serem comercializados ou
transportados, deverão estar devidamente identificados, com etiquetas contendo,
no mínimo, o nome, o endereço, o número de registro do produtor e a
designação da espécie e da cultívar. Recomenda-se que, una vez extraída da
planta mãe, a muda deve ser comercializada em um período de, no máximo, 7
(sete) dias.

B - BANANAIS EXISTENTES:

bananais já implantados estão aptos a fornecer mudas fiscalizadas
visando atender a uma demanda imediata, por um prefixo de 24 (vinte e quatro)
meses, contados a partirda publicação da presente Portaria.

CARACTERÍSTICA A SEREM OBSERVADAS:

1. IDADE:

as mudas poderão serextraídas de bananais em produção com até 5 anos
de idade.

2. LOCALIZAÇÃO:
o acesso ao bananal não pode dificultar a inspeção e este deverá, estar

localizado a montante de, no mínimo, 30 m (trinta metros) de bananais e de
outros cultives, notadamente daqueles hospedeiros de pragas e doenças das
bananeiras.

O bananal ser identificado porurna placa contendo o nome dacultivar, o
mês e o ano de plantio, a área plantada, o nome do produtor e do responsável
técnico, sendoimprescindível o croquide localização.

3. TRATOS CULTURAIS:

as práticas de controle de ervas daninhas, adubação, irrigação e desfolha
devem ser realizadas de modoa assegurar o vigordo bananal.

4. FITOSSANIDADE:

os bananais não deverão apresentar históricodos nematóides Radopholus
similis (Cavemicola), Helicotylenchus nulticineíus e Meloidogyne sp; Fusarium
oxisporutn pv. cubense (Mal-do-Panamá ou Murcha Fusariana); Pseudomonas
solanacearum (Moco ou Murcha Bacteriana); Erwinia nusea(Erwinia) e viroses
(Vírus do Mosaico das Cucurbitáceas). Deve-se, contudo, efetuar rigoroso
controle da água de irrigação para evitar que se constitua em veiculo de
disseminação de fitoparasitas.

O nível aceitável para Cosrrupolites sordidus (Moleque da Bananeira) e
de 5% (cinco porcento) nasmudas (presença de traços de galerias).

5. CONDUÇÃO:
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os bananais deverão ser conduzidos de modo a permitir o
desenvolvimento de, no máximo, 5 (cinco) brotaçòes simultaneamente por
planta.

6. ARRANQUIO:
arranquio das mudas poderá ser feito quando elas atenderem aos

seguintespadrões:
a) rizoma inteiro (tipo chifre): devem ter o peso variando entre 1.000 e

3000 gramas. Esses pesos referem-se a modas com rizomas descorticados, com
pseudocaules aparados entre 5 (cinco) e 12 (doze) centímetros do ponto de
inserção da ultima folha viva externa (colo);

b) pedaços de rizoma devem ter peso variando entre 1.000 (mil) e 2.000
(dois mil) gramas;

c) e vedada a comercialização das mudas tipo "guarda chuva"

7. PREPARO DAS MUDAS:

as mudas deverão ser descorticadas, eliminando- se todo o tecido
necrosado. Recomenda - se o tratamento nematicida, füngicida e inseticida e a
desinfeção das ferramentas de trabalho usadas na extração e no preparo das
mudas.

8. INSPEÇÕES:
os viveiros deverão passar por, no mínimo, uma inspeção a cada

semestre.

9. TRANSPORTE E COMERCIALIZAÇÃO:
as mudas ou os lotes de mudas, a serem comercializados ou

transportados, deverão estar devidamente identificados, com etiquetas contendo,
no mínimo, o nome, o endereço, o número de registro do produtor e a
designação da espécie e da cultivar. Recomenda-se que, uma vez extraída da
planta mãe, a muda deve ser comercializada em um período de, no máximo 7
(sete) dias.
C - MICROPROPAGAÇÃO "IN VTRO":

1. SELEÇÃO E COLHEITA DO MATERLAL PROPAGATÍVO:
a) o material utilizado na micropropagação "in vitro" poderá ser

originário de plantas básicas ou plantas matrizes registradas na Autarquia dando
origem as mudas certificadas ou de viveiros existentes, também registrados na
Autarquia, que darão origemas mudas fiscalizadas;

b) da variedade a ser micropropagada deve-se selecionar as plantas
sadias, com características próprias da cultivar e retirar gemas apicais e/ou
laterais de mudas "tipo chifre" ou extrai-las diretamente do tecido meristemático
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do "coração";
c) todo lote de mudas, a ser micropropagada, deverá ser indicado por

meio de explantes obtidos de plantas matrizes cultívadas no campo ou em casas
de vegetação, sendo proibida a utilização de material in vitro".

2. PROOESSO LABORTORIAL:

a) os explantes extraídos degemas provenientes de plantas selecionadas
(item "a" do nQ 1) deverão ser esteriliza- das, em condições assépticas para que
nãocomprometam a qualidade fitossanitária das mudas;

b)onúmero de subculturas não poderá exceder o máximo de 5 (cinco);
c) fica proibido o processo de multiplicação via embriogênese somática,

através de "callus" paraa produção de mudas comerciais.

3. ACLIMATAÇÃO:
a) as plântulas enraizadas deverão ser cultivadas em estufas ou casas de

vegetação, protegidas do contato com afideos transmissores de viroses e
cultivadas em substrato esterilizado, bem como acondicionadas em sacos de
polietileno ou em bandejas, até completarem o período de aclimação;

b) durante o período de aclimatação, as mudas em formação devem ser
observadas para a detecção e a eliminação de todas as plantas com
características fora do padrão da variedade a que pertencem;

c) a fase de aclimatação deve ocorrer em condições de perfeita higiene,
a fim de se evitar o contato com patógenos e insetos prejudiciais acultura, que
possamserdisseminados pela futura muda;

d) o período de aclimatação deve perdurar ate que as mudas atingir uma
altura mínima de 15 (quinze) centímetros, quando, então, elas poderão ser
liberadas aos produtores,

4. roENTTFICAÇÃO:
a) cada lote de mudas produzido deverá estar identificado como nome e o

número de registro do laboratório produtor, o número do lote, a espécie e a
cultívar.
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ANEXO 2

Anexo 2a. Proposta de apresentação de Laudo de Certificação Genética para

mudas de bananeiras.

ANÁLISE GENÉTICA

NÚMERO DA AMOSTRA: Lote 1 (8 plantas Maçã. 10 nlantas Prata Anã)

DATA DE RECEBIMENTO: 27/09/2001

IDENTIFICAÇÃO DA AMOSTRA

Material botânico: rizoma ( ) pseudocaule ( ) folha (X) fruto ( )

Espécie / cultivar: BANANA / Maçãe Prata Anã

PROCEDÊNCIA: Multiplanta Tecnologia Vegetal

PROPRIETÁRIO: Marcos Paiva. Av. Ricarti Teixeira. 1364. Andradas -

MG. CEP 37795-000.

ANÁLISE (s) SOLICITADA (s): Identificação de cultivar

MÉTODO: RAPD / primer OPW 04

RESULTADOS DA ANÁLISE

Utilizando o primer OPW 04 foi possível diferenciar os materiais

enviados para análise e confirmar que:

Ei (Padrão Biocell - Maçã), Mu M2. M3, M4, M5, M6. M7, M8, são bananeiras da

cv. MAÇÃ.

E2 (Padrão Biocell - Prata Anã), Pi, P2, P3, P* P5, Pe, P?, Pg, Pç, Pio, são

bananeiras da cv. PRATA ANÃ.
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M PC Ml M3 M5 M7

OPW 04

PA E2 P2 P4 P6 P8 PIO

— — <•. — .-.«•.«• —-.«.«.

H PC PI PJ P5 P7 P9

FIGURA 2. Bandas obtidas através do primer RAPD OPW 04. em gel de agarose 1%.
EMBRAPA Milho e Sorgo. Sele Lagoas - MG, 2002.

MM - Marcador Molecular

PC - Padrão Prata Comum (NBA)
PA - Padrão Prata Anã (NBA)

PM - Padrão Maçã (NBA)

Ml a M8 - plantas maçã analisadas
PI a PIO - plantas prata analisadas

E, - Padrão Maçã (BIOCELL)
E2- Padrão Prata Anã (BIOCELL)

OBSERVAÇÃO: Esse resultado refere-se apenas a amostras analisadas.

Técnico Responsável:

Guilherme Augusto C. Gomes

02 / 08 / 2001
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ANEXO 3

Anexo 3a. Custo estimado para a indexação de 100 amostras de bananeira pelo
teste RT-PCR.

MATERIAL QTIDADE/
REAÇÃO

RS/100

REAÇÕES
TAMPÃO EXTRAÇÃO 500 ul 5,40

CLOROFÓRMIO lmL 0,15

FENOL 500 ul 12,50

ETANOL 2mL 3,00
H20-DEPC 300 ul 0,0543

CORANTE 6ul 2,64

N2 LÍQUIDO 50 mL 5,00

AGAROSE 2,6 g 41,60

MARC. MOLEC. 10 pL 0,46

BROMETO DE ETIDIO 5ui 0,14
TAQ POLIMERASE 2,5UN1D 286,5

ENZIMA RT 2.5UNID 600,00
PRIMER 1 2ul 40,00

PRIMER 2 3uJ 60,00

DNTPs 3ul 16,20

LUVAS 1UNID 10,00

PONTEIRAS 200ul 20 UNE) 42,00

PONTEIRA lOOOul 10UNID 30,00

TUBOS 500 uJ 3UNTD 45,00

TUBOS 2000ul 4UNID 80,00

TOTAL 1.230,65

Anexo 3b. Custo estimado paraa indexação de 100amostras de bananeira pelo
teste Dot-Blot. Não está incluído o custo de obtenção da sonda.

MATERIAL QTIDADE/
REAÇÃO

RS/100

REAÇÕES
TAMPÃO EXTRAÇÃO 500 ul 5,40

MEMBRANA lcm* 1,94
FILME RAIO-X lcm4 0,80

BLOC. REAGENT 0,24 / 300 0,08

LAUROYLSARRCOSINE 0,202/300 0,06

MgCl2 0,00478/300 0,0016
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ANTI-DIG 1,16/300 0,38
AMPPD

SOL. REVELADORA
20pL/300

600 mL

0,53

0,008
PONTEIRAS 200 uL

PONTEIRA lOOOuJ

TUBOS 2000ul

20UNID

10UNID

4UNID

42,00

30,00
15,00

N2LIQUIDO
TOTAL

50 mL 5,00

101,20

Anexo 3c. Custo estimado para a indexação de 100 amostras de bananeira pelo
teste ELISA.

MATERIAL QTIDADE/
REAÇÃO

RS/100

REAÇÕES
KIT AGDIA 100

REAÇÕES
135,00

REAGENTES lmL 15,00
PLACA 1/96 3,00

PONTEIRAS 200 uL 10 22,00
TOTAL 175,00

Anexo 3d. Proposta de apresentação de Laudo de Certificação Fitossanitária
para mudas de bananeiras.

ANÁLISE FITOSSANITARIA

NÚMERO DAAMOSTRA: Lote1 (4 AMOSTRAS BANANEIRAS!

DATA DE RECEBIMENTO: 01/11/2001

IDENTIFICAÇÃO DA AMOSTRA

Material botânico: rizoma ( ) pseudocaule ( ) folha (X) fruto ( )

Espécie / cultivar: BANANA / Matrizes de Prata Anã

PROCEDÊNCIA: UM\NIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

PROPRIETÁRIO: Renato Paiva. CPx 37 Campus Universitário - Dento.

Biologia / UFLA. Lavras- MG. CEP 37200 - 000.
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ANÁLISE (s) SOLICITADA (s): Indexação CMV

MÉTODO: RT-PCR

RESULTADOS DA ANÁLISE

Através do teste RT-PCR foi detectada a presença do vírus do mosaico

das cucurbitáceas (CMV) em todas as amostras envidas para análise, uma vez

que em todas as amostras ocorreu a amplificação de uma banda de 745 pb,

correspondente a 2/3 do gene da capa protéica do CMV (Figura 1). Portanto,

estas plantas não devem serutilizadas como fonte de explantes para produção de

mudas de bananeiras.

FIGURA 1. Resultado do teste RT-PCR para as quatro amostras enviadas. (+:
controle positivo; -: controle negativo; 1 a 4: amostras). EMBRAPA
Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

OBSERVAÇÃO: Esse resultado refere-se apenas a amostras analisadas.

Técnico Responsável:

Guilherme Augusto C. Gomes

02/11/2001
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