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RESUMO

Gomes, G. A. C. Divergéncia genética entre cultivares e certificacio genética
e fitossanitiria de matrizes de bananeira. Lavras: UFLA, 2002. 127 p. (Tese
de Doutorado em Agronomia).

Na atualidade, uma das maiores preocupagdes dos técnmicos ligados a
bananicultura se refere ao material propagativo que vem sendo utilizado na
implantagdo de novos bananais. Aspectos genéticos e fitossanitarios desses
materiais sdo freqiientemente questionados pelos técnicos. Visando responder
algumas dessas questdes, foi estabelecida uma parceria entre a Universidade
Federal de Lavras, EMBRAPA Milho e Sorgo ¢ a Multiplanta Tecnologia
Vegetal. Desta unido, resultou um estudo de divergéncia genética entre 19
cultivares estudadas ¢ algumas alternativas que possibilitario um controle
genético e fitossanitirio, mais eficiente das mudas micropropagadas de
bananeiras. As distincias genéticas, para o estudo de divergéncia genética,
foram obtidas pela porcentagem de discordincia entre as cultivares ¢ a
representagio grafica destas distincias foi determinada através de um
dendrograma (método UPGMA). Foram obtidos ainda, os valores de correlagio
por anilise tipo Boostrap ¢ os valores de PIC para os primers utilizados.
Verificou-se que os marcadores RAPD foram eficientes na separagdo das
cultivares, de acordo com o seu grupo gendmico. Através dos valores de
correlacdo obtidos, verificou-se que a utilizaciio de 108 bandas polimérficas foi
suficiente para estabelecer as distincias genéticas entre as cultivares em estudo,
pois a partir de 58 bandas polimérficas nio houve diferengas significativas nos
valores das distincias genéticas ou no agrupamento das cultivares no
dendrogmma Os valores de PIC demonstraram o alto conteiido mformanvo dos
primer RAPD utilizados neste estudo. Através da utilizac3o de 7 ‘primers RAPD
foi possivel identificar todas as 19 cultivares apreciadas neste estudo. Portanto,
os marcadores moleculares RAPD podem ser utilizados em programas de
certificagio genética de mudas de bananeiras. Foram realizadas comparagdes
entre trés métodos de diagnose para o CMV, visando verificar suas possiveis
aplicabilidades em programas de certificagio fitossanitiria de mudas de
bananeiras. Para a realizagio do teste ELISA foi adquirido o “Kit Direct ELISA
CMV” da Agdia Company. Através da hibridagio com uma sonda marcada com

Comité Orientador: Renato Paiva~-UFLA (Orientador), Edilson Paiva-
EMBRAPA Mitho e Sorgo, Elizabeth de Oliveira-EMBRAPA Milho e Sorgo ¢
Newton Portilho Cameiro-EMBRAPA Milho e Sorgo.

a dois tergos do gene da capa protéica do CMV foram realizados os testes Dot-
Blot.Para a realizagdo do teste RT-PCR foi necessario estabelecer metodologias



digoxigenina complementar para a extragio de RNA total, transformagiio do
RNA em cDNA e para a amplificagio de um fragmento de 745pb através da
utilizagdo de primers especificos para a capa protéica do CMV. Nossos
resultados mostraram que, as amostras que serio submetidas ao teste RT-PCR
necessitam ser imediatamente armazenadas em nitrogénio liquido depois de
retiradas da planta doadora. Para os testes Dot-Blot e ELISA, as amostras podem
ser armazenadas em saco plastico contendo jornal iimido por até 10 dias. O local
de coleta na folha nio interfere nos resuttados dos testes. Foi possivel detectar a
presenga do CMV em extratos foliares ou RNAs armazenados por 4 meses a —
80°C. O testes RT-PCR, Dot-Blot e ELISA siio suficientemente sensiveis para
detectar a presenga do plasmideo clonado com o fragmento de cDNA
correspondente a dois tergos do gene da capa protéica do CMV em
concentragdes de até 10 fg/uL, 100 pg/pL 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 aplicagdo do teste RT-
PCR apenas nas matrizes doadoras de meristemas devido ao seu alto custo e alta
complexidade.
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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 concerns associated with the banana crop is the propagative
material used during the implementation of new orchands. Genetic and
phytopatologic aspects of these materials are frequently questioned by scientists.
With the objetive to answer some of these questions a scientific collaboration
among Universidade Federal de Lavras, EMBRAPA Milho ¢ Sorgo and
Multiplanta Tecnologia Vegetal was estabilished. From this consortion resulted
a study of the divergence genetic of 19 cultivars and some alternatives 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 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 to
RAPD primers used. Using 7 RAPD primers it was possible to identify all 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 CMV”from 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 fragment amplification was used a set of
primers specific for CMV proteic coat.

Guidance Committee: Renato Paiva-UFLA (Major Professor), Edilson Paiva-
EMBRAPA Milko e Sorgo, Elizabeth de Oliveira-EMBRAPA Milho e Sorgo
and Newton Portilho Camneiro-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 of plastic bag containing wet paper 10 days. Leaf plant
position did not interfer 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 emough to detect the cloned plasmid
presence with 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 the high cost and complexity.
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1 INTRODUCAO GERAL

A bananeira é a frutifera tropical mais difundida no mundo,
apresentando grandes dreas cultivadas e grande volume de comercializacdo. De
toda a produgio mundial de banana, da ordem de 56 milkGes de toneladas
anuais, o Brasil responde por cerca de 17%. A despeito do volume de produgo,
nossa participagio no comércio mundial ¢ minima (1% das transagoes),
enquanto o Equador se faz presente com 20% do total.

O nivel técnico da cultura, entre nés, também ¢ baixo, 0 que se expressa
na produtividade de 15 tha contra 70 t/ha do Equador, Colombia e nagdes da
América Central. Esses paises recebem cobertura ¢ assisténcia técnica de
especialistas de firmas importadoras ou de grandes companhias estrangeiras do
setor de frutas.

Por usa vez, no Brasil, ha uma “penca de obstaculos”, que impedem a
melhoria da qualidade da banana nacional, fator de importancia crescente €
decisiva na conquista de mercados diferenciados, especialmente no exterior. Os
entraves envolvem aspectos técnicos, politicos, sociais e econdmicos.

Tecnologias que garantam a produ¢dio de banana de qualidade, com
redugio de perdas, devem abranger todas as etapas da cadeia produtiva, desde a
produgio de mudas de qualidade até a comercializagdo dos frutos.

Na produgdo comercial de frutas, deve-se dispor de grande quantidade
de mudas com qualidade comprovada, de modo a garantir o sucesso do
empreendimento. Para que hz;ja garantia de uniformidade de material de
implantagio dos pomares, é necessaria a regulamentagio na producio de mudas.

Deve-se ressaltar que na atualidade, uma das maiores preocupagdes dos
técnicos ligados & bananicultura se refere ao material propagativo que vem
sendo utilizado na implantagio de novos banamais. Aspectos genéticos e
fitossanitarios desses materiais sdo freqientemente questionados pelos técnicos.



Visando a responder algumas dessas questdes, foi estabelecida uma
parceria entre a Universidade Federal de Lavras, EMBRAPA Milho ¢ Sorgo € a
Multiplanta Tecnologia Vegetal. Nesta unido, buscaram algumas alternativas
que possibilitardo um controle genético e fitossanitirio mais eficiente das
matrizes de bananeiras utilizadas para iniciar o processo de micropropagagio.

Portanto, este trabalho teve por objetivo realizar um estudo da
divergéncia genética entre cultivares, estabelecer uma metodologia para
certificacdo genética de matrizes e mudas, além de comparar a eficiéncia e a
sensibilidade de trés testes de detecgdo para o CMV, objetivando suas aplicagdes
em programas de certificagio fitossanitiria de matrizes de bananeiras.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bananeira : origem, botinica, evoluciio, taxonomia e cultivares

A palavra banana ¢é oriunda das linguas serra-leonesa e liberiana da costa
ocidental da Africa. Apesar de nfo se precisar com exatidio sua origem admite-
se que seja do oriente, sul da China ou Indochina. Ha referéncias da sua presenga
na India, Malisia e Filipinas, onde tem sido cultivada ha mais de 4.000 anos
(Silva, 1998).

Conforme a sistemitica botinica de classificacdo hierarquica, as
bananeiras produtoras de frutos comestiveis sdo plantas monocotiledoneas,
pertencentes 4 ordem Scitaminales, em que se inclui a sub-familia Musoideae e
o género Musa, sendo este constituido por quatro séries ou segdes :
Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys, e (Eu-) Musa (Simmonds, 1973). A
separagdo entre Rhodochlamys e (Eu-) Musa ¢ artificial € nio reflete bem os
graus de isolamento reprodutivo (Shepherd, 1990). A segdo (Eu-) Musa é a mais
importante, pois, além de ser formada pelo maior nimero de espécies do género,



apresenta ampla distribuicio geografica e abrange as espécies de bananas
comestiveis.

A classificacio proposta por Cheesman (1948) para o género Musa,
aceita atualmente em todo o mundo, baseia-se no - nimero basico de
cromossomos, que o divide em dois grupos: espécies com n = 10, que integram
as segoes Australimusa e Callimusa; e espécies com n = 11 cromossomos, que
integram as segdes Rhodochlamys e (Eu-) Musa. As espécies componentes
dessas duas dltimas se¢des s3o as que apresentam potencial como germoplasma
util para programas de melhoramento genético das variedades cultivadas.
Segundo Shepherd (1990), as espécies .com este potencial sdo: a) segdo
Rhodochlamys : M. ornata, M. velutina, M. laterita, M. rubra ¢ M. sanguinea,
b) secio (Eu-) Musa : M acuminata, M.  flaviflora, M. ochracea, M.
schizocarpa, M. balabanensis e M. balbisiana.

As culﬁ\.rar&s apresentam trés niveis cromossomicos distintos: dipléides,
tripléides e tetrapléides, respectivamente com dois, trés e quatro miltiplos do
mimero basico. de cromossomos. Por meio de cruzamentos experimentais pode-
se constatar que as bananeiras tripléides originaram-se a partir de hibridagdes
entre dipldides, bem como os tetrapldides foram gerados a partir de cruzamentos
entre dipldides e tripldides (éhemnan, 1932a, 1932 b; Dodds, 1943).

Na evolugiio das bananeiras comestiveis participaram, principalmente,
as espécies dipldides selvagens M. acuminata ¢ M. balbisiana, de modo que
cada cultivar deve conter combinagdes variadas de genoma completos dessas
espécies parentais. Esses genomas sio demominados pelas letras A M.
acuminata) ¢ B (M. balbisiana), de cujas combinagdes resultaram os grupos AA,
BB, AB, AAA, AAB, ABB, AAAA, AAAB, AABB e ABBB (Simmonds &
Shepherd, 1995).

A evolugio das cultivares de bananeiras processou-se em quatro etapas,
repetidas em varias épocas (Simmonds & Shepherd, 1995). A primeira etapa



constou da ocorréncia de partenocarpia por mutagiio na espécie M.acuminata
(AA), portanto as cultivares mais antigas eram dipléides do grupo AA. O
mimero dessas cultivares pdde ser ampliado por meio de cruzamentos
espontéineos entre si ou com outras formas selvagens da mesma espécie.

A segunda etapa caracterizou-se pela hibridagio entre cultivares do
grupo AA e plantas selvagens de M. balbisiana (BB), para produzir hibridos
dipldides do grupo AB, atualmente raros e possivelmente limitados na sua
origem 2 India.

A terceira e quarta etapas da evolugiio sio admitidas baseando-se na
capacidade de virias bananeiras ¢ de alguns hibridos gerarem, em baixa
freqiiéncia, uma proporgdo de células-ovo vidveis, sem meiose tipica, com a
mesma constituico cromossdmica ¢ genética da planta mie, seja esta dipléide
ou tripldide. Por meio de cruzamentos espontineos, envolvendo pdlens das
espécies parentais (M. acuminata ¢ M. balbisiana) ou de cultivares do grupo
AA, com genétipos dos grupos AA e AB, portadores de sacos embrionarios
dipléides, torou-se possivel a evolugdo de tripléides dos grupos AAA, AAB ¢
ABB, pela adigio do mimero basico de cromossomos X (A ou B). Da mesma
forma, os tetrapldides dos grupos AAAA, AAAB, AABB e ABBB evoluiram a
partir dos trés grupos triploides. Deve-se ressaltar que todos estes grupos foram
constatados por avaliagdo taxondmica das cultivares exploradas em todo o
mundo, a excegio do grupo AAAA, que sé foi oBtido por cruzamentos
experimentais (Sherpherd, 1984).

Q Existe no Brasil um grande nimero de bananeiras, muitas delas ainda
ndo classificadas, bem como um grande mimero de sinonimias, o que dificulta
em muito a identificacio das mesmas. As cultivares poderiam ser divididas em
varios grupos considerando-se por exemplo o nitmero de cromossomos, forma
de utilizacdo, porte da planta, entre outros (Silva, 1998). Simmonds & Shepherd
(1995) utilizaram duas caracteristicas vegetativas e treze caracteristicas de



inflorescéncia, todas diferenciais entre as espécies, embora existam algumas
excecdes, para a diferenciagdo das cultivares em grupos.

Na identificagdo de cultivares dentro dos grupos sdo conhecidas apenas
as chaves publicadas por Simmonds (1973), que se refere, separadamente, &s
principais cultivares dos trés grupos tripldides. Além disso, ainda ndo foi
publicada uma lista de descritores universalmente aceita para a caracterizagdo
das cultvires, uma vez que a lista de Simmonds (1984) ¢ incompleta ¢ a lista
francesa, também omite alguns descritores uteis.

No Brasil, os principais trabalhos visando a identificagdo das cultivares
foram realizados por Alves et al. (1984); Moreira & Saes (1984); Shepherd et al.
(1984); ITAL (1990); e Alves (1990). Mais recentemente, Paz (2000) utilizando
marcadores RAPD realizou a caracterizagio de algumas cultivares comerciais.
Portanto, até hoje nio existe uma alternativa aos marcadores morfoldgicos para
se identificar, com precisdo, todas as cultivares de bananeiras. Por isso veremos
abaixo que, a caracterizagio das espécies ¢ feita segundo suas caracteristicas
fenotipicas. No entanto, estas caracteristicas nem sempre sdo mantidas enquanto
o individuo esta no inicio da sua fase vegetativa, dificuitando sua identifica¢dio
(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 peciolo aberto. Possui polpa branco - creme ou amarelo - ouro,
perfamada e muito doce. No entanto, apresentam pequena importincia
comercial no Brasil. E pouco ristica e produz menos e menores frutos que as
bananas triploides (Alves, 1999).

Plantas normalmente vigorosas, com manchas escuras no pseudocaule ¢

auséncia de antocianina nas flores masculinas, sdo caracteristicas marcantes das



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

No subgrupo Gros Michel destacam-se a Gros Michel (AAA) e a
Highgate (AAA), ambas susceptiveis ao mal-do-Panama. Esta susceptibilidade
faz com que elas sejam rapidamente substituidas pelas cultivares do subgrupo
Cavendish.

Apesar de serem comsideradas muito sensiveis as mutagdes,
principalmente quanto ao porte, as cultivares do subgrupo Cavendish sio
amplamente utilizadas comercialmente no mundo inteiro. Dentre as principais
cultivares desse subgrupo podemos citar a Nanica, Nanicio, Willians Hybrid, ¢
Grand Naine (Simmonds, 1954). Muito cultivada na Martinica, a cultivar
Grande Naine (AAA) apresenta porte intermediario entre a Nanica e a Nanicio,
alta produtividade sob condigdes ideais, podendo atingir até 50 — 60 t / ha / ciclo.

A Nanicdo (AAA) é uma mutagio da cultivar Nanica que ocorreu no
Estado de S&o Paulo (Moreira & Saes, 1984). Apresenta porte que varia entre
3,00 - 3,50 m, pseudocaule e folhas com a mesma coloragdo da Nanica e roseta
foliar mais descompacta. Qutra cultivar AAA, de interesse comercial no Brasil, é
a cultivar africana Caipira que apresenta alta resisténcia 3 sigatoka negra e
producio de 25 — 30 t /ha / ciclo (Alves, 1999).

Os subgrupos Prata, Magi e Terra sio os mais importantes
representantes do grupo de cultivares do grupo AAB. No subgrupo Prata estio
inseridas diversas variagdes dentre as quais se destacam Prata Comum, Prata
Ani e Pacovan (Alves, 1990).

A Prata Comum (AAB) ¢ considerada uma das mais importantes
bananas “nobres” cultivadas no pais e de grande aceitag3o e valor no mercado
interno. Pode-se destacar como desvantagem seu porte muito elevado que
dificulta a execugfio de tratos culturais e colheita. A incidéncia do mal-do-



Panama 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 And
(AAB) nio apresenta dificuldade de comercializagdo. Devido a sua menor
altura, maior produtividade e¢ menor susceptibilidade ao mal-do-Panama, os
plantios comerciais de Prata Comum estfio sendo substituidos pela cultivar And
(Vicente, 1998).

A Prata do Nordeste ou Pacovan (AAB) é considerada uma mutagdo da
Prata, entretanto, ¢ mais robusta, pseudocaule mais grosso € mais alto,
apresentando brotagdes mais vigorosas. Possui elevada tolerdncia ao mal-do-
Panami e elevada resisténcia a sigatoka e é pouco atacada pela broca da
bananeira (Silva, 1998).

A mais nobre cultivar para os brasileiros é a Magd (AAB) devido ao seu
paladar delicado, polpa macia e perfumada. Popularmente é considerada uma
“fruta medicinal” e adequada para se oferecer para pessoas enfermas. Trata-se de
uma cultivar cuja exploragéo é de alto risco pela sua extrema suscetibilidade ao
mal-do-Papama. Desta forma os cuidados basicos para sua implantacdo se
referem a areas nio contaminadas € mudas sadias, o que ndo ¢ facil de se
conseguir considerando-se a propagacdo realizada ao nivel de campo (Martinez,
1981).

Outra cultivar do grupo AAB é a Mysore. Embora apresente alta
tolerancia ao mal-do-Panama, destacando-se também pela alta resisténcia ao mal
de Sigatoka, mas nio teve boa aceitagio no mercado, pois foi comercializada
como uma banana Prata de pequeno tamanho. Nio se deve desvalorizar,
entretanto, a sua utilizagio em éareas contaminadas pelo mal-do-Panama, quando
nio se quer optar por outras cultivares resistentes ou tolerantes & doenca
(Cordeiro, 1991).



O grupo. AAAB destaca-se por apresentar plantas muito vigorosas com
caracteristicas intermedidrias entre as cultivares AAA ¢ AAB e resisténcia ao
mal de sigatoka. As mais importantes, Pioneira, FHIA — OT (Prata Ani X SH-
3142), FHIA - 18, SH - 3640 (Prata Ani X SH-3393) sdio originarias de
cruzamentos artificiais entre tripléides e dipléides melhorados. Como exemplo,
podemos citar a cultivar Pioneira, um hibrido tetraploide de Prata Ani e Lidi,
mais precoce ¢ semelhante ao progenitor Prata Ani em relagio ao vigor, porte e
sabor dos frutos (Alves, 1999).

A cultivar Ouro da Mata (AAAB) é considerada um hibrido espontineo
da Prata que também apresenta resisténcia ao mal-do-Panama e menor exigéncia
em fertilidade do solo, comparada com a Prata (Silva, 1998).

O grupo 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, nfo sfo relevantes economicamente, apesar
da sua caracteristica de resisténcia ao mal-do-Panama e ao mal de sigatoka que
podem ser 1iteis em programas de melhoramento.

Outra cultivar banana do subgrupo Bluggoe que também possui
caracteristicas adequadas para consumo frita é a Marmelo (AAB).

2.2 Produgio e Certificacio de mudas de bananeiras

Mesmo com a evolugio das técnicas de produgio de mudas de
bananeiras, muitos plantios comerciais dessa frutifera sdo comprometidos pela
utilizacdo de mudas de ma qualidade, muitas vezes sio retiradas de bananais em
produgdo ou ainda por causa do desconhecimento das normas para produgio de
mudas pelos viveiristas e compradores (Menegucci, 1993).

A multiplicagdo de bananciras pode ser obtida por via assexuada ou
vegetativa por meio do rizoma ou partes do mesmo (propagagio “in vivo”),
utilizando-se gemas laterais e brotagdes que a planta mie emite no campo



(propagagio convencional) ou através da micropropagacdo (propagagdo “in
vitro”). Estas metodologias de via vegetativa, exceto a micropropagacdo, apesar
de simples e de baixo custo, tem sido responsaveis pela disseminagido ¢ mesmo
pela perpetuagfio de problemas fitossanitarios (Godinho, 1994).

A micropropagagio é a metodologia mais avancada em termos de
propagacio, apresentando com grande vanmtagem a producio de mudas
uniformes, isentas de pragas e doengas. Além disso, esta técnica possibilita a
obtengio de uma grande quantidade de mudas, de excelente qualidade, em um
curto espago de tempo (George, 1996).

A qualidade da muda ¢ resultante de numerosos fatores. Os principais
ndio podem ser avaliados apenas com um exame da muda no ato da compra. A
confianca no viveirista ¢ no esquema oficial de produgdo e de fiscalizacio
garante a qualidade da muda, principalmente quanto & sua sanidade e a
fidelidade do clone (Hoffmann, 1998).

No Brasil, mudas de frutiferas podem ser produzidas no sistema de
fiscalizagio ou de certificagio. No sistema de fiscalizagdo, sdo produzidas as
mudas fiscalizadas. Este é o sistema de uso mais comum no pais. E um sistema
que garante basicamente a qualidade morfoldgica, fisiologica e fitossanitaria da
muda.

J4 o sistema de certificagdo é mais rigido que o anterior, pois além da
qualidade intrinseca da muda, é necessario que a muda tenha um “certificado de
origem vegetal”, atestando a origem genética do material propagativo utilizado.
No entanto, ndo existe uma metodologia cientifica definida para a realizagio da
certificacdio genética das mudas de bananeiras. Na pratica, os produtores rurais
acreditam na idoneidade dos laboratérios de produciio de mudas de bananeiras
(Lima, 1999).

Por ser uma evolu¢fio em relagiio a fiscalizagdo, somente viveiristas que
ja produziram (ou produzem) mudas fiscalizadas podem ser autorizados a



produzirem mudas certificadas. Este sistema ¢ ainda pouco difundido no Brasil,
mas deve ser visto como um objetivo a ser alcangado (Ducroquet, 1996).

A produgdo e a comercializagio de sementes ¢ mudas de frutiferas no
Brasil sdo regulamentadas pela Lei 6507 de 19 de Dezembro de 1977. A portaria
do Ministério da Agricultura n® 386 de 15 de dezembro de 1980 regulamenta os
padrdes de qualidade para a produgdio, transporte e comercializagio de mudas de
bananeira em todo o territério nacional (Anexo 1a). A partir desta portaria, cada
Comissdo Estadual de Sementes ¢ Mudas estabelece os padrdes a serem
respeitados pelos produtores em cada Estado da Federagdo.

Em Minas Gerais, a partir de 1980, a Comissdo Estadual de Sementes e
Mudas - CESM organizou a Sub-comissfo de Fruticultura com o objetivo de
iniciar, no Estado, o Sistema de Produciio de Mudas Fiscalizadas e Certificadas.

Os produtores de mudas de Minas Gerais, deverdo atender aos padres
minimos estabelecidos pelo Instituto Mineiro de Agropecudria através da
portaria n? 095 de 7/01/94 (Anexo 1a).

2.3 Marcadores Moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
e Divergéncia Genética

Marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer fenétipo
decorrente da expressdo de um gene, como no caso de proteinas, caracteres
morfolégicos, ou de um segmento especifico de DNA (correspondente a regides
expressas ou nio do genoma), cuja seqgiiéncia e fungio podem ou nio ser
conhecidas (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Estes sdo poderosas ferramentas que
tém facilitado o estudo de diversas reas da biologia, pura ou aplicada, cobrindo
questdes de identificacdo de cultivares, evolugdo e genética de populagdes, entre
outras (Symondson & Liddell, 1999).

Os marcadores moleculares surgiram com o advento das técnicas de
biologia molecular, sendo que, em um primeiro momento, a utilizagio de
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enzimas de restri¢io permitiu a amalise do polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restrigio de DNA, conhecido como RFLP ( Restriction Fragment
Length Polymorphism).

Em meados dos anos 80, o desenvolvimento do processo de amplificagdo
em cadeia, utilizando uma DNA polimerase, levou & descrigiio de outras classes
de marcadores moleculares; e hoje, um numero virtualmente ilimitado de
marcadores moleculares altamente polimérficos podem ser obtidos em qualquer
organismo vivo, através de diversas técnicas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Entre os varios tipos de marcadores moleculares disponiveis destacam-se
como os de maior utilizagio 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 polimérfico amplificado ao acaso (RAPD) (Welsh &
McClelland, 1990, Willians et al., 1990) é uma variagio do protocolo de PCR
(Polymerase Chain Reaction), que utiliza apenas um unico primer com
aproximadamente 10 nucleotideos de comprimento de seqii€ncia arbitraria, que
se anela em regides arbitrarias do genoma e sintetiza multiplos produtos de
amplificacio, detectando polimorfismo na auséncia de informagdo especifica da
seqiiéncia de nucleotideos do DNA molde (Willians et al., 1990).
| O primeiro passo para a utilizacfo desta técnica refere-se a selegdo dos
primers a serem utilizados, cuja escotha deve basear-se na seguinte ordem:
revelar diferengas, produzir bandas bem definidas e favorecer um padrio
reproduzivel (Loxdale et al., 1996).

O RAPD ¢ capaz de detectar a alteragio de uma tnica base no DNA
gendmico, uma vez que a alteragio em uma unica base do primer gera produtos
de amplificacio totalmente diferentes, uma alteragdo de uma base do genoma
pode levar a niio amplificagio de um fragmento. Mas isto nio implica, no
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entanto, que todas as amplificagdes sdo resultado do perfeito pareamento entre o
primer e 0 DNA molde (Willians et al., 1990; Thormann et al., 1994).

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

A técnica de RAPD oferece diversas vantagens sobre outros métodos
para o estudo da variabilidade genética. Um ilimitado mimero de marcadores
RAPD pode ser gerado, ao contririo do que ocorre com marcadores
isoenzimiticos que s3o limitados a poucas regides do genoma, além do fato de
que um vasto mimero de primers RAPD pode ser sintetizado para a anilise de
uma ampla variedade de espécies (Cenis et al., 1993; Willians et al., 1990);
nenhum trabalho preliminar é requerido, como o isolamento de sondas clonadas
de DNA, preparagio de filtros para hibridagio; marcadores RAPD é um método
que permite automacio e apresenta baixo custo (Willians et al., 1990).

Como desvantagens do método tem-se que, em estudos de filogenia n3o
¢ possivel distinguir a origem gendmica (nuclear ou citoplasmatica) dos
fragmentos. A homologia das seqiiéncias das bandas com mesma mobilidade no
gel ndo € conhecida (Thormann et al., 1994; Tingey & Tufo, 1993) ndio sendo
possivel identificar se bandas com mesmo peso molecular de dois individuos
representariam um cariter homélogo (herdado de um ancestral comum) ou
homoplastico (cariter que se desenvolveu independentemente dentro da
populacdo) (Pomkuwat et al, 1998). Ndo é possivel distinguir alelos
heterozigotos dos homozigotos (Carlson et al., 1991; Willians et al, 1990) e a
reprodutibilidade do meétodo pode ser influenciada pela enzima Tag DNA
polimerase utilizada, quantidade de MgCl,, qualidade do DNA, o tipo de
termociclador ¢ método de extragdio de DNA (Cenis et al., 1993; Loxdale e
Lushai, 1998; Loxdale et al., 1996; Suazo et al., 1998).
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Ferreira & Grattapaglia (1998) enumeram a aplicagiio dos marcadores
RAPD na obtengio de “fingerprints” gendmicos de individuos, cultivares e
populacdes; na anilise da estrutura e divergéncia genética em populacdes
naturais, populagdes de melhoramento e bancos de germoplasma; para o
estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes espécies; para
a construgio de mapas genéticos de alta cobertura gendmica; € para a
localizagfio de genes de interesse econémico.

A gama de genomas estudados com a utilizagio da técnica de RAPD é a
mais variada possivel, podendo abranger desde microorganismos como a E. coli
(Tseng et al., 2001), fungos fitopatogénicos (Maki, 1999), ou até osv organismos
mais complexos como o feijdo (Duarte, 1998) e a cigarrinha do milko (Dalbulus
maidis) (Oliveira, 2000). >

Em Bananeiras, diversos tipos de marcadores moleculares ja foram
utilizados para os mais diversos fins. Visando estudar a divergéncia genética
entre as cultivares de bananeiras, técnicas moleculares como o RAPD (Pillary et
al., 2001; Paz, 2000; Crouch et al., 1999a ; Bhat & Jarret, 1995), Inter - Alu
(Baurens, 1998), RFLP (Bhat et al.,, 1994), isoenzimas (Lebot, 1993); AFLP
(James et al., 98), Oligo — probes (D’Hont et al., 2000; Bhat et al., 1995) e
microssatélites (Crouch et al.,, 1999a; Crouch et al., 1999b Tenkouano et al.,
1999; Grapin et al., 1998; Crouch et al., 1998; Tenkuoano et al., 1998; Kaemmer
et al., 1997; Baurens et al., 1996) ja foram utilizados com sucesso. Apesar de
varios trabalhos nesta area, a maioria das cultivares de bananeiras comerciais
utilizadas no Brasil ainda ndo foram estudadas.

Crouch et al. (1999a) conduziram um experimento no qual foram
comparadas as técnicas de microssatélites, AFLP ¢ RAPD para a analise
genotipica de 28 individuos tripléides do género Musa obtidos a partir de
cruzamentos artificiais. Discordando do proposto por Powell et al. (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
identificagdo das cultivares. Segundo Crouch (1999a), a utilizagdo dos
marcadores RAPD para estudos de divergéncia genética no género Musa é
perfeitamente cabivel. Reafirmando esta colocagio, Bhat et al. (1994) em seu
estudo comparativo entre RFLP e RAPD, nio encontraram diferencas
significativas entre os dois métodos para estabelecer a divergéncia genética em
germoplasma indianos de bananeiras.

Para o estudo da divergéncia genética é necessario o estabelecimento de
uma medida (coeficiente) de similaridade / dissimilaridade entre dois individuos,
sendo que este é o ponto de partida para varias técnicas de analise multivariada,
que permite melhor visualizagio dos relacionamentos entre os mesmos
(Krazanowsy, 1998).

Segundo Wier (1990), os métodos de agrupamento utilizam a
dissimilaridade ou distincia entre individuos ou populagSes para a formagdo dos
grupos. Sdo varias as medidas de dissimilaridade existente. A mais usual das
distdncias € a Euclidiana, definida em termos dos vetores de pontos X; e X;. A
disténcia € entdo calculada para cada n (n-1) / 2 pares de vetores, gerando uma
matriz simétrica n X n, com zeros na diagonal principal, ou seja, a distincia
entre dois pontos no espago euclidiano é igual i raiz quadrada da soma de
quadrados das diferengas em projegdes nos eixos ortogonais. E calculada pela
equacio:

DGxy={Zi (xi-y)* }'>.

Outros coeficientes de dissimilaridade sio a Jaccard, Nei e Li,
Concordincia Simples, Power distance e Percent Disagreement (Porcentagem de
Discordéncia). Sendo que, esta tltima distincia leva em consideragio apenas as
diferencas entre os individuos estudados (Wier, 1990). A Porcentagem de
Discordancia ¢ calculada pela equagio:
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DG, = o xizy)/i

Esses coeficientes, em sua maioria, sdo calculados a partir de variaveis
binirias representando presenca e auséncia, com valores de 1 e O,
respectivamente. Marcadores tipo RAPD séo incluidos nesse tipo de varidvel.
Portanto, a comparagdo de dois itens quaisquer com esta técnica, possibilita a
construgdo de uma tabela 2X2 com formato de contingéncia, utilizando-se das
freqiiéncias de bandas observadas no zimograma. A anilise deve limitar-se as
bandas nitidas, que apresentam constincia e nitidez nos géis. No esquema de
contingéncia abaixo, quatro combinag¢des dos tipos concordincia e discordincia

sd0 possiveis:
Populagio P
Presenca (1)  Auséncia (0) Total
Presenga (1) a B a+b
Populacio Q  ,sencia (0) ¢ D c+d
Total atc b+d n

n=a+b+c+d.

Com as letras a, b, ¢, d assumindo as seguintes representagdes:

a = presen¢a das bandas em ambas as populagdes;

b = presen¢a da banda na populagio Q e auséncia em P;
¢ = auséncia da banda em Q e presenga em P,

d = auséncia da banda em ambas as populagdes.

A escolha do coeficiente apropriado esta diretamente relacionado com as
suas propriedades como a metricidade ¢ a configuragio euclidiana sio
especialmente relevantes. O atendimento a inequagiio triangular, por exemplo,
permite a elaboragdo de dendrogramas (Gower & Legender, 1986).
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Aspectos outros como a natureza dos dados e o tipo de anslise a ser
implementada sdo igualmente fundamentais para nortear a escolha do
coeficiente. Assim, alguns dados quantitativos, podem ser melhor investigados
quando convertidos em dados binarios, de modo a reunir todos os valores abaixo
€ acima de um nivel de interesse. Também, o método de analise pode limitar a
escolha do coeficiente (Alfenas, 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 principio 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 Hierarquicos Aglomerativos, Métodos
de Particdo e Métodos de OtimizagZo.

Os Métodos Hierarquicos Aglomerativos se processam por séries
sucessivas de fusdes. Os n itens sdo classificados em n-1, n-2, grupos que, por
sua vez, sdo gradualmente fundidos até unir todos os itens em um tnico grupo.
As fusdes sdo baseadas em subdivisdes hierdrquicas operadas sobre a matriz de
distincia, permitindo a geragdo de uma arvore de classificagio bidimensional,
denominada dendrograma. Em todos esses métodos, a distincia entre itens é o
critério aplicado para definir grupos (Dias, 1998).

Método do Vizinho Mais Proximo, Método do Vizinho Mais Distante e
Método das Meédias das Distincias sdo os trés Métodos Hierdrquicos
Aglomerativos mais utilizados (Cruz & Regazzi, 1994).

Também conhecido como método da ligagfio simples ou single linkage o
Meétodo do Vizinho Mais Préximo se inicia pela identifica¢do dos dois itens com
menor distincia relativa entre si, processada na matriz de distincia n X n. Esse
par de itens ¢ fundido e gera o primeiro grupo. A seguir sfo calculadas as
distincias dos n — 2 itens restantes com relacdo a cada um dos dois itens do
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primeiro grupo, sendo identificada a menor dessas distincias para a matriz de
distincia reduzida (n - 1) X (n - 1). A redugio da dimensio da matxiz ocorre em
virtude de o primeiro grupo formado ser inserido nela como um vnico item.
Nessa seqiiéncia, o item identificado como o mais proximo do primeiro grupo é
fundido a ele para formar um grupo de trés itens. O processo se repete até a
formagdo de um \inico agrupamento.

O método do vizinho mais distante é a antitese do vizinho mais proximo,
pois opera com o par mais distante de itens.

No método das médias das distincias, o critério utilizado para a
formagio dos grupos é a média das distincias entre os pares de itens que formam
cada grupo, como a propria denominacio informa. Em inglés ¢ conhecido como
Unweghted Pair-Group Mean Average (UPGMA) (Mumm & Dudley, 1994).
Entretanto, a seqiiéncia de operagdes € semelhante aquela aplicada anteriormente
(Dias, 1998).

O comum a todos os trés métodos de agrupamento descritos é que eles
operam sobre a matriz de distincia, dispensando o retomo a matriz de dados
originais (Dias, 1998).

A disponibilidade de softwares para processamento de analises
multidimensionais € enorme.

Outra andlise que, atualmente vem sendo realizada ¢ a verificagio da
informatividade do loco ¢ do prnimer na anilise de divergéncia genética
(Polymorphic Index Content — PIC). A informatividade do loco p; € a frequéncia
do alelo p no loco pi, calculado pela equagio: I =1 - Z; pi%, e a informatividade
do primer p;; € a fregiiéncia do alelo p do loco i, no primer j, sendo calculada pela
equagio: I=1-3;. 3 p;%.

Andlises tipo “Bootstrap” também vem sendo realizadas atualmente e
tem por objetivo verificar qual o mimero minimo de bandas polimorficas
necessarias para que a formagdo dos grupos seja confiavel. Nesta metodologia,
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sdo realizadas imimeras reamostragens, utilizando sempre um nimero crescente
de bandas para obter valores de correlagio entre as reamostragens. O método
ndo ¢ limitado pelo mimero de unidades reamostradas ¢ pode fornecer varias
novas estimativas para uma melhor aproximagio da distribuigsio dos £Tupos no
dendrograma. Ao invés de formar novas reamostragens através da omissio de
uma banda por vez, o Bootstrap realiza sorteios ao acaso das bandas realizando
novas analises até atingir o mimero maximo de bandas utilizados para a analise
de divergéncia genética. A cada analise sdo gerados novos valores de correlacdo
¢ conseqiientemente, novas somas de quadrados dos desvios. O niimero minimo
de bandas para a formagdo de agrupamentos é considerado confiavel quando os
valores de correlagio e das somas dos quadrados dos desvios ndo sofrem
variagdes significativas. O valor méximo de correlagio é igual a 1, sendo
encontrado quando a analise boostrap utiliza o mimero méaximo de bandas
polimérficas que originou o agrupamento original. Da mesma forma, o valor
méximo encontrado para a soma dos quadrados dos desvios ¢ igual a zero (Wier,
1990).

2.4 Virus do Mosaico das Cucurbiticeas (CMV)

O mosaico da banancira é uma doenga causada por um virus
denominado “Virus do Mosaico das Cucurbitaceas™ (Cucumber Mosaic Virus —
CMYV), o qual ocorre em lavouras de bananeiras (Musa cvs.), em varios paises e
em praticamente todos os estados do Brasil.

O plantio de mudas de bananeiras doentes é a principal forma de
disseminagdo do virus de uma 4rea para outra € mesmo dentro da lavoura. Nio
existem produtos quimicos para controlar o virus mas plantas doentes. As
medidas de controle devem ser tomadas de forma integrada, visando impedir a
entrada do virus na lavoura. E essencial a utilizagio de mudas, de preferéncia
com certificado fitossanitirio, ¢ quando ocorrem na lavoura touceiras com
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sintomas, a tnica saida para o produtor ¢ a eliminagio das mesmas (Stover e
Simmonds, 1987).

O CMV, membro tipico do género Cucumovirus (familia
Bromoviridae), tem distribuigio mundial e ¢ comumente encontrado em
frutiferas, plantas ornamentais e em hortaligas (Tomlinson, 1987). Entre os
fitovirus, 0 CMV € o que apresenta a maior gama de hospedeiros. Palukaitis et
al. (1992) afirmam que sido mais de 1000 espécies de hospedeiros. Sua
transmissio ¢ feita, com facilidade, via extrato tamponado, enxertia e também
por mais de 60 espécies de afideos, de modo nio circulativo (Peden & Symonds,
1973).

As particulas dos cucumovirus sio icosaédricas, com cerca de 30 nm de

diametro (Figura 1).

FIGURA 1. Particulas virais de CMV. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas -
MG, 2002.

O capsideo é composto de 180 subunidades de um polipeptideo com
peso molecular de 24 KDa, e o genoma ¢ composto de trés 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 al., 1989)
e 0 RNA 2 (3035 - 3050 nts.) (Rizzo et al, 1988) estdo envolvidos na replicagio
do genoma viral, codificando as proteinas 1 a e 2 a, respectivamente, que
compSem a replicase. O RNA 3 (2197 - 2217nts.) codifica a proteina 3 a, que
estd envolvida no movimento intercelular do CMV (Davies & Symonds, 1988),
e a protefna capsidial (Habili & Francki, 1974), que é expressa mediante um
RNA subgendmico, designado RNA 4. A proteina capsidial (cp) estd envolvida
no movimento do virus célula a célula e a longa distincia e no encapsulamento
da particula viral (Talianski & Garcia-Arenal, 1995). O gene da capa protéica foi
seqiienciado por Hsu et al. (1993). Outros 81 acessos da seqiiéncia gendmica do
CMV j4 estdo disponiveis no EMBL / GenBank. Recentemente, um segundo
gene no RNA 2, denominado 4 b, expresso a partir de um RNA subgenémico
(RNA 4 a), foi descoberto nos cucumovirus, o que os diferencia dos outros
géneros da familia Bromoviridae (Ding et al., 1997). Segundo Ding (1997), o
produto do gene 2 b est4 envolvido no movimento a longa disténcia e € um fator
de viruléncia. Além desses RNAs, particulas 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 replicagio e expressio dos sintomas causados pelo CMV,
induzindo desde atenuagdo até acentuagiio dos sintomas. Neste dltimo caso, €
comum a indugdo de sintomas necréticos. A maioria dos isolados de satRNA j4
estudada atenua os sintomas nas plantas infectadas pelo CMV (Jacquemond e
Leroux, 1982; Garcia-Arenal et al., 1987).

Os sintomas causados pelo CMV em bananeiras sdo encontrados nas
folhas, onde geralmente se observam listras verdes-claras entremeadas com
listras verdes escuras (mosaico), além de ondulagdes nas bordas e redugio no

limbo foliar. Peciolos e folhas jovens também apresentam esses sintomas. As
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plantas infectadas geralmente apresentam uma redugdo no crescimento, e,
conseqiientemente, ocorre a produgdo de cachos com frutos pequenos € sem
valor comercial (Alves, 1999).

As estirpes do CMV apresentam diferengas em patogenicidade ¢ gama
de hospedeiros (Kaper & Waterworth, 1981). As estirpes podem ser divididas
em dois subgrupos, I e II, sendo que os membros do subgrupo I comumente
induzem sintomas mais severos e ocorrem predominantemente nos tropicos e
subtropicos, enquanto os isolados do subgrupo II prevalecem nas regides
temperadas (Haase et al., 1989).

A caracterizacdo das estirpes de CMV em sorogrupos ou subgrupos ¢é
normalmente feita por métodos sorologicos, que sdo demorados e podem
proporcionar resultados poucos conclusivos (Zambolim, 1997).

2.5 Métodos de Detecgdio de Virus

A utilizagio de mudas comprovadamente isentas de fitopatégenos é o
primeiro passo para se alcangar o sucesso na bananicultura. Diversas sdio as
técnicas de detecgdo empregadas para a indexagdo de mudas de bananeiras.

Em 1969, Avrameas propds pela primeira vez a utilizagdo de
imunoglobulina conjugada a uma enzima para detecgdo de antigenos 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) ¢ Clark & Adams (1977), foram os primeiros a
utilizar o método ELISA para a diagnose ¢ quantificagiio de virus em plantas.
Desde entio, o método ELISA vem sendo utilizado para detecgdo e
quantificagdo de um grande mimero de antigenos de plantas, incluindo o CMV
em bananeiras micropropagadas (Pérez et al., 1995).
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O método ELISA baseia-se no principio clissico da sorologia, onde o
antigeno € reconhecido pelo antissoro (imunoglobulina) que lhe deu origem,
formando o complexo anticorpo-antigeno, associado a propriedades
colorimétricas. A coloragdo ocorre devido i a¢lio de determinada enzima
(previamente conjugada a imunoglobulina) sobre um substrato cromogénico.
Isto € o que difere o teste ELISA dos demais testes sorologicos mais tradicionais
empregados em virologia que utilizavam-se de reagdes de precipitacdo para
obter seus resultados (Clark & Adams, 1977).

Estes autores afirmam que para muitas fitoviroses as técnicas
sorologicas convencionais nio podem ser utilizadas em razio de limitag3es,
como baixa concentracio de virus nas amostras e presenga no extrato vegetal de
inativadores ou inibidores virais.

Muitas plantas, principalmente as de natureza lenhosa, como Prumus,
contém compostos que podem dar origem a reagdes nio especificas indesejaveis
que mascaram as reagdes devidas ao virus, ou podem ainda inibir reagdes
imunolégicas ou enzimiticas nos testes ELISA (Clark & Adams, 1977). A
intensidade das reagdes ndo especificas 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 tampiio de extragio ou pela
dilvigéio do extrato foliar,

Dependendo da natureza e da idade do material vegetal utilizado em
ELISA, podem surgir interferéncias nas reagbes, resultando em reagdes
inespecificas, o que impede a comprovagio da presenca do virus (Fajardo,
1994).

Variages do teste ELISA tem sido desenvolvidas, mas o DAS-ELISA
(double-antibody sandwich) tem sido o mais utilizado na detecgio de viroses em
plantas. A técnica de ELISA-Indireta envolve a cobertura da placa com a
suspensdo do virus, seguida da adi¢io do anticorpo especifico e do anticorpo
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produzido em uma espécie de animal diferente, o qual é conjugado a uma
enzima especifica. Assim como no DAS-ELISA e no ELISA-Direto, o ultimo
passo ¢ a adicio de substrato adequado para que se possa visualizar a reacdo
colorimétrica da enzima conjugada (Van Regenmortel, 1982).

Kiranmai et al. (1998) comparando ELISA-Indireto, ELISA-Direto ¢
DAS-ELISA nio observou diferencas entre a sensibilidade dos trés testes para a
detecgdio do CMV em amostras de folhas de bananeiras.

A técnica ELISA pode ser aplicada para virus de diferentes tipos
morfoldgicos, tanto em preparados purificados, quanto em extratos brutos. O
método é particularmente conveniente quando existe um grande numero de
amostras a serem testadas em um curto espago de tempo. Ele € bastante sensivel
detectando concentrag3es tdo baixas quanto 1 a 10 ug /mL, e tem sido bastante
explorado para a diagnose de virus em plantas (Truta, 1997).

O teste ELISA é o recomendado pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria
para a realizagio da certificagdo fitossanitiria de mudas de bananeiras
produzidas em Minas Gerais. A utilizagio dessa metodologia vem sendo
utilizada por diversos pesquisadores para detectar a presenga do CMV em suas
regides. Castafio et al. (1994), detectou através de DAS-ELISA e de microscopia
eletronica a presenga do CMV em plantagSes de Bananeiras no Valle Del Cauca,
Colémbia. A partir deste relato € que comegaram as primeiras discussdes sobre o
controle deste virus em plantios de bananeiras na Colémbia. Wu et al. (1997)
diferencion através do teste ELISA Indireto duas estirpes do CMV em bananais
de Taiwan.

No Brasil, utilizando a técnica DAS-ELISA, estados como Ceara (Lima
et al., 1988), Rio de Janeiro (Brioso et al., 1987), Para (Trindade et al., 1998)
Sdo Paulo (Colariccio et al., 1996) entre outros, conseguiram detectar em
bananais a presen¢a do CMV.
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Atualmente, com o advento das modernas técnicas moleculares
deslumbrou-se uma nova e quase inesgotavel fonte de alternativas mais precisas
e sensiveis para a detecgfio de fitopat6genos em vegetais,

A reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction — PCR) é
um método in vitro para a sintese enzimitica de um fragmento de DNA
especifico usando dois oligonucleotideos (“primers”™) que hibridizam nas fitas
opostas de um fragmento de DNA molde, flanqueando a regido de interesse
(Saiki et al., 1989).

Os virus de plantas podem ter o seu genoma constituido de ssRNA,
dsRNA, ssDNA ou dsDNA, sendo que a maioria dos virus de plantas apresenta
genoma constituido de ssRNA, inclusive o CMV (Murphy et al., 1995). Com
isso, para a amplificagfio por PCR dos virus com genoma consﬁtuidb de RNA,
faz-se necessaria a sintese de uma fita de DNA complementar (cDNA) ao RNA
gendmico do virus. Este cDNA ¢ sintetizado através da utilizagiio 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
oligonucleotideo de DNA homélogo a uma seqiiéncia do RNA viral alvo. As
transcriptases reversas de “Aviam myloblastosis virus” (AMV) e “Moloney
murine leukemia virus" (MMLV) sdo as mais utilizadas. A AMV ¢ mais
adequada para a sintese de cDNAs mais longos devido & sua baixa reatividade
de RNAse H (Sambrook et al., 1989).

A técnica de PCR tem sido utilizada para a detecgiio de diversos
fitopatogenos como fungos (Haber et al., 1995), bactérias (Audy et al., 1996),
fitoplasmas (Barros et al., 1998) e virus (Fenby et al., 1995).

Para a detecgdo de virus em plantas a técnica vem sendo amplamente
utilizada o que mostra o grande potencial da utilizagio da PCR para diagnose de
viroses importantes. Além da importincia da detecgio e diagnostico de
patogenos em plantas, a PCR tem sido empregada em estudos de filogenia,
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clonagem, sequenciamento, preparagdo de sondas moleculares ¢ estudos de
evolugdo (Eiras et al., 1998).

Em bananeiras, esta técnica vem sendo utilizada para identificar qual é o
subgrupo do CMV que esta causando a infecgio de bananais em determinadas
regides. Singh et al. (1995), utilizando RT-PCR identificou a presenca do
Subgrupo I do CMV em plantages de bananeiras no sul da Australia.

Ja Gould et al. (1978), utilizando RT-PCR caracterizou o satRNA
associado ao RNA do CMV.

QOutra utilizagio para esta técnica é a detecgdo do virus em matrizes
utilizadas para a micropropagagdo de bananeiras. Hsu et al. (1995) obteve a
detecgdo 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 hibridagio molecular e 100.000
vezes superior ao ELISA.

Outro teste molecular de detecgdo de virus em plantas é o de hibridagdo
molecular. A técnica de hibridacdo de acidos nucléicos esta baseada na
capacidade destes para se desnaturar e voltar a unir-se em fitas complementares
quando submetidos a determinadas condi¢des. Para o seu uso no diagndstico de
fitopatogenos, se forma uma fita hibrida complementar entre o 4cido nucléico da
amostra a ser testada, geraimente imobilizada em uma matriz solida (membrana
de nylon ou nitrocelulose), € o material usado como sonda. Caso haja
complementariedade com o acido nucléico da amostra, um duplex sera formado
e este podera ser visualizado pela marcagdo da sonda por diferentes métodos e
revelagdo com substrato especifico (Conci, 1999).

Sondas marcadas radioativamente tem sido comumente empregadas para
hibridagdio de acidos nucléicos, sendo mais utilizado como marcadores o *P e o
. No entanto, discusses sobre o impacto ambiental, seguranca durante seu
uso ¢ 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 nio radioativos (Dietzgen et al.,
1994). Marcadores como biotina e a digoxigenina estio disponiveis como
alternativas aos marcadores radioativos.

A biotina forma complexos com um grupo aryl-azida fotoreativo,
produzindo acetato de fotobiotina. Quando uma mistura de acido nucléico e
acetato de biotina se expde durante 10 a 15 minutos a altas intensidades de luz
dentro do espectro visivel, o grupo aryl-azida se converte em um grupo azyl-
nitrene, que ¢ extremamente reativo e favorece a unifio as cadeias de fita simples
do acido nucléico ou de fita dupla da molécula de biotina, de mameira covalente
a cada 100-150 bases. Esta reagio se prolonga, ¢ a presenca de biotina ¢
detectada mediante o uso de estreptoavidina, que estard associada com uma
enzima que, na presenca de um substrato especifico, reagira provocando
alteracdo de cor (Conci, 1999).

A digoxigenina ¢ uma molécula esteroide isolada de Digitalis purpurea.
Neste sistema de marcagdo, o nucleotideo modificado DIG-dUTP’s
(digoxigenina unida ao dUTP), pode ser incorporado com alta eficiéncia (um
grupo de DIG-dUTP’s a cada 20 - 25 bases) a sondas moleculares usando “nick
tanslation”, DNA random primer ou PCR. Ocorrendo hibridagiio entre a sonda
marcada e o material testado, a digoxigenina pode ser detectada por
fluorescéncia, quimioluminescéncia ou colorimetria. Neste ultimo, a
digoxigenina é detectada por um anticorpo (anti-Dig) conjugado a uma enzima
como, por exemplo, a fosfatase alcalina, que na presenga de azul de
nitrotetrazolium (NBT) e 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) produz uma
reagdo de cor (Conci, 1999).

Embora os métodos soroldgicos sejam freqiientemente utilizados na
deteccfio rotineira de virus de plantas, a hibridacdo de acidos nucléicos permite
testes mais sensiveis e especificos (Harper & Creamer, 1995). Este método além
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de permitir uma analise rapida de um grande nimero de amostras individuais de
plantas para RNA’s virais (Palukaitis, 1988). Por esse motivo, o uso de sondas
moleculares, radioativas ou nio, para detecgdio e estudo de virus de planta tem
sido cada vez maior. Saldarelli et al. (1994a e 1996) utilizou sondas moleculares
para a detecgdo do CMV em parreiras e tomateiros.

Kiranmai et al. (1998) compararam a eficiéncia de sondas marcadas
radioativamente com sondas marcadas com digoxigenina obtiveram uma
sensibilidade de 40 pg / uL e 150 pg / uL para a detecgdo do CMV em amostras
de folhas de bananeiras, respectivamente.
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CAPITULO I: CERTIFICACAO GENETICA DE MATRIZES E MUDAS
MICROPROPAGADAS E ESTUDO DA DIVERGENCIA GENETICA
ENTRE CULTIVARES DE BANANEIRA POR MEIO DE
MARCADORES RAPD

RESUMO

Gomes, G. A. C. Certificacio genética de matrizes e mudas
micropropagadas e estudo da divergéncia 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 certificagdo
genética de mudas micropropagadas de bananeiras, bem como estudar a
divergéncia genética entre as 19 cultivares de bananeiras estudadas. As
distdncias genéticas foram obtidas pela porcentagem de discordancia entre as
cultivares e a representagdo grafica destas distdncias foi realizada através de um
dendrograma (método UPGMA). Foram obtidos ainda, os valores de correlagio
por analise tipo Boostrap e os valores de PIC para os primers utilizados.
Verificou-se que os marcadores RAPD foram eficientes na separagdo das
cultivares, de acordo com o seu grupo gendmico. Através dos valores de
correlagdo obtidos, verificou-se que a utilizagdo de 108 bandas polimorficas foi
suficiente para estabelecer as distincias genéticas entre as cultivares em estudo,
pois a partir de 58 bandas polimérficas nio houve diferencgas significativas nos
valores das distincias genéticas ou no agrupamento das cultivares no
dendrograma. Os valores de PIC demonstraram o alto conteiido informativo dos
primer RAPD utilizados neste estudo. Através da utilizagiio de 7 primers RAPD
foi possivel identificar todas as 19 cultivares apreciadas neste estudo. Portanto,
os marcadores moleculares RAPD podem ser utilizados em programas de
certificagdo genética de mudas de bananeiras.

Comité Orientador: Renato Paiva-UFLA (Orientador), Edilson Paiva-
EMBRAPA Milho e Sorgo, Elizabeth de Oliveira-EMBRAPA Milho e Sorgo e
Newton Portilho Camneiro-EMBRAPA Milho e Sorgo.
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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 genstic
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 to RAPD primers used. Using 7 RAPD primers it
was possible to identify all 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 Carneiro-EMBRAPA Mitho e Sorgo.
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1 INTRODUCAO

Varios autores tém procurado classificar ¢ descrever as principais
cultivares de banana. Mundialmente, a primeira descricdo foi feita por
Simmonds (1973) em Trinidad, utilizando marcadores morfologicos. Trabalhos
semelhantes foram conduzidos em varios paises, inclusive no Brasil por Alves
(1984).

No entanto, a utilizagio apenas de marcadores morfoldgicos ndo €
suficiente para identificar, com seguranga, todas as cultivares de bananeiras
utilizadas no Brasil. Por tanto, a identifica¢io dos materiais genéticos utilizados
para a produgio de mudas micropropagadas de bananeira € realizada de maneira
empirica, observando-se as caracteristicas morfologicas da planta matriz.

Isto pode levar a erros de identificagio de cultivares, ocasionando
enormes prejuizos tanto para o produtor de mudas quanto para o préprio
produtor de frutos.

Sabe-se que o agronegdcio de produciio mudas € baseado numa estreita
relagio de confianca entre o produtor / vendedor de mudas e seus clientes, € que
um deslize dessa natureza pode acabar com a idoncidade do laboratdrio,
podendo leva-lo até a faléncia.

A portaria n° 095 / 94 do Instituto Mineiro de Agropecuaria que dispde
sobre as Normas e Padrdes para a produgdo de mudas certificadas de bananeiras,
nio estabelece a forma pela qual deve-se garantir a certificagdo genética das
mudas comercializadas.

Visando sanar tal deficiéncia este trabalho teve por objetivo estabelecer
uma metodologia simples, barata e eficiente, baseada em marcadores
moleculares RAPD, para a certificagdo genética de matrizes € mudas
micropropagadas de bananeiras, bem como estudar a divergéncia genética entre
as 19 cultivares estudadas.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular
do Nucleo de Biologia Aplicada (NBA) da EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, MG.

2.1 EXPERIMENTO I. Estudo da divergéncia genética entre cultivares de
bananeiras por meio de marcadores RAPD.
2.1.1 Cultivares analisadas
Para a realizagdo deste trabalho foi estabelecida uma colegio com 19
cultivares de bananeiras (Tabela 1), sendo que para cada cultivar foram mantidas
em casa de vegetagdo, quatro plantas cultivadas separadamente em vasos de 10
Litros contendo substrato comercial (terra de Holambra).

Tabela 1. Colegdo de cultivares de bananeiras utilizadas no presente estudo.
EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

CULTIVARES GRUPO GENOMICO ORIGEM
FHIA - 01 AAAB EPAMIG - LAVRAS
FHIA-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
NANICAO AAA UFLA
MACA AAB BIOCELL

MAGA GRANDE AAB MULTIPLANTA
PRATA ANA AAB BIOCELL

PRATA COMUM AAB UFLA
PACOVA 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 Extragiio e quantificacio do DNA gendmico

Para a extragio do DNA, 1 g de tecido foliar fresco foi triturado em N,
liquido. Em seguida, o material foi transferido para tubo de centrifuga
juntamente com 10 mL de tampdo de extragdo (1 M Tris pH 7,5; 0,5 M EDTA
pH 8,0; 5 M NaCl; 1% CTAB; 2% B - Mercaptoetanol) e incubado a 65°C em
banho maria por 1 hora, sendo homogeneizada a cada 15 minutos. Apos esse
periodo foram adicionados 10 mL da mistura cloroformio : octanol (24:1), sendo
gentilmente homogeneizada por 10 minutos. A separacdo das fases orgénica e
aquosa foi realizada por centrifugagio a 3000 rpm por 10 minutos, sendo o
sobrenadante transferido para outro tubo ¢ 0 DNA precipitado adicionando-se 6
mL de isopropanol gelado. O precipitado foi removido com anzol de vidro para
outro tubo 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 pL de NaCl e 3mL de
etanol gelado, sendo removido com anzol de vidro e transferido para eppendorf
com 500 pL de TE pH 8,0.

A quantificagio do DNA foi realizada em gel de agarose 0,8% por
comparagio com padroes de DNA de concentragiio conhecida. A eletroforeses
foi realizada a 150 V em tampdo TAE (ImM EDTA pH 8,0; 40 mM TRIS pH
8.,0; 20 mM acido acético) e o gel tratado com brometo de etidio (10%) durante
20 minutos, sendo visualizado sob luz ultravioleta € a imagem do gel captada
pelo sistema de documentagiio “Eagle Eye” (Stratagene, La Jolla, CA, USA).

2.1.3 Amplificacio via RAPD

A reagio de amplificagiio foi realizada em volume final de 25 pL
contendo 50 ng de DNA; 2,5 pL tampio PCR 10 X; 2.5 mM dNTPs; 1 U de Taq
polimerase e 1 pL primer (4uM).

43



Apdés o preparo, as reagdes foram submetidas ao termociclador
GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystem, Palo Alto, CA, USA)
programado com uma temperatura de desnaturagdo inicial de 95°C por 1 minuto,
seguido de 35 ciclos de amplificagio compostos de 3 etapas, sendo a primeira de
94°C por 10 segundos para a desnaturagio da fita de DNA, uma de 36°C por 1
minuto para promover o anclamento dos primers, € o tiltimo passo de 72°C por 2
minutos, para a extensdo e incorporagio dos nucleotideos. Apés os 35 ciclos, as
amostras foram submetidas a uma etapa final de 7 minutos a 72°C.

Ao final das reagdes, os produtos amplificados foram separados a 150 V
em gel de agarose 1,0%. Apds a eletroforese, o gel foi incubado em solugdio de
brometo de etidio (10%) durante 20 minutos, sendo visualizado sob Iuz
ultravioleta e as imagens captadas pelo sistema de fotodocumentagio “Eagle
Eye” (Stratagene, La Jolla, CA, USA).

Uma pré-selecdo de foi realizada, submetendo a cultivar Pioneira a 500
primers RAPD da “Operon Technologies™ (Alameda, CA, EUA).

2.1.4 Avaliagiio dos dados moleculares

Na avaliagdo dos géis, cada banda foi tratada como um loco winico, sendo
que a sua presenca em um individuo foi designada por 1 e sua auséncia por 0.
Desta maneira, foi possivel construir uma matriz binaria de zero e um.

A estimativa da dissimilaridade genética (DG ,) entre as cultivares foi
efetuada pelo coeficiente de porcentagem de discordincia, calculada pela
expressdo : DG ., = (n’x; # ;) / i, onde i = nimero total de bandas utilizadas.

A representagdo grafica das distincias foi feita através de um
dendrograma obtido pelo método hierdrquico aglomerativo da média aritmética
entre pares nio ponderados (UPGMA), com auxilio do programa STATISTICA
- PC versdo 4.5.



A informatividade de cada primer utilizado (I pij) foi determinada
através da equago: I pij = 1- Z;. Z; pij”.

A fim de se verificar o nimero minimo de marcadores polimérficos para
gerar uma estimativa precisa da dissimilaridade genética entre as cultivares, a
analise tipo “Bootstrap” foi realizada segundo a metodologia descrita por Efron
(1981), agrupando-se ao acaso 18 marcadores polimorficos na primeira anilise e
para as demais anilises foram acrescidos 10 marcadores sucessivamente até a
utilizagio de todos os marcadores polimérficos, implementado pelo programa
GQ Mol.

2.2 EXPERIMENTO II. Diferenciagio de cultivares de bananeira
utilizando marcadores RAPD.

Para a realizacdio deste estudo foram utilizadas as mesmas 19 cultivares
empregadas no estudo da divergéncia genética (Tabela 1), sendo utilizadas as
mesmas metodologias de extra¢io e quantificagio dos DNAs. Os primers
utilizados para a diferenciaciio das cultivares foram escolhidos segundo os
padrdes polimérficos obtidos pelo estudo anterior, seguindo o mesmo protocolo
de amplificagdo e visualizacdo das bandas.
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2.3. EXPERIMENTO III. Certificaciio genética de mudas micropropagadas
de banareiras utilizando marcadores RAPD:
Estudo de Caso.

2.3.1 Estudo de Caso 1. Confirmagio de contaminaciio genética pela cv.
Prata Ani em um lote de meristemas isolados da cv. Maci.

O laboratério de producdo de mudas de bananeiras BIOCELL isolou e
enviou um lote de 2.660 plantulas da cv. Magi para a empresa Multiplanta
Tecnologia Vegetal.

Durante o processo de aclimatagio das mudas, foi comprovada
visualmente, utilizando-se 0 marcador morfolégico mancha na folha (presente na
cultivar Prata ¢ ausente na cultivar Magd), que havia uma provavel
contamina¢do no lote de mudas da cuitivar Mag3 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 avaliagio foram 8 plantas do
lote suspeito, provavelmente da cultivar Magi (M1 a M8), 10 plantas do lote
suspeito, provavelmente da cultivar Prata Ani (P1 a P10), 1 planta Magi (E1)
(controle BIOCELL), 1 planta Prata And (E2) (controle BIOCELL), 1 planta
Maci (M) (controle NBA), 1 planta Prata Ani (PA) (controle NBA) ¢ 1 planta
Prata Comum (PC) (controle NBA).

Os processos de extragdo, quantificacdo e amplificagio e visualizagio do
DNA foram realizados conforme descrito anteriormente.
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2.3.2 Estudo de Caso II. Certificaciio 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 identificagdes, sendo apenas
enumeradas de 1 a 40. Foi informado apenas que o lote era constituido por
amostras pertencentes as cultivares de bananeiras Grand Naine, Magd, SH-3640
e Prata Ani. Portanto, coube a este estudo verificar a identidade genética das 40
amostras, utilizando marcadores RAPD.

Como padrdes comparativos para as quatro cultivares, foram utilizados
DNAs extraidos de folhas de bananeiras da colegdo estabelecida no Niicleo de
Biologia Aplicada da EMBRAPA Milho e Sorgo. Os processos de extragao,
quantificagio e amplificagdo do DNA foram realizados conforme descrito

anteriormente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXPERIMENTO L. Divergéncia genética entre cultivares de bananeira

por meio de marcadores RAPD.

Neste estudo, foram selecionados 19 primers que geraram, pelo menos,
umz; banda polimérfica entre as cultivares analisadas (Tabela 2). Tais 19 primers
geraram 108 bandas, com uma média de 8,0 bandas por primer, das quais 65
foram polimérficas (60%) e 43 foram monomérficas (40%). O nimero de
bandas polimérficas variou de um para o primer OPY 06 até dez para o primer

OPW 04, cujo padriio de amplificagfio estd representado na figura 2.
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TABELA 2. Primers utilizados e suas respectivas seqiiéncias de bases.
EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

PRIMERS SEQUENCIA (5’ - 3)

OPB 10 CTGCTGGGAC
OPB 11 GTAGACCCGT
OPB 12 CCTTGACGCA
OPE 15 ACGCACAACC
OPE 18 GGACTGCAGA
OPF 04 GGTGATCAGG
OP103 CAGAAGCCCA
OPY 06 AAGGCTCACC
OPY 15 AGTCGCCCTT
OPZ 12 TCAACGGGAC
OPZ 15 CAGGGCTTTC
OPZ 17 CCTTCCCACT
OPZ 19 GTGCGACAAA
OPW (2 ACCCCGCCAA
OPW 03 GTCCGGAGTG
- OPW 04 CAGAAGCGGA
OPW (7 CTGGACGTCA
OPW 08 GACTGCCTCT
OPW 16 CAGCCTACCA

OPW D4

01 SH OM C NA MG PC MY PZ M\
1 FI GN' N M PA PY F OU

FIGURA 2. Padroes de amplificagiio obtidos com o primer RAPD OPW 04, em
gel de agarose 1,0%. (01: FHIA-0O1; 18: FHIA-18; SH: SH 3640;
PI: Pioneira; OM: Ouro da Mata; GN: Grand Naine; C: Caipira; N:
Nam; NA: Nanicio; M: Ma¢a; MG: Maga Grande; PA: Prata Ani;
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 nivel 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 ¢ dependente do grau de divergéncia entre os genétipos estudados.
Além disso, a pré-selegio dos primers em fungfio da qualidade e do mimero de
produtos amplificados pode ter contribuido para a elevagdo do polimorfismo
obtido.

As 108 bandas polimérficas utilizadas podem ser consideradas
suficientes para uma adequada avaliagio da divergéncia, uma vez que nas
analises de “bootstrap” realizadas verificon que a comelagdo nio variou
significativamente, a partir da utilizagio de 58 bandas polimérficas (Figura 3).
Portanto, a partir de 58 bandas polimérficas, a correlagdo entre as matrizes de
distancia aproxima-se de 1 ¢ a soma dos quadrados dos desvios reduz-se a 0,2.
Assim, o aumento do nimero de bandas ndo altera significativamente, a
estimativa da distincia genética entre os individuos estudados.

2 —&@— Correlagio —ili— SQDesvio I

18 28 38 48 58 68 78 88 98 108

Nimero de Bandas

FIGURA 3. Anilise de “bootstrap” para a estimativa das distdncias genéticas
entre as 19 cultivares de bananeiras estudadas, utilizando diferentes
nimeros de bandas polimérficas. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas - MG, 2002.
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Com base nas 108 bandas polimérficas RAPD obtidas, foi construida
uma matriz de distdncia genética, a partir da porcentagem de discordancia,
relacionando todos os pares de cultivares (Tabela 3).

A distncia genética média para as 189 distancias obtidas foi de 0,352 +
0,02, com uma amplitude de 0,565 a 0,139. Sendo a maior distincia obtida entre
as cultivares Caipira (AAA) e Marmelo (ABB), pertencentes a grupos
gendmicos bem distintos, uma vez que na cultivar Caipira ocorre a
predominincia do genoma A (M. acuminata), ao contrario da cultivar Marmelo,
onde predomina o genoma B (M. balbisiana). A menor distincia foi observada
entre as cultivares tetrapléides (AAAB) Pioneira ¢ Ouro da Mata (Tabela 3).
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TABELA 3. Matriz de distdncias genéticas entre as cultivares de bananeiras analisadas dois a dois. FHIA - 01 (01); FHIA - 18

(18); SH ~ 3640 (SH); Pioneira (PI); Ouro da Mata (OM); Grand Naine (GN); Caipira (C); Nam (N); Nanicfio (NA);
Magi (M); Mac¢d Grande (MG); Prata And (PA); Prata Comum (PC); Pacovd (PV);, Mysore (MY); Figo (F); Prata
Zulu (PZ) e Marmelo (MM). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

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

01

18
SH

Pl
oM
GN

NA

MG
PA
PC
PV
My

PZ
ou
MM

0
0315 0
0,3240,287 0
0,2870,2500,278 0
0,204 0,2220,2690,138 0
0,2690,2310,2410,2040,157 0
0,3520,3890,3610,3430,3150,250 O
0,3150,2410,2500,2690,2410,1570,185 0
0,3330,3150,3430,3240,2410,2310,1850,185 ©
0,444 0,444 0,454 0,324 0,3890,3980,3890,3700,370 0
0,407 0,3700,3430,287 0,333 0,324 0,389 0,296 0,3890,185 0
0,278 0,296 0,306 0,343 0,2780,213 0,278 0,259 0,222 0,426 0,370 0
0,352 0,259 0,324 0,324 0,2590,1940,3150,241 0,204 0,3700,3150,148 0
0,4350,324 0,3150,3700,324 0,259 0,361 0,324 0,250 0,380 0,3800,269 0,157 0
0,380 0,306 0,426 0,389 0,287 0,3330,343 0,324 0,306 0,417 0,361 0,287 0,250 0,206 0
0,4720,454 0,426 0,426 0,4350,444 0,528 0,3800,509 0,380 0,324 0,4720,417 0,407 0,388 0
0,4720,454 0,426 0,444 0,435 0,407 0,417 0,381 0,417 0,343 0,343 0,435 0,380 0,333 0,370 0,277 0
0,343 0,324 0,296 0,315 0,269 0,241 0,306 0,269 0,324 0,361 0,324 0,306 0,343 0,333 0,388 0,388 0,370 0
0,4910,4910,444 0,481 0,491 0,444 0,565 0,4720,491 0,380 0,380 0,528 0,454 0,388 0,518 0,259 0,3333 0,425 0




O dendrograma obtidlo com marcadores RAPD apresentou uma
tendéncia em agrupar as cultivares em fungo do grupo gendmico das mesmas
(Figura 4).

F_ABB
MM_AAB j_l_
PZ_ABB
01 0.15 02 025 03 0.35 04 045
Distincia Genética

FIGURA 4. Dendrograma das distincias genéticas entre as cultivares de
bananeiras, gerado pelo método UPMG. FHIA - 01 (FO1); FHIA -
18 (F 18); SH - 3640 (SH); Pioneira (PI); Ouro da Mata (OM);
Grand Naine (GN); Caipira (C); Nam (N); Nanicio (NA); Magi
(M), Magi Grande (MG); Ouro (OU); Prata Ani (PA); Prata
Comum (PC); Pacova (PV); Mysore (MY); Figo (F); Prata Zulu
(PZ) ¢ Marmelo (MM). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas -
MG, 2002.

Os hibridos AAAB (FHIA-01; FHIA-18, Ouro da Mata, SH-3640 ¢
Pioneira) foram agrupados em um mesmo grupo, provavelmente por serem
todos hibridos originados do mesmo progenitor feminino Prata And.
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Dentro do grupo formado pelas cultivares AAA, as cultivares Caipira ¢
Nanicio apresentaram uma similaridade genética de 82%, devido a origem
africana das duas cultivares. E importante salientar que a cultivar Nanic3o ¢ uma
mutagio ocorrida em S3o Paulo da cultivar Nanica, cuja origem também é
africana. As cultivares Grand Naine ¢ Nam foram agrupadas proximas
apresentando uma similaridade genética de 84%.

Alves (1999) afirma que a origem da Grand Naine seria do mesmo clone
que originou, por mutagdo, as cultivares Giant Cavendish ¢ Willians Hybrids, ¢ a
Nanica seria originada de um clone diferente.

Uma formagio interessante observada no dendrograma foi & separagio
do grupo AAB em dois subgrupos diferentes. No primeiro foram agrupadas as
cultivares Prata Ani, 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
Ani 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 Magi (Magi e Magi Grande) e pela cultivar Mysore.
O agrupamento dessas duas cultivares é decorrente do fato que a Maga Grande é
uma cultivar derivada da Mag3, apenas quanto ao porte, uma vez que seus frutos
s3o muito semelhantes quanto ao sabor ¢ forma.

Justifica-se 0 agrupamento da cultivar Mysore apesar de ndo fazer parte
diretamente do subgrupo, apresenta-se junto as cultivares Prata, provavelmente
por apresentar caracteristicas de fruto muito semelhantes. Seus frutos sdo roligos
e gordos com a parte terminal em forma de gargalo de garrafa.

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 caracteristicas morfolégicas bem distintas
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das demais cultivares AAB. A cultivares Marmelo e Figo pertencentes ao
subgrupo Bluggoe e sdo conhecidas como “bananas de fritar” devido ao alto teor
de amido em seus frutos. Outra caracteristica que diferencia bem o subgrupo
Bluggoe ¢ a presenga de quinas salientes nos frutos mesmo no ponto de colheita.
A cultivar Prata Zulu foi agrupada neste grupo provavelmente por pertencer ao
mesmo grupo gendmico (ABB) da cultivar Figo.

Devido ser a unica representante do grupo gendmico (AA), a cultivar
Ouro foi colocada agrupada separadamente das demais, ndo participado de
nenhum dos agrupamentos.

A informatividade dos 19 primers 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 al. (1999) em seus estudos de analise genética em
clones de bananeiras utilizando marcadores microssatélites.

Pillary et al. (2001), trabalhando com 29 cultivares de bananeiras de
regiGes 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 diploides AB,
inclusive a Calcutta 4. Inferiu ainda que, as cultivares dessa regiio montanhosa
do leste africano tem como origem as cultivares Agbagba ¢ Calcutta 4.

Para o estudo da divergéncia genética de 57 cultivares de bananeiras
indianas, pertencentes a 6 grupos gendmicos (AA, AB, AAA, AAB, ABB,
ABBB), Bhat e Jarret (1995) através da utilizagio de 49 primer RAPD (360
bandas polimérficas) concluiram que a base genética das cultivares indianas ¢
bem mais ampla do que a africana e a asiatica. O dendrograma obtido a partir

destes dados claramente apresentou uma divisdo em seis “clusters”, sendo que
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no primeiro “cluster” foi agrupada a M. 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. Varios desses grupos estio em concordincia com os estudos
isoenzimaticos realizado por Lebot et al. (1993). Apenas as cultivares Mysore e
Walha, ambas AAB, foram agrupadas junto ao grupo ABB no estudo
isoenzimatico. Segundo Lebot (1993), isto ocorreu devido 2 similaridade
existente entre os dois grupos genomicos.

Outro objetivo dos estudos realizados por Bhat e Jarret (1995) foi a
identificacfio 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 divergéncia genética e seus
respectivos Polymorphic index content (PIC). EMBRAPA Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - 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 OoPB 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 OPF 04 0,5139
OPW 08 0,9115 OoPZ 17 0,2359
OPY 15 0,9106 OPY 06 0,1884
OPW 02 0,8964
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3.2 EXPERIMENTO 1L Diferenciacio 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 possivel diferenciar todas as 19 cultivares de
bananeiras avaliadas neste estudo (Figura 5).

{ 19 CULTIVARES

OFW 04
|
| BC, PA, F, 18, SH, OU, GN, MY, N |
OPW 08 2zi[ c ]| [om][zv]am]
' fﬂ,‘g [va,01] [Mmc,m |
OPWes8 opw16

[ov, PA,F]SSH,MYNI I:[:’J_’_H
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=] h ]
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OP103 ;‘_——
T R
(F|  [ov]

FIGURA 5. Fluxograma para diferenciacio das 19 cultivares de bananeiras em
estudo, utilizando marcadores RAPD. 01: FHIA-01; 18: FHIA-18;
SH: SH 3640; PI: Pioneira; OM: Quro da Mata; GN: Grand Naine; C:
Caipira; N: Nam; NA: Nanicio; M: Ma¢d; MG: Magi Grande; PA:
Prata Ani; PC: Prata Comum; PV: Pacovan; MY: Mysore; F: Figo;
PZ: Prata Zulu; OU: Ouro; MM: Mamelo. EMBRAPA Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.
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A amplificagio com o primer OPW 04 gerou 8 padrdes moleculares
diferentes (Figura 6), permitindo a separacdo das 19 cultivares em 3 grupos
distintos, além de identificar, padrdes tinicos 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 incluidas a maioria
das cultivares AAB (Prata And, Prata Comum e Mysore), as tetraplGides
(AAAB) SH-3640 e FHIA-18, as tripléides Nam (AAB), Figo (ABB) e Grand
Naine (AAA) e a dipléide (AA) Ouro. No segundo grupo enquadraram-se as
tripléides (AAB) Magil e Maga Grande e a tetrapldide (AAAB) Pioneira. Ja um
terceiro grupo foi formado com a cultivar Nanicio (AAA) e a FHIA-OI

(AAAB), que em seguida foram separadas pelo primer OPW 08 (Figura 7).

OPW 04

0L SH OM C NA MG PC MY PZ MM
18 PI GN N M PA PV F OU

FIGURA 6. Padrdoes moleculares obtidos utilizando o primer OPW 04 via
RAPD, em gel de agarose 1,0%. 01: FHIA-O1; 18: FHIA-18; SH:
SH 3640; PI: Pioneira; OM: Ouro da Mata; GN: Grand Naine; C:
Caipira; N: Nam; NA: Nanicdo; M: Mac¢a; MG: Magi Grande; PA:
Prata Ani; PC: Prata Comum; PV: Pacovan; MY: Mysore; F: Figo;
PZ: Prata Zulu; OU: Ouro; MM: Marmelo. EMBRAPA Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

37



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

OPW 08

L T

FIGURA 7. Padroes moleculares obtidos utilizando os primers OPW 08 via
RAPD, em gel de agarose 1,0%. 0l: FHIA-O1; NA: Nanicdo; 18:
FHIA-18; SH: SH 3640; GN: Grand Naine; N: Nam; PA: Prata Ani;
PC: Prata Comum; MY: Mysore; F: Figo; OU: Ouro. EMBRAPA
Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Os padrdes moleculares obtidos através da aplicagio do primer OPW 08
dentro do grupo formado pelas cultivares AAB (Prata And, Prata Comum e
Mysore), (AAAB) SH-3640 e FHIA-18, Nam (AAB), Figo (ABB) e Grand
Naine (AAA) e (AA) Ouro, permitiu a diferenciagio das cultivares em dois
grupos (Figura 7). Um agrupando as cultivares Ouro, Prata And, 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).

*MG PC' MY PZTCMN
M PA PY F OU

01 SH "OM € "NA
180 Pl GN N

ik -
L L e S e e

OPI 03

FIGURA 8. Padrdes 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 aplicagio do primer OPW 08 (Prata Ana,
Mysore, SH-3640 e FHIA-18, Nam, Figo e Ouro), foi aplicado o primer OPW
07 (Figura 9), que possibilitou a diferenciagdo das cultivares FHIA-18 ¢ SH-
3640 e a formagio de mais dois grupos distintos, um englobando Figo e Ouro,
diferenciadas com o primer OPI 03 (Figura 8) e um outro englobando Mysore,
Prata Ani e Nam. Neste dltimo grupo foi aplicado o primer OPY 15 (Figura 10),
separando a Prata And das cultivares Mysore e Nam. Estas duas cultivares
agrupadas pelo primer OPY 15 foram separadas utilizando-se o primer OPI 03
(Figura 8).

:‘“M ¢ E -
L T TEETY

MG PC MY PZ MM
PAT Y F oOU
FIGURA 9. Padrdes 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 Ani; MY: Mysore. EMBRAPA Milho e Sorgo,
Sete Lagoas - MG, 2002.
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FIGURA 10. Padrdes moleculares obtidos utilizando o primer OPY 15 via
RAPD, em gel de agarose 1,0%. MY: Mysore; N: Nam e PA: Prata

Ana. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.
O ultimo grupo gerado pela utilizagdo do primer OPW 04 (Maga, Maci

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

tetrapl6ide Pioneira das cultivares tripléides Maga e Magd Grande (Figura 11).

01l _SH OM C NA MG PC MY PZ MM
18 PI GN N M PATPYFToOU

OPW 16

FIGURA 11. Padrdées moleculares obtidos utilizando o primer OPW 16 via
RAPD, em gel de agarose 1,0%. M: Magi; MG: Maga 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 diferenciagdo das 19 cultivares em estudo.
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OPZ 12

01 SH OM C NA MG PC MY PZ MM

e ] — -

18 PI GN N M PA PV
ou

FIGURA 12. Padrdes moleculares obtidos utilizando o primer OPZ 12 via
RAPD, em gel de agarose 1,0%. M: Magi ¢ MG: Magd. EMBRAPA
Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Optou-se pelo primer OPW 04 parar dar inicio a diferenciagdo das 19
cultivares, pelo fato de ter gerado maior nimero de padrdes moleculares
distintos (8), apresentar o maior contetido de informatividade (PIC = 0,9628)
entre os utilizados e permitir a diferenciagio de 124 combinagdes dois a dois
entre as 171 possiveis 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, 11 e 4 combinagdes dois a dois,
respectivamente, além de apresentarem valores de PIC considerados elevados
quando comparados a marcadores microssatélites utilizados em bananeiras por
Tenkouano et al, (1998).

Podemos observar pela Tabela 6 que, outras possibilidades de
fluxogramas para a diferenciagdo 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 diferenciagio foi o apresentado

na Figura 5.
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TABELA 6. Tabela contendo todas os possiveis 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 18X NA W4, W7
01 XSH W4, W7 18XM W4, 7217
01X PI w4, W7, W9, Z19 18 X MG W4, W7, W16,
Z19
01 X OM W2, W9, W16 I8 X PA W7
01 X GN W4, W8, W16 18X PC W7, W16
01XC E8, W8, W16 18X PV W4, W7, W9, Y15
01XN W4, W16 18 X MY W3, W7,E18
01 X NA W8, W16 18XF W7,W9, E18, Z19
01XM W4, W9, W16, Z12 18X PZ W3, W4, W9, Z19
01 X MG W3, W4, W16, Y15 18X 0OU W7, W9,i3,Z19
01X PA W4, W7, W8 18 X MM W3, W4, W8, i3
01 XPC W4, W8, W9 SHX PI W4, W7,7Z19
01 X PV W3, W4, W8, W9, SH X OM W4, W16, 219
W16
01 X MY W4, W8, W16 SH X GN W7, 219
01XF W3, W4, WS, i3, SHXC W7, W16, Z19
z19
01XPZ W3, W8, W9, wi6, SHXN W7,i3,Z19
Z19
01X0U W4, W8, i3, Z15, SH X NA W4, W16, Z19
01 X MM W3, W4, W7,i3, SHXM W4, W16, Y3
Z15
18 X SH W7, W16 SH X MG W4, W7, Wi6
18 X PI W4, W7, W16, Z19 SHX PA W16
18 X OM W4, W7 SHXPC W4,W7,219
18 X GN W7, W16,i3 SHX PV w4, W16, Z19
18X C W4, W7,i3, E18 SH X MY W4, W16, Z19
18XN W17,i3,7Z19 SHXF W7, W16, Y15
SHXPZ W4, W7, W16, 219, OMXOU W4, W8, i3
Z15
SHX OU W7; 13,719 OM X MM W4, W8, i3
SH X MM W4, W7, W8, Z19, GNXC W4
Y15
PIX OM W2, W4, W16, Z19 GNXN Z12
PIX GN W2, W4, W8, W16 GN X NA w4
PIXC W2, W4, W8, i3, GNXM W2, W4, i3, Z17
Z19
...continua...
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Tabela 6. Cont.

PIXN W2, W4, W8, W16, GNXMG W4, i3, 219
z19
PIX NA W2, W4, W8, i3, GNXPA w3
719
PIXM W2, W8, Wi6 GNXPC i3
PIXMG W3, W7, W8, W16 GNXPV W3, W4,i3
PIXPA W2, W8, W16, Y15 GNX MY W3, i3
PIXPC W4, W8, W9, W15 GNXF W3, Z12,i3
PIXPV W4, W8, W9, W15 GNXPZ W3, W4, i3
PIX MY W4, W8, W9, W13 GNXOU w8, W7, Z19
PIXF W4, W8, W9 GNX MM W3, W4, W8, i3
PIXPZ W4, W8, W9 CXN W4
PIX OU W4, W8, W9 CXNA w4
PIX MM W4, W8, W9 CXM W2, W3, W4, W7
OMXGN W2, W4, W8, i3 CXMG W3, W4, W16, i3
OMXC W2, W4, W8, i3 CXPA w4
OMXN W4, W8, I3 CXPC W4,13
OM X NA W2, W4, W8, I3 CXPV W3, W4,13
OMXM W2, W4, W8 CXMY W3, W4, W16, I3
OM X MG W2, W4, W8 CXF W3, W4, 13, Z19
OM X PA W2, W4, W8 CXPZ W4, W7,13, Y3
OMXPC W2, W4, W8 CXO0U W3, W4
OMXPV W2, W4, W8 CXMM W4, W7, W8, I3,
Y3
OM X MY W2, W4, W8 NXNA W2, W3, W4
OMXF W4, W8, I3 NXM W3, W4,13, 217
OM X PZ W3, W4, W8 NXMG W3, W4, W7,I3
NXPA W2,W3; Y15 MG X MY W3, W4, W9, Z19
NXPC 13 MGXF W4, W9, 219
NXPV W3, W4, 13 MG X PZ W4, W9, Y15,
19
NXMY W3, i3 MG X OU W3, W4, 13, Z19
NXF W3, W7,13, Z19 MG X MM W3, W4, W8, 13
NXPZ W3, W4,i3,E18 PAXPC W8
NXOU W7, W16 PAXPV w4
NXMM W3, W4, W8, 13 PAX MY Y15
NAXM W2, W4, W9, 13, PAXF W7, Z19
719
NAXMG W4, W9, I3 PAXPZ W4, W7, Y15
NAXPA W4 PAXOU W7, Z19
NAXPC W4, W8, W9, 13 PAXMM W4, W7, W8, Z19
NAXPV W4, W9, I3 PCXPV W3, W4, W7
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Tabela 6. Cont.

NAXMY W4, W9, 13 PCXMY W3, w4
NAXF W4, W9, 13, Z19 PCXF W4, W9, 13, 219
NAXPZ W4, W9, i3, Z19, PCXPZ W4, W9, Y15,
Y15 Z19
NAXOU W4, W9 PCXOU W8, I3, Z19
NAX MM W4, W9, 13, Z19, PCXMM W4, W9, 13, Z19
Y15
MXMG 212,217 PVXMY W3, W4, W7
MXPA W2, W4 PVXF W4, W9, 13,219
MXPC W2, W4, W9 PVXPZ W4, Y15, Z19
MXPV W2, W4, W9 PVXOU W3, W4,13
MXMY W2, W3, W4, W9 PV MM W4, W8, I3, Z19
MXF W4, W9, 13 MYXF W9, I3, Z12
MXPZ W3, W4, W9 MY XPZ W4, W9, 219
MXOU W3, W4, W9, I3 MY X OU W7, W3, 13
MXMM W3, W4, W8, I3 MY X MM W4, W8, 13, Z19
MG X PV W4, W9, Z19 FXMM W3, W4, W8, i3
MGXPC W4, W9, Z19 FXOU W3, W9, 13,719
MGXPA W4, 7219 FXPZ W4, 13
PZX OU W17, W9, i3, E18 OUXMM W4, W8, i3,Z19
PZX MM W3, W8, i3, Z15

3.3 EXPERIMENTO III. Certificacio genética de mudas micropropagadas
de bananeiras utilizando marcadores RAPD:
Estudo de Caso.

3.3.1 Estudo de Caso I. Confirmagio de contaminagiio genética pela cultivar
Prata And em um lote de meristemas isolados da cultivar Maga.

Utiizando o primer OPW 04 foi possivel diferenciar as amostras
enviadas ¢ estabelecer a suas identidades genéticas (Figura 13).
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FIGURA 13. Padrio de amplificagio de 18 amostras de bananeiras e dos
controles utilizando o primer OPW 04, em gel de agarose 1,0%. M:
Magi (controle NBA); PA: Prata Ani (controle NBA); El: Maca
(controle BIOCELL); E2: Prata Ani (controle BIOCELL); M1 a
M8: Maci; P1 a P10: Prata And. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas - MG, 2002.

Pela comparacio das amostras com os padroes moleculares obtidos,
pode-se afirmar que as amostras M1, M2, M3, M4, M3, M6, M7 e M8 sado
mudas de bananeiras da cultivar Magi e que as amostras P1, P2, P3, P4, P5, P6,
P7, P8, P9 e P10 sio representantes da cultivar Prata Ana. Podemos afirmar que,
dentre as amostras analisadas ndo foram encontrados individuos Prata Comum.

Portanto, fica evidenciada a contaminagio do lote de meristemas da
cultivar Magcii, apenas por individuos da cultivar Prata And. No anexo 2a,
encontra-se a forma de apresentagiio proposta para o Laudo de Certificagdo

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

de folhas de bananeiras.

Através dos marcadores RAPD foi possivel diferenciar os materiais
enviados para andlise em dois grupos distintos (“A” e “B"), utilizando o primer

OPW 04 (Figura 14).
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FIGURA 14. Produtos de amplificagio dos DNAs das 40 amostras enviadas para
andlise, 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 comparagio com os padroes
moleculares obtidos com o primer OPW 04 (Figura 15), como pertencentes a
cultivar Maca, uma vez que este primer gerou um padrdo molecular diferenciado

para esta cultivar.
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FIGURA 15. Padrdes moleculares obtidos via RAPD utilizando o primer OPW
04, em gel de agarose 1,0%. M : Maci; PA : Prata And; 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, 11, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 27, 29, 30, 31, 32, 36, 37 ¢ 38. No entanto, o primer
OPW 04 nio foi capaz de diferenciar as culivares Grand Naine, Prata And e SH
— 3640 (Figura 15).

Utilizando o primer OPI 03 (Figura 16) foi possivel 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 al. (1995) utilizando marcadores RAPD também obteve sucesso na
diferenciac@o de cultivares tripléides AAA, como a Grand Naine, de cultivares
que apresentam em seu genoma influéncia de Musa balbisiana (B) como sdo os
casos da Prata Ana (AAB) e SH-3640 (AAAB).

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

cultivares SH-3640 e Prata Ana (Figura 16).
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FIGURA 16. Produtos de amplificagiio das amostras pertencentes ao grupo B,
em gel de agarose 1%. 3 — 38 = amostras; GN: Grand Naine; M:
Maca; PA: Prata Ana; PC: Prata Comum e SH: SH-3640.
EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

A diferenciagiio entre as cultivares Prata Ana e SH-3640, dentro do
grupo B, foi realizada utilizando se o primer OPW 16. Como o auxilio deste
primer foi possivel afirmar que as amostras 16, 17 ¢ 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
comparagao com os padroes moleculares como individuos da cultivar Prata Ana
(Figura 17). Crouch et al. (1999), também conseguiu a diferenciagio de
cultivares tripléides AAB de tetrapléides AAAB, com a Prata And e SH-3640

respectivamente, utilizando o mesmo primer OPW 16.
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FIGURA 17. Produtos de amplificagio das amostras pertencentes ao grupo B,
em gel de agarose 1%. 3 — 38 = amostras; PA: Prata Ana e SH: SH-
3640. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

69



4 CONCLUSOES

- A avaliagdo da diversidade genética, por meio de marcadores RAPD ¢
eficiente em agrupar as cultivares de acordo com os seus grupos gendmicos;
- Marcadores RAPD podem ser utilizados em programas de certificagio

genética de matrizes e mudas micropropagadas de bananeira.

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, E. J. A cultura da banana: aspectos técnicos, socioeconémicos e
agroindustriais. 2.ed. Brasilia: EMBRAPA - SPI / Cruz das Almas:
EMBRAPA - CNPMF, 1999. 585p.

ALVES, E.J. Caracterizagdo ¢ avaliagdo de germoplasma de banana (Musa spp).
In. CONGRESSO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 7., 1984,
Florian6polis. Anais... Florian6polis, SC: SBF / EMPASC, 1984. v. 1, p. 203 —
212.

BHAT, K. A;; BHAT, S. R.; CHANDEL, K. P. S.; LAKHANPAUL, S.; ALI S.
DNA fingerprinting of Musa cultivars with oligodeoxyribonucleotide probes
specific for simple repeat motifs. Genetic Analysis: Biomolecular
Engineering, v. 12, p. 45 - 51, 1995.

BHAT, K. A.; JARRET, R. L. Random amplified polymorphic DNA and
genetic diversity In Indiam Musa germoplasm. Genetic Resources and Crop
Evolution, v. 42, p. 107 - 118, 1995.

CROUCH, J. H.; CROUCH, H. K.; TENKOUANO, A.; ORTIZ, R. VNTR -
based diversity analysis of 2X and 4X full — sib Musa hybrids. Eletronic
Journal of Biotechnology,v. 2, n.3, 1999,

EFRON, B. The bootstrap, the jackknife, and other resampling plants.
Philadelphia: Society of Indian Applied Mathematics, 1981. 138 p.

LEBOT, V., ARADHYA, K. M. Genetic relationships among cultivated bananas
and plantains from Asia and the Pacific. Euphytica, v. 67, p. 163 - 176, 1993,

70



PAZ, O. P. da. Caracterizacio de germoplasma de bananeira com RAPD.
Cruz das Almas, BA: UFBA, 2000. 69 p. (Dissertagio de Mestrado em
Agronomia).

PILLARY, M., OGUNDIWIN, E; NWAKANMA, D. C; UDE, G,
TENKOUANO, A. Analysis of genetic deversity and relationships in East
African banana germoplasm. Theoretical and Applied Genetics, v. 102, n. 6 /
7, p. 956 - 970, 2001.

SIMMONDS, N. W. Los platanos. Barcelona: Blume, 1973. 539p.

TENKOUANO, A.; CROUCH, J. H; CROUCH, H. K.; ORTIZ, R. Genetic
diversity hybrid performance, and combining ability for yield in Musa
germoplasm. Euphytica, v. 102, p. 281 - 288, 1998.

TENKOUANO, A.; CROUCH, J. H.; CROUCH, H. K.; ORTIZ, R. Comparison
of DNA marker and pedigree — based methods of genetic analysis of plantain
and banana clones. 1. Estimation of genetic relationships. Theoretical and
Applied Genetics, v. 98, p. 98 — 68, 1999.

71



CAPITULO II: CERTIFICACAO FITOSSANITARIA DE MATRIZES
DE BANANEIRA ATRAVES DE RT-PCR, DOT-BLOT E ELISA

RESUMO

Gomes, G. A. C. Certificaciio fitossanitiria 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 eficiéncia, sensibilidade dos testes RT-PCR
(Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction), Hibridagio molecular
com sonda marcada a frio (Dot-Blot) ¢ ELISA, bem como verificar a influéncia
do local amostragem na folha ¢ a melhor forma de armazenamento das amostras
para a detec¢do do virus do mosaico das cucurbiticeas (CMV) em programas de
certificacdo fitossanitria de matrizes de bananeiras. Para a realizagdo do teste
ELISA foi adquirido o “Kit Direct ELISA CMV™ da Agdia Company. Através
da hibridagdo com uma sonda marcada com digoxigenina complementar a dois
tergos do gene da capa protéica do CMV foram realizados os testes Dot-Blot.
Para a realizagdo do teste RT-PCR foi necessario estabelecer metodologias para
a extragdio de RNA total, transformagio do RNA em c¢DNA e para a
amplificagio de um fragmento de 745pb através da utilizagdo de primers
especificos para a capa protéica do CMV. Nossos resultados mostraram que, as
amostras que serdo submetidas ao teste RT-PCR necessitam ser imediatamente
armazenadas em nitrogénio liquido depois de retiradas da planta doadora. Para
os testes Dot-Blot e ELISA, as amostras podem ser armazenadas em saco
plastico contendo jornal iimido por até 10 dias. O local de coleta na folha nio
interfere nos resultados dos testes. Foi possivel detectar a presen¢a do CMV em
extratos foliares ou RNAs armazenados por 4 meses a — 80°C. O testes RT-PCR,
Dot-Blot ¢ ELISA sdo suficientemente sensiveis para detectar a presenga do
plasmideo clonado com o fragmento de cDNA correspondente a dois tergos do
gene da capa protéica do CMV em concentragdes de até 10 fg/ul, 100 pg/uL e

100 ng/uL, respectivamente.

Comité Orientador: Renato Paiva-UFLA (Orientador), Edilson Paiva-
EMBRAPA Milho e Sorgo, Elizabeth de Oliveira-EMBRAPA Milho ¢ Sorgo ¢
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 ¢ 100.000 vezes mais do que o ELISA. Recomenda-se a aplicagdo do teste
RT-PCR apenas nas matrizes doadoras de meristemas devido ao seu alto custo e
alta complexidade.

73



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 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
CMV”from 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 fragment amplification
was used a set of primers specific for CMV proteic coat. Qur 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 of plastic bag containing wet paper 10 days. Leaf plant position did not
interfer 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 with 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 the high cost and complexity.

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 € Sorgo.
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1 INTRODUCAOQ

Apesar da evolugdio das técnicas de propagagdo da bananeira, muitos
plantios comerciais dessa frutifera sdo comprometidos pela utilizagio de mudas
infectadas por inumeras doengas.

O Instituto Mineiro de Agropecuaria obriga aos produtores de mudas
que seus viveiros estejam isentos de nematdides (Radopholus similis,
Helicotylenchus multicinetus e Meloidogyne sp), fungos causadores do Mal-do-
Panama (Fusarium oxisporum pv. Cubense), bactérias causadoras da Murcha
Bacteriana (Pseudomonas solanacearum) e Erwinia (Erwinia musea) e do Virus
do Mosaico das Cucurbiticeas (CMV). Periodicamente, sio realizadas inspegoes
nos viveiros para assegurar a qualidade das mudas. Além disso, sdo exigidos
certificados que comprovem a sanidade das mudas a serem comercializadas

A indexacio das mudas para a verificagio da presenga de virus,
principalmente do CMV, ¢é realizada mediante aplicagio do teste ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Com o surgimento das técnicas moleculares de detecgdo, novas
alternativas mais sensiveis e precisas esto a disposi¢io para serem utilizadas na
detecgdo de virus em plantas.

Portanto, este estudo visou comparar a eficiéncia, sensibilidade dos
testess RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction),
hibridagdo molecular com sonda marcada a frio (Dot-Blot) e ELISA, bem como
verificar a influéncia do local amostragem na folha e a melhor forma de
armazenamento das amostras para a deteccdo do virus do mosaico das
cucurbiticeas (CMV) em programas de certificagiio fitossanitaria de matrizes de
bananeiras.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular do
Nicleo de Biologia Aplicada (NBA) da EMBRAPA Milho e Sorgo localizada
em Sete Lagoas, MG.

O RNA total foi extraido de amostras de folhas de bananeiras infectadas
pelo virus CMV, cultivadas no campo experimental do Nucleo de Biologia
Aplicada da EMBRAPA Milho e Sorgo. A presenca do virus nessas amostras foi
previamente confirmada pelo teste ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay).

2.1 Teste RT — PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction)

A extragdo do RNA total foi realizada adicionando-se, em microtubo de
2 mL autoclavado, 0,2 g de tecido foliar fresco moido na presenga de N; liquido,
500 pL de tampao de extragdo (100mM TRIS HCI pH 7,5; 20mM EDTA; 0,1%
SDS; IM NaCl; 1% B — Mercaptoctanol), 500 pL de fenol saturado e 0,1g de
PVPP. Em seguida, o microtubo foi levado ao vortex por 15 minutos.
Adicionou-se ao final da homogeneizagio 500uL de cloroformio e repetiu-se a
homogeneizagio em vortex por 1 minuto. A mistura foi centrifugada a 14000
rpm por 5 minutos. Apds este periodo, o sobrenadante foi transferido para outro
tubo contendo 300 pL de cloroformio. Procedeu-se breve homogeneizagdo em
vortex e novamente a mistura foi submetida a centrifugagio por 5 minutos a
14000 rpm. O sobrenadante foi coletado e a ele foi adicionado 1 volume de
isopropanol. Ap6s suave homogeneizagio o tubo foi mantido no gelo por 10
minutos. Em seguida, a solugdo foi centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos.
Descartou-se o sobrenadante e o pellet obtido foi ressuspenso em 50 pL de H,O
- DEPC.
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A integridade do RNA total extraido foi verificada em gel de agarose
0,8% contendo 0,2 pg/mL de brometo de etidio. A imagem fotogréfica do perfil
eletroforético foi realizada pelo sistema de documentagio de gel “Eagle Eye”
(Stratagene, La Jolla, CA, USA).

Apés a verificagdio da integridade do RNA total, este foi imediatamente
utilizado para a sintese 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 AGT GAC TTC AGC
AG 3') utilizados para a transcricgio reversa, foram sintetizados pela
Universidade Federal do Parana conforme o protocolo descrito por Hu (1995).

Para a transcrigdo reversa do RNA foi preparada uma reagdo contendo
1,6 uL RNA (5 ng/pL), 9,4 pL agua - DEPC e 1 pl do primer MPTV -2 (0,134
pmoles/mL). Apés incubagio por 10 minutos a 70°C, foram adicionados 2
solugfio 2 uL DTT (0,1 M), 4puL de Tampdo 5 X e 1 pL. dNTPs (2,5 mM). Esta
solugio permaneceu incubada por 2 minutos a 42°C. Ao final deste periodo, foi
adicionado 4 solugiio 1 pl da enzima transcriptase reverse (Super Script I RT,
Gibco BRL), e em seguida, a solugiio foi incubada a 42°C por 90 minutos.
Visando paralisar a reagio, a solugiio foi mantida a 70°C por 15 minutos. Logo
apds, foi adicionado & solug¢do 2pul. de NaOH (25mM) e a solu¢@o permaneceu
incubada por 30 minutos a 68°C.

A amplificacio do fragmento de cDNA foi realizada numa reagdo
contendo 2 ul do cDNA, 11,05 uL agua, 2 uL tampio PCR 10 X, 1,9 pL dNTPs
(2,5mM), 1 pL primer MPTV-1 (0,134umoles/mL), 1 pL primer MPTV-2
(0,134 pmoles/mL), 0,25 pL da enzima Taq polimerase (GIBCO BRL) ¢ 0,8 pl
MgCl,.

A reagio de PCR foi constituida por uma desnaturag3o 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 ¢ uma extensdo final a 72°C por 2 minutos. Apés a
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amplificagdo, os produtos amplificados foram submetidos 2 eletroforese em gel
de agarose 1,0 % utilizando-se tampéo de corrida TAE (ImM EDTA, pH 8,0; 40
mM Tris, pH 8,0; 20mM écido acético).

As amostras foram consideradas positivas para a presenca do virus
quando foi observada uma banda de, aproximadamente, 745 pares de base no gel
de agarose (Hu et al., 1995).

Como controles positivos e negativos, foram utilizadas amostras de
folhas provenientes de plantas infectadas e sadias, cultivadas no campo
experimental o Nicleo de Biologia Aplicada (NBA) da EMBRAPA Milho ¢
Sorgo.

2.2 Teste via Hibridacio Molecular (Dot-Blot)

Para a realizagdo deste teste fez-se necessario a obtengfio de uma sonda
marcada a frio especifica para 0 CMV.

Para a obtengdo 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 recomendagles do fabricante. O método de clonagem constituiu na
ligagio dos fragmentos com o vetor que possui dois sitios de restrigdes para Eco
RI, pela enzima DNA ligase do fago T., originando plasmideos recombinantes,
que foram transformados em E. coli. Os plasmideos recombinantes foram
purificados pelo método da lise alcalina. Digestdes com a enzima Eco RI foram
realizadas, a fim de verificar a presenca do fragmento de interesse. Todas as
digestSes 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 fotografica foi
realizada pelo sistema de documentagio de gel “Eagle Eye” (Stratagene, La
Jolla, CA, USA).
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Os plasmideos recombinantes foram seqiienciados pelo método de
dideoxirribonucleotideos terminadores (Sanger et al., 1977), utilizando-se o
“Kit” sequenase (USB, Cleveland, OH) e os oligonucleotideos M13 e T7. As
segiiéncias de nucleotideos foram comparadas entre si ¢ com seqiéncias de
outros isolados pertencentes a ambos os subgrupos do CMV, previamente
publicadas, utilizando-se o programa GCG da Universidade de Wisconsin, EUA.

A marcagdo a frio da sonda foi realizada através de uma reagdo contendo
9.2 uL agua, 5 pL tampdo PCR 10X, 1,5 uL MgCl, (50 mM),2 uL dNTPs (2,5
mM), 1 pL Taq (5 wpL), 5 uL primer M13 (2uM), 5 pL primer Reverse (2uM),
1 pL plasmideo diluido (1/100) e 0,5 pL de digoxigenina (ImM) sob as
seguintes condices de reagdio: 30 ciclos a 95 °C por 15 segundos, 55 °C por30
segundos ¢ 72 °C por 30 segundos. Para verificagio da marcagdio foram
aplicados 2 uL da sonda em gel de agarose 1,2%.

Apds a obtengdo da sonda CMYV, o teste de hibridagdo molecular foi
realizado macerando-se aproximadamente 5 mg de folha de bananeira em N;
liquido. Em seguida, transferiu-se o macerado para um tubo eppendorf e
adicionou-se 500uL de tampdo de extragio (100mM TRIS HCI pH 7.5; 10 mM
EDTA pH 8,0; 0,1% SDS; 1mM NaCl e 1% B-Mercaptoetanol) € 0,1 grama de
PVPP. Apés breve agitagfo, a solugdo foi incubada em banho maria a 100 °c
durante 5 minutos. Ao término da incubacdo, o tubo foi imediatamente colocado
no gelo até esfriar. Seguiu-se entdio, uma centrifugagdo por 5 minutos a 14000
mpm, da qual foi coletado o sobrenadante. Visando eliminar impurezas foi
realizada uma clarificagio do sobrenadante adicionando-se 600 pL de etanol
gelado. Em seguida, foi realizada uma nova centrifuga¢do por 5 minutos a 14000
rpm e descarte do sobrenadante, obtendo-se um pellet.

Apos resssuspender o pellet 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 pré-hibridizada por 2 horas em HYB (5X SSC; 0,1%
Blocking Reagent; 0,1% laurilsarcosine ¢ 0,1% SDS) a 65 °C. Passado este
periodo, adicionou-se HYB contendo 80 ng / mL de sonda previamente
desnaturada (2uL 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 solu¢do contendo 0,15X SSC + 0,1% SDS, sob agitacio a 27 °C. Em
seguida, utilizando-se esta mesma solugio foram realizadas 2 lavagens de 10
 minutos cada a 65 °C, sob agitagéio. Apés a segunda lavagem foi executada outra
lavagem em tampzo 1 (0,01M TRIS pH 7,5 e 0,15M NaCl) por 05 minutos a 27
°C, sob agitacio.

Ap6s as lavagens, a membrana foi incubada em tampdo 2 (0,01M TRIS
pH 7.5, 0,15M NaCl e 0,1% Blocking Reagent) por 20 minutos a 27 °C, (2mL /
cm?), sob agitagio. Em seguida, a membrana foi incubada em solugdo de ANTI-
DIG (1pL ANTI-DIG em 15 mL tampdo 2), por 1 hora a 27 °C, sob agitagio.
Apos a incubagio a membrana foi novamente lavada por 2 vezes, 10 minutos
cada em tampdo 1 a 27 °C e 1 vez com tampio 3 (0,01M TRIS pH 7,5, 0,10M
NaCl e 0,05M MgCl,) a 27 °C por 5 minutos.

Em seguida, a membrana foi umedecida em solugiio contendo AMPPD
(10uL AMPPD / mL tamp3o 3) entre 2 liminas plisticas. A membrana
envolvida pelas ldminas plasticas foi colocada em contato com filme de RAIO
X, em cimera escura, por 3 horas a 37 °C. O filme foi revelado com GBX
revelador e fixado com GBX fixador.

Foram consideradas positivas para a presenga do virus, as amostras que
sensibilizaram o filme originando manchas circulares.

Como controles positivos ¢ negativos, foram utilizadas amostras de
folhas provenientes de plantas infectadas e sadias, cultivadas no campo
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experimental do Nicleo de Biologia Aplicada (NBA) da EMBRAPA Milho e
Sorgo.

2.3 Teste ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”)

Para a realizagio deste teste foi adquirido o “Kit DIRECT ELISA
CMV” da AGDIA Company.

A preparagiio da placa para a realizagio do teste foi feita pipetando-se
100 pL do anticorpo por célula da placa, que permaneceu incubada por 4 horasa
37 °C. Em seguida, a placa foi lavada por 4 vezes com PBST IX. Apés as
lavagens, foram adicionados 100 PL da amostra preparada (1g folha : 10mL de
tampido) por célula e procedeu-se nova incubagio por 2 horas a 37 °C. Foram
realizadas 4 lavagens com PBST 1X e em seguida foram adicionados 100uL da
Ig G conjugada com fosfatase alcalina e incubou-se a placa por 2 horas a 37 oC.
Novamente, a placa foi lavada com PBST 1X por 4 vezes e seca com papel
toalha. Adicionou-se 100 pL da solugiio PNP e incubou-se a placa em estufa a
37 °C. Apé6s 1 hora de incubago, a reagdo foi paralisada adicionando-se 50 UL
de hidréxido de sédio 3M.

Todas as amostras foram repetidas em trés placas diferentes para a
obtengio de um valor médio para cada amostra.

Como controles positivos e negativos, foram utilizados os controles do
préprio Kit CMV.

As leituras das placas foram realizadas a 405 nm em espectrofotémetro
para placa ELISA Labsystems Multiskan MS. As amostras foram consideradas
positivas quando o valor médio das trés repeti¢des por amostra foi superior ao
valor de referéncia. O valor de referéncia foi determinado, multiplicando-se por

2 o valor médio dos trés controles negativos.
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2.4 EXPERIMENTO I. Comparagio da sensibilidade e eficiéncia dos trés
testes de detecgdo para o CMV,

Para estimar a sensibilidade de cada teste foi utilizada uma solugio
contendo plasmideos pCR 1II clonados com fragmentos de cDNA
correspondentes a dois tergos do gene da capa protéica do CMV. A concentragio
de plasmideos em solugdo foi determinada em espectrofotdometro a 260 / 280
nm.

Baseado na concentragdo inicial dos plasmideos (8,7 pg / uL), diluigoes
em s¢rie foram preparadas, variando de 1ug / pL até 1 pg / pl. Em seguida estas
dilui¢des foram submetidas aos trés testes para detec¢io do CMV.

A estimativa da eficiéncia de cada teste foi realizada utilizando-se
amostras de folhas coletadas em trés plantas da cultivar Grand Naine, cultivadas
no campo experimental do Nicleo 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 mosaico suave (Figura 18).

FIGURA 18. Aspecto visual das plantas A (sintomas severos), B (sintomas moderados)
¢ C (sintomas fracos). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.
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Para determinar a eficiéncia dos trés testes foram utilizadas as seguintes
diluices: 0X (extrato bruto ou 500 ng / pL de RNA); 1X; 10X; 100X; 1.000X;
10.000X; 100.000X; 1.000.000X e 10.000.000X.

Para os testes Dot-Blot e ELISA, os macerados de folhas foram diluidos
em seus respectivos tampdes de extragdo. No teste RT-PCR as dilui¢3es foram
realizadas nos RNAs previamente diluidos para a concentragdo de 500 ng / pL.
A determinagio das concentragdes iniciais dos RNAs foi realizada em
espectofotometro a 260 / 280 nm.

2.5 EXPERIMENTO II. Anilise de 52 amostras de folhas de bananeira
através dos trés testes de deteccio do CMV e padronizagio do local de
amostragem na folha e das condi¢bes de armazenamento dos materiais

vegetais coletados para andlise.

Na fazenda de propriedade do “Sr. Toninho”, localizada no municipio de
Andradas — MG, foram coletadas 52 amostras de folhas de bananeira (Tabela 7).
Imediatamente depois de coletadas, as amostras foram identificadas ¢
armazenadas em nitrogénio liquido para serem transportadas até o laboratorio de
Biologia Molecular do Nucleo de Biologia Aplicada da EMBRAPA Milho ¢
Sorgo, onde procedeu-se a realizagdo dos trés testes em todas as amostras. Nos
testes RT-PCR e Dot-Blot, foram utilizados como controle positivo ¢ negativo
amostras coletadas de plantas infectadas e sadias cultivadas no campo
experimental do Nucleo de Biologia Aplicada. Para o teste ELISA foram
utilizados os proprios controles positivo e negativo do Kit.

Foram coletadas amostras de folhas de trés moitas (planta adulta + filha)
infectadas (Figura 19), de trés moitas sadias e de uma planta infectada A (Figura
20). Na Figura 21 esta representado o esquema de coleta das amostras das
moitas infectadas e sadias.

83



A escolha das folhas a serem amostradas seguiu os padrdes normalmente
utilizados em estudos de detecgdio de fitopatogenos. Em plantas com sintomas
tipicos de mosaico, foram coletadas amostras das folhas que apresentavam
sintomas ¢ em plantas sem sintomas, coletaram-se amostras do terceiro par de
folhas a partir do apice.

Visando verificar a influéncia do local de amostragem na folha, os
limbos foliares de uma folha sintomética e de uma folha sem sintoma da planta
A foram subdivididas em 6 segbes ¢ as nervuras principais em trés regides,
conforme detalhado na Figura 22 (amostras 35 a 52 da Tabela 7). Além das duas
folhas que foram subdivididas, foi coletado o outro par de folhas da planta A,
sendo que uma apresentando sinais de infecgio e outra nio (amostras 31 a 34 da
Tabela 7).

TABELA 7. Identificagio e caracterizagdo das 52 amostras de folhas de
bananeiras coletadas no municipio de Andradas - MG.
EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

IDENTIFICACAO CARACTERIZACAO DA AMOSTRA
1 MDI, PL. ADULTA. FOLHA C/ SINTOMA - LIMBO
2 MD]1, PL. ADULTA. FOLHA C/ SINTOMA —~ NERVURA
3 MD]1, PL. ADULTA C/ SINTOMA. FOLHA S/ SINTOMA — LIMBO
4 MD1, PL. ADULTA C/ SINTOMA. FOLHA S/ SINTOMA -
NERVURA
5 MDI, FILHA S/ SINTOMA. FOLHA - LIMBO
6 MD1, FILHA S/ 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. FOLHA S/ 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. FOLHA S/ SINTOMA - LIMBO
16 MD3, PL. ADULTA. FOLHA S/ SINTOMA — NERVURA
...continua...
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Tabela 7. cont.

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

52

MD3, FILHA S/ SINTOMA. FOLHA - LIMBO

MD3, FILHA $/ SINTOMA. FOLHA - NERVURA

MSI, PL. ADULTA. - LIMBO

MS]1, PL. ADULTA- NERVURA

MSI1, FILHA - LIMBO

MSI1, FILHA - NERVURA

MS2, PL. ADULTA. - LIMBO

MS2, PL. ADULTA - NERVURA

MS2, FILHA - LIMBO

MS2, FILHA - NERVURA

MS3, PL. ADULTA. - LIMBO

MS3, PL. ADULTA - NERVURA

MS3, FILHA - LIMBO

MS3, FILHA - NERVURA

PL. A, FOLHA 1 C/ SINTOMA - LIMBO

PL. A, FOLHA 1 C/ SINTOMA - NERVURA

PL. A, FOLHA 2 S/ SINTOMA - LIMBO

PL. A, FOLHA 2 S/ SINTOMA - NERVURA

PL. A, FOLHA 3 C/ SINTOMA - LIMBO ESQUERDO SUPERIOR
PL. A, FOLHA 3 C/ SINTOMA - LIMBO ESQUERDO MEDIO
PL. A, FOLHA 3 C/ SINTOMA - LIMBO ESQUERDO INFERIOR
PL. A, FOLHA 3 C/ SINTOMA ~ LIMBO DIREITO SUPERIOR
PL. A, FOLHA 3 C/ SINTOMA - LIMBO DIREITO MEDIO

PL. A, FOLHA 3 C/ SINTOMA - LIMBO DIREITO INFERIOR
PL. A, FOLHA 3 C/ SINTOMA - NERVURA REGIAO SUPERIOR
PL. A, FOLHA 3 C/ SINTOMA - NERVURA REGIAO MEDIANA
PL. A, FOLHA 3 C/ SINTOMA - NERVURA REGIAO INFERIOR
PL. A, FOLHA 4 S/ SINTOMA - LIMBO ESQUERDO SUPERIOR
PL. A, FOLHA 4 S/ SINTOMA. - LIMBO ESQUERDO MEDIO
PL. A, FOLHA 4 S/ SINTOMA. - LIMBO ESQUERDO INFERIOR
PL. A, FOLHA 4 S/ SINTOMA - LIMBO DIREITO SUPERIOR
PL. A, FOLHA 4 S/ SINTOMA - LIMBO DIREITO MEDIO

PL. A, FOLHA 4 S/ SINTOMA — LIMBO DIREITO INFERIOR
PL. A, FOLHA 4 S/ SINTOMA - NERVURA REGIAO SUPERIOR
PL. A, FOLHA 4 S/ SINTOMA - NERVURA REGIAO MEDIANA
PL. A, FOLHA 4 S/ SINTOMA - NERVURA REGIAO 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. Representagdo esquematica da coleta de amostras de folhas de
bananeiras em moitas doentes ¢ sadias. EMBRAPA Milko 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
meédio; 6: limbo direito inferior; 7: mervura regido superior; 8:
nervura regido mediana e 8: nervura regiio inferior. EMBRAPA
Mitho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Visando padronizar a forma de armazenamento do material para analise,
foi conduzido um experimento onde amostras de folhas de 20 X 20 cm, retiradas
de folhas com sintomas tipicos de mosaico, cuja presenca do virus foi detectada
pelo teste ELISA, foram armazenadas sob diferentes condigdes (saco de papel;
saco plastico; saco pléstico + folhas de jornal; saco plastico + folhas de jornal
umedecido € nitrogénio liquido) por um periodo de 10 dias 3 temperatura
ambiente e no escuro. Com exce¢dio do armazenamento em nitrogénio liquido,
as demais condigdes de armazenamento buscaram assemelhar-se as condigbes
pelas quais uma amostra seria submetida quando enviada pelo correio para
anilise. Diariamente, as amostras foram avaliadas, visualmente, para verificar o
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seu estado de conservagio. Para cada condigio de armazenamento foram
utilizadas 3 repetiges, das quais a cada 2 dias foram retiradas sub-amostras para
andlises via ELISA, Dot- Blot ¢ RT-PCR. Ap6s a preparagio dos extratos ou da
extragiio do RNA para serem utilizados nos testes, aliquotas 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

detecgdo do virus foi possivel.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXPERIMENTO 1. Comparaciio da sensibilidade e eficiéncia dos trés
testes de diagnose para o CMYV.

O teste RT-PCR foi sensivel o suficiente para detectar a presenga do
plasmideo clonado com o fragmento de cDNA correspondente a dois tergos do
gene da capa protéica do CMV até a concentragio de 10 fg / uL (Figura 22).
Para este teste, concentragdes inferiores a 10 fg / uL ndo foram capazes de

amplificar a banda de 745 pb correspondente a dois tergos do gene da capa
protéica do CMV.
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FIGURA 22. Resultado do teste RT-PCR realizado com diferentes
concentragdes do plasmideo clonado com fragmento de cDNA
correspondente a dois tergos do gene da capa protéica do CMV.
(MM: Marcador de peso molecular 1 Kb Ladder; +: controle
positivo; -: controle negativo; 1: 1 pg/ uL; 2: 100 ng/ uL; 3: 10
ng/uL;4: 1 ng/pL; 5: 100 pg/puL; 6: 10 pg/ uL; 7: 1 pg/ pL;
8: 100 fg / uL; 9: 10 fg / uL; 10: 1 fg / uL). Sdo consideradas
positivas concentragdes que amplificaram uma banda de 745 pb.
EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Hu et al. (1995) em estudo semelhante, utilizando particulas virais de
CMV purificadas de folhas de tabaco, detectaram a presenca do virus em
concentragoes de até 100 fg / UL, ou seja, obteveram uma sensibilidade 10 vezes
menor do que a conseguida neste estudo. Segundo Singh et al. (1995), a
sensibilidade desse tipo de teste ¢ influenciada principalmente pela qualidade
das enzimas Reverse transcriptase e Taq polimerase utilizadas na execug¢io do
teste.

A utilizagdo do teste de hibridacio Dot — Blot permitiu detectar a
presenga do plasmideo até 100 pg / pL (Figura 23). Esta sensibilidade foi 100

vezes superior a encontrada por Hu et al. (1995).
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FIGURA 23. Resultado do teste Dot-Blot realizado com diferentes
concentracdes do plasmideo clonado com fragmento de cDNA
correspondente a dois tergos do gene da capa protéica do CMV.
(+: controle positivo; -: controle negativo; 1: 100 ng / pL; 2: 10
ng/ uL; 3: 1 ng / uL; 4: 100 pg / pL; 5: 10 pg / pL). Sao
consideradas positivas as concentragoes que sensibilizaram o
filme (manchas circulares). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas - MG, 2002.

Kiranmai et al. (1998), obteve em seus estudos comparativos entre
sondas marcadas com P e digoxigenina uma sensibilidade de 40 pg / pL e 150
pg / UL, respectivamente. Esta menor sensibilidade associada ao impacto
ambiental, seguranga 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 relagdio as marcadas
radioativamente.

A maior sensibilidade encontrada por Kiranmai et al. (1998) pode ser
justificada, pois a sonda utilizada nesse estudo havia sido marcada a pelo menos
um ano e a utilizada por Kiranmai et al. (1998) foi utilizada imediatamente ap6s
a sua marcagiio. Segundo Dietzgen et al. (1994) sondas marcadas quimicamente
armazenadas por mais de um ano, mesmo em condigdes ideais, reduzem sua
sensibilidade, mas niio se tornam obsoletas.

A sensibilidade de 100 ng / pL foi alcangada utilizando-se o teste
ELISA (Tabela 8 e Figura 24). Este resultado coincide com o obtido por Hu et

al. (1995) utilizando o teste ELISA. Isto era esperado uma vez que em ambos 0s
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trabalhos foram utilizados Kits Direct ELISA CMV da Agdia Company. No

entanto, Hsu et al. (2000), em seu trabalho utilizaram anticorpos produzidos em

ratos para a detecgdo do CMV em bananeira obteveram uma sensibilidade

suficiente para detectar o virus em concentragdes superiores a 1 ng /L.

TABELA 8. Resultados das leituras de absorbancia a 405nm do teste ELISA
realizado com diluigdes do plasmideo. EMBRAPA Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

CONCENTRACOES I 11 1] MEDIA
DE PLASMIDEOS

1pg/pl 2,200 2,649 1,804 2217

100 ng / pl 1,666 1,043 1,001 1,236

10ng/ 0,537 0,483 0,497 0,505

Ing/ml 0,103 0,148 0,096 0,116

100 pg/ pl 0,040 0,138 0,038 0,072

10 pg/ pl 0,047 0,027 0,037 0,037

1pg/pl 0,052 0,030 0,034 0,038

CONTROLE (+) 1,907 2,103 1,834 1,948
CONTROLE (-) 0,213 0,307 0272 0,264 (0,528)*

L II, III: RepetigSes das mesmas dilui¢des realizadas em placas diferentes.
* Valor de referéncia = 2 vezes o valor do controle negativo.
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FIGURA 24. Teste ELISA realizado com diferentes concentragSes de
plasmideos clonados com o fragmento de cDNA correspondente
a dois tergos do gene da capa protéica do CMV. (1: 1 pg/uL; 2:

100 ng/uL; 3: 10 ng/uL; 4: 1 ng/uL; 5: 100 pg/uL; 6: 10 pg/uL;
7: 1 pg/uL; 8: valor de referéncia). Sdo consideradas positivas
as dilui¢Bes cujas absorbincias sdo maiores do que o valor de
referéncia. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG,
2002.

Kiranmai et al. (1998), comparando ELISA Sandwich, ELISA Direto ¢
ELISA Indireto obteveram a mesma sensibilidade que a encontrada nesse
trabalho independente do tipo de ELISA utilizado para a detecgao do CMV, em
amostras de folhas de bananeiras. No entanto, ressaltou-se que o teste ELISA
Direto por ser o mais econdmico, rdpido, versitil e passivel de automagdo, deve
ser o preferencial para andlise de grandes quantidades de amostras.

Comparando os resultados pode-se inferir que, o RT-PCR foi 1000
vezes mais sensivel do que o teste Dot Blot e este cerca de 100 vezes mais
sensivel que o ELISA.

Quanto 2 eficiéncia dos testes, pode-se observar na Figura 25 que, a
utilizagdo do teste RT-PCR permitiu a detecgiio do virus em amostras diluidas
até 1.000.000 vezes nas plantas A e B e até 100.000 vezes no extrato foliar da

planta C. A menor eficiéncia do teste na planta C pode ser explicada pelas suas
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folhas quase ndo apresentarem sintomas causados pelo virus, indicando menor
concentracio deste virus na planta C, portanto menor quantidade do RNA do

virus foi extraida junto com o RNA Total.

d HEESUU

ETT 11T

FIGURA 25. Teste RT-PCR realizado com diferentes diluigdes do RNA
extraido das plantas A, B e C. (MM: marcador de peso
molecular; (+) controle positivo; (-) controle negativo; 1: 500
ng/uL; 2:1X; 3: 10X; 4: 100X; 5: 1.000X; 6: 10.000X; 7:
100.000X; 8: 1.000.000X; 9: 10.000.000X). Sio consideradas
positivas as diluigoes que amplificaram a banda de 745 pb.
EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Quando utilizado o teste Dot-Blot, nio foram observadas diferencas
entre os resultados dos testes realizados nas trés plantas (Figura 26). No entanto,
este teste foi 1000 vezes menos eficiente do que o RT-PCR, conseguindo

detectar a presenca do virus até a dilui¢do de 1000 vezes no extrato bruto.

94



FIGURA 26. Teste Dot-Blot realizado com diferentes diluigoes do extrato foliar
preparado para andlise. ((+) controle positivo; (-) controle
negativo; 1: 1X; 2: 10X; 3: 100X; 4: 1.000X; 5: 10.000X; 6:
100.000X:; 7: 1.000.000X; 8: 10.000.000X; 9: extrato bruto). Sdo
consideradas positivas as diluigdes que sensibilizaram o filme
(manchas circulares). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas -
MG, 2002.

Também nio foram encontradas diferencas no teste ELISA realizado
nas plantas A, B e C. Em todas as amostras o teste detectou a presenga do virus
em diluigdes 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 absorbancia a 405nm do teste ELISA
realizado com diluig¢des dos extratos foliares. EMBRAPA Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

DILUICOES 1 I 1| MEDIA
PLANTA A
EXTRATO 3,046 2,300 2,242 2,588
BRUTO
1X 1,746 0,998 1,342 1,362
10X 0,842 0,745 0,597 0,728
100 X 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
1X 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
1X 1,042 1,892 0,996 1,310
10X 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)*

L, 11, III: Repeti¢des das mesmas diluigdes realizadas em placas diferentes.

* Valor de Referéncia = 2 vezes o valor da leitura do controle negativo.
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FIGURA 27. Teste ELISA realizado com diferentes diluigdes do extrato foliar
preparado para analise. (1: extrato bruto; 2: 1X; 3: 10X; 4: 100X;
5: 1.000X; 6: valor de referéncia). Sdo consideradas positivas as
diluigdes cujas absorbancias sdo maiores do que o valor de
referéncia. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Por se tratar de uma metodologia que utiliza primers especificos e
complementares a wuma determinada segiiéncia genética pertencente

exclusivamente ao material genético do fitopatdgeno, os chamados métodos
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moleculares, como o RT-PCR, tendem a ser muito mais sensiveis e eficientes do
que os métodos colorimétricos e de hibridagio com sondas marcadas. Um outro
problema nio encontrado no RT-PCR ¢ o “falso positivo”,0 que seria mais
comumente detectado em testes sorolégicos que utilizam anticorpos policlonais
(Coote, 1990). A ocorréncia de “falso positivo” nos métodos de hibridagiio
também € bem remota, uma vez que esta técnica ¢é baseada no anelamento de
uma sonda marcada a uma seqiiéncia especifica do material genético do
fitopatégeno. No entanto, o aparecimento de “background” nos filmes de raios-
X pode dificultar a visualizagio dos resultados (Palukaitis, 1998).

Embora os métodos soroléogicos sejam freqiientemente utilizados na
detecgéio rotineira de virus de plantas, a hibridagdo de 4cidos nucléicos permite
testes mais sensiveis e especificos quando comparados com estes.

Apesar do teste RT-PCR ter se mostrado muito mais eficiente e sensivel
do que os demais utilizados, sua aplicagdo em programas de indexagio de mudas
de bananeiras ficaria restrito 4 indexacfio das matrizes doadoras de meristemas,
devido a0 seu alto custo e sofisticagio. A analise de 100 amostras por RT-PCR
custaria em torno de R$1300,00 (Anexo 3a), enquanto que as mesmas 100
amostras realizadas pelos testes Dot-Blot ¢ ELISA custariam em torno de RS
102,00 ¢ R$ 175,00, respectivamente (Anexo 3b e 3c). Além disso, para a
realizagdo do teste RT-PCR haveria a necessidade de um laboratério bem
equipadoeemcondic;é&sdemlizarexﬂag&mdeRNAemumgmndenﬁmero
de amostras a0 mesmo tempo. Na pritica, a extracio de RNA de um grande
namero de amostras seria o fator mais limitante da técnica.

O teste Dot-Blot apresenta o melhor custo-beneficio entre os trés testes
avaliados. Com excegdo da obteng¢iio da sonda marcada a frio, os demais passos
para a realizagdo do teste sdo relativamente simples e nfo necessitam de um
laboratério tio bem equipado como para a realizacdo do RT-PCR.

98



| P

O método ELISA, apesar de apresentar a menor sensibilidade dos trés
testes, ¢ o oficialmente recomendado para a certificagdo de mudas de bananeiras
pelo Instituto Mineiro de Agropecudria (IMA). O método ¢ particularmente
conveniente quando existe um grande nimero de amostras a serem testadas em
um curto espago de tempo pelos laboratérios de diagnose credenciados. No
entanto, para laboratérios de produgdo de mudas, onde a quantidade de amostras
niio seria tdo grande, pode-se recomendar a substitui¢do do teste ELISA pelo
Dot-Blot para a realizagio do controle fitossanitdrio das mudas.

No anexo 3d, encontra-se a forma de apresentag@o proposta para o

Laudo de Certificagio Fitossanitaria de mudas de bananeiras.

3.2 EXPERIMENTO II. Andlise de 52 amostras de folhas de bananeiras
através dos trés testes de detec¢io do CMV e padronizagio do local de
amostragem na folha ¢ das condi¢des de armazenamento dos materiais

vegetais coletados para andlise.

Segundo os resultados obtidos, o envio de amostras pelo correio deve ser
realizado utilizando-se o saco pldstico com jornal dimido, exceto para o testes
RT-PCR, pois esta forma de armazenamento manteve por mais tempo, 10 dias, a
integridade das folhas. A utilizagdo do saco de papel fez com que as folhas de
bananeira se apresentassem completamente secas e improprias para os testes
com trés dias de armazenamento. Saco pldstico ou saco pldstico mais jornal seco
mantiveram as folhas até o sexto dia de armazenamento, sendo que apds este
periodo tornaram-se escurecidas e impréprias para realizagao dos testes.

O armazenamento em nitrogénio liquido €, sem diivida, a mais eficiente
forma de conservagio de amostras, mas seu uso fica limitado a sua falta de

praticidade. Uma alternativa a utilizagio do nitrogénio liquido para o
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armazenamento das amostras para realizacio 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 € o fator limitante desta
técnica (Gafny et al., 1996).

Através do teste RT-PCR foi possivel detectar a presenga do virus
apenas nas amostras armazenadas em nitrogénio liquido, nas trés repetigdes
(Figura 28). Isto era esperado devido ao RNA ser uma molécula altamente
instdvel e portanto facilmente degradado. Apesar de alguns RNAs niio
apresentarem as bandas bem definidas no gel de agarose, ndo foram observados
problemas para a detecgio do virus nestas amostras. O nio aparecimento das
bandas no gel pode ter sido decorrente da baixa eficiéncia do método de
extracao nestas amostras. Os RNAs armazenados a —80°C mantiveram-se
integros durante os quatro meses em que foram utilizados para o teste RT-PCR

(Figura 29 e 30).

12345% -

FIGURA 28. RT-PCR de amostras de folhas de bananeiras armazenadas sob
diferentes formas por 2 dias. (1: Nitrogénio Liquido; 2: Saco de
papel; 3: Saco Pldstico; 4: Saco Pldstico + Jornal; 5: Saco Pléstico
+ Jornal Umido; +:controle positivo; -: controle negativo).
EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.
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FIGURA 29. RNAs extraidos de folhas de bananeiras armazenadas em
nitrogénio liquido por diferentes periodos 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 extraido de
planta infectada armazenado por diferentes periodos de tempo. (A:
2 dias de armazenamento; B: 2 meses de armazenamento e C: 4
meses de armazenamento; +: controle positivo; -1 controle
negativo). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

Em todas as repetigdes, os testes ELISA e Dot-Blot ndo diferiram em
seus resultados. Ambos foram capazes de detectar a presenca do virus em
amostras armazenadas em saco de papel até o segundo dia de armazenamento,

até o sexto dia armazenamento em saco pldstico com ou sem jornal seco e em

101



saco plastico com jornal timido ou nitrogénio liquido por 10 dias (Figura 31 e
32).

10 DIAS

FIGURA 31. Resultados dos testes Dot-Blot realizados com as amostras
armazenadas sob diferentes condigdes por 2, 4, 6, 8 e 10 dias (1:
saco de papel; 2: saco de pldstico; 3: saco pldstico + jornal; 4:
saco pldstico + jornal dmido; 5: nitrogénio liquido). Sio
consideradas positivas as amostras que sensibilizaram o filme
(manchas circulares). EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas -
MG, 2002.
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FIGURA 32. Resultados do teste ELISA realizados com as amostras
armazenadas sob diferentes condigcdes por 2, 4, 6, 8 e 10 dias (1:
saco de papel; 2: saco de plastico; 3: saco plastico + jornal; 4:
saco plastico + jornal umido; 5: nitrogénio liquido; 6: valor de
referéncia). Sdo considerados positivos os valores maiores do
que o valor de referéncia. EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete
Lagoas - MG, 2002.

...continua...
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Os extratos armazenados a —80°C oriundos de folhas armazenadas em
saco plastico com jornal umido e em nitrogénio liquido permaneceram em
condi¢Ses de utilizagdo até o quarto més 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 plastico + jornal umido; 2: nitrogénio
liquido; 3: valor de referéncia). Sdo considerados positivos os
valores maiores do que o valor de referéncia. EMBRAPA Milho e
Sorgo, Sete Lagoas - MG, 2002.

FIGURA 34. Resultados do teste Dot-Blot realizados com extratos armazenados
a —80°C por 4 meses (+: controle positivo; -: controle negativo; 1:
saco plastico + jornal umido; 2: nitrogénio liquido). Sio
consideradas positivas as amostras que sensibilizaram o filme
(manchas circulares). . EMBRAPA Milho e Sorgo, Sete Lagoas -
MG, 2002.

Os resultados obtidos nos trés testes para as 52 amostras de folhas de
bananeiras enviadas podem ser observados na Tabela 10 e nas Figuras 35¢ 36.

Independentemente da metodologia de detecgdo empregada, foi possivel
detectar a presenga do virus em todas as amostras de folhas da planta adulta
pertencentes a moita infectada 1. A ndo percepgdo visual dos sintomas

caracteristicos causados pelo CMV, como nas amostras 3 ¢ 4, ndo implica que o
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tecido esteja isento de virus. Segundo Mossop e Francki (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
replicagdo e expressio dos sintomas causados pelo CMV, induzindo desde
atenuacio até acentuacdo dos sintomas. Na maioria dos isolados de satRNA ja
estudados, mostrou que este tipo de RNA atenua os sintomas virais nas plantas
infectadas pelo CMV (Jacquemond ¢ Leroux, 1982; Garcia-Arenal et al., 1987).

Nas amostras retiradas da filha desta mesma moita 1, apenas o teste RT-
PCR foi capaz de detectar a presenga do virus. Como a filha em questio estava
nos estagios iniciais do seu crescimento, com aproximadamente 15 cm de altura,
a concentragdo de particulas virais possivelmente era muito baixa, possibilitando
apenas sua detecgdo pelo teste RT-PCR, o mais sensivel entre eles,

Resultados semelhantes para a planta adulta da moita 2 foram
observados. No entanto, nenhum dos trés testes foi capaz de detectar a presenca
do virus nas amostras retiradas da filha desta moita.

Apesar dos poucos trabalhos relacionados a translocagio do CMV em
bananeiras, Ding (1997) afirma que o produto do gene 2b do CMYV, além de ser
um fator de viruléncia , também esta envolvido na movimentagdo da particula
viral a longas distincias. Conmdo,niosesabeaocertoosfatomqueestio
envolvidos nesta translocagiio, mas sabe-se que existem fatores que bloqueiam
esta translocagdo a longa distancia.

Ouuaexplicaﬁoparaaniodetecﬁodovirusnaﬁlhaseﬁaqueabaixa
concentracdo de particulas virais existentes, ndo foi capaz de ser detectada pelo
teste RT-PCR.

Na moita infectada 3, todas as amostras oriundas da planta mie
apresentaram-se infectadas pelo virus. Nas amostras retiradas da filha, apenas o
teste ELISA nio foi capaz de detectar a presenca do virus. Isto pode ser
explicado pela menor sensibilidade e eficiéncia demonstrada pelo teste.
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Com excegio da amostra 24 (Moita Sadia 2, planta adulta sem sintoma —
nervura) todas as amostras provenientes das trés moitas sadias foram
consideradas ndo infectadas pelo CMV, independentemente do teste utilizado.
Na amostra 24, apenas o teste ELISA detectou a presenga do virus. Segundo
Coote (1990), problemas de “falso positivo” sdo possiveis de ocorrerem em
testes colorimétricos.

A presenca do virus 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 ndo foi capaz de detectar a presenga
do virus na amostra formada pelo limbo foliar. Nesta mesma amostra, os testes
RT-PCR ¢ Dot-Blot confirmaram a infecgio pelo CMV. Mais uma vez, atribui-
se esta niio detecgdo a baixa concentragdo viral ou a problemas ocorridos durante
a execugdo do teste.

As amostras das folhas 3 e 4 da planta A, independentemente do local de
amostragem, foram consideradas positivas nos trés testes. Este resultado indica
que o local de amostragem dentro da folha, apresentando ou nio sintomas, ndo
interfere nos resultados. No entanto, como o virus € translocado
preferencialmente pelos feixes vasculares das folhas, deve-se dar preferéncia por
coletar amostras do limbo foliar da regido mediana da folha que apresentem
sintomas e préxima a nervura, a semelhanca do método de amostragem utilizado
para anilise dos teores de minerais em folhas de bananeira (Alves, 1999).
Amostras de tecidos da nervura sdo mais dificeis de serem preparados para as
andlises ¢ apresentam maior quantidade de substincias que podem interferir nos
resultados.

Em plantas que ndo apresentam sintomas de infecgdo por CMV, deve-se
seguir a Norma Internacional para Determinag¢io do Estado Nutricional de
Bananeiras elaborada por Martin — Prével (1984), onde estabelece que a folha
amostrada de ser a terceira a contar do apice da planta.
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TABELA 10. Resultados dos testes RT-PCR, Dot-Blot ¢ ELISA aplicados em
52 amostras coletadas no municipio de Andradas - MG. (+:
amostras infectadas; -: amostras sadias). EMBRAPA Milho e Sorgo,
Sete Lagoas - MG, 2002.

AMOSTRAS RT-PCR Dot-Blot ELISA* ABS (405n0m)
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
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

++++F A F A

++++++ A+

+ + +F FF

0,512
1,003
1,293
1,834
1,511
1,368
1,699
1,294
1,003
1,744
1,333
0,993
0,882
0,976
1,005
0,875
0,966
1,103
1,055
0,832

*Valor de referéncia para ELISA: 0,703
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FIGURA 35. Resultado do teste RT-PCR aplicado nas 52 amostras coletadas no
municipio de Andradas - MG. (MM: marcador de peso molecular
I Kb Laedder; 1 — 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.
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FIGURA 36. Resultado do teste Dot-Blot aplicado nas 52 amostras coletadas no
municipio de Andradas — MG. (+: controle positivo; -: controle
negativo; 1 — 52: amostras). Sdo 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 CONCLUSOES

- Os testes RT-PCR, Dot-Blot € ELISA siio suficientemente sensiveis
para detectar a presenga do plasmideo clonado com o fragmento de cDNA
correspondente a dois tercos do gene da capa protéica do CMV em
concentragdes de até 10 fg/uL, 100 pg/uL e 100 ng/uL, respectivamente.

- O teste RT-PCR apresenta-se 1.000 vezes mais eficiente do que o teste
Dot-Blot e 100.000 vezes mais do que o ELISA;

- O local de coleta da amostra na folha nio interfere nos resultados dos
testes;

- Para a realizagio do teste RT-PCR € necessério o imediato
armazenamento das amostras em nitrogénio liquido;

- Para a realizagdo dos testes Dot-Blot e ELISA as amostras podem ser
armazenadas por até 10 dias em sacos plésticos contendo jornal imido;

- E possivel detectar a presenca do CMV em extratos foliares ou RNAs
armazenados por 4 meses a — 80°C;

- Recomenda-se aplicagiio do teste RT-PCR apenas nas matrizes que

dardo inicio ao processo de produgio de mudas.
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6 ANEXOS

ANEXO 1

Anexo la. Lei 6507 de 19 de Dezembro de 1977. e portaria do Ministério da
Agricultura n® 386 de 15 de dezembro de 1980 que regulamentam os
padrdes de qualidade para a produgio, transporte e comercializagdo de
mudas de bananeira em todo o territorio nacional.

LEI N. 6.507 - DE 19 DE DEZEMBRO DE 1977

Dispde sobre a inspegdo ¢ a fiscalizagio da predugdo ¢ do comércio de
sementes e mudas, e da outras providéncias

0 Presidente da Republica.

faco saber que o Congresso Nacional decreta e eu sanciono a seguinte Lei:

Art. 1° Ficam estabelecidas a inspe¢io e a fiscalizagdo da produgdo e do
comércio de sementes ¢ mudas, em todo o Territério Nacional.

Paragrafo tnico. A inspegio e a fiscalizagdo terdo por objetivo garantir, com
base em padrdes oficiais, a qualidade do material produzido e comerciado,
estabelecendo condigies para o desenvolvimento da produgdio e do comercio de
sementes € mudas.

Art. 2° Consideram-se sementes e mudas, para os efeitos desta Lei e de sua
regulamentagio, todas as estruturas vegetais, de qualquer espécie ou tipo,
provenientes de reprodugdo sexuada ou assexuada, € que tenham como
finalidade a multiplicagfio de vegetais.

Art. 3° A inspegdo e a fiscalizagio de que trata a presente Lei serdo exercidas
sobre pessoas fisicas e juridicas, de direito piblico e privado, que produzam,
manipulem, preparem, acondicionem, armazenem, transportem ou comerciem
sementes e mudas.

Art. 4° Ficam obrigadas a registrar no Ministério da Agricultura as pessoas
fisicas e juridicas, de direito publico e privado, que produzam, beneficiem ou
comerciem sementes ¢ mudas.

Art. 5° Compete ao Ministério da Agricultura, por intermédio de seus orgdos
especificos, exercer a inspegio e a fiscalizagdo de que trata a presente Lei.

§ 1° O Ministério da Agricultura podera celebrar convénios com orgéos €
entidades da Administra¢fio Federal, Estados, Distrito Federal e Territérios, para
a execucdo dos servigos de inspegio do e fiscalizagio previstos nesta Lei.

§ 2° Compete privativamente a0 Ministério da Agricultura exercer a inspe¢do € a
fiscalizagiio do comercio internacional de sementes € mudas.
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Art. 6° O Poder Executivo adotard as providéncias necessarias 2o
estabelecimento de mecanismos de coordenagio € execugdo necessirios ao
exercicio das atividades previstas nesta Lei.
Art. 7° Os servigos de inspegdo e fiscalizagdo, de que trata a presente Lei, serdo
remunerados pelo regime de pregos piblicos, cabendo a0 Ministro de Estado da
Agricultura fixar os valores de custeio.
§ 1° Na hipitese de esses servicos serem realizados por delegagdo de
competéncia, nos termos do § 1°, do artigo 5°, a receita decorrente sera destinada
as entidades ali referidas e aplicadas na manutengsio, melhoria, reaparelbamento
¢ expansio das atividades previstas nesta Lei.
§ 2° No Ambito do Ministério da Agricultura, o recolhimento da receita,
proveniente da aplicagido da pressente Lei, processasse-a de conformidade com o
disposto nos artigos 4° ¢ 5° da Lei Delegada n. 8 (*), de 11 de outubro de 1962.
Art. 8 Conforme se dispuser em regulamento e sem prejuizo da
responsabilidade penal cabivel, a inobservincia das disposicdes desta Lei
acarretar, isolada ou cumulativamente, as seguintes san¢es administrativas:

a) adverténcia;

b) multa de at6é 20 (vinte) vezes o maior valor de refer6ncia

vigente, fixado de acordo com o disposto na Lei n. 6.205 ®,

de 29 de abril de 1975;

¢) suspensdo da comercializagdo;

d) apreensio;

€) condenagio;

f) suspensio de registro;

g) casacio de registro.
Art. 9° O Poder Executivo baixara, dentro de 90(noventa) dias, o Regulamento
da presente Lei.
Art. 10. Esta Lei entrard em vigor 90 (noventa) dias apds a data de sua
publicagdo.

Art. 11. Ficam revogadas a Lei n. 4.727 disposi¢des em contrario de 13 de julho
de 1965, e demais publicagio.

A portaria do Ministério da Agricultura n? 386 de 15 de dezembro de
1980 regulamenta os padrdes de qualidade para a producdo, transporte e
comercializacido de mudas de bananeira em todo o territ6rio nacional.

PORTARIA MAn®386 DE 15/12/80
Mudas de Bananeira

a) O pseudocaule das mudas com rizomas inteiros deve ser aparado
entre 5 ¢ 12 cm acima do ponto de insercio da ultima folha viva

116



externa ou colo da planta, sendo que o peso varia de acordo
com o tipo de muda :
- tipos chifrinho, chifre e guarda chuva: 1.000 22.000 gramas;
- tipo chifrdo: 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 méaximo de 50cm;

c) as mudas tipo pedago de rizoma devem pesar de 800 a 1.500g, com o
pseudocaule aparado entre 5 a 12 cm acima do ponto de inser¢3o ou colo;

d) todos os tipos de muda devem ter o sistema radicular aparado, para que as
raizes apresentem o comprimento maximo de 3 cm;

¢) a comercializagio das mudas, que devem estar isentas de pragas e doencas,
podera ser feita a granel, porém protegidas do sol.

A partir desta portaria, cada Comissio Estadual de Sementes e Mudas
estabelece os padrbes a serem respeitados pelos produtores em cada Estado da
Federacgdo.

FEm Minas Gerais, a partir de 1980, a Comissdo Estadual de Sementes
e Mudas - CESM organizou a Sub-comissio de Fruticultura com o objetivo de
iniciar, no Estado, o Sistema de Produ¢io de Mudas Fiscalizadas.

Os produtores de mudas de Minas Gerais, deverdo atender aos padroes
minimos estabelecidos pelo IMA através da portaria n® 095 de 7/01/94.

PORTARIA n® 095/94, DE 7 DE JANEIRO DE 1994.

DISPOE SOBRE NORMAS E PADROES PARA A PRODUCAO DE MUDAS
CERTIFICADAS E FISCALIZADAS DE BANANEIRAS

O DIRETOR-GERAL DO INSTITUTO MINEIRO DE
AGROPECUARIA-IMA, no uso das atribui¢Ses que lhe conferem o artigo 19,
incisos 1 ¢ XI, combinado com o Anexo II, meigos I e XI, do Decreto n?33.859,
de 21d3 agosto de 1992, para atender o disposto no artigo 2, inciso VIIIL, do
mesmo diploma legal e dar cumprimento ao que prescreve o artigo 2 da Lei n®
10,594, de 7 de janeiro de 1992, ¢ Anexo XV, inciso VI, do citado Decreto o’
33.859, de 21 de agosto de 1992, considerando o que estabelece o artigo 3 e 0
seu paragrafo 3°,0 artigo 19, inciso 1 e o artigo 28, inciso 1, do Decreto n’
81,771, de 7 de junho de 1978,

RESOLVE:
Art. 1- Fixar, com base no disposto na Portaria n? 193, de 2 de julho de 1980,
letras f ¢ g, normas e padrées para produgdo de mudas certificadas e fiscalizadas
de bananeiras.
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Anexo tnico desta Portaria.
Art. 2 - Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicagiio.

Registre-se, Publique-se ¢ Cumpra-se.

INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA/MA, em Belo
Horizonte, aos 7 de janeiro de 1994,

ANEXO UNICO DA PORTARIA n? 095/94, DE 7 DE JANEIRO DE 1994

NORMAS E PADROES PARA A PRODUCAO DE MUDAS
CERTIFICADAS E FISCALIZADAS DE BANANEIRAS.

A produgdo de mudas de bananeiras no Estado de Minas Gerais sera
executada a partir de:

A - VIVEIROS:

1. ORIGEM DO MATERIAL.:

as mudas serdo obtidas por meio de micropropagagio “in vitro” de
apices caulinares ou pelo método de propagagio convencional, oriunda de
plantas basicas ou plantas matrizes registradas na Autarquia.

2. CLASSES DE MUDAS A SEREM PRODUZIDAS:

mudas fiscalizadas: quando o material utilizado for originario de viveiros
registrados na Autarquia ou da micropropagagio “in vitro” de bananais
existentes também registrados na Autarquia, mudas certificadas: quando o
material utilizado na micropropaga¢iio “in vitro® for originario de plantas
basicas ou matrizes registradas na Autarquia ou, ainda, quando utilizado
material diretamente originirio de plantas basicas ou matrizes também
registradas na Autarquia”.

3. LOCALIZACAO:

0 acesso aos viveiros nio podera dificultar a inspego e este devera estar
localizado a montante de, no minimo, 30 (trinta) metros dos bananais e de outros
cultivos, notadamente daqueles hospedeiros de pragas e doengas das bananeiras.
N3o deverdo ser utilizados solos que tenham sido cultivados com bananeiras ou
outras culturas hospedeiras de fitoparasitas da bananeiras, por um periodo
minimo de 3 anos. O viveiro sera identificado por uma placa, contendo o nome
da cultivar, 0 més e 0 ano de plantio, a arca plantada, 0 nome do produtor e do
responsavel técnico, sendo imprescindivel o croqui da sua localizag3o.

4. ESPACANENTO:
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recomenda-se o espacamento de 1,0 m a 2,5 m entre linhas e de 0,5 m a
1,5 m entre plantas.

5. TRATOS CULTURAIS:

as praticas de adubagdio e de irrigagio devem ser realizadas de modo a
proporcionar um maior vigor € um maior perfilha mento no viveiro. O controle
de ervas daninhas deve ser rigoroso, mantendo o viveiros sempre no limpo, ¢
periodicamente a partir do momento em que as plantas atinjam 40 (quarenta) cm
a 50 (cingiienta) cm de altura, recomenda-se a eliminagdo das folhas velhas.

6. FITOSSANIDADE:

os viveiros de produgiio de mudas nio devem apresentar histérico dos
nematdides Radopholus similis (Cavemicola), Helicotylenchus multicinetus e
Meloidogyne sp; Fusarium oxisportm pv. cubense (mal - do- Panama ou Murcha
Fiisariana); Pseudomonas solanaceanim (Moco ou Murcha bacteriana); Erwinia
musea (Erwinia) e viroses (Virus do Mosaico das Cucurbitaceas).

Deve-se, contudo, efetuar um rigoroso controle da agia de irrigagdo para
evitar que se constitua em veiculo de disseminagio de fitoparasitas. O nivel
aceitavel para Cosmopolites sordidus (Moleque da Bananeira) ¢ de 5% (cinco
por cento) de presenca de galerias.

7. ARRANQUIO DAS MUDAS:

o arranquio das mudas poderd ser feito quando elas atenderem aos
seguintes padroes:

a) rizoma inteiro (tipo chifre): devem ter o peso variando entre 1.000 mil
¢ 3.000 mil gramas, sendo que esses pesos referem-se as mudas com rizomas
descorticados ¢ com pseudocaules aparados enmtre 5 (cinco) ¢ 12 (doze)
centimetros do ponto de insergio da ultima folha viva externa (colo);

b) pedacos de rizoma: devem ter o peso variando entre 1600 mil a 2.000
mil gramas;

¢) e vedada a comercializagdo de mudas tipo “guarda-chuva”.

8. PREPARO DAS MUDAS:

as mudas deverdo ser descorticadas, eliminando-se todo o tecido

necrosado. Recomenda-se o tratamento nematicida, fungicida e inseticida € a

desinfecdo das ferramentas de trabalho usadas na extragdo e no preparo das
mudas.

9. INSPECAO:
os viveiros deverdo passar por, no minimo urna inspe¢o a cada semestre.

10. TRANSPORTE E COMERCIALIZACAO:
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as mudas ou os lotes de mudas, a serem comercializados ou
transportados deverdo estar devidamente identificados, com etiquetas contendo,
no minimo, o nome, o enderego, o mimero de registro do produtor € a
designacdo da esp6cie ¢ da cultivar. Recomenda-se que, una vez extraida da
planta mie, a muda deve ser comercializada em um periodo de, no maximo, 7
(sete) dias.

B - BANANAIS EXISTENTES:

bananais ja implantados estio aptos a fornecer mudas fiscalizadas
visando atender a uma demanda imediata, por um prefixo de 24 (vinte € quatro)
meses, contados a partir da publicagio da presente Portaria.

CARACTERISTICA A SEREM OBSERVADAS:

1. IDADE:

as mudas poderao ser extraidas de bananais em produgiio com até 5 anos
de idade.

2. LOCALIZACAO:

0 acesso ao bananal ndo pode dificultar a inspegiio e este devera, estar
localizado a montante de, no minimo, 30 m (trinta metros) de bananais e de
outros cultives, notadamente daqueles hospedeiros de pragas e doengas das
bananeiras,

O bananal ser identificado por urna placa contendo o nome da cultivar, o
més ¢ o ano de plantio, a rea plantada, o nome do produtor € do responsavel
técnico, sendo imprescindivel o croqui de localizagio.

3. TRATOS CULTURAIS:
as praticas de controle de ervas daninhas, adubagio, irrigagio e desfolha
devem ser realizadas de modo a assegurar o vigor do bananal.

4. FITOSSANIDADE:
os bananais nio deverdo apresentar historicodos nematdides Radopholus
similis (Cavernicola), Helicotylenchus nulticinetus e Meloidogyne sp; Fusarium
oxisporutn pv. cubense (Mal-do-Panama ou Murcha Fusariana); Pseudomonas
solanacearum (Moco ou Murcha Bacteriana); Erwinia nusea (Erwinia) e viroses
(Virus do Mosaico das Cucurbiticeas). Deve-se, contudo, efetuar rigoroso
controle da agua de irrigagdo para evitar que se constitua em veiculo de
disseminagdo de fitoparasitas.
O nivel aceitavel para Cosrrupolites sordidus (Moleque da Bananeira) e
de 5% (cinco por cento) nas mudas (presenca de tragos de galerias).

5. CONDUCAO:
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os bananais deverdo ser conduzidos de modo a pemmitir o
desenvolvimento de, no maximo, 5 (cinco) brotagdes simultaneamente por
planta.

6. ARRANQUIO:
arranquio das mudas poderd ser feito quando elas atenderem aos
seguintes padrdes:
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) ¢ 12 (doze) centimetros do ponto de
inser¢do da ultima folha viva externa (colo);
b) pedagos de rizoma devem ter peso variando entre 1.000 (mil) e 2.000
(dois mil) gramas;
¢) e vedada a comercializagio das mudas tipo “guarda chuva”

7. PREPARO DAS MUDAS:

as mudas deverdo ser descorticadas, eliminando- se todo o tecido
necrosado. Recomenda - se o tratamento nematicida, fiingicida e inscticida ¢ a
desinfecdo das ferramentas de trabalho usadas na extragdo e no preparo das
mudas.

8. INSPECOES:
os viveiros deverio passar por, no minimo, uma inspecio a cada
semestre.

9. TRANSPORTE E COMERCIALIZAGAO:

as mudas ou os lotes de mudas, a serem comercializados ou
transportados, deverdo estar devidamente identificados, com etiquetas contendo,
no minimo, 0 nome, o enderego, o mimero de registro do produtor ¢ a
designagio da espécie ¢ da cultivar. Recomenda-se que, uma vez extraida da
planta mie, a muda deve ser comercializada em um periodo de, no maximo 7
(sete) dias.
C - MICROPROPAGACAOQ “IN VTRO™:

1. SELECAO E COLHEITA DO MATERLAL PROPAGATIVO:

a) o matérial utilizado na micropropagagdo “in vitro” podera ser
originario de plantas basicas ou plantas matrizes registradas na Autarquia dando
origem as mudas certificadas ou de viveiros existentes, também registrados na
Autarquia, que dardo origem as mudas fiscalizadas;

b) da varieddde a ser micropropagada deve-se selecionar as plantas
sadias, com caracteristicas proprias da cultivar e retirar gemas apicais ¢/ou
laterais de mudas “tipo chifre” ou extrai-las diretamente do tecido meristematico
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do “co: ;

¢) todo lote de mudas, a ser micropropagada, devera ser indicado por
meio de explantes obtidos de plantas matrizes cultivadas no campo ou em casas
de vegetagdo, sendo proibida a utilizagio de material in vitro™.

2. PROOESSO LABORTORIAL:

a) os explantes extraidos de gemas provenientes de plantas selecionadas
(item “a” do n® 1) deverdo ser esteriliza- das, em condi¢Oes assépticas para que
nio comprometam a qualidade fitossanitiria das mudas;

b) o nimero de subculturas nfo podera exceder o maximo de 5 (cinco);

¢) fica proibido o processo de multiplicagdo via embriogénese somatica,
através de “callus” para a produc¢io de mudas comerciais.

3. ACLIMATAGAO:

a) as plintulas enraizadas deverdo ser cultivadas em estufas ou casas de
vegetacdo, protegidas do comtato com afideos transmissores de viroses e
cultivadas em substrato esterilizado, bem como acondicionadas em sacos de
polietileno ou em bandsjas, até completarem o periodo de aclimagio;

b) durante o periodo de aclimatagio, as mudas em formagio devem ser
obsewadaspamadeteoﬁoeaelinﬁnafg‘a',odetodasasplanmscom
caracteristicas fora do padrio da variedade a que pertencem;

c) a fase de aclimatagfio deve ocorrer em condigdes de perfeita higiene,
a fim de se evitar o contato com patégenos e insetos prejudiciais a cultura, que
possam ser disseminados pela futura muda;

d) o periodo de aclimatagdo deve perdurar ate que as mudas atingir uma
altura minima de 15 (quinze) centimetros, quando, entdo, elas poderdo ser
liberadas aos produtores,

4. IDENTIFICACAO:

a) cada lote de mudas produzido devera estar identificado com o nome € o
numero de registro do laboratério produtor, o nimero do lote, a espécie e a
cultivar,
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ANEXO 2

Anexo 2a. Proposta de apresentagdo de Laudo de Certificagio Genética para

mudas de bananeiras.

ANALISE GENETICA

NUMERO DA AMOSTRA: Lote 1 (8 plantas Macé, 10 plantas Prata And)
DATA DE RECEBIMENTO: 27 /09 /2001

IDENTIFICACAO DA AMOSTRA

Material botdnico: rizoma ( ) pseudocaule ( ) folha (X) fruto( )

Espécie / cultivar: BANANA / Maci e Prata Ana

PROCEDENCIA: Multiplanta Tecnologia Vegetal

PROPRIETARIO: Marcos Paiva, Av. Ricarti Teixeira, 1364, Andradas —
MG, CEP 37795 — 000.

ANALISE (s) SOLICITADA (s): Identificacfio de cultivar

METODO: RAPD /primer OPW 04

RESULTADOS DA ANALISE

Utilizando o primer OPW 04 foi possivel diferenciar os materiais
enviados para anélise e confirmar que:
E, (Padriio Biocell — Magi), M;, M2, M3 My, Ms Mg, M7, Mg, sdo bananeiras da
cv. MACA.
E, (Padrio Biocell — Prata And), P\, Py, Ps, Ps, Ps, Ps, P1, Pg, Py, Pyo, sdo
bananeiras da cv. PRATA ANA.
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FIGURA 2. Bandas obtidas através do primer RAPD OPW 04, em gel de agarose 1%.
EMBRAPA Milho ¢ Sorgo, Sete Lagoas — MG, 2002.

MM - Marcador Molecular M1 a M8 — plantas maga analisadas
PC — Padrio Prata Comum (NBA) Pl a P10 - plantas prata analisadas
PA — Padrio Prata Anii (NBA) E, - Padriio Magi (BIOCELL)
PM - Padrdo Maga (NBA) E, - Padrio Prata Ana (BIOCELL)

OBSERVACAO: Esse resultado refere-se apenas a amostras analisadas.

Técnico Responsavel:

Guilherme Augusto C. Gomes
02/08/2001
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ANEXO 3

Anexo 3a. Custo estimado para a indexagdo de 100 amostras de bananeira pelo

teste RT-PCR.
MATERIAL QTIDADE / RS /100
_ ] REACAO REACOES
TAMPAOQ EXTRAGAO 500 pl 5, 40
CLOROFORMIO 1 mL 0,15
FENOL 500 i 12,50
ETANOL 2mL 3,00
H,0 - DEPC 300 pl 0,0543
CORANTE 6 ul 2,64
N, LIQUIDO 50 mL 5,00
AGAROSE 26¢g 41,60
MARC. MOLEC. 10 pL 0,46
BROMETO DE ETIDIO 5l 0,14
TAQ POLIMERASE 2,5 UNID 286,5
ENZIMA RT 2,5 UNID 600,00
PRIMER 1 24l 40,00
PRIMER 2 3l 60,00
DNTPs 3 16,20
LUVAS 1 UNID 10,00
PONTEIRAS 200y 20 UNID 42,00
PONTEIRA 1000y 10 UNID 30,00
TUBOS 500 i 3 UNID 45,00
TUBOS 2000u1 4 UNID 80,00
TOTAL 1.230,65

Anexo 3b. Custo estimado para a indexagio de 100 amostras de bananeira pelo

teste Dot-Blot. N3o esta incluido o custo de obtengdo da sonda.

MATERIAL QTIDADE / RS /100
] REACAO REACOES
TAMPAO EXTRACAO 500 pl 5,40
MEMBRANA 1cm’ 1,94
FILME RAIO-X 1em’ 0,80
BLOC. REAGENT 0,24 7300 0,08
LAUROYLSARRCOSINE | 0,2027300 0,06
MgCl, 0,00478 7300 0,0016
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ANTI-DIG 1,16 /300 0,38
AMPPD 20 uL /300 0,53

SOL. REVELADORA 600 mL 0,008
PONTEIRAS 200 pL 20 UNID 42,00
PONTEIRA 1000yl 10 UNID 30,00
TUBOS 200041 4 UNID 15,00

N, LIQUIDO 50 mL 5,00
TOTAL 101, 20

Anexo 3c. Custo estimado para a indexagio de 100 amostras de bananeira pelo

teste ELISA.
MATERIAL QTIDADE / RS /100
REACAO REACOES
KIT AGDIA 100 135,00
REACOES
REAGENTES 1mL 15,00
PLACA 1/96 3,00
PONTEIRAS 200 pL 10 22,00
TOTAL 175,00

Anexo 3d. Proposta de apresentacio de Laudo de Certificagiio Fitossanitiria
para mudas de bananeiras.

ANALISE FITOSSANITARIA

NUMERO DA AMOSTRA: Lote 1 (4 AMOSTRAS BANANEIRAS)

DATA DE RECEBIMENTO: 01 /11 / 2001

IDENTIFICACAO DA AMOSTRA

Material botéinico: rizoma ( ) pseudocaule ( ) folha (X) fruto ()
Espécie / cultivar: BANANA / Matrizes de Prata Ana
PROCEDENCIA: UM\NIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

PROPRIETARIO: Renato Paiva, C.Px 37 Campus Universitirio — Depto.
Biologia / UFLA, Lavras— MG, CEP 37200 — 000.
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ANALISE (s) SOLICITADA (s): Indexacio CMV
METODO: RT-PCR

RESULTADOS DA ANALISE

Através do teste RT-PCR foi detectada a presenga do virus do mosaico
das cucurbitdceas (CMV) em todas as amostras envidas para andlise, uma vez
que em todas as amostras ocorreu a amplificagio de uma banda de 745 pb,
correspondente a 2/3 do gene da capa protéica do CMV (Figura 1). Portanto,
estas plantas ndo devem ser utilizadas como fonte de explantes para produgio 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.

OBSERVACAO: Esse resultado refere-se apenas a amostras analisadas.

Técnico Responsavel:

Guilherme Augusto C. Gomes
02/11/2001
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