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RESUMO

REIS, Ronaldo Viana dos. D.Sc. Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2013.
Caracterizacdo agronémica e molecular de bananeira do subgrupo Terra
submetida a radiacdo gama. Orientador: Aluizio Boréem de Oliveira. Coorientadores:
Edson Perito Amorim e Luiz Carlos Chamhum Salomao.

O cultivo da bananeira € uma importante atividade e possui relevante papel econémico e
social no mundo. O estudo da diversidade genética é importante para programas de
melhoramento, especialmente na elucidacdo da variabilidade genética disponivel para os
melhoristas. As caracteristicas agronémicas e os marcadores moleculares tém sido
utilizados para determinar essa diversidade em muitas espécies. Objetivou-se: 1)
selecionar possiveis mutantes de banana Terra Maranhdo obtidos por radiacdo gama
com boas caracteristicas agronémicas e altura reduzida; 2) avaliar a variabilidade
genética e selecionar possiveis mutantes de banana Terra Maranhdo submetidos a
radiagdo gama com base em dados agronomicos e perfis de marcadores moleculares
Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) utilizando a estratégia Ward-MLM. Na primeira
parte do trabalho, foram irradiadas 315 gemas in vitro com raio gama nas doses de 20
Gy, as quais foram subcultivadas e posteriormente avaliadas em campo durante dois
ciclos de producdo. A avaliagdo dos clones foi realizada com o objetivo principal de
selecionar 10% das melhores plantas. O plantio foi feito no espagamento 3mx 4 m, e a
adubacéo foi realizada de acordo com as recomendacdes técnicas para a cultura. Foram
avaliadas em campo 233 plantas irradiadas e 41 testemunhas. Dentre as plantas
irradiadas selecionadas, observaram-se gendtipos que apresentam altura reduzida. Os
genotipos Irra 04, Irra 13, Irra 19 e Irra 21 apresentaram altura de 3,6 m, valores abaixo
da média das testemunhas selecionadas. Outros gendtipos irradiados selecionados como
0 Irra 14 e Irra 16 com altura de 3,65 m se mostraram promissores, pois além da altura

reduzida, apresentaram um bom peso de cacho e menor periodo de floracdo em relacdo
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a média das testemunhas, fator relevante para as préximas etapas de melhoramento.
Estes resultados confirmam a possibilidade de emprego da indugdo de mutacdo em
bananeira tipo Terra para a obtengdo de caracteristicas agronémicas desejaveis e altura
reduzida. Na segunda parte do trabalho, foram avaliadas em campo 233 plantas
irradiadas e 41 testemunhas. Os dados agrondmicos e moleculares foram submetidos ao
algoritmo estatistico Ward-MLM no programa SAS. A analise de agrupamento foi
realizada pelo método da distdncia média ou também denominado de método de
agrupamento meédio entre grupos (UPGMA) com base na matriz de distancia do
algoritmo de Gower e o coeficiente de correlacdo cofenético foi calculado usando o
software R. A distancia entre os possiveis mutantes variou 0,321 a 0,524, com distancia
média de 0,426 e o coeficiente de correlacdo cofenético 0,79. Os trés supostos mutantes
que foram selecionados com base nas melhores caracteristicas agronémicas e altura
baixa serdo submetidos a novas avaliagbes nas proximas etapas do programa de
melhoramento da Embrapa. Esta é a primeira tentativa de utilizacdo de dados
combinados em bananeira do tipo Terra com o intuito de selecionar mutantes e avaliar a

variabilidade genética.



ABSTRACT
REIS, Ronaldo Viana dos. D.Sc. Universidade Federal de Vicosa, February 2013.
Agronomic characterization and molecular subgroup banana Terra subjected to

gamma radiation. Advisor: Aluizio Borém de Oliveira. Co-Advisors: Edson Perito
Amorim and Luiz Carlos Chamhum Salomao.

The cultivation of banana is an important activity and has significant social and
economic role in the world. The study of genetic diversity is important for breeding
programs, especially in the elucidation of the genetic variability available to plant
breeders. The agronomic traits and molecular markers have been used to determine this
diversity in many species. This study aimed to: 1) select potential banana Terra
Maranhdo mutants obtained by gamma radiation with good agronomic characteristics
and reduced height, 2) assess the genetic variability and select possible mutant banana
Terra Maranhdo subjected to gamma radiation based on agronomic data and profiles
molecular markers Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) using the Ward-MLM
strategy.. In the first part of the study, 315 were irradiated gemstones in vitro with
gamma ray doses of 20 Gy, which were subcultured and subsequently evaluated in the
field during two growing seasons. The evaluation of the clones was performed with the
main objective of selecting the best plants 10%. The planting was done in 3 mx 4 m
spacing, and fertilization was performed according to the technical recommendations
for culture. Were assessed in 233 plants irradiated and 41 witnesses. Among the
irradiated plants selected were observed genotypes that exhibit reduced height.
Genotypes Irra 04, Irra 13, Irra 19 and Irra 21 showed height of 3.6 m, below the
average values of selected witnesses. Other genotypes irradiated selected as Irra 14 and
Irra 16 with height of 3.65 m were promising, because besides the reduced height, had a

good bunch weight and smaller flowering period compared to the average of the
X



witnesses, a factor relevant to the next steps for improvement. These results confirm the
possibility of using mutation induction in banana type Terra to obtain desirable
agronomic characteristics and reduced height. In the second part of the study, were
assessed in 233 plants irradiated and 41 witnesses. The agronomic and molecular data
were subjected to statistical algorithm Ward-MLM program in SAS. Cluster analysis
was performed by the method of the average distance or also called clustering method
midway between groups (UPGMA) based on the distance matrix algorithm Gower
cofenético and the correlation coefficient was calculated using the software R. The
distance between the possible mutants ranged from 0.321 to 0.524, with an average
distance of 0.426 and correlation coefficient cofenético 0.79. The three putative mutants
were selected based on best agronomic characteristics and low altitude will undergo
further evaluation in the next stages of the breeding program of Embrapa. This is the
first attempt to use the combined data of the type in banana Terra in order to select

mutants and assess genetic variability.
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INTRODUCAO GERAL

O cultivo da bananeira é uma importante atividade do agronegécio brasileiro e
possui relevante papel econémico e social no mundo, com uma area de plantio estimada
de 4,1 milhdes de hectares, em 107 paises, e uma producdo de 70 milhdes de toneladas.
Com uma producdo aproximada de 7,34 milhdes de toneladas em 2011, e uma éarea
cultivada de aproximadamente 528 mil hectares, o Brasil se destaca como o quarto
produtor mundial de banana e, a Regido Nordeste contribui com 40% da producéo
nacional, onde se estima que a producdo dessa fruta empregue 960 mil pessoas (FAO,
2012).

A banana é a fruta mais consumida no mundo e em sua quase totalidade na
forma in natura, essa fruta constitui parte integrante da alimentagédo das populacfes de
baixa a alta renda, ndo s6 pelo seu valor nutritivo, como pelo seu baixo custo e sabor
agradavel. Além disso, a banana pode ser utilizada na preparacdo de pratos culinarios,
banana chips e outros produtos industriais, e ainda, no uso medicinal, ornamental e na
confeccdo de artigos de decoracdo (BAKRY et. al., 2009).

O centro de origem da maior parte do germoplasma de banana esta localizado no
Continente Asiatico. Outros centros secundarios ocorrem na Africa Oriental, em
algumas ilhas do Pacifico e uma consideravel diversidade genética na Africa Ocidental
(CHAMPION, 1967). As cultivares encontradas nestas regides evoluiram de espécies
selvagens e apresentam trés niveis de ploidia, existindo diploides com 22 cromossomos
(2x), triploides com 33 cromossomos (3x) e tetraploides com 44 cromossomos (4x), que
sdo maltiplos do numero basico (n=11) (SHEPHERD, 1984).

Cruzamentos interespecificos entre M. acuminata Colla (genoma A, 2n=2x=22)

e M. balbisiana Colla (genoma B, 2n=2x=22), deram origem a maioria dos gendtipos de



bananeiras atualmente em uso para alimentacéo, razdo pela qual as plantas geradas
destes cruzamentos apresentam caracteristicas das duas espécies (SIMMONDS, 1973).
Estudos realizados por Simmonds & Shepherd (1955) constataram 0s seguintes grupos
gendmicos: diploides AA, AB e BB; triploides AAA, AAB e ABB; e tetraploides
AAAA, AAAB, AABB e ABBB, sendo esta classificacdo adotada em todo o mundo.
Além dos grupos gendmicos, foi estabelecido o uso do termo subgrupo, para denominar
um complexo de cultivares, originarias, por meio de mutagdes de uma unica cultivar
original (Shepherd et al., 1984), como no caso do grupo AAA, subgrupo Cavendish e
grupo AAB, subgrupos Prata e Terra, no Brasil.

As primeiras pesquisa na area de melhoramento genético de bananeira
ocorreram no final da década de 1920, em Honduras, Trinidad e Jamaica, motivadas
pelo Fusarium oxysporum f. sp. cubense agente causal do mal-do-panama
(SHEPHERD, 1992). No inicio da década de 1930 foi sintetizado o primeiro
tetraploides a partir do cruzamento de uma cultivar triplide AAA (Gros Michel) com
um diploide AA (selvagem). Desta forma, iniciou-se um sistema de hibridacdo que
permitiu o melhoramento de algumas cultivares tripldides de banana e também de
dipléides (AA).

Entre os problemas fitossanitarios que impedem a obtencéo de altos rendimentos
na cadeia produtiva da banana estdo as sigatoka amarela (Mycosphaerella musicola) e
negra (Mycosphaerella fijiensis Var. difformis), e o0 mal-do-panama, principais doencas
que causam perdas significativas na producdo, além da altura elevada das plantas em
algumas cultivares como a Terra Maranhdo, Pacovan e Preciosa. As cultivares mais
conhecidas (Prata, Pacovan, Macd, Grande Naine e Terra) sdo muito suscetiveis a
Sigatoka-negra e, a excecdo da ‘Terra’ e ‘Macd’, sdo também suscetiveis a Sigatoka-

amarela. Com relagdo ao mal-do-Panamd, as cultivares Grande Naine e Terra, sdo



resistentes, a ‘Maca’ é altamente suscetivel e as demais cultivares sdo medianamente
suscetiveis.

Uma das estratégias para a solugdo desses problemas é a obtencdo de novas
variedades resistentes de porte baixo, e, geralmente, € compativel com outras técnicas
de manejo. Embora no Banco de Germoplasma de Banana da Embrapa Mandioca e
Fruticultura exista variabilidade genética (diploides AA), o melhoramento € dificultado
pela esterilidade constatada em alguns diploides e triploides e a falta de conhecimento
do tipo de heranca da resisténcia as pragas e doengas. As dificuldades resultantes da
baixa producdo de sementes ou em alguns casos, auséncia de sementes em cruzamentos,
podem ser contornadas, mediante a escolha adequada dos genitores e ou pelo uso de
tecnologias ndo convencionais de melhoramento, como a inducgdo de mutacdo (SILVA,
et. al., 2011a; SILVA et. al., 2011b).

O método de melhoramento mais utilizado em bananeira € o cruzamento de
diploides pré-melhorados AA (genitor masculino) com triploides comerciais e
consequente geracdo de hibridos tetraploides (SILVA, et. al., 2011a). Na Embrapa
Mandioca e Fruticultura, onde se usa triploides AAB, do tipo Prata e Magd, a técnica é
usada desde 1982 até os dias atuais, com relativo sucesso (SHEPHERD, 1987; SILVA
et. al., 1999; SILVA et. al., 2011b).

No entanto, o melhoramento convencional tem sido dificultado por varios
fatores que acometem as diferentes cultivares, seja a auséncia de sementes, fator este
que resulta da inexisténcia de polen viavel, esterilidade feminina, reduzido numero de
sementes ou, talvez, de polinizadores naturais eficientes. As cultivares que néo
produzem sementes quando polinizadas ou aquelas que as produzem em pequena
guantidade podem tanto ser diploides quanto tripldides. A auséncia de sementes pode
estar relacionada a intensa sele¢do agronémica para este fator podendo ser, portanto, um

reflexo do processo de domesticacdo da espécie (SHEPHERD et. al., 1986).
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As dificuldades da hibridacdo na maioria das variedades tém levado o
desenvolvimento de novas técnicas de melhoramento de bananeira para a criagdo de
cultivares resistentes as doencas e de porte reduzido (SILVA et. al., 2011b).

Em situagBes onde existem limita¢cfes na variabilidade genética natural, ou
dificuldades relacionadas as aplica¢fes de métodos tradicionais de melhoramento, uma
ferramenta de trabalho que pode superar estas barreiras é a inducdo de mutagdo por
meio de agentes mutagénicos.

As mutaces sdo definidas como altera¢des herdaveis na sequéncia do DNA néo
sdo derivadas de recombinacdo génica e ou segregacdo genetica (VAN HARTEN,
1998), e representam a base genética das variagbes. Estas mutagdes servem como
ferramenta aos programas de melhoramento genético, pois acabam produzindo novas
formas alélicas, que podem conferir novas caracteristicas agronémicas, aumentando a
variabilidade disponivel para o melhoramento (RAMALHO et. al., 1994). As mutacdes
naturais ocorrem em taxas muito baixas, fator que limita a identificagcdo de mutantes.
No entanto, certas substdncias quimicas podem ser utilizadas para aumentar as
frequéncias de mutacOes e variagOes, a partir das quais mutantes de interesse
agrondmico podem ser selecionados (PREDIERI, 2001).

A utilizagdo de mutagdes como fonte de variabilidade constitui, desde a metade
do século XX, ferramenta adicional na busca de novas variedades (GAUL, 1970). Os
principais agentes mutagénicos podem ser divididos em quimicos: etilnitroso-uréia
(ENH), metil-nitroso-uréia (MNH), azida sodica (SA), etilmetanosulfonato (EMS),
dietil sulfato, e fisicos: raios X, raios gama, néutrons rapidos, ultravioleta e raios laser
(JAIN, 2002).

A inducdo de mutacdo mostra-se particularmente util em situacbes onde ha
necessidade de alteracBes em poucas caracteristicas de heranca simples e em sistemas

genéticos altamente desenvolvidos (ALLARD, 1971; RUTGER, 1983).
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O uso de agentes mutagénicos para a obtencdo de variabilidade tem sido
amplamente empregado no melhoramento vegetal, em funcdo da sua capacidade de
alterar uma ou poucas caracteristicas de cultivares bem estabelecidas, mas sem alterar
suas caracteristicas desejaveis (BROERTJES & HARTEN, 1988); e pode ser
particularmente importante para o0 género Musa, que se caracteriza pelo sistema de
reproducdo assexuado, onde a variabilidade genética tende a ser naturalmente reduzida
(NOVAK et. al., 1986). Nessas plantas propagadas vegetativamente, o evento de
mutacdo induzida em uma célula somatica, de qualquer camada celular no meristema
caulinar ou no primérdio de gema axilar, sera transmitido, e eventualmente, expresso
em descendentes somaticos (clones). Uma vez encontrado algum mutante de interesse,
este pode ser propagado vegetativamente, sem que seja alterada a combinacdo dos
alelos, geralmente favoraveis (BRUCKNER, 1999).

A reducdo da altura da planta é uma das caracteristicas mutantes mais frequentes
em Musa spp., quando se utiliza a inducio de mutacdo (NOVAK et. al., 1990; COTE et.
al., 1993; ISRAELLI et. al., 1995; TANG & HWANG, 1998; NEWBURY et. al., 2000;
TANG & TAI, 2001). Por esta razdo, a aplicagdo da mutagénese associada ao uso de
outras tecnologias in vitro, se constitui em uma alternativa aos programas de
melhoramento genético convencionais de bananeira, visando a reducdo do porte da
planta, ndo somente por ampliar a variabilidade genética, mas também por reduzir o
tempo até a selecdo de mutantes com potencial para lancamento como uma nova
cultivar.

Maluszynski (2001) relata que o raio gama tém sido o mutagénico a partir do
qual, diretamente, via mutagOes, ou indiretamente, pelo uso de mutantes em
cruzamentos, mais variedades tém sido liberadas. As vantagens da radiacdo gama, séo a
dosimetria acurada, razoavel reprodutibilidade e a alta e uniforme penetracdo em

sistemas multicelulares. Por meio do uso da radiacdo gama obtiveram mutantes com



caracteristicas de maior produtividade, precocidade, menor altura, maior resisténcia a
pragas, que foram utilizados na obtencdo de novas variedades de diversas espécies de
interesse agrondmico (MIKAELSEN, 1971).

O uso de mutagénicos fisicos no melhoramento da bananeira foi sugerido antes
de 1963 por Champion (BROERTJES & HARTEN, 1988), no entanto, apenas duas
cultivares desenvolvidas por meio de raio gama foram relatadas. A primeira a ‘Klue
Hom Thong KU1’ que apresenta elevado peso de cacho e a “Novaria’ com ciclo precoce
e qualidade dos frutos (FAO/IAEA, 2009).

Jain (2005) relata que os principais objetivos da Agéncia Internacional de
Energia Atdbmica (IAEA), ao utilizar agentes mutagénicos em Musa spp., € integrar a
radiacdo com o cultivo in vitro e com os metodos de genética molecular, para induzir
variacfes desejaveis, como resisténcia a pragas, reducdo da altura de plantas e
precocidade, assim como promover o desenvolvimento de métodos para a multiplicacéo
rapida e em larga escala, dos mutantes ou segregantes.

Em bananeira, muitos trabalhos tém sido realizados visando a geracdo de
variabilidade genética para o melhoramento, a partir de irradiacdo com agentes fisicos e
guimicos (NOVAK et al, 1990; MATSUMOTO & YAMAGUCHI, 1990;
DOMINGUES et. al., 1994; PEREZ PONCE & ORELLANA, 1994; JAMALUDDIN,
1994; TULMANN NETO et. al., 1995; BHAGWAT & DUNCAN, 1998a; MAK et. al.,
1996; ALVES, 2000; HO et. al., 2001; BERMUDEZ et. al., 2002; GARCIA et. al.,
2002; ROUX, 2004; LOPEZ et. al., 2004 e RESENDE, 2005).

Novak et. al. (1990) regeneraram explantes da cultivar Grande Naine, irradiados
com raio gama na dose de 60 Gy, do qual, identificaram uma planta com florescimento
precoce (clone GN-60A). Este clone foi micropropagado e suas mudas testadas a
campo, em quatro locais (ROUX et al., 1994). O clone floresceu significativamente

mais cedo que os controles ndo irradiados (Grande Naine), sendo liberado



subsequentemente com o0 nome de Novaria, e entrou em producdo comercial na Malésia
a partir de 1993 (MAK et al., 1996).

Bermudez et. al. (2002), utilizando gemas adventicias de clones de bananeira das
cultivares Maca (AAB) e Gros Michel (AAA), irradiadas com raio gama, na dose de 25
Gy, obtiveram trés mutantes resistentes a Fusarium oxysporum avaliados a campo, em
solo infectado com o pat6geno.

Matsumoto & Yamaguchi (1990) utilizaram a irradiagdo em conjunto com
selecdo in vitro e selecionaram um mutante de Cavendish tolerante ao aluminio. Usando
também radiacdo, foi obtido por Ho et. al., (2001), outro clone dessa mesma cultivar
resistente a murcha de Fusarium.

Domingues et. al., (1994) e Tulmann Neto et. al., (1995), utilizando a inducgéo de
mutacao in vitro, com o uso de raio gama em apices caulinares de bananeira, indicaram
um maior aumento na variabilidade genética quando comparada com a taxa de varia¢do
somaclonal. O cobalto 60, com doses de 10 a 60 Gy, tem sido empregado para a
obtengdo de novas variedades de bananeira, produtivas, resistentes a pragas, de porte
baixo (PEREZ PONCE & ORELLANA, 1994: JAMALUDDIN, 1994): ou tolerantes ao
aluminio (MATSUMOTO & YAMAGUCHI, 1991). Resultados obtidos por
Jamaluddin (1994) com a inducdo de mutacéo in vitro, mediante o uso de raio gama, em
doses que variaram de 10 Gy a 60 Gy e ou etilmetanossulfonato (EMS), levaram a
selecdo de clones da Grande Naine (Fatom-1) e de Pisang Rastali (AAB Macgd) mais
precoces, com porte baixo e com maior rendimento.

Resende (2005) aplicando raio gama nas doses de 20 Gy em triploides AAB
(Pacovan) e 30 Gy em tetrapldides AAAB (Pacovan Ken) obteve ampla variabilidade
genética para porte e uma série de mutantes para outras caracteristicas, que foram

avaliadas em campo.



A aplicagdo de raio gama, com o proposito de obter plantas com menor porte,
surge como pratica promissora, utilizada para reduzir os custos e as perdas de cachos
por tombamento de planta durante a fase de produc&o.

Neste contexto, objetivou-se neste trabalho: 1) selecionar possiveis mutantes de
banana Terra Maranhdo obtidos por radiagdo gama com boas caracteristicas
agrondmicas e altura reduzida; 2) avaliar a variabilidade genética e selecionar possiveis
mutantes de banana Terra Maranh@o submetidos a radiacdo gama com base em dados
agronémicos e perfis de marcadores moleculares Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)

utilizando a estratégia Ward-MLM.
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Selecdo de possiveis mutantes de banana Terra Maranhao obtidos por radiacéo

gama
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Resumo - O objetivo deste trabalho foi selecionar possiveis mutantes de banana Terra
Maranhdo obtidos por radiacdo gama com boas caracteristicas agrondémicas e altura
reduzida. Foram irradiadas 315 gemas in vitro com raio gama nas doses de 20 Gy, as
quais foram subcultivadas e posteriormente avaliadas em campo durante dois ciclos de
producdo. A avaliacdo dos clones foi realizada com o objetivo principal de selecionar
10% das melhores plantas. O plantio foi feito no espagamento 3 m x 4 m, e a adubacéo
foi realizada de acordo com as recomendagdes técnicas para a cultura. Foram avaliadas
em campo 233 plantas irradiadas e 41 testemunhas. Dentre as plantas irradiadas
selecionadas, observaram-se genotipos que apresentam altura reduzida. Os gendtipos
Irra 04, Irra 13, Irra 19 e Irra 21 apresentaram altura de 3,6 m, valores abaixo da média
das testemunhas selecionadas. Outros genotipos irradiados selecionados como o Irra 14
e Irra 16 com altura de 3,65 m se mostraram promissores, pois além da altura reduzida,
apresentaram um bom peso de cacho e menor periodo de floragdo em relacdo & média

das testemunhas, fator relevante para as préximas etapas de melhoramento. Estes
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resultados confirmam a possibilidade de emprego da inducdo de mutacdo em bananeira

tipo Terra para a obtencdo de caracteristicas agrondémicas desejaveis e altura reduzida.

Termos para indexac¢ao: Musa spp., porte baixo, selecdo de mutantes.

Abstract - This work was possible mutant select banana Terra Maranh&o obtained by
gamma radiation with good agronomic characteristics and reduced height. 315 buds
were irradiated in vitro with gamma ray doses of 20 Gy, which were subcultured and
subsequently evaluated in the field during two growing seasons. The evaluation of the
clones was performed with the main objective of selecting the best plants 10%. The
planting was done in 3 mx 4 m spacing, and fertilization was performed according to
the technical recommendations for culture. Were assessed in 233 plants irradiated and
41 witnesses. Among the irradiated plants selected were observed genotypes that exhibit
reduced height. Genotypes Irra 04, Irra 13, Irra 19 and Irra 21 showed height of 3.6 m,
below the average values of selected witnesses. Other genotypes irradiated selected as
Irra Irra 14 and 16 with height of 3.65 m were promising, because besides the reduced
height, had a good bunch weight and smaller flowering period compared to the average
of the witnesses, a factor relevant to the next steps for improvement. These results
confirm the possibility of using mutation induction in banana type Terra to obtain

desirable agronomic characteristics and reduced height.

Index terms: Musa spp., short stature, selection of mutants.

Introducéo
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Com uma producdo aproximada de 7,34 milhdes de toneladas em 2011, e uma
area cultivada de aproximadamente 528 mil hectares (FAO, 2012), o Brasil se destaca
como o quarto produtor mundial de banana e, a Regido Nordeste contribui com 40% da
producdo nacional.

Contudo, a bananicultura nacional enfrenta sérios problemas nas fases de
producdo e pos-colheita e um dos fatores que levam a perdas é a altura elevada das
plantas nas principais cultivares comerciais. Plantas altas dificultam a colheita do cacho
(LEDO et. al., 1997) e tendem apresentar grande tombamento. Por outro lado, plantas
de porte baixo, além de facilitar a colheita, possibilitam um maior adensamento e
consequentemente, maior produtividade por unidade de area (ALVES & LIMA, 2000).

Bananas e platanos estdo entre as mais importantes culturas alimentares em todo
0 mundo e sdo cultivados em mais de 80 paises tropicais, principalmente por pequenos
agricultores. A principal representante do subgrupo platano, no Brasil, é a cultivar Terra

Maranhdo. Essa cultivar apresenta suscetibilidade a sigatoka-negra e possui porte alto,

caracteristicas que dificultam o seu cultivo (SILVA et. al., 2002).

Uma estratégia para a solugdo deste problema é o desenvolvimento de novas
cultivares a partir de hibridacdo seguida de selecdo na progénie (SILVA, et. al., 2002;
DONATO et. al., 2006). No entanto, no caso da bananeira, existem alguns obstaculos
no melhoramento genético por meio dos métodos tradicionais que resultam na
inexisténcia de pdlen viavel, esterilidade feminina, reduzido nimero de sementes, (DE
GUZMAN et. al., 1982; SHEPHERD, 1987).

Em situacbes como esta, e no caso onde existem limitacbes na variabilidade
genética natural disponivel, ou dificuldades relacionadas as aplicacbes de métodos
tradicionais de melhoramento, uma ferramenta que pode superar estas barreiras é a

inducdo de mutacdo (PESTANA et. al., 2010).
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As mutagdes sdo definidas como alteragdes herdaveis na sequéncia do DNA, e
que ndo sdo derivadas de recombinagdo génica e ou segregacao genética, e representam
a base genética das variacdes, (NIWA, 2006). Estas muta¢Bes servem como ferramenta
aos programas de melhoramento genético, pois acabam produzindo novas formas
alélicas, que podem conferir novas caracteristicas agronémicas, aumentando 0S recursos
genéticos disponiveis para o melhoramento.

A inducdo de mutacdo por raio gama e técnicas de propagacdo in vitro
constituem instrumentos de grande utilidade nos programas de melhoramento para a
reducdo do porte em bananeira. Essa técnica de mutacédo € indicada para cultivares elites
e também para a obtengdo de resisténcia a doencas ou caracteristicas agronémicas
governadas por um ou poucos genes, uma vez que conserva as outras caracteristicas do

fendtipo original (BERMUDEZ-CARABALLOSO et. al., 2010).

Por esta razdo, a aplicacdo da mutagénese associada ao uso de outras tecnologias
in vitro constitui uma promissora alternativa aos programas de melhoramento genético
desta espécie, visando a reducdo do porte da planta, ampliacdo da variabilidade genética
e também para reduzir o tempo até a selecdo de mutantes com potencial para
lancamento como uma nova cultivar.

Neste contexto, objetivou-se neste trabalho avaliar a variabilidade genética e
selecionar gendtipos com boas caracteristicas agronémicas e altura reduzida em um

conjunto de possiveis mutantes de banana Terra Maranh&o obtidos por radiagdo gama.

Material e Métodos

Irradiacdo gama de gemas in vitro
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Foram irradiadas 315 gemas in vitro, utilizando Co® no Centro de Energia
Nuclear na Agricultura (CENA), vinculado a Universidade de S&o Paulo (USP). A dose
utilizada foi de 20 Gy, previamente identificada no teste de sensitividade (PESTANA
et. al.,, 2010). Cinquenta gemas foram usadas como testemunhas, as quais também
foram enviadas ao CENA/USP, porém sem exposicdo ao Co®.

As gemas irradiadas foram transferidas para meio de cultura basico MS,
solidificado com 2,2 g L™ de Phytagel, e suplementado com 30 g de sacarose e
benzilaminopurina (BAP) na concentracio de 3,0 mg L™ em pH 5,8. Em seguida as
plantas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura controlada de 27+2°C
e fotoperiodo de 16 horas de luz fluorescente e oito horas de escuro. As mudas foram
submetidas a quatro subcultivos, realizados em intervalos de 30 dias.

Ap0s os subcultivos, as plantas foram enraizadas em meio MS, com adi¢do de
0,25 mg L™ de 4cido naftaleno acético (ANA) e 8 g L™ de 4gar como geleificante, com
0 pH ajustado para 5,8 sendo posteriormente conduzidas a sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas de luz fluorescente com intensidade luminosa de 40 pmol m™ %"
! e oito horas de escuro com temperatura de 26+2 °C, onde permaneceram por um
periodo de 35-40 dias.

As plantas ja enraizadas foram levadas para casa-de-vegetacdo, onde foram
aclimatadas em tubetes contendo substrato comercial Plantmax (composto por casca de
madeira processada, vermiculita expandida, carvdo granulado, turfa processada e
enriquecida com macro e micronutrientes) e em telado com sombrite 50 % de

luminosidade e irrigag&o realizada por nebuliza¢do automatica.

Avaliacao preliminar dos supostos mutantes em casa-de-vegetacao
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Visando determinar o crescimento inicial uma avaliagdo preliminar dos possiveis
mutantes foi realizada em casa-de-vegetacdo, na Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical, em Cruz das Almas (BA).

Durante o desenvolvimento das plantas, foram realizadas medi¢fes biométricas,
aos 30, 60 e 90 dias apds o plantio em casa-de-vegetacdo, das seguintes caracteristicas
agrondmicas: altura de plantas (ALP), diametro do pseudocaule (DIA) e nimero de
folhas (NFL), e a altura de planta apresentou uma tendéncia de menor desenvolvimento
entre os tratamentos irradiados quando comparados com as testemunhas, (PESTANA et.

al., 2010).

Avaliacao dos supostos mutantes em campo

O experimento foi conduzido no campo experimental da Embrapa Mandioca e
Fruticultura tendo como objetivo selecionar clones de bananeira do tipo Terra com
menor porte e boas caracteristicas agrondémicas.

A implantacdo do experimento foi realizada com o objetivo principal de
selecionar cerca de 10% das melhores plantas. O plantio foi feito no espagamento 3 m x
4 m, e a adubacéo foi realizada de acordo com as recomendagdes técnicas para a
cultura. A avaliagdo e selecdo foram feitas com as plantas irradiadas e néo irradiadas
(testemunhas) que completaram os dois ciclos de producéo no campo.

As avaliagOes foram realizadas no periodo do florescimento nos dois ciclos de
producédo, quanto as seguintes caracteristicas agrondémicas: [nimero de dias do plantio a
floragdo, (NPF); nimero de dias do plantio a colheita, (NPC); nimero de dias da
floracdo a colheita, (NFC); diametro do pseudocaule, (DIA) (cm); altura de planta,
(ALT) (m); namero de folhas até o florescimento, (NFO); namero de filhos, (NFI); peso

do cacho, (PCA) (kg); peso de penca, (PPE) (kg); nimero de frutos, (NFR); peso médio
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de frutos, (PMF) (g); comprimento dos frutos da segunda penca, (CFS) (cm);
comprimento do fruto da penultima penca, (CFP) (cm); diametro do fruto da segunda
penca, (DFS) (mm); didametro do fruto da penultima penca, (CFP) (mm); nimero de
pencas, (NPE); numero de folhas vivas na colheita, (NFO); comprimento do pedunculo,
(COP) (cm); didmetro do pedunculo, (DIP) (cm); comprimento do engaco, (CEN) (cm);

diametro do engaco, (DEN) (cm)]

Analise dos dados

Inicialmente avaliou-se a divergéncia genética dos 111 supostos mutantes
utilizando 21 caracteristicas agrondmicas, a matriz de distancia genética foi obtida
através do Aplicativo Computacional Genes, (CRUZ, 2006), a analise de agrupamento
foi realizada pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method With Arythmetic
Mean), utilizando o software Mega-4.1 (TAMAURA et. al., 2007), com base na matriz
de distancia euclidiana média. O coeficiente de correlagdo cofenético entre a matriz de
distancia genética e a matriz dos valores cofenético, foi calculado usando o software R
(2010) a fim de verificar a consisténcia do agrupamento.

Para selecionar cerca de 10% das plantas com menor altura, utilizou-se a
metodologia proposta por Resende (2005).

Inicialmente foi realizada uma classificagéo individual das plantas da populacéo,
para as caracteristicas consideradas importantes na selecdo; como menor porte de
planta, menor nimero de dias do plantio ao florescimento e maior massa do cacho. Os
dados obtidos para essas caracteristicas foram organizados em ordem crescente (para
altura de planta e nimeros de dias para emissdo do cacho) e decrescente (para massa do

cacho), obtendo-se o nimero da classifica¢do de cada planta.
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Em seguida, um indice de selecdo baseado no ranking de cada gendtipo foi
calculado multiplicando-se o nimero da classificacdo de cada planta pela massa
correspondente a cada caracteristica. Para altura de planta foi dado peso seis por ser
considerada a mais relevante e para nimero de dias do plantio ao florescimento e massa
do cacho peso dois. No fim desse processo, obteve-se a pontuagédo final, para cada
planta, resultado do uso do seguinte indice de sele¢do y=[0,6 x (classificacdo de altura)
+ 0,2 x (classificagcdo da emissdo de cacho) + 0,2 x (classificagdo da massa do cacho)].
Em cada ciclo, a pontuagdo final foi ordenada crescentemente, obtendo-se a

classificagéo final.

Resultados e Discussao

Determinar a diversidade genética entre os individuos € um ponto importante e
decisivo para o0 agrupamento e andlise da diversidade genética dentro e entre populagdes
(Kosman e Leonard 2005), neste contexto, a variabilidade genética de 111 possiveis
mutantes foi analisada usando 21 caracteristicas quantitativas através da distancia
euclidiana média e o dendograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method With Arythmetic Mean) (Figura 1).

A distancia entre os possiveis mutantes variou 0,086 a 0,555, com distancia
média de 0,256 e o coeficiente de correlacdo cofenético 0,778, valor considerado muito
bom nesses estudos (VAZ PATTO et al. 2004; PESTANA et, al., 2011).

Os genotipos mais proximos foram Irra 78 e Irra 93, com distancia genética de
0,086 e os mais distantes foram Irra 48 e o Irra 54 com 0,555.

Os resultados comprovam a existéncia de variabilidade entre os possiveis
mutantes que pode ser explorada e que esta variabilidade € principalmente devido ao

efeito da radiacdo gama, a variacdo somaclonal e os subcultivos normalmente néo
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levam ha alteragBes genéticas em um grande numero de clones a partir do mesmo
genotipo.

Resultado semelhante foi observado no estudo conduzido por Pestana et. al.,
(2011) em que os autores trabalhando com banana tipo Prata identificaram distancia
genética entre os possiveis mutantes que variou de 0,26-0,64, com distancia média de
0,459 e o coeficiente de correlagdo cofenético de 0,7669. Os possiveis mutantes mais
préximos foram o Pacovan 65 e Pacovan 67, com 0,26 e a distancia genética mais
dissimilar foi Pacovan 26 e Pacovan 2 com 0,64.

A contribuicdo relativa dos caracteres agrondmicos para a divergéncia dos
possiveis mutantes de banana Terra Maranh&o é apresentada na Tabela 1.

A variavel que mais contribuiu para a divergéncia genética foi o nimero de dias
do plantio a colheita (NPC) com 36% e em seguida a varidvel numero de dias do plantio
a floragdo (NPF) com 28%. Os caracteres de producdo como peso médio dos frutos
(PMF) e peso do cacho (PCA), apresentam valores de 21% e 7% de contribuicdo
relativa para a diversidade genética, respectivamente (Tabela 1).

Com a indugdo de mutagdo o0s possiveis mutantes passaram a ter
comportamentos distintos que ficou mais evidenciado na avaliagdo dos ciclos de
producdo, e confirma que ha variabilidade entre os genotipos estudados e que ha
condicGes de selecionar possiveis mutantes de ciclo precoce e maior produtividade.

As variaveis, numero de frutos (NFR), peso de cacho (PCA), peso médio dos
frutos (PMF) e altura de planta (ALT) dos gendtipos irradiados e das testemunhas
referentes aos dois ciclos de producdo séo apresentadas na Tabela 2.

Quando se analisa os valores médios, as plantas irradiadas e as testemunhas
apresentam valores similares em relagcdo ao nimero de dias do plantio a colheita (NPC),
namero de dias do plantio a floracdo (NPF) e nimero de dias da floragdo a colheita

(NFC), (Tabela 2).
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Se analisar o desempenho individual de cada gendtipo, € possivel observar que
alguns selecionados no segundo ciclo de produgédo apresentam resultados melhores que
as testemunhas em relacdo as caracteristicas agronémicas mais relevantes como, peso de
cacho (PCA), numero de dias do plantio a colheita (NPC) e também para altura de
planta (ALT), portanto, é possivel afirmar, que a selecdo se mostra promissora.
Bermudez et al. (2000), trabalhando com mutantes da cultivar FHIA-21, observaram ja
no primeiro ciclo uma variacéo de 4,8%, e as caracteristicas mais alteradas foram, altura
de planta e nimero de frutos por cacho. Resultados semelhantes foram encontrados
nesse trabalho, em que, alguns genotipos irradiados apresentaram diferencas
significativas em relacdo as testemunhas para as caracteristicas estudadas.

Jamaluddin (1994) trabalhando com a indugdo de mutagdo in vitro através da
radiagdo em bananeira com doses que variaram de 10 Gy a 60 Gy e ou
etilmetanossulfonato (EMS), levaram a selecdo de clones de ‘Grande Naine’ (Fatom-1)
e de ‘Pisang Rastali’ (AAB magcé) mais precoces.

As caracteristicas peso do cacho (PCA), peso de penca (PPE) e o peso médio dos
frutos (PMF), apresentaram valores superiores nas plantas selecionadas em relacdo as
testemunhas no primeiro ciclo, entretanto, estas diferencas surtiram pouco efeito
(Tabela 3). No entanto, no segundo ciclo, as variaveis PCA, PPE e PMF foram pouco
maiores nas testemunhas e a altura de planta (ALT) ficou praticamente com a mesma
média. Observa-se também que de um ciclo para o outro ocorreu uma diminui¢do de 49
cm na média das plantas selecionadas (Tabela 3).

Por meio da selecdo realizada utilizando-se o indice de peso segundo a
importancia das caracteristicas altura de planta, nimero de dias do plantio a colheita e
peso do cacho selecionaram-se 22 genétipos irradiados.

Dentre as plantas irradiadas selecionadas, tém-se genétipos que apresentam

altura reduzida (Figura 2). Os gendtipos Irra 04, Irra 13, Irra 19 e Irra 21 com altura de
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3,60 metros apresentaram valores abaixo aos da média das testemunhas que tem de 3,74
metros de altura, portanto, apds a selecdo, € possivel inferir que as plantas selecionadas
apresentam caracteristicas agronémicas favoraveis, como altura reduzida, e que o
método de selecdo aplicado foi eficiente e possibilitou a condicdo de podermos
selecionar genotipos para essa caracteristica. Essa variacdo foi também observada no
trabalho avaliado em campo e conduzido por Resende (2005) em que aplicou radiacéo
gama nas doses de 20 Gy em triploides AAB (Pacovan) e 30 Gy em tetrapléides AAAB
(Pacovan Ken) obtendo ampla variabilidade genética para porte e uma série de mutantes
para outras caracteristicas.

Outros gendtipos irradiados selecionados como o Irra 14 e Irra 16 com altura de
3,65 metros se mostraram promissores, além da altura reduzida, apresentaram um bom
peso de cacho e menor periodo de floracdo em relacdo & média das testemunhas, fator
relevante para as proximas etapas de melhoramento.

Resultado semelhante foi observado por Lopez et. al., (2004) avaliando quatro
cultivares de bananeira, ‘SH3436-L9 (AAAA), ‘Parecido al Rey’ (AAA), ‘Gran Enano’
(AAA) e ‘Burro CEMSA’ (AAB), em condic¢des de campo, verificaram ampla variagao
nas caracteristicas avaliadas. Nove clones provenientes da irradiacdo com 45 Gy, da
cultivar SH3436-L9 apresentaram no primeiro ciclo, menor altura, florescimento mais
precoce, maior nimero de pencas por cacho, mais frutos por cacho e peso de cacho
superior em comparacdo com a media do controle, e, no terceiro ciclo de produgéo, dois
clones provenientes de tratamento com irradiagcdo da ‘Parecido al Rey’ tiveram altura
significativamente menor que as plantas testemunhas.

Os resultados indicam que a aplicagdo da radiagdo gama é uma técnica

promissora para o propdésito de obter plantas com altura reduzida.

Conclusodes
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Dentre os possiveis mutantes selecionados, ha gendtipos de altura reduzida e
com boas caracteristicas agronémicas como o Irra 14 e Irra 16.

Estes resultados confirmam o potencial da indugdo de mutacdo em bananeira
tipo Terra para desenvolvimento de variedades com caracteristicas agronémicas

desejaveis e altura reduzida.
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Figura 1. Dendograma obtido de 21 variaveis quantitativas através da matriz de
distancia genética de 111 possiveis mutantes de banana Terra Maranhdo induzidos por
radiacdo gama com base na distancia euclidiana média.
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Tabela 1. Contribuicdo relativa dos caracteres agronémicos para divergéncia dos

possiveis mutantes de banana Terra Maranh&o obtidos por radiacdo gama pelo método

de Singh (1981).

Variaveis S.j Valor %
NPF 25656234 28,8268
NFC 2804094 3,1506
NPC 32405948 36,4106
ALT 759,278 0,0009
DIA 78249,43 0,0879
NFF 29330 0,033
NFI 35342 0,0397
CEN 23744 0,0267
DEN 1761390 1,9791
NPE 221062,2 0,2484
NFR 22640 0,0254
PCA 6368264 7,1552
PPE 269971,6 0,3033
PMF 254102 0,2855
CFS 18912263 21,2494
CFP 75126,98 0,0844
DFS 65520,5 0,0736
DFP 3782,76 0,0043
COP 2832,56 0,0032
DIP 10490,38 0,0118

NPF: nidmero de dias do plantio a floragdo; NFC: nimero de dias da floracdo a colheita; NPC: nimero de
dias do plantio a colheita; DIA: diametro do pseudocaule (cm); ALT: altura de planta (m); NFF: nimero
de folhas na floragdo; NFI: nimero de filhos; NFC: nimero de folhas vivas na colheita; CEN:
comprimento do engaco (cm); DEN: diametro do engaco (cm); NPE: nimero de pencas; NFR: nimero de
frutos; PCA: Peso de cacho (kg); PPE: Peso de pencas (kg); PMF: Peso médio do fruto (g); CFS:
comprimento do fruto da segunda penca (cm); CFP: comprimento do fruto da pendltima penca (cm);
DFS: didmetro do fruto da segunda penca (mm); DFP: didmetro do fruto da penaltima penca (mm); COP:
Comprimento do peddnculo DIP: Didmetro do pedinculo.
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Tabela 2. Médias para as caracteristicas agronémicas dos possiveis mutantes de banana

Terra Maranh&o e das testemunhas em dois ciclos de produgéo.

Variaveis Irradiadas Testemunhas
NPF 465,9 442,33
NFC 104,79 105,12
NPC 571,06 547,33
ALT 3,97 3,74
DIA 25,09 25,28
NFF 10,18 10,16
NFI 8,34 8,50
CEN 48,27 44,73
DEN 6,02 5,76
NPE 9,75 9,66
NFR 142,27 138,33
PCA 26,92 22,63
PPE 24,84 26,06
PMF 175,12 167,51
CFS 20,23 20,83
CFP 17,69 17,71
DFS 3,99 3,86
DFP 3,39 3,36
COP 4,96 5,45
DIP 1,25 1,25

NPF: nidmero de dias do plantio a floragdo; NFC: nimero de dias da floracdo a colheita; NPC: nimero de
dias do plantio a colheita; DIA: diametro do pseudocaule (cm); ALT: altura de planta (m); NFF: nimero
de folhas na floragcdo; NFI: nimero de filhos; NFC: nimero de folhas vivas na colheita; CEN:
comprimento do engaco (cm); DEN: diametro do engaco (cm); NPE: nimero de pencas; NFR: nimero de
frutos; PCA: Peso de cacho (kg); PPE: Peso de pencas (kg); PMF: Peso médio do fruto (g); CFS:
comprimento do fruto da segunda penca (cm); CFP: comprimento do fruto da pendltima penca (cm);
DFS: didmetro do fruto da segunda penca (mm); DFP: didmetro do fruto da pendltima penca (mm); COP:

Comprimento do peddnculo DIP: Didmetro do pedinculo.
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Tabela 3. Desdobramento da interacdo tratamentos x ciclos dos possiveis mutantes de

banana terra selecionados e das testemunhas avaliados em dois ciclos de produgéo.

Variaveis Ciclo 1 Ciclo 2
Selecionadas Testemunhas Selecionadas Testemunhas
PCA 32,42 22,63 21,44 24,76
PPE 30,12 29,10 19,56 23,03
PMF 189,51 158,23 160,73 176,8
ALT 4,21 3,79 3,72 3,70

PCA: Peso de cacho (kg); PPE: Peso de pencas (kg); PMF: Peso médio do fruto (g); ALT: altura de
planta (m).
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Figura 2. Distribuicdo dos possiveis mutantes selecionados de banana Terra Maranhao

e média das testemunhas (Test) para a variavel altura de planta em metros (ALT).
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Resumo - O cultivo da bananeira é uma importante atividade e possui relevante papel
econémico e social no mundo. O estudo da diversidade genética é importante para
programas de melhoramento, especialmente na elucidacdo da variabilidade genética
disponivel para os melhoristas. As caracteristicas agrondmicas e 0s marcadores
moleculares tém sido utilizados para determinar essa diversidade em muitas espécies.
Objetivou-se nesse trabalho avaliar a variabilidade genética e selecionar possiveis
mutantes de banana do tipo Terra (genoma AAB, Subgrupo Terra) submetidos a
radiacdo gama com base em dados agrondmicos e perfis de marcadores moleculares
Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) utilizando a estratégia Ward-MLM. Foram
avaliadas em campo 233 plantas irradiadas e 41 testemunhas. Os dados agronémicos e
moleculares foram submetidos ao algoritmo estatistico Ward-MLM no programa SAS.
A anélise de agrupamento foi realizada pelo método da distancia média ou também
denominado de método de agrupamento medio entre grupos (UPGMA) com base na
matriz de distancia do algoritmo Gower e o coeficiente de correlacdo cofenético foi

calculado usando o software R. A distancia entre os possiveis mutantes variou 0,26 a
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0,55, com distancia média de 0,426 e o coeficiente de correlacdo cofenético 0,79. Os
trés supostos mutantes que foram selecionados com base nas melhores caracteristicas
agrondmicas e altura baixa serdo submetidos a novas avaliagdes nas proximas etapas do
programa de melhoramento da Embrapa. Esta é a primeira tentativa de utilizagdo de
dados combinados em bananeira do tipo Terra com o intuito de selecionar mutantes e

avaliar a variabilidade genética.

Termos para indexagdo: Musa spp., selecdo de mutantes, variabilidade genética.

Abstract - The cultivation of banana is an important activity and has significant social
and economic role in the world. The study of genetic diversity is important for breeding
programs, especially in the elucidation of the genetic variability available to plant
breeders. The agronomic traits and molecular markers have been used to determine this
diversity in many species. The objective of this study was to evaluate the genetic
variability and select mutants of possible Terra-type banana (AAB genome, Sub Terra)
subjected to gamma radiation based on agronomic data and profiles of molecular
markers Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) using the strategy Ward -MLM. Were
assessed in 233 plants irradiated and 41 witnesses. The agronomic and molecular data
were subjected to statistical algorithm Ward-MLM program in SAS. Cluster analysis
was performed by the method of the average distance or also called clustering method
midway between groups (UPGMA) based on the distance matrix algorithm Gower
cofenético and the correlation coefficient was calculated using the software R. The
distance between the possible mutants ranged from 0.26 to 0.55, with an average
distance of 0.426 and correlation coefficient cofenético 0.79. The three putative mutants
were selected based on best agronomic characteristics and low altitude will undergo

further evaluation in the next stages of the breeding program of Embrapa. This is the
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first attempt to use the combined data of the type in banana Earth in order to select

mutants and assess genetic variability.

Index terms: Musa spp., selection of mutants, genetic variability.

Introducéo

O cultivo da bananeira é uma importante atividade do agronegdcio mundial e
possui relevante papel econémico e social no mundo, com uma area de plantio estimada
de 4,1 milhdes de hectares, em 107 paises, e uma producdo de 70 milhdes de toneladas.
Com uma producdo aproximada de 7,34 milhdes de toneladas em 2011, e uma &rea
cultivada de aproximadamente 528 mil hectares, o Brasil se destaca como o quarto
produtor mundial de banana e, a Regido Nordeste contribui com 40% da produgéo
nacional, onde se estima que a producdo dessa fruta empregue 960 mil pessoas, (FAQ,
2012).

O estudo da diversidade genética € muito importante em programas de
melhoramento, especialmente na elucidacdo da variabilidade genética disponivel para os
melhoristas. E os marcadores moleculares tém sido utilizados para determinar essa
diversidade em muitas espécies (JOSHI et. al., 2000; GAUDEUL et. al., 2000 QIAN et.
al., 2001; GUASMI et. al., 2008).

Os marcadores moleculares surgiram como importantes ferramentas para a
deteccdo dos efeitos da radiacdo gama, uma vez que, com o advento de técnicas
modernas, detectam polimorfismo genético ao nivel de DNA (OLIVEIRA et. al., 1996).

Estes marcadores, especialmente aqueles baseados em métodos de PCR
(Polymerase Chain Reaction), incluindo, AFLP (Restriction Fragment Length

Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), microssatélites ou
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SSRs (Simple Sequence Repeats) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), tém sido
amplamente usados para estimar a diversidade genética, estabilidade genética e estudos
filogenéticos em bananas (CRESTE et al., 2004; LAKSHMANAN &
VENKATARAMAREDDY 2007; NING et. al., 2007; AMORIM et. al., 2008, 2009a,
2009b; EL-KHISHIN et. al., 2009; MIRI et. al., 2009; MATTOS et. al., 2010; OPARA
et. al., 2010).

A técnica baseada em ISSR é uma dentre muitas que utiliza primers de
sequéncia simples repetitivas para amplificar regifes entre sequéncias alvo. Essa técnica
tem a capacidade de gerar um grande numero de marcadores multiloci, e ainda, pode ser
aplicada para analisar praticamente qualquer organismo, mesmo aqueles para 0s quais
se dispbe de pouca ou nenhuma informac&o genética prévia (ARCADE et. al., 2000).

Além disso, os ISSRs sdo Uteis para estudos genéticos, especialmente na
deteccdo clonal e na revelacdo de individuos proximamente relacionados (SALIMATH
et. al., 1995; OLIVEIRA et. al., 1996). Tais marcadores sdo dominantes e reproduziveis,
com a vantagem de gerar grandes quantidades de bandas, sendo amplamente
distribuidos ao longo do genoma de eucariontes (FANG & ROOSE, 1997; GUPTA et.
al., 1994). Cada faixa corresponde a uma seqiiéncia de DNA delimitada por dois
microssatélites invertidos. A amplificacdo ndo requer informacdes de sucessdo do
genoma e de padrdes altamente polimorficos (ZIETKIEWICZ et. al., 1994).

Neste contexto, objetivou-se nesse trabalho avaliar a variabilidade genética e
selecionar possiveis mutantes de banana do tipo Terra (genoma AAB, Subgrupo Terra)
submetidos a radiagdo gama com base no conjunto de dados morfolégicos, agronémicos

e moleculares através da estratégia Ward-MLM.

Material e Métodos
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Irradiacéo gama de gemas in vitro

Foram irradiadas 315 gemas in vitro, utilizando Co® no Centro de Energia
Nuclear na Agricultura (CENA), vinculado a Universidade de S&o Paulo (USP). A dose
de raio gama utilizada foi de 20 Gy, previamente identificada no teste de sensitividade
(PESTANA et. al.,, 2010). Cinquienta gemas foram usadas como testemunhas, as quais
também foram enviadas a0 CENA/USP, porém sem exposic&o ao Co®.

As gemas irradiadas foram transferidas para meio de cultura basico MS,
solidificado com 2,2 g L™ de Phytagel, e suplementado com 30 g de sacarose e
benzilaminopurina (BAP) na concentracdo de 3,0 mg L™ em pH 5,8. Em seguida as
plantas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura controlada de 27+2°C
e fotoperiodo de 16 horas de luz fluorescente e oito horas de escuro. As mudas foram
submetidas a quatro subcultivos, realizados em intervalos de 30 dias.

Ap0s os subcultivos, as plantas foram enraizadas em meio MS, com adi¢do de
0,25 mg L™ de 4cido naftaleno acético (ANA) e 8 g L™ de 4gar como geleificante, com
0 pH ajustado para 5,8 sendo posteriormente conduzidas a sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas de luz fluorescente com intensidade luminosa de 40 pmol m™ %"
! e oito horas de escuro com temperatura de 26+2 °C, onde permaneceram por um
periodo de 35-40 dias.

As plantas ja enraizadas foram levadas para casa-de-vegetacdo, onde foram
aclimatadas em tubetes contendo substrato comercial Plantmax (composto por casca de
madeira processada, vermiculita expandida, carvdo granulado, turfa processada e
enriquecida com macro e micronutrientes) e em telado com sombrite que controla 50 %

da luminosidade e irrigacao realizada por nebulizagcdo automatica.

Avaliacdo preliminar dos mutantes em casa-de-vegetacao
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Visando determinar o crescimento inicial uma avaliagdo preliminar dos possiveis
mutantes foi realizada em casa-de-vegetacdo, na Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical, em Cruz das Almas (BA).

Durante o desenvolvimento das plantas, foram realizadas medi¢fes biométricas,
aos 30, 60 e 90 dias apds o plantio em casa-de-vegetacdo, das seguintes caracteristicas
agrondmicas: altura de plantas (ALP), diametro do pseudocaule (DIA) e nimero de
folhas (NFL), e a altura de planta apresentou uma tendéncia de menor desenvolvimento
entre os tratamentos irradiados quando comparados com as testemunhas, (PESTANA et.

al., 2010).

Avaliacéo dos mutantes em campo

O experimento foi conduzido no campo experimental da Embrapa Mandioca e
Fruticultura tendo como objetivo selecionar clones de bananeira do tipo Terra com
menor porte e boas caracteristicas agrondémicas.

A implantacdo do experimento foi realizada sem adocdo de delineamento
experimental, e o objetivo principal do trabalho foi selecionar 10 % das melhores
plantas em um grupo grande de bananeiras. O plantio foi feito no espacamento 3 m x 4
m, e a adubacéo de fundacéo e cobertura foi realizada de acordo com as recomendagoes
técnicas para a cultura. A avaliacdo e sele¢do foram feitas com as plantas irradiadas e
n&o irradiadas (testemunhas) que completaram os dois ciclos de produgdo no campo.

As avaliacGes foram realizadas no periodo do florescimento em dois ciclos de
producdo, quanto as seguintes caracteristicas agronémicas: nimero de dias do plantio ao
florescimento, do plantio a colheita e do florescimento & colheita; diametro do

pseudocaule (cm); altura da planta (m); nimero de folhas vivas na floragdo, nimero de
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filhos; e na colheita dos cachos: peso do cacho (kg) e das pencas (kg), peso médio dos
frutos (g); numero de frutos por cacho; comprimento do fruto da segunda e da
penultima penca (cm); diametro do fruto da segunda penca e da penultima penca (mm);
namero de pencas e de folhas vivas na colheita; comprimento do engaco (cm); didmetro

de engaco (mm).

Selecdo dos mutantes para porte baixo

Para selecionar 10% das plantas com menor porte, utilizou-se a metodologia
proposta por Resende (2005).

Inicialmente foi realizada uma classificagéo individual das plantas da populacéo,
para as caracteristicas consideradas importantes na selecdo; como menor porte de
planta, menor nimero de dias do plantio ao florescimento e maior massa do cacho. Os
dados obtidos para essas caracteristicas foram organizados em ordem crescente (para
altura de planta e nimeros de dias para emissdo do cacho) e decrescente (para massa do
cacho), obtendo-se o nimero da classifica¢do de cada planta.

Em seguida, um indice de selecdo baseado no ranking foi calculado
multiplicando-se o numero da classificagdo de cada planta pelo coeficiente
correspondente a cada caracteristica. Para altura de planta foi dado peso seis por ser
considerada a mais relevante e para nimero de dias do plantio ao florescimento e massa
do cacho peso dois. No fim desse processo, obteve-se a pontuagédo final, para cada
planta, resultado do uso do seguinte indice de sele¢do y=[0,6 x (classificacdo de altura)
+ 0,2 x (classificagcdo da emissdo de cacho) + 0,2 x (classificagdo da massa do cacho)].
Em cada ciclo, a pontuagdo final foi ordenada crescentemente, obtendo-se a

classificacéo final.
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As plantas selecionadas foram aquelas que estavam presentes entre as 10%

melhores classificadas, nos dois ciclos de producdo (Figura 1).

Primers ISSR

Foram utilizados um total de 14 primers ISSR. Informagbes sobre as suas
respectivas sequéncias, temperaturas de anelamento (Ta) e numero total de bandas

(NTB) podem ser obtidas na Tabela 1.

Extracdo de DNA e condigdes de PCR

O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens, utilizando-se 0 método CTAB
(DOYLE & DOYLE, 1990). A avaliacdo da quantidade e qualidade do DNA foi
efetuada mediante analise comparativa das amostras em gel de agarose 0,8%, corado
com brometo de etidio, sendo as amostras diluidas em agua ultrapura e padronizadas em
10 ng mL™.

Para as reacOes de amplificacdo via ISSRs as amostras tinham um volume final
de 15 pL, contendo: KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), MgCI2 1,5 mM, 100 mM
de cada um dos dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,4 mM de cada primer, 20 ng de
DNA gendmico e uma Unidade de Taq DNA polimerase (Pharmacia Biotech, EUA).

As amplificagdes foram conduzidas em termociclador Perkin Elmer modelo
9700, e constaram de uma etapa a 94°C por 4 min, seguida de 35 ciclos de 94°C por
40s, (temperatura de anelamento de 48°C) por 40s, 72°C por 1 min, com extensao final
72°C por 2 min. Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese em gel

de agarose 2,0%.
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Analise estatistica dos dados combinados

Os dados morfologicos, agrondmicos e moleculares foram submetidos ao
algoritmo estatistico Ward-MLM (FRANCO et. al., 1998) usando procedimento
CLUSTER e MLM no programa SAS (2002), considerando-se um total de sete
caracteristicas multicategoricas [cor do pseudocaule, (CPS); cor da nervura do peciolo,
(CNP); forma da roseta, (FRO); cor dos brotos, (CBR); cor da borda do peciolo, (CBP);
abertura do peciolo, (ABP) e posicao das folhas, (POF)], 21 caracteristicas quantitativas
[numero de dias do plantio a floracdo, (NPF); nimero de dias do plantio a colheita,
(NPC); nimero de dias da floracéo a colheita, (NFC); didmetro do pseudocaule, (DIA)
(cm); altura de planta, (ALT) (m); nimero de folhas até o florescimento, (NFO);
namero de filhos, (NFI); peso do cacho, (PCA) (kg); peso de penca, (PPE) (kg); nimero
de frutos, (NFR); peso médio de frutos, (PMF) (g); comprimento dos frutos da segunda
penca, (CFS) (cm); comprimento do fruto da penultima penca, (CFP) (cm); didametro do
fruto da segunda penca, (DFS) (mm); didametro do fruto da penultima penca, (CFP)
(mm); ndmero de pencas, (NPE); numero de folhas vivas na colheita, (NFO);
comprimento do pedunculo, (COP) (cm); diametro do pedunculo, (DIP) (cm);
comprimento do engaco, (CEN) (cm); didmetro do engaco, (DEN) (cm)] e 14 Primers
ISSR (96 bandas polimoérficas) de modo a avaliar a diversidade genética. Os fragmentos
amplificados foram avaliados como presente (1) e ausente (0) bandas.

A analise de agrupamento foi realizada pelo método UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method With Arythmetic Mean), utilizando o software STATISTICA produzido
pela StatSoft, com base na matriz de disténcias do algoritmo de Gower, (GOWER,
1971). O coeficiente de correlagdo cofenético entre a matriz de similaridades genéticas e

a matriz dos valores cofenético, foi calculado usando o software R (2010) a fim de
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verificar a consisténcia do agrupamento. O namero ideal dos grupos foi definido de

acordo com os critérios do Pseudo-F (SAS, 2002).

Resultados e Discussao

Foram utilizados dados qualitativos e quantitativos selecionados no segundo
ciclo de producdo. A possibilidade de combinar dados multicategoricos, quantitativos e
moleculares na identificacdo do nimero de clusters abre novas perspectivas nos estudos
de dissimilaridade.

A estratégia de Ward-Modified Location Model foi proposta pela primeira vez
por Franco et al. (1998). Trata-se de um método Util para analisar a divergéncia
genética para comparacdo genealégica (BARBE et. al., 2009) é eficiente na selecéo de
gendtipos com o minimo de perda da diversidade genética (CROSSA e FRANCO,
2004), no entanto, ndo ha muitos relatos sobre esta metodologia na literatura.

Este método foi utilizado em poucas culturas, como feijdo vagem (BARBE et.
al., 2009), Capsicum spp. (SUDRE et. al., 2010), em tomate (GONCALVES et. al.,
2008), couve (PADILHA et. al.,, 2007) e em banana Pacovan do subgrupo prata
(PESTANA et. al., 2011), nestes estudos a utilizag&o do algoritmo de Gower mostrou-se
muito eficaz.

No intuito de determinar a correlagdo entre os dados multicategoricos,
quantitativos e binarios, um estudo preliminar foi realizado, o célculo da distancia das
matrizes compreendendo os dados multicategdricos e quantitativos e a matriz de
distancia dos dados binérios usando o indice da simples coincidéncia. A correlagdo
entre estes duas matrizes foi de r = 0,0218, que é bastante baixo e demonstra que 0s
dados podem ser analisados numa forma combinada, e que a maior parte da

variabilidade observada pode ser atribuida a fatores genéticos.
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Na sequéncia, a variabilidade genética de 21 possiveis mutantes e duas
testemunhas foi analisada usando 21 caracteristicas quantitativas, sete multicategéricas
(Descritas na metodologia) e 14 marcadores ISSR que originaram 96 bandas
polimérficas pelo método Ward-MLM (Figura 2).

A distancia entre os possiveis mutantes variou 0,321 a 0,524, com distancia
média de 0,426 e o coeficiente de correlacdo cofenético 0,79, valor considerado muito
bom nesses estudos (VAZ PATTO et al. 2004; PESTANA et, al., 2011).

Os genotipos mais proximos foram Test 22 e Test 23, com distancia genética de
0,321 e os mais distantes foram Irra 09 e 0 Irra 11 com 0,524.

Os resultados comprovam a existéncia de variabilidade entre os possiveis
mutantes que pode ser explorada e que esta variabilidade é principalmente devido ao
efeito da radiacdo gama, a variacdo somaclonal e os subcultivos normalmente néo
levam ha alteragBes genéticas em um grande numero de clones a partir do mesmo
genotipo.

De acordo com a classificacdo realizada nos dois ciclos de produgéo em relagdo
as caracteristicas: altura de planta, peso de cacho e nimero de dias do plantio ao
florescimento, selecionou-se trés possiveis mutantes (Figura 3).

As trés plantas selecionadas Irra 12; Irra 14 e Irra 16 apresentaram 0s maiores
valores de peso de cacho quando comparados com as testemunhas. Com destaque para o
gendtipo Irra 16 com um peso de cacho de 29 kg, superou o peso médio dos cachos das
testemunhas em 6,37 kg.

Quanto ao numero de dias do plantio a floracdo, os possiveis mutantes
selecionados Irra 12, Irra 14 e Irra 16 apresentaram valores inferiores em relagdo a
média das testemunhas, o gendtipo Irra 16 iniciou a floragdo 400 dias ap6s o plantio,
42,33 dias mais precoce que a média das testemunhas que iniciaram a floracdo 442,33

dias ap6s o plantio. Resultado semelhante a este estudo foi observado no trabalho
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desenvolvido por Pestana et, al., (2011) os autores desenvolveram o trabalho com
banana Pacovan tipo prata e selecionaram apo6s o segundo ciclo de producdo quatro
gendtipos com destaque para o Pacovan 40 que floresceu 44 dias a menos que a média
dos controles e esta entre 0s que apresentaram maior peso de cacho (Figura 3).

A altura das trés plantas selecionadas entre as 23 avaliadas apds o segundo ciclo
de producéo foi menor do que a média das testemunhas. A menor altura entre as plantas
selecionadas 3,65m no gendtipo Irra 16, com uma diferencga de 3,2%, em comparagao
com a média dos controles (Altura média = 4,02 m % 0,29), Além disso, este possivel
mutante Irra 16 foi 42,33 dias mais precoce que a média das testemunhas e também
estava entre aqueles com maior peso de cacho (Figura 3).

Resultado semelhante foi observado no estudo conduzido por Bermudez et al.
(2000) os autores trabalhando com banana FHIA-21, relataram no primeiro ciclo de
producdo uma variacao de 4,78%, e que as caracteristicas mais alteradas foram altura da
planta e o numero de frutos.

Para a analise ISSR com 14 primer, 21 possiveis mutantes e duas testemunhas
um total de 96 bandas polimdrficas foram geradas com uma média de 6,86 bandas por
primer. O maior numero de bandas foi observado no iniciador TriAAG3’RC (11
bandas) e 0 menor no TriTGC3’RC (4 bandas).

Os critérios do Pseudo-F mostraram que o numero de grupos 6timo esta entre 2
e 3, (Figura 4).

Adotando a formacdo de trés grupos, a menor distancia genética 0,321, foi
detectada entre as duas testemunhas. Esta pequena distancia mostra que as testemunhas
estdo intimamente relacionadas e, e estdo dispostas no dendograma no mesmo grupo
(G2), portanto, podem servir como uma boa base para serem utilizadas, em comparacao

com o material irradiado, pois, essas variagdes sdo atribuidas aos efeitos ambientais.
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Em relacdo aos trés mutantes selecionados, o Irra 12 alocou-se no grupo 1 (G1),
o Irra 14 e Irra 16 no grupo 2 (G2), e neste caso, 0 uso dos dados combinados permitiu o
estudo da variabilidade genética com uma abordagem mais confiavel e demonstram que
nos possiveis mutantes de banana Terra selecionados ha variabilidade que pode ser
explorada.

Os trés possiveis mutantes selecionados agora serdo submetidos a avaliagfes de
campo nas proximas etapas do programa de melhoramento da bananeira da Embrapa
Mandioca e Fruticultura com o intuito de lancar em breve, uma nova variedade, mais
precoce, produtiva e de altura reduzida.

Esta é a primeira tentativa de utilizacdo de dados combinados em bananeira do
tipo Terra com o intuito de selecionar possiveis mutantes e avaliar a variabilidade

genética.

Concluséao

Estes resultados demonstram que existe variabilidade genética nos possiveis

mutantes selecionados e que pode ser utilizada em programas de melhoramento

genético, visando a obtencdo de plantas de altura reduzida, mais precoces e produtivas.
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Figura 1. DistribuicAo dos genotipos de banana Terra Maranhdo irradiados, testemunhas e os possiveis mutantes
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Tabela 1. Iniciadores ISSR utilizados na amplificacdo de possiveis mutantes de
bananeira Terra Maranhdo, com suas respectivas sequéncias, temperatura de

anelamento (Ta) e numero total de bandas (NTB).

Primer Sequéncia Ta NTB
DiGA 3'C (GA)8C 48 5
DIGA3'RC (GA)BRC 48 6
DIGA3'YC (GA)8YC 48 7
DIGT3'A A(GT)8 48 8
DIGT5'CY CY(GT)8 48 11
TriCAG5'CR CR(CAG)5 48 8
TriAAG3'RC (AAG)5RC 48 9
TriAGA3'RC (AGA)5RC 48 4
THTGA3'RC (TGA)5RC 48 6
TriTGC3'RC (TGC)5RC 48 5
TriCTC3'RC (CTC)5RC 48 8
TriCTG3'RC (CTG)5RC 48 8
TriGAT3'RC (GAT)5RC 48 5
TriGAG3'RC (GAG)5RC 48 6
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e duas testemunhas atraves dos dados conjuntos utilizando o algoritmo de Gower e a

estratégia Ward-MLM.
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Conclusdes Gerais

Artigo 1:

Os resultados desse trabalho permite concluir que:

A aplicacdo da radiacdo gama é uma técnica promissora para o propésito
de obter plantas com altura reduzida e ainda confirmam o potencial da
indugdo de mutagdo em bananeira tipo Terra para desenvolvimento de
variedades com caracteristicas agronémicas desejaveis.

Dentre as plantas irradiadas selecionadas, ha genétipos de baixa altura e

com boas caracteristicas agronémicas.

Artigo 2:

A andlise combinada forneceu um melhor resumo da variabilidade real,
enquanto que se considerassemos apenas os dados quantitativos e/ou
qualitativos, a influéncia ambiental poderia ter um maior efeito nos
resultados da analise, esta metodologia forneceu um modelo de ajuste
melhor para a analise de agrupamento.

Estes resultados demonstram que existe uma variabilidade genética que
pode ser utilizado no programa de melhoramento genético da banana
visando & obtencdo de plantas com altura reduzida, mais precoce e
produtiva.

Os possiveis mutantes selecionados serdo utilizados nas proximas etapas
do programa de melhoramento da bananeira tipo Terra da Embrapa
Mandioca e Fruticultura com o intuito de langar em breve uma nova

variedade, mais precoce, produtiva e de altura reduzida.
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