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CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE CULTIVARES DE
BANANEIRA

RESUMO

O melhoramento genético de bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical
vém conduzindo esfor¢cos na tentativa de obter cultivares de bananeira resistentes as
principais pragas e doenga com boas caracteristicas agronédmicas, uma vez que a
maioria das cultivares existentes apresenta porte elevado, além de serem suscetiveis as
principais doengas. Nessa tentativa, grandes esfor¢os financeiros e intelectuais s&o
requeridos para a obtencdo de novos hibridos que apresentem caracteristicas
desejaveis. Com a criagao da Lei de Protegdo de Cultivares, foi instituido o direito a
protecao da cultivar que é efetivada mediante a emissao de Certificado de Cultivar. Para
tal, torna-se necessario caracterizar os novos genaétipos, para minimizar os riscos da
apropriagdo indevida dos mesmos e maximizar a eficiéncia dos programas de
melhoramento e a utilizagdo do germoplasma elite. A caracterizagdo atualmente aceita
€ a baseada em descritores morfolégicos, embora padrées de izoenzimas tém sido
também usados. A caracterizacdo dos gendtipos com descritores morfolégicos e
izoenzimaticos, apresenta algumas limitagdes por ser influenciada pelo ambiente,
portanto, a utilizagdo de descritores de DNA atuando diretamente no genoma da planta,
apresenta-se como solugéo para contornar estes problemas. O presente trabalho teve
como objetivo utilizar dois tipos de descritores: morfoldégico e molecular (RAPD e SSR),
na diferenciacdo de cultivares de bananeira recomendadas pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical. Os descritores morfologicos constituiram-se de 12 caracteristicas
quantitativas e 61 caracteristicas qualitativas. Para a caracterizagédo molecular, utilizou
48 primers de RAPD e 37 primers de microssatélites. Os resultados permitiram concluir
que a aplicagdo dos descritores qualitativos e quantitativos mostrou uma ampla
variabilidade genética entre os genoétipos estudados, mas as cultivares Preciosa,
Pacovan Ken e Garantida apresentaram pouca diferenca, diferenca esta perceptivel
somente em nivel de DNA. Os descritores baseados em microssatélites foram
superiores aos demais pela repetibilidade e alta capacidade discriminatéria detectada,
permitindo definir padrdes moleculares para algumas cultivares avaliadas. Com os
primers selecionados, somados aos ja indicados, tem-se o inicio da criagdo de um
banco de dados moleculares para a identificacdo varietal de bananeiras.
Palavras-chave: Musa spp., Melhoramento vegetal, identificacdo varietal, protecao de

cultivares, lancamento de variedades, figerprinting varietal, RAPD, microssatélites.



MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BANANA
CULTIVARS

ABSTRACT
Banana genetic breeding at Embrapa Cassava and Tropical Fruits has carried out great
efforts in trying to obtain banana cultivars resistant to most pests and diseases and with
good agronomic characteristics, once most of the existing cultivars are tall in height and
susceptible to most diseases. In this attempt, great financial and intellectual efforts are
required for the obtainment of new hybrids that present desirable characteristics. With
the creation of the Cultivar Protection Law, the right to protect a cultivar being released,
with the emission of a Cultivar Certificate, was instituted. Therefore, the characterization
of new genotypes becomes necessary in order to minimize the risk of unlawful
acquirement of cultivars being released. The actual characterization being accepted, is
the one based in morphological descriptors, even though the isoenzime pattern has also
been used. The characterization of the genotypes with morphological and isoenzimatic
descriptors, present some limitations, for they are influenced by the environment and
therefore, the use of DNA descriptors acting directly in the plant genome presents
another tool to overcome these problems. The objective of the present work was to use
two types of descriptors: morphological and molecular (RAPD and SSR) in the
discrimination of banana cultivars being recommended by Embrapa Cassava and
Tropical Fruits. The morphological descriptors were made up of 12 quantitative and
sixty-one qualitative characteristics. For the molecular characterization, 48 RAPD
primers and 34 microsatellite primers were used. The results concluded that the
application of the qualitative and quantitative descriptors showed a broad genetic
variability between the genotypes studied, but the Preciosa, Pacovan Ken and Garantida
cultivars presented little perceptible differences, being perceptible only at DNA level. The
descriptors based on microsatellites were superior to the others due to their repeatability
and high discriminating power, enabling the definition of molecular patterns for some of
the cultivars evaluated. With the selected primers in addition to the ones indicated, the

creation of a molecular data bank for varietal identification takes its first steps.

Key-words: Musa spp., banana breeding, varietal identification, cultivar protection,
variety release, fingerprinting, RAPD, microsatellites.
LISTA DE TABELAS E FIGURAS

Paginas



CAPITULO Il -Caracterizagdo morfolégica de cultivares elite de bananeira
mediante descritores quantitativos e qualitativo

Tabela 1. Gendtipos de bananeira desenvolvidos e recomendados

pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, Cruz das Almas, BA, 2006.
Tabela 2. Classes multicategoricas consideradas nas 61 caracteristicas
qualitativas avaliadas nos 12 gendétipos de bananeira recomendados pela
Embrapa. Cruz das Almas, BA, 2006.

Figura 1. Dissimilaridade observada nas caracteristicas morfolégicas
vegetativas da planta (A), do cacho (C), da inflorescéncia (coragao e flores
masculinas) e geral (D). Cruz das Almas, BA, 2006.

Tabela 3. Valores obtidos para cada classe multicategoérica, considerando os
caracteres da planta (17), do cacho (23) e do coragao (20). Cruz das Almas,
BA, 2006.

Figura 2. Distribuicdo dos 12 gendtipos de bananeira ao longo dos dois
componentes

principais (A) e o dendrograma (B). Cruz das Almas, BA, 2006.

Tabela 4. Dados da herdabilidade média (2 ) das caracteristicas quantitativas

e dos trés componentes principais (CP) em gendtipos de bananeira em dois
ciclos de producédo. Cruz das Almas, BA, 2006.

Tabela 5. Caracteristicas avaliadas de 12 gendtipos de bananeira em dois
ciclos de producido em Cruz das Almas, BA, 2006.

CAPITULO lll - Fingerprinting de variedades elites de bananeira

Tabela 1. Genodtipos de bananeira desenvolvidos e recomendados pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. Cruz das Almas, BA, 2006.

Tabela 2. Primers de microssatélites testados na caracterizagcdao de 14
amostras de DNA de bananeira (Musa spp.), Cruz das Almas, BA, 2006.
Tabela 3. Analise de Bootstrap com os dados de RAPD e Microssatélites em
cultivares e hibridos de bananeira. Cruz das Almas, BA, 2006.

Tabela 4. Marcadores RAPD e Microssatélites que geram um perfil
caracteristico para os cultivares de bananeira avaliados. Cruz das Almas, BA,
2006.

Tabela 5. Teste de sensibilidade do marcador microssatélites utilizando o
primer AGMI 24-25 na identificacdo de DNA contaminante. Cruz das Almas,
BA, 2006.

Figura 1. Dendograma das relagdes genéticas entre cultivares e hibridos de
bananeira obtido por RAPD (A) e Microssatélites (B), gerado pelo coeficiente
de dissimilaridade de Jaccard. Cruz das Almas, BA, 2006.

Figura 2. Amplificagdo com 22 primers RAPD para as cultivares Preciosa (1),
Garantida (2) e Pacovan Ken (3). M = Marcador de 1kb. OPN-20; OPC-04 nao
amplificou. As setas indicam a presengca ou auséncia de bandas em um
gendtipo particular.

Figura 3. Resultado da amplificagdo com os primers OPH-04 (A), OPC-08 (B)
e OPO-02 (C) em cultivares e hibridos de bananeira.

Figura 4. Resultado da amplificagdo com os primers AGMI 24-25 (A) E STMS
1FP-1RP (B) de microssatélites em cultivares e hibridos de bananeira.

Figura 5. Simulagcdo da sensibilidade do marcador AGMI24-25 em detectar
DNA estranho em lotes de muda de bananeira.

39

40

38

43

44

44

45

67

68

69

70

70

71

71

72

72

73



SUMARIO

Paginas
1. INTRODUGAO GERAL.......coeireerirrcnssseesssssessssnssesss s s e sssssssssssssssssssssssssssasans 01
2. REFERENCIAL TEORICO......oneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeameeeeenmeeaeseeneseeenanneannemnens 04
2.1 BOTANICA DA ESPECIE...........oieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseseesssssnsssssensssssssessssssssssnes 04
2.2 MELHORAMENTO GENETICO DA BANANEIRA.......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenanns 07
2.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA.......ccocoeeeeeiecreesesnse e sns s snans 09
2.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR........ooctetecestseenssessesssssssessssssessssssssssnans 11
2.5 ANALISES ESTATISTICAS. .....ceeieieeeeeeeeeeeeeeseeeessssssessssnsssssasssnssssssnsssssenssssanes 13
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......eoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaesenneesaesaneeaenans 14

CAPITULONl ,
CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA DE CULTIVARES ELITE DE
BANANEIRA MEDIANTE DESCRITORES QUANTITATIVOS E QUALITATIVO

RESUMO........ceoeeeeeeseesesseseseesessssesssessessssaseasessssasessessesasessessssaseasessesasssessessssasessesns 24
J =153 17X (TR 25
INTRODUGAO.......ooeeeeeeeseeseeesesessessssesessessesaseasessssaseasessesassasessessssasssasesssessssssesnens 26
MATERIAL E METODOS.......cuneeeeeeeereeseeeseesessessseasessessssesessessssasesessesaseasessessssasensens 28
RESULTADOS E DISCUSSOES.........coeeeeeereeeeesesesessseesessessseesessessssasessesssmasesessees 30
(o301 NLod ILUE=T o] =3NNS 37
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........oeeeeeeeseeeeeseeseeseessessessseesessesssmssesesssnasenes 46

CAPITULO llI
FINGERPRINTING DE VARIEDADES ELITES DE BANANEIRA

RESUMO......oesennr s s as e s n s e e an e e e n e 49
= I 3 O 50
INTRODUGAO........ciierceretres et e e sas e ees e sesas s sas e e sas e sas e s sas e sassssesssasssssssssssananas 51
MATERIAL E METODOS.......cccocitnerererererereresesssssssssssssssssssasssssassssssssssssssasssssssssesens 53
RESULTADOS E DISCUSSOES..........ccccoverireneresenesenessssessssssessssessssssssssssssssssssanas 56
CONCLUSOES........ccoirirereeeeresesssesesesas s e se s s ss s s sess e sssasssssssssssssssssssssssssnsnsnans 60
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cccooeeerererecreresaseesesesassesesesassssesssssssssaens 61
CONCLUSOES GERAIS........cccotrtrureerirarssesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssaens 74

ANEXOS.......co oo 75



CAPITULO |

INTRODUGAO GERAL



JESUS, O.N. Caracterizagdo morfoldgica e molecular de cultivares de bananeira

1. INTRODUGAO GERAL

A maioria dos cultivares de bananeira originou-se no continente Asiatico por
cruzamento natural das espécies selvagens Musa acuminata Colla, com genoma A,
e Musa balbisiana Colla, com o genoma B, e apresentam niveis cromossOmicos
dipldide, tripldide ou tetrapldides, com 22, 33 ou 44 cromossomos, respectivamente
(Simmonds & Shepherd, 1955).

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de banana, com uma produgao
estimada na ordem de 605 milhdes de toneladas e area colhida de 485 mil ha (FAO,
2005). A cultura constitui-se em uma das principais fontes de renda para os
pequenos produtores. No Brasil, a Regido Nordeste destaca-se como a maior
produtora com 36,12% de area cultivada, seguida pela Sudeste com 27,4%, Norte
com 21,2%, Sul com 10.1% e a Regido Centro-oeste com 5,2% (Agrianual, 2005).
Sua importancia econémica esta no volume exportado no Brasil em 2005 que foi na
ordem de 212 mil toneladas representando cerca de 33 milhdes de ddlares (Brasil,
2006).

Quando se considera a preferéncia para o cultivo e consumo, no Brasil,
destacam-se as variedades tipo Maca, Mysore, Prata, Platano e as do tipo
Cavendish (Silva et al., 2003). No entanto, a maioria desses cultivares € de porte
elevado e vem sendo significativamente afetadas pelas principais doengas e pragas
que prejudicam o desenvolvimento da cultura em todo pais.

Em todo mundo, sdo grandes os esforgos das instituicdes de pesquisa para
obtencao de hibridos de bananeira que sejam produtivos, com porte reduzido e que
apresentem resisténcia as principais pragas e doengas que prejudicam o
desenvolvimento da cultura. Dentre as limitacdes para a obtengao de hibridos de
bananeira, esta a baixa producao de polen dos acessos dipldides, baixa produgao
de sementes nos genitores femininos (variedades comerciais ou diploides) e
auséncia total de fecundag&o de alguns cruzamentos (Silva et al., 1998).

Considerando que a producédo de sementes é possivel em alguns
cruzamentos de dipldides selvagens com cultivares, o programa de melhoramento
genético de bananeira iniciado em 1983 na Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical, vem conseguindo, por meio da hibridagao artificial, disponibilizar aos
agricultores gendtipos produtivos e resistentes as principais pragas. Para a obtencéo

dessas novas cultivares estima-se que sejam gastos dois milhdes de reais em um
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periodo de oito anos, tempo estimado para langamento de uma cultivar, além do
envolvimento de todo um conjunto de mao-de-obra treinada e qualificada.

Até antes da criacdo da Lei de Protecdo de Cultivares (LPC) de numero
9.456, sancionada em 25 de abril de 1997, o melhorista ndo podia obter direito legal
sobre a nova cultivar. A protecado conferida pela LPC assegura a seu titular o direito
a reprodugao comercial no territério brasileiro, ficando vedado a terceiros, durante o
prazo de protegéo, a produgcdo com fins comerciais e o oferecimento (Brasil, 1998).

Para que uma nova cultivar ou uma cultivar essencialmente derivada seja
protegida, é necessario que a mesma atenda ao teste de distinguibilidade,
homogeneidade e estabilidade (DHE) a qual a Lei define como sendo “o
procedimento técnico de comprovagcao de que a nova cultivar ou a cultivar
essencialmente derivada seja distinguivel de outra cujos descritores sejam
conhecidos, homogéneos quanto a repeticdo das mesmas caracteristicas ao longo
de geragdes sucessivas”. Por distinto, a lei define “a cultivar que se distingue
claramente de qualquer outra cuja existéncia na data do pedido de protegdo seja
reconhecida” (Brasil, 1999). Essas diferengas entre as variedades podem ser
determinadas pelas analises de caracteristicas morfolégicas ou de DNA (Staub et
al., 1996).

Tradicionalmente, os melhoristas tém utilizado para registrar e proteger uma
nova variedade, apenas caracteristicas morfoldgicas, objetivando estabelecer a
distingdo, uniformidade e estabilidade, o DHE referido na lei (Lombard et al., 1999;
Priolli et al., 2002). Esses marcadores, tém um papel fundamental na divulgagao das
caracteristicas agron6micas, sendo decisivos na escolha da nova cultivar. A
distingdo de cultivares realizada por caracteristicas morfolégicas, apresenta como
desvantagens a necessidade de um grande numero de descritores que sé&o
identificados em plantas inteiras ou adultas. Além disso, estes tipos de marcadores
podem ser influenciados pelo ambiente (Padilha, et al., 2002) sdo complexos na sua
expressdo (Lombard et al., 1999), podem ser modulados pelo efeito de um
determinado patdégeno, etapa de crescimento e clima (Narvaez et al., 2001); s&o
influenciados por interagées intra e inter-loci, resultando em dados poucos confiaveis
(Staub et al.,, 1996) e apresentam problemas de identificacdo, principalmente em
plantas aparentadas e de base genética estreita (Priolli et al., 2002).

Um problema que ainda ndo esta definitivamente solucionado em bananeira,

€ a identificagdo de cultivares dentro dos grupos genémicos dipldides, triploides e

tetrapldides, o que é de suma importancia quando se considera aspecto econémico
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e de melhoramento genético (Silva et al., 2000). Este problema tende a se agravar
com o crescente langcamento de gendtipos mais produtivos, aparentados e
resistentes a doengas pelo programa de melhoramento, exigindo das empresas a
correta identificacdo de cada material lancado a fim de evitar problemas de
propriedade. Assim, a busca por descritores que permita de forma racional e pratica
classificar as diversas cultivares de bananeira nos seus grupos gendémicos, tera
grandes utilidades (Carvalho, 1995).

Uma alternativa que pode complementar os descritores morfolégicos é o
desenvolvimento das técnicas dos marcadores moleculares que tem permitido
indicar com precisao as variagdes genéticas presentes no DNA de um organismo
qualquer. Os descritores de DNA baseados no gendtipo do individuo, tem recebido
maior atencdo, especialmente pelo seu potencial de distingdo, uma vez que sao
mais abundantes que os morfoldgicos, ndo sofrem interagdo com o meio ambiente
(Ude et al., 2002a) e sao ideais para distincdo de gendtipos morfologicamente
similares e geneticamente aparentados (Beyene et al., 2005).

Dentre as técnicas moleculares, destacam-se os marcadores baseados em
PCR (Polimerase Chain Reaction), como o RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) os de microssatélites ou SSR’s (Simple Sequence Repeats) e
os AFLP’s (Amplified Fragment Length Polymorphism). (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

Das técnicas mencionadas, a de RAPD é a menos sugerida para a
identificacdo de cultivar, devido a baixa complementaridade entre primers e
sequéncia alvo do DNA. No entanto, a conversao desta técnica em marcadores do
tipo SCAR’s (Sequence Characterized Amplified Regions) torna-se o processo mais
confidvel, uma vez que aumenta a especificidade dos primers, diminuindo
problemas com a repetibilidade (Carvalho et al., 2003).

Alternativamente, os marcadores microssatélites (SSR’s) sdo marcadores
codominantes, capazes de distinguir todos os alelos de um l6cus, s&o altamente
polimérfico e de alta capacidade informativa. Portanto sua natureza informativa
permite estabelecer relagdes genéticas entre germoplasma, registrados em bases
moleculares e o desenvolvimento de informagdes acumuladas para o fingerprint
varietal (Ghislain et al., 2000).

Os marcadores dos tipos SSR e RAPD, poderdao ser utilizados como
ferramentas para a identificagdo e caracterizacdo de gendtipos de bananeira.

Existem varios trabalhos na literatura objetivando a caracterizagao e identificagao
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varietal de gendtipos utilizando essas técnicas na cultura da bananeira (Creste et al.,
2005; Creste et al., 2001; Creste et al., 2003; Paz, 2000; Pillay et al; 2000; Crouch et
al., 1998).

Apesar da grande potencialidade do uso de marcadores como uma
ferramenta poderosa na identificagdo varietal alguns trabalhos revelam, que a
caracterizagdo molecular por si s6 nado permite a completa diferenciacdo de
mutantes somaticos -mudangas em um ou poucos genes de algumas caracteristicas
comuns em muitas espécies cultivadas. No entanto, a maioria desses mutantes é
identificada por descritores como cor e forma do fruto, altura da planta e habito de
crescimento. Assim, as observagbes fenotipicas podem complementar o
fingerprinting por meio do uso de marcadores para identificar clones que diferem em
um ou poucos genes (Bonamico et al., 2004; Wiunsch & Hormaza, 2002). Diante dos
problemas de influéncia ambiental, os marcadores morfolégicos poderdo ser
complementados por marcadores polimérficos, mais estaveis, para a identificacéo
varietal e para estimar as relagdes genéticas entre os individuos (Persson, 2001).

O presente trabalho teve como objetivo utilizar dois tipos de descritores:
morfolégico e molecular (RAPD e SSR), na diferenciagédo de cultivares de bananeira

recomendadas pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Botanica da espécie

As bananeiras comestiveis pertencem a classe Monocotyledoneae, ordem
Scitaminales, familia Musaceae, da qual fazem parte as subfamilias Heliconioideae,
Strelitzioideae e Musoideae. Esta ultima inclui o género Musa, constituido por quatro
séries ou secbes dentro das quais a mais importante € a Eumusa, englobando as
espécies denominadas de Musa acuminata Colla e Musa balbisiana Colla, genitores
da grande maioria das bananas e platanos comestiveis (Simmonds, 1973;
Simmonds & Shepherd, 1955).

A bananeira € um vegetal herbaceo completo, apresentando raiz, caule,
folhas, flores, frutos e sementes. O caule é representado pelo rizoma e o conjunto de
bainhas das folhas de pseudocaule. Sua multiplicacdo se processa naturalmente no
campo, por via vegetativa, pela emissdo de novos rebentos a qual recebe
denominagdes especificas de acordo com o desenvolvimento, detalhes em Souza et

al., (1999). Seu plantio também pode ser feito por meio de sementes, processo esse
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feito, quando se pretende fazer a criagao de novas variedades ou hibridos (Moreira,
1999).

O pseudocaule termina com uma copa de folhas longas e largas com nervura
central bem definida. O pseudocaule apresenta uma coloragdo externa verde, no
entanto esta coloracdo pode variar a depender do gendtipo e de sua origem.
Gendtipos com pouca pigmentagao no pseudocaule tendem a se aproximar mais da
espécie Musa balbisiana Colla e aqueles com deposi¢ao de antocianina e presenca
de manchas no pseudocaule tendem a se aproximar mais da espécie Musa
acuminata Colla (Stover & Simmonds, 1987).

As folhas sdo formadas por bainha foliar, peciolo, nervura e limbo foliar. Sua
posicado varia amplamente entre grupos gendmicos, sendo erectas nos dipldides e
pendentes a bem arcadas nos triploides e tetrapldides, respectivamente (Shephered,
1984). A bainha foliar apresenta base ampla que se envolvem uma na outra para
formar o pseudocaule. Seu envolvimento é completo na base do pseudocaule e na
regidao de saida é menos envolvente dado aspecto da roseta da planta. Na parte
mais alta do pseudocaule nota-se um estrangulamento em U até o inicio onde se
iniciam os I6bulos foliares, onde surge o peciolo da folha. O peciolo une a bainha ao
limbo, apresentando na sua parte superior um canal e na parte inferior, adquire uma
forma arredondada (Moreira, 1999). A coloragcdo da parte inferior do peciolo pode
variar segundo o gendtipo em estudo. As margens desse, podem ser abertas,
fechadas ou erectas com coloragao diferenciada, desde purpura, vermelha a verde
(Carvalho, 1995). Em alguns genotipos, essa faixa pode ser bem delimitada em
forma de uma fita visivel; em outras, presente apenas como uma linha bem discreta,
e em alguns casos pode estar misturada com a cor do peciolo e em outros estar
ausente.

O prolongamento do peciolo da origem a nervura central, com mesma
anatomia e mais fina a medida que se aproxima da parte terminal do limbo. O limbo
€ também formado por nervuras secundarias que se estendem desde a nervura
principal até a atingir obliquamente a extremidade da folha (Moreira, 1999).

Quando se inicia a emergéncia da folha, pode-se perceber a formacéo de
uma estrutura compacta denominada de vela, onde percebe-se um filamento (parte
superior) denominado de pavio que logo desaparece. Antes da emissdo da
inflorescéncia, ocorre a emissao das ultimas folhas com dimensdes cada vez
menores. Dentro desta, a menor de todas, a “pitoca”, com uma conformacao tipica,

mais coriacea, podendo secar durante o desenvolvimento do cacho (Moreira, 1999).
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Em mudas convencionais aparecem sempre manchas irregulares de cor
pardo- chocolate, bem visivel nas folhas. Tais manchas sdo formadas pela reagao
da antocianina ao pH do suco foliar que, nesta ocasidao € mais acido. Em mudas
agregadas a mée isso ndo acontece, sendo mais comum em mudas denominadas
“‘guarda-chuva” que apresentam folhas tipicas de uma planta adulta e ndo é aderida
a planta mae (Moreira, 1999).

Logo apds a diferenciagéo foliar, surge a gema floral, (Simmonds, 1973). Esta
fase floral é percebida pela forma cbénica adquirida pelo apice meristematico, ainda
no interior do pseudocaule. A partir deste ponto, esta comega a crescer até o
rompimento da bainha foliar que a protege. Nessa fase, ocorre a formagao do
palmito, que confere juntamente com a fibra das bainhas, resisténcia a planta para
suportar o peso do cacho e a formacdo do engaco, que é o pedunculo da
inflorescéncia na qual podera ser revestido de pélos rudimentares com comprimento
e densidade variando de acordo com a cultivar. A inflorescéncia pode ficar em
posicdo ereta, horizontal ou pendida para baixo (Moreira, 1999) e apresenta
bracteas normalmente roxo-avermelhada, em cujas axilas nascem as flores. O
desenvolvimento dos grupos de flores formam as pencas (mao) e cada penca
apresenta um numero variavel de frutos (dedos) que se originam por partenocarpia.
A raquis é a continuacéo do engaco. E dividida em raquis feminina, raquis masculina
e raquis hermafrodita, conforme o sexo das pencas das flores que nela se inserem.
A raquis inicia-se na primeira penca termina no botao floral. Algumas vezes a raquis
€ tida pelos produtores como a parte masculina desse 6rgao (Moreira, 1999).

O coracédo ou inflorescéncia € formado por bracteas estas vao caindo e
expondo as flores masculinas que secam e caem, formando um eixo denominado de
raquis masculinas onde nota-se as cicatrizes florais, denominadas de almofadas
(Carvalho, 1995; Dantas et al., 1999).

As bracteas que protegem as pencas sao sempre caducas nos grupos
femininos e podem permanecer nos grupos masculinos, a qual denominamos de
‘rabo sujo”, ao passo que plantas de “rabo limpo”, sdo aquelas onde ha queda das
bracteas (Dantas, et al., 1999).

As flores sao constituidas de perianto, androceu e gineceu. O perianto por
apresentar calice e a corola com mesma forma e cor, recebe a denominagcdo de
perigbnio, que é a tépala maior e composta em cuja extremidade apresenta-se
fendilhada resultando em uma estrutura denominada de l6bulos. O perigbnio

apresenta coloracdo creme e em alguns genétipos, apresenta manchas violaceas
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devido a deposicao de antocianina, oposta ao perigbnio existe uma peca menor,
denominada de tépala livre. Esta apresenta na sua parte superior, uma estrutura fina
denominada de apiculo, onde abaixo dessa estrutura observa-se a formagao de
dobras ou rugas transversais (Carvalho, 1995).

As flores masculinas como as femininas apresentam cinco estames (antera +
filamentos) bastante semelhantes, assim como o pistilo (ovario + estilo + estigma).
Os estames das flores masculinas possuem anteras normais e os sacos polinicos
estdo dispostos ao longo do filamento em duas linhas paralelas. Os graos de pdlen
sdo geralmente de cor branco-amarelada. Nas flores femininas, as anteras séo
atrofiadas, o filamento é mais curto e o pélen, degenerado (Moreira, 1999).

As flores femininas, masculinas ou hermafroditas estdo reunidas em pencas
separadas e protegidas cada uma delas por uma bractea. A bractea € sempre
caduca para as femininas, podendo ou nao ocorrer esse fato nas demais. A flor da
bananeira comestivel € completa, com os o6rgaos femininos e masculinos,
verificando-se em algumas a atrofia das anteras (flores femininas) que formarao as
pencas (frutos) e, em outras ocorre atrofia dos ovarios (flores masculinas). Tal
caracteristica permite identificar os sexos das flores (Dantas et al., 1999, Moreira,
1999,). Nos ovarios das flores masculinas, nota-se a deposi¢do de antocianina em
alguns gendtipos. Em alguns casos podem desenvolver frutos de flores
hermafroditas como ocorre na cultivar Mysore, porém sdo menores e de qualidade
inferior (Moreira, 1999).

A polinizagdo da bananeira é cruzada, pois a maturagdo dos o6rgao
masculinos e femininos ocorre em épocas diferentes (dicogamia) e geralmente é
feita por insetos. A polinizagédo s6 é realizada objetivando o melhoramento genético

ja que os frutos da bananeira originam-se por paternocarpia.

2.2 Melhoramento Genético da Bananeira

A maioria das cultivares de bananeira originou-se no continente asiatico por
meio do cruzamento natural das espécies selvagem Musa acuminata Colla, genoma
A e Musa balbisiana Colla genoma B e apresentam niveis cromossomicos di, tri ou
tetrapldides, com 22, 33 ou 44 cromossomos, respectivamente (Simmonds &
Shepherd, 1955).

Existe um numero expressivo de variedades de banana, no entanto, quando

se considera aspectos como preferéncia dos consumidores, produtividade, tolerancia
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a pragas e doengas, resisténcia a seca, porte e resisténcia ao frio, restam poucas
cultivares com potencial agrondmico, justificando-se assim a criagdo de novas
variedades para serem usadas comercialmente. O programa de melhoramento
genético da bananeira visa desenvolver variedades com menor porte, maior
produtividade, além de resisténcia as principais doengas, nematodides e pragas. No
Brasil, doengcas como o mal-do-Panama (Fusarium oxysporum f.sp. cubense),
Sigatoka-amarela (Mycosphaerella musicola), Moko (Ralstonia solanacearum),
nematoides (Radopholus similis) e pragas, especialmente a broca-do-rizoma
(Cosmopolites sordidus) causa grandes prejuizos a bananicultura, e recentemente
foi introduzido a Sigatoka-negra (Mycosphaerella fijiensis), que vem dizimando o
cultivo em todo o pais. Umas das ac¢des para contornar os problemas mencionados,
€ a criagdo de novas variedades resistentes a doengas e pragas mediante o
melhoramento genético (Silva et al., 2003).

Grandes sao os esforgos para a obtencao de hibridos de bananeira devido a
esterilidade parcial ou total de algumas cultivares dipldides e triploides utilizados nos
cruzamentos para obtencéo de hibridos tetraploides. Alguns dipléides produzem um
minimo razoavel de sementes no entanto, a produgdo de sementes em tetraploides
polinizados por dipléides € mais rara (Silva et al., 1998). Segundo Resende, (2005),
a auséncia de sementes deve estar associada ao processo de selegao agrondmica
contra esta caracteristica, podendo estar relacionada a domesticacdo da espécie.
Apesar destas dificuldades a Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, vem
obtendo alguns hibridos superiores por meio de hibridagao artificial (Silva et al.,
1998).

O melhoramento por hibridagcdo usado na Embrapa envolve duas etapas
distintas. A primeira fase compreende o melhoramento de dipldides (AA).
Posteriormente, busca-se transferir caracteristicas desejaveis dos dipldides
melhorados as variedades comerciais triploides (AAB), obtendo-se, assim, na
segunda fase, hibridos tetraploides AAAB. A exemplo de variedades obtidas por
hibridacdo com caracteristicas de maior produtividade e resistentes a doencas,
temos a Caipira, a Thap Maeo, a FHIA-18, a Prata Baby (Nam), a Pacovan Ken
(PV42-68), a Prata Grauda (SH3640), a Preciosa (PV42-85), a Maravilha (FHIA-01)
e a Tropical (YB42-21) (Silva, et al., 2003).

Como ferramenta auxiliar ao melhoramento classico da bananeira, tem
crescido nos ultimos anos, o uso de varias técnicas que visam acelerar a obtencéo

de novas variedades (Silva & Santos-Serejo, 2003). A exemplo temos uso de
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mutacdes (Resende, 2005), fertilizagdo in vitro (Soares et al., 2004), engenharia
genética, hibridacdo somatica (Matsumoto, 2001), biologia molecular (Ude et al.,
2002a; Creste et al., 2003), cultura de tecidos e selegdo in vitro de gendtipos
resistentes ao estresse abidtico (Gomes et al., 2005). Crouch et al., (1998) também
apresenta uma extensa lista de trabalho envolvendo a biotecnologia como uma

ferramenta auxiliar ao melhoramento classico de bananeira.

2.3 Caracterizagao Morfoldgica

Nas ultimas décadas tem crescido o interesse pela caracterizagdo de
variedades em todo mundo, devido principalmente, a necessidade de protecao de
variedades comerciais em mercado econdmico cada vez mais competitivo (Milach,
1999). Oficialmente a caracterizagdo no Brasil é feita com marcadores morfolégicos
o qual Ramalho et al., (2000) define com sendo o uso caracteristicas herdaveis e de
alta herdabilidade, onde seu gendtipo € de facil avaliagdo por meio de seu fendtipo.

A caracterizagdo de cultivares € extremamente importante em programas de
certificagdo genética por descrever e reconhecer o material vegetal em todo passo
de producédo, permitindo o monitoramento da qualidade genética, melhoramento e
conservagao do germoplasma (Zubrzycki, 1997, Bianchi et al., 2004). Em alho, por
exemplo, tem-se utilizado os descritores registrados como peso, didametro do bulbo,
numero de bubilhos, cor, forma da planta, rendimento, dias para a maturagao para
garantir a qualidade genética (Nome, 1999).

Quando se considera a Lei de Protegao de Cultivares, a caracterizagéo € um
instrumento importante para testar a DHE (Distinggo — Homogeneidade -
Estabilidade). Mediante os resultados das avaliagbes das caracteristicas registra-se
ou protege-se uma cultivar (Lima et al., 2003). Essa lei, possibilitara um maior
controle das mudas produzidas. Somente quem tiver permissdao do detentor da
cultivar podera produzir as mudas. Com isso, espera-se a oferta de mudas de
qualidade genética o que garantira um maior sucesso na implantacdo de um pomar
(Bianchi et al., 2003).

Tradicionalmente, a caracterizacdo dos gendétipos € feita baseando-se em
descritores morfoldgicos, herdaveis, facilmente visiveis e mensuraveis, que, em
principio, sdo expressos em todos os ambientes (IPGRI, 1996). Um dos grandes
problemas da utilizagcdo dos descritores morfolégicos € o grande numero de

descritores necessario e a grande influencia ambiental tornando o método pouco
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eficiente, principalmente quando se considera caracteres métricos que sido na
maioria das vezes influenciados por grande numero de genes e consequientemente
muito influenciados pelo ambiente. Assim, a selegdo de descritores com alta
herdabilidade e estaveis a exemplo de descritores qualitativos poderdo ser de
grande importancia para a caracterizagao da bananeira.

Uma série de descritores tem sido elaborados objetivando caracterizar e
identificar acessos de bananeira, a exemplo dos descritores elaborados por Silva et
al., (1999) e IPGRI, (1996). A literatura apresenta varios trabalhos com a utilizacdo
de descritores morfolégicos, como em morango (Nielsen & Lovell, 2000), em
variedades de café (Aguiar et al.,, 2004; Severino et al., 2002); mandioca
(Chumacero, 1992); batata-doce (Daros et al., 2002, Augustin et al., 2000); mamao
(Pinto et al., 1999) e bananeira (Caravalho, 1995; Ortiz, 1997; Ortiz et al., 1998;
Nsabimana & Staden, 2005).

Para a caracterizagdo morfoloégica da bananeira é inicialmente necessaria a
distingdo entre os acessos diploides, triploides e tetraploides (Shepherd, 1984) e
dentro de cada grupo de ploidia podem ocorrer mutagdes resultando em gendtipos
(subgrupos) distintos tornando o processo de caracterizagdo ainda mais dificil. A
discriminagdo dos grupos gendémicos ou ploidia, segundo Shepherd, (1984), pode
ser feita por contagem cromossbmica ou por observagdo de uma série de
caracteres, dentre eles, a orientacdo da folha, sendo que nos acessos diploides sao
eretas, nos tripldides sao medianamente pendentes e nos tretraploides sdo bem
arcadas, o que indica em parte, a eficiéncia dos descritores morfolégicos na
distincao de cultivares. No entanto, ainda ha deficiéncia de descritores eficientes na
diferenciagdo de cultivares dentro de cada grupo, principalmente devido a base
estreita das cultivares tetraploides desenvolvidos a partir de cultivares tipo Prata,
resultando em individuos com caracteristicas morfolégicas semelhantes.

Associado a isso, em bananeira, assim como em outras culturas, existe a
dificuldade de discriminagdo dos genoétipos na fase jovem, devido ao numero
reduzido de caracteristicas, bem definidas o que podera agravar ainda mais o
problema ao se adquirir mudas geneticamente nao certificadas. O problema so sera
perceptivel na fase adulta e conseqlientemente acarretando grandes prejuizos. No
entanto, o uso de caracteristicas como a cor do peciolo, cor e forma da faixa
colorida, cor e forma da roseta, cor e forma das manchas escuras, manchas nas
folhas, podera ser de grande utilidade como instrumento de diferenciacédo de

genotipos.
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2.4 Caracterizagao Molecular

Marcador molecular é definido como qualquer fenétipo molecular oriundo de
um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (Ferreira & Grattapaglia,
1998). Milach, (1998) descreve que marcadores moleculares sao caracteristicas de
DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdados geneticamente. Os
principais tipos de marcadores sdo os morfoldgicos, isoenzimaticos e os de DNA,
porém cada tipo de marcador pode ser adequado para uma aplicacédo e nao para
outra.

Na busca pela diferenciagdo varietal o homem tem utilizado padrdes
izoenzimaticos em espécies de importancia econdmica. A Embrapa Trigo utiliza
descritores de proteina para identificar gendétipos com boa aptidao para panificagéo
baseando-se no conteudo de gliadinas e gluteninas (proteina de reserva) de alto e
baixo peso molecular, respectivamente (Zanatta et al., 2002). 1zoenzimas tem sido
utiizadas em bananeira para identificar alguns grupos gendmicos BB (Espino &
Pascua, 1992). No entanto, o uso de izoenzimas é comprometido pois essas s6 se
expressam em certas regides do tecido, sdao dependentes do estadio de
desenvolvimento da planta (Ude et al., 2002b), apresentam-se em numero limitado e
cobrem pequena parte do genoma, impossibilitando a comparagdo de dados (Royo
& Itoiz, 2004).

Alternativamente, o uso de marcadores genéticos baseados na identificacéo
de polimorfismo de DNA, podera ser utilizado pelo melhorista para criar um padréo
genético (fingerprinting) proprio de cada cultivar (Staub et al., 1996) pois né&o
depende da idade da planta, do ambiente, estado sanitario e clima. Assim, a
identidade genética do material podera ser feita em plantas jovens micropropagadas
facilitando sua identificacdo, comercializagao (Hinrichsen, 1999) e no intercambio de
germoplasma (Ghislain et al., 2000).

Nos ultimos anos, a identificagdo genética tem merecido atencéo especial, em
virtude do interesse do melhorista em proteger suas variedades e também devido a
um mercado internacional competitivo (Staub & Meglic, 1993; Milach, 1999) que
exige certificado de identidade e de pureza dos materiais vendidos.

Para utilizacdo dos marcadores moleculares na diferenciacdo varietal, trés
requisitos basicos sdo essenciais: 1°) distingdo - diferentes gendtipos devem

apresentar padrdées de bandas distintos; 2°) uniformidade - o mesmo padrao de
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bandas deve ser obtido se o procedimento for repetido e 3°) estabilidade - o padrao
de bandas ndo se altera mesmo que o gendtipo seja cultivado em diferentes
ambientes (UFSC, 2005).

Dentre as técnicas moleculares, destacam-se os marcadores baseados em
hibridizagdo ou hibridagdo, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ou
polimorfismo de tamanho de fragmento, onde o genoma é fragmentado por enzima
de restricdo e observado por hibridizacdo destes fragmentos com sequéncia
homologa e marcadas radiotivamente (sondas); e os derivados de aplicagédo da PCR
(Polimerase Chain Reaction) como o RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
ou DNA polimérfico amplificado ao acaso, onde nesta técnica, o segmento de DNA
utiliza um primer que ira se anelar arbitrariamente a sequéncia complementar no
DNA; os microssatélites ou SSR’s (Simple Sequence Repeats) ou STMS (Sequence
Tagged Microsatellite Sites) que sdo sequéncias repetidas de um, dois, trés ou
quatro nucleotideos e que estdo espalhadas pelo genoma de um individuo. As
regides do SSR sado delimitadas por sequéncias conservadas de DNA para os quais
sdo desenhados primers especificos (Guimaraes et al.; 2004) e complementares a
sequéncia unica que flanqueia o microssatélite e os AFLP’s (Amplified Fragment
Length Polymorphism), ou polimorfismo de comprimento de fragmentos
amplificados, onde utiliza-se agées combinadas de enzimas de restricao e da reacao
da polimerizagcdo em cadeia (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores RAPD, embora tenham baixa repetibilidade, apresentam as
vantagens por serem de facil execugao, baixo custo e pouco espago de tempo para
a obtencao dos resultados e ndo dependerem de equipamentos sofisticados. Por
isto tém sido extensivamente utilizados, objetivando a identificacdo de espécies.
Utilizando essa técnica foram identificados marcadores especificos para os genomas
A e B em bananeira (Pillay et al., 2000), estudando a pureza varietal em alho na
cultivar Amarante, apdés multiplicagao in vitro (Cortopassi et al., 2004), a identificacao
de cultivares de morango confirmando o valor do marcador RAPD para a
identificacdo varietal visando protecéo (Zebrowska & Tyrka, 2003) e utilizando 15
primers de RAPD, Nhan et al., (2003) conseguiram diferenciar 37 variedades de
citros.

Por outro lado, os marcadores microssatélites por serem altamente
polimérficos, codominantes e serem facilmente reproduziveis e de facil interpretacao
(Creste, 2003), com possibilidade de automacao e andlise, além de nao necessitar

de hibridizagao e nao utilizar de meios radioativos (Ford-Lioyd et al., 1997), vem se
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destacando pelo seu uso na caracterizacdo varietal para fins de protecdo e de
conservagao de germoplasma.

Variagdes nos SSR’s apresentam elevado poder discriminatério, onde poucos
loci garantem a diferenciagdo dos genoétipos, o que € importante quando se
considera gendtipos muito préximos ou essencialmente derivados (Guimaraes et al.,
2004). Além da alta resolugao, o trabalho com os marcadores microssatélites pode
ser semi-automatizados o que aumenta a capacidade de processamento de dados,
uma vez que possibilita analisar até trés produtos de amplificacdo numa mesma
faixa de tamanho ou amplitude de tamanhos diferentes, aumentando assim o
numero de marcas a serem analisadas (Guimaraes et al., 2004). A utilizacdo dos
marcadores de microssatélites tem sido citada na literatura, Bonamico et al., (2004)
conseguiram diferenciar hibridos simples de milho de trés fontes diferentes,
utilizando 17 marcadores SSR’s sugerindo ser essa técnica importante para aqueles
que desejam proteger ou identificar a pureza varietal dos hibridos plantados. Creste
et al.,, (2003) conseguiu com uso de marcadores microssatélites em bananeira,
identificar bandas especificas para o genoma B e identificou gendtipos de dificil

caracterizagao morfolégica.

2.5 Analises Estatisticas

A determinagédo das diferengas genéticas € importante quando se deseja
identificar materiais com o propésito de registro ou protegcado de cultivares. Aparéncia
fenotipica, constituicdo genética (pedigree informacdo), distadncia genética
(composicéo alélica), sdo ferramentas importantes na decisdo da infragdo da lei de
protecdo de cultivares (Staub et al., 1996). Dentre as ferramentas estatisticas,
destaca-se o uso de distancia genética, que pode ser definida como diferengas entre
duas variedades que podem ser descritas pela variacdo alélica. Estas diferengas
podem também ser examinadas comparando as distancias genéticas mediante o
uso de marcadores morfolégicos ou moleculares (Staub et al.; 1996).

Além de servir para orientar cruzamentos em programas de melhoramento, o
estudo da variabilidade genética pode ser um instrumento importante para eleger
descritores essenciais na caracterizacao e identificagdo de amostras duplicadas em
bancos de germoplasma (Ferreira, 2003).

Para Cruz & Carneiro, (2003) a diversidade pode ser analisada por meio de

estudos de marcadores moleculares, onde os dados sdo computados como

13



JESUS, O.N. Caracterizagdo morfoldgica e molecular de cultivares de bananeira

presenca (1) e auséncia de bandas (0) e as medidas de similaridade s&o obtidos por
esses valores a depender do indice utilizado. Apesar de existir muitos indices de
similaridade e dissimilaridade na pratica tem se utilizado mais o indice de Jaccard e
de Nei e Li. Ambos excluem a coincidéncia do tipo “0-0” como fator de similaridade.
Para dados qualitativos categéricos tem sido utilizado o indice de similaridade
Sii=C/C+D, onde C quantifica a concordancia de categoria e D a discordancia de
categoria.

Para dados quantitativos tem sido utilizado a técnica de componentes
principais que consiste em transformar um conjunto original de variaveis como altura
e producao por exemplo, em outro conjunto de dimensdes equivalentes, com cada
componente sendo independente entre si, retendo o maximo de informagbes em
termos da variacdo dos dados originais, possibilitando destacar e eliminar caracteres
que contribuam pouco com a discriminagao da cultivar e reduzindo custo com méao —
de-obra na caracterizagao e experimentagao (Cruz & Regazzi, 1997). Como medida
de dissimilaridade, pode-se utilizar a Distancia Euclidiana Média.

Os métodos de agrupamento consistem em obter uma representagéo grafica
dos dados obtidos. Existem muitos métodos de agrupamento, um deles é o método
hierarquico, onde os gendtipos sao agrupados por um processo que se repete niveis
até a obtengdo do dendrograma. Um dos método hierarquico utilizado € a Ligagdo
Média Entre Grupo (UPGMA) onde o dendrograma é estabelecido pelos gendtipos

de maior similaridade (Cruz & Carneiro, 2003).
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Caracterizacio morfologica de cultivares elite de bananeira mediante descritores
quantitativos e qualitativos
Onildo Nunes de J esusl, Sebastido de Oliveira e Silvaz, Terezinha Rangel Cﬁmara3, Claudia

Fortes Ferreira®, Taliane Leila Soares’ e Katia Nogueira Pestana®

Resumo
A maioria das cultivares de bananeira hoje disponivel para os agricultores sdo de porte
elevado e suscetivel a muitas pragas e doengas que prejudicam o desenvolvimento da cultura
em todo pais. Em todo mundo, s3o grandes os esforcos das institui¢des de pesquisas para
obteng¢do de hibridos de bananeira face a natureza quase estéril da planta. Apesar disto, novas
variedades tém sido desenvolvidas. Para protecdo destes novos gendtipos, o interesse na
caracterizagdo de cultivares tem crescido bastante. Nesse contexto, insere-se o uso de
descritores morfologicos qualitativos e quantitativos como instrumento oficialmente aceito
para o registro e/ou protecao de cultivares. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
eficiéncia dos descritores qualitativos e quantitativos como instrumento para diferenciagdo
varietal. Foram avaliados 12 descritores quantitativos e 61 descritores qualitativos, sendo 17
caracteristicas vegetativas da planta; 24 do cacho e 20 do coragdo e das flores masculinas. Os
dados quantitativos foram submetidos a uma andlise de componentes principais € o0s
resultados de ambos os descritores foram expressos na forma de um dendrograma de
dissimilaridade. Os descritores qualitativos foram eficientes na discriminagdo das cultivares
avaliadas, sendo as caracteristicas da planta e do cacho as mais importantes nesta tarefa. As
caracteristicas quantitativas; peso do cacho, comprimento e didmetro do fruto e didmetro do
pseudocaule, sdo caracteristicas importantes na discriminagdo de cultivares. As cultivares
Preciosa, Garantida e Pacova Ken, apresentaram uma baixa dissimilaridade para as

caracteristicas avaliadas.
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Morphological characterization of elite banana cultivars using qualitative and

quantitative descriptors

Abstract
Most banana cultivars available to producers nowadays are tall in height and susceptible to
most pests and diseases, leading to great losses in the development of the crop throughout the
entire Country. However, efforts of research centers worldwide for the obtainment of banana
hybrids due to their sterile nature, are cumbersome. Despite this scenery, new varieties have
been developed. The interest for the protection of these new varieties has been rising. In this
context, the use of qualitative and quantitative morphological descriptors is being officially
accepted for the registration and/or protection of cultivars. The present work aimed to
evaluate the efficiency of qualitative and quantitative descriptors as an instrument for varietal
discrimination. Twelve quantitative and sixty-one qualitative descriptors; whereas 17 were
vegetative characteristics of the plant; 24 of the bunch and 20 of the heart and male flowers,
were evaluated. The qualitative data was submitted to a principal components analysis,
whereas the results of both descriptors were expressed in the form of a dendrogram of
dissimilarities. The qualitative descriptors were efficient in the discrimination of the cultivars
evaluated, whereas plant characteristics and bunch characteristics were the most important
ones in this task. The quantitative characteristics, bunch weight, length and fruit diameter and
pseudostem diameter, are important characteristics for the discrimination of the cultivars. The
Preciosa, Garantida and Pacovan Ken cultivars presented low dissimilarity for the

characteristics evaluated.

Key-words: Morphological descriptors, breeding, Musa spp., cultivar protection, multivariate

analysis, dissimilarity.
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INTRODUCAO

A maioria das cultivares de bananeira (Musa spp.) atualmente utilizadass na
alimentagdo originou-se do Continente Asiatico e resultaram do cruzamento interespecifico
entre as espécies Musa acuminata e Musa balbisiana; razdo pela qual as cultivares
apresentam caracteristicas comuns a estas duas espécies. As bananeiras possuem trés niveis de
ploidia, em combinagdes variadas dos genomas A (M. acuminata) e B (M. balbisiana):
dipléides com 22 cromossomos (2x), tripléides com 33 (3x) e tetraploides (4x) (SIMMONDS
e SHEPHERD, 1955; SIMMONDS, 1973; SHEPHERED, 1984).

A cultura da bananeira no Brasil ¢ praticada desde a faixa litoranea até os planaltos
interioranos ocupa o segundo lugar em volume de frutos produzidos, com uma produgao
estimada da ordem de 605 milhdes de toneladas e area colhida de 485 mil ha (FAO, 2005).

Como toda cultura plantada em grandes areas, a bananicultura apresenta uma série de
problemas que reduzem a produtividade. Entre os entraves que provocam baixos rendimentos,
podem ser citados o baixo uso de tecnologia e a presenca de pragas e doencas. Doencas como
a Sigatoka amarela e negra, além do mal-do-Panama, causam grandes perdas na producio.
Por outro lado, atualmente, sdo criadas novas variedades de bananeira produtivas e resistentes
as principais doencas da cultura. Este processo requer altos investimentos financeiros e
intelectuais para a geragdo de cultivares e hibridos com alto valor agregado, fazendo-se
necessaria a caracterizagdo de forma inequivoca de cultivares passiveis de protecao,
minimizando assim o risco de apropriaco indevida deste produto tecnolégico (GUIMARAES
et al., 2004).

A caracterizacdo correta das variedades recomendadas com uso de descritores
apropriados facilita a sua certificag@o, prote¢do € o monitoramento da sua qualidade genética,
principalmente nos casos de gendtipos aparentados. Nos ultimos anos, a Embrapa Mandioca e

Fruticultura Tropical, tem lancado varios genotipos de bananeira e por essa razdo tem
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crescido a preocupacdo em buscar descritores eficientes na identificacio de cada cultivar.

Embora possam ser usados descritores bioquimicos, morfoloégicos e moleculares, os
morfoldgicos, devido sua facilidade de aplicagdo, tém sido os mais empregados na
caracterizagdo de germoplasma e na identificacdo de gendtipos e cultivares em catalogos
usados nos estudos de distingdo, homogeneidade e estabilidade como os do Ministério da
Agricultura (Brasil, 2006) e da UPOV- Unido Internacional para Prote¢do de Novas
Variedades de Plantas (PERSSON, 2001).

Um dos grandes problemas do uso de descritores morfoldgicos ¢ a influéncia
ambiental. Quando se usa caracteres quantitativos (os mais influenciados pelo ambiente) o
problema pode ser contornado pele emprego de ensaios comparativos (PEARSON, 2001).
Descritores qualitativos de alta herdabilidade facilmente visiveis e mensuraveis, que a
principio sdo expressos em todos os ambientes, sdo imprescindiveis em uma caracterizacao
morfologica eficiente (IPGRI, 1996).

Apesar da limitagdo no que se refere a influéncia ambiental, ao tipo de heranca
envolvida e aos problemas referentes a identificacdo de cultivares semelhantes
fenotipicamente, os descritores morfologicos tém sido utilizados com éxito para caracterizar
um grande nimero de cultivares (STAUB et al., 1996). Estes descritores sdo encontrados
sendo empregados na diferenciag¢@o de cultivares de citros (RADMANN e OLIVEIRA, 2003),
alho (NOME, 1999), milho (SALGADO et al., 2001) e caf¢ (GUERREIRO FILHO et al.,
2003). Em bananeira, as sec¢des Musa e Rhodochlamys, apesar de apresentarem muitas
caracteristicas comuns, inclusive nimero de cromossomos, podem ser diferenciadas mediante
o uso de descritores baseados em aspectos vegetativos e do cacho (WONG et al., 2002).
SILVA et al. (1999) avaliando acessos de um banco de germoplasma, conseguiram uma
diferenciacdo segura em alguns acessos avaliados. ORTIZ, (1997) utilizou andlises de
componentes principais em dados qualitativos e quantitativos para avaliagdo de bananeira

com diferentes niveis de ploidia, destacando algumas caracteristicas importantes na
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caracterizagdo de gendtipos.

No entanto, para muitas variedades de banana, principalmente as variedades
comerciais ou hibridas em fase de langamento, carecem de informacdes a cerca de descritores
para sua identificacdo e caracterizagao.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a eficiéncia dos descritores

morfolégicos qualitativos e quantitativos na discriminacdo de cultivares de bananeira.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical localizada no
municipio de Cruz das Almas, situado no Reconcavo da Bahia, Brasil.

O clima da Regido ¢ do tipo Cl (seco e subumido), segundo a classificagdo de
Thornthwaite com precipitagdo média anual de 1200 mm, temperatura média de 24,28°C e
umidade relativa de 60,47%. O solo da area experimental ¢ um latossolo amarelo distrofico A
moderado, textura franco argilo arenosa, fase transi¢do floresta tropical subperenifélia e
subcaducifélia, declive de 0 a 3%. (EMBRAPA, 1993).

Foram caracterizados 12 genétipos de bananeira (Tabela 1) sendo nove recomendados
(Caipira, Thap Maeo, Tropical, FHIA-18, FHIA-01, Pacovan Ken, Nam Preciosa e Garantida)
e trés promissores (FHIA-21, PA42-44 e Bucaneiro). O delineamento utilizado no
experimento foi o inteiramente casualizado com trés repeticdes para os caracteres qualitativos.

O experimento foi irrigado por microaspersdo, € os tratos culturais seguiram as
recomendagdes sugeridas por ALVES e OLIVEIRA (1999) e BORGES et al. (1999).

Foram avaliados 61 descritores qualitativos (Tabela 2) sendo 17 caracteristicas
vegetativas da planta; 24 caracteristicas do cacho e 20 relacionados a inflorescéncia (coragdo)
e as flores masculinas. Os detalhes das avaliagdes, bem como ilustragdes, encontram-se

descritos em SILVA et al. (1999) e em IPGRI (1996). Os descritores forma da roseta, cor da
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base do perigbnio, forma do estilete e sabor dos frutos, foram alterados para melhor
adequarem-se as avaliagoes.

As notas para as caracteristicas qualitativas foram observadas por trés avaliadores
diferentes e as notas foram assumidas em consenso comum. Os dados referentes aos
caracteres quantitativos referem-se a média de 18 plantas em dois ciclos de producao.

Foram também avaliadas em dois ciclos, 12 caracteristicas quantitativas, conforme a
metodologia descrita por SILVA et al. (1999) e enumeradas a seguir: altura de planta (ALP);
perimetro do pseudocaule (PPC); dias do plantio a colheita (DPC); comprimento do engago
(CEG); diametro do engaco (DEG); numero de frutos (NDF); peso do cacho (PCA); peso
médio dos frutos (PMF);comprimento do fruto sem pedicelo e apice na segunda (CFR1) e
ultima penca (CFR2); calibragao lateral do fruto na segunda (DFR1) e tltima penca (DFR2).

Foram eliminadas da avaliagdo todos os dados que apresentaram caracteristicas
comuns a todos os genétipos, bem como os descritores cujos estados ndo eram uniformes.
Para estimar a dissimilaridade dos dados qualitativos multicategoricos, foi utilizado o indice

de similaridade (CRUZ e CARNEIRO, 2003):

Dii =

C+D

Onde, D;j;: indice de dissimilaridade; C: concordancia de categoria e D: discordancia
de categoria.

Posteriormente com a matriz de dissimilaridade obtida, utilizou-se o método de
agrupamento hierdrquico de ligacdo média entre grupos (UPGMA) para a obtengdo dos
dendrogramas.

Os dados quantitativos foram submetidos a uma analise estatistica multivariada,
utilizando-se a analise por Componentes Principais (PCA) com transformagdo dos dados.
Como medida de dissimilaridade foi utilizada a distancia Euclidiana média e como método

hierarquico UPGMA, citado por CRUZ e CARNEIRO, (2003).
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Os dados foram submetidos a uma andlise de variancia e a partir da decomposi¢ao da
analise, por meio da esperanca dos quadrados médios, permitiu-se a obtencdo da

herdabilidade média ( W ) conforme a formula sugerida por CRUZ (2005):

2
2 0 g
m - 2

2
+8g

7

Onde: &°: quadrado médio do erro; 8g2: variancia genética e r: repeticao.
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico GENES -
Aplicativo Computacional em Genética e Estatistica (CRUZ, 2001), e para a confec¢do dos
dendrogramas utilizou o programa STATGRAPHICS - Statistical Graphics System

(STATGRAPHICS, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Descritores qualitativos

Os dados referentes as caracteristicas qualitativas avaliadas nos 12 genotipos de
bananeira encontram-se na Tabela 3. De uma maneira geral, a maioria dos genotipos
avaliados apresentou uma ampla variabilidade para as caracteristicas estudadas, uma vez que
a maioria dos descritores utilizados apresentou todas as classes possiveis nos gendtipos
avaliados.

As caracteristicas que menos favoreceram para a variabilidade genética foram a cor da
casca do fruto quase maduro (CCQ) e maduro (CCM), sabor do fruto (SAB) e consumo do
fruto (CNF). Quanto a cor da casca do fruto quase maduro (CCQ), oito genotipos avaliados
tiveram a coloracdo amarelada e trés apresentaram coloragdo verde clara. Comportamento
semelhante foi observado para cor da casca dos frutos maduros (CCM), onde oito gendtipos

tinham coloragdo amarela e quatro cor amarela laranjada. As classes de cores cinzas,
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vermelha e marrom ndo foram observadas nos genotipos avaliados. Tais resultados
concordam com o obtido por SILVA et al. (1999) nas avaliagdes realizadas no banco de
germoplasma da Embrapa. A baixa variabilidade com relagdo as caracteristicas sabor (SAB) e
consumo (CNF) ¢é perfeitamente aceita pelo fato de que a maioria dos genotipos utilizados
nessas avaliacdes serem destinados ao consumo in natura, uma unica exce¢ao ¢ a FHIA-21,
que ¢ consumida cozida frita por ser do grupo dos platanos.

Os descritores da planta, do coragdo e das flores, foram os que mais apresentaram
caracteristicas capazes de diferenciar um genétipo em particular. As cultivares FHIA-01,
PA42-44 e Pacovan Ken ndo apresentaram caracteristicas morfoldgicas particulares. Por outro
lado, a Thap Maeo apresentou nove caracteristicas (trés referentes ao aspecto vegetativo da
planta e seis da flor) capazes de diferenciarem das demais (Tabela 3).

Os descritores vegetativos da planta foram os que apresentaram maior facilidade de
avalia¢do, pois ndo dependerem da fase reprodutiva para avaliagdo, portanto sdo os mais
recomendados na descri¢do de cultivares. Com o uso desses descritores a ‘Garantida’ pode ser
diferenciada das demais pela cor verde claro (TVC) e sem antocianina (ANT) no pseudocaule,
presenga de manchas grandes (FME) em alta densidade (DME) distribuidas pelo pseudocaule.
Tais caracteristicas coincidem em parte, com a classificagdo no grupo AAAB prosposta por
SIMMONDS e SHEPHERED, (1955).

Os dados das 17 caracteristicas da planta permitiram a obten¢do do dendrograma que
separou as variedades em dois grupos. No primeiro ficou a variedade FHIA-21 e no segundo
as demais variedades (Figura 1A). As caracteristicas que permitiram separar a FHIA-21 das
outras variedades, foram: presenca de antocianina no pseudocaule (ANT) que € continua
nessa cultivar, a forma da margem dos peciolos (FMP) mais ou menos fechada, forma da
faixa colorida da margem do peciolo (FFP) que confunde com a cor do peciolo da folha e
presenga de manchas roxas (CLM) fracas nas folhas das mudas (Tabela 3).

Pela andlise grafica (Figura 1), nota-se que a maioria dos genotipos avaliados
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apresentou uma dissimilaridade de 40%. Dentro desses, destacaram-se as variedades Caipira x
Nam; PA42-44; FHIA-01 x Bucaneiro e Pacovan Ken x FHIA-18. Esses dois ultimos
agrupamentos ficaram com uma dissimilaridade menor que 30%. Tal fato reflete a dificuldade
de se avaliar genotipos apenas se baseando-se nos aspectos vegetativos da planta. Os
genotipos que apresentaram os mais baixos indices de dissimilaridade foram a FHIA-O1 e
Bucaneiro (18%) e Caipira e Nam (24%). Apesar de apresentar um indice de similaridade
baixo, estes genotipos sdo perfeitamente distinguiveis por poucas caracteristicas. Assim, a
FHIA-01, ¢ diferenciada da Bucaneiro, pela forma das margens do peciolo (FMP) e cor
inferior da nervura principal da folha da muda (NIC). A diferenciag@o das variedades Caipira
e Nam pode ser feita por meio da densidade (DME) e forma das manchas escuras (FME) no
pseudocaule e a cor inferior da nervura principal da folha da muda (NIC) (Tabela 3). SILVA
et al. (1999) avaliando genotipos dos grupos AAA e AAB, conseguiram resultado semelhante
para a maioria das caracteristicas aqui avaliadas para as cultivares Caipira (AAA), Nam
(AAA) e Thap Maeo (AAB).

Quando se considera as caracteristicas do coragdo (inflorescéncia) e das flores
masculinas, observa-se que todos os genétipos apresentaram uma similaridade menor que
45%. Nesse grupo, destaca-se a ‘Thap Maeo’ como gendtipo mais divergente do grupo.
Dentre as caracteristicas que permitem separa-lo das demais, citam-se a cor rosada da base do
perigonio (CBP), presenca de antocianina distribuida ao longo do perigéonio (CVP), com
vermelha na antera (CAT), auséncia do apiculo (FAT) e auséncia de pdlen (POL). Por outro
lado, esses descritores ndo foram eficientes na discriminacdo das cultivares Preciosa e
Pacovan Ken (com 21% de dissimilaridade) e as cultivares FHIA-01 e FHIA-18 (com 30% de
dissimilaridade) ja que cultivares aparentadas apresentam morfologia semelhante da
inflorescéncia. ORTIZ et al. (1998) trabalhando com espécies cultivadas de bananeira
encontraram agrupamento semelhante, indicando que variedades com mesma inflorescéncia,

apresentam um ancestral comum. No presente estudo variedades dentro dos grupos
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apresentaram os mesmos genitores confirmando em parte essa teoria (Tabela 3).

Os descritores do cacho (Figura 1B) separaram as cultivares em dois grandes grupos,
ficando no primeiro com todos os gendtipos tripldides e no segundo os tetraploides. Os
gendtipos mais proximos foram Preciosa, Garantida e a Pacovan Ken com uma
dissimilaridade de 21%.

A FHIA-21, embora tetraploide e usada para o consumo cozido ou frito, agrupou-se
junto as variedades Thap Maeo, Nam e Caipira (triploéides), para todos os caracteres
avaliados, indicando que essa é proxima morfologicamente dessas variedades, apesar de
grandes diferengas em outros caracteres. Por outro lado, considerando que essa ¢ a Unica
pertencente ao grupo dos platanos, justifica-se seu posicionamento separada dos outros
tetrapldides. ORTIZ (1997) através de avaliagdo com descritores qualitativos, separar platanos
de outras variedades pertencentes a diferentes grupos gendmicos.

A andlise conjunta das 63 caracteristicas qualitativas mostrou que as cultivares
apresentaram comportamento semelhante ao apresentado quando se analisou os caracteres do
cacho, dividindo-se em dois grandes grupos. O primeiro grupo alocou todos os triploides
AAB e AAA e a FHIA-21 (AAAB) sendo essa cultivar agrupada juntamente com a Thap
Maeo (AAB), enquanto a Caipira e Nam (AAA) ficaram no mesmo subgrupo. O segundo
grupo ficou representado pelos tetraploides (AAAB), enquanto o tetraploide AAAA,
representado pela Bucaneiro, ficou em um subgrupo isolado. Uma das caracteristicas que
contribuiram para esse arranjo, foi a altura das folhas, sendo medianamente pendente e bem
arcado nos tetraploides avaliados confirmando em parte a afirmacdo de SHEPHERED (1984)
que diz ser esse descritor importante na identificagdo dos niveis de ploidia (Tabela 3).

A observagdo desses descritores demonstra que os mesmos foram eficientes em
separar genotipos segundo sua ploidia e origem, indicando ser uma ferramenta importante na
caracterizagdo de germoplasma desconhecido.

De maneira geral, nota-se uma baixa taxa de dissimilaridade entre as cultivares
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Preciosa, Pacovan Ken e Garantida, hibridos de Pacovan; e as cultivares PA42-44, FHIA-01 e
FHIA-18 hibridos de Prata Ana, o que era esperado, visto que possuem como background
comum o dipléide M53. Essa tendéncia estd de acordo com o que afirma PRIOLLI et al.
(2002) onde as variedades derivadas de outras apresentaram maior dificuldade de distingao,
necessitando de outros descritores, além dos morfologicos, que complementem sua
caracterizagdo. Assim, este tipo de caracterizagdo deve ser acompanhada de estudos
moleculares para melhor entender a diversidade das espécies.

Alguns dos descritores morfologicos usados podem ser afetados pelo ambiente.
Caracteres como densidade e coloracdo do pseudocaule, podem ser afetados durante os
processos de multiplicacdo in vitro por meio da variagdo somaclonal ou da mutagdo como a
observada na cultivar Pacovan Ken (RESENDE, 2005).

Muitos estados apresentados por alguns descritores levam a problemas de
subjetividade nas avaliagdes. O descritor, cor das manchas do pseudocaule, por exemplo, com
os estados marrom clara e marrom palida, devem ser transformados em um unico estado
devido a problemas de diferenciagdo dessas cores. Da mesma forma os estados da cor da
polpa dos frutos maduros (branca e branca fosca) e cor da antera (marrom palida e creme).
Descritores quantitativos

As 12 caracteristicas avaliadas foram submetidas a uma andlise de componentes
principais (Tabela 4). Os trés primeiros componentes explicaram 90,38% da variabilidade
observada nos dados. A contribuicdo de cada componente para a variabilidade foram
respectivamente 42,09; 35,15 e 13,13%.

A observagdo da influéncia dos caracteres nos ultimos componentes ¢ importante por
indicar os caracteres com menor importancia para a divergéncia genética nas amostras
avaliadas. Por outro lado, os maiores pesos nos primeiros componentes indicam as variaveis
que mais contribuem para a divergéncia (CRUZ & REGAZZI, 1997). As varidveis com

maiores pesos para o primeiro componente foram o diametro do engago, peso do cacho e
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numero de dias do plantio a colheita. No segundo componente, destacaram-se o comprimento
dos frutos nas duas pencas avaliadas ¢ o didmetro dos frutos na primeira penca. No terceiro
componente destacaram-se as variaveis comprimento e diametro dos frutos nas duas pencas
avaliadas como de maior peso na variacdo desse componente (Tabela 4). Tais caracteristicas
mostram ser importantes para a diversidade observada. NSABIMAN ¢ STADEN, (2005)
encontraram resultados semelhantes para os caracteres comprimento e didmetro dos frutos
avaliados.

A distribuicdo dos genotipos em relacdo aos dois primeiros componentes € O
dendrograma de dissimilaridade obtido por distancia Euclidiana média é mostrado na Figura
2. De maneira geral, nota-se que a distribuicdo dos genétipos nao foi uniforme para os
genotipos avaliados, destacando como o mais divergente dos demais as cultivares FHIA-21 e
Nam. Em seguida, o dendrograma dividiu as variedades em trés subgrupos ficando as
cultivares Caipira, Thap Maeo e FHIA-18 no primeiro, FHIA-O1 e Bucaneiro no segundo,
PA42-44, Garantida, Preciosa, Pacovan Ken e Tropical no ultimo subgrupo.

Apesar de ndo ter sido observado grandes coincidéncias nos agrupamentos das
cultivares com relagdo aos caracteres qualitativos e quantitativos (Figura e 1D e 2), observou-
se que para as cultivares Garantida, Preciosa, Pacovan Ken e Tropical permaneceram nos
mesmos grupos de forma semelhante aos observados nos descritores morfologicos qualitativo,
indicando que além da uniformidade morfolégica apresentada, tais gendtipos apresentam
também, uniformidade para as caracteristicas agronomicas. Vale a pena ressaltar que todos
estes genotipos sdo hibridos AAAB, e que apesar de terem genitores femininos diferentes,
possuem o mesmo genitor masculino que ¢ o diploide M53, portanto sdo considerados meios-
irmaos (SILVA et al., 2003).

Por outro lado, gendtipos como o PA42-44, o FHIA-01 e o FHIA-18, apresentaram
comportamento diferenciado quando submetidos a descri¢do quantitativa em relacdo a

descri¢ao qualitativa (Figura 1D e Figura 2). Tais comportamentos estdo de acordo com a
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afirmacdo de que para alguns genotipos, € necessaria a complementagdo com os dois tipos de
descritores (NSABRIMANA e STADEN, 2005; ORTIZ et al., 1998).

O subgrupo apresentado pela Caipira, Thap Maeo e FHIA-18, pode ser explicado
acompanhando o desempenho das cultivares (Tabela 6). As cultivares FHIA-18 e Thap Maco,
apresentaram comportamento semelhante para as caracteristicas, didmetro do pseudocaule,
diametro do engaco, peso do cacho e didmetro do fruto. A Caipira e a Thap Maeo
apresentaram comportamento semelhante para as caracteristicas nimero de dias do plantio a
colheita, peso médio do fruto e comprimento dos frutos. Caipira e FHIA-18 nas caracteristicas
altura de planta, comprimento do engago, nimero de dedos e diametro do fruto. Nao houve
nos trés genotipos avaliados caracteristicas métricas semelhantes, o que justifica a separacao
da Caipira nesse subgrupo (Tabela 5). O desempenho semelhante dessas trés variedades
também foi observado por SILVA et al. (2000) e SILVA et al. (2002).

A precisdo experimental ¢ muito importante quando objetiva a analise dos descritores
quantitativos. Os descritores: diametro do pseudocaule, numero de frutos e peso do cacho,
apresentaram respectivamente um coeficiente de variagdo 26,30%, 26,36% e 28,02%
superiores ao obtidos por SILVA et al. (2002), que obtiveram 11,90%; 16,26% e 39,80%,
respectivamente, porém semelhante aos obtidos por ORTIZ, (1997) quais sejam 26,10%,
36,90% e 21,80%, respectivamente, estando dentro dos limites observados. Os demais
coeficientes tiveram um valor de médio a baixo, indicando precisdo dos descritores utilizados.
Dentre esses, os menores foram apresentados pelo comprimento e didmetro dos frutos,
confirmando também pelos dados de ORTIZ (1997) onde alta herdabilidade e baixo
coeficiente de variagdo foram encontrados para esses dois caracteres (Tabela 4 e 5).

Considerando que as caracteristicas métricas sdo muito influenciadas pelo ambiente,
justifica-se a andlise da herdabilidade para quantificar quanto da variancia fenotipica
observada ¢ devido a causas genéticas. Pela Tabela 4 nota-se que todas as caracteristicas

apresentaram uma alta herdabilidade (acima de 0,82) sendo superior aos valores de
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herdabilidade obtidos por ORTIZ (1997), indicando que nesse experimento houve baixa
influéncia ambiental nas caracteristicas avaliadas.

Vérios trabalhos provam alguma eficiéncia na utilizagdo desses descritores na
classificagdo de germoplasma (CARVALHO, 1995; ORTIZ et al., 1998; NSABIMANA ¢
STADEN, 2005 ¢ ORTIZ, 1997).

De maneira geral, percebe-se que os descritores utilizados foram eficientes na
caracterizagdo dos gendtipos de bananeira, separando as cultivares em grupos distintos. Os
descritores quantitativos bem como os descritores qualitativos ndo conseguiram discriminar
perfeitamente as cultivares Preciosa, Pacovan Ken e Garantida, necessitando de

complementagdo com outros tipos de descritores como os moleculares para sua diferenciagao.

CONCLUSOES

As variedades apresentaram uma ampla variabilidade quando avaliadas por descritores
morfoldgicos qualitativos e quantitativos.

Os descritores qualitativos e quantitativos foram eficientes na distingdo da maioria dos
genotipos, com excecdo das cultivares Preciosa, Garantida e Pacovan Ken que ficaram no
mesmo grupo e apresentaram uma alta similaridade.

As varidveis que mais contribuiram para a dissimilaridade observada foram os caracteres da
planta e do cacho para os descritores qualitativos e didmetro do pseudocaule, peso do cacho
comprimento e diametro do fruto, para os quantitativos.

Para o emprego eficiente dos descritores morfologicos, as avaliagdes deverdo ser realizadas

em mais de um ambiente.
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Figura 1. Dissimilaridade observada nas caracteristicas morfologicas vegetativas da planta
(A), do cacho (C), da inflorescéncia (coracdo e flores masculinas) e geral (D). Cruz das

Almas, BA,

2006.
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Tabela 1. Genoétipos de bananeira desenvolvidos e recomendados pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, Cruz das Almas, BA, 2006.

Genotipos Grupo Subgrupo Genealogia Reagdo as doencgas
Gendmico (Origem)
Tropical AAAB Maga Yangambi n°2 x M53  Resistente a Sigatoka
(Embrapa) amarela e tolerante ao
mal-do-Panama
'FHIA-18 AAAB Prata ‘Prata And’ x 2n (FHIA) Moderadamente
resistente a Sigatoka
amarela e resistente a
Sigatoka negra
Preciosa AAAB Prata ‘Pacovan’ x M53 Resistentes as
(Embrapa) sigatokas amarela e
negra e  mal-do-
Panama
Thap Maeo AAB Mysore Cultivar tipo Mysore  Resistentes as
(Tailandia) sigatokas amarela e
negra e  mal-do-
Panama
Garantida AAAB Prata ‘Prata Sdo Tomé’ x M53 Resistentes as
(Embrapa) sigatokas amarela e
negra e mal-do-
Panama
Caipira AAA - Cultivar (Africa Resistentes as
Ocidental) sigatokas amarela e
negra e  mal-do-
Panama
Bucaneiro AAAA  Gros Michel Hibrido High Gate Resistentes a sigatoka
(Jamaica) amarela e mal-do-
Panama
Pacovan Ken = AAAB Prata ‘Pacovan’ x M53 Resistentes as
(Embrapa) sigatokas amarela e
negra e mal-do-
Panama
'FHIA-01 AAAB Prata ‘Prata And’ x SH3142 Moderadamente
resistentes a Sigatoka
amarela, resistente a
Sigatoka negra e mal-
do-Panama
'FHIA-21 AAAB Terra Honduras Resistentes as
sigatokas amarela e
negra e mal-do-
Panama
PA42-44 AAAB Prata ‘Prata Anda’ x M53 Resistentes a sigatoka
(Embrapa) amarela e mal-do-
Panama
Nam AAA - Tailandia Resistentes a sigatoka

amarela e mal-do-
Panama

"FHIA: Federacion Hondurefia de Investigacion Agricola
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Tabela 2. Classes multicategoricas consideradas nas 61 caracteristicas qualitativas avaliadas
nos 12 gendtipos de bananeira recomendados pela Embrapa, Cruz das Almas, BA, 2006.

DESCRITORES AVALIADOS

CLASSES DOS DESCRITORES

1. CARACTERISTICAS GERAIS DA PLANTA

1.1. Pseudocaule

01. Roseta da coroa (ROS)’

02. Tonalidade da cor verde (TCV)
03. Cerosidade (CER)'

04. Cor da manchas escuras (CME)

05.Presenca e quantidade de antocianina no
pseudocaule (ANT)?

06. Forma das manchas escuras do pseudocaule
(FME)*

07.Densidade das manchas escuras (DME)

1.2. Folhagem
08. Posig¢do ou altura das folhas (ALF)

09. Forma da margem do peciolo (FMP)

10. Margem da base (MBA)'
11. Cor da margem do peciolo (CMP)
12. Forma de faixa colorida do peciolo (FFP)*

13. Tamanho da faixa colorida (TFC)

14. Tonalidade escura do peciolo (ESC) '

15. Cor da face superior da nervura principal da
colheita (NSA)'

16. Cor da face inferior da nervura principal na
colheita (NIA)

17. Cor da face superior da nervura principal muda

chifrio (NSC)

18. Cor da face inferior da nervura principal muda

chifrdo (NIC)'
19. Cor da face inferior do limbo jovem (CFJ)'
20. Cor do limbo da muda (CLM)

21. Comparagdo dos tamanhos das bases do limbo

(IGB)
22. Forma das bases do limbo foliar (FOB)

1. Forte, 2. Fraca.

1. Palida; 2. Amarelada; 3. Clara; 4. Escura.

1. Muita; 2. Média; 3. Pouca; 4. Ausente.

1. Preta; 2. Marrom escuro; 3. Marrom-clara; 4. Marrom-
palida.

1. Alta e continua; 2. Média a fraca e continua; 3. S6 na
base da planta; 4. Ausente.

1. Manchas grandes e irregulares; 2. Manchas circulares; 3.
Manchas irregulares e pequenas; 4. Ausente.

1. Mais ou menos continua; 2. Alta; 3. Média-manchas
difusas; 4. Média manchas discretas; 5. Baixa; 6. Muito
baixa.

1. Quase ereta; 2. Medianamente pendente; 3. Bem arcada.

1. Bem aberta; 2. Pouco aberta; 3. Ereta; 4. Pouco fechada;
5. Mais ou menos fechada

1. Muito escariosa; 2. Pouca escariosa; 3. Nao escariosa.

1. Purptreo; 2. Vermelho-rosada; 3.Verde; 4. Marrom.

1. Em foram de fita bem visivel; 2. Visivel mas confunde
com a cor do peciolo; 3. Apenas uma linha pouco
perceptivel; 4. Uma linha pouco perceptivel; 5. Ausente.
1.Larga (>3mm); 2. Estreita <3mm; 3. Apenas uma linha; 4.
Variavel entre as notas 3 e 5; 5. Mais ou menos nenhuma.
1. Bem escuro; 2. Pouco escuro; 3. Nao escuro.

1. Muito colorida; 2. Pouco colorida; 3. Ndo colorida
(verde).

1. Purpurea; 2. Vermelho-rosada; 3. Variavelmente rosada;
4. Mais ou menos verde.

1. Muito colorida; 2. Pouco colorida; 3. Nao colorida
(verde).

1. Purpurea; 2. Vermelho-rosada; 3. Variavelmente rosada;
4. Mais ou menos verde.

1. Purpura; 2. Verde (normal).

1. Manchas roxas conspicuas; 2. Manchas fracas variaveis;
3. Sem manchas-verde.

1. Mais ou menos iguais; 2. Desiguais; 3. Variavel na
mesma planta.

1. Ambas abruptas; 2. Ambas afiladas; 3. Uma abrupta e
outra afilada.

23. Cerosidade do limbo na superficie ventral (CEV)' 1. Muita; 2. Média; 3. Pouca ou nenhuma.

24. Cerosidade do limbo na superficie dorsal (CED) '

1. Muita; 2. Média; 3. Pouca ou nenhuma.

2. CARACTERISTCIAS DO CACHO

2.1. Caracteristicas do engaco e do cacho
25. Cor do engaco juvenil (CJU)
26 .Purbescéncia do engaco (PUB)

27. Forma do cacho (FCA)
2.2. Caracteristicas dos frutos
28. Flexao das pencas (FLX)

29. Forma da secdo transversal (SEC)

30. Tamanho do apice (TAP)
31. Forma do apice (FAP)

1. Tingido de vermelho; 2. Verde-escura; 3. Verde-clara

1. Densa e comprida (2-3 mm); 2. Densa e curta; 3. Bastante
esparsa; 4. Muito esparsa; 5. Nenhuma.

1. Frouxo; 2. Compacto; 3. Muito Compacto.

1. Bem recurvada; 2. Medianamente recurvada; 3. Pouco ou
ndo recurvada.

1. Fortemente pentagonal; 2. Fracamente Pentagonal; 3.
Mais ou menos arredondado.

1. Comprido (1 cm); 2. Curto; 3. Sem apice.

1. Em gargalo largo; 2. Em gargalo estreito; 3. Afilado; 4.
Outra forma.
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32. Forma prevalecente dos estilos persistentes (FES)

33. Freqiiéncia dos estilos persistentes (FRE)

34. Persisténcia de restos florais na raquis masculina
(PRF)?

35. Persisténcia de restos bracteais (PRB)?

36. Cor da casca dos frutos quase madura (CCQ)
37. Cor da polpa dos frutos quase madura (CPQ)

38. Cor da casca dos frutos maduros (CCM)

39. Espessura da casca dos frutos maduros (ECA)

40. Aderéncia da casca dos frutos maduro (ADE)

41. Fragilidade da base do pedicelo dos frutos ma duro
(FRA)

42. Cor da polpa dos frutos maduro (CPM)

43. Consisténcia da polpa dos frutos maduros (CPO)
44. Aroma da polpa dos frutos maduros (ARO)

45. Sabor da polpa dos frutos maduros (SAB)*

46. Acidez da polpa (ACD)?

47. Consumo normal do fruto (CNF)

2.3. Caracteristicas da rdquis masculina

48. Duragdo da raquis (DRA)'

49. Posicao da raquis (ATI)

1. Mais ou menos vivos; 2. Bases dura; 3. Completamente
secos; 4. Sem estilos (deciduos).

1. Maior que 40 %; 2. Entre 20-40 %; 3. Menor que 20 %.
1. Em toda raquis; 2. Média; 3. Pouca com flores isoladas na
raquis; 4. S6 proximo a ultima penca; 5. Nenhuma.

1. Em toda raquis; 2. Em parte da raquis; 3. Apenas proximo
ao coracdo; 4. Nenhuma.

1. Verde-escura; 2. Verde-clara; 3. Amarelada; 4. Cinza; 5.
Mais ou menos purpurea ou rosado; 6. Marrom palido.

1. Branca (palida); 2. Amarelada; 3. Laranja ou pouco
rosado.

1. Amarela palida; 2. Amarela; 3. Amarela com laranja; 4.
Vermelha ou purpura; 5. Marrom palido; 6. Verde; 7.
Verde-amarelada.

1. Espessa (>3 mm); 2. Média (2-3 mm); 3. Fina (<2mm).

1. Aderente; 2. Nao aderente.

1. Fragil, 2. Pouco fragil; 3. Nao fragil.

1. Branca; 2. Branco-fosca; 3. Cinzenta; 4. Creme; 5.
Amarela; 6. Rosada.

1. Dura; 2. Macia; 3. Mole.

1. Aromatica; 2. Pouco aromatica; 3. Nao aromatica.

1. Acucarada; 2. Doce; 3. Insipida; 4. Farinhosa.

1. Acida; 2. Com ésteres; 3. Neutra.

1. Cru; 2. Cozido; 3. Assado ou frito; 4. Como compota.

1. Muito breve; 2. Menor que a maturidade do cacho; 3.
Igual a maturidade do cacho; 4. Sobrevive a maturidade do
cacho.

1. Vertical; 2.Inclinada; 3. Recurvada; 4. Mais ou menos
horizontal.

3. CORACAO E FLORES MASCULINAS

3.1 Caracteristicas do coragdo
50. Forma visual do coragao (FVC)

51. Imbricagdo das bracteas (IMB)
52. Forma do éapice da bractea (APB)

53. Cerosidade da bractea (CER)'
54. Cor conferida pela presenca ou ndo de antocianina
na parte externa da bractea ou matiz externa (MAE)'

55. Ocorréncia de outras cores (mistura) nas bracteas
(MIT)

56. Cor conferida pela presenca de antocianina na
parte interna da bractea ou matiz interna (MAI)

3.2 Caracteristicas das flores
56. Porgao sem antocianina na base da bractea (PNC)

57. Cor da base do perigonio (CBP)?
58. Presenga de antocianina no perigénio (CVP)

59. Cor dos 16bulos do perigonio (CLO)

60. Relago tépala livre com o perigonio (RTL)'
61. Cor da tépala livre (CTL)

62 Presenca de rugas transversais proximo ao apice
(RTA)

62. Forma do apiculo da tépala (FAT)

63. Comprimento do apiculo (COA)

1.Delgada; 2. Lanceolada; 3. Ovada; 4. Ovada larga; 5.
Truncada.

1.Muito imbricadas; 2. Medianamente imbricadas; 3. Pouco
imbricada; 4. Nao imbricadas.

1. Aguda; 2. Quase aguda; 3. Quase obtusa; 4. Obtusa; 5.
Arredondada, as vezes dividida.

1. Muita; 2. Média; 3. Muito pouca até nenhuma.

1. Vermelho claro; 2. Vermelho-escura; 3. Purptireo; 4.
Violeta; 5. Mais ou menos verde amarelada (sem
antocianina).

1. Verde amarelado; 2. Marrom palido; 3. Nao misturado.

1. Vermelho-escura; 2. Vermelho-clara embagado;
3.Vermelho-clara brilhante; 4. Parpuro-escura; 4. Purpuro-
clara embacada; 6. Rosada; 7. Amarelada.

1. Maior que 25%; 2. entre 10-25%; 3. Menor que 10%; 4.
Cor atenuada; 5. Cor continua.

1. Branco; 2. Creme; 3. Amarelado; 4. Rosado.

1. Ausente; 2. Apenas na parte basal; 3. Com listas; 4. Em
todo perigdnio.

1. Laranja; 2. Laranja amarelada; 3. Amarela; 4. Amarelo-
palida.

1. Maior que a metade; 2. Metade; 3. Menor que a metade.
1. Incolor; 2. Branco-opaca; 3. Amarelada; 4. Rosada.

1. Forte; 2. Média; 3. Fraca; 4. Ausente.

1. Larga; 2. Fina; 3. Ausente.
1. Menor que 2 mm; 2. Entre 2-4 mm; 3. Maior que 4 mm.

41




JESUS, O.N. Caracterizagdo morfoldgica e molecular de cultivares de bananeira

64. Cor posterior do estame (CPE) '

65. Cor da antera (CAT)

66. Presenca de polen (POL)

67. Forma do estigma (FOE)

68. Cor do estigma (CET)

69. Forma do estilete (FET)’

70. Presenc¢a de antocianina no estilete (ANE)
71. Tamanho do estilete em relacdo ao perigonio

(ERP)'
72. Presenca de antocianina no ovério (PAO)

1. Branca; 2. Creme; 3. Amarelo-Clara; 4. Amarelo-fosca;
5. Preta (estames abortivos).

1. Branca; 2. Marrom-palida; 3. Creme; 4. Amarela; 5.
Rosada; 6. Vermelha ou ptrpura; 7. Preta (abortiva).

1. Ausente; 2. Esparso (<10 %); 3. Conspicuo (15-25 %); 4.
Abundante.

1. Fortemente lobulada; 2. Pouco lobulada; 3. Espatulada. 4.
Arredondada.

1. Laranja; 2. Laranja-amarelado; 3. Amarelo-clara; 4.
Palida ou creme; 5. Rosado.

1. Reto e Dobrado; 2. Reto; 3. Dobrado.

1. Conspicua; 2. Pouca; 3. Ausente.

1. Mais ou menos igual; 2. Muito mais curto.

1. Ausente; 2. Tingido variavelmente.

" Esses descritores foram retirados das andlises devido a auséncia de diversidade ou devido a subjetividade para esses caracteres nos
gendtipos avaliados. 2 Novos descritores criados para a caracterizagio de genétipos. * Descritores alterado de SILVA et al. (1999).
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Caracteristica Vegetativa da Planta
CME DME FME ANT ALF FMP CMP FFP TFC NSC NIC NIA CLM IGB FOB

TCV

ROS

Tabela 3. Valores obtidos para cada classe multicategorica, considerando os caracteres da planta (17), do cacho (23) e do coragao

BA, 2006.

Genétipos
Tropical

FHIA-18
NAM

Thap Maeo
Pacovan Ken
Bucaneiro
Caipira

N

2
3
Caracteristica do Cacho
FES FRE CCQ CPQ CCM ECA ADE FRA CPM CPO ARO SAB ACD CNF ATI FCA RBP RFP

FAP

TAP

SEC

PUB  FLX

2
CJU

N° Classes Obs>.

FHIA-21
Garantida
FHIA-01
Preciosa
PA42-44
N° Classes
Genotipos
Tropical
FHIA-18
NAM

vy

1

Thap Maeo
Pacovan Ken
Bucaneiro
Caipira
FHIA-21

v <t N o—

Garantida
FHIA-01
Preciosa
PA42-44

43

COA CAT POL FOE CET FES ANE ANO
[4 [6

FAT

Caracteristicas do coracio e flores masculinas
FVC IMB APB MIT MAI PNC CBP CVP CLO CTL RTA
3
[3

3
! Descritor observado apenas para um genétipo, estiio identificados por um retangulo. “Nimero de classes observadas.

N° Classes

N° Classes Obs.
Genotipos
Tropical
FHIA-18

Thap Maeo
Pacovan Ken
Bucaneiro
Caipira
FHIA-21
Garantida
FHIA-01
Preciosa
PA42-44

N° Classes

N° Classes Obs.

NAM
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Figura 2. Distribuicdo dos 12 genotipos de bananeira ao longo dos dois componentes principais (A) € o

dendrograma (B) Cruz das Almas, BA, 2006.

Tabela 4. Dados da herdabilidade média ( hrzn) das caracteristicas quantitativas e dos trés

componentes principais (CP) em genotipos de bananeira em dois ciclos de producdo. Cruz das

Almas, BA, 2006.

Autovetores Associados

Caracteristicas Avaliadas hfn CP1 CP2 CP3

Altura de Planta-m 0,93 0,2660 0,2419 0,3224
Diametro Pseudocaule- cm 0,88 04111 0,0275 -0,0123
N° de dias até Colheita 0,88 0,3589 -0,1189 0,0621
Comprimento do Engago- mm 0,92 0,3961 0,1471 -0,0363
Diametro do Engago- mm 0,92 0,4222 0,1044 0,0302
Numero de Frutos 0,96 0,3253 -0,3081 0,0466
Peso do Cacho- kg 0,90 0,4135 0,0572 -0,1559
Peso Médio do Fruto-g 0,96 -0,0246 0,4700 -0,1089
Comprimento do Fruto (1* penca)-cm 0,97 0,0226 0,4066 -0,4276
Comprimento do Fruto (ltima penca)-cm 0,95 -0,0269 0,4098 -0,4052
Diametro do fruto (1* penca)-mm 0,82 0,0084 0,3322 0,5439
Didmetro do fruto (lltima penca)-mm 0,87 -0,1327 0,3626 0,4567
Variancia (%) - 42,09 35,16 13,13

Variancia Acumulada (%) - 42,09 77,25 90,38
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Tabela 5. Caracteristicas avaliadas de 12 genotipos de bananeira em dois ciclos de produgdo em Cruz das Almas,

BA, 2006.

Caracteristicas avaliadas®
GENOTIPO' ALp DPC NDC CEG _ DEG NDE PEC PMD  CFR1 __CFR2 DFR1 _ DFR2
Tropical 320b  2578b  811,15c  44,00b 58,55c  10840e 17,2lc  14748c 1585c  1435b  4045a  3920a
FHIA-18 2,39d 19,75c  802,86c  39,18¢ 56,55¢  123,09d 16,75¢  127,37d 16,4lc  14.45b  36,00b  34,91b
Nam 341a 30,62a 978,582 54,67a 67,25a  196,67a 20,68b  94,60e  14,00d  12,50c  36,08b  33,42¢c

Thap Maeo 2,87c 21,55¢ 869,08b 43,92b  55,00¢c 164,75b  17,89¢ 102,83e  13,42d 11,63¢c 38,46a 36,42b
Pacovan Ken 3.44a 20,75¢ 788,57¢c 49,07b  61,64b 86,29 18,14c 198,97a  18,50b 16,50a  40,36a 38,86a

Bucaneiro 2,80c 22,88c 888,13b 46,50b  62,75b 141,38c  22,08b 146,53¢c  19,44a 18,00a  37,31b  35,63b
Caipira 2,33d 16,29d  849,73b 34,13¢c  47,73d 120,80d  12,64d  90,82¢ 12,87d 11,20c 34,670 33,53c
FHIA-21? 2,35d 17,16d  457,56d 37,67c  41,33e 58,33g 10,17d 160,90c  19,11a 18,332 36,00b  36,02b
Garantida 3,45a 19,99¢ 842,95b 46,20b  55,90c 80,30f 14,82¢ 172,03b  17,65b 17,15a 38,25a 37,85a
FHIA-01 3,15b 30,56a 1048,50a  56,42a 69,42a 141,00c  26,96a 175,98b  20,33a 17,92a  36,25b  34,08c
Preciosa 3,54a 21,94c 706,18¢c 47,35b  59,47c 85,94f 16,52¢ 174,65b  19,18a 17,47a 39,35a 38,12a
PA42-44 2,48d 20,06¢ 899,80b 36,75¢  55,90c 84,95 15,54¢ 167,44b  17,60b 16,55a 39,60a 38,10a
CV(%) 16,90 26,30 20,09 16,51 13,03 26,36 28,02 19,18 11,06 15,37 8,59 8,04

' Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo difere entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott & Knott. “Dados apenas do 2° Ciclo. *Altura de planta (ALP),
Diametro do pseudocaule (DPC), Dias do plantio a colheita (DPC), Comprimento do engaco (CEG), Didmetro do engago (DEG), Ntimero de frutos (NDF), Peso do cacho
(PCA), Peso médio dos frutos (PMF), Comprimento do fruto da segunda penca (CFR1) e da ultima (CFR2) e Calibragdo Lateral da primeira penca (DFR1) e da tltima
(DFR2).
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RESUMO

A maioria dos cultivares de bananeira utilizados no Brasil apresentam suscetibilidade a uma
ou mais das principais pragas e doencas que afetam a cultura. A Embrapa tem nos ultimos
anos desenvolvido variedades com boas caracteristicas agrondmicas e resistente as principais
pragas e doengas. Face a reproducdo vegetativa da espécie ¢ grande a preocupagdo em
caracterizar estes genotipos para registro € ou protecao das cultivares, permitindo assim,
controle sobre a multiplicacdo e comercializagdo. Para tanto, descritores homogéneos quanto
as caracteristicas genéticas, independente do estadio de desenvolvimento da cultura e estaveis
ao longo de geracdes sucessivas, sdo de grande importancia. Nessa categoria, inserem-se 0s
descritores moleculares como uma ferramenta importante para a caracterizagdo da espécie. O
objetivo desse trabalho foi caracterizar genotipos de bananeira recomendados pela Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical por meio dos marcadores RAPD e microssatélites. Foram
utilizados 47 primers de RAPD e 37 primers de microssatélites. No geral, as duas técnicas
nao diferiram nos resultados de agrupamento em tripldides e tetrapldides de bananeira,
indicando que ambas as técnicas podem ser usadas isoladas ou em conjunto para maior
caracterizagdo genética das cultivares. No entanto, a capacidade discriminatoria dos
microssatélites aliada a sua maior repetibilidade, foi superior & dos RAPD’s, possibilitando
identificar oito variedades que apresentaram um padrao de banda Unico para os genotipos
avaliados com apenas dois primers. Desta forma, os marcadores microssatélites permitiram

dar os primeiros passos na criagdo de um banco de dados genético para cada cultivar langada.

Palavras-chave: Musa spp., certificagdo genética, prote¢do de cultivares, fingerprinting,

melhoramento, marcadores moleculares, poliploidia.
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Fingerprinting of elite banana varieties

ABSTRACT

Most banana cultivars used in Brazil are susceptible to main pests and diseases. However,
research towards banana breeding focused on these problems are being undertaken. Many
varieties with good agronomic characteristics and resistance to main pests and diseases have
been released by Embrapa Cassava and Tropical Fruits in the last 25 years. With this regard,
the characterization of these varieties for registration and/or protection, enabling the control
over the multiplication and commercialization, due to the species vegetative mode of
reproduction, has gained great concern, being necessary the adoption of a more accurate mode
of characterization. Therefore, the use of homogeneous descriptors regarding genetic
characteristics, regardless of the stage of development of the crop, and that are stable
throughout successive generations, is of great importance. In this category, molecular
descriptors can me mentioned as an important tool for species characterization. The objective
of this work was to characterize banana genotypes being recommended by Embrapa Cassava
and Tropical Fruits using RAPD and microsatellite markers. Forty-eight RAPD primers and
37 microsatellite primers were used. In general, both techniques did not differ in the cluster
analysis (triploids and tetraploids), indicating that both techniques can be used to provide
greater genetic information of the species. However, the discriminatory capacity of the
microsatellite markers, combined with its repeatability, demonstrated superior results when
compared to the RAPD markers, enabling the identification of eight varieties that presented a
unique band pattern for the genotypes tested with only two primers, also setting out the first

steps towards the establishment of a genetic data bank of each variety being released.

Key-words: Musa spp., genetic certification, variety protection, fingerprinting, breding,

molecular markers, poliploidy.
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INTRODUCAO

A bananeira (Musa spp.) € cultivada de norte a sul do pais e a grande maioria dos
bananicultores sdo pequenos agricultores que utilizam esta fruteira como fonte de alimentagao
e renda. O Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de banana, perdendo apenas para a
[ndia, com uma produgdo estimada de 6,5 milhdes de toneladas e area colhida de 485 mil
hectares (FAO, 2005). A exportacio no Brasil, foi na ordem de 212 mil toneladas e
representado cerca de 33 milhdes de dolares (Brasil, 2006).

Os principais cultivares de bananeira usados no Brasil apresentam baixa produtividade
e suscetibilidade as principais pragas da cultura. No entanto, novos cultivares de bananeira
vem sendo produzidos pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, resultando na
recomendacdo de algumas variedades com resisténcia genética as sigatokas e mal-do-Panama.

Com o surgimento de novas cultivares, teve inicio a preocupag¢do em caracterizar
geneticamente estes genotipos para registro e ou protecdo, permitindo assim, o controle sobre
sua multiplicagdo e comercializagdo (Bonamico et al., 2004; Priolli et al., 2002). O
desenvolvimento de novas cultivares € um processo caro, para manté-lo em funcionamento as
institui¢des de pesquisas tem buscado recursos na prote¢ao de cultivares, que lhes da direito
sobre a comercializagdo das variedades recomendadas. No Brasil, essa protecdo esta
amparada na lei de n°® 9.456, de 1997, que instituiu a prote¢ao de cultivares, reconhecendo a
propriedade intelectual e os direitos ao titular de materiais genéticos protegidos. Antes da
aprovacao da Lei de Proteg¢ao de Cultivares (LPC), o melhorista ndo tinha direitos legais sobre
a cultivar que tinha criado. A LPC assegura a seu titular o direito a reproducdo comercial da
cultivar no territério brasileiro, ficando vedados a terceiros, durante o prazo de protecdo, a
producdo com fins comerciais e o oferecimento a venda ou a comercializagdo do material de
propagacdo do cultivar sem sua autorizagao. Com isso, espera-se que a Institui¢do possa

recolher os devidos royalties (Brasil, 1998).
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Assim, torna-se necessaria a caracterizagdo de forma precisa do cultivar, com
aplicacdo de descritores homogéneos quanto a sua expressio em cada estadio de
desenvolvimento e ao longo dos ciclos (Carvalho et al., 2003).

Os melhoristas ao longo dos anos tém utilizado caracteristicas morfologicas e
bioquimicas para registrar e proteger suas variedades. Entretanto, embora o emprego destas
metodologias seja importante, ha limitagdes em casos de cultivares aparentados (Priolli et al.,
2002), principalmente no caso do programa de melhoramento de bananeira da Embrapa, onde
se usa um pequeno numero de genotipos femininos muito proximos geneticamente. Associado
a isso, estes descritores sdo influenciados pelo ambiente, sdo complexos nas suas interagdes
alélicas (Lombard et al., 1999) e constituem uma base pobre para medir a identidade por
apresentarem uma medida indireta da composi¢ao genética do material (Binneck et al., 2002).

De uma forma diferente, os descritores de DNA, apresentam a vantagem de
representarem o genodtipo, mantendo consisténcia nos resultados, evitando o problema da
avaliacao dos dados e da expressdo do fendtipo (Wiinsch & Hormaza, 2002). A possibilidade
de acessar a variabilidade genética diretamente em nivel de DNA, vem fazendo com que, cada
vez mais, sejam disponibilizadas técnicas precisas que possam vir a auxiliar o processo
protecdo intelectual de materiais genéticos (Padilha et al., 2002).

O marcador molecular do tipo RAPD (Polimorfismo do DNA Amplificado ao Acaso),
consiste em utilizar primers de seqliéncia arbitraria para dirigir reacdes de amplificagdo. Tal
artefato da técnica oferece a oportunidade de gerar grande quantidade de polimorfismo de
fragmentos de DNA oriundos de diferentes partes espalhados por todo o genoma (incluindo
regides de DNA repetitivo), permitindo assim que possam ser usados no fingerprinting,
distinguindo divergéncias minimas entre espécies ou clones ou dentro destes. (Brammer,
2000). Porém, essa técnica apresenta o inconveniente da baixa repetibilidade, a conversao

desta técnica em marcadores do tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions),
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numa segunda etapa, possibilita contornar esse problema (Carvalho et al., 2003).

Alternativamente, os microssatélites, ou SSR’s (Simple Sequence Repeats), sio
seqiiéncias curtas de DNA consistindo de mono, di, tri ou tetranucleotideos repetidas em
tandem e sd3o marcadores altamente polimoérficos, altamente informativos e cada individuo
pode apresentar um fingerprinting inico (Decroocq, et al., 2004). Os locos SSR’s parecem ser
somaticamente estaveis, possuem expressao co-dominante, sdo multialélicos, sendo ideais,
para a identificagdo e discriminacgdo de gendtipos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores dos tipos SSR e RAPD, tem sido amplamente utilizados como
ferramentas para a identificagdo e caracterizagdo de variedades. Existem varios trabalhos na
literatura objetivando a caracterizagdo e identificagdo varietal de genotipos utilizando essas
técnicas em bananeira (Creste et al., 2001; Creste et al., 2003; Paz, 2000; Pillay et al; 2000;
Crouch et al., 1998). Assim, o uso de marcadores baseados em DNA pode ser empregada para
comprovar a identidade de uma cultivar que tenha sido registrada com base apenas em
descritores morfologicos (Nielsen & Lovell, 2000).

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar molecularmente genotipos elites e

recomendados de bananeira por meio de marcadores RAPD e microssatélites.

MATERIAL E METODOS

Foram caracterizadas molecularmente, 14 variedades de bananeira adaptadas,
desenvolvidas e recomendadas pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, que
pertencem a diferentes grupos gendmicos, bem como possuem resisténcia variada a diferentes
pragas e doengas (Tabela 1).

A extracdo de DNA foliar foi realizada no Laboratorio de Virologia e Biologia

Molecular da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. O DNA foi extraido de folhas
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jovens seguindo a metodologia descrita por Doyle e Doyle (1990). A avaliagdo da quantidade
e qualidade do DNA foi efetuada mediante analise comparativa das amostras em gel de
agarose 0,8%, corado com brometo de etidio (0,5 pgmL™). As amostras foram diluidas em
agua ultrapura e foram padronizadas em 10 ng uL™ para serem utilizadas nas analises de
microssatélites ¢ RAPD. As reagdes de amplificagdo via RAPD foram conduzidas de acordo
com os procedimentos descritos por Williams et al. (1990). As bandas de DNA foram
visualizadas sob luz ultravioleta ¢ as imagens captadas pelo sistema Kodak Digital de
fotodocumentagao e as fotos armazenadas em computador.

As reacdes de amplificacdo via SSR’s foram completadas para o volume final de 25
uL, contendo: KC1 50 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), MgCl, 2,4 mM, 100 mM de cada um
dos ANTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,2 mM de primer, 50 ng de DNA e uma unidade de
Taq polimerase (Pharmacia Biotech, EUA). Os primers foram cedidos pelo Laboratério de
Biologia Molecular do CENA-USP, em Piracicaba —SP e pela Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, em Brasilia-DF. As amplificagdes foram realizadas em termociclador BioRAD
My-Cycler Thermo Cycler e cada primer foi testado conforme a temperatura de anelamento
sugerida pelo fabricante, seguido de um programa de touchdown com os seguintes ciclos: um
ciclo a 94° C por 3 minutos, 10 ciclos a 94°C por 40 segundos, 40 segundos em touchdown de
65°C com diminui¢do de 1°C a cada ciclo, 72°C por um minuto, 24 ciclos a 94°C por 40
segundos, 55°C por 40 segundos, um ciclo de 72°C por 4 minutos e um ciclo a 4°C até a
retirada do termociclador.

Apds a montagem das placas o gel poliacrilamida (5%) foi aquecido por 45 min.a 45
W até a temperatura de 45°C. Os DNAs amplificados foram desnaturados por 5 min. a 95°C
em 5 puL de tampao desnaturaste e colocadas imediatamente em gelo. Em seguida foi aplicado
8 uL de cada amostra no gel e feito uma corrida a 80 W durante 90min. Posteriormente foi

conduzida a coloragdo com prata e apds a revelagdo, os géis foram colocados para secar
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durante 24 h e posteriormente foram escaneados ¢ as imagens captadas e armazenadas em
computador. O preparo gel de poliacrilamida (5%), montagem das placas e revelagdo com
prata encontam-se em Creste, (2002).

Os produtos das amplificagdes foram computados como auséncia (0) e presenga de
bandas (1) para as 14 variedades elites avaliadas. A dissimilaridade entre os gendtipos foi
calculadas pelo coeficiente de dissimilaridade de Jaccard. O calculo da dissimilaridade foi
feita utilizando o programa GENES (Cruz, 2001), que gerou as matrizes de distancia genética
entre todas as variedades. A partir da matrizes e com o auxilio do programa STATISTICA
(Statistica, 2002) foram gerados agrupamentos pelo método da média aritmética ndo
ponderada (UPGMA), com 1000 simulagdes expressos na forma de dendrogramas.
Capacidade dos microssatélites na detec¢iao da pureza varietal

Com o intuito de demonstrar a eficiéncia dos marcadores microssatélites na deteccao
de DNA estranho (contaminantes) em lotes de mudas de bananeira, foi efetuado uma
simulagdo misturando-se diferentes concentragdes de DNA exogeno seguindo as quantidades
mostrada na Tabela 6. Nesta simulagdo a amostra 1(‘Tropical’) cujo padrdo de banda ja ¢
conhecido, foi submetida a duas condi¢des de amplificacdo utilizando o primer AGMI 24-25.
Em ambas as condicdes, a cultivar Tropical foi mantida como genotipo predominante no lote.
No primeiro tratamento (T;), a variedade Tropical foi misturada com diferentes quantidades
de DNA da amostra 8 (‘Prata Gratda’) e no segundo tratamento (T,) a variedade Tropical foi
misturada com quantidades de DNA das amostras 6 (‘Caipira’) e a amostra 8 ( ‘Prata
Grauda’) como duas fontes de contaminagdo. Nesta situagdo, volumes iguais das duas

amostras foram misturados e retiradas aliquotas conforme a Tabela 5.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados 47 primers de RAPD que produziram um total de 328 bandas
evidentes. Dessas, 328 bandas, 82 monomorficas e 246 polimorficas foram utilizadas para as
analises. A média de bandas polimorficas por primer foi de 5,35. Os primers OPA-05 e
OPAA-12 geraram o maior nimero de bandas polimorficas, 14 e 16, respectivamente. O
menor numero de bandas polimoérficas oscilou entre um para os primers OPE-10, OPF-G-17 e
OPE-08 e dois, para os primers OPB-06, OPI-03, OPH-14 ¢ OPH-16.

Para as analises com microssatélites testou-se 34 primers. Destes, 20 produziram
bandas evidentes e foram utilizadas nas analises. Sete primers apresentaram bandas ndo
evidentes, trés apresentaram falha na amplificagdo na maioria dos genoétipos, trés primers nao
geraram produtos de amplificacdo e apenas um primer apresentou bandas monomorficas.

A andlise de agrupamento para ambas as técnicas estd ilustrada na Figura 1. Pode-se
observar que de forma geral, ndo houve muitas diferencas nos agrupamentos gerados pelos
marcadores RAPD e os de SSR’s, quando analisados os dados separadamente, o que ja era
esperado, por ambos mostrarem a variabilidade a nivel de DNA. Os dendrogramas mostraram
claramente a separagdo dos grupos (tripldides e tetraploides), e a confiabilidade dos dados e
consisténcia das bifurcagdes (bootstrapping), foram constatados pelos altos valores do
bootstrap (Tabela 3). Ambas as técnicas apresentaram valores alto de bootstrap (acima de
50%) para a maioria dos grupos formados. De maneira geral, houve uma maior consisténcia
das bifurcagdes quando as cultivares foram analisados com microssatélites.

Os valores altos de bootstrap demonstram que os marcadores RAPD foram capazes de
separar nitidamente as variedades segundo o grau de ploidia e os grupos genomicos. No
primeiro grupo, compreendendo todos os gendtipos portadores do genoma A, ¢ no segundo
grupo, os gendtipos portadores do genoma AB, incluindo nesse ultimo, todos os hibridos

tetraploides avaliados. O primeiro grupo incluiu as variedades Nam (AAA), Caipira (AAA) e
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Bucaneiro (AAAA). O segundo grupo incluiu as variedades Thap Maeo (AAB) e os hibridos
tetrapldides AAAB, representados pelos cultivares FHIA-01, FHIA-02, FHIA-18, FHIA-21,
Garantida, Preciosa, Pacovan Ken, Prata Grauda, Tropical e o hibrido PA42-44.

Os marcadores microssatélites revelaram comportamento semelhante aos apresentados
pelos marcadores RAPD em relagdo a separagdao de acordo com o grupo genomico, nivel de
ploidia e origem dos hibridos, porém, FHIA-21, ficou separado dos demais gen6tipos AAAB.
Resultado semelhante foi obtido por Bhat et al., (1995) trabalhando com marcadores RFLP e
RAPD e Howell et al., (1994) trabalhando com nove primers RAPD.e por Creste, (2002), que
avaliou cultivares e hibridos de bananeira por meio de marcadores microssatélites
conseguindo separar os gendtipos segundo o nivel de ploidia, grupo genémico e subgrupos.

Esta classificacdo, assim obtida, se assemelha a caracterizagdo morfologica, que separa
a FHIA 21 dos demais gendtipos por ser do subgrupo Terra (Platano). Cultivares deste
subgrupo, apresentam frutos compridos com quinas evidentes, polpas rosadas e consistentes,
ideais para o consumo cozido ou frito (Moreira, 1999). Os demais genotipos AAAB sdo tipo
Prata ou Maga e mais adequados para consumo in natura.

Como era de se esperar, os hibridos tetraploides Garantida, Preciosa e Pacovan Ken
respectivamente, resultantes dos cruzamentos dos cultivares (AAB) Prata Sao Tomé e
Pacovan e com o genitor masculino dipldide (AA) M53, ficaram agrupados. Vale ressaltar
que os cultivares Preciosa e Pacovan Ken sdo irmaos completos e que a ‘Pacovan’ ¢ uma
mutagdo da ‘Prata’ intensificando assim o grau de parentesco entre 0s genotipos.
Morfologicamente existem poucas diferencas entre essas trés variedades.

O resultado da amplificagdo com 22 primers via RAPD, refor¢ca ainda mais a alta
similaridade genética desses cultivares (Figura 2) . Foi possivel verificar que apenas o cultivar
Preciosa apresentou bandas caracteristicas, enquanto a Garantida e a Pacovan Ken nao

diferiram para alguns primers avaliados. Creste et al., (2003), trabalhando com marcadores
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SSR’s e como no presente estudo, também encontrou dificuldade em discriminar tais
genotipos. O arranjo dos dendrogramas alocando variedades com origem comum, como os do
mesmos subgrupos, ¢ perfeitamente justificado pelos altos niveis de similaridade genética
observados (Creste et al., 2003).

A identificagdo de cultivares utilizando marcadores do tipo RAPD ¢ bastante
divulgada em trabalhos de caracterizagdo molecular (Sawazaki, et al., 2002; Bianchi et al.,
2003; This et al., 1997; Crochemore et al., 2004). Em alguns casos ela ¢ baseada na sele¢do de
bandas e primers (Binneck et al., 2002). Neste trabalho os cultivares FHIA-18, Caipira,
FHIA-21 foram identificados com o primer OPH-04. A Caipira foi também identificada com
OPC-08, enquanto os genotipos Caipira, FHIA-02, FHIA-21 e Nam tiveram sua identificacao
com o primer OPO-02 (Figura 3).

Os primers de microssatélites, AGMI 24-25; Ma 3/103; STMS 1FP-1RP ¢ Ma 1/24
permitiram a identificacdo dos cultivares Bucaneiro, Caipira, FHIA-0, FHIA-18, FHIA-21,
Tropical, PA42-44 e Nam (Figuras 4). O primer AGMI 24-25 ¢ também mencionado por
Kaemmer et al., (1997) na identificagdo gendtipos com o genoma B. Tal fato, foi confirmado
nos trabalhos de Creste et al., (2003) e no presente trabalho. No entanto, os cultivares Terra
(AAB) Creste et al., (2003) e FHIA 21 (AAAB) no presente trabalho, que s3o platanos, nao
apresentaram o alelo de identifica¢do produzido pelo primer AGMI 24-25. De forma similar,
o primer Ma 1/103 também identificou alelos caracteristicos do genoma B, ndo demostrando
a presenga desses alelos no platano Terra (Creste et al, 2003) e platano FHIA-21 no presente
estudo.

O tamanho dos alelos observados variou de 100 a 500 pb e o numero de alelos variou
entre 4 e 10. De maneira geral, as variacdes no tamanho (pb) dos alelos foram diferentes do
observado por Creste et al., (2003), que por sua vez, diferiram dos resultados de Kaemmer et

al., (1997) embora tenham utilizado os mesmos marcadores. Esta discrepancia pode ser
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devida as condigdes de desnaturacdo durante a eletroforese, as diferengas na composi¢cdo de
bases e ao tipo de marcador de peso molecular (ladder) Testolin et al. (2000) .

Com os primers AGMI 24-25 ¢ STMS 1FP-1RP, nove gendtipos foram discriminados.
Desses, sete o foram pelas diferentes bandas de alelos produzidas pelo primer AGMI 24-25,
isso indica sua alta capacidade discriminatoria e também reforca a sua caracteristica
multialélica (Figura 4).

A superioridade dos SSR’s em relagdo ao RAPD pode ser demonstrada, pela sua
capacidade de identificar sete dos quatorze gendtipos avaliados com o padrio de bandas
gerado por um unico primer, o AGMI 24-25. Creste, (2002), trabalhando com os mesmos
primers, conseguiu uma discriminacdo de 83% dos gendtipos avaliados. Nado foram
produzidas bandas caracteristicas para os genotipos Preciosa, Garantida, FHIA-02. Todavia, a
caracterizagdo destas variedades pode ser complementada com as informagdes dos primers de
RAPD. Os primes de RAPD e SSR’s foram capazes de formarem um fingerprinting para as
demais variedades elites de bananeira estudadas (Tabela 4).

A simulagdo de contaminacdo em lotes de muda de bananeira ¢ mostrado na Figura 5.
Observa-se que o emprego do primer AGMI24-25 como marcador, permitiu observar
variagdes minimas presentes no DNA. Tanto no tratamento T, como no T, este primer foi
capaz de identificar todos os alelos das amostras utilizadas como contaminantes. No entanto,
quando se analisa a intensidade das bandas, nota-se que a visualizagdo melhor ocorre quando
temos um volume de 1,5 pL (30%) do DNA contaminante ou da amostra padrdo (amostra 1).

Como pode ser observado, embora com baixa visibilidade, foi possivel detectar o
DNA da ‘Tropical’ em um volume de 0,5 uL (10%). Assim sendo, com uma reagdo de 25 uLL
contendo uma massa final de 50 ng de DNA, o primer ¢ capaz de amplificar um DNA
especifico que esteja presente em uma quantidade de 5 ng. Esse resultado indica a alta

especificidade da técnica de SSR na detec¢do de qualquer vestigio minimo de DNA exdgeno
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ou contaminante. Tal fato estd relacionado a especificidade dos iniciadores que sao
construidos para uma regido especifica do genoma, amplificando mesma em quantidades
minimas de DNA (Ramos, 2004).

De posse desse resultado, verifica-se que a técnica ¢ confidvel quando se busca
identificar a pureza varietal nas amostras analisadas. Varios trabalhos reportam a utilizagao
dos marcadores moleculares para identificacdo de pureza genética (Ramos, 2004; Padilha et

al., 2003; Priolli et al., 2002).

CONCLUSOES

As analises de RAPD e SSR conseguiram separar 14 variedades segundo os grupos
gendmicos e o nivel de ploidia para a maioria dos genotipos avaliados.

As cultivares Garantida, Preciosa e Pacovan Ken, apresentaram uma alta similaridade
genética para ambos marcadores.

Os primers AGMI24-25 e STMS 1FP-1RP apresentaram a maior capacidade de discriminar a
maioria dos gendtipos avaliados.

Mediante ao uso de marcadores de DNA ¢ possivel obter um fingerprinting de variedades de
banana.

O primer AGMI 24-25 mostrou-se eficiente em discriminar todos os alelos de cada genotipos
quando misturados, indicando ser uma ferramenta importante em detectar a pureza varietal de
cultivares de bananeira.
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Tabela 1. Genotipos de bananeira desenvolvidos e recomendados pela Embrapa
Mandioca e Fruticultura Tropical. Cruz das Almas, BA, 2006.

Reacio as doencas

Genétipos Grupo Subgrupo Genealogia
Genodmico (Origem)
Tropical AAAB Maga Yangambi n®2 x M53 Resistente a  Sigatoka
(Embrapa) amarela e tolerante ao mal-
do-Panama
'FHIA-18 AAAB Prata ‘Prata And’ x 2n Moderadamente resistente
(FHIA)® a Sigatoka amarela e
resistente a Sigatoka negra
Preciosa AAAB Prata ‘Pacovan’ x M53 Resistente as Sigatokas
(Embrapa) amarela e negra e mal-do-
Panama
Thap Maeco AAB Mysore Cultivar tipo Mysore  Resistente as  Sigatokas
(Tailandia) amarela e negra e mal-do-
Panama
Garantida AAAB Prata ‘Prata Sdo Tomé’ x  Resistente as Sigatokas
MS53 (Embrapa) amarela e negra e mal-do-
Panama
Caipira AAA - Cultivar (Africa Resistente as Sigatokas
Ocidental) amarela e negra e mal-do-
Panama
Bucaneiro AAAA Gros Hibrido High Gate Resistente a Sigatoka
Michel (Jamaica) amarela e mal-do-Panama
Prata AAAB Prata Prata Ana x SH 3393  Suscetivel as Sigatokas
Grauda amarela e negras e
resistente ao Mal- do-
Panama e
Pacovan AAAB Prata ‘Pacovan’ x M53 Resistente as sigatokas
Ken (Embrapa) amarela e negra e mal-do-
Panama
FHIA-01 AAAB Prata ‘Prata And’ x SH 3142 Resistente a Sigatoka
negra ¢ mal-do-Panama
FHIA-21 AAAB Terra Honduras Resistente as Sigatokas
amarela e negra e mal-do-
Panama
FHIA-02 AAAB Williams x SH 3393  Moderadamente resistente
a Sigatoka amarela e ao
mal-do-Panama
PA42-44 AAAB Prata ‘Prata Ana’ x M53 Resistente a Sigatoka
(Embrapa) amarela e mal-do-Panama
Nam AAA - Tailandia Resistente a Sigatoka

amarela e mal-do-Panama

'FHIA: Federacion Hondureiia de Investigacion Agricola
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Tabela 2. Primers de microssatélites testados na caracterizacao del4 amostras de DNA de
bananeira (Musa spp.). Cruz das Almas, BA, 2006.

Primers Seqiiéncia de Resultado
bases (5’-3°)

Ma 3/90 F: GCACGAAGAGGCATCAC Bandas evidentes
R: GGCCAAATTTGATGGACT

MaO -1G10 F: TCTCAGGAAGGGCAACAATC Bandas evidentes
R: GGACCAAAGGGAAAGAAACC

MaO-1HO06 F: GGAGGAAATGGAGGTCAACA Bandas evidentes
R: TTCGGGATAGGAGGAGGAG

MaO -2 C07 F: ACCTGTGGCTTCGTTCTG Falha na amplificacao
R: TTGTCCTTTTTCGTTATTTCCT

MaO -2 Cl11 F: GGAAGAAAGAAGTGGAGAATGAA Bandas evidentes
R: TGAAATGGATAAGGCAGAAGAA

MaO -2 D09 F: GCAAGAAAGAACGAGAAGGAAA Bandas evidentes
R: GTGGGGAGGGAGGCATAG

MaO -2D10 F: GCTGCTATTTTGTCCTTGGTG Bandas com arraste
R: CTTGATGCTGGGATTCTGG

STMS 1FP-1RP F: TGAGGCGGGGAATCGGTA Bandas evidentes

STMS 7FP-7RP

Ma 3/60

Ma 3/48

Ma 3/81

Ma 3/46

Ma 2/7

Ma 3/41

Ma 3/50

Ma 2/4

AGMI 103-103

AGMI 105-105

AGMI 125-125

AGMI 127-127

AGMI 24-25

AGMI 33-33

R: GGCGGGAGACAGATGGAGTT
F: AAGAAGGCACGAGGGTAG

R: CGAACCAAGTGAAATAGCG
F: TGGCTGACAATTACATGACA
R:GCGCACTGTGGTGTGT

: CCCGTCCCATTTTCTCA

: TTCGTTGTTCATGGAATCA

: CTAGGTCTTCCTGCTGCTC

: TGAGCGAATTTGATCAGAAC

: CTTTGGAAGGTGGTTCTCA

: ACGACTGAGACCGATTGAG

: TGAATCCCAAGTTTGGTCAAGA

: CAACTCTTGTCCCTCACTTCA
GAAGCATCCAATGGACCTA

: GCGAACTCACAATAGCGA

: GGTGGATGGCTGGGTA

: GGATCCAAGCTTATCGAGTT

: CTCCTTTGTGAGCTCGGCATAT

: AGGGTCCAAGAAACTCCTCCAA
CAGAATCGCTAACCCTAATCCTCA

: CCCTTTGCGTGCCCCTAA
TCCCAACCCCTGCAACCACT

: ATGACCTGTCGAACATCCTTT
TCCCATAAGTGTAATCCTCAGTT

: CTCCATCCCCCAAGTCATAAAG
AAGTTAGGTCAAGATAGTGGGATTT

: CTTTTGCACCAGTTGTTAGGG

: TTTGATGTCACAATGGTGTTCC

: TTAAAGGTGGGTTAGCATTAGG

: AGTTTCACCGATTGGTTCAT

: TAACAAGGACTAATCATGGGT

o]

ST TATATATATSTA TR TR T AT B TR

Bandas com arraste
Bandas evidentes
Bandas evidentes

Falha na amplificacao

Bandas evidentes
Bandas evidentes
Falha na amplificacao
Nao amplificou
Bandas nao evidentes
Bandas evidentes
Bandas evidentes
Banda com arraste
Bandas evidentes
Bandas evidentes

Bandas evidentes
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Monomorfica

Nao amplificou
Bandas com arraste
Banda com arraste

Bandas com arraste

Bandas evidentes
Nao amplificou

Bandas evidentes
Bandas evidentes

Bandas evidentes

AGMI 35-35 F: TGACCCACGAGAAAAGAAGC
R: CTCCTCCATAGCCTGACTGC
AGMI 59-59 F:AATCGAAATCGAGTCAACAAGG
R:TTTTGTGGATGGTTGGTTCC
AGMI 93-93 F: ACAACTAGGATGGTAATGTGTGGAA
R: GATCTGAGGATGGTTCTGTTGGAGTG
AGMI 95-95 F: ACTTATTCCCCCGCACTCAA
R: ACTCTCGCCCATCTTCATCC
Ma 1/16 F: TTTGCCTGGTTGGGCTGA
R: CCCCCCTTTCCTCTTTTGC
Ma 1/17 F: AGGCGGGGAATCGGTAGA
R: GGCGGGAGACAGATGGAGT
Ma 1/2 F: GATGATGGTGAGAGGCTGATGA
R: GGTCGGTATGGGAAGCACC
Ma 1/24 F: GAGCCCATTAAGCTGAACA
R: CCGACAGTCAACATACAATACA
Ma 1/27 F: TGAATCCCAAGTTTGGTCAAG
R: CAAAACACTGTCCCCATCTC
Ma 1/139 F: ACTGCTCTCCACCTCAAC
R: GTCCCCCAAGAACCATATGATT
Ma 3/103 F: TCGCCTCTCTTTAGCTCTG

Bandas evidentes

R: TGTTGGAGGATCTGAGATTG

Tabela 3. Analise de Bootstrap com os dados de RAPD e Microssatélites em cultivares e
hibridos de bananeira. Cruz das Almas, BA, 2006.

RAPD Microssatélites
Consisténcia das Repetibilidade Consisténcia das Repetibilidade

bifurcagoes (%) bifurcac¢oes (%)
Prata Grauda FHIA-01 86,5 Preciosa Garantida 100
Pacovan Ken PA42-44 473 Preciosa Pacovan Ken 99,2
Preciosa Garantida 68,2 Thap Maeo  Prata Grauda 96,8
Prata Gratida Pacovan Ken 44,9 Thap Maeo FHIA-02 60,5
Preciosa Thap Maeo 73,8 FHIA-01 PA42-44 30,4
Preciosa Prata Grauda 62,5 Thap Maeo FHIA-01 67,4
Tropical FHIA-18 100 Preciosa Thap Maeo 85,7
Tropical Preciosa 97,6 Tropical FHIA-18 100
Bucaneiro Nam 43,8 Preciosa Bucaneiro 60,2
Tropical FHIA-02 63,1 Tropical Preciosa 90,4
Caipira Bucaneiro 58,7 Caipira Nam 71,9
Tropical FHIA-21 87,5 Tropical Caipira 94,8
Tropical Caipira 98,3 Tropical FHIA-21 91,4

'Boostrap realizado com 1000 simulagdes.
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Tabela 4. Marcadores RAPD e Microssatélites que geram um perfil caracteristico para os
cultivares de bananeira avaliados. Cruz das Almas, BA, 2006.

Primers identificados na caracterizagao

Genotipos RAPD'’s SSR’s
Tropical OPH-04; OPA-05; OPF-07 AGMI 24-25
FHIA-18 OPH-04; OPA-05 AGMI 24-25; STMS 1FP-1RP
Preciosa OPA-05; OPF-15; OPH-09; OPAA-19; *
OPG-17
Thap Maeo OPF-05 MaO-2Cl11
Garantida' OPA-13; OPA-18 *
Caipira OPH-04; OPC-08; OPO-02; OPI-09; AGMI 24-25; Ma 2-7FR; STMS
1FP-1RP; Ma 3-90; Ma 1-27
Bucaneiro OPF-12; OPH-09; OPI-06; OPH-14 AGMI 24-25
Prata Gratda * MaO-2Cl11
Pacovan Ken OPA-04 STMS1FP-1RP

FHIA-01
FHIA-21

FHIA-02
PA42-44
Nam

%k

OPH-04; OPO-02;0PF-12; OPH-11

OPO-02; OPAA-12

%

OPO-02; OPH-07

Ma 3-90; STS 1FP-1RP
AGMI 24-25; Ma 1-27; MaO-
2C11, STMS 1FP-1RP

%

AGMI24-25; STMS 1FP-1RP
AGMI 24-25; MaO-2D09; STMS
1FP-1RP, Ma 3-103

"' A ‘Garantida’ ndo apresentou banda particular apenas auséncia quando comparado a Preciosa e Pacovan Ken com os
primers RAPD citado. * Nao foram encontradas marcas especificas para essas cultivares.

Tabela 5. Teste de sensibilidade do marcador microssatélites utilizando o primer AGMI 24-
25 na identificacdo de DNA contaminante.Cruz das Almas, BA, 2006.

. ~ . ~ 1
Simulacao da contaminacao

Com um contaminante no lote (T)) Com dois contaminantes no lote(T,)
DNA Tropical (uL) | DNA Prata Grauda | DNA Tropical Prata Grauda + Caipira
(uL) (uL) (uL)
4,5 0,5 4,5 0,5
3,5 1,5 3,5 1,5
2,5 2,5 2,5 2,5
1,5 3,5 1,5 3,5
0,5 4,5 0,5 4,5

' Quantidade total de DNA em cada pogo foi de SuL
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Figura 1. Dendrograma das relagdes genéticas entre cultivares e hibridos de bananeira obtido
por RAPD (A) e Microssatélites (B), gerado pelo coeficiente de dissimilaridade de Jaccard.
Cruz das Almas, BA, 2006.

OPB-10 OPF-07 OPF-14 OPH-18 OPA-04 OPA-05 OPAA-12 OPF-15 OPH-09 OPO-04 OPH-19

2 R T e e e a2 s 2 3,1 23123

Figura 2. Amplificacdo com 22 primers RAPD para as cultivares de bananeira Preciosa (1),
Garantida (2) e Pacovan Ken (3). M = Marcador de 1kb. OPN-20; OPC-04 nao amplificou.
As setas indicam a presenga ou auséncia de bandas em um genoétipo particular.
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Figura 3. Resultado da amplificacdo com os primers OPH-04 (A), OPC-08 (B) e OPO-02 (C)
em cultivares e hibridos de bananeira. 1. Tropical; 2.FHIA-18; 3. Preciosa; 4. Thap Maeo; 5.
Garantida; 6. Caipira; 7. Bucaneiro; 8. Prata Grauda; 9. Pacovan Ken; 10. FHIA-01; 11.
FHIA-21; 12. FHIA-02; 13. PA42-44 ¢ 14. Nam. M: marcador 1kb. As setas indicam a
presenca de bandas particulares de cada genotipo.

M
2t 37 das STE6 O 7ENSS 9 10 41 12 fSed

1.2 3. 4L 5 565592 8 2 05810 SISl S|

e 2 A A a4 A

(B)

Figura 4. Resultado da amplificagdo com os primers AGMI 24-
25 (A) E STMS 1FP-1RP (B) de microssatélites em cultivares e
hibridos de bananeira. 1. Tropical; 2. FHIA-18; 3. Preciosa; 4.
Thap Maeo; 5. Garantida; 6. Caipira; 7. Bucaneiro; 8. Prata
Grauda; 9. Pacovan Ken; 10. FHIA-01; 11. FHIA-Z1; 12. FHIA-
02; 13. PA42-44 ¢ 14. Nam. M: marcador 123pb. Seta na
horizontal mostra alelos presentes no genoma B; seta na vertical
indica os padrdes dos gendtipos identificados.
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Contaminante (8)
- TR
Lioae 8L 3 SE. Sil

Contaminantes (6 € 8)
- F
Zeol 235 1 4.5

-

Figura 5. Simulagdo da sensibilidade do marcador AGMI124-25 em detectar DNA estranho
em lotes de muda de bananeira. Tratamento T; com apenas um contaminante (8) e tratamento
T, com dois contaminantes (6 e 8). 1: Tropical; 6: Caipira e 8. Prata Gratda. 0,5; 1,5; 2,5; 3,5;
4,5uL sdo os volumes adicionados de DNA estranho (6 e 8) na placa, essa com DNA da
amostra 1 nos volumes de 4,5; 3.5; 2,5; 1,5 ¢ 0,5uL e M: marcador molecular de 123pb. Setas
indicam os alelos identificados.
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CONCLUSOES GERAIS

Os descritores qualitativos e quantitativos mostraram uma ampla variabilidade genética entre
os gendtipos estudados permitindo sua perfeita caracterizagdo. No entanto, considerando a
natureza dos descritores morfologicos um estudo em novos ambientes podera validar melhor

sua utilizacao.

Os descritores morfologicos juntamente com os de DNA apresentaram uma baixa
discriminagdo para os genotipos Preciosa, Garantida e Pacovan Ken, indicando a necessidade

de utilizacdo de novos primers para uma melhor caracteriza¢do desses genotipos.

Os descritores morfologicos e moleculares agruparam as variedades em fungao da ploidia e do

grupo gendmico da bananeira.

Os descritores baseados em microssatélites foram superiores aos demais pela repetibilidade e
alta capacidade discriminatoria detectada, permitindo definir padrdes moleculares para

algumas cultivares avaliadas.

Com os primers selecionados, somados aos ja indicados, tem-se o inicio da criagdo de um

banco de dados moleculares para a identificacao varietal de bananeiras recomendas pela

Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.
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ANEXOS
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Primers RAPD utilizados para amplificagdo de 14 amostras de DNA de
bananeira. Cruz das Almas, BA, 2006.

Primers Sequéncia 5’-3' Primers Sequéncia 5’-3’

OPA-03 AGTCAGCCAC OPF-12 ACGGTACCAG
OPA-04 AATCGGGCTG OPF-14 TGCTGCAGGT
OPA-05 AGGGGTCTTG OPF-15 CCAGTACTCC

OPA-13 CAGCACCCAC OPF-20 GGTCTAGAGG
OPA-15 TTCCGAACCC OPG-12 CAGCTCACGA
OPA-18 AGGTGACCGT OPG-13 CTCTCCGCCA

OPAA-12 GGACCTCTTG OPG-17 ACGACCGACA
OPAA-19 TGAGGCGTGT OPG-19 GTCAGGGCAA
OPB-06 TGCTCTGCCC OPH-09 TGTAGCTGGG
OPB-07 GGTGACGCAG OPH-02 TCGGACGTGA
OPB-10 CTGCTGGGAC OPH-03 AGACGTCCAC

OPB-14 TCCGCTCTGG OPH-04 GGAAGTCGCC
OPB-19 ACCCCCGAAG OPH-14 ACCAGGTTGG
OPC-04 CCGCATCTAC OPH-15 AATGGCGCAG
OPC-08 TGGACCGGTG OPH-16 TCTCAGCTGG

OPD-03 GTCGCCGTCA OPH-18 GAATCGGCCA
OPD-04 TCTGGTGAGG OPH-19 CTGACCAGCC
OPD-05 TGAGCGGACA OFPI-03 CAGAAGCCCA
OPE-08 TCACCACGGT OPI-06 AAGGCGGCAG
OPE-10 CACCAGGTGA OPI-09 TGGAGAGCAG
OPE-16 GGTGACTGTG OPI-10 ACAACGCGAG
OPE-18 GGACTGCAGA OPM-01 GTTGGTGGCT

OPF-07 CCGATATCCC OPN-20 GGTGCTCCGT

OPO-04 AAGTCCGCTC - -




JESUS, O.N. Caracterizagdo morfoldgica e molecular de cultivares de bananeira

Antera

Ovario

Detalhamento da flor masculina da cultivar Thap Maeo. Conjuntos de flores maculinas

(A), flor individualizada (B) e detalhamento da flor (C).

~ Manchas ‘ Manchas Manchas

na pretas circulares irregulares
e arandes

Detalhnamento da planta de  bananeira.

Inflorescéncia (A), Roseta (B), Cacho (C),

manchas do peseudocaule (D)
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Forma da faixa colorida do peciolo: Em forma de fita visivel (A) e (B), Faixa

confunde com a cor do peciolo (C); Ausente (D).

000

Bucaneiro FHIA-21 Thap Maeo Tropical FHIA-18

Cor da casca, polpa e a presencga de quinas nas cultivares de bananeira avaliadas.

Cruz das Almas-BA, 2006.
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