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RESUMO

A salinidade é um fator comum de estresse abidtico que afeta a
producdo agricola mundial. Atualmente, cerca de 800 milhdes de hectares no
mundo sdo afetados pela salinidade. Uma das estratégias para promover a
reincorporardo de areas salinizadas e o aumento da produtividade consiste no
desenvolvimento e na selecdo de genotipos tolerantes, o que permitird a
identificacdo de parentais a serem utilizados em cruzamentos. Os dipldides
(AA) de bananeiras do Banco Ativo de Germoplasma do Centro Nacional de
Pesquisa de Mandioca e Fruticultura — CNPMF/Embrapa, que séo fontes de
genes de interesse para o0s programas de melhoramento, ndo estédo
caracterizados, ainda, quanto a sua tolerancia a salinidade. Esta pesquisa teve
como objetivo identificar dentre nove gendtipos diploides de bananeiras,
agueles tolerantes a salinidade e caracteriza-los geneticamente, através de
marcadores ISSR e RAPD, visando a obtencéo de cultivares adaptados a solos
salinos da regido nordeste brasileira. Na avaliacao fisiologica, as variaveis de
crescimento analisadas foram area foliar, altura da planta, diametro do
pseudocaule, numero de folhas, peso da matéria fresca e o peso da matéria
seca. Na avaliacdo molecular foram testados 20 primers RAPD e 20 primers
ISSR. O dendograma consenso das andlises de similaridades genéticas
obtidas a partir dos marcadores ISSR e RAPD agruparam em mesmo
subgrupos os gendtipos Monyet e Borneo, Buitenzorg e Tjau Lagada e também
0323-03 e 0116-01, os quais se repetiram nos dendogramas de ISSR e RAPD.
O gendétipo 0116-01 apresentou maior tolerancia a salinidade e podera ser
utilizado em futuros programas de melhoramento. Considerando o conjunto das

variaveis analisadas, o genotipo 0116-01 foi considerado o mais tolerantes dos

Xii



nove gendtipos dipléides AA avaliados no primeiro trabalho. No segundo
trabalho, o gendtipo 0337-02 por apresentar menor reducdo nas variaveis area
foliar, niumero de folhas e fitomassa fresca e seca do limbo, foi considerado
tolerante ao estresse salino, enquanto o genétipo Borneo foi 0 mais sensivel na

presenca do sal.

Palavras-chave: Salinidade, banana, melhoramento genético, parametros de

crescimento, marcadores moleculares.
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ABSTRACT

The salinity is a common factor of abiotic stress that seriously affects the
agricultural production. Currently, over 800 million hectares worldwide are
affected by salinity. One of the strategies to promote reincorporation of salinity
areas and the productivity increase consists in development and selection of
tolerant genotypes, which allows parental identification for crossings. The
diploid (AA) of bananas Germplasm Bank's Active of the National Center for
Research of Cassava and Fruticulture (CNPMF/Embrapa), sources of interest
genes to improvement programmes, still are not characterized for their salinity
tolerance. This research aimed to identify the salinity tolerance among nine
banana diploid genotypes and characterize them genetically through ISSR and
RAPD markers, to obtain cultivars adapted to saline soils. In physiological
assessing, the growth variables analyzed were leaf area, plant height, diameter
of pseudostem, leaves number, weight of fresh and dry matter. Twenty RAPD
primers and twenty ISSR primers were used in molecular evaluation. The
consensus dendrogram of similarity genetic analyses grouped the genotypes
Monyet with Borneo, Buitenzorg with Tjau Lagada and 0323-03 with 0116-01, in
ISSR and RAPD dendrogramas. The 0116-01 genotype showed greater salinity
tolerance and could be used in future improvement programs. The 0337-02
genotype, presenting minor reduction in leaf area, number of leaves and
fresh/dry biomass of limbo variables, was considered the most tolerant to
salinity stress, while the Borneo genotype was the most sensitive on salt

presence.

Keywords : Salinity, banana, genetic improvement, growth parameters,

molecular markers.
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A bananeira é uma planta herbacea perene, possuindo rizoma - tronco curto e
subterraneo, no qual se insere as raizes, pseudocaule - unido das bainhas foliares,
terminando numa copa de folhas longas, largas e com nervura central desenvolvida.
A inflorescéncia é do tipo espiga simples, terminal, protegida por uma bractea com
coloracdo roxo-avermelhada, em cujas axilas nascem as flores femininas e
masculinas, que reunidas formam uma penca, com um numero variado de frutos
(DANTAS et al., 1999). E propagada vegetativamente por meio de mudas ou brotos,
embora as espécies selvagens sejam propagadas por sementes (SIMMONDS, 1973;
SILVA, 2000).

De acordo com Simmonds e Shepherd (1955), a evolugdo da maioria das
cultivares de banana ocorreu no Continente Asiatico, a partir da hibridag&o intra ou
interespecifica de duas espécies selvagens dipléides (Musa acuminata e Musa
balbisiana).

A cultura da bananeira é explorada na grande maioria dos paises tropicais,
sendo a banana uma das frutas mais consumidas no mundo. A nivel mundial ocupa
0 quarto lugar em termos de importancia alimentar, ap0s o arroz, trigo e leite
(CROUCH et al., 1999). A banana é rica em carboidratos (24%), fibras (6-7%), como
também em elementos minerais, como potassio, magnésio, célcio, fésforo, sodio,
ferro e vitaminas A, B e C (SHARROCK e LUSTY, 2001).

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de banana, com producao
estimada na ordem de 6,5 milhdes de toneladas de frutas e area colhida de 485 mil
ha (FAO, 2008). A bananicultura é praticada em todas as regides fisiograficas do
pais e possui elevada importancia social e econémica. Na regido Nordeste do Brasil
€ uma das principais espécies de exploracdes agricolas entre as fruteiras,
assumindo importancia fundamental por seu valor na alimentacédo, na fixacdo de
mao-de-obra no meio rural e por gerar divisas para o pais. No entanto, grande parte
dos solos desta regido, mais precisamente nas areas irrigadas das zonas semi-
aridas, encontram-se salinizados, devido ao manejo inadequado do solo e da agua
(SANTOS e GHEYI, 1993; GOMES et al., 2004).

Segundo informacbes da FAO (2008), em nivel global, o problema da
salinidade ja ocorre em 397 milhdes de hectares. Desses estima-se que 250 milhdes
de hectares séo irrigados e, aproximadamente, 50% ja apresentam problemas de

salinizacdo e que dez milhfes de hectares sdo abandonados anualmente, em
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virtude desse problema. No Brasil, principalmente na regido Nordeste, cerca de 30%
das areas de projetos publicos de irrigacédo estdo com problemas de salinidade.

No perimetro irrigado de Sado Gongalo-PB, cerca de 40% da area irrigada esta
afetada por sais. JA& o Municipio de Custodia/PE apresenta 70% do perimetro
irrigado salinizado. Na regido do pélo Petrolina-PE/Juazeiro-BA, que hoje conta com
seis perimetros de irrigacdo, em area de 38.917 ha, tem-se observado que,
aproximadamente, 20% dessa area apresenta reducdes na producdo agricola e
diminuicao da area total irrigada, devido a salinizacéo do solo (CRUZ, 2003; GOMES
et al. 2002; 2004). Como a bananeira é uma espécie exigente em K*, Ca®** e N,
supfe-se que uma nutricdo mineral adequada, possa também minimizar o efeito da
salinidade nas plantas (AYERS e WESTCOT, 1999; PAZ et al., 2000). Além disso, a
avaliacdo de gendtipos dipldides de bananeiras quanto a tolerancia a salinidade
permitira a identificacdo de parentais a serem utilizados em cruzamentos. Esta
iniciativa possibilitard o desenvolvimento de materiais tolerantes as condicbes de
solos salinos nas regifes semi-aridas brasileiras.

O melhoramento genético da bananeira em todo o mundo enfoca, sobretudo,
0s aspectos de resisténcia a pragas e doencas (CROUCH et al., 1998). A questdo
da tolerancia a solos salinos ndo tem sido amplamente estudada e, assim, regides
que enfrentam o problema cultivam, indiscriminadamente, genotipos de bananeira
sem o conhecimento de sua tolerancia. Desta forma, a produtividade e a qualidade
do produto ficam aquém do potencial da cultura e limitam o desenvolvimento
regional, além de haver redugéo na producado por abandono das areas salinizadas.

Uma das estratégias para promover a reincorporacéo de areas salinizadas e o
aumento da produtividade consiste no desenvolvimento e na selecdo de gendtipos
tolerantes (SHANNON, 1997; GOMES et al., 2001). Esta iniciativa possibilitara o
desenvolvimento de materiais tolerantes as condi¢des de solos salinos nas regides
semi-aridas brasileiras.

A caracterizacdo por meio de marcadores moleculares tem sido de grande
importancia na protecao de cultivares. Marcadores moleculares vém substituindo ou
complementando a caracterizacdo morfolégica e agronémica tradicional porque sao
virtualmente ilimitados, ndo sao influenciados pelo ambiente e podem cobrir todo o
genoma (GOULAO e OLIVEIRA, 2001).
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O desenvolvimento e aplicacdo de tecnologias baseadas em marcadores
moleculares fornecem ferramentas Unicas, capazes de revelar polimorfismos ao
nivel de sequéncias de DNA, suficientes para discriminar a variacdo genética
existente entre individuos e dentro de popula¢des (KRESOVICH et al., 1995). Dentre
0s marcadores existentes, os ISSR e RAPD utilizam pequenas quantidades de DNA
sem envolvimento de métodos radioativos ou fluorescentes, sdo de facil execucéo e
baixo custo (LAKSHAMANAN et al. 2007).

Marcadores ISSR e RAPD tém sido aplicados com sucesso na deteccdo de
variabilidade genética (GOULAO e OLIVEIRA, 2001; GOMES et al., 2005; BOREM e
CAIXETA, 2006) e de similaridades ou dissimilaridades genéticas em materiais
micropropagados em varias espécies vegetais (MARTINS et al., 2004; RAMAGE et
al., 2004; MARTIN et al., 2006).

Esta pesquisa teve como objetivo identificar gendtipos diploides de bananeira
guanto a tolerancia a salinidade e caracteriza-los, quanto a diversidade genética,
através de marcadores ISSR e RAPD.
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1. Aspectos da planta

1.1. Taxonomia e caracteristicas botanicas

A bananeira (Musa spp.) é uma fruteira pertencente a classe
Monocotiledénea, ordem Scitaminales, familia Musaceae, a qual é composta pelas
subfamilias Heliconioideae, Strelitzioideae e Musoideae. Dentre as subfamilias
citadas, a Musoideae possui 0 género Musa, constituido por quatro seccoes:
Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys e (Eu-) Musa. Esta ultima engloba as
espécies denominadas de Musa acuminata Colla (genoma A) e Musa balbisiana
Colla (genoma B), genitores da grande maioria das bananas comestiveis
(SIMMONDS e SHEPERD, 1955; SIMMONDS, 1973).

As bananeiras produtoras de frutos comestiveis foram classificadas, pela
primeira vez, por Linneu, que as agrupou no género Musa com as espécies: Musa
cavendishi, Musa sapientum, Musa paradisiaca e Musa corniculata (SIMMONDS e
SHEPHERD, 1973). Essa classificagcdo foi abandonada porque, dado seu
empirismo, ndo seria possivel incluir todos os cultivares hoje conhecidos, sem
provocar grandes conflitos dentro da mesma espécie. A classificacdo mais aceita
para o género Musa baseia-se no niumero basico de cromossomos. Foi proposto por
Cheesman (1948) e divide o género em dois grupos: espécies com n = 10
cromossomos, pertencentes as se¢des Australimusa e Callimusa; e as espécies com
n = 11 cromossomos, pertencentes as sec¢des Rhodochlamys e (Eu-) Musa.
Segundo Shepherd et al. (1986), tais espécies sao: a) Rhodochlamys: Musa laterita
Cheesman, M. ornata Roxburgh, M. rubra, M. sanguinea e M. velutina Wend| e
Drude; b) (Eu-)Musa: M. acuminata Colla, M. balbisiana Colla, M. flaviflora
Simmonds, M. halabanensis Meijer, M. ochracea Shepherd e M. schizocarpa
Simmonds

A bananeira compreende plantas de porte elevado, herbaceas perenes. E
uma planta caracterizada pela exuberancia de suas formas e dimensdes das folhas.
Possui tronco curto e subterraneo, denominado de rizoma, que constitui um 6rgao
de reserva onde se inserem as raizes adventicias e fibrosas. O pseudocaule é
resultante da unido das bainhas foliares e termina com uma copa de folhas longas e

largas, com nervura central desenvolvida. Sua inflorescéncia € de coloracao
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normalmente roxo-avermelhada, em cujas axilas nascem as flores. Cada grupo de
flores reunidas forma a penca, com um numero variado de frutos. Esses frutos
inicialmente sdo verdes e tornam-se amarelos com a maturacdo (DANTAS et al.,
1999).

De acordo com Moreira (1999), a inflorescéncia da bananeira € uma espiga
simples, terminal, que emerge do centro das bainhas foliares, protegida por uma
grande bractea, onde as flores sdo completas na estrutura, porém com funcdes
unissexuais. Tanto as flores masculinas como as femininas apresentam ovario infero
trilocular e cinco estames. As flores pistiladas, (femininas) tém o ovario bem
desenvolvido em cujo apice sao implantadas seis tépalas (cinco soldadas e uma
livre) circundando o estilo espesso e os estames (estamindides) carnosos e nao
funcionais.

As flores estaminadas (masculinas) tém o ovario atrofiado, mas o estilo e 0
estigma se apresentam apenas com as dimensdes um pouco reduzidas, sendo o
ovario cerca de 30 a 50% menor e, geralmente, abortam ou se desenvolvem
formando rudimentares frutinhos (DANTAS et al., 1999). Os estames possuem
anteras bem desenvolvidas e os sacos polinicos dispostos ao longo do filamento, em
duas linhas paralelas. Os graos de pdlen sdo geralmente de cor branco-amarelada
(MOREIRA, 1999), normalmente invidveis em grande parte dos cultivares, ao
contrario do que ocorre com as espécies selvagens (SILVA et al., 2002).

Nas raquis, as primeiras pencas sao constituidas de flores femininas, que
originam os frutos, sendo que no restante do eixo da inflorescéncia aparecem
grupos de flores masculinas. Na regido de transicao entre flores femininas e
masculinas podem surgir pencas com os dois tipos de flores e ainda as
hermafroditas, que originam frutos comestiveis porém de aspecto atrofiado e paladar
inferior (MOREIRA, 1999). Os frutos partenocarpicos sdo bagas alongadas e
triloculares, com o pericarpo correspondendo a casca e o mesocarpo formando a
polpa comestivel (DANTAS et al., 1999).

Segundo Alves (1999), a bananeira, como todas as plantas, tem um ciclo de
vida definido onde ha a formacdo de uma planta que ira produzir um cacho, cujas
frutas se desenvolvem, amadurecem e caem, verificando-se em seguida o
secamento de todas as suas folhas. Como esse processo € continuo e

extremamente dindmico, uma bananeira adulta apresenta sempre ao seu redor, em
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condi¢cdes naturais, outras bananeiras em diversos estadios de desenvolvimento.
Esse conjunto de bananeiras interligadas, com diferentes idades, oriundas de uma
Unica planta e crescendo desordenadamente, denomina-se touceira.

A propagacdo da bananeira comestivel pode ser feita por via vegetativa, a
partir de rizoma, quer brotado ou sem brotacdo, podendo, porém, esse processo
causar desuniformidade das mudas, lentiddao e possibilidade de disseminacao de
pragas e doencas. Entretanto, o seu plantio também pode ser feito por meio de
sementes, processo este usado mais freqientemente quando se pretende fazer a
criacdo de novas variedades ou hibridos. O outro método de propagacéo é atraves
da biotecnologia vegetal, pela cultura in vitro, apresentando vantagens como limpeza
do material, facilidade no intercambio de germoplasma e maior rendimento na
multiplicacdo (SOUZA e TORRES FILHO, 1999).

A polinizacdo da bananeira € cruzada, pois a maturacdo dos oOrgaos,
masculinos e femininos, ocorre em épocas diferentes (dicogamia) e geralmente é
feita por insetos. A polinizacéo sé é realizada objetivando o melhoramento genético,
ja que os frutos da bananeira originam-se por partenocarpia (JESUS, 2006).

Segundo Dantas et al. (1999), a partenocarpia, comum nas variedades
comestiveis, esta presente também em dipléides, sendo portanto independente da
ploidia e da esterilidade gamética, uma vez que plantas partenocarpicas ndo sao
completamente estéreis. Ainda de acordo com 0os mesmos autores, a heranca desta
caracteristica é regida por um minimo de trés genes dominantes. As anomalias
como assinapse, aborto de sacos embriondrios e translocacdo, que tém sido
observada na meiose, sdo algumas das causas da esterilidade gamética em Musa.
Silva et al. (2002) constataram que em alguns casos a esterilidade ndo era de
origem genética direta, mas uma consequéncia de condi¢cdes particulares, talvez de
natureza hormonal, como deficiéncia do crescimento do tubo polinico nos estigmas e
estiletes, ou mesmo defeito de fusao dos nucleos. Soto Ballestero (1992) afirma que,
no caso dos tripléides, a esterilidade parcial ou completa se deve também a
problemas no pareamento, irregularidades ou retardamento do crescimento de tubos
polinicos.

De um modo geral, as bananeiras de frutos comestiveis, ndo produzem graos
de pdlen férteis e os ovarios das flores femininas dificilmente podem ser fecundados,

devido a um atrofiamento do estigma que impede a passagem do poélen. Entretanto,
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constatam-se casos de ndo acontecer o atrofiamento e a fecundacdo poderd se
processar normalmente, surgindo com isso sementes férteis. Uma vez que as
bananas se formam naturalmente por partenocarpia, a polinizacdo € realizada

apenas nos trabalhos de pesquisa (MOREIRA, 1999).

1.1.2. Origem, distribuicdo geografica e evolugdo d  as bananeiras cultivadas

A bananeira € originada do continente Asiatico, possuindo centros de
diversidade na Africa Ocidental e centros secundarios na Africa Oriental e nas ilhas
do Pacifico. Constitui-se como uma planta tipicamente tropical, possui ampla
adaptacdo em quase todos os paises tropicais, sendo necessarias condicbes de
calor e elevada umidade para o seu desenvolvimento (DANTAS et al.,1999).
Segundo Moreira (1999), a palavra banana é originaria das linguas serra-leonesa e
liberiana (costa ocidental da Africa), a qual foi incorporada pelos portugueses & sua
lingua.

No que se refere a introducdo da banana no Brasil, € certo afirmar que elas
existem desde antes do seu descobrimento por Pedro Alvares Cabral. Existem
informacdes de que os povos indigenas ja conheciam e plantavam a banana, pois
comiam “in natura" uma variedade muito digestiva que se sup0e tratar-se da cultivar
‘Branca’ e outra, rica em amido, que precisava ser cozida antes do consumo,
chamada de ‘Pacoba’. A palavra pacoba, em guarani, significa banana. Com o
decorrer do tempo, verificou-se que a ‘Branca’ predominava na regiao litoranea e a
‘Pacova’, na Amazonica (MOREIRA, 1999). A cultura da bananeira € praticada no
Brasil desde a faixa litoranea até os planaltos interioranos sendo uma das principais
fontes de renda para os pequenos produtores. A bananicultura pode ser implantada
no Brasil em quase toda a regido Norte e Nordeste, enquanto as regibes Sudeste,
Centro-Oeste e Sul apresentam restricdes quanto a temperatura, abrangendo zonas
que variam de pouco recomendadas a inaptas (BRUNINI, 1984; MOREIRA e
CORDEIRO, 2006).

Duas importantes alteracées determinam a domesticacdo da bananeira. A

ocorréncia de partenocarpia por mutagcdo em Musa acuminata, seguida da
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esterilidade feminina, o que resultou no desenvolvimento dos frutos sem a
ocorréncia de polinizagédo (KAEMMER et al., 1992).

Por meio da selecao praticada pelo homem, varios clones passaram a ser
cultivados nas areas umidas do sudeste Asiatico, particularmente na Malasia. Dessa
forma, as cultivares diploides primitivas foram completamente derivadas de Musa
acuminata e denominadas diploides AA. Cultivares tripldides de Musa acuminata
(AAA; 3x = 33) passaram a ocorrer como resultado de hibridagbes, nas quais
diploides partenocarpicos, parcialmente estéreis, cruzaram-se com formas macho
férteis. Por apresentarem frutos maiores e serem mais produtivos, 0s clones
tripldides foram preferidos em relagdo aos dipldides, substituindo-se em muitos
locais (SHARROCK, 1998).

Nas areas secas da Asia, onde predominam espécies selvagens de Musa
balbisiana, ocorreu o0 desenvolvimento evolucionario paralelo, conduzindo ao
aparecimento de cultivares diploides e triploides, puramente balbisiana,
reconhecidos primeiramente nas Filipinas (VALMOYOR et al., 1991). A sobreposicao
da distribuicdo natural de Musa acuminata nesta regido, associada a existéncia de
autocompatibilidade entre estas duas espécies, levou ao aparecimento das
bananeiras de constituicdo genémica AB, AAB e ABB. Os tetrapldides dos grupos
AAAA, AAAB, AABB, ABBB evoluiram de forma similar (D’HONT et al., 2000).
Durante algum tempo, ndo foram reconhecidas cultivares dos grupos BB, BBB e
BBBB, que pareciam nao existir devido a auséncia de partenocarpia na espécie M.
balbisiana. Entretanto, Shepherd et al. (1986), observaram uma cultivar BB na
Tailandia (Lep Chang Kut), que poderia ser um hibrido do cruzamento Teparod x BB.
Em plantios extensivos pode-se observar, com relativa frequiéncia, ocorréncia de
mutacbes em muitas cultivares, possibilitando a ampliacdo do numero de
variedades. Quando essas mutagfes produzem efeitos importantes no uso e na
comercializacdo, utiliza-se o termo subgrupo proposto por Simmonds (1973) que
abrange cultivares originarias por mutacdo de uma unica forma ancestral, como as
do subgrupo Cavendish (grupo AAA) e o subgrupo Plantain, Platano ou Terra (grupo
AAB).

Os platanos (grupo de cultivares de constituicdo gendémica AAB, impalataveis
quando cruas) sao predominantes nas areas de planicies ao oeste e ao centro da

Africa, enquanto que bananas do grupo gendmico AAA prevalecem em &reas
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montanhosas no leste africano (VUYSTEKE, 2001). A introducdo da banana nos
demais continentes ocorreu com a expansao do comércio, atingindo toda a costa
asiatica banhada pelo oceano indico, e posteriormente, difundindo-se pela costa
africana, atingindo as Ameéricas com as conquistas européias (DE LANGHE, 1995).
Em 1986, Shepherd et al.,, pesquisando o género Musa no Brasil e no
exterior, elaboraram uma lista, com mais de 100 descritores, quase todos relativos a
aspectos morfologicos, quantitativos e qualitativos, que podem ressaltar diferencas
entre cultivares. Na identificacdo de cultivares dentro dos grupos sao conhecidas
apenas as chaves publicadas por Simmonds (1973), que se referem,
separadamente, as principais cultivares dos trés grupos tripldides. Entretanto, ainda
nao foi publicada uma lista completa de descritores para a caracterizacdo das
cultivares; pois a lista de Simmonds (1984) € incompleta e as outras listas ja
publicadas, do mesmo modo, omitem alguns descritores Uteis. Ha bastante tempo se
reconhece a necessidade da elaboragéo de uma lista internacional, bem abrangente
de descritores, para facilitar a identificacdo de sinbnimos em diferentes paises e

permitir uma descricdo mais acurada da variabilidade existente no mundo.

1.2. Importancia Econdmica

A bananicultura é uma atividade presente atualmente em mais de 100 paises
tropicais e subtropicais, apresentando producdo mundial de aproximadamente 70
milhdes de toneladas de fruta fresca (Figura 1), em éarea colhida de 4 milhdes de
hectares (FAO, 2008). Estima-se que as exportagcdes mundiais de banana superem
U$5 bilhdes por ano, sendo considerada a fruta principal do comércio internacional,
0 que a torna importante fonte de renda para muitos paises (FAO, 2008). Entre as
frutas tropicais, a banana é a que apresenta o mais alto indice de consumo per
capita. Na Europa, o consumo é de 9,0 kg por habitante ano (SOUZA e TORRES
FILHO, 1999; ROSA JUNIOR, 2000). O mercado europeu tem se mostrado grande
apreciador desta fruta e isso tem feito com que cada vez mais aumente a exportacéo
de banana para esses paises (FIORAVANCO, 2003).

No Brasil, a cultura da banana ocupa o segundo lugar em volume de frutas
produzidas e consumidas e a terceira posicdo em area colhida. Com relacdo a area

plantada, apresenta cerca de 520 mil hectares com um rendimento de 10,55 t/ha, o
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gue posiciona 0 pais como o segundo maior produtor mundial desse fruto, com
aproximadamente 6,5 milhdes de toneladas, sendo superado apenas pela india
(FAO, 2008; IEA, 2008).

t/ano (10°%) g |
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Figura 1. Producdo anual, em toneladas, dos 10 maiores produtores
mundiais de banana: India(1); Brasil(2); China(3); Equador(4);
Filipinas(5); Indonésia(6); Costa Rica(7); México(8); Tailandia(9);
Colémbia(10) (Adaptado de FAO, 2008)

Praticamente toda a producdo brasileira de banana é destinada para o
mercado interno e é distribuida por todo territério nacional, sendo a Regido Nordeste
a principal regido produtora de banana do Brasil (Figura 2), representando 36,12%
da producao nacional, seguidas das Regifes Sudeste (27,4%), Norte (26,2%), Sul
(10,1%) e Centro-Oeste (5,2%) (AGRIANUAL, 2005). Sua importancia esta no
volume exportado no Brasil, que em 2005 foi na ordem de 212 mil toneladas,
representando cerca de 33 milhdes de dolares (BRASIL, 2006).

Os Estados de maior producédo sdo Para, que ocupa a primeira posicdo no
cenario nacional, seguido por Bahia, Sdo Paulo, Minas Gerais e Pernambuco. Do
total de frutos produzidos no pais, apenas 1,0% é exportado, sendo o restante da

producdo comercializada no mercado interno, ja que a banana € um importante
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complemento da dieta alimentar, especialmente da populagdo de baixa renda (IBGE,
2008).

Ainda segundo dados do IBGE (2008) e IEA (2008), na Regido Nordeste, a
Bahia participa com 46.438 ha de area plantada e o Estado de Pernambuco com
38.000 ha. De acordo com Silva et al. (2001) e Creste (2002), no Brasil predominam
cultivares locais ou ‘landraces’ de constituicdo gen6mica AAB como “Prata’”,
“Pacovan” e “Maca”, que juntas correspondem a 75% da area plantada, seguindo-se

as cultivares do subgrupo ‘Cavendish’ (AAA), como “Nanica” e “Nanicao”.

5,2
10,4 26,2 @ Norte
Q D m Nordeste
t
27 4 O Sudeste
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B Centro - Oeste

36,12

Figura 2. Participagao percentual das regides brasileiras na produgéo de
banana (Adaptado de AGRIANUAL, 2005)

No sul da Bahia se encontra um polo forte de producdo da cultivar “Prata
and”. Ja no do Estado do Rio Grande do Norte a producdo esta voltada para a
cultivar “Nanica” que € destinada a exportagdo, principalmente para o0 mercado
europeu. A producao de banana visando o mercado de exportacdo esta concentrada
em cultivares do subgrupo ‘Cavendish’ de constituicdo genémica AAA, AAB, e ABB,
gue também séo cultivadas para o consumo local em diversas regides do mundo. As
principais cultivares recomendadas no Brasil (Figura 3) sdo: Nanicdo (AAA), Nanica
(AAA), Maca (AAB), Prata (AAB), Branca (AAB), Enxerto (AAB), Mysore (AAB),
Pacovan (AAB), Figo (ABB), Terra (AAB), Farta velhaco (AAB) e a diploide Ouro

(AA) (PEREIRA e GASPAROTTO, 2005).
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Na regido que envolve o Pdlo Petrolina-Juazeiro, a cultura da banana é
explorada numa area de 4.179 ha, contribuindo para uma producéo de 10.522.000
cachos por ano (IBGE, 2008). As altas temperaturas e a quantidade ideal de agua,
advinda da CODEVASF, garantem boas condicbes para producdo de banana. A
cultivar mais produzida na regido nordeste é a “Pacovan”, sendo esta diferente das
cultivares “Prata” e “Nanica” nas demais regides do Brasil. As grandes distancias dos
principais centros consumidores, como Sudeste e Sul, prejudicam a comercializagao
da banana nordestina nestes mercados (CODEVASF, 2007).

P

Sub-grupo Cavendish Sub-grupo Ouro
Grupo genémico Grupo gendmico
AAA: Nanica, AA: Ouro

Nanicado, Grand Naine

T A

Sub-grupo Maca Sub-grupo Prata

Grupo gendmico Grupo genémico

AAB: Macga, Mysore, AAB: Prata, Prata
Thap Maeo Ana (Enxerto),

Pacovan e Branca

Figura 3. Principais cultivares de banana recomendadas no Brasil
(Adaptado de http://www.todafruta.com.br/todafruta)

Apesar da regido semi-arida do poélo Petrolina-Juazeiro apresentar excelentes
condi¢bes de clima e solo para a producao de banana de alto padrédo de qualidade,
ainda € preciso superar, em grande parte, a baixa eficiéncia na producéo. S&o varios

os problemas que afetam a bananicultura da regido, principalmente no que se refere
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a salinizacdo dos solos que ocorre devido a qualidade da agua de irrigacdo
(BARROS e BOTEON, 2002; CODEVASF, 2007).

Os perimetros irrigados sdo as areas nobres da agricultura e representam
polos dinamicos de crescimento que favorecem a transformacdo da economia local
O Polo Petrolina-Juazeiro envolve varios projetos de irrigacéo, tais como Bebedouro,
Nilo Coelho, Maria Tereza, Mandacaru, Salitre, Tourdo, Curaca e Pontal, que
mantém uma producdo de frutas colocando este polo como destaque no cenério
nacional (BARROS e BOTEON, 2002; CODEVASF, 2007).

Segundo Vitti (2007), apesar do Brasil ser o segundo maior produtor de
banana do mundo, a sua participagdo no mercado internacional em receita é
pequena (1,4%), deixando para o Equador, a Costa Rica e a Coldmbia a maior fatia
do mercado, que juntos representam cerca de 80% das exportagcdes mundiais. A
colocacdo do Equador em primeiro lugar nas exportacdes em receita é devido a
presenca no pais de multinacionais especializadas na producédo/comércio da fruta,
como a Del Monte, a Dole e a Chiquita, que juntas detém mais de 90% de toda a
exportacdo mundial. Ainda de acordo com Vitti (2007), apesar de ter apenas uma
pequena fatia do mercado internacional, o Brasil merece destaque também nesse
setor, pois a receita nacional com exportagdo de banana aumentou 205% nos
altimos 10 anos (1993/95 e 2003/05), numero bem acima da meédia de crescimento
mundial, que foi de 35%. Isto se deve ao fato do Brasil ter passado a exportar para a
Europa a partir da instalacdo de uma multinacional no Nordeste do Pais,
especializada na produgcdo de banana de alta qualidade, atendendo as exigéncias
do mercado europeu.

Investir em tecnologia de producéo, visando elevar o nivel especialmente de
pequenas propriedades e melhorar a qualidade da fruta, sdo condi¢cbes
indispensaveis para melhorar ainda mais a posi¢do brasileira no ranking das
exportacdes de banana (FIORAVANCO, 2003; VITTI, 2007).

1.3. Melhoramento genético da bananeira

Segundo Alves (1999), a bananeira € uma das poucas culturas importantes

gue depende de cultivares que séo produto da evolugcédo natural. Toda a banana do
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comércio internacional é originaria de clones Cavendish bastante semelhante entre
si em caracteristicas agronémicas e comerciais, provavelmente originarios de um
anico clone por mutacédo somatica que afetou o porte da planta.

Em todo o mundo, a cultura da bananeira tem enfrentado uma série de
problemas causados principalmente pela infestacdo de patdgenos e pragas, 0s
quais sdo responsaveis por grandes perdas na producdo. Dentre estes, os fungos
correspondem aos agentes infecciosos de maior importancia, pois determinam o
aparecimento da murcha de Fusarium ou mal-do-Panama, como também manchas
foliares, representadas principalmente pela Sigatoka amarela e Sigatoka negra, esta
Gltima também introduzida na regidao norte do Brasil (SILVA et al., 1999a ; 1999b).

O melhoramento genético da bananeira foi iniciado em 1922, em Trinidad, e
em 1924 na Jamaica, quando a murcha do Fusarium dizimou as plantagbes de ‘Gros
Michel' na América Central e na Jamaica. O objetivo desses dois programas era
produzir um hibrido de ‘Gros Michel’ resistente ao Fusarium. Posteriormente passou-
se a objetivar também resisténcia a Sigatoka. No inicio da década de 30, foi obtido o
primeiro hibrido tetraploide resistente ao Fusarium e a Sigatoka, a partir do
cruzamento da cultivar tripldide ‘Gros Michel’ e a espécie selvagem dipléide Musa
acuminata malaccensis. Apesar do hibrido obtido n&do apresentar performance
comercial, havia sido delineado um sistema de hibridacdo que permitia o
melhoramento genético da banana (SILVA et al., 1999a; 2003).

Os programas de melhoramento genético da bananeira visam desenvolver
variedades com menor porte, maior produtividade, além de resisténcia as principais
doencas e pragas. Existe um numero expressivo de variedades de banana, no
entanto, quando se considera aspectos como preferéncia dos consumidores,
produtividade, tolerancia a pragas e doencas, resisténcia a seca, porte e resisténcia
ao frio, restam poucas variedades para serem usadas comercialmente (SILVA et al.,
2003). As espécies Musa acuminata e Musa balbisiana (dipléides selvagens) vém
contribuindo com seus genomas na formacao de novas variedades de bananeiras,
resultando os grupos gendmicos AA, BB, AAA, AAB, ABB, AAAA, AAAB, AABB e
ABBB (DANTAS et al., 1999). Na bananeira, a variabilidade genética importante
localiza-se entre as diversas formas selvagens da espécie Musa acuminata e nas

cultivares do grupo AA, as quais sdo usadas como genitores masculinos no
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melhoramento e deverdo contribuir com resisténcia a doencas e ainda com outras
caracteristicas agronémicas favoraveis (SILVA et al., 1999a).

A formacdo, manutencdo, avaliacdo e utilizacdo de um amplo banco de
germoplasma tém sido pré-requisitos dos programas de pesquisa com o objetivo de
produzir nova variedade de bananeira. Segundo Alves (1978), o “Imperial College of
Tropical Agriculture” de Trinidad, para prover seu programa de melhoramento da
bananeira de uma ampla base genética, fez expedicbes de estudo e de coleta ao
Leste da Africa e ao Sudeste da Asia e Pacifico. Com a mesma finalidade, a “United
Brands Company” fez expedicdes ao Pacifico Ocidental e Sudeste da Asia, a qual
originou a mais ampla colecao de bananeiras de todo o mundo, tendo atingido 850
introdugdes distintas em 1964.

O programa de melhoramento de banana no Brasil foi iniciado em 1983, com
a introducdo do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, com 283 acessos, dos quais 87% sdo cultivares e 13% espécies
selvagens, composto por germoplasmas nacional e internacional, objetivando obter
tetraploides (AAAB) com frutos tipo Prata, resistentes as principais pragas e doencas
da bananeira (Silva et al., 2002). A caracterizacdo dos genaétipos € feita com 0 uso
de 107 descritores botanico-agronémicos (SILVA et al., 2003). A partir de 1993, uma
nova linha de hibridag6es foi iniciada, com o objetivo de obter hibridos tetrapldides,
tipo Maca, resistentes ao mal-do-panama (SILVA et al., 1995, 1997a). Atualmente
estdo sendo testados, quanto a tolerancia ao sal, os dipldides selvagens e algumas
cultivares, do referido BAG, para serem utilizadas em programas de melhoramento
visando a sele¢cdo de gendtipos adaptados a solos salinos, pesquisa esta
desenvolvida por uma equipe de pesquisadores da UFRPE e da Embrapa Mandioca
e Fruticultura, ao qual faz parte a pesquisa desta Dissertacdo. Além do BAG de
banana da Embrapa, que € o mais completo, existem outros dois no Brasil: no IAC e
na EPAGRI.

Outro programa que se destaca no Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca
e Fruticultura Tropical da Embrapa € o que objetiva desenvolver genotipos
produtivos, resistentes a pragas e doengas, e com ciclo precoce, mediante
cruzamentos entre gendétipos dipldides (AA), que contribuem com genes de

resisténcia as diversas doencas e com caracteristicas agronémicas favoraveis, além
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de genotipos triploides (AAB) atualmente cultivados no Brasil (SILVA et al., 1999a;
GOMES et al., 2004).

Na dultima década, o crescente reconhecimento sobre a importancia da
banana pela comunidade cientifica, coincidiu com os grandes avancos nas técnicas
de melhoramento, possibilitando superar, em grande parte, as barreiras existentes
para o avanco desta cultura (FRISON et al., 1997; CRESTE et al., 2003).

Os avancos em programas de melhoramento de bananeira por hibridacéo,
seja para obtencdo de hibridos comerciais triploides ou tetrapléides, dependem
basicamente da qualidade dos parentais diploides, em virtude de seu papel
fundamental na incorporacdo de valores agrondmicos. Desta forma, identificar
genotipos tolerantes a salinidade é de fundamental importancia para cruzamentos
que visem a obtencdo de variedades adaptadas aos solos salinos na Regido
Nordeste (SILVA, 2000).

A Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, além de trabalhar com
melhoramento convencional de bananeira, vem desenvolvendo pesquisas com
biologia molecular, fazendo prospeccdo de genes de interesse agrondémicos e
mapeamento genético, além de atuar em parceria nos trabalhos de mutacdo do
CENA (Centro de Energia Nuclear na Agricultura) e desenvolver projetos com
transgenia visando resisténcia ao moko. Hoje o Brasil € um dos 14 paises
integrantes do Global Musa Genomics Consortium (CORDEIRO, 2003, FERRAZ,
2008).

1.4. Salinidade

1.4.1. Efeitos da salinidade

A salinidade dos solos € um dos problemas mais limitantes da producao
agricola em regibes aridas e semi-aridas do mundo (FAGERIA, 1999; GOMES et al.,
2005). A alta salinidade causa efeitos hiperidnicos e hiperosmoticos de estresse e a
consequéncia disso pode ser a morte da planta, pois provoca a desorganizacao da
membrana, toxicidade metabdlica, inibicdo da fotossintese, e aquisicdo reduzida de
nutrientes (HASEGAWA et al., 2000; MUNNS, 2002; GOMES et al., 2004).
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Na maioria das regides aridas e semi-aridas, a salinizacdo destes solos é
causada por altas concentracdes de determinadas espécies de ions, principalmente
Na® e CI" na solugéo do solo. A predominancia destes ions no meio de crescimento
das plantas, além de causar toxidez, quando se acumulam nos tecidos vegetais,
pode acarretar mudancas na capacidade da planta em absorver, transportar e
utilizar os ions essenciais ao crescimento vegetal (GHEYI, 2000; MUNNS, 2002). O
estado alterado da absorcdo da agua pela planta causa reducdo do crescimento
inicial das mesmas, todavia, precisa de processos subsequentes, para a inibicdo da
divisao celular, expanséo e aceleracdo da morte da célula, eventos esses que nao
tém sido bem elucidados (HASEGAWA et al., 2000). A redugédo no crescimento, em
resposta ao aumento da salinidade no meio de cultivo, pode ser atribuida a um efeito
direto dos ions Na* e CI" sobre processos fisiologicos importantes da planta (efeito
toxico), e a um efeito indireto, devido a reducédo do potencial osmatico da solucdo do
solo, a qual pode induzir condi¢des de estresse hidrico (CRUZ, 2003). Em algumas
situagbes, a salinidade pode determinar redu¢des na condutancia estomética
(SULTANA et al., 1999) e na atividade fotossintética (GARCIA-LEGAZ et al., 1993;
BANULS et al., 1997). A habilidade para minimizar o efeito negativo da salinidade
esta na dependéncia do gendtipo utilizado (LACERDA, 2000).

Nos perimetros irrigados do nordeste brasileiro e no norte de Minas Gerais,
onde a cultura da banana € uma das principais exploracfes agricolas, tém ocorrido
problemas de salinizacéo do solo (NEVES et al., 2002).

Na Regido Nordeste, a qualidade das aguas que podem ser utilizadas na
irrigacdo € muito variavel, tanto em termos geogréficos, como ao longo do ano,
principalmente em pequenos acudes. Com a utilizacdo de aguas com niveis mais
altos de condutividade elétrica, comumente encontrados no final do periodo de
estiagem, ha sérios riscos de salinizacao dos solos a serem irrigados, com prejuizos,
também, para as culturas (AUDRY e SUASSUNA, 1995; AYERS e WESTCOT,
1999; PAZ et al., 2000).

Com relacéo as espécies vegetais, os efeitos da salinidade sao diferentes,
variando entre espécies e entre genotipos de uma mesma espécie, visto que
algumas produzem rendimentos aceitaveis, em niveis relativamente altos de
condutividade elétrica, enquanto outras sdo mais sensiveis. Esta diferenca deve-se

a melhor capacidade de adaptacdo osmatica de algumas espécies, sendo capazes

19



Silva, R.L.O. Avaliagcdo de genétipos dipléides AA de Musa spp. submetidos a estresse salino

de absorver e acumular ions e utilizd-los na sintese de compostos organicos, além
de terem maior capacidade de absor¢do de agua, mesmo em potenciais osmaoticos
muito baixos. E muito Gtil essa variabilidade genética entre as plantas, por permitir a
selecdo de espécies e cultivares mais tolerantes e capazes de produzir rendimentos
economicamente aceitaveis, em condicbes de salinidade (AYERS e WESTCOT,
1999).

Vérias tecnologias tém sido utilizadas para se produzir, economicamente, em
condi¢cbes de solo ou de dgua com altos riscos de salinizacdo; dentre elas, o uso de
culturas consideradas tolerantes a salinidade tem-se destacado, sendo importantes
os estudos que visem avaliar a sensibilidade das espécies ao estresse salino
(GOMES et al., 2005).

1.4.2. Mecanismos de tolerancia a salinidade

As plantas cultivadas apresentam diferentes respostas a salinidade, variando
desde sensiveis até tolerantes. A bananeira € considerada moderadamente sensivel
a salinidade (SILVA et al.,, 1997b), e o0 estudo do comportamento de diversos
cultivares ao estresse salino pode servir de subsidio para a indicacdo de gendtipos
em areas onde este problema existe.

Tem sido observada por muitos autores que, a tolerancia ao sal em plantas &
uma agdo complexa, controlada por varios genes (heranca poligénica) e, portanto
dificil de ser manipulada. A variedade de mecanismos de adaptacdo que as plantas
tém desenvolvido para enfrentarem com sucesso 0 estresse ao sal traz dificuldades
para escolher uma simples acdo que tenha como alvo a manipulacédo da tolerancia
ao sal em plantas (McCUE e HANSON, 1990; MUNNS et al, 2002). Isto pode
explicar o pouco sucesso dos programas desenvolvidos com a finalidade de obter
variedades tolerantes ao estresse ao sal, enquanto permanecem produzindo em
terras salinizadas (FLOWERS e YEO, 1995; SOARES et al., 2000; GOMES et al.,
2001; 2002 e 2004).

A identificagdo e a compreensao dos mecanismos de toleréncia ao estresse
salino sdo fundamentais no desenvolvimento de novas cultivares comerciais

tolerantes a salinidade. A expressdo de genes em genotipos tolerantes a esse fator
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pode ser usada no estudo de mecanismos de tolerancia ao sal e para identificar
outros genotipos com caracteristicas similares. A tolerancia das plantas ao sal ndo é
uma caracteristica simples, mas uma caracteristica onde mecanismos trabalham
isoladamente ou em conjunto para evitar ou tolerar o sal (MANSOUR et al., 2003).

Todas as mudancas fisiologicas, morfolégicas e de desenvolvimento em
plantas tém uma base genética. Portanto, gendétipos que diferem em tolerancia a
salinidade devem apresentar diferencas qualitativas e quantitativas em expressao
génica. Dessa forma, uma resposta especifica ao estresse salino representa, na
realidade, a combinacdo de eventos moleculares prévios, que foram ativados pela
percepcdo do sinal de estresse. A compreensdo de como esses eventos sao
ativados/desativados e como interagem entre si sera essencial no desenvolvimento
de novas variedades mais tolerantes a salinidade (XIONG et al., 2002).

O mecanismo de tolerancia ao sal em varias espécies de plantas pode residir
a nivel celular (KERKEB et al., 2001). Exclusdo e sequestro de ions, ajustamento
osmotico, protecdo de macromoléculas, homeostase de lipideos da membrana, e a
funcdo do sistema de transporte da membrana em ambientes salinos séao
importantes estratégias celulares que podem conferir a planta tolerancia ao sal
(MANSOUR e AL-MUTAWA, 1999; HASEGAWA et al., 2000). Assim, o
entendimento sobre o efeito da pressdo do sal nos processos fisiolégicos e
bioquimicos das células pode fornecer informacgfes importantes e necessarias para
a selecao de plantas tolerantes ao sal e promover entendimento basico sobre o
efeito da salinidade no crescimento e desenvolvimento das plantas (MUNNS et al,
2002; MANSOUR et al., 2003).

1.5. Marcadores moleculares em plantas

Marcadores moleculares sao polimorfismos na sequéncia nucleotidica de
DNA existentes entre individuos. Quando localizados préximos a genes de interesse
(ligacdo génica), a presenca de tais polimorfismos pode ser utilizada para inferir
sobre a presenca do gene devido ao fendmeno de co-segregacdo (TEIXEIRA,
2004). Esses marcadores tém inumeras vantagens, destacando-se o fato de néo

serem influenciados pelo ambiente e serem independentes do estagio da vida da
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planta, sendo uma poderosa ferramenta dos programas de melhoramento genético
(ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Por identificarem, mesmo que indiretamente, o gendtipo desejado,
marcadores moleculares ligados a genes de importancia agronémica cujos fenotipos
sejam de dificil avaliagdo permitem acelerar o processo de selecdo (WANG et al.,
2000; OLIVER et al., 2001). Nos ultimos anos, a selecao assistida por marcadores
(SAM) tornou-se uma ferramenta utilizada na rotina da selecédo indireta de genatipos.
Em mapeamento genético, esses marcadores, além de possibilitarem a reducéo das
operacoes relacionadas a fenotipagem e manutencéo dos isolados em hospedeiros
vivos, néo sao influenciados por condigoes ambientais (TEIXEIRA, 2004).

O uso de marcadores moleculares representa uma ferramenta adicional em
programas de melhoramento genético em plantas, além de possibilitar a
classificacdo do germoplasma em grupos de interesse para os diferentes programas
de melhoramento. Permite, também, determinar a presenca ou auséncia de gene(s)
ligado(s) a caracteristicas especificas para fins de melhoramento, com a vantagem
de se fazer as andlises antes do material ir para o campo (MARTINS et al, 2004).
Com isso, diminui-se o volume de material que necessitaria de cuidados como
adubacao, capina, irrigacdo, etc., havendo reducdo no numero de geracdes de
melhoramento necessarias no desenvolvimento de variedades.

Alguns dos maiores desafios no melhoramento de plantas sdo a natureza
poligénica das caracteristicas de importancia agronémica e a interacdo do gendétipo
com o ambiente. Esses desafios, que vinham limitando o progresso genético no
desenvolvimento de novos cultivares, comecaram a ser superados com as novas
tecnologias advindas da biotecnologia, com a qual € possivel a identificacdo e
selecdo baseada diretamente no genotipo do individuo, resultando assim em maior
progresso genético. Esta tecnologia vem permitindo o gerenciamento de
germoplasma, visando caracterizar a diversidade genética e os relacionamentos
filogenéticos entre acessos, facilitando assim a introgressdo da variabilidade
presente em acessos selvagens (BOREM e CAIXETA, 2006).

Dentre as técnicas moleculares, destacam-se os marcadores baseados em
hibridacdo e os derivados de aplicacdo da PCR (“Polimerase Chain Reaction”,

reacdo em cadeia de polimerase). A técnica de PCR foi descrita em meados da
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década de 80 por Saiki e colaboradores (SAIKI et al., 1985), e permite obter in vitro
vérias copias de um determinado segmento de DNA.

A escolha de uma técnica de marcador molecular depende de sua
reprodutividade e simplicidade. Atualmente estdo disponiveis diferentes tipos de
marcadores moleculares que se diferenciam pela tecnologia utilizada para revelar
variabilidade a nivel de DNA, e assim variam quanto a habilidade de detectar
diferencas entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade
(MILACH, 1998).

Entre os identificados por hibridizacdo estdo os marcadores RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) e minissatélites ou locos VNTR (Variable Number
of Tandem Repeats). J& aqueles revelados por amplificacdo incluem os marcadores
do tipo: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions), STS (Sequence Tagged Sites), SSR (Simple
Sequence Repeats), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (BOREM e CAIXETA, 2006).

Varios métodos tém sido empregados para investigar a variabilidade genética
presente no germoplasma de Musa. O grande poder de discriminacdo dos
marcadores moleculares justifica o seu uso quando se pretende obter uma boa
representacdo da diversidade genética existente em Musa, conduzindo a estudos de
diversidade inter e intra-especifica e promovendo melhor compreensdo do seu
genoma (GRAPIN et al., 1998, BOREM, 2006).

1.5.1. Marcadores ISSR

Nos eucariotos, 0s genomas sdo densamente povoados por sequéncias
simples repetidas, as quais consistem em um a seis nucleotideos repetidos em
tandem, denominadas de microssatélites, SSR ou STR (Short Tandem Repeats).
Essas diferentes repeticbes de microssatélites sdo classificadas em: a) repeticoes
perfeitas, quando ndo apresentam nenhuma interrupcéo; b) repeticbes imperfeitas,
quando sao interrompidas por bases ndo repetidas; e c) repeticdes compostas,

quando duas ou mais repeticoes de microssatélites estdo dispostas adjacentes,
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podendo estas serem perfeitas ou imperfeitas (REDDY et al., 2002; BOREM e
CAIXETA, 20086).

Os ISSRs (Inter-SSR amplification) ou AMP-PCR (Anchored microsatellite-
primed PCR) sado caracterizados por repeticbes de di- ou trinucleotideos marcados e
ancoradas com dois a quatro nucleotideos em uma das extremidades que sé&o
usadas como primers para PCR. Isso permite a amplificacdo de apenas parte das
regides amplificadas pelo marcador MP-PCR, aumentando a reprodutibilidade
(ZIETKIEWICZ et al., 1994). Esses marcadores ndo necessitam do conhecimento
prévio do genoma e do desenho do primer clonado e podem produzir um grande
namero de fragmentos por primer, com a vantagem de possuirem, além da alta
reprodutibilidade, custo relativamente baixo (FANG et al.,, 1997; NAGAOKA e
OGIHANA, 1997; MORGANTE et al., 2002).

Culturas de maior importancia econémica tém sido avaliadas com esses
marcadores em relacdo a variabilidade genética de acessos e espécies silvestres
visando resultados que auxiliem em programas de melhoramento para estas
espécies (ALMEIDA, 2006). De acordo com Liu e Wendel (2001), o método fornece
resultados altamente reprodutiveis e gera abundante polimorfismo em muitos
sistemas.

Como um marcador com base em PCR, o ISSR tem algumas vantagens
qguando comparado aos outros marcadores. A amplificacdo néo requer informacoes
de sucessao do genoma e de padrdes altamente polimérficos (ZIETKIEWICZ et al.,
1994). Cada faixa corresponde a uma sequéncia de DNA delimitada por dois
microssatélites invertidos. Também, as seqiiéncias-alvo dos ISSRs sao abundantes
ao longo do genoma de eucariontes e evoluem rapidamente (FANG e ROOSE,
1997; ESSELMAN et al., 1999) além da vantagem de analisar loci multiplos em uma
Unica reacdo (GOULAO e OLIVEIRA, 2001). Os marcadores ISSRs tém provado ser
Uteis dentro de populacdes de estudos genéticos, especialmente em deteccdo
clonal, diversidade e revelacdo de individuos proximamente relacionados
(SALIMATH et al., 1995; OLIVEIRA et al., 1996).

Devido as vantagens do desenvolvimento de marcadores ISSR utilizando as
informacdes de sequéncias disponiveis, estes estdo sendo identificados,
desenvolvidos e usados em diferentes estudos e em varias espécies de plantas.

Marcadores ISSR, vém sendo usados na caracterizacdo e manutencdo de
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germoplasma de cacau (CHARTERS e WILKINSON, 2000), diferenciacdo entre
vérias cultivares de crisantemo (WOLF et al., 1995), identificacdo de aveia tolerantes
a acidos organicos (SOUZA et al., 2005), identificacéo de cultivares de citros (FANG
e ROOSE, 1997), caracterizacdo de colecbes de gramineas (COSTA et al., 2004),
estudo de diversidade em Brassica e Arabidopsis (BORNET e BRANCHARD, 2004),
analise de diversidade genética em Eragrostis tef (ASSEFA et al., 2003), estudo de
polimorfismo em algodéao (LIU E WENDEL, 2001), determinagdo do pool génico de
Phaseolus vulgaris (GALVAN et al., 2003), identificacdo de cultivares de Olea
europaea (LOPES et al.,, 2007) e também tém sido aplicados com sucesso para
detectar variabilidade genética em maca e morango (GOULAO e OLIVEIRA, 2001).
Em estudos com bananeiras, esse marcador tem sido utilizado para detectar
similaridades ou dissimilaridades genéticas em materiais micropropagados (GRAPIN
et al., 1998; LAKSHAMANAN et al. 2007).

De um modo geral, a maior limitagcdo dos microssatélites desenvolvidos a
partir do banco de dados € a disponibilidade de seqtiéncias depositadas nos bancos,
ficando assim a obtencdo desses marcadores limitada as espécies que possuem
namero suficiente de sequéncias disponiveis. De acordo com Hu et al. (2004), ha
poucas sequéncias, para a maioria das espécies vegetais, nos bancos de dados
publicos, mas o seqiiénciamento genémico e de ESTs em larga escala, obtidos com
os Projetos Gendbma para varias espeécies, tém gerado muita informacédo de
sequéncias de DNA o que vem servindo como fonte para obtencdo desses

marcadores.

1.5.2. Marcadores RAPD

A técnica dos marcadores RAPD foi desenvolvida por dois grupos de
pesquisadores, Willlams et al. e Welsh & McClelland, que a denominaram,
respectivamente, de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), e Arbitrarily
Primed Polymerase Chain Reaction (AP-PCR) (WILLIAMS et al., 1990). Constituido-
se basicamente, em uma variagdo do protocolo da PCR. RAPD é a denominacao
mais utilizada e envolve a amplificacdo simultdnea de varios locos andénimos do
genoma, utilizando um unico primer (oligonucleotideo) de sequéncia arbitraria para
realizar a amplificacdo (WELSH e MCCLELLAND, 1990).
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Marcadores RAPD amplificam fragmentos de DNA distribuidos ao acaso no
genoma, sem a necessidade do conhecimento prévio da sequéncia do DNA
(CAIXETA et al.,, 2006). A deteccdo dos produtos de amplificacdo € feita,
normalmente, em geéis de agarose, separados por eletroforese em meio semisadlido,
corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (CAIXETA et al.,
2006; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998). Utilizam primers de
composicdo arbitraria com 10 nucleotideos e amplificam regifes aleatorias no
genoma (MILACH, 1998). Apresentam uma série de vantagens em relacdo as
demais, como rapidez operacional, por ndo requerer isolamento de uma sonda
especifica e nenhuma informacgéo prévia sobre sequiéncias de nucleotideos, além de
custo relativamente baixo e de permitir um nimero ilimitado de marcadores, haja
vista a ocorréncia de um numero maior de anelamentos (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998; BINNECK, et al., 2002).

A caracteristica dominante dos marcadores de RAPD, uma das limitagGes da
técnica, faz com que a auséncia do fragmento no gel seja atribuida ao gendtipo
homozigoto recessivo, enquanto a presenca do fragmento seja denotada pelos
genaotipos homozigoto dominante e heterozigoto (CAIXETA et al., 2006).

Esses marcadores tém se mostrado eficientes na identificagdo da
variabilidade genética em diversos grupos de plantas. Além de ser utilizado também
como uma ferramenta auxiliar em programas de melhoramento, na obtencéo de
mapas genéticos (WILLIAMS et al., 1990; REITER et al.,, 1992; PHILIPP et al.,
1994;) e identificacdo de marcadores moleculares uteis na selecdo assistida
(MICHELMORE et al., 1991; OHMORI et al., 1996). A técnica de RAPD pode ser
eficaz na reducdo do numero de acessos analisados, uma vez que permite a
identificacdo de acessos contrastantes. O reconhecimento da variabilidade genética
de espécies vegetais pode revelar os maiores contrastes existentes no germoplasma
(MARTINS et al., 2004).

As principais vantagens do RAPD referem-se a facil execucdo, rapida
obtencdo de marcadores, necessidade de pequenas quantidades de DNA gendmico
(10 a 100 ng), baixo custo, auséncia de hibridacdo, ndo-utilizacdo de radioisétopos,
polimorfismo ser visualizado na forma de fragmentos amplificados de DNA visivel em
gel de agarose, polimorfismo ser detectado em regides altamente repetitivas e um

nivel elevado de polimorfismo quando se compara com outros marcadores
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moleculares (CRUZ e MILACH, 1998; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Além
disso, tem a vantagem de que muitos loci podem ser estudados simultaneamente e,
associados a possibilidade de utilizacdo de varios iniciadores, garantem a analise de
uma amostra significativa de todo o genoma (CRUZ e MILACH, 1998; DIAS et al.,
2003).

Desde o surgimento da técnica de RAPD, varios trabalhos foram realizados
utilizando-a com finalidades diversas. Muitas espécies vegetais de importancia
econbmica ja foram caracterizadas por meio de marcadores RAPD, tais como cacau
(RUSSELL et al., 1993), maca (DUNEMANN et al., 1994), café (POWELL et al.,
1995), algodéo (Bl et al., 1996), castanha (GALDERISI et al., 1998), soja (LI e
NELSON, 2001), feijjao (FRANCO et al., 2001; MACIEL et al., 2001), cacaueiro
(YAMADA et al., 2002), acerola (SALLA et al., 2002), guaranazeiro (SOUSA, 2003),
eucalipto (CAIXETA et al., 2003; PIGATO e LOPES, 2001; ROCHA et al., 2002;
XAVIER, 2001), seringueira (BICALHO, 2006) entre outras. Em banana, esses
marcadores foram usados por Gawel e Jarret (1991), Bhat e Jarret (1995), Carneiro
(1997), Paz (2000) e Gomes (2005), dentre outros autores.
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CAPITULO lI:

AVALIACAO DE DIPLOIDES DE BANANEIRA ( Musa spp .)
QUANTO A TOLERANCIA A SALINIDADE

Artigo a ser submetido a Revista Brasileira de Fruticultura
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Avaliacdo de dipléides de bananeiraMusa spp.) qguanto a tolerancia a
salinidade

Roberta Lane de Oliveira SilaLuiza Suely Semen MartifsEline Waked Ferreira
Gomes, Gabriela de Morais Guerra Fefradlia Willadino®, Terezinha de Jesus Rangel
Camard

RESUMO

A salinidade é um fator comum de estresse abi@fim afeta a producdo agricola
mundial. Uma das estratégias para promover a mgiocacdo de areas salinizadas e o
aumento da produtividade consiste no desenvolvionemta selecdo de genadtipos tolerantes,
0 que permitira a identificacdo de parentais anseutilizados em cruzamentos. Esta
pesquisa teve como objetivo identificar gendtipasléiles de bananeira tolerantes a
salinidade a serem utilizados em futuros trabalih®smelhoramento genético visando a
obtencao de cultivares adaptados a solos salimoantavaliados nove genotipos diploides
(AA) de bananeira. Para avaliacdo dos parametraseseimento foram feitas medicoes de
area foliar, altura e contagem do numero de folAasplantas foram tratadas durante 21
dias com 0 e 100 mM de NaCl, num delineamento @xgeerttal inteiramente casualizado
com trés repeticbesAos 21 dias,foi feita a determinacdo do peso da matéria fresca
utilizando-se balanca analitica. A obtencdo do miEsmatéria seca das partes limbo foliar,
pseudocaule, raizes+rizoma de cada planta, fa Bgts secagem em estufa a 60°C até
peso constante. O genétipo Tjau Lagada, que safmeoor reducdo da area foliar,

possivelmente apresentara uma producdo relativensigerior aos genoétipos avaliados
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nesse estudo. O gendtipo 0116-01, por ter aprekentaior tolerancia a salinidade, podera
ser utilizado em futuros cruzamentos disponibildargenes a seremmcorporados em
cultivares produtivas utilizadas em programas déhonamento que visem a obtencéo de

variedades adaptadas as regides de solos salindardeste Brasileiro.

Termos para Indexagcdo estresse salino, banana, parametros de cresoment

melhoramento genético.

ABSTRACT

The salinity is a common factor of abiotic strebattseriously affects the agricultural
production. One of the strategies to promote rejpm@tion of salinity areas and the
productivity increase consists in development aglécsion of tolerant genotypes, which
allows parental identification for crossings. Thesearch aimed to identify the salinity
tolerance among banana diploid genotyges be used in future works of genetic
improvement to saline soils of Brazilian northegegiion. Nine banana diploid genotypes
(AA) were evaluated for growth variables as leadaarheight, diameter of pseudostem,
leaves number, weight of fresh and dry matter. m#é1 days, the plants were treated with
0 and 100 mM of NaCl, in an entirely randomized exkpental delineation with three
repetitions. After 21 days, the determination adsfr matter weight was released using
analytic balance. The attainment of the each piaptmatter weight from foliar limbo,
pseudostem and root+rizome was carried out thralrgimg in greenhouse at 65°C until
constant weight. The Tjau Lagada genotype, whidfesad minor reduction of leaf area,
can possibly show a higher production despite otfemotypes analyzed in this study.
Genotype 0116-01, presenting a greater salinigraoice, could be used in future crossings
providing genes to be incorporated in productiviévars by improvement programs which

aims the adaptive varieties to Brazilian northeatihe soils.

Index Terms: saline stress, banana, growth parameters, genmgirovement.
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INTRODUCAO

A cultura da bananeira € explorada na grande raaitm$ paises tropicais, ocupando
0 segundo lugar em volume de frutas produzidagiepelo apenas para a laranja (IBGE,
2006), e o quarto lugar em termos de importandiaegitar, apos o arroz, trigo e leite
(Crouch et al., 1999).

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de baneom producéo na ordem de
6.703.400 milhdes de toneladas de frutas e aréédeotie 496.287 mil ha (IBGE, 2006). A
bananicultura é praticada em todas as regidesgféicas do pais e possui elevada
importancia social e econdmica. Na regido nordelsteBrasil € uma das principais
exploracfes agricolas entre as fruteiras, assumingortancia fundamental por seu valor
na alimentacéo, na fixacdo de méao-de-obra no med € por gerar divisas para o pais. No
entanto, grande parte dos solos desta regido, pnagsamente nas areas irrigadas das
zonas semi-aridas, encontram-se salinizados, deadsdmanejo inadequado do solo e da
agua de irrigacao (Gomes et al., 2004).

A salinidade é um fator comum de estresse abi@tieoafeta seriamente a producao
agricola mundial. Atualmente, cerca de 800 milldibectares no mundo sdo afetados pela
salinidade (Munns, 2005). Estima-se que 250 milldEesectares séo irrigados sendo que
metade dessa area apresenta problemas de salinigad@z milhdes de hectares sao
abandonados anualmente, em virtude desse probleA@, (2005). Uma das estratégias
para promover a reincorporacao destas areas salasze o aumento da produtividade,
consiste no desenvolvimento e na selecédo de gesdbiferantes (Gomes et al., 2001).

Os efeitos mais marcantes da salinidade sobrentaplafletem-se em alteragdes no
potencial osmatico, na toxicidade i6nica e no desidgio da absorcdo dos nutrientes,
provocando a reducdo generalizada do seu cres@dmentn Sérios prejuizos para a
atividade agricola (Tavora et al., 2004)em disso, adesequilibrio de ions, particularmente
com Ca e K, os efeitos toxicos diretos dd Na processo metabdlico (Munns et al., 2006) e
a inducdo de danos oxidativos em células de plasatisadas por espécies reativas ao
oxigénio sdo muito importantes e tem sido extenstamestudados fisiologicamente
(Azevedo-Neto et al., 2006).

Outro fator a ser considerado também é a diminungitaxas fotossintéticas sob

condicbes de estresse salino, como relatado parsdis pesquisadores (Pereira et al.,
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2004). Segund@hu (2001), a resposta vegetal a condicbes dedziia esta relacionada a
expressdo de varios genes, e cada espécie apresentgiau de tolerancia ao sal que
depende da concentracdo e da natureza dos saidvidigs, de fatores climaticos, da
absorcdo de 4gua e da nutricdo vegetal. Entrepésies sensiveis ao sal, estd a bananeira,
gue vem sendo amplamente cultivada em regides saedaemi-aridas com o uso da
irrigacao.

Apesar da irrigacdo se constituir em uma tecnolofliadamental para o
desenvolvimento de regibes semi-aridas, algunsestque lhe sdo associados contribuem
para a reducao da produtividade das culturas. Besses fatores, destaca-se o nivel de sais
na dgua, que pode acarretar graus variados desestnas plantas e reducdo do potencial
produtivo dos solos (Larcher, 200Em geral, a salinidade do solo, tanto € causada pel
irrigacdo com agua salina, como pela combinacadatoses agua e solo. (Rhoades et al.,
2000).

De acordo com Brito (2002), o nordeste brasilepresenta uma area potencial para
irrigacao estimada em 6 milhdes de hectares. Nmamtcerca de 30% das areas de projetos
publicos de irrigacdo estdo com problemas de dalild. No perimetro irrigado de Séo
Goncalo-PB, cerca de 40% da area irrigada estadafepor sais. JA& 0 Municipio de
Custodia/PE apresenta 70% do perimetro irrigadaizatlo. Na regido do polo Petrolina-
PE/Juazeiro-BA, que hoje conta com seis perimeteosrigacdo, em uma area de 38.917
ha, tem-se observado que, aproximadamente, 20%a daem apresenta reducbes na
producéo agricola e diminuicdo da area total iddgalevido a salinizacdo do solo (Gomes
et al., 2004).

Os programas de melhoramento genético da bananssa desenvolver variedades
com menor porte, maior produtividade, além de t@&sisa as principais doencas e pragas
(Silva et al., 1999). Existe um numero expressieovdriedades de banana, no entanto,
guando se considera aspectos como preferénciaodesgridores, produtividade, tolerancia
a pragas e doencas, resisténcia a seca, portstmes ao frio, restam poucas variedades
para serem usadas comercialmente (Ferraz, 2008).

A avaliacdo de gendtipos diploides de bananeirastqua toleréncia a salinidade
permitira a identificacdo de parentais a serenzatlbs em cruzamentos, possibilitando o

desenvolvimento de materiais tolerantes as conslig@&esolos salinos nas regides semi-
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aridas brasileiras. Esta pesquisa teve como objatentificar genétipos diploides de
bananeira tolerantes a salinidade a serem utilzado futuros trabalhos de melhoramento

genético visando a obtencao de cultivares adaptadoks salinos.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados nove genoétipos diploides (AA) dedoeira, provenientes do Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Mandioca @i¢ultura Tropical (Tabela 1).
Utilizou-se nesse estudo, mudas em fase iniciatrdecimento, fase em que as plantas
exibem maior sensibilidade a salinidade.

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacddep@rtamento de Quimica da
Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRBENnAdas, provenientes de cultura de
tecidos, com aproximadamente 15 cm de altura, fgkmtadas em vasos de polietileno
preto contendo 10 Kg de areia lavada, coberta pmt namada de trés centimetros de
cascalho fino, a fim de reduzir a evaporacao eréoe o controle da salinidade no
substrato. Utilizou-se irrigacdo por gotejamentd (Oplanta/dia). A condutividade elétrica
da solucéo nutritiva dos dois tratamentos foi nokené aproximadamente 1 e 10 dS/m, que
corresponde a concentracdo de 0 e 100 mM de Na@GhoA os tratamentos receberam
742,86mg.L-1 de fertilizante solavel (Produto coonrKristalon Marron) com a seguinte
composicdo: 3% de N, 11% de P205, 38% de K20, 4%Md®, 11% de S e
micronutrientes. O calcio e nitrogénio foram foldes na forma de nitrato de calcio na
dose de 840 mg.L-1 do produto comercial (Barcongkicomposto de 15% de N e 19% de
Ca. Utilizou-se o delineamento inteiramente cagadb com trés repeticdes.

Para avaliacdo dos parametros de crescimento ftwigas medicOes de area foliar,
estimadas multiplicando-se o produto do comprimentlargura da folha pelo fator de
correcdo 0,7 (modificado de Moreira, 1987); altdia planta por meio de uma trena;
didmetro do pseudocaule, utilizando-se o paquimetomntagem do numero de folhas. Por
ocasiao da coleta, aos 21 dias apos a diferenctigitratamentos, foi feita a determinacéo
do peso da matéria fresca utilizando-se balanchtiaaaA obtencdo do peso da matéria
seca das partes limbo foliar, pseudocaule, raizsma de cada planta, foi feito apés

secagem em estufa a 60°C até peso constante.
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Os dados obtidos foram submetidos a analise danaai e as médias comparadas

pelo teste de Tukey ao nivel de significancia ded&probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De uma forma geral, o estresse salino afetou qteakes as varidveis analisadas
(Tabelas 2 e 3). Com relacdo ao numero de folhbsergou-se que quase todos os
genotipos apresentaram menos folhas com o incremdmtsalinidade (Tabela 2). Os
genotipos Tjau Lagada, 0323-03, Buitenzorg, Perbkoeocarpa apresentaram as maiores
reducdes (30,27; 28,62; 26,7; 23,48 e 19,93%, odspenente), em contraste com o
genotipo 0116-01 que ndo apresentou nenhuma redesda variavel, permanecendo com
0 mesmo numero de folhas do controle. Segundo Baft897), entre os efeitos primarios
do estresse salino estd a reducdo nas taxas dem@et e emergéncia de folhas, e no
desenvolvimento da parte aérea. Isto podera resditatamente na reducdo da parte
destinada a fotossintese e na reducdo da capaqdadigtiva das plantas (Lacerda et al.,
2003). A fotossintese é limitada ndo somente dewdofechamento estomatico, mas
também pelo efeito do sal e sobre os processosd#@cos (Larcher, 2004). Essa reducéo
pode ser devido a incapacidade da planta produmnas folhas mais rapido que a
senescéncia (Muscolo et al., 2003), além da masefolhas mais velhas por necrose de
seus tecidos.

Com relacéo a variavel altura, observou-se nonratéo submetido a 100 mM de
NaCl, que houve um decréscimo acentuado do geniipmcarpa (38,56%), enquanto nos
demais gendétipos as taxas de reducdo variaram 2/6e(0116-01) a 21,53% (0323-03)
(Tabela 2). O gendtipo que apresentou menor decrésto quesito altura foi o 0116-01
(2,56%), (Tabela 2). O crescimento de um vegetslllt® da interagdo de mecanismos
fisicos e bioguimicos bastante complexos (Beninch988). Esse crescimento aumenta
guando ha um maior ganho de CO2 correlacionado suancapacidade fotossintética. A
absorcdo de sais por plantas glicofitas, como armra, acarreta numa limitacdo do
crescimento (Larcher, 2004). A adicdo de elevadusiside NaCl nas plantas implica na
reducdo do crescimento devido a diversos fatoags,como: o efeito toxico dos ions que
foram absorvidos; o baixo potencial osmoético eibéddas células; utilizacdo de energia

metabdlica no processo de ajustamento osmoticmterderéncia na absorcao de nutrientes
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178 essenciais (Gomes et al., 2005). Araudjo Filho et(H95), estudando a salinidade em
179 bananeira, observaram que houve reducéo de 17 a2&tura das plantas em comparacao
180 com bananeiras cultivadas em solo ndo salino. Remd semelhantegambém em
181 bananeira, foram obtidos por Neves et al., (2002dmes et al., (2005).

182 A salinidade provocada pela adicao de NaCl no meiaotivo reduziu o diametro do
183 pseudocaule dos genotipos de até 35,07% (Tabgleazhovendo assim efeito significativo
184 sobre essa variavel em alguns genétipos. Os gesdjicrocarpa, 0337-02 e Perak tiveram
185 as maiores reducdes nesse parametro (35,07; 2726158%, respectivamente), ao passo
186 que o gendtipo 0116-01 apresentou reducdo de aBedit no diametro do pseudocaule.
187 Araujo Filho et al., (1995) trabalhando com bana@siMysore’ e ‘Nanica’ em solo salino,
188 néo observaram diferencas significativas no diamdt pseudocaule. Acredita-se que a
189 causa de tal divergéncia nos resultados se deasealt crescimento estudada e a diferencas
190 genéticas entre as cultivares.

191 Quanto a area foliar, o estresse salino promoveindicdo em todos 0s genoétipos
192 (Tabela 2). A é&rea foliar € uma caracteristica qoermalmente, é influenciada
193 negativamente pela salinidade (Alarcon et al., 1994dos os gendtipos submetidos ao
194 estresse salino apresentaram diferenca signifecatessa variavel. Barreto (1997) afirma
195 (que, tendo em vista que a area foliar represemtagnitude do sistema assimilatorio dos
196 vegetais, é possivel verificgue um dos fatores que confere maior tolerancidggana
197 gendtipos esta relacionado a maior superficie dergho dos raios solares e a consequente
198 conversdo em energia metabolica. De acordo comj@\Filno et al., (1995), em bananeira
199 cultivada em solo salino a area foliar teve reduté®4 a 42%, em comparacdo com as
200 plantas em solo ndo salinizado. Este efeito tera amiplamente relatado em diferentes
201 gendtipos de bananeira (Borges & Cintra, 1988; Goeteal., 2005).

202 A producéao de fitomassa fresca da parte aérea eidas foi afetada pela salinidade
203 em quase todos os gendtipos avaliados (Tabela 8)ydxte aérea, considerando o peso
204 fresco, 0s genotipos que apresentaram maioresdesldigram, Microcarpa (69,1%), Perak
205 (49,22%), Tongat (47,74%), 0337-02 (47,62%), Mor(¥&€t29%) e Tjau Lagada (45,65%).
206 Em contraste, os genoétipos Buitenzorg e 0116-0lap&esentaram reducéo significativa na
207 fitomassa fresca em relacdo aos demais genotipegun80 Muscolo et al. (2003), a

208 reducdo da fitomassa fresca esta positivamentelaciwnada a reducdo do numero de

52



209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239

Silva, R.L.O. Avaliacéo de gendtipos diplides AA de Musa spp. submetidos a estresse salino

folhas, que leva a reducdo da area fotossintétiftaneacdo insuficiente de carboidratos
para o crescimento. Santiago (2000) afirma queqgealfator que favoreca ou prejudique o
crescimento da parte aérea ou da raiz, alterandelagdo raiz/parte aérea, afeta a
produtividade, especialmente no tocante a parteaa@ujo crescimento pode ocorrer em
detrimento da raiz.

Em relacéo a fitomassa fresca das raizes+rizontaxas de reducao variaram entre
24,79% (0116-01) a 69,91% (0323-03) (Tabela 3)reas gendtipos, 0323-03 apresentou
maior reducao (69,91%), seguido de 0337-02 (63,78%ak (62,95%) e Tongat (54,81%),
enquanto que o0s genotipos Microcarpa, Monyet, Badgg, Tjau Lagada e 0116-01 néo
apresentaram diferencas significativas em relag@ demais. Considerando-se que a
salinidade afeta reacdes metabodlicas, como asegamilale CO2, sintese de proteinas,
respiracdo, reacées enzimaticas e conversao admditdos (Shannon, 1997), esses efeitos
causam, entre outros, reducdo de disponibilidadeneegia para manter o crescimento da
planta a niveis satisfatérios (Munns & Termaad,6)98

A adicao de 100 mM de NaCl a solucéo nutritiva@fet producéo de fitomassa seca
da parte aérea e das raizes em quase todos oggsrartalisados (Tabela 3). No que diz
respeito a parte aérea, as taxas variaram enti@/ 1&,62,48%. Os genoétipos que
apresentaram as maiores reducfes foram 0323-03806), 0337-02 (60,62%), Tjau
Lagada (59,1%), Perak, (58,82%), Tongat (58,76%)oayet (58,13%) (Tabela 3). J4 os
genotipos Buitenzorg, Microcarpa e 0116-01 ndonfoadetados com adi¢cdo do incremento
salino (Tabela 3). De acordo com Richardson & MeCE985), a reducao na fitomassa
seca pode refletir o custo metabdlico de energacisdo com a adaptacdo a salinidade e
reducdo no ganho de carbono. Nesse sentido, pomelse a regulacdo do transporte e
distribuicdo ibnica em varios 6rgaos e dentro d@hsl@s, a sintese de solutos organicos para
a osmorregulacdo e/ou protecdo de macromoléculasmanutencdo da integridade das
membranas (Azevedo-Neto, 2006). Ja nas raizestasizajpanto a fitomassa seca, o
genotipo Perak (70,51%) foi o mais afetado, segd&l©337-02 (59,62%), Tongat (58,4%)
e 0323-03 (51,17%) (Tabela 3). Os demais gendétipogenzorg, Microcarpa, Tjau Lagada
e 0116-01 néo apresentaram diferencas significatera relacdo ao controle. Segundo
Larcher (2004), em condicbes de estresse salimersaf ocorre anibicdo do crescimento

da raiz, e a respiracdo nas raizes pode tantostecrguanto aumentar pela acdo dos sais.
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Sabe-se que a elongacao da raiz € dependente dasérpirreversivel de células jovens,

produzidas continuamente pelos tecidos meristeostias pontas das raizes (Azaizeh et

al., 1992), e tal expanséao é bastante compromegidasalinidade (Barreto, 1997).
Considerando o conjunto das variaveis analisadasgenotipo 0116-01 foi

considerado o mais tolerantes dos nove genotipddidies AA avaliados neste trabalho.

CONCLUSOES

Considerando que quanto maior a area foliar maipersicie de absorcdo dos raios
solares e a consequente conversdo em energia medalmd genotipo Tjau Lagada, que
sofreu menor reducdo da area foliar, tem potemelativamente superior aos genotipos
avaliados nesse estudo.

O gendtipo 0116-01, por ter apresentado maior aote#a a salinidade, podera ser
utilizado em futuros cruzamentos disponibilizandengs a serem incorporados em
cultivares produtivas utilizadas em programas déhonamento que visem a obtencéo de

variedades adaptadas as regides de solos salinos.
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365 Tabela 1. Gendtipos dipléides de bananeira, orisinidoBanco Ativo de Germoplasma da Embrapa

366 Mandioca e Fruticultura Tropical - CNPMF
367
GENOTIPOS GRUPO PROCEDENCIA RESISTENCIA
GENOMICO
PERAK AA(*) Malasia RSN
TONGAT AA(*) Franca SsN
MONYET AA(*) Indonésia RSN
BUITENZORG AA(¥) Jamaica RSN
MICROCARPA AA(Y) Franca -
TJAU LAGADA AA(*¥) Honduras SSN
0337-02 AA(**) Embrapa/CNPMF RSNRSA e RN
0323-03 AA(**) Embrapa/CNPMF RSNRSA e RN
0116-01 AA(**) Embrapa/CNPMF RSNRSA e RN
368 * Selvagem 'RSN = Resistente a Sigatoka Negra
369 ** Cultivado ’RSA = Resistente a Sigatoka Amarela
370 *** Melhorado °RN = Resistente a Nematoides
371 “SSN = Susceptivel a Sigatoka Negra
372
373
374
375 Tabela 2. Numero de folhas, altura, diametro doig@eaule e area foliar de nove gendtipos diploides
376 bananeira submetidas a dois niveis de NaCl, R&xfife8
377
NUMERO ALTURAcm) DIAMETRO DO AREA FOLIAR (cm ?)
DE FOLHAS PSEUDOCAULE (cm)
GENOTIPOS NaCl (mM)
0 100 0 100 0 100 0 100
PERAK 11,33Aab  8,67Ba 47,50Aa 37,00Bab 3,17Aa 2,36Ba 3458,73Abc 65H3Ba
TONGAT 9,33Aabc 7,33Ba 35,00Ab 28,67Aa 2,82Aab 2@5 2828,03Acd 1174,40Ba
MONYET 9,00Abc 7,33Ba 41,00Aab 35,67Aab 2,55Aab 724 2255,93Ad  966,43Ba
BUITENZORG 10,00Aabc 7,33Ba 43,00Aab 38,50Aa 2, MAa 2,43Aa 2343,20Acd 1236,33Ba
MICROCARPA 8,33Ac 6,67Ba 43,67Aab 26,83Bb 2,68Aab ,74Ba 2603,00Acd  782,40Ba
TJAU LAGADA 11,00Aab 7,67Ba 36,16Ab 33,83Aab 2,6dAa 2,17Aa 1221,50Ae  1022,57Aa
0337-02 10,33Aabc 7,67Ba 41,33Aab 33,67Bab 3,26Aa ,36Ba 4078,83Aab 1758,37Ba
0323-03 11,67Aa 8,33Ba 43,33Aab 34,00Bab 2,84Aab 36B1 4787,20Aa 1852,57Ba
0116-01 9,00Abc 9,00Aa 39,00Aab 38,00Ba 2,47Ab AR5 2789,90Acd  1602,40Ba
378 *Médias seguidas pelas mesmas letras, mindscuasahanas e maitisculas nas linhas, néo diferera shprelo teste de Tukey
379  a 5% de probabilidade.
380
381
382
383
384
385
386
387
388
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389 Tabela 3. Peso de fitomassa fresca e seca em anvéps dipldides de bananeira submetidas
390 a dois niveis de NaCl, Recife, 2008
391
PARTE AEREA RAIZES+RIDMA
NaCl (mM)
0 100 0 100
GENOTIPOS Peso fresco ()
PERAK 253,33Aab 128,63Bab 141,83Aa 42,67Ba
TONGAT 217,50Aab 113,67Bab 90,00Aabc 40,67Ba
MONYET 183,43Aab 96,67Bab 68,67Abc 38,33Aa
BUITENZORG 196,17Aab 129,00Aab 65,00Abc 38,50Aa
MICROCARPA 164,00Ab 50,67Bb 40,50Ac 14,67Aa
TJAU LAGADA 212,50Aab 115,50Bab 72,17Abc 42,00Aa
0337-02 291,50Aa 152,70Bab 117,40Aab 43,50Ba
0323-03 291,17Aa 174,33Ba 106,50Aab 52,17Ba
0116-01 156,33Ab 156,00Aab 60,50Aab 45,50Aa
Peso seco (g)
PERAK 24,38Aa 10,04Ba 15,53Aa 4,58Ba
TONGAT 22,19Aa 9,15Ba 10,00Aabc 4,16Ba
MONYET 22,21Aa 9,30Ba 8,58Abc 4,41Ba
BUITENZORG 15,58Aa 12,92Aa 7,20Abc 5,58Aa
MICROCARPA 14,81Aa 8,29Aa 6,01Ac 4,19Aa
TJAU LAGADA 23,35Aa 9,55Ba 7,38Abc 4,49Aa
0337-02 29,20Aa 11,50Ba 12,73Aab 5,14Ba
0323-03 30,57Aa 11,47Ba 11,12Aabc 5,43Ba
0116-01 23,12Aa 13,77Aa 8,10Abc 6,91Aa
392 *Médias seguidas pelas mesmas letras, mindscutasahanas e mailsculas nas linhas, nao diferera shpelo
393 teste de Tukey a 5% de probabilidade.
394
395
396
397
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CAPITULO Il

DIVERGENCIA ENTRE GENOTIPOS DIPLOIDES AA DE Musa
spp. SUBMETIDOS A ESTRESSE SALINO COM BASE EM
MARCADORES ISSR e RAPD

Artigo a ser submetido a Revista BRAGANTIA
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Divergéncia entre gendtipos diploides AA de Musa spp. submetidos

a estresse salino com base em marcadores ISSR e RAP D

Roberta Lane de Oliveira Silva, Luiza Suely Semen Martins®, Luciane Vilela
Resende @, Edson Ferreira da Silva ¥, Gabriela de Morais Guerra Ferraz®, Renato

Castro de Morais®, Lilia Willadino!”, Terezinha de Jesus Rangel Camara®

Resumo
Atualmente, cerca de 800 milhdes de hectares no mundo sao afetados pela
salinidade. Os dipléides (AA) de bananeiras do Banco Ativo de Germoplasma do
Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura — CNPMF/Embrapa, que
sao fontes de genes de interesse para os programas de melhoramento, ndo estao
caracterizados, ainda, quanto a sua tolerancia a salinidade. Esta pesquisa teve
como objetivo identificar dentre nove gendétipos dipléides de bananeiras (Perak,
Tongat, Monyet, Buitenzorg, Tjau Lagada, Borneo, 0337-02, 0323-03 e 0116-01)
aqueles tolerantes a salinidade e caracteriza-los geneticamente, através de
marcadores ISSR e RAPD, visando a obtencdo de cultivares adaptados a solos
salinos da regido nordeste brasileira. Na avaliacdo fisiologica, as variaveis de

crescimento analisadas foram area foliar, altura da planta, diametro do pseudocaule,
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namero de folhas, peso da matéria fresca e o peso da matéria seca. Na avaliacdo
molecular foram testados 20 primers RAPD e 20 primers ISSR. O dendograma
consenso das analises de similaridades genéticas obtidas a partir dos marcadores
ISSR e RAPD agruparam em mesmo subgrupos os genétipos Monyet e Borneo,
Buitenzorg e Tjau Lagada e também 0323-03 e 0116-01, os quais se repetiram nos
dendogramas de ISSR e RAPD. O gendtipo 0337-02 por apresentar menor reducao
nas variaveis area foliar, numero de folhas e fitomassa fresca e seca do limbo, foi
considerado 0 mais tolerante ao estresse salino, enquanto o genétipo Borneo foi o

mais sensivel na presenca do sal.

Palavras-chave : Salinidade, banana, melhoramento genético, marcadores

moleculares, diversidade genética.

Abstract
Currently, over 800 million hectares worldwide are affected by salinity. The diploid
(AA) of bananas Germplasm Bank's Active of the National Center for Research of
Cassava and Fruticulture (CNPMF/Embrapa), sources of interest genes to
improvement programmes, still are not characterized for their salinity tolerance. This
research aimed to identify the salinity tolerance among nine banana diploid
genotypes (Perak, Tongat, Monyet, Buitenzorg, Tjau Lagada, Borneo, 0337-02,
0323-03 and 0116-01) and characterize them genetically through ISSR and RAPD
markers, to obtain cultivars adapted to northeastern Brazilian saline soils. In
physiological assessing, the growth variables analyzed were leaf area, plant height,
diameter of pseudostem, leaves number, weight of fresh and dry matter. Twenty
RAPD primers and twenty ISSR primers were used in molecular evaluation. The

consensus dendrogram of similarity genetic analyses grouped the genotypes Monyet
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with Borneo, Buitenzorg with Tjau Lagada and 0323-03 with 0116-01, in ISSR and
RAPD dendrogramas. The 0337-02 genotype, presenting minor reduction in leaf
area, number of leaves and fresh/dry biomass of limbo variables, was considered the
most tolerant to salinity stress, while the Borneo genotype was the most sensitive on

salt presence.

Keywords: Salinity, banana, genetic improvement, molecular markers, genetic

diversity.

INTRODUCAO

A cultura da banana é explorada na grande maioria dos paises tropicais,
ocupando o segundo lugar em volume de frutas produzidas (IBGE, 2006) e o quarto
lugar em termos de importancia alimentar (CROUCH et al., 1999).

A salinidade é um fator comum de estresse abiotico que afeta seriamente a
producao agricola mundial. Atualmente, cerca de 800 milh6es de hectares no mundo
sado afetados pela salinidade. Estima-se que 250 milhdes de hectares séo irrigados
e, aproximadamente, metade ja apresentam problemas de salinizacdo e que dez
milhdes de hectares sdo abandonados anualmente, em virtude desse problema
(FAO, 2005). Em geral, a salinidade do solo, tanto € causada pela irrigacdo com
agua salina, como pela combinacdo dos fatores agua e solo (MUNNS, 2005). A
bananeira estd entre as espécies sensiveis ao sal e vem sendo amplamente
cultivada em regides aridas e semi-aridas com o uso da irrigacgao.

Existe um numero expressivo de variedades de banana, no entanto, quando
se considera aspectos como preferéncia dos consumidores, produtividade,

pY

tolerancia a pragas e doencgas, resisténcia a seca, frio e porte, restam poucas
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variedades para serem usadas comercialmente. No que diz respeito a salinidade em
banana, a literatura € bem limitada. Isso talvez se deva ao fato de que os trabalhos
em melhoramento genético tém sido direcionados, sobretudo, para a resisténcia a
pragas e doencas (SILVA et al., 2003).

Os marcadores de DNA apresentam a capacidade de detectar variacfes
genéticas adicionais e a possibilidade de acessar diretamente o genétipo do
individuo, evitando assim, a expressao do fenétipo e a influéncia do ambiente sobre
estes. Marcadores moleculares vém substituindo ou complementando a
caracterizacdo morfoldégica e agronémica tradicional, visto que sao virtualmente
ilimitados, cobrem todo o genoma e nao séo influenciados pelo ambiente. Varios
métodos moleculares tém sido empregados para investigar a variabilidade genética
presente no germoplasma de Musa. Marcadores ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) s&o utilizados na
identificag@o da diversidade genética existente em Musa, conduzindo a estudos de
diversidade inter e intra-especifica e promovendo melhor compreensdo do seu
genoma (BOREM e CAIXETA, 2006).

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da salinidade no
crescimento vegetativo de nove genotipos dipldides (AA) de bananeiras e
caracterizar a variabilidade genética desses genoétipos por meio de marcadores
ISSR e RAPD visando a obtencao de cultivares adaptados a solos salinos da regiao

nordeste brasileira.
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MATERIAL E METODOS

Local da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal Rural de Pernambuco -
UFRPE, Recife-PE. O experimento para as avaliagdes fisiologicas foi conduzido em
casa-de-vegetacdo do Departamento de Quimica e as analises moleculares foram

efetuadas no Laboratdério de Biotecnologia do Departamento de Agronomia.

Material vegetal

Foram utilizados nove gendtipos diploides (AA) de bananeira, adquiridos do
Banco Ativo de Germoplasma do Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e
Fruticultura — CNPMF/Embrapa, localizado em Cruz das Almas — BA, provenientes
de cultura de tecido, ja caracterizados quanto a resisténcia a Sigatoka Negra,
Sigatoka Amarela e Nematodides (Tabela 1). Utilizou-se nesse estudo, mudas em
fase inicial de crescimento, fase em que as plantas exibem maior sensibilidade a

salinidade.

Condicdes de plantio

De acordo com metodologia utilizada por GOMES et al. (2005), as mudas
foram plantadas em vasos de polietileno preto contendo 10 Kg de areia lavada,
coberta por uma camada de 3 cm de cascalho fino, a fim de reduzir a evaporagao e
favorecer o controle da salinidade no substrato. Foi utilizada irrigacdo por
gotejamento (0,4 L/planta/dia). Foram utilizados dois tratamentos, o primeiro com O
mM de NacCl (controle) e o segundo contendo 100 mM de NaCl (tratamento salino).

Ambos o0s tratamentos receberam 742,86mg.L" de fertilizante solivel (marca
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Kristalon) com a seguinte composicao: 3% de N, 11% de P,0s, 38% de K,0O, 4% de
MgO, 11% de S e micronutrientes. O calcio e nitrogénio foram fornecidos na forma
de nitrato de célcio (marca Barco Viking) na dose de 840 mg.L do produto,
composto de 15% de N e 19% de Ca. A condutividade elétrica da solucao nutritiva
dos dois tratamentos foi mantida a aproximadamente 1 e 10 dS/m, que corresponde
a concentracdo de 0 e 100 mM de NaCl, respectivamente.

O experimento, em casa de vegetacdo, foi realizado em duas etapas: a
primeira etapa teve duracdo de 15 dias, e correspondeu a fase de adaptacdo das
plantas ao plantio; a segunda etapa durou 21 dias, fase em que as plantas foram
submetidas ao tratamento salino. Em cada uma das etapas foram avaliados os nove

genatipos. Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes.

Avaliagoes fisiologicas

As varidveis de crescimento foram avaliadas no inicio da diferenciacdo dos
tratamentos e ao término do periodo experimental, no 21° dia da segunda etapa. As
variaveis analisadas foram: area foliar (AF), que foi estimada multiplicando-se o
produto do comprimento e largura da folha pelo fator de corre¢céo 0,7 (modificado de
MOREIRA, 1987); altura da planta (AP); diametro do pseudocaule (DP) e nimero de
folnas (NF). No final do experimento, as plantas foram fracionadas em limbo,
pseudocaule e raiz+rizoma. Em seguida foi feita a determinagéo do peso da matéria
fresca de cada parte da planta utilizando-se balanca analitica. A obtencdo do peso
da matéria seca, de cada planta, ocorreu apés secagem do material em estufa de
circulacdo forcada a 65C até peso constante.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente através dos programas

SAEG e GENES (CRUZ, 2001), através dos quais foi feita a andlise de variancia
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com teste F. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de

significancia de 5% de probabilidade.

Avaliagao molecular

Foram coletados no final do experimento, os tecidos foliares da terceira folha
de cada gendétipo. Estes foram acondicionados, identificados e mantidos sob
refrigeracdo em freezer -80°C. A extracdo do DNA foi feita segundo metodologia

proposta por DOYLE e DOYLE, (1990) com modificacdes.

Andlise de ISSR

Vinte primers de ISSR foram selecionados de um conjunto produzido pela
University of Bristish Columbia, Vancouver, Canada para Sphagnum angermanicum
e Pogonatum dentatum. As reacbes de amplificacdo, seguindo metodologia de
ZIETKIEWICZ et al (1994), com modificacdes, foram feitas para um volume final de
25 uL, contendo 20ng de DNA, uma unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen),
10mM de Tris-HCL (pH 8,0), 2 mM de MgCl,, 0,25 uM de cada dNTPs e 0,2 yM de
oligonucleotideo. As amplificacbes do DNA foram realizadas em termociclador MJ
Reseach, Inc. PTC100 Programmable Thermal Controller (Watetown, USA), nas
seguintes condi¢cfes: 15 min a 95T (desnaturacdo); seguido por 36 ciclos de 30
segundos a 94C (desnaturacéo), 45 segundos a 50C (anelamento) e 2 min a 72C
(extensdo), extensao final por 7 minutos a 72C. Os produtos das amplificacbes
foram separados em gel de agarose 2%, corados com Syber gold (1X, Invitrogen),
utilizando-se o marcador de 100pb (Invitrogen) sendo visualizados sob Iuz

ultravioleta e registrada em fotodocumentador digital Vilber Lourmat.
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Analise de RAPD

Foram testados 20 primers decameros (Invitrogen). As reacgOes de
amplificacdo para RAPD foram feitas, seguindo metodologia de WILLIAMS et al
(1990) com modificagbes, em um volume final de 15 yL, contendo tris-HCl| 10Mm
(pH 8,0), KCI 50mM. MgCl 2,0mM, 100uM de cada um dos dNTP, 20uM de primer,
uma unidade de Taq polymerase (Invitrogen) e 20ng de DNA. A amplificacéo foi feita
com aguecimento inicial de cinco minutos a 95°C para desnaturagéo inicial de DNA
e, a sequir, 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 40°C e um minuto a 72°C,
seguida de cinco minutos a 72°C para a completa extensdo de todas as cadeias
complementares. Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por
eletroforese em gel de agarose 2,0% (p/v) em tampao TBE a 80V. O marcador 100
pb DNA Ladder (Invitrogen) foi utilizado como padréo para estimar o tamanho dos
fragmentos. Apds a eletroforese, os géis foram corados com SyBr Gold (1X,

Invitrogen) e fotografados sob luz UV em foto documentador digital Vilber Loumat.

Andalise dos dados

Os produtos das amplificacbes foram tabulados como 1 (presenca) e O
(auséncia) de bandas para os nove genoétipos, sendo consideradas apenas as
bandas com boas resolucdes, estando de acordo com WEEDEN et al. (1992) que
afirmam que as bandas fracas podem gerar erros de 2 a 7%.

A similaridade entre os gendtipos foi calculada através do coeficiente de
coincidéncia simples. O célculo da similaridade foi feito utilizando o programa
computacional NTSYSpc ver.2.01 (ROHLF, 2000) o qual gerou a matriz de distancia
genética entre os genotipos. Para construcdo do dendrograma, a partir da matriz,

foram gerados grupos pelo método da média aritmética ndo ponderada UPGMA
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(Unweighted pair Group Method with Arithmetic Average), com 1000 simulacbes
expressos na forma de um dendrograma. Para a verificacdo do ajuste, entre a matriz
de similaridade e o dendrograma obtido, foi calculado o coeficiente de correlacéo

cofenética (r) (SOKAL & ROHLF, 1962).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela andlise entre os gendétipos o estresse salino afetou significativamente o
crescimento em altura da planta (AP), pois comparando 0s genoétipos entre si,
Borneo foi 0 que mais sofreu com a salinidade (Tabela 2). Perak e Buitenzorg se
destacaram n&o diferindo estatisticamente das demais variedades mostrando
reducdo acentuada nessa variavel. De acordo com WILLADINO e CAMARA (2005),
0 estresse salino, de certa forma, restringe o0 crescimento das plantas,
especialmente em glicdfitas, por essas apresentarem menor tolerancia a salinidade.
Esse comportamento ja vem sendo relatado na literatura ha varias décadas
(AZEVEDO NETO, 2005). Em bananeira, outros pesquisadores também observaram
reducéo nessa variavel (ARAUJO FILHO et al., 1995; NEVES et al., 2002; e GOMES
et al., 2005).

No que diz respeito ao numero de folhas (NF), houve diferenca significativa
entre os tratamentos com e sem sal (Tabela 2). Esses dados diferem dos
encontrados por MACEDO (2005). Os gendtipos 0337-02 e Perak apresentaram
maior numero de folhas em relacdo a Monyet e Borneo. A salinidade pode nao
alterar caracteristicas da planta, como por exemplo, a emissdo de folhas. Este
resultado é relevante, uma vez que o numero de folhas vivas durante o ciclo da
bananeira influencia positivamente a sua produtividade.

Em relacdo a é&rea foliar (AF), comparando-se 0s genotipos, observou-se

diferenca significativa entre os mesmos, destacando-se Borneo com maior reducéo
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(Tabela 2). A reducdo da area foliar talvez seja causada pela reducdo do volume
celular ou pela inibicAo da expansao celular provocada pelo sal (ORCUTT e
NIELSEN, 2000).

Quanto ao diametro do pseudocaule (DP), a salinidade provocada pela adicao
de NaCl no meio nutritivo praticamente ndo promoveu efeito significativo entre os
genadtipos avaliados (Tabela 2), contudo, Borneo foi o gendtipo mais sensivel em
comparacdo aos demais. ARAUJO FILHO et al. (1995), trabalhando com bananeiras
‘Mysore’ e ‘Nanica’ em solo salino, ndo observaram diferencas significativas no
diametro do pseudocaule.

A avaliacdo da producdo de fitomassa fresca do limbo (FFL) mostrou
diferenca significativa entre o0os gendtipos, destacando-se 0337-02 com mais
tolerancia as condic¢des salinas que os demais genotipos, exceto o 0116-01 (Tabela
3). Em relacdo a fitomassa seca do limbo (FSL), houve também diferenca
significativa entre os genotipos, com destaque para 0337-02 que superou oS
genatipos 0323-03, Monyet, Tongat e Borneo. A reducédo no acumulo de fitomassa é
considerado um dos principais efeitos negativos do estresse salino. Entretanto, os
limites de tolerancia ao sal ndo sao estanques, cada espécie apresenta um grau de
tolerancia ao sal. O que pode depender da concentracdo e da natureza dos sais
dissolvidos, de fatores climéaticos, absorcdo de agua e nutricdo vegetal (MACEDO,
2005).

Na variavel fitomassa fresca do pseudocaule (FFP) nao foi observada
diferenca significativa entre os genotipos. Quanto a fitomassa seca do pseudocaule
(FSP) os gendtipos 0323-03 e 0116-01 foram menos afetado pela presenca do sal
que o gendtipo Borneo (Tabela 3). De acordo com MUSCOLO et al, (2003), a

reducdo da fitomassa esta relacionada com a reducdo do namero de folhas que leva
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a reducdo da éarea fotossintetizante e formacao insuficiente de carboidratos para o
crescimento da planta.

No que diz respeito a fitomassa fresca das raizes+rizoma (FFRR), foi
observado que nao houve diferenca significativa entre os tratamentos. Entretanto,
em relacdo a fitomassa seca das raizes+rizomas (FSRR), 0 mesmo ndo aconteceu,
sendo a reducdo mais sentida nos genotipos 0337-02, 0116-01, Perak e Tongat
(Tabela 4). Segundo LARCHER (2004), em condicdes de estresse salino extremo,
ocorre a inibicdo do crescimento da raiz, e a respiracdo nas raizes pode tanto
decrescer quanto aumentar pela acao dos sais. A sobrevivéncia de plantas glicofitas
em ambientes salinos pode resultar de processos adaptativos envolvendo absorcéo,
transporte e distribuicdo de ions nos varios 6rgdos da planta, bem como a sua
compartimentalizacao celular (MUNNS et al., 2002).

Na avaliacéo fisiolégica dos nove genotipos, o 0337-02 destacou-se como 0
mais tolerante ao estresse salino, seguido do gendtipo Perak e contrastando com
Borneo que demonstrou maior sensibilidade ao sal.

Na analise molecular da similaridade genética entre os genotipos, estimada
com base nos marcadores moleculares ISSR, dos 20 primers testados, trés néo
apresentaram padrbes reproduziveis de bandas. Os 17 primers restantes
amplificaram 251 regides de bandas, sendo 178 polimorficas (70,9%) e 73
monomorficas (29,1%) (Tabela 5). O primer UBC 866 foi o que gerou o menor
namero de bandas amplificadas (9), enquanto que o primer UBC 855 gerou o maior
namero de bandas (25), destas 21 foram polimorficas, com um percentual de 84%
de polimorfismo. Ao passo que o primer UBC 830 gerou 16 bandas, sendo 15
polimorficas, com um percentual de 93,7% de polimorfismo (Figura 1). A média de
fragmentos amplificados por primer foi de 14,76 e o tamanho desses fragmentos

variou de 120pb (UBC 890) a 2800pb (UBC 820).
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A partir dos célculos da matriz de similaridade, gerou-se um dendograma, o
qual formou dois grupos (Figura 2). O grupo | constituido por dois subgrupos e o
grupo Il formado pelos gendtipos Monyet (cultivado) e Borneo (selvagem) que
apresentaram comportamento semelhantes nas variaveis fitomassa fresca e seca de
raizes+rizoma. Esses gendtipos embora ndo tenham a mesma procedéncia, sao
resistentes a sigatoka negra. Alguns estudos comparativos entre espécies
selvagens e cultivadas de mandioca tém indicado que as espécies selvagens
contém igual ou maior variabilidade genética que as cultivadas (MUHLEN, 1999). O
gue pode ser levado em consideracao também para bananeira.

O grupo | se subdivide em dois subgrupos, o primeiro subgrupo divide-se em
dois outros agrupamentos, um constituido pelos gendtipos Perak, Tongat e 0323-03,
gue mostraram comportamento semelhantes nas variaveis area foliar, diametro do
pseudocaule, fitomassa fresca do pseudocaule, e outro formado pelo gendtipo
melhorado 0116-01. O segundo subgrupo é formado pelos genotipos melhorados
Buitenzorg, Tjau Lagada e 0337-02, que apresentaram comportamento semelhantes
nas variaveis diametro do pseudocaule e fitomassa fresca de raizes+rizoma.

COSTA (2003), estudando Manihot esculenta, relaciona agrupamentos
envolvendo gendtipos selvagens, cultivados e melhorados com a elevada frequéncia
de locos em heterose, fazendo com que exista grande variabilidade entre individuos
do mesmo grupo gendémico e origem geografica distinta.

O coeficiente de correlacdo cofenético obteve 72,9% para o marcador ISSR,
valor este que expressa uma consideravel confiabilidade obtida nos agrupamentos.
A similaridade média entre todos os genotipos foi baixa (0,051), indicando que esses
diploides sao bastante distintos entre si, conferindo grande diversidade genética nos

genotipos estudados.
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Dos 20 primers de RAPD testados, apenas em um ndo houve produto de
amplificacdo. Foram geradas 219 bandas, sendo 136 polimorficas (62,1%) e 83
monomorficas (37,9%) (Tabela 6). Os primers OPA12 (Figura 3), OPA04 e OPNO6
mostraram-se mais polimorficos, gerando 48 bandas, apresentando uma média de
16 fragmentos por primer. O primer OPS01 foi 0 menos polimorfico, apresentando
um percentual de polimorfismo de 30,8%. A média de fragmentos amplificados por
primer foi de 18,05 e o tamanho desses fragmentos variou de 200 pb a 1200 pb.

O dendrograma gerado partir dos calculos da matriz de similaridade mostrou
um coeficiente de correlagcdo cofenético de 81,6% para o marcador RAPD,
determinando uma boa confiabilidade da matriz de similaridade, obtida a partir do
coeficiente de Jaccard. A similaridade média entre todos os gendtipos foi de 0,054.
Os gendtipos agruparam-se em dois grandes grupos, a partir desses, outros
subgrupos foram originados (Figura 3).

O primeiro grupo, subdividido em dois subgrupos, sendo um formado pelos
genaotipos Perak (selvagem) e 0323-03 (melhorado) apresentaram comportamento
semelhantes nas variaveis area foliar, diametro do pseudocaule e fitomassa fresca
de raizes+rizoma. A ampla variabilidade entre dipléides selvagens do grupo AA pode
ser atribuida ao efeito de repetidos cruzamentos ou mutacdes nos clones cultivados,
gue tém resultado em genoma de Musa acuminata, significativamente diferente
daquele encontrado em seus ancestrais dipléides (BHAT e JARRET, 1995). O outro
subgrupo formado pelo gendtipo 0116-01 (melhorado) que apresentou
comportamento semelhantes ao outro subgrupo nas variaveis diametro do
pseudocaule e fitomassa fresca de raizes+rizoma.

A formacdo desse primeiro grupo, envolvendo genotipos selvagens e
melhorados, pode ser explicado devido ao fato de que, na reacdo de RAPD, a

mudanc¢a de um unico nucleotideo pode levar a uma variacdo no padrao de bandas
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obtidas, sem que isto altere outras caracteristicas, morfolégicas e quimicas. O
agrupamento de um dipléide selvagem com um dipléide cultivado ou melhorado foi
observado também por CRESTE (2002) em trabalho com gendtipos dipléides e
triploides de Musa acuminata. GOMES et al. (2005) observaram também a
separacao de grupos distintos na analise de agrupamento de genadtipos diploides de
banana e atribuiram esse fato a provaveis mutacfes existentes nesses genomas.

O grupo Il se divide em dois subgrupos. O primeiro subgrupo é constituido
pelos genotipos Tongat (cultivado) e 0337-02 (melhorado) que apresentaram
comportamento semelhantes nas variaveis numero de folhas, diametro do
pseudocaule e fitomassa fresca e seca de raizes+rizoma.

O segundo subgrupo se divide em outros dois agrupamentos, um formando
pelos gendtipos Monyet e Borneo, ambos genotipos selvagens, que apresentaram
comportamento semelhantes nas variaveis fitomassa fresca e seca de
raizes+rizoma. O outro agrupamento, formado pelos gendtipos Buitenzorg
(selvagem) e Tjau Lagada (cultivado), apresentaram comportamento semelhantes
nas variaveis numero de folhas, diametro do pseudocaule e fitomassa fresca e seca
de raizes+rizoma. Marcadores RAPD tém sido utilizados para estudos de
variabilidade genética e para monitorar a eventual transferéncia de material genético
de espécies diploides selvagens para cultivadas. Isso pode estar relacionado ao
fluxo génico das espécies dipléides selvagens, como consequéncia do evento da
poliploidizacdo (MORETZSOHN et al., 2005).

O dendograma consenso das analises de similaridades genéticas obtidas a
partir dos marcadores ISSR e RAPD (Figura 5) agruparam em mesmo subgrupos os
genaotipos Monyet e Borneo, Buitenzorg e Tjau Lagada e também 0323-03 e 0116-

01, os quais se repetiram nos dendogramas de ISSR e RAPD (Figuras 3 e 4),
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demonstrando assim a eficiéncia destes no estudo da diversidade genética entre os
genaotipos avaliados.

As variaveis area foliar, numero de folhas e fitomassa fresca e seca do limbo
estdo envolvidas no maior ou menor crescimento e desenvolvimento vegetativo.
Portanto, € possivel verificar que um dos fatores que confere maior tolerancia a
alguns genatipos esta relacionado a maior superficie de absorcéo dos raios solares
e a consequente conversdo em energia metabdlica (BARRETO, 1997), sendo esses
0s parametros que conferem ao genétipo 0337-02 as condi¢cdes de ter se destacado
como o0 mais tolerante as condicfes salinas neste trabalho.

Selecionar gendtipos tolerantes a salinidade € apenas o inicio de um trabalho
mais longo que seria a identificacdo e sequenciamento de genes relacionado com a
resposta ao estresse salino, pois atualmente sabe-se que, de acordo com ZHU
(2001), a resposta vegetal a condicOes de salinidade esta relacionada a expressao

de varios genes.

CONCLUSOES

e O gendtipo 0337-02 (melhorado) foi o mais resistente entre os dipldides a
serem usados em cruzamentos, como fornecedor de genes, visando a

obtencao de variedades adaptadas a solos salinos.

e O gendtipo Borneo (selvagem), que se apresentou altamente sensivel a
salinidade, ndo é indicado para ser utilizado em cruzamentos em trabalhos de
melhoramento visando a introgressdo de genes resistentes ao estresse

salino.

75



Silva, R.L.O. Avaliagcdo de genétipos dipléides AA de Musa spp. submetidos a estresse salino

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AZEVEDO-NETO, D.D.; PRISCO, J.T.; ENEAS J.; ABREU, C.E.B.; GOMES, E.
Effect of salt stress on antioxidative enzymes and lipid peroxidation in leaves and
roots of salt-tolerant and saltsensitive maize varieties. Environmental and

Experimental Botany, Elmsford, v.56, p.87-94, 2005.

ARAUJO FILHO, J.B.: GHEYI, H.R.; AZEVEDO, N.C.;: SANTOS, J.G.R. Efeitos da
salinidade no crescimento e no teor de nutrientes em cultivares de bananeira.

Revista Brasileira de Ciéncia do Solo , Campinas, v.19, n.3, p. 417-422, 1995.

BARRETO, L.P. Estudo nutricional e bioquimico do sorgo (  Sorghum bicolor (L.)
Moench) sob estresse salino . 1997. 179p. Tese (Doutorado em Botanica). UFRPE.

1997.

BHAT, K.V.; JARRET, R.L. Random amplified polimorphic DNA and genetic diversity

in Indian Musa germplasm. Genetic Resources and Crop Evolution , Dordrecht,

v.42,n.2, p.328-332, 1995.

BOREM, A.; CAIXETA, E. T. ed. Marcadores moleculares. Vicosa — MG, 2006.374p.

COSTA, M.R.; CARDOSO, E.R.; OHASE, M.M.M. Similaridade genética de

cultivares de mandioca (manihot esculenta) por meio de marcadores RAPD. Ciéncia

agrotécnica , Lavras. v.27, n. 1, p. 158-164, 2003.

76



Silva, R.L.O. Avaliagcdo de genétipos dipléides AA de Musa spp. submetidos a estresse salino

CRESTE, S. Avaliacdo da variabilidade genética em musa spp. utilizando
marcadores microssatélites. 2002. 86f. Tese (Doutorado em Agronomia).

Piracicaba — SP. 2002.

CROUCH, J.H.; CROUCH, H.K.; TENKOUANO, A.; ORTIZ, R. VNTR-based diversity
analysis of 2x and 4x full-sib Musa hybrids. Eletronic Journal of Biotecnology

New Delhi, v.2, n.3, p. 99-108, 1999.

CRUZ, C.D. Programa GENES - versdo Windows 2005.6.1 Vigcosa: UFV, 2001,

624p.

DOYLE, I.J.; DOYLE, J.L. Isolation of plant from fresh tissue. Foccus , Rockville v.12,

p.13-15, 1990.

FAO. FAO statistical databases : Agricultural Production: Crops Primary: Brazil:

bananas. Disponivel em: http://www.apps.fao.org/page/colletions. Acesso em: 10 de

junho de 2005.

GOMES, E.W.F.; WILLADINO, L.; MARTINS, L.S.S.; SILVA, S.0.; CAMARA, T.R.
Variedades de bananeira tratadas com &agua salinizada em fase inicial de
crescimento. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambient al, Campina

Grande, v.9, (Suplemento), p.31-36, 2005.

IBGE. Estatistica Agricultura . Disponivel em: http://www.sidra.ibge.gov.br. Acesso

em: 03 de novembro 2006.

77



Silva, R.L.O. Avaliagcdo de genétipos dipléides AA de Musa spp. submetidos a estresse salino

LARCHER, W. Ecofisiologia Vegetal . Sdo Carlos: RiMa Artes e Textos, 2004.

531p.

MACEDO, C.E.C.; BARROSO, P.A.V.; MOURA, G.E.D.D.; ALLOUFA, M.A.B. Efeito
do nacl sobre o crescimento e a multiplicacdo in vitro de bananeira. Revista

Brasileira de Fruticultura , Jaboticabal - SP, v.27, n.2, p.194-197, 2005.

MOREIRA, R.S. Banana: teoria e pratica de cultivo. Campinas, Sao Paulo:

Fundacao Cargill, 1987. 335p.

MORETZSOHN, M.C.; LEOI, L.; PROITE, K.; GUIMARAES, P.M.; LEAL-BERTIOLI,
S.C.M.; GIMENES, M.A.; MARTINS, W.S.; VALLS, J.F.M.; GRATTAPAGLIA, D,
BERTIOLI, D.J. A microsatellite-based, gene-rich linkage map for the AA genome of
Arachis (Fabaceae). Theoretical and Applied Genetics , New York, v.111, p.1060-

1071, 2005.

MUHLEN, G. S. Avaliagdo da diversidade genética de etnovariedades de
mandioca ( Manihot esculenta Crantz) com marcadores de DNA : RAPD, AFLP e
Microssatélites. 1999. 176 p. Tese (Doutorado em Agronomia) - Escola Superior de

Agricultura Luiz Queiroz, Piracicaba. 1999.

MUNNS, R. Comparative physiology of salt and water stress. Plant, Cell and

Environment, Oxford, v.25, p.239-250. 2002.

MUNNS, R. Genes and salt tolerance: bringing them together. New Phytologist ,

Cambridge, v.167, p.645-663, 2005.

78



Silva, R.L.O. Avaliagcdo de genétipos dipléides AA de Musa spp. submetidos a estresse salino

MUSCOLO, A.; PANUCCIO, M. R.; SIDARI, M. Effects of salinity on growth,
carbohydrate metabolism and nutritive properties of kikuyu grass (Pennisetum
clandestinum Hoscht). Plant Science , Limerick, v.164, p.1103-1110, 2003.

NEVES, L.L.M.; SIQUEIRA, D.L.; CECON, P.R.; MARTINEZ, C.A.; SALOMAO,
L.C.C. Crescimento, trocas gasosas e potencial osmético da bananeira-‘prata’,
submetida a diferentes doses de sodio e calcio em solucdo nutritiva. Revista

Brasileira de Fruticultura , Jaboticabal - SP, v.24, n.2, p.524-529, 2002.

ORCUTT, D.M.; NILSEN, E.T. Physiology of plants under stress : soil and biotic

factors. New York: J. Wiley, 2000. 683p.

ROHLF, F. J. 2000. NTSYSpc: numerical taxonomy and multivariate data analysis

system, ver. 2.01. Exeter software: Setauket, New York.

SILVA, S.0.; GASPAROTTO, L.; MATOS, A.P.; CORDEIRO, Z.J.M.; FERREIRA,
C.F.; RAMOS, M.M.; JESUS, O.N. Banana Breeding Program in Brazil — Recent
Results. Cruz das Almas-BA: Empraba Mandioca e Fruticultura, 2003. 39p.

(Embrapa Mandioca e Fruticultura, Documento 122).

SOKAL, R. R.; ROHLF, F. J. 1962. The comparison of dendrograms by objective

methods. Taxon, Utrecht, v.11, p.30-40.

WEDEN, N.F.; TIMMERMAN, G.M.; HEMMAT, M.KNNEN, B.E.; LODHI, M.A.
Inheritance and reliability of RAPD markers. In Aplication of RAPD technology to
plant breeding . Crop Science of America, Madison, Wis. pp.12-17, 1992.

79



Silva, R.L.O. Avaliagcdo de genétipos dipléides AA de Musa spp. submetidos a estresse salino

WILLIAMS, J.G.; KUBELIK, A.R.; LIVAK, K.J.; RAFALSKI, L.A.; TINGER, S.V. DNA
polymorphism amplified by arbitrary are useful as genetic marker. Nucleic Acid

Research , Oxford, v.18, p.6531-6535, 1990.

WILLADINO, L.G.; CAMARA, T.R. Aspectos fisiologicos do estresse salino em
plantas. In: Nogueira, R.J.M.C.; ARAUJO, E.L.; WILLADINO, L.G.; CAVALCANTE,
U. M. T. Estresses ambientais: danos e beneficios em plantas . Recife, PE, 2005.

p.118-126.

ZHU, J. Plant salt tolerance. Trends in Plant Science , London, v.6, n.2, p.66-71,

2001.

ZIETKIEWICZ, E.; RAFALSKI, A.; LABUDA, D. Genome Fingerprinting by simple
sequence repeat (SSR)-anchored polymerase chain reaction amplification.

Genomics , San Diego, v.20, p.176-183, 1994.

80



Silva, R.L.O. Avaliagcdo de genétipos dipléides AA de Musa spp. submetidos a estresse salino

Tabela 1. Genotipos diploides de bananeira, oriundos do Banco Ativo de

Germoplasma da Embrapa/CNPMF

GENOTIPOS GRUPO PROCEDENCIA RESISTENCIA
PERAK AA(S*) Malasia RSN?!
TONGAT AA(C*¥) Franca SSN*
MONYET AA(S*) Indonésia RSN!

BUITENZORG AA(S*) Jamaica RSN?!

TJAU LAGADA AA(C*) Honduras SSN*
BORNEO AA(S¥) Jamaica RSN' e RN?
0337-02 AA(M*+*) Embrapa/CNPMF  RSN!, RSA? e RN?
0323-03 AA(M***) Embrapa/CNPMF  RSN?, RSA? e RN?
0116-01 AA(M***) Embrapa/CNPMF  RSN?, RSA? e RN?

* Selvagem 'RSN = Resistente a Sigatoka Negra
** Cultivado ’RSA = Resistente a Sigatoka Amarela
*** Melhorado 3RN = Resistente a Nematoides

“SSN = Susceptivel a Sigatoka Negra

81



Silva, R.L.O. Avaliagcdo de genétipos dipléides AA de Musa spp. submetidos a estresse salino

Tabela 2. Valores médios de altura da planta (AP), namero de folhas (NF), area foliar

(AF) e diametro do pseudocaule (DP) de nove genotipos dipldides de bananeira,

cultivados em casa de vegetacdo sob dois niveis de sal (0 mM e 100mM), Recife,

2008
VARIAVEIS

GENOTIPOS AP (cm) NF (unid) AF (cm?) DP (cm)
0337-02 38,66ab’ 10,00a 4022,82a 2,59
0323-03 38,42ab 9,00ab 2514,19bc 2,33a
0116-01 37,50ab 9,00ab 3462,33ab 2,77a
Monyet 38,33ab 8,17bc 1917,08c 2,36a
Perak 42,25a 10,00a 2763,67bc 2,77a
Tongat 31,83b 8,33ab 2421,48bc 2,63a
Tjau lagada 35,00ab 9,33ab 2546,10bc 2,40a
Borneo 18,32c 6,50c 659,11d 1,33b
Buitenzorg 40,75a 8,67ab 2222,27¢c 2,57a

SALINIDADE

0 mM 38,96 a 10,00a 2952,51a 2,64a
100 mM 32,38b 7,55b 2053,95b 2,19b

"Médias seguidas pelas mesmas letras néo diferem entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.
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Tabela 3. Valores médios de fitomassa fresca do limbo (FFL) e pseudocaule (FFP) e
fitomassa seca fresca do limbo (FSL) e pseudocaule (FSP) de nove gendtipos
diploides de bananeira, cultivados em casa de vegetacdo sob dois niveis de sal (O

mM e 100mM), Recife, 2008

VARIAVEIS
GENOTIPOS FFL (9) FFP (9) FSL (9) FSP(g)
0337-02 105,082 130,67a 14,42a 8,39ab
0323-03 52,25cd 87,00a 6,89bc 9,65a
0116-01 94,67ab 12,.43a 10,96ab 9,39a
Monyet 47,80cd 92,26a 7,33bc 8,42ab
Perak 55,73cd 131,92a 9,25ab 7,29ab
Tongat 63,75bc 101,83a 7,79bc 7,38ab
Tjau lagada 61,25bc 103,75a 9,69ab 6,76ab
Borneo 21,34d 24,92a 2,19c 1,23b
Buitenzorg 53,00cd 109,58a 7,94abc 6,31ab
SALINIDADE
0 mM 80,93a 128,78a 11,58a 10,22a
100 mM 42,59b 7,30b 5,04b 4,18b

"Médias seguidas pelas mesmas letras néo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Tabela 4. Valores médios de fitomassa fresca raiz+rizoma (FFRR) e fitomassa seca
raiz+rizoma (FSRR) de nove gendtipos dipléides de bananeira, cultivados em casa

de vegetacédo sob dois niveis de sal, Recife, 2008

FFRR () FSRR (g)
SALINIDADE
GENOTIPOS
0 mM 100 mM 0mM 100 mM

0337-02 106,50Aab’ 52,17Aa 11,12Ab 4,12Ba
0323-03 46,67Acd 39,33Aa 6,60Abc 4,87Aa
0116-01 117,40Aab 43,50Aa 12,73Aab 5,14Ba
Monyet 68,67Abcd 38,33Aa 6,58Abc 4,08Aa
Perak 42,67Aa 141,83Aa 18,47Aa 4,58Ba
Tongat 90,00Aabc 40,67Aa 9,99Ab 4,83Ba
Tjau lagada 72,17Abcd 42,00Aa 6,71Abc 4,49Aa
Borneo 26,50Ad 7,50Aa 2,81Ac 3,75Aa
Buitenzorg 65,00Abcd 38,50Aa 7,42Abc 4,08Aa

"Médias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas nas linhas e maitsculas nas
colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Primers de ISSR selecionados, seqiiéncia, nimero de fragmentos, nimero

de bandas polimorficas e percentual de polimorfismo

Primer Sequéncia* N°total de N°de Percentual de
fragmentos bandas polimorfismo

amplificados  polimorficas

UBC 2 GAGAGAGAGAGAGAGAT 14 7 50

UBC 3 CTCTCTCTCTCTCTCTG 23 14 60,9

UBC 5 CTCTCTCTCTCTGC 10 6 60
UBC 827 ACACACACACACACACG 12 9 75
UBC 830 TGTGTGTGTGTGTGTGG 16 15 93,7
UBC 834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 16 11 68,7
UBC 845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 16 13 81,2
UBC 848 CACACACACACACACARG 10 5 50
UBC 849 GTGTGTGTGTGTGTGTYA 14 8 57,1
UBC 855 ACACACACACACACACYT 25 21 84
UBC 857 ACACACACACACACACTG 16 8 50
UBC 860 TGTGTGTGTGTGTGTGRA 11 7 63,6
UBC 866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 9 7 77,7
UBC 868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA 15 11 73,3
UBC 878 GGATGGATGGATGGA 11 9 81,8
UBC 887 DVDTCTCTCTCTCTCTC 18 11 83,3
UBC 890 VHVGTGTGTGTGTGTGT 11 15 73,3
TOTAL 251 178 69,62**

*Degeneracao de acordo com a I[UPAC
**Percentagem média de polimorfismo.
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Tabela 6. Primers de RAPD selecionados, sequéncia, numero de fragmentos,

numero de bandas polimorficas e percentual de polimorfismo

Primer Sequéncia* N°total de N°de Percentual de
fragmentos bandas polimorfismo

amplificados  polimorficas

OPAO1 CAGGCCCTTC 9 6 66,6
OPAO4 AATCGAGCTG 19 15 78,9
OPAAO06 GTGGGTGCCA 8 3 37,5
OPA10 GTGATCGCAG 13 9 69,2
OPAll GAATCGCCGT 18 10 55,5
OPA12 TCGGCGATAG 14 12 85,7
OPA15 TTCCGAACCC 9 5 55,5
OPAHO5 TTGCAGGCAT 19 11 57,9
OPAHO06 AATCGGGCTG 13 8 61,5
OPAHO9 AGAACCGAGG 6 2 33,3
OPAH10 GGGATGACCA 15 8 53,3
OPAH13 TGAGTCCGCA 12 8 66,6
OPAH15 CTACAGCGAG 16 10 62,5
OPAH16 CAAGGTGGGT 13 10 76,9
OPNOG6 GAGACGCACA 15 11 73,3
OPSO01 CTACTGCGCT 13 4 30,8
PC11 AAACGTGCGG 7 4 57,1
TOTAL 219 136 53,79**

*Degeneracao de acordo com a IUPAC.
**Percentagem média de polimorfismo
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Figura 1. Padrdo eletroforético obtido pela amplificacdo do DNA em 9 gendtipos
dipldides de banana utilizando A: primer UBC 855 e B: primer UBC 830. Os
genotipos estdo numerados de acordo com a tabela 1. M: Ladder 100pb.

Figura 2. Padrdo eletroforético obtido pela amplificagdo do DNA em 9 gendtipos
diploides de banana utilizando o primer OPA12. Os genotipos estdo numerados de
acordo com a tabela 1. M: Ladder 100pb.
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Figura 3. Dendrograma da analise de agrupamento de nove genétipos dipléides de bananeira

baseado em marcadores ISSR, obtido por meio do programa NTSYSpc, usando o método
UPGMA e o coeficiente de similaridade de Jaccard
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Coafficient
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Figura 4. Dendrograma da analise de agrupamento de nove genotipos dipléides de bananeira

baseado em marcadores RAPD, obtido por meio do programa NTSYSpc, usando o método

UPGMA e o coeficiente de similaridade de Jaccard
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Perak
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Tjau Lagada

0332-03
0116-01

0337-02

0,720 0,640 0,560 0,480 0,400 0,320 0,240
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Figura 5. Dendrograma consenso das andlises de similaridade de nove genétipos diploides de

bananeira obtido pelos marcadores ISSR e RAPD, através do programa NTSYSpc, usando o

método UPGMA e o coeficiente de similaridade de Jaccard
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CONCLUSOES GERAIS
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e O gendtipo Tongat, que apresentou maior reducdo na area foliar,
provavelmente tera um menor potencial produtivo quando cultivado em
solos salinos. No entanto, o genétipo Tjau Lagada possivelmente
apresentara uma producdo relativamente superior aos genotipos

avaliados nesse estudo.

e O gendtipo 0116-01, por ter apresentado maior tolerancia a salinidade,
podera ser utilizado em futuros cruzamentos disponibilizando genes a
serem incorporados em cultivares produtivas utilizadas em programas
de melhoramento que visem a obtencdo de variedades adaptadas as
regides de solos salinos no Nordeste Brasileiro.

e O gendtipo 0337-02 (melhorado) devera constar entre os dipléides a
serem usados em cruzamentos, como fornecedor de genes, visando a
obtencdo de variedades adaptadas a solos salinos da regido nordeste

do Brasil.

e O gendtipo Borneo (selvagem), que mostrou-se altamente sensivel a
salinidade, ndo devera ser utilizado em cruzamentos em trabalhos de
melhoramento visando a introgressdo de genes resistentes ao estresse

salino.

e Esta pesquisa gerou trabalhos académicos divulgados em eventos de

cunho técnico-cientificos e em periodicos especializados.
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PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA — MELHORAMEN TO
GENETICO DE PLANTAS

NORMAS DE REDACAO DE DISSERTACAO

1. Normas Gerais

1.1. Dissertacdo constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em
cursos de Mestrado. Exigem investigacdes proprias a area de especializacao e
métodos especificos.

1.2. A Dissertacéo é de responsabilidade do aluno, da Comissao Orientadora e
da Banca Examinadora, a quem competira alteracdes na forma, na linguagem

e no conteudo.

2. Estrutura

2.1. A Dissertacdo devera ser composta de: (i) capa, (ii) paginas pré-textuais,

(iii) corpo da Dissertacdo propriamente dita, e (iv) anexo (paginas pos-textuais).

2.2. A capa devera constar a autoria, o titulo da Dissertacéo, local e ano da
aprovacao da Dissertacdo. As capas das Dissertacdes encadernadas em mais
de um volume deverdo conter as mesmas informacfes acrescidas da
identificacdo do respectivo volume. Obrigatoriamente, cinco (5) exemplares
devem ser de capas duras de cor preta e letras amarelas.

2.3. As paginas pré-textuais serdo compostas:

2.3.1. Primeira folha interna (pagina de rosto), contendo: (i)autoria, (ii) titulo da
Dissertacdo, (iii) nota explicativa de que se trata de um trabalho de
Dissertacdo, mencionando o Programa de Pds-graduacgéo, a Universidade e o
grau pretendido (Mestrado); (iv) comité de orientacao e (v) local e ano de

aprovacao da Dissertacdo. Contara, no verso desta folha, a ficha catalografica.
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2.3.2. Segunda folha interna deve conter o titulo, o nome do mestrando (a), a
data de aprovacgéo da Dissertacdo, os nomes e assinaturas do orientador e dos
participantes da Banca Examinadora, local e data.

2.3.3 Opcionalmente, poderédo ser incluidas paginas adicionais contendo: (i)
agradecimento (ii) oferecimento, (iii) dedicatéria e (iv) biografia do autor,
obrigatoriamente, deve conter (v) lista de simbolos, figuras, tabelas e sumario.

2.3.4. Folha (s) em que conste (m) o resumo em portugués, palavras-chave, o
abstract em inglés e key words. O resumo deve destacar: o local da pesquisa,
delineamento estatistico, caracterizacao do problema, focalizar o(s) objetivo(s),

sintese da metodologia, resultados obtidos e conclusdes.

2.4. O corpo da Dissertacdo contera todo o trabalho impresso, avaliado e
aprovado pela Banca Examinadora. O corpo da Dissertacdo podera ser

organizado na forma de capitulos.

2.5. O corpo da Dissertagdo em capitulos sera composto das secoes:

(i) Capitulo I: Introducéo Geral, (ii) Capitulos (I ou mais artigo(s) cientifico(s)) e
(i) Conclusdes Gerais. A organizacdo interna devera obedecer as
caracteristicas inerentes de cada capitulo. A bibliografia devera aparecer ao

final de cada capitulo.

2.6. O anexo (paginas pos-textuais) contera material pertinente e suplementar

a Dissertagcdo, como por exemplo, as normas do(s) periddico(s) escolhido(s).
3. Editoracéo
3.1. Composicao tipografica. As Dissertacdes deverdo ser impressas em

forma permanente e legivel, com caracteres de alta definicdo e de cor preta no
tipo Arial tamanho 12, com espagamento 1,5.
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3.2. Notacdo cientifica e medidas. @A nomenclatura cientifica devera ser
diferenciada contextualmente, de acordo com as normas internacionais. As
unidades métricas deverdo seguir o padrdao do Sistema Internacional de
Unidades.

3.3 Papel. Utilizar papel A-4 (210 x 297 mm) branco, e suficientemente opaco

para leitura normal.

3.4. Margens. A margem esquerda deve ser de 3 cm e as outras margens de 2

cm.

3.5. Paginacdo. Todas as paginas textuais e pos-textuais deverdo ser
numeradas em sequéncia continua, i.e., desde a pagina da Introducédo geral
(texto corrido), até a ultima pégina, em algarismos ardbicos. A sequéncia
devera incluir tudo que estiver como mapas, diagramas, paginas em branco e
outros. As paginas pré-textuais deverdo ser numeradas, sequencialmente,

como algarismos romanos minusculos.

3.6. llustracdes. Fotografias e outras ilustracoes deverdo ser montadas de
forma definitiva e incluidas no corpo da Dissertacdo. E admitido o uso de cores
nas figuras e ilustragcdes. Em nenhuma circunstancia deve-se-a empregar fita
adesiva ou material similar para afixacdo de ilustracdbes no corpo da
Dissertacdo. Folhas de tamanho superior a A4 serdo aceitveis, desde que
dobradas, de forma a resultar em dimensdes inferiores ao tamanho do papel

adotado.
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REVISTA BRASILEIRA DE FRUTICULTURA

ISSN 0100-2945 version impresa
ISSN 1806-9967 version online

INSTRUCOES AOS AUTORES
Forma e preparacdo de manuscritos

1. A Revista Brasileira de Fruticultura (RBF) destina-se a publicacéo de artigos
e comunicacdes técnico-cientificos na area da fruticultura, referentes a
resultados de pesquisas originais e inéditas, redigidas em portugués,
espanhol ou inglés, e ou 1 ou 2 revisBes por numero , de autores convidados.

2. E imperativo que todos os autores assinem o oficio de encaminhamento
mencionando que : "OS AUTORES DECLARAM QUE O REFERIDO
TRABALHO NAO FOI PUBLICADO ANTERIORMENTE, OU ENCAMINHADO
PARA PUBLICAQAO A OUTRA REVISTA E CONCORDAM COM A
SUBMISSAO E TRANSFERENCIA DOS DIREITOS DE PUBLICACAO DO
REFERIDO ARTIGO PARA A REVISTA., deve indicar a natureza da
publicagdo (ARTIGO OU COMUNICACAO CIENTIFICA). De acordo com a
natureza da publicacdo, o mesmo deverd ser redigido de acordo com as
respectivas normas. Trabalhos submetidos como artigo nédo seréo julgados ou
publicados na forma de Comunicacéo Cientifica e vice-versa.

3. Os trabalhos devem ser encaminhados (SEM DISQUETE) em quatro vias (3
vias sem 0 nome do(s) autor(es) para serem utilizadas pelos assessores e uma
via completa para o arquivo, incluindo e-mail,), em papel tamanho A4 (210 x
297mm), numeradas, com margens de 2 cm, em espagco um e meio , letra
Times New Roman, no tamanho 13 e escritos em uma uUnica face do papel.

4. O texto deve ser escrito corrido, numerando linhas e paragrafos. Tabelas e
figuras em folhas separadas, no final do artigo.

5. O Custo para publicacdo na RBF € de R$ 250,00 por trabalho de 12 paginas
(R$ 50,00 por pagina adicional) a ser pago da seguinte forma:

No encaminhamento inicial efetuar o pagamento de R$ 45,00 e na aceitagdo do
trabalho o restante da taxa :

a) R$ 105,00 para socios;
b) R$ 205,00 para nao socios.

¢) Banco do Brasil, agéncia n°® 0269-0 e Conta Corrente n® 8356-9 (enviar copia
do comprovante)
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OBS: Para trabalhos denegados ou encerrados, ndo se ra devolvido o
pagamento inicial.

6. Enviar os trabalhos para o editor-chefe da RBF, Prof. Carlos Ruggiero,
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane,s/n — U nesp/FCAV -CEP
14884-900 — Jaboticabal-SP - email: rbf@fcav.unesp. br . home page:
www.rbf.org.br .

7. Uma vez publicados, os trabalhos poderdo ser transcritos, parciais ou
totalmente, mediante citacdo da RBF, do(s) autor(es) e do volume, numero,
paginacao e ano. As opinides e conceitos emitidos nos artigos sao de exclusiva
responsabilidade do(s) autor(es).

8. Os artigos deverdo ser organizados em Titulo, Nomes dos Autores
completos (sem abreviacbes e separados por virgula, e de dois autores,
separadas por &), Resumo (incluindo Termos para Ind exagao), Title,
Abstract (incluindo Index Terms), Introducdo, Mater ial e Métodos,
Resultados, Discussdao (ou Resultados e Discusséao), Conclusao,
Agradecimentos (opcional), Referéncias Bibliografic as, Tabelas e Figuras.

O artigo deve ser submetido a correcdo de Portugués e Inglés, por
profissionais habilitados, antes de ser encaminhado a RBF.

9. As comunicacdes devem ter estrutura mais simples 8 paginas, com texto
corrido, sem destacar os itens, exceto Referéncias.

10. No Rodapé da primeira pagina, deverdo constar a qualificacao profissional,
o endereco e e-mail atualizados do(s) autor(es) e mencdes de suporte
financeiro.

11. As Legendas das Figuras e Tabelas deverdo ser auto-explicativas e
concisas. As Figuras coloridas terdo um custo adicional de R$250,00 em folhas
que as contenham. As legendas, simbolos, equacdes, tabelas,etc. deveréo ter
tamanho que permita perfeita legibilidade, mesmo numa redugédo de 50% na
impressao final da revista; parte alguma da Figura devera ser datilografada; a
chave das convencbes adotadas deverd ser incluida na &rea da Figura; a
colocacao de titulo na Figura devera ser evitada, se este puder fazer parte da
legenda; as fotografias deverdo ser de boa qualidade, bem focalizadas e de
bom contraste, e serdo colocadas em envelopes; cada Figura sera identificada
na margem, a traco leve de lapis, pelo seu nimero e nome do autor; as Figuras
nao devem estar danificadas com grampos.

12. Nas Tabelas, devem-se evitar as linhas verticais e usar horizontais, apenas
para a separacgao do cabecalho e final das mesmas, evitando o uso de linhas
duplas.

13. Apenas a versao final do artigo deve ser acompanhada por copia em
disquete OU cd , usando-se preferencialmente os programas Word for
Windows (texto) e Excel (graficos).
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14. As citagdes de autores no texto deverdo ser feitas com letras minusculas,
tanto fora quanto dentro dos parénteses, separadas por "&", quando dois
autores. Quando mais de dois autores, citar o primeiro seguido de "et al". (n&o
use "italico").

REFERENCIAS :

NORMAS PARA REFERENCIA (ABNT NRB 6023, Ago. 2002)

As referencias no fim do texto deverdo ser apresentadas em ordem alfabética
nos seguintes formatos:

ARTIGO DE PERIODICO

AUTOR (es). Titulo do artigo. Titulo do periodico , local de publicacéo, v., n.,
p., ano.

ARTIGO DE PERIODICO EM MEIO ELETRONICO
AUTOR(es). Titulo do artigo. Titulo do Periodico , cidade, v., n., p., ano.
Disponivel em:<endereco eletronico>. Acesso em: dia més (abreviado). ano

AUTOR(es). Titulo do artigo. Titulo do Periédico , local de publicagéo, v., n. p.,
ano. CD-ROM

LIVRO

AUTOR(es). Titulo : subtitulo. edicdo (abreviada). Local: Edidora, ano. p. (total
ou parcial)

CAPITULO DE LIVRO

AUTOR. Titulo do capitulo. In: AUTOR do livro. Titulo: subtitulo.
edicdo(abreviada). Local: Editora, ano. paginas do capitulo.

LIVRO EM MEIO ELETRONICO

AUTOR(es). Titulo . edicdo(abreviada). Local: Editora, ano. p. (total ou parcial).
Disponivel em<endereco eletrdnico>.Acesso em: dia més (abreviado). Ano
AUTOR (es). Titulo . edicdo(abreviada). Local: Editora, ano. p. CD-ROM
EVENTOS

AUTOR.Titulo do trabalho. In: NOME DO EVENTO, numeragé&o, ano, local de
realizacao.

Titulo ...Local de publicacéo: editora, ano de publicac&o. p.
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EVENTOS EM MEIO ELETRONICO

AUTOR. Titulo do trabalho. In: NOME DO EVENTO, numeragao, ano, local de
realizacdo. Titulo ...Local de publicacdo: Editora, data de publicacéo. Disponivel
em:

<endereco eletronico>. Acesso em: dia més (abreviado) ano.

AUTOR. Titulo do trabalho. In: NOME DO EVENTO, numeracgéao, ano, local de
realizagdo. Titulo ...Local de publicagdo: Editora, ano de publicagdo. CD-ROM

DISSERTACAO, TESES E TRABALHOS DE GRADUACAO

AUTOR. Titulo. ano. Numero de folhas ou volumes. Categoria da Tese (Grau e
area de concentracédo)- Nome da faculdade, Universidade, ano.

NORMAS PARA TABELAS E FIGURAS:

Tabela - Microsoft Word 97 ou versédo superior; Fonte: Times New Roman,
tamanho 10; Paragrafo/Espacamento simples; Largura da tabela em 10 ou 20,6
cm; Além de mandar a tabela no mesmo arquivo do trabalho, enviar cada
tabela em arquivos separados; O titulo ou rodapé devera ser digitado no MS
Word.

Grafico - Microsoft Excell Word 97 ou versdo superior; Fonte: Times New
Roman, tamanho 10; Paragrafo/Espacamento simples; Largura da tabela em
10 ou 20,6 cm; Além de estar no corpo do trabalho, o grafico devera ser
enviado separadamente, como imagem ( na extenséo jpg, tif ou gif com 300 dpi
de resolucéo), e como arquivo do Excel atentando para as especificacbes de
largura e fonte; O titulo ou rodapé devera ser digitado no MS Word.

Fotos - Todas as fotos dever&o estar com 300 dpi de resolugédo em arquivo na
extensao: jpg, jpeg, tif ou gif; Aléem de estarem no corpo do trabalho, as fotos
devem estar em arquivos separados; O titulo ou rodapé devera ser digitado no
MS Word.

Figuras ou imagens geradas por outros programas — As imagens geradas por
outros programas que nao sejam do pacote Office Microsoft, devem estar com
300 dpi na extenséo: jpg, tif ou gif; Largura de 10 ou 20,6 cm; O titulo ou
rodapé devera ser digitado no MS Word.
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BRAGANTIA

ISSN 0006-8705 printed version
ISSN 1678-4499 online version

INSTRUCTIONS TO AUTHORS
Scope and editorial policy

Bragantia is a Scientific Journal, edited by the Instituto Agronémico,
Campinas, of the Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios da
Secretaria de Agricultura do Estado de Sao Paulo, Brazil.

The Journal publishes original scientific papers, in Portuguese or English or
Spanish, on Agricultural Sciences, in the areas of Crop Production, Soll
Science and Agroenvironmental Resources, Agricultural Mechanization and
Automation and Basic Sciences applied to agriculture.

The papers submitted to Bragantia must be original and not simultaneously
submitted to other Journals. This Journal publishes articles, scientific notes
or short communications and review papers under request.

The content of manuscript submitted to Bragantia is exclusive responsibility
of author (s).

Analysis and approval procedures of the papers

The papers submitted to the analysis of the Editorial Committee, after
registration, are directed to an Associate-Editor to indicate two specialist
reviewers in the area of knowledge of the paper. The opinions emitted by those
reviewers are analyzed by the Associate-Editor who emits the conclusive
opinion on behalf of the Editorial Committee. The revisions, together with the
conclusive opinion, are directed to the authors for corrections, justifications and
preparation of the new form. After that, the new version is confronted with the
original version of the paper by the Associated-Editor for approval. Once
accept, the paper is directed for references, abstract and vernacular revisions.
After the final layout format, the text is submitted for the final corrections by the
authors and by the editorial committee, being soon afterwards made available
on-line in the Bragantia Journal homepage. Finally, the final form is directed to
the Scielo and to a graph to be printed.

Preparation of manuscripts
Each original manuscript is to be mailed in duplicate, the original and a copie,
with a floppy disk or CD, in Word for Windows, double-space typed in A4-size

paper and font 12 Times New Roman. Pages are numbered sequentially,
including tables and figures.
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Research and Review Articles: maximum of 25 double-spaced pages,
including sets of tables and illustrations.

Scientific Notes or Short Communications: maximum of 10 double-spaced
pages, including tables and illustrations.

Front page: Title, short running title of about 50 characters including spaces,
authors, with identification of the author for correspondence, complete
professional addresses, E-mail, Phone-fax. Total number of pages, tables and
figures.

Identify the paper section by selecting only one of the options:

Basic Areas (Botanic, Cytogenetic, Physiology Vegetal, Biotechnology,
Molecular Biology e Phytochemistry)

Plant Breeding

Crop Production and Management

Plant Protection

Soil and Plant Nutrition

Seed and Fiber Technology

Post-harvest technology

Irrigation

Agricultural Engineering

Agrometeorology

Methodology and Experimental Techniques

Article sections:

a) Title; Author (s).

b) Abstract (maximum 250 words) and key words: includes the aims and
objectives of the research, location and date of the experiment trials, and the
most important results and conclusions.

c) Abstract in Portuguese with "palavras-chave” (key words).

d) Introduction (with literature review): maximum 2 pages, double-space typed.
e) Material and Methods: only new methods and unusual materials are
described in details. Otherwise give general information followed by the specific
references.

f) Results and Discussion.

h) Acknowledgements.

1) References.

Scientific Notes may not necessarily follow this subdivision. A new page is
always used for the following sections: a) References: b) tables plus title and
footnote; c) figure plus title and legend.

Text citations: In the text, literature citations appear like STEEL and TORRIE
(1980) or (STEEL and TORRIE, 1980). When there are more than two authors:
HAAG et al. (1992) or (HAAG et al., 1992). More than one publication of the
same authors in the same year are discriminated with small letters: HAAG et al.
(1992a,b).
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References: follow the norms of the ABNT, NBR 6023 (Brazilian Association
for Technical Norms). The sequence is based on the author’s last name
alphabetical order, and within this, the publication chronological order. It
contains only literature mentioned in the text, tables and figures. Examples:

a) Periodicals

BOAVENTURA, Y.M.S. Microsporogénese de Coffea canephora Pierre ex
Froehner com namero duplicado de cromossomos. Bragantia , Campinas, v.49,
n.2, p.193-204, 1990.

b) Books

STEEL, R.G.D.; TORRIE, J.H. Principles and procedures of statistics: a
biometrical approach. 2.ed. New York : McGraw-Hill, 1980. 631p.

c) Book s chapters, annals, etc.

JACKSON, M.L. Chemical composition of soil . In: BEAR, F.E. (Ed.).
Chemistry of the soil. 2.ed. New York: Reinhold, 1964. p.71-141

HIROCE, R., FIGUEIREDO, J.O. de; POMPEU JUNIOR, J.; CASTRO, J.L.
Composigao mineral das folhas de tangerineiras tardias. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 9., 1987, Campinas. Anais . Campinas:
Sociedade Brasileira de Fruticultura, 1988. v.1, p.287-290.

d) Dissertations and Thesis

OLIVEIRA, H. de. Estudo da matéria organica e do zinco em solos sob
plantas citricas sadias e apresentando sintomas de declinio . 1991. 77f.
Dissertacao (Mestrado em Agronomia) - Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias-UNESP, Jaboticabal.

Tables: are typewritten in separate sheets and numbered with Arabic numerals.
Horizontal lines are only used to separate the table title from the heading and
the latter from the table content and footnotes. Do not use vertical lines to
separate columns.

Unities: are based on the International System of Measurements.

Figures: Graphs, maps, photographs, photo-micrographs are sequentially
numbered with Arabic numerals and bring self-explanatory title/legend with the
indication of insertion place in the text. Photographs and photomicrographs
should be sent in photographic paper. Eletronically-created figures should be
sent together with the correspondent computer files (one file per figure). For non
electronically-created figures, high-resolution xerox copies or originals should
be sent. Do not insert any figure in the text.

Submission of original papers
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Papers submitted to Bragantia are supposed to be approved by authors, signed
by them and mailed to the Editorial Committee to the following address:

BRAGANTIA

Instituto Agronoémico (IAC)

Av. Bardo de Itapura, 1.481

Caixa Postal 28

13020-902 Campinas (SP) — BRAZIL

Publication costs
US$ 30,00 per per printed page

Color figures (photographs) will have an additional cost of US$ 150,00 for half
page and US$ 300,00 for entire page

Send a money order of FUNDAG - Fundag&o de Apoio a Pesquisa Agricola
to the bank: BANCO DO BRASIL - Swift code: BRASBRRJCAS; banking
account: 0013360X0000042005 and correspondence to IAC / BRAGANTIA, at
the address below:

BRAGANTIA

Instituto Agronémico (IAC)

Caixa Postal 28

13020-902 Campinas (SP) - BRASIL

Tel: (19) 3231-5422 ramal 183
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