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COMPORTAMENTO AGRONOMICO DE DIFERENTES GENOTIPOS DE
BANANEIRA EM AREA INFESTADA COM MAL-DO-PANAMA (FUSARIUM
OXYSPORUM F.SP. CUBENSE) E ESTIMATIVA DA VARIABILIDADE POR
MEIO DE MARCADORES SSR.

Autora: Tamyres Amorim Reboucas
Orientadora: Dr. Edson Perito Amorim
Coorientadora: Dra. Claudia Fortes Ferreira

Coorientador: Dr. Fernando Haddad

RESUMO: Os objetivos do presente trabalho foram identificar genotipos
resistentes ao mal-do-Panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense — Foc) na
colecdo de germoplasma de bananeira da Embrapa, assim como quantificar a
variabilidade genética dos mesmos, a partir de marcadores moleculares do tipo
SSR. Foram avaliados 11 gendtipos em area artificialmente infestada com Foc, 19
genodtipos em casa de vegetacdo e 26 a partir de marcadores SSR, incluindo
diploides selvagens e cultivados, tri- e tetraploides. Foram mensuradas cinco
caracteristicas agronémicas e a incidéncia do mal-do-Panamé, a partir da
expressao dos sintomas internos e externos da doenca, estimando-se o indice de
intensidade da doenca (ID) e a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD). A similaridade genética entre todos os 26 gendtipos foi calculada a
partir do coeficiente de Nei e Li e 0 agrupamento dos genotipos foi realizado pelo
método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Averages). O ID em campo
variou de 0,00 % a 94,00 % entre os gendtipos analisados. Os dados de casa de
vegetacdo, obtidos a partir da estimativa da AACPD e do ID, permitiram a
formacao de trés grupos: O G1 (suscetiveis) composto por ‘Macad’ e ‘Maca 159’; o
G2 (modernamente resistentes) por ‘Princesa’, ‘Tropical’ e o mutante ‘Maca 150’,
todos do tipo Macd; e G3 (resistentes), com ‘Birmanie’ e ‘Pisang Jaran’. A
correlacdo entre os dados de campo e de casa de vegetacao, obtidos a partir da
analise dos gendtipos em comum nas duas avalia¢des foi de 0,97 (p<0,001), fato
que demonstra alta associacdo. O numero de alelos obtidos foi 105, com média
de 3,38 alelos por primer. A partir dos resultados de campo e casa de vegetacao
percebe-se que ha comportamento diferenciado entre os genoétipos quanto a
resisténcia ou suscetibilidade a Foc. Com base nos resultados moleculares com
SSR, se observou que alguns gendtipos apresentaram alta variabilidade genética
0 que torna possivel planejar cruzamentos, principalmente utilizando os diploides
selvagens considerados resistentes no presente trabalho.

Palavras-chave: melhoramento genético, marcadores moleculares, Fusarium.



AGRONOMICAL BEHAVIOR OF DIFFERENT BANANA GENOTYPES IN AREA
INFESTED WITH PANAMA DISEASE (Fusarium Oxysporum f.sp. cubense)
AND GENETIC VARIABILITY USING SSR MARKERS.

Author: Tamyres Amorim Rebougas
Advisor: Dr. Edson Perito Amorim
Co-advisor: Dra. Claudia Fortes Ferreira

Co-advisor: Dr. Fernando Haddad

ABSTRACT: The objectives of the present work were to identify genotypes
resistant to Panama disease (Fusarium oxysporum f. sp. cubense — Foc) in the
banana germplasm collection at Embrapa, as well as to quantify the genetic
variability using SSR markers. Eleven genotypes were evaluated in an area
artificially infested with Foc, 19 genotypes under greenhouse conditions and 26
using SSR markers, including wild and cultivated diploids and tri- and tetraploids.
Five agronomic characteristics were measured as well as the incidence of
Panama disease based on internal and external symptoms of the disease
estimated by disease intensity index (DI) and area under disease progress curve
(AUDPC). Genetic similarity between all 26 genotypes was calculated using the
Nei & Li coefficient and clustering using UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean). The DI varied from 0.00% to 94%. Greenhouse data,
obtained by the AUDPC and DI separated the genotypes into three main groups:
G1 (susceptible) - ‘Macd’ and ‘Maca 159’; G2 (moderately resistant) - ‘Princesa’,
‘Tropical and the ‘Maga 150" mutant, all Maca types, and G3 (resistant) -
‘Birmanie’ and ‘Pisang Jaran’. Correlation between field and greenhouse data
obtained by the analysis of the common genotypes for both evaluations was high,
0.97, and significant (p<0,001), demonstrating high association. The number of
alleles was 105, with an average of 3.38 alleles/primer. Given the field and
greenhouse data, results show a differentiated behavior between the genotypes as
to Foc resistance and susceptibility. Based on the SSR markers, some genotypes
presented greater genetic variability, which will allow new crosses, especially
using wild diploids considered resistant in this present work.

Key-words: plant breeding, molecular markers, Fusarium.



INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o quinto produtor mundial de banana, tendo produzido
aproximadamente 7,2 milhdes de toneladas em 2013, em uma area aproximada
de 539 mil hectares (FAO, 2015). Em todas as regibes geograficas do Pais a
bananeira é cultivada, possuindo elevada importancia social e econémica, por seu
valor nutricional, pela fixacdo de mao-de-obra no meio rural e por gerar divisas
para o Pais (GOMES et al., 2004).

Assim como em outras espécies agricolas, a bananeira é atacada por
diversos fitopatdgenos, entre os quais fungos, nematoides e insetos. Os fungos
de maior importdncia sdo o0s agentes causais da Sigatoka-amarela
(Mycosphaerella musicola, Leach), Sigatoka-negra (Mycosphaerella fijiensis,
Morelet) e mal-do-Panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense). O nematdide
que tem causado maiores danos a bananicultura é o Radopholus similis, e entre
0s insetos praga a broca-do-rizoma (Cosmopolites sordidus) é considerada mais
importante nas regides produtoras brasileiras.

As cultivares de bananeira mais usadas no Brasil (‘Prata’, ‘Pacovan’,
‘Magd@’, ‘Grande Naine’ e ‘Terra Maranhdo’) sdo muito suscetiveis a Sigatoka-
negra, a excegao da ‘Terra Maranhao’, ‘Mac¢a’ e ‘Grande Naine’ sao também,
suscetiveis a Sigatoka-amarela. Com relacdo ao mal-do-Panama, as cultivares
‘Grande Naine’ e ‘Terra Maranhao’, sdo resistentes, a ‘Macad’ ¢é altamente
suscetivel e as demais cultivares sdo medianamente suscetiveis.

Entre as doencas fangicas que atacam a cultura da bananeira, o mal-do-
Panama, causado pelo fungo de solo Fusarium oxysporum f. sp. cubense, € um
dos problemas fitossanitarios mais importantes, provocando perdas consideraveis
na producdo, devido ao seu grande potencial destrutivo e pela dificuldade de
aplicacdo de medidas de controle, podendo atingir até 100 % de perdas quando
em alta infestacdo (NOGUEIRA, 2002; KUPPER, 2005).

Primeiramente essa doenca foi relatada na Australia, em 1874, quando foi
descrito os sintomas de murcha na cultivar ‘Mag¢ad’ (AAB). Posteriormente, a
ocorréncia da doenca foi constatada no Panama e na Costa Rica, em 1980,
sendo posteriormente disseminada para todos os paises da América Latina e
Caribe (WARDLAW,1972; STOVER, 1993). Em 1904, foram relatados os



primeiros prejuizos no Panama, sendo esta a provavel razdo do nome ‘mal-do-
Panama’ (CORDEIRO e MATQOS, 2003).

No Brasil, a doenca foi observada pela primeira vez em 1930, na cidade de
Piracicaba (SP), onde em apenas quatro anos dizimou cerca de um milhdo de
plantas de banana ‘Mag¢ad’ (CORDEIRO et al., 2005; NOGUEIRA, 2002).

A variabilidade do fungo € representada por quatro racgas fisioldgicas,
sendo que a raca 1 é responsavel pela infeccdo das variedades do subgrupo
‘Gross Michel’; a raga 2 ataca o subgrupo ‘Bluggoe’; a raga 3 é especifica das
‘Heliconias spp.” e a ragca 4 tem potencial de causar danos, inclusive, em
cultivares do subgrupo ‘Cavendish’ (CORDEIRO et al., 2005; PLOETZ, 2006). A
raca 4 foi subdividida em subtropical e tropical, visando diferenciar populaces
que afetam Cavendish em condi¢des subtropicais ou tropicais, respectivamente
(PLOETZ, 1990). A raca 4 tropical (RT4), foi descrita no inicio da década de 1990
no Sul da Asia, onde tem se disseminado rapidamente, causando severos danos
e inviabilizando o plantio de banana nos locais afetados. Embora ainda restrita, a
RT4 é considerada atualmente a maior ameaca a bananicultura mundial, pois as
grandes empresas exportadoras produzem variedades do subgrupo ‘Cavendish’,
gue sao resistentes as racas 1 e 2, mas altamente suscetiveis a RT4. Uma vez a
raca 4 estabelecida nas Américas, a producdo de banana sera bastante afetada,
pois ndo existem cultivares que substituam as ‘Cavendish’ (CORDEIRO et al.,
2005; PLOETZ, 2006). No caso brasileiro, a RT4 também podera trazer sérios
prejuizos a bananicultura, considerando que as principais cultivares utilizadas
pelos agricultores ‘Prata-Ané&’, ‘Maca’, e ‘Pacovan’ sdo suscetiveis ao patégeno.

A infeccdo das plantas pelo fungo inicia-se com a penetracdo nas raizes
secundéarias ou terciarias, ascendendo por meio do xilema, onde ocorre
abundante esporulacdo atingindo o rizoma e pseudocaule. Os sintomas internos
sao observados com pontuacgdes pardo-avermelhadas no rizoma em todo cilindro
central e ao se cortar transversalmente o pseudocaule. Essa caracteristica deve-
se ao acumulo e a oxidacdo da dopamina na presenca do patogeno. O sintoma
externo caracteristico € o amarelecimento do limbo das folhas mais velhas em
direcdo as mais novas, partindo dos bordos em dire¢céo a nervura principal. Com o

progresso da doenca as folhas murcham, secam e ocorre a quebra do peciolo



junto a insergdo do pseudocaule conferindo um aspecto de ‘guarda-chuva’
(CORDEIRO et al., 2005; KUPPER, 2005; PLOETZ, 2006).

Por ser causada por um fungo de solo o fungo, mesmo na auséncia da
cultura, sobrevive por prolongados periodos, o que torna dificil o seu controle,
sendo considerada como o problema fitopatoldégico mais importante da bananeira
na atualidade (PLOETZ, 2015).

A busca por cultivares resistentes, a partir de programas de melhoramento,
€ considerada o meio mais eficiente para o controle dessa enfermidade (AMORIM
et al., 2013). Vale ressaltar que uma cultivar resistente pode induzir a um aumento
de produtividade e um menor custo de producdo em funcdo do baixo emprego de
defensivos agricolas, assim como pela reducdo de gastos com o manejo da
cultura; além de proporcionar melhoria na qualidade dos frutos, aumentando,
consequentemente, a renda liquida do produtor e preservando a saude dos
consumidores e do ambiente.

Varias iniciativas de melhoramento encontram-se em andamento desde
1920 em sete centros de pesquisa distribuidos pelo mundo: a Fundacion
Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA), em Honduras; National Research
Centre for Banana (NRCB) e Tamil Nadu Agricultural University (TNAU), ambos
na india; Centre Africain de Recherches sur Bananiers et Plantains (CARBAP),
nos Camardes; International Institute of Tropical Agriculture (IITA), na Nigéria,
Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour le
développement (CIRAD), na Franca e Embrapa Mandioca e Fruticultura, no Brasil.
Dentre esses programas o da Embrapa é provavelmente o que tem dispensado
maior tempo no desenvolvimento de cultivares resistentes ao mal-do-Panama.

O melhoramento genético da bananeira foi iniciado na Embrapa Mandioca
e Fruticultura (Cruz das Almas, BA) em 1976, a partir da criagdo da sua colecao
de germoplasma; produto de coletas nacionais e internacionais. Esse programa
desenvolveu as seguintes cultivares por meio de hibridacdo: BRS Caprichosa,
BRS Garantida, BRS Japira, BRS Pacovan Ken, BRS Preciosa, BRS Princesa,
BRS Tropical, BRS Vitéria, BRS Pioneira e BRS Platina. Cabe destacar que a
maioria desses hibridos € resistente ou moderadamente resistente ao patégeno.
As cultivares mais utilizadas pelos agricultores brasileiros e que ocupam

aproximadamente 80% da area cultivada, ‘Prata An&’ e ‘Pacovan’, também foram



desenvolvidas pela Embrapa (ALVES et al., 1985). Atualmente, a ‘Prata-Anéd’ tem
apresentado seérios problemas com Foc nos principais polos de producdo de
banana no Brasil, fazendo com que parte expressiva da producdo seja perdida.
Da mesma forma, a cultivar ‘Maca’ tem sido dizimada no pais devido a elevada
suscetibilidade ao mal-do-Panama.

Para o sucesso de um programa de melhoramento, a identificacdo de
genotipos resistentes ao mal-do-Panama € de interesse e estratégias de
avaliacdo quanto ao comportamento frente a presenca do patdégeno sao
fundamentais. A Embrapa faz uso de duas estratégias basicas para identificar
genaotipos resistentes: a primeira diz respeito a avaliacdo em area artificialmente
infestada com Foc e a segunda, utiliza a inoculacdo de esporos do fungo em
mudas micropropagadas em casa de vegetacao (DITA et. al., 2011).

Na literatura sdo encontrados trabalhos avaliando o comportamento de
genatipos de bananeira quanto a resisténcia ao mal-do-Panama em condicdes de
campo.

Silva et al. (2011), avaliaram 15 tetraploides de bananeira em area
infestada com Foc e verificaram que oito desses apresentaram resisténcia ao mal-
do-Panama. Silva et al. (2012) em seus estudos com sete gendtipos diploides
observaram que o patdgeno néo foi capaz de causar infeccdo no hibrido diploide
001016-10, tanto no primeiro, quanto no segundo ciclos de avaliacao.

RODRIGUES et al. (2014) avaliando a incidéncia de mal-do-Panama em
bananeira tipo ‘Pacovan’ constataram que o hibrido ‘PV79-34’, desenvolvido pela
Embrapa, foi 0 mais suscetivel a doenca. Lopes et al. (2014) avaliaram 13 plantas
da cultivar ‘Prata-An@’ identificadas no perimetro irrigado do Jaiba, no norte de
Minas Gerais, como possivelmente resistentes ao mal-do-Panama. Os autores
relatam que trés desses possiveis mutantes apresentaram comportamento
tolerante ao patégeno.

Somando-se a caracterizacdo dos genotipos quanto ao comportamento em
relacdo ao mal-do-Panama, os marcadores de DNA também sdo uma excelente
ferramenta para o melhorista. Esses marcadores sdo Uteis na escolha de
parentais para cruzamentos; na quantificacdo da variabilidade disponivel; na
selecdo assistida por marcadores e no mapeamento de genes de interesse.

Alguns marcadores moleculares, em especial aqueles associados com métodos



baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction), incluindo AFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) e ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) tém sido utilizados para caracterizar genotipos/acessos de
banana.

Dentre todos os marcadores moleculares disponiveis, os microssatélites
tém sido preferidos, principalmente em funcdo da codominéancia, do elevado
polimorfismo e da possibilidade de se utilizar primers locos-especificos (YANG e
ZHONG, 2008). Além disso, € um marcador de natureza multialélica e
amplamente distribuido no genoma (BOREM e CAIXETA, 2009).

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos utilizando marcadores SSR
na cultura da bananeira com o intuito de estimar a divergéncia genética; investigar
as linhagens de acessos diploides e triploides, e comparar os padrbes alélicos
entre e dentro dos principais subgrupos (AMORIM et al., 2008; JESUS et al.,
2009; MATTOS et al.,, 2010; HIPPOLYTE et al., 2012). Essa técnica tem
demonstrado ser indicada para bananeira, em razdo de sua elevada
reprodutibilidade e facilidade de interpretacédo (NING et al., 2007).

Amorim et al.,, (2008) quantificaram a variabilidade genética entre 38
diploides, incluindo melhorados, cultivados e selvagens. Desses diploides, 26
foram desenvolvidos pelo programa de melhoramento genético da Embrapa
Mandioca e Fruticultura e séo utilizados como doadores de pélen na obtencao de
cultivares tri- e tetraploides. A analise de grupos, com base no polimorfismo de
microssatélites, ndo pode separar completamente os hibridos melhorados,
cultivados e selvagens. Alguns diploides agruparam-se com base em sua origem
geografica, entre eles ‘Musa ornata’ e ‘IAC-1’, e ‘Tjau Lagada’ e ‘Lidi’, enquanto
que, em outros, nenhuma relacdo foi estabelecida. Houve tendéncia de
agrupamento entre os diploides com parentais em comum.

Uma investigacdo sobre a diversidade genética entre 11 diploides
melhorados de bananeira, por meio de nove caracteristicas agrondmicas e 16
marcadores microssatélites, foi implementada na Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical (AMORIM et al., 2009). Os autores conseguiram atestar a
existéncia de variabilidade genética suficiente para o desenvolvimento de novos

diploides com caracteristicas desejaveis. Em contrapartida, ndo encontraram



concordancia entre os agrupamentos formados com base nos caracteres
agrondmicos e moleculares. Por outro lado, Jesus et al., (2009) trabalhando com
bananeira, observaram que os marcadores SSR apresentaram comportamento
semelhante ao agrupamento dos descritores morfoldgicos de alguns genotipos.

Mattos et al., (2010) caracterizaram acessos de bananeira do Banco de
Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura, por meio de caracteristicas
agrondmicas, fisicas e fisico-quimicas dos frutos e por marcadores SSR e
observaram ampla variabilidade genética entre os 26 gendtipos estudados.

Pereira et al. (2012) calcularam a diversidade genética de 33 diploides
melhorados de bananeira, por meio de avaliagbes agronémicas e marcadores
microssatélites. Os autores constataram a existéncia de variabilidade genética
entre os gendtipos em estudo e a eficacia dos SSRs em sua quantificacéo.

Diante do que foi apresentado, o presente trabalho se propde a identificar
genotipos resistentes ao mal-do-Panama na colecdo de germoplasma de
bananeira da Embrapa, assim como quantificar a variabilidade genética dos
mesmos, a partir de marcadores moleculares do tipo SSR. Para nosso
conhecimento este é o primeiro trabalho envolvendo estudos de diversidade
genética usando marcadores SSR e screening para resisténcia a essa doenca.
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IDENTIFICACAO DE GENOTIPOS DE BANANEIRA RESISTENTES AO MAL-
DO-PANAMA A PARTIR DA AVALIACAO EM AREA INFESTADA E EM CASA
DE VEGETACAO

RESUMO: O objetivo desse trabalho foi identificar genotipos de bananeira
resistentes ao mal-do-Panama em area artificialmente infestada com Foc e por
meio da inoculacdo de mudas micropropagadas com esporos do fungo em casa
de vegetacdo. No experimento de campo foram avaliados 11 gendtipos e em casa
de vegetacdo 19, incluindo diploides selvagens e cultivados, tri- e tetraploides,
além da cultivar ‘Maca’ utilizada como testemunha. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado com dez repeticbes por gendtipo. Para
avaliacdo de campo foram mensuradas cinco caracteristicas agronémicas, e a
incidéncia do mal-do-Panama foi avaliada com base na expressdo dos sintomas
internos da doenca. Em condicbes de casa de vegetacdo as avaliagdes foram
realizadas com base nos sintomas externos e internos da doenca. Os dados
agrondmicos foram submetidos a analise de variancia. A escala de notas para 0s
sintomas internos foi transformada para indice de intensidade da doenca (ID); ja
para os dados de casa de vegetacdo, foi estimada a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) e o indice de intensidade da doenca (ID). Os
resultados foram agrupados pelo método k-médias. Foi realizada a correlacédo de
Pearson com base nos dados de ID de campo e de casa de vegetacdo. O indice
de intensidade da doenca (ID), variou de 0,00 % a 94,00 % entre os genaGtipos
analisados. Com base nos dados de AACPD e ID, foi possivel visualizar a
formacao de trés agrupamentos: O G1(suscetiveis) composto por ‘Magad’ e ‘Macga
159’; o G2 (modernamente resistentes) formado por ‘Princesa’, ‘Tropical e o
mutante ‘Maca 150’, todos do tipo Maca; e G3 (resistentes), representados por
‘Birmanie’ e ‘Pisang Jaran’. A correlacdo entre os dados de campo e de casa de
vegetacdo, obtidos a partir da analise dos genétipos em comum nas duas
avaliacoes, foi de 0,97 (p<0,001), fato que demonstra alta associacdao. Pelos
resultados percebe-se que ha comportamento diferenciado entre os genétipos
guanto a resisténcia ou suscetibilidade a Foc. A maioria dos gendtipos testados
mostrou-se resistente ou moderadamente resistente ao mal-do-Panama, com
destaque para os diploides ‘Birmanie’ e ‘Malaccensis’, que tem potencial para uso
cComo parentais em cruzamentos com cultivares comerciais visando desenvolver
genaotipos resistentes a Foc.

Palavras-chave: selecdo, melhoramento genético, Fusarium, inoculacéo.



13

IDENTIFICATION OF BANANA GENOTYPES RESISTANT TO PANAMA
DISEASE BASED ON EVALUATIONS IN INFESTED AREA UNDER
GREENHOUSE CONDITIONS

ABSTRACT: The objective of the present work was to identify banana genotypes
resistant to Panama disease in artificially infested area with Foc and by inoculation
of micropropagated plants with spores of the fungus under greenhouse conditions.
In the field experiment, 11 genotypes were evaluated and under greenhouse
conditions, 19, including wild and cultivated diploids and tri- and tetraploids, using
the ‘Macad’ cultivar as control. The experimental design was completely
randomized with ten replicates per genotype. For the field evaluation, five
agronomic characteristics were evaluated and the incidence of Panama disease
was evaluated based on the expression of the internal symptoms of the disease.
Under greenhouse conditions the evaluations were carried out based on the
external and internal symptoms of the disease. Agronomic data were submitted to
the analysis of variance. The scores for the internal symptoms were transformed
into the disease intensity index (DI); and for the greenhouse data, the area under
disease progress curve (AUDPC) and the disease intensity index (DI), were
estimated. Results were clustered by the k-means method. Pearson correlation
based on the DI data from the field and greenhouse, was calculated. The disease
intensity index (DI) varied from 0.00% to 94.00% between the genotypes
analyzed. Three clusters were formed based on the AUDPC and DI values: G1
(susceptible) - ‘Macd and ‘Maca 159’; G2 (moderately resistant) - ‘Princesa’,
‘“Tropical’ and the ‘Maca 150’ mutant, all ‘Maga’ types; G3 (resistant) — represented
by ‘Birmanie’ and ‘Pisang Jaran’. The correlation between the field and
greenhouse data obtained by the analysis of the genotypes common in both
evaluations was high, 0,97, and significant (p<0,001), demonstrating high
association. Results show that there is a differentiated behavior between
genotypes as resistance or susceptibility to Foc. Most genotypes were resistant or
moderately resistant to Panama disease, highlighting the ‘Birmanie’ and
‘Malaccensis’ diploids, which have great potential for use as parentals in crosses
with commercial cultivars aiming to develop Foc resistant genotypes.

Key-words: selection, plant breeding, Fusarium, inoculation
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INTRODUCAO

As bananas estéo entre as mais valiosas commodities agricolas. Em 2013
a producao mundial foi de aproximadamente 106 milhdes de toneladas com um
valor bruto de producdo de aproximadamente 38 bilhdes de ddolares (FAOSTAT,
2015). De acordo com Ploetz (2015), a banana esta entre 0s oito mais
importantes alimentos do mundo e figura na quarta posi¢cdo considerando apenas
paises em desenvolvimento, em especial no continente africano. O Brasil ocupa a
terceira posicdo no cenario mundial, com aproximadamente 6,9 milhdes de
toneladas em 485 mil hectares plantados e valor bruto de producéo de 1,7 bilhdo
de ddlares (FAOSTAT, 2015)

O mal-do-Panam@, causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc),
é considerada uma das mais destrutivas doencas que acometem a bananicultura
mundial (PLOETZ, 2015). A sua origem remete ao continente asiatico, em
especial ao Sudeste dessa regido (PLOETZ e PEGG, 1997; PLOETZ, 2007), no
entanto, a mesma foi identificada pela primeira vez em outro local,
especificamente na Australia e na sequéncia na Costa Rica e Panama (STOVER,
1962). Os maiores danos causados pelo patdogeno foram identificados a partir de
1900, em especial afetando a bananicultura de exportacdo, representada pela
cultivar ‘Gross Michel. Atualmente o mal-do-Panama esta presente em
praticamente todas as areas de producdo de banana pelo mundo.

As cultivares utilizadas no Brasil, em especial a ‘Prata-Anad’ e ‘Pacovan’ séo
suscetiveis ao mal-do-Panama, ou tem apresentado relatos crescentes de areas
acometidas pelo patdégeno. Essas duas cultivares ocupam aproximadamente 60%
da éarea cultivada com banana no Brasil. Outra cultivar preferida pelo consumidor
brasileiro, a ‘Mag¢ad’, estda em vias de extincdo devido ao alto grau de
suscetibilidade. Portanto, estratégias para mitigar esse problema e alavancar o
agronegocio da banana no Brasil sdo prementes e necessarios.

Fusarium oxysporum f. sp. cubense € um fungo de solo que apresenta 0s
seguintes tipos de esporos assexuais: microconidios, macroconidios e
clamidésporos. Os dois primeiros sao estruturas reprodutivas produzidas em
condicdes favoraveis; ja os clamidésporos sdo estruturas de resisténcia

produzidas por micélios ou macroconidios (AGRIOS, 2004). Essas estruturas
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favorecem a sobrevivéncia na auséncia do hospedeiro, permitindo que o
patdgeno permaneca no solo por longos periodos, mesmo na auséncia da
bananeira (DAVIS, 2005; FERNANDES, et al., 2006).

Em funcéo das suas peculiaridades, a melhor forma de controle para o mal-
do-Panama passa obrigatoriamente pela resisténcia genética, a partir da
identificacdo de gendtipos resistentes e posterior uso em cruzamentos com
cultivares comerciais, a exemplo da ‘Prata-And’ e da ‘Macga’, visando transferir
alelos de resisténcia.

Diante do que foi apresentado, esse trabalho tem por objetivo identificar
gendtipos de bananeira resistentes ao mal-do-Panama em éarea artificialmente
infestada com Foc e por meio da inoculacdo de mudas micropropagadas com

esporos do fungo, em casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

O experimento de campo foi conduzido em &rea experimental da Embrapa
Mandioca e Fruticultura em Cruz das Almas, Ba (12°40'19"S e 39°06'22'W', 220 a
cima do nivel do mar). O clima é designado como tropical quente e Umido, Aw a
Am, de acordo com a classificacdo de Koppen, tendo temperatura média anual de
24,5°C, uma umidade relativa de 80% e precipitacdo média de 1.249,7 mm anuais
(AGRITEMPO, 2015). Foram avaliados 11 genotipos incluindo diploides
selvagens e cultivados, tri- e tetraploides, além da cultivar ‘Mag¢a’ utilizada como
testemunha plantada circundando cada tratamento/gendtipo (Tabela 1).

O local de avaliacao foi artificialmente infestado com Fusarium oxysporum
f.sp. cubense (FOC) mediante cultivos sucessivos de banana ‘Magéd’, altamente
suscetivel ao patégeno (CORDEIRO, et al., 1993). Essa area compde o sistema
de avaliacdo agronémica de novos hibridos da Embrapa Mandioca e Fruticultura e
estd em uso a mais de 20 anos, especificamente para a identificacdo de
genotipos resistentes a Foc. A fim de promover uma distribuicdo uniforme do
inoculo, a area experimental foi arada e gradeada antes da implantacdo do
experimento. O delineamento experimental utilizado foi o0 inteiramente
casualizado, com 10 repeticdes por tratamento, representado por uma unica

planta, em espacamento de 3 m x 2 m, suplementada com irrigacéo por asperséo.
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No florescimento foram mensuradas as seguintes caracteristicas
agrondmicas: altura da planta (ALP - m); diametro do pseudocaule (DPC - cm);
namero de dias do plantio a floracdo (NDF); numero de folhas vivas na floracéo
(NFVF); e numero de filhos na floracdo (NFF). A incidéncia do mal-do-Panama foi
avaliada com base na expressdo dos sintomas internos da doenga, mediante
cortes transversais do rizoma e exame da descoloracdo vascular causada pela
infeccdo por Foc, atribuindo-se notas conforme a escala proposta por Cordeiro et
al. (1993), como segue: (1) auséncia de descoloracdo vascular, planta sadia; (2)
pontos isolados de descoloragdo no cambio vascular; (3) descoloragcao
correspondente a até 1/3 do cambio vascular; (4) descoloracéo entre 1/3 e 2/3 do
cambio vascular; (5) descoloracdo superior a 2/3 do cambio vascular; e (6)
descoloracgao total do cambio vascular. A cultivar ‘Macga’ foi utilizada como padrao
de suscetibilidade ao Foc e como testemunha para avaliagdo da doenca.

Para o experimento em casa de vegetacao foram testados 19 gendtipos, e
utilizou-se o isolado CNPMF0801 raca 1, pertencente a micoteca da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com 10 repetigbes por tratamento. O inoculo foi produzido em sacos
plasticos contendo fuba de milho e areia lavada (FA) previamente esterilizados.
Discos de micélio do fungo foram semeados em FA e mantidos em camara de
crescimento a 25°C por 15 dias. ApoOs este periodo, foram realizadas as
inoculages com a concentracédo de 10° UFC grama™ de FA. Essa concentracédo
foi ajustada mediante outras avaliagbes com concentracdes diferentes, sendo a
concentracéo de 10° Para a inoculacéo utilizou se 40 gramas por vaso, sendo que
10 gramas do inoculo foi colocado em quatro orificios ao redor das mudas de
bananeira na profundidade de aproximadamente 10 cm. O controle foi realizado
mediante a inoculacdo de 10 g do inoculo por orificio, totalizando 40 g do inoculo
de FA sem a presenca do patégeno (DITA et al., 2011).

A partir do aparecimento dos sintomas externos, foi avaliada a severidade
da doenca, utilizando-se a escala de notas proposta por Mohamed et al. (1999),
como segue: (1) sem sintomas; (2) amarelecimento inicial em folhas velhas; (3)
amarelecimento de folhas velhas com descoloragéo inicial em folhas jovens; (4)
todas as folhas com intenso amarelecimento; (5) planta morta em intervalos de

trés dias até 85 dias apés a inoculacdo ou até a morte da planta. Apés 85 dias da
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inoculacdo ou na morte da planta, os genétipos foram avaliados quanto a
descoloracéo do rizoma (sintomas internos) utilizando a escala de notas proposta
por Cordeiro et. al. (1993).

Testou-se a normalidade dos dados de campo para, em seguida, proceder
a analise de variancia. O agrupamento dos genétipos foi realizado por meio do
método de agrupamento de Scott e Knott (1974). A escala de notas para 0s
sintomas internos foi transformada para indice de intensidade da doenca (ID), de
acordo com a proposta de Mckinney (1923) pela formula ID = S (grau da escala x
frequéncia) x 100/n° total de unidades x grau maximo da escala. A Andlise de
cluster foi realizada a partir dos valores de ID, agrupados pelo método de k-
meédias utilizando o algoritmo proposto por Hartigan e Wong (1979).

Para os dados de casa de vegetacao foi estimada a &rea abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD) avaliadas por 85 dias com uma frequéncia de
11 avaliacdes e o indice de intensidade da doenca (ID). A partir dos valores da
AACPD e ID os gendtipos foram agrupados pelo método k-médias usando o
algoritmo proposto por Hartigan & Wong (1979). Foi realizada a correlagcdo de
Pearson com base nos dados de ID de campo e de casa de vegetagcao visando
identificar uma possivel associacdo entre os resultados.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas pelos programas
estatisticos SISVAR (Ferreira, 2008) e R (R Development Core Team, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse trabalho foram mensuradas cinco caracteristicas agronémicas,
tomadas quando do inicio do florescimento e constatou-se que houve diferencas
significativas para a fonte de variagdo ‘gendtipos’ a 1% de probabilidade,
indicando a existéncia de ampla variabilidade genética entre os mesmos (Tabela
2).

O coeficiente de variagédo oscilou de 7,59% para altura da planta (ALP) a
30,82 % para o nuamero de filhos (NFF). Resultados semelhantes foram obtidos
por Silva et al. (2011) e Silva et al. (2012), avaliando o comportamento de
diferentes gendtipos na presenca de Fusarium oxysporum f.sp. cubense nas

mesmas condi¢des realizadas nesse estudo.
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Por meio do teste de agrupamento de Scott e Knott percebe-se a formacgao
de oito agrupamentos para a altura de planta (ALP), indicando ampla variabilidade
genética para essa caracteristica entre 0os genétipos analisados (Tabela 3). A
média geral foi de 2,10 m, destacando-se o hibrido ornamental ‘Royal’ com 0,85
m e os diploides selvagens ‘Birmanie’ (1,47 m) e ‘Malaccensis’ (1,73 m). No outro
extremo, com maiores valores, estdao ‘Prata Maga’ e ‘Pitogo’, com 2,81 m e 2,91
m, respectivamente.

Lima et al. (2009) trabalhando com o hibrido ornamental ‘Royal
observaram valor médio para altura de planta semelhante ao encontrado nesse
trabalho (1,05 m). Souza et al. (2012) identificaram esse genétipo como um
potencial parental visando o0 desenvolvimento de cultivares de bananeira
ornamentais. Na sequéncia, Santos-Serejo et al. (2012), analisaram uma progénie
oriunda do cruzamento entre ‘Royal’ e ‘Monyet’ e identificaram gendtipos com
potencial ornamental e porte baixo, demonstrando o potencial da ‘Royal’ como
parental masculino e a capacidade de transferir para a progénie alelos associados
com a reducao do porte.

De acordo com Faria et al. (2010), a altura da planta € uma variavel de
destaque para o melhoramento genético da bananeira, uma vez que cultivares de
porte baixo proporcionam maior facilidade para o manejo do cacho, assim como
reduzem as perdas pela quebra ou tombamento do pseudocaule. Dessa forma, a
identificacdo de diploides com baixa estatura, tais como ‘Birmanie’ e
‘Malaccensis’, € fundamental para o desenvolvimento de cultivar, uma vez que
esses serdo utilizados como parentais masculinos em cruzamentos (AMORIM et
al., 2013).

Outra caracteristica envolvida na capacidade de sustentacdo do cacho é o
didmetro do pseudocaule (SILVA, 2006). Para esse caréter, houve a formacao de
seis grupos, com média de 14,74 cm, destacando-se ‘Prata Maga’(21,35), ‘Poteau
Nain’(20,36) e ‘Pitogo’(20,25) (Tabela 3).

O ciclo compreendido entre o plantio e a floracdo (NDF) apresentou média
de 245,96 dias, destacando-se os genétipos ‘Royal’ com 140,67 dias, seguido por
‘Birmanie’ com 178,60 dias (Tabela 3). Como o indicado para a altura de planta, a
identificagdo de gendtipos com maior precocidade também é alvo do

melhoramento genético.
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Em relacdo ao numero de folhas vivas no florescimento (NFVF), observou-
se uma média de 11,79 com a formacdo de quatro agrupamentos. O maior valor
meédio observado foi 16,00 folhas no triploide ‘Abuperak’, seguido por ‘Princesa’ e
‘Pitogo’ e ‘Prata Maga (Tabela 3).

Para o carater numeros de filhos na floracdo (NFF), destacaram-se os
gendtipos ‘Tuugia’ e ‘Royal’, com valores médios de 7,33 e 7,00, respectivamente.
Para Alves e Lima (2001), o numero de filhos € uma caracteristica a ser
considerada dentro do melhoramento, uma vez que gendtipos com boa emisséo
permitem a selegdo dos melhores seguidores, ou seja, filhos bem desenvolvidos,
contribuindo para a reducéo no intervalo entre colheitas de cachos.

Considerando apenas a analise de campo, foi estimado o indice de
intensidade da doenca (ID), descrito por Mckinney (1923), que variou de 0,0 % a
94,0 % entre os gendtipos analisados (Tabela 4). A partir desses resultados, foi
realizada uma analise visando agrupar os genoétipos de acordo com seu nivel de
resisténcia, permitindo-se observar a formacéao de trés grupos distintos, suscetivel
(G1), moderadamente resistente (G2) e resistente (G3) (Figura 1). O G1 foi
formado pela ‘Maca 159’, que foi coletado em area de produtor no distrito de
irrigacdo de Ponto Novo (BA) como sendo resistente ao mal-do-Panama,
conforme informacdes do proprietario do bananal, fato que ndo se confirmou
nesse estudo. Dois gendtipos com genoma ABB agruparam no G2, ‘Abuperak’ e
‘Poteau Nain’ e os outros oito gendtipos, entre os quais a Princesa, de acordo
com os resultados, podem ser considerados resistentes ao mal-do-Panama.
Nesse ultimo grupo estdo presentes, entre outros, os diploides ‘Birmanie’ e
“Tuugia’ e os triploides ‘Pisang Pipit’ e ‘Prata Macéd’, que apresentaram 1D=0,00 %
(Tabela 4). Para o restante do grupo os valores de ID oscilaram de 2,50 a 8,89 %.

Outros trabalhos, também utilizando a mesma area artificialmente infestada
com Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc), identificaram genotipos com
comportamento diferenciado na presenca de Foc. Silva et al. (2012) avaliando
sete diploides melhorados desenvolvidos pela Embrapa Mandioca e Fruticultura
em relacao a intensidade dos sintomas internos de Foc, constataram que todos 0s
diploides apresentaram resisténcia ao mal-do-Panama. A avaliacdo de 15
tetraploides desenvolvidos pela Embrapa, incluindo hibridos de ‘Pacovan’, ‘Prata

Sao Tomé’ e ‘Prata Comum’, na mesma area, permitiu a identificacdo de 11
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genotipos resistentes, em especial aqueles oriundos do cruzamento com o
diploide melhorado M53 (MATOS et al., 2011).

Visando quantificar a importancia dos caracteres mensurados sobre a
variabilidade genética presente entre os gendtipos foi realizada uma anadlise de
componentes principais. Por meio da Figura 2 & possivel inferir que o ID foi o
carater mais importante para discriminar os genétipos, pois esta mais proximo do
circulo, seguido por DPC, ALP, NDF. As caracteristicas NFF e NFVF foram as
que menos discriminaram os tratamentos. Os dois primeiros componentes
principais explicaram 87,58% da variabilidade presente entre os gendtipos.

Em casa de vegetacdo foi realizado um estudo complementar,
adicionando-se mais gendétipos, em funcdo da disponibilidade de mudas in vitro.
Nesse estudo, 19 gendtipos, incluindo di-, tri-, e tetraploides foram submetidos a
inoculacdo com Foc. Os resultados obtidos até os 85 dias apds a inoculacao
foram utilizados para se estimar a area abaixo da curva do progresso da doenca
(AACPD), com base nos sintomas externos, e o indice de intensidade da doenca
(ID), considerando os sintomas internos, que sédo caracterizados por pontuagcdes
pardo-avermelhadas e descoloracdo vascular no pseudocaule e rizoma (DITA et
al., 2010). Aproximadamente 30 dias apds a inoculagdo os gendtipos ‘Macd’ e
‘Maca 159’ comecgaram a apresentar os sintomas do ataque de Foc.

Na Tabela 5 estdo apresentados os dados de AACPD e ID, e o
correspondente nivel de resisténcia (NR), que foi obtido apds analise da Figura 3,
onde ¢é possivel visualizar a formacdo trés grupos: suscetivel (G1),
moderadamente resistente (G2) e resistente (G3) (Figura 3). O G1 foi composto
por ‘Magd’ e ‘Maga 159’; o G2 agrupou nove gendtipos, incluindo ‘Princesa’,
‘Tropical’ e o mutante ‘Maca 150’°, todos do tipo Maca. A ‘Grande Naine’ e a
‘Willians’, pertencente ao subgrupo Cavendish, e resistentes a Foc raga 1,
corretamente agruparam no G3, em conjunto com outros seis genotipos, entre 0s
quais os diploides ‘Birmanie’ e ‘Pisang Jaran’, que podem ser utilizados em
cruzamentos visando transferir a resisténcia para cultivares comerciais, a exemplo
da ‘Prata-Ana’ ou ‘Maca’.

De acordo com Vandermolen, Beckman e Rodehorst, (1987), dentre os
métodos de resisténcia utilizados pelas plantas, o mais efetivo contra o Foc deve-

se a formacdo de tiloses nos vasos do xilema, uma vez que em cultivares
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suscetiveis, a exemplo da ‘Mac¢d’, a formacédo de tilose ocorre tardiamente,
permitindo a colonizacdo das raizes por Foc. Outros estudos relatam que em
algumas cultivares resistentes, a formacédo de tilose impede a colonizacdo do
patdgeno (ASCENSAO e DUBERY, 2003). Esse composto causa alteracdes da
parede celular, uma vez que se desenvolve a partir dos plasmodesmas,
obstruindo parcialmente ou totalmente os vasos do xilema (HARPER et al., 2012).

Os resultados desse trabalho corroboram com relatos da literatura, onde
‘Grande Naine’ apresenta-se como resistente, e ‘Princesa’ e ‘Tropicall como
moderadamente resistentes a Foc (BORGES et al., 2011; COSTA, 2012,
SONEGO et al., 2012).

Ao avaliar a cultivar ‘Princesa’, quanto ao comportamento em relagdo ao
Foc em casa de vegetacdo, Costa et al. (2015) observaram que este gendtipo
apresentou elevado grau de resisténcia ao mal-do-Panama, uma vez que 0s
primeiros sintomas da doenca sé se manifestaram quando submetidas a altas
concentracbes do inoculo. No presente estudo este genotipo foi considerado
como moderadamente resistente, uma vez que 30% das plantas testadas
apresentaram sintomas internos apos o final da avaliacdo, aos 85 dias (dados nao
apresentados). Cabe salientar que nenhuma planta morreu devido a presenca do
patdgeno.

Considerando que sete genotipos foram avaliados tanto em condi¢des de
campo quanto de casa de vegetacédo, buscou-se, por meio da analise de correcao
de Pearson, uma possivel associacdo entre os resultados obtidos a partir do
indice de intensidade da doenca (ID) mensurado nas duas condicbes
experimentais. Em relacdo a inoculacdo dos genoétipos em casa de vegetacao
pode se afirmar que a concentracdo do inoculo € maior quando comparada as
condicbes de campo, uma vez que em ambiente controlado a incidéncia da
doenca é favorecida.

A correlacéo obtida entre esses resultados foi de 0,97 (p<0,001), fato que
demonstra alta associagcao entre os resultados. Comparando-se as Tabelas 4 e 5
€ possivel perceber que apenas o0s gendtipos ‘Malaccensis’ e ‘Princesa’
apresentaram classificacao diferente, considerando as avaliagbes dos sintomas
internos em campo e em casa de vegetacdo. No campo, 0s gendtipos foram

considerados resistentes, enquanto que em casa de vegetacdo, moderadamente
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resistentes. Vale destacar também que a ‘Macad 159’ tida como resistente no
momento da coleta em area de produtor, apresentou comportamento suscetivel,
tanto em campo quanto em casa de vegetacao, fato que exclui a possibilidade de
uma mutagado da cultivar ‘Magad’ no sentido de torna-la resistente a Foc. Esses
resultados necessitam ser repetidos, em especial com um maior nimero de
genatipos, de forma a validar a associacdo encontrada nesse trabalho.

Para Dita et al. (2011) a selecdo de gendtipos em condicbes de campo,
quando realizada de forma criteriosa, pode ser considerada confiavel. No entanto,
essa avaliacdo pode se alongar por até trés anos, a depender do ciclo do
genaotipo, em especial o intervalo entre o plantio e o florescimento. Além disso, a
falta de controle sobre a distribuicdo do patdégeno no solo, assim como condi¢des
adversas de clima, que desfavorecam o aparecimento da doenca, podem ser
motivo de escape e conclusdes equivocadas quanto a resisténcia ou
suscetibilidade a Foc. Ainda, segundo os autores, a selecdo em casa de
vegetacao traz beneficios, entre os quais um menor periodo para a obtencéo de
resultados (no presente estudo, 85 dias), fato que levard a um menor tempo para

o desenvolvimento de cultivares resistentes ao patdgeno.

CONCLUSOES

A maioria dos genotipos testados mostrou-se resistente ou moderadamente
resistente ao mal-do-Panama, com destaque para os diploides ‘Birmanie’ e
‘Malaccensis’;

Houve associagao alta e positiva entre os resultados de campo e casa de
vegetacao, fato que permite inferir sobre a possibilidade do uso da segunda

estratégia como critério para selecionar genaotipos resistentes a Fusarium.
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Tabela 1. Gendétipos de bananeira, indicando seu grupo genémico, tipo, grupo/subgrupo, origem, presenca no teste de campo

e em casa de vegetacao. Cruz das Almas (BA), 2015.

Gendtipo Genoma Tipo Grupo/Subgrupo Origem TCe;rt:p(Ze Lis\tigtaet;géss
Royal ES Hibrido Rhodochlamys Franca X

Pisang Jaran AA Selvagem ssp.burmanica/burmannicoide Indonésia X
Birmanie AA Selvagem - Franca X X
Malaccensis AA Selvagem ssp. malaccensis Honduras X X
Pisang Pipit AAA Selvagem - Indonésia X X
Tuugia AA Selvagem - Havai X

Pisang Nangka AA Selvagem - Brasil X
Williams AAA Cultivar Cavendish Brasil X
Muga AAA Cultivar - Nova Guiné X
Tong Ruong AAA Cultivar Ibota Tailandia X
Prata Maca AAB Cultivar Prata Brasil X X
Meywarvey AAA Cultivar - - X
Pelipita ABB Cultivar Bluggoe Honduras X
Pitogo ABB Cultivar - Brasil X

Pratéao AAB Cultivar Prata Brasil X
Saba Honduras ABB Cultivar Saba Honduras X
Abuperak ABB Cultivar Ney Mannan Franca X

Poteau Nain ABB Cultivar Bluggoe Franca X




Tabela 1. Continuacao.

Teste de Teste de casa

Gendtipo Genoma Tipo Grupo/Subgrupo Origem campo  de vegetacio
Maca AAB Cultivar Maca Brasil X X
Maca 150 AAB Mutante Mutante (Maca) Brasil X
Maca 159 AAB Mutante Mutante (Maca) Brasil X X
Grande Naine AAB Cultivar Cavendish Brasil X
Princesa AAAB Cultivar HibridoneogtéeMYszngambi Brasil X X
Tropical AAAB Cultivar Hibrido ent;eMYSaP)ngambi n°2 Brasil X

Gendtipos em negrito estdo presentes em ambos os experimentos.
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia das caracteristicas altura de planta (ALP - m),
diametro do pseudocaule (DPC - cm), niumero de dias do plantio a floracdo (NDF),
namero de folhas vivas na floracdo (NFVF), e nimero de filhos na floragcdo (NFF) com o
teste F e coeficiente de variagdo para cinco caracteristicas agronémicas em genotipos
de bananeira. Cruz das Almas (BA), 2015.

QM
FV GL ALP DPC NDF NFVF NFF
Gendtipos 9 3,58* 261,033*  23137,79% 29,75 15,40*
Residuo 60 0,02 2,16 682,50 4,04 2,30
CV% 7,59 9,97 10,62 17,04 30,82

* Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 3. Média para cinco caracteristicas agronémicas em 10 genétipos de bananeira
mensuradas no periodo do florescimento. Cruz das Almas (BA), 2015.

Genotipo ALP DPC NDF NFVF NFF

Royal 0,85 a 4,39 f 140,67 a 8,78 d 7,00 a
Birmanie 1,47 b 9,21e 178,60 b 9,80d 5,10b
Malaccensis 1,73 ¢ 11,75d 267,75 ¢ 11,37 ¢ 450 b
Pisang Pipit 2,16 d 14,90 c 260,00 ¢ 11,80 c 4,00b
Tuugia 2,12d 13,78 c 259,33 ¢ 11,22 c 7,33 a
Prata Maca 2819 21,35 a 297,75d 12,75 b 3,75b
Pitogo 291h 20,25 a 298,12 d 13,37 b 5,00b
Abuperak 2,48 e 19,10 b 265,20 ¢ 16,00 a 3,80b
Poteau Nain 2,61f 20,36 a 250,14 c 12,28 ¢ 3,43 b
Princesa 2,60f 19,00 b 291,80 d 14,00 b 4,00b
Média 2,10 14,74 245,96 11,79 4,92

Médias seguidas de mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo de acordo com o
método de agrupamento de Scott-Knott a 5% de significancia; Altura de planta (ALP - m);
didmetro do pseudocaule (DPC - cm); numero de dias do plantio a floracdo (NDF); numero
de folhas vivas na floracao (NFVF); e nimero de filhos na floracdo (NFF).
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Tabela 4. indice de incidéncia da doenca (ID) e nivel de resisténcia (NR) de genotipos de
bananeira em condi¢Bes de area artificialmente infestada com Fusarium oxysporum f. sp.
cubense. Cruz das Almas (BA), 2015.

Genotipos ID NR
Royal 8,8 R
Birmanie 0,0 R
Malaccensis 2,5 R
Pisang Pipit 0,0 R
Tuugia 0,0 R
Prata Maca 0,0 R
Pitogo 7,5 R

Abuperak 20,0 MR

Poteau Nain 20,0 MR
Maca 159 94,0 S
Princesa 4,0 R

R: Resistente; MR: moderadamente resistente; S: suscetivel.
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Figura 1. Agrupamento de genoOtipos de bananeira a partir da andlise de
componentes principais, considerando o indice de incidéncia da doenca (ID). Cruz
das Almas (BA), 2015.
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Figura 2: Importancia relativa das cinco caracteristicas agronémicas e do indice de
incidéncia da doenca (ID) sobre a variabilidade genética entre 10 gendétipos de

bananeira. Cruz das Almas (BA), 2015.
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Tabela 5. Area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD), indice de
incidéncia de doenca (ID) e nivel de resisténcia (NR) de 19 gendtipos de bananeira
avaliados quanto ao comportamento frente a Fusarium oxysporum f. sp. cubense em

condi¢Oes de casa de vegetacao. Cruz das Almas (BA), 2015.

Genotipos AACDP ID NR
Maca 326,50 78,0 S
Pisang Jaran 40,00 8,0 R
Birmanie 27,00 0,0 R
Malaccensis 107,00 18,0 MR
Pisang Pipit 40,00 14,0 R
Pisang Nangka 75,00 28,0 MR
Williams 69,00 14,0 R
Muga 88,00 40,0 MR
Prata Maca 8,00 4,0 R
Meywarvey 2,00 0,0 R
Pelipita 89,00 50,0 MR
Pratédo 103,00 64,0 MR
Saba Honduras 193,00 48,0 MR
Maca 150 98,00 30,0 MR
Maca 159 444,00 78,0 S
Grande Naine 51,00 30,0 R
Princesa 91,00 10,0 MR
Tropical 119,00 34,0 MR

Tong Ruong 11,00 4,0 R
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Figura 3. Agrupamento de 19 genétipos de bananeira a partir da analise de

componentes principais, considerando a area abaixo da curva de progresso da

doenca (AACPD) e o indice de incidéncia da doenca (ID) com base nos resultados

de inoculacdo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense em condicbes de casa de
vegetacao. Cruz das Almas (BA), 2015.
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VARIABILIDADE GENETICA ENTRE GENOTIPOS DE BANANEIRA
RESISTENTES AO MAL-DO-PANAMA A PARTIR DE MARCADORES SSR

RESUMO: O objetivo do presente estudo foi identificar gendtipos resistentes ao mal-
do-Panama e quantificar a variabilidade genética entre esses genétipos a partir de
marcadores SSR. O experimento foi dividido em teste de campo (11 gendtipos), de
casa de vegetacdo (19 gendtipos) e uso de marcadores moleculares SSR (26
genadtipos). Foram avaliados diploides selvagens e cultivados, tri- e tetraploides,
além da cultivar ‘Macéd’ utilizada como testemunha. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com 10 repeticdes. A similaridade genética
entre todos os 26 gendtipos foi calculada a partir do coeficiente de Nei e Li e
utiizadas para fazer o agrupamento dos gendétipos pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Averages). A avaliagdo em area artificialmente
infestada com Foc permitiu a obtencéo do indice de intensidade da doenca (ID) para
cada genotipo, sendo que o mesmo foi utilizado para agrupar os genétipos de
acordo com seu nivel de resisténcia, permitindo-se observar a formacdo de trés
grupos distintos. O G1 (suscetivel) foi formado pela ‘Maga 159’. ‘Abuperak’ e ‘Poteau
Nain’, assim como outros oito genaotipos, de acordo com os resultados considerados
como moderadamente resistentes ao mal-do-Panama formaram o G2. Os diploides
‘Birmanie’ e ‘Tuugia’ e os triploides ‘Pisang Pipit’ e ‘Prata Mag¢a’, que apresentaram
ID=0,00 %, e os outros gendtipos agrupados no G3 (resistentes). Em casa de
vegetacdo houve a formacdo de trés grupos, considerando a AACPD e o ID. Os
genodtipos ‘Magd’ e ‘Maga 159° compdéem o G1 (suscetivel), uma vez que
apresentaram 0s maiores valores para AACPD e ID, nove genétipos, incluindo
‘Princesa’, ‘Tropical’ e o mutante ‘Mac¢a 150’, todos do tipo Macga, formaram o G2,
considerado o grupo com moderada resisténcia ao mal-do-Panama. A ‘Grande
Naine’ e a ‘Willians’, pertencente ao subgrupo Cavendish, e resistentes a Foc raga 1,
corretamente agruparam no G3, em conjunto com outros seis genotipos, entre os
quais os diploides ‘Birmanie’ e ‘Pisang Jaran’. O nimero de alelos obtidos foi 105,
com média de 3,38 alelos por primer. Sete agrupamentos foram formados
considerando a andlise com SSR: G1 e G2 apenas com um diploide selvagem cada,
‘Birmanie’ e ‘Tuugia’, respectivamente; G3 com o hibrido ‘Royal’, que pertence a
secao Rhodochlamys; G4 com um grande niamero de gendétipos, ndo sendo possivel
considerar um agrupamento baseado no genoma, no tipo de gendtipo, no
grupo/subgrupo ou mesmo origem; G5 com trés genotipos, dois com genoma AAA e
um diploide AA; G6 onde estdo presentes dois triploides ABB (‘Namwa Khom’ e
‘Tai’); e por final o G7 com a subespécie Malaccensis. A partir dos resultados é
possivel planejar novas cruzamentos, em especial utilizando os diploides selvagens
resistentes ao mal-do-Panama, com foco no desenvolvimento de diploides
melhorados para uso em cruzamentos com tri- e tetraploides visando desenvolver
cultivares comerciais resistentes ao patégeno e com caracteristicas agronémicas de
interesse, tais como porte baixo, ciclo curto e qualidade sensorial dos frutos.

Palavras-chave: selecdo, marcadores moleculares, SSR, Fusarium
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GENETIC VARIABILITY BETWEEN BANANA GENOTYPES RESISTANT TO
PANAMA DISEASE USING SSR MARKERS

ABSTRACT: The objective of the present work was to identify genotypes resistant to
Panama disease and quantify the genetic variability using SSR markers. The
experiment was divided into field trials (11 genotypes) and greenhouse (19
genotypes) and the use of SSR markers (26 genotypes). Wild and cultivated diploids,
tri- and tetraploids and the "Maca” cultivar used as control, were evaluated. The
experimental design was completely randomized, with 10 replicates. The genetic
similarity between the 26 genotypes was calculated using the Nei & Li coefficient and
the distance matrix used to calculate the clusters by UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean). The evaluation in artificially infested area with
Foc provided data for the disease intensity index (DI) for each genotype, whereas the
same was used to separate the genotypes into clusters according to their resistance
level, where three clusters were formed: G1 (susceptible) - ‘Maga 159, ‘Abuperak’
and ‘Poteau Nain’. Eight other genotypes, considered as moderately resistant to
Foc, formed G2. The diploids, ‘Birmanie’ and ‘Tuugia’, and the triploids, ‘Pisang Pipit’
and ‘Prata Macéd’, which presented DI = 0.00% and the other genotypes, were
clustered in G3 (resistant). Under greenhouse conditions, three clusters were formed
when AUDPC and DI, were considered. The genotypes ‘Ma¢ad’ and ‘Maca 159’
comprised G1 (susceptible), since they presented the highest values of AUDPC and
DI. Nine genotypes, including ‘Princesa’, ‘Tropical’ and the ‘Mag¢a 150’ mutant, all Silk
types, were clustered in G2, considered the cluster with moderate resistance to Foc.
‘Grande Naine’ and ‘Williams’, belonging to the Cavendish subgroup and resistant to
Foc race 1, were correctly clustered in G3 together with six other genotypes,
including the ‘Birmanie’ and ‘Pisang Jaran’ diploids. The number of alleles obtained
was 105 with an average of 3.38 alleles per primer. Seven clusters were formed
considering the SSR analysis: G1 and G2 with only one wild diploid each, ‘Birmanie’
and ‘Tuugia’, respectively; G3 with the ‘Royal’ hybrid, which belongs to the
Rhodochlamys section; G4 with a large number of genotypes, not being able to
consider a cluster based on genome, genotype type, group/subgroup or same origin;
G5 with three genotypes, two with the AAA genome and an AA diploid; G6 with two
triploids ABB (‘Namwa Khom’ and ‘Tai’); and finally, G7, with the Malaccensis
subspecies. Results show that it is possible to plan new crosses, especially using the
Foc resistant wild diploids focusing in the development of improved diploids for use in
crosses with tri- and tetraploids to develop commercial cultivars resistant to Foc and
with agronomic characteristics of interest, such as short height, early cycle and
sensorial quality of fruits.

Key-words: selection, molecular markers, SSR, Fusarium
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INTRODUCAO

A banana se destaca como uma das frutas mais consumidas no mundo,
cultivada na maioria dos paises tropicais, 0 que a coloca entre as atividades
agricolas de maior expressao econémica. Apesar de existirem aproximadamente 50
subgrupos de banana, o subgrupo Cavendish responde por 40% da producao global,
seguido pelo subgrupo dos platanos (banana da terra no Brasil) com 21% (PLOETZ,
2015). Apensar dessa realidade, 87% da producdo é comercializada em mercados
locais ou regionais, em especial em paises da Africa, Asia e América tropical, onde o
consumo se da sob a forma in natura, cozida ou frita (KARAMURA et al., 2012).

O caso brasileiro difere do contexto mundial, uma vez que grande parte
producao esta baseada em cultivares do subgrupo Prata, em especial a ‘Prata-Ana’.
Com importancia secundaria, em especial no Norte e Nordeste do pais, a ‘Pacovan’
e as cultivares do subgrupo platanos também se fazem presentes nos bananais
brasileiros. O subgrupo Cavendish, representado no Brasil pelas cultivares ‘Grande
Naine’, ‘Nanica’ e ‘Nanicao’, tem sua produgcdo mais expressiva no Sudeste (Vale do
Ribeira, estado de S&o Paulo) e Sul do Brasil (Nordeste de Santa Catarina).

No agronegdcio da bananeira as doencas fungicas sado aquelas que merecem
mais atencado, tanto pelo nimero de patégenos quanto pelos danos causados
(CORDEIRO et al., 2005). Dentre as doencgas provocadas por fungos, o mal-do-
Panama, causado por Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc) € a doenca que tem
causado maiores danos nos bananais brasileiros. Cabe destacar também a raca 4
tropical do patégeno, que acomete as cultivares do subgrupo Cavendish (PLOETZ,
2015). Essa raca ainda € inexistente no pais, mas tem potencial para causar sérios
prejuizos, considerando que ‘Prata-Ana’, ‘Pacovan’ e ‘Maca’ sao suscetiveis.

Diante desse quadro, a busca de cultivares resistente ao mal-do-Panama, a
partir de programas de melhoramento, € considerada o meio mais eficiente de
controle dessa enfermidade (AMORIM et al., 2013).

Para o desenvolvimento de novas cultivares, a existéncia de variabilidade
genética para os caracteres e interesse é fundamental, a exemplo do mal-do-
Panama e da necessidade de se identificar genotipos resistentes para uso em

cruzamentos, a partir da selecdo em ambiente com a presenca do patégeno e ou em
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casa de vegetacdo, por meio da inoculagdo do patégeno em mudas
micropropagadas (DITA et al., 2011).

Outra ferramenta que tem potencial para auxiliar no desenvolvimento de
cultivares resistentes é o uso de marcadores moleculares, que tem como principal
vantagem, nesse caso, a capacidade de identificar genotipos divergentes para uso
em cruzamentos ou mesmo comparar esses entre si, visando estimar o grau de
associacdo com cultivares comerciais, fato que é de interesse, pois ao serem
utilizados em cruzamentos, as caracteristicas da cultivar elite serdo mantidas,
apenas tornando-a resistente a Foc.

Dentre as varias op¢Bes de marcadores moleculares, os SSR (Simple
Sequence Repeats), sdo usados em estudos de diversidade no melhoramento
genético de varias culturas. Por ser um marcador que apresenta alta
reprodutibilidade e carater codominante tornou-se indispensavel na caracterizacdo
de espécies de importancia econdmica como € o caso bananeira e na criacdo de
perfis moleculares de variedades (GHISLAIN et al., 2000; CRESTE et al., 2003).

O objetivo do presente estudo foi identificar gendtipos resistentes ao mal-do-
Panama em condicbes de campo e em casa de vegetacdo e quantificar a
variabilidade genética entre esses gendtipos a partir de marcadores moleculares
SSR.

MATERIAL E METODOS

Avaliacdo em area artificialmente infestada com Foc

O experimento de campo foi conduzido em é&rea experimental da Embrapa
Mandioca e Fruticultura em Cruz das Almas, Ba. Foram avaliados 11 genétipos
incluindo diploides selvagens e cultivados, tri- e tetraploides, além da cultivar ‘Mac&’
utilizada como testemunha plantada circundando cada tratamento/genotipo (Tabela
1). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 10
repeticdes por tratamento em espacamento de 3 m x 2 m. A incidéncia do mal-do-
Panama foi avaliada com base na expressdo dos sintomas internos da doenca,

mediante cortes transversais do rizoma e exame da descoloragao vascular causada
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pela infecgéo por Foc, atribuindo-se notas conforme a escala proposta por Cordeiro
et al.(1993).

Avaliacdo em condi¢cdes de casa de vegetacao mediante inoculacao

Para o experimento em casa de vegetacao foram testados 19 genotipos, e
utilizou-se o isolado CNPMF0801 raca 1, pertencente a micoteca da Embrapa
Mandioca e Fruticultura (Tabela 1). O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com 10 repeticbes por tratamento. A inoculacdo dos
genatipos foi realizada seguindo metodologia proposta por Dita et al. (2011). A partir
do aparecimento dos sintomas externos avaliados com base no grau de infeccao
das folhas dos gendtipos de bananeira, foi avaliada a severidade da doenca,
realizada utilizando-se a escala de notas proposta por Mohamed et al. (1999), os
sintomas internos da doenca, mediante cortes transversais do rizoma e exame da
descoloracéo vascular causada pela infeccao por Foc, atribuindo-se notas conforme

a escala proposta por Cordeiro et al. (1993).

Estimativa da variabilidade genética a partir de marcadores SSR.

Foram avaliados 26 genotipos, diploides selvagens e cultivados, tri- e
tetraploides, além da cultivar ‘Mac& utilizada como testemunha plantada
circundando cada tratamento/genétipo (Tabela 1).

Foram utilizados 31 primers utilizados nas rotinas de analise da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, sendo um primer da série MaOCEN derivada de uma
biblioteca da cultivar Ouro (AA) desenvolvida por Creste et al. (2006), 18 primers da
série MaC e 12 primers da série MaO validados por Jesus et al. (2013) e
desenvolvidos a partir de bibliotecas dos diploides Calcutta 4 e Ouro,
respectivamente (Tabela 2).

O DNA gendmico foi extraido de folhas utilizando-se o método CTAB
(brometo de cetiltrimetilaménio) (DOYLE E DOYLE, 1990). Nas reacdes de
amplificagao utilizou se um volume final de 15 L, contendo os seguintes reagentes:
KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), MgCl, 2,5 mM, 100 uM de cada um dos
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dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,2 pM de cada iniciador, 50 ng de DNA
gendmico e uma unidade de Taq DNA polimerase (Pharmacia Biotech, EUA).

As amplificacbes foram conduzidas em Termociclador Perkin Elmer modelo
9700. A amplificagdo incluiu um ciclo de desnaturagéo de 5 min. a 94°C, seguido de
35 ciclos de desnaturacdo de 1min a 94 °C, 1 min. de anelamento com a
temperatura especifica de cada primer, 1 min. de extensdo a 72 °C, com uma
extensao final de 10 min. a 72 °C e 14 °C. Os fragmentos foram separados em géis
de agarose ultrapura 1000 a 3% (Invitrogen) sob condi¢cées-padréo, e os produtos da
amplificac@o foram corados com brometo de etideo e visualizados através de raios

ultravioletas e fotodocumentados por meio do equipamento UVITEC.

Analise dos dados

Para os dados de campo foi estimado o indice de intensidade da doenca (ID),
proposta de Mckinney (1923), com base nas notas dadas aos sintomas internos de
Foc, a partir da proposta de Cordeiro et al. (1993). A Analise de cluster foi realizada
a partir dos valores de ID, agrupados pelo método de k-médias utilizando o algoritmo
proposto por Hartigan e Wong (1979).

Para os dados de casa de vegetacédo foi estimada a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) e o indice de intensidade da doenca (ID). A partir dos
valores da AACPD e ID os gendtipos foram agrupados pelo método k-médias
usando o algoritmo proposto por Hartigan & Wong (1979). Foi realizada a correlagéo
de Pearson com base nos dados de ID de campo e de casa de vegetacdo visando
identificar uma possivel associacdo entre os resultados.

As andlises estatisticas dos dados obtidos em campo e em casa de
vegetacao foram realizadas pelos programas estatisticos SISVAR (Ferreira, 2008) e
R (R Development Core Team, 2010).

A similaridade genética entre os 26 genoétipos foi calculada a partir do
coeficiente de Nei e Li e os valores de similaridades genéticas foram utilizados para
fazer o agrupamento dos genotipos pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method Averages) por meio do software NTSYS (ROHLF, 2000).

O método de reamostragens (Bootstrap) foi realizado para verificar se o

namero de locos (combinacdes de primers) foi suficiente para determinar com
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precisdo as estimativas de similaridade genética entre os gendtipos utilizando o
software GENES (CRUZ, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo em area artificialmente infestada com Foc permitiu a obtencéo do
indice de intensidade da doenca (ID) para cada gendtipo, sendo que 0 mesmo foi
utilizado para agrupar os gendtipos de acordo com seu nivel de resisténcia,
permitindo-se observar a formacédo de trés grupos distintos (Figura 1). O G1 foi
formado pela ‘Maca 159, que foi coletado em area de produtor no distrito de
irrigacdo de Ponto Novo (BA) como sendo resistente ao mal-do-Panam@, conforme
informacdes do proprietario do bananal, fato que ndo se confirmou nesse estudo,
uma vez que foi o gendtipo que apresentou maior ID. ‘Abuperak’ e ‘Poteau Nain’,
assim como outros oito genoétipos, de acordo com os resultados, podem ser
considerados moderadamente resistentes ao mal-do-Panama e formaram o G2. Os
diploides ‘Birmanie’ e ‘Tuugia’ e os triploides ‘Pisang Pipit' e ‘Prata Macgad’, que
apresentaram ID=0,00 %, e os outros genétipos agrupados no G3 sdo considerados
resistentes ao mal-do-Panama.

O estudo realizado em casa de vegetacdo, a partir da inoculacdo dos
gendtipos permitiu a identificacao de trés grupos, considerando a AACPD e o ID. Os
gendtipos ‘Magd’ e ‘Maga 159’ compdéem o G1, classificados como suscetiveis a
Foc, uma vez que apresentaram o0s maiores valores para AACPD e ID; nove
genotipos, incluindo ‘Princesa’, ‘Tropical’ e o mutante ‘Maga 150’, todos do tipo
Maca, formaram o G2, considerado o grupo com moderada resisténcia ao mal-do-
Panama. A ‘Grande Naine’ e a ‘Willians’, pertencente ao subgrupo Cavendish, e
resistentes a Foc raca 1, corretamente agruparam no G3, em conjunto com outros
seis genotipos, entre os quais os diploides ‘Birmanie’ e ‘Pisang Jaran’ (Figura 1).

Nesse trabalho buscou-se também estimar a correlacdo entre os dados de ID
obtidos em campo com os advindos do ensaio em casa de vegetacao. Considerando
0s sete gendtipos que estiveram presentes nos dois experimentos, a correlagdo
obtida foi de 0,97 (p<0,001), fato que demonstra alta associagao entre os resultados.

O numero de alelos obtidos foi 105, com média de 3,38 alelos por primer. O

maior numero de alelos foi identificado nos primers MaCEN 4 e MaC-CEN39 (seis



45

alelos) e o menor numero observado foram dois alelos, revelados por oito primers
(Tabela 2). O nimero médio de alelos por loco SSR € similar ao obtido com outros
estudos realizados em banana (KAEMMER et al., 1997; GRAPIN et al., 1998;
CRESTE et al., 2003, 2004, 2006; NING et al., 2007; AMORIM et al., 2009; MATOS
et al., 2010; PEREIRA et al., 2012).

O conteudo de informacao de polimorfismo (PIC) variou de 0,07 para o primer
MaC-CEN42 a 0,76 para o primer MaCEN4, com média de 0,45. A correlacéo entre
o0 numero de alelos e o PIC foi alta (r = 0,64, P<0,005), indicando que primers com
maior numero de alelos apresentam maior poder discriminatério entre os gendétipos
avaliados.

A analise de reamostragens indicou que 80 alelos foram suficientes para uma
estimativa precisa da divergéncia genética entre os 26 gendtipos de banana. A
correlacdo entre a matrix considerando todos os 105 alelos e a matriz com 80 alelos
foi de 0,98, com soma dos quadrados dos desvios (SQd) de 0,052 e valor de
estresse (E) de 0,05 (Figura 2). De acordo com Kruskal (1964), um valor de E<0,05 é
indicativo de uma excelente precisdo nas estimativas.

Na literatura séo encontrados trabalhos onde o nimero de marcadores SSR,
assim como o numero de alelos utilizados para genotipar diferentes genoétipos de
banana foram similares aos utilizados neste trabalho. Ning et al. (2007)
consideraram suficientes dez SSRs para genotipar 50 acessos de banana de
diferentes origens, encontrando 92 alelos; Creste et al. (2004) utilizaram nove SSR
para genotipar 49 diploides a partir de 115 alelos; Creste et al. (2003) genotiparam
35 cultivares de banana com 11 SSR e 67 alelos; Amorim et al. (2009) genotiparam
11 diploides melhorados de bananeira por meio de 16 marcadores SSR e
encontraram 120 alelos e média de 7,51 alelos por primer; Matos et al. (2010)
utilizaram 13 primer SSR para estimar a variabilidade genética entre 26 gendétipos de
bananeira e encontraram média de 7,23 alelos por primer (total de 94 alelos); e
Pereira et al. (2012) utilizaram 20 SSR para genotipar 32 diploides melhorados de
bananeira e encontraram 133 alelos e média de 6,65 alelos por primer.

A similaridade genética média entre todos os gendtipos foi de 0,40, variando
de 0,00 entre os gendtipos ‘Pisang Nangka’ e ‘M61’ a 0,75 entre os gendtipos
‘Abuperak’ e ‘Birmanie’, indicando a existéncia de ampla variabilidade genética entre

0S genotipos.
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Creste et al. (2004) avaliaram a diversidade genética entre 49 acessos
diploides do BAG banana da Embrapa por meio de marcadores SSR, observando
uma similaridade genética média de 0,10. Pillay et al. (2001) utilizaram marcadores
RAPD para inferir sobre a variabilidade genética disponivel entre 31 acessos de
banana utilizados na Nigéria. Com base nos resultados, os autores concluiram que a
base genética disponivel para melhoramento naquele Pais é estreita. Resultados
semelhantes aos observados neste trabalho foram encontrados por Ning et al.
(2007) com 31 acessos na China genotipados com RFLP e SSR e por
Ruangsuttapha et al. (2007) com 22 cultivares na Tailandia genotipados com RAPD.

O dendrograma das similaridades genéticas baseada em SSR, obtido pelo
método UPGMA, encontra-se na Figura 3. O valor cofenético foi alto (r = 0,90,
P<0,0001, 10.000 permutacdes) e adequado, j& que r<0,56 sdo considerados ideais,
refletindo uma boa concordancia com os valores de similaridade genética (VAZ
PATTO et al., 2004).

Neste trabalho assumiu-se como ponto de corte no dendrograma a
similaridade genética média entre todos os gendtipos com microssatélites (0,40).
Com base neste ponto de corte foram formados sete grupos: G1 e G2 apenas com
um diploide selvagem cada, ‘Birmanie’ e ‘Tuugia’, respectivamente; G3 com o
hibrido ‘Royal’, que pertence a se¢do Rhodochlamys; G4 com um grande nimero de
genotipos, ndo sendo possivel considerar um agrupamento baseado no genoma, no
tipo de gendtipo, no grupo/subgrupo ou mesmo origem; G5 com trés gendétipos, dois
com genoma AAA e um diploide AA; G6 onde estdo presentes dois triploides ABB
(‘Namwa Khom’ e ‘Tai’); e por final 0 G7 com a subespécie Malaccensis (Figura 3).

Mesmo considerando que nao houve tendéncia de agrupamento dos
gendtipos a partir do ponto de corte escolhido, percebe-se que alguns gendétipos
apresentaram maior similaridade, considerando informacdes, tais como o
grupo/subgrupo. A maioria dos gendtipos avaliados se mostrou resistente ou
moderadamente resistente ao Foc, portanto, inferéncias sobre agrupamentos com
base nessa informacéo néo serao tratados nesse trabalho.

O agrupamento G4 é composto por 18 gendétipos, incluindo di-, tri- e
tetraploides, com genomas AA, AAA, AAB, ABB e AAAB. O subgrupo Cavendish,

representado pelos genodtipos ‘Canela’ e ‘Willians’ formaram um subgrupo, e
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apresentaram similaridade genética acentuada com ‘Grande Naine’ (0,14 e 0,16,
respectivamente) (Figura 3).

Os dois unicos genotipos identificados nesse trabalho como suscetiveis ao
mal-do-Panama, ‘Mac¢ad’ e ‘Macd 159°, apresentaram alta similaridade genética
(0,11), demonstrando que, provavelmente, ndo houve mutagdo como o informado
pelo produtor no momento da coleta do gendtipo. Uma possivel explicagdo para este
fato passa pela dispersdo do patdbgeno no campo, uma vez que € possivel que a
‘Macad 159’ estivesse plantada sob uma area com baixa concentracdo de Foc.
Independente da reagdo ao Foc, ‘Magd’, ‘Macéd 159’, ‘Maga 150’ e ‘Princesa’
formaram um subgrupo. Essa ultima apresentou similaridade genética de 0,21 com
‘Magd’. Todos os gendtipos do subgrupo Bluggoe agruparem-se juntas no G4,
demonstrando o potencial do conjunto de SSRs utilizados em discriminar esse
subgrupo.

Outros trabalhos também tém indicado o uso de microssatélites para alocar
genotipos de banana segundo sua origem ou mesmo grupo/subgrupo (CRESTE et
al., 2003; CRESTE et al., 2004; JESUS et al., 2006).

A partir dos resultados é possivel planejar novas cruzamentos, em especial
utilizando os diploides selvagens resistentes ao mal-do-Panama, com foco no
desenvolvimento de diploides melhorados para uso em cruzamentos com tri- e
tetraploides visando desenvolver cultivares comerciais resistentes ao patdégeno e
com caracteristicas agronémicas de interesse, tais como porte baixo, ciclo curto e

qualidade sensorial dos frutos.

CONCLUSOES

A partir dos dados de campo e de casa de vegetacdo, foi possivel identificar
genatipos resistentes ao mal-do-Panama, fato que possibilita 0 desenvolvimento de
novas cultivares de bananeira resistentes, a partir da transferéncia de alelos por
meio de cruzamentos. A correcdo entre os dados de campo e casa de vegetacéo
permite inferir que a segunda tem potencial para uso no melhoramento da
bananeira, em especial permitindo um screening inicial, reduzindo 0s genotipos para
analise em condi¢cdes de campo, onde outras interagées poderdo ser analisadas. Os

SSR permitiram a identificacdo de ampla variabilidade genética entre os genaotipos
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avaliados, fato positivo para o melhoramento, pois permite a exploracdo de uma
infinita combinacdo de alelos para caracteres de interesse, entre 0s quais ciclo

precoce, porte baixo, qualidade dos frutos, entre outras.
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Tabela 1. Gendtipos de bananeira, indicando seu grupo gendmico, tipo, grupo/subgrupo, origem, presenca no teste de
campo, casa de vegetacao e analise com marcadores moleculares. Cruz das Almas (BA), 2015.

Teste Teste de

Gendtipo Genoma Tipo Grupo/Subgrupo Origem de casa de Analise
~ _ molecular
campo vegetagao

Royal ES Hibridos Rhodochlamys Franca X X
Pisang Jaran AA Selvagem ssp.burmanica/burmannicoide  Indonésia X X
Birmanie AA Selvagem - Franca X X X
Malaccensis AA Selvagem ssp. malaccensis Honduras X X X
Pisang Pipit AAA Selvagem - Indonésia X X X
Tuugia AA Selvagem - Havai X X
Pisang Nangka AA Selvagem - Brasil X X
M61 AA Hibrido Hibrido Equador X
Canela AAA Cultivar Cavendish Brasil X
Williams AAA Cultivar Cavendish Brasil X X
Muga AAA Cultivar - Nova Guiné X X
Namwa Khom ABB Cultivar Pisang awak Tailandia X
Tong Ruong AAA Cultivar Ibota Tailandia X

Tai ABB Cultivar Ney Mannan Tailandia X
Prata Maca AAB Cultivar Prata Brasil X X X
Meywarvey AAA Cultivar - - X X
Pelipita ABB Cultivar Bluggoe Honduras X X
Pitogo ABB Cultivar - Brasil X X




Continuacao Tabela 1.

o , . Teste de Teste de Andlise

Gendtipo Genoma Tipo Grupo/Subgrupo Origem casa de
campo ~ _ molecular
vegetacao
Pratao AAB Cultivar Prata Brasil X X
Saba Honduras ABB Cultivar Saba Honduras X X
Abuperak ABB Cultivar Ney Mannan Franca X X
Poteau Nain ABB Cultivar Bluggoe Franca X X
Maga 150 AAB Mutante Mutante (Maca) Brasil X X
Maca 159 AAB Mutante Mutante (Maca) Brasil X X X
Grande Naine AAB Cultivar Cavendish Brasil X X
Maca AAB Cultivar Maca Brasil X X
Princesa AAAB Cultivar AIBTED ENIE VEMEETTs! Brasil X X
n°2 e M53

. . Hibrido entre Yangambi .

Tropical AAAB Cultivar n°2 e M53 Brasil X

Gendtipos em negrito estdo presentes em ambos os experimentos.
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Tabela 2. Locos microssatélites, numero de alelos e conteudo de informacao de polimorfismo (PIC) para os 26 gendtipos de
banana. Cruz das Almas (BA), 2015.

Loco SSR Sentido F (5-3") Sentido R (5-3") Alelos PIC
MaCEN3 ggaggaggaagaggagaagg tgaactgacaccctgagcac 3 0,4
MaCEN4 Tgtcagataggtcggagttg agtgctcttgttaggtttcc 6 0,76
MaCENS5 Atctcgctcacctcgtcttc tcatagacagcccagcagaa 2 0,73
MaCENG6 Ttctgctgggctgtctatga aagggcagttcacaacacaa 2 0,34
MaCEN10 Atctgtgggcttatggtcgt gcaggtttgggagaagacat 4 0,51
MaO-ECO02 Ggggaaggtggtgtagga ggcaaatggaagagaggag 2 0,37
MaO-ECO05 Tggagtcgctttttgctttt gtggtgatttccgagtggtt 3 0,36
MaO-EC11 Gcacaaccttactcccatcac cactacaactcacccttccaatc 5 0,55
MaO-FDO02 Ggcatcacacacgcaaaa attacattcccagcccacac 4 0,51
MaO-FGO09 Ttctttcctgaccacctttttc ccaagtatcacaccaacacca 3 0,55
MaO-FHO03 ctatgggcgtgagtgcattgaatcccaagtttggtcaag tctetttcectctettgecat 3 0,19
MaO-2B10 acgaggagcaggaaagtagc ttctccttatcecegtggttg 3 0,45
MaO-EC12 aacccaacaccaaaggaaga tgtgggcggagaaataaatc 3 0,37
MaO-EDOQO9 Tgtcagataggtcggagttg cgcatctatgacaacagcaa 5 0,62
MaO-EH12 aacccaacaccaaaggaaga atggaagcatgtggaggaac 3 0,59
MaC-CEN13 Ttgttctccttgtgctctttga tctctttcectcetettgecat 3 0,34
MaCEN1 Agatgatgacccccacctc ttctecttatcececgtggttg 2 0,35
MaC-CEN18 Gcttcgtaccgctctcac gcgttcatccattttcatc 3 0,37
MaC-CEN19 Ttecctgcctttgectgta ggtttacccattgctctgac 2 0,27
MaC-CEN23 atagaaggaaacgggaaatc aaaggagtttgtgtaggaagc 3 0,32
MaC-CEN34 Gagaatggcaaatgtcaagt ggtcccagtgtgttattgtc 4 0,36
MaO-ECO09 Ggacttgtattttgtgcttctic atcatctccagccatctcc 5 0,63
MaO-EDO1 Tgttccacaggtttctcca cgcatctatgacaacagcaa 5 0,49
MaC-CEN17 agaaacaaacagatacccga ttcccttatgtagtagcacca 2 0,19
MaC-CEN39 Tggtgctgaattgaatctga cgccacgaatacatctatct 6 0,59
MaC-CEN42 Aatcttggttggcttcctga caaataaacctggggcattc 2 0,07
MaC-CEN44 Gaaggcagggaacacgaa tgagaagagcgagagaagca 3 0,57
MaC-CEN46 Tgtaaggagcctctgtgtge gagatgggattggtgttcgt 2 0,31
MaC-CEN52 Tcactcggcagticacaaag gacttcatcttcggcaatgg 4 0,59
MaC-CEN56 Cgaggagcaggaaagtagc tgtgggcggagaaataaatc 4 0,61
MaOCENO03 acc acgaggagcaggaaagtagc ttcgggataggaggaggag 4 0,6
Total 105

Média 3,38 0,45
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Figura 1. Agrupamento de genotipos de bananeira a partir da analise de

componentes principais, considerando o indice de incidéncia da doenca (ID)

(A). Agrupamento de 19 genotipos de bananeira, considerando a area abaixo

da curva de progresso da doenca (AACPD) e o indice de incidéncia da

doenca (ID) com base nos resultados de inoculagdo de Fusarium oxysporum

f. sp. cubense em condi¢des de casa de vegetacéo (B). Cruz das Almas (BA),

2015.
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Figura 2: A analise de reamostragens entre 26 genoétipos de bananeira.
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Figura 3. Diversidade genética entre 26 gendétipos de bananeira a partir de 31

primers SSR. Cruz das Almas (BA), 2015.
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CONSIDERACOES FINAIS

Por meio das avaliagcbes em campo e em casa de vegetacdo foi possivel
identificar genGtipos com comportamento resistente e moderadamente resistente
ao mal-do-Panama (Fusarium oxysporum f.sp. cubense — Foc), tanto entre os
diploides selvagens quanto entre os tri- e tetraploides. Esses resultados permitem
o direcionamento de cruzamentos visando transferir alelos associados com a
resisténcia a Foc para as cultivares comerciais, por meio de hibridacdes. Também
é possivel planejar cruzamentos com foco no desenvolvimento de novos diploides
melhorados, fazendo-se uso dos identificados como resistentes nesse trabalho.

Um possivel mutante de ‘Mac¢a’, denominado de ‘Maca 150°, apresentou
comportamento moderadamente resistente a Foc em casa de vegetacdo. Nesse
caso, estudos adicionais sdo recomendados visando confirmar a possivel
resisténcia. Em se confirmando tal resisténcia esse genoétipo devera passar por
etapas de validacdo em condicfes adversas de clima e solo, em especial onde ha
problemas com o mal-do-Panam4, obtendo-se, com isso, informag¢des sobre a
interagcdo entre o genotipo e os ambientes, verificando a estabilidade genética da
possivel mutacao.

Os marcadores SSR permitiram a identificacdo de ampla variabilidade
genética entre os gendtipos, fato promissor para o melhoramento genético, uma
vez que a existéncia de variabilidade é fundamental para o0 sucesso no
desenvolvimento de gendtipos resistentes a doencas e com boas caracteristicas
agrondmicas. Considerando que a resisténcia a Foc € controlada por poucos
genes, infere-se que a variabilidade identificada pelos SSR estd associada a
outras caracteristicas de interesse para o melhoramento, tais como porte baixo,

ciclo precoce, qualidade dos frutos, produtividade, entre outras.



