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Caracterizacao de genotipos de Musa com base na reagado a Radopholus
similis e de genétipos contrastantes para resisténcia com base em marcadores
moleculares RAPD.

RESUMO

A bananeira é uma 6tima hospedeira de varios nematdides importantes,
sendo os principais, Radopholus similis e Helicotylenchus multicinctus. Um método
eficiente, de baixo custo para o produtor e que tem mostrado grande potencial para
o controle de fitonematdides € a resisténcia genética. Uma etapa importante do
melhoramento genético € a avaliagdo da variabilidade genética da planta
hospedeira. Neste trabalho objetivou-se avaliar e caracterizar 26 gendétipos de
bananeira com relagao a resisténcia ao nematoide cavernicola, Radopholus similis e,
caracterizar sete gendtipos contrastantes para os fendtipos de resisténcia e
suscetibilidade a R. similis utilizando marcadores moleculares RAPD. As plantas
(uma por vaso) foram inoculadas, em de casa de vegetagdo, com uma suspensao
contendo 100 juvenis, machos e fémeas do nematdide. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticbes e os gendtipos
foram avaliados 120 dias apdés a inoculagdo. Foram avaliados numero de
nematoides por grama de raiz, em todo o sistema radicular, no solo e o numero total
de nematdides. Além destes, o fator de reproducao (FR = populagao final/populagao
inicial) e seu indice de redugao foram calculados para determinagéo da reagcédo dos
genadtipos a R. similis. De acordo com essa variavel, observou-se que os genotipos
Borneo, Grande Naine e 1304-06 se comportaram como suscetiveis e os genoétipos
4249-05, 0337-02, 0323-03 e 4279-06, como resistentes a R. similis. Amostras de
DNA gendmico de cada um destes materiais foram extraidas e amplificadas via PCR
utilizando 36 primers decameros para a obtengdo de marcadores RAPD. Um total de
521 marcadores foram obtidos e convertidos em uma matriz de dados binarios, a
partir da qual foram estimadas distancias genéticas entre os gendtipos. Analises de
agrupamento e dispersdo grafica dos gendtipos foram realizadas. Dos 521
marcadores obtidos, 420 (81%) foram polimérficos e 140 (27%) mostraram-se
promissores para trabalhos de mapeamento genético da resisténcia a R. similis, uma
vez que estiveram presentes em acessos avaliados como resistentes e ausentes em
todos os suscetiveis. As distancias genéticas entre os genoétipos variaram entre
0,106 e 0,455. A maior distancia genética (0,455) foi observada entre a cultivar

Borneo e o gendtipo 4279-06 que se apresentaram como genodtipos altamente
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suscetivel e resistente, respectivamente. Os acessos mais contrastantes para a
resisténcia (Borneo e 4249-05) apresentaram uma distancia de 0,374 e um total de
114 bandas polimorficas e Uteis para o mapeamento genético. Os “primers” OPE-15,
OPH-17 e OPG-09 foram os que apresentaram maior nuamero de bandas
promissoras para mapeamento (12, 8 e 8, respectivamente), destacando-se dentre

os demais.

Palavras-chave: nematoide cavernicola, melhoramento genético, RAPD, resisténcia

genética, caracterizagdo molecular



Characterization of Musa genotypes based on their reaction to Radopholus
similis and of resistance contrasting genotypes based on RAPD molecular

markers.

ABSTRACT

Banana is a suitable host to various important nematodes. Radopholus
similis and Helicotylenchus multicinctus are considered the most destructive ones to
banana root system. Genetic resistance is a potentially efficient and low cost method
of nematode control on bananas. For a breeding program, an important step is the
evaluation of genetic variability of the host. This work had as objectives: to evaluate
and to characterize 26 banana genotypes in relation to resistance and susceptibility
to the burrowing nematode Radopholus similis, and to characterize seven banana
contrasting genotypes for the phenotypes of resistance and susceptibility to R. similis
with molecular markers of RAPD. Plant materials were obtained from a working
collection of bananas maintained by Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. The
plants (one per pot) were inoculated with a nematode suspension containing 100
juveniles, males and females. The experiment followed a completely randomized
design with four replicates. The genotypes were evaluated 120 days after inoculation.
Nematodes per gram of root, numbers of nematodes per root system, numbers of soil
nematodes and total number o nematodes were also evaluated. Moreover, the
reproduction factor (FR = final population / initial population) and its reduction index
were calculated to determine the reaction of the genotypes to R. similis. According to
this variable, the genotypes Borneo, Grand Naine and 1304-06 behaved as
susceptible and the genotypes 4249-05, 0337-02, 0323-03 and 4279-06, as resistant
to R. similis. Genomic DNA was extracted form each of these genotypes, and tested
with 36 decameric primers to obtain RAPD markers. A total of 521 markers were
converted into a binary data matrix, from which the genetic distances between
genotypes were estimated, and further evaluated by cluster and graphic dispersion
analyses. Among 521 resultant markers, 420 (81%) were polymorphic, and 140
(27%) were considered promising markers to be used in studies for genetic mapping
of resistance to R. similis in banana genotypes, for they were present on the
genotypes evaluated as resistant and absent in all the susceptible ones. The genetic
distances between genotypes were in the range of 0.106 to 0.455. The largest

genetic distance was observed between cv. Borneo and ‘4279-06’, respectively, a
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highly susceptible and a resistant genotype to R. similis. The highest contrast, as
resistance is concerned, occurred between ‘Borneo’ and ‘4249-05’, comprising a
genetic distance of 0.374 and a total of 114 polymorphic bands with potential for
genetic mapping of the resistance. The primers OPE-15, OPH-17 and OPG-09 were
the ones allowing more promising bands for genetic mapping of resistance to the

nematode (12.8 and 8, respectively).

Key words: burrowing nematode, genetic breeding, genetic resistance, molecular

characterization, RAPD.
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INTRODUGAO

A banana é uma das frutas mais consumidas no mundo, sendo produzida
na maioria dos paises tropicais. O Brasil € o segundo maior produtor mundial de
banana, porém quase toda a produgcdo destina-se ao mercado interno, cuja
preferéncia se da por cultivares do grupo AAB subgrupo, ‘Prata’.

No Brasil, a cultura se destaca em segundo lugar apds a laranja em relagao
a area plantada de frutiferas (IBGE, 2004), com produgéao de 6.602.750 toneladas de
banana, em uma area de 484.981 hectares (FAO, 2004). A banana é uma das frutas
mais populares entre os brasileiros, presente em 90% dos domicilios. Esta
disponivel em todos os meses do ano, cabendo-lhe o papel fundamental no ambito
socioecondmico, como importante fonte de alimentagao e fixagdo de mao-de-obra
rural (Costa, 2004), sobretudo na agricultura familiar. Estima-se que um hectare da
cultura emprega cerca de seis pessoas por ano (Alves, 1985).

Dentre os patégenos que atacam a cultura da banana, os nematdides se
destacam pela sua ampla disseminacdo em todo o mundo. As perdas causadas sao
altas, com valores estimados de 20% (Sasser & Freckman, 1987), chegando a
100%, quando ndo € efetuado o controle apropriado. Os nematdides atacam a
regido radicular, afetando, dessa forma, o crescimento e producdo da planta,
influenciando negativamente as fun¢gdes mecénica (ancoragem) e fisiologica
(absorg¢ao de nutrientes) do sistema radicular (Speijer & De Waele, 1997).

A bananeira € uma 6tima hospedeira de varios nematdides importantes,
sendo os principais o nematoide cavernicola, Radopholus similis (Cobb, 1893)
Thorne, 1949, Helicotylenchus multicinctus (Cobb, 1893) Golden, 1956; Pratylenchus
coffeae (Zimmermann, 1898) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941, Meloidogyne
spp. € o nematdide reniforme, Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira, 1940.
Segundo Zem & Lordello (1983), os nematdides cavernicola e espiralado
(Helicotylenchus multicinctus) sdo considerados fatores limitantes a produgdo de
banana em varias partes do mundo, apresentando oneroso e dificil controle.

Quando o controle dos nematoides pelo uso de material de plantio e solos
livres de inéculo ndo é eficaz, o manejo de nematdides € baseado principalmente em
rotacdo de culturas e controle quimico (Gowen & Quénéhervé, 1990). No entanto,
em areas onde o cultivo da banana é continuo, a rotacdo de culturas nao pode ser

praticada e o custo de produtos quimicos € muito alto para a maioria dos produtores.



Além disso, os nematicidas sdo nocivos ao meio ambiente, podendo causar a
contaminagao de lengais freaticos.

Um método eficiente, de baixo custo para o produtor e que tem mostrado
grande potencial € a resisténcia genética, que tem sido estudada por diferentes
pesquisadores (Wehunt et al., 1978; Fallas & Marban-Mendonza, 1994; Fogain &
Gowen, 1997; Marin et al., 1998; Elsen et al., 2002; Costa, 2004). A busca da
resisténcia genética depende da variabilidade genética da planta hospedeira e da
variabilidade existente entre as populacdes dos nematoides.

A agressividade de uma populagao de nematdides sobre dada hospedeira é
consequéncia da capacidade reprodutiva (comparagdo da velocidade de
multiplicacado de diferentes populagées em uma determinada hospedeira) (Shaner et
al. 1992) e viruléncia do patdgeno, que € a capacidade de infectar e se reproduzir na
hospedeira (Andrivon, 1993).

As populagdes mais agressivas de nematdides se reproduzem rapidamente,
causando danos severos nas raizes. No entanto, em trabalho realizado por Costa
(2004), ndo houve correlagdo positiva entre a populagao final de nematoides com
reducdo do crescimento e de pesos da parte aérea e da raiz de bananeiras
cultivadas em vasos, em casa de vegetacdo. Dessa forma, os resultados mostraram
que os danos causados por R. similis em bananeiras ndo dependem somente do
tamanho da populacdo, mas também do poder elicitor do nematdide. Quando a
interacdo nematdide-hospedeira é fortemente incompativel, o dano inicial a raiz é
suficientemente grande para impedir o desenvolvimento da planta com consequlente
impedimento da multiplicagdo do nematoide, garantindo o status de planta
intolerante em relagdo ao nematdide. Porém, ao contrario, se a planta responde
fracamente quando elicitada pode tolerar numeros altos de nematdéides sem uma
redugao significativa no desenvolvimento. Situagéo intermediaria ocorre com plantas
suscetiveis, que apesar de reagir com lesdes radiculares que comprometem o
desenvolvimento da planta, esta é capaz de suportar em niveis diferenciados a
multiplicacdo do nematdide. Diferengas no grau de resisténcia encontrados em
material propagativo multiplicado em cultura de tecido sugerem que essas sao
devidas a variagao somaclonal e a influéncia ambiental (Costa, 2004).

A base genética da resisténcia a R. similis em bananeira ainda n&o foi
estabelecida, apesar da existéncia de estudos que demonstram que a resisténcia é
controlada por um ou poucos genes (Pinochet et al., 1998). Para os programas de

melhoramento é de grande importdncia o entendimento da herangca e dos
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mecanismos da resisténcia ao nematdide em acessos resistentes (Giebel, 1982). A
realizacao destes estudos deve ser apoiada por trabalhos que buscam definir o grau
de resisténcia, ou de tolerancia ao patégeno, bem como por trabalhos que utilizam
marcadores moleculares que sdao empregados na caracterizagdo e na avaliagdo da
variabilidade genética de bananeiras (Bhat e Jarret, 1995; Pillay et al., 2000).

Bhat & Jarret (1995) demonstraram a utilidade dos marcadores RAPD na
caracterizagdo do germoplasma de Musa spp., tendo sido possivel diferenciar clones
que se mostravam morfologicamente idénticos.

Neste trabalho objetivou-se avaliar gendtipos de Musa spp. em relagéo a
resisténcia ao nematdide cavernicola (R. similis); caracterizar genotipos
contrastantes para os fendtipos de resisténcia e suscetibilidade utilizando
marcadores moleculares RAPD e identificar “primers” e marcadores RAPD
promissores para futuros trabalhos de mapeamento genético da resisténcia ao

nematoide R. similis em bananeiras.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

A importancia da banana

A produgdo de banana é concentrada em paises tropicais, onde existem
condi¢cbes adequadas para o desenvolvimento da planta. Em 2004, um total de 130
paises produziu banana, mas a producao é concentrada em poucos paises. Os dez
paises maiores produtores foram responsaveis por 75% e india, Equador, Brasil e
China por 50 % da produgao daquele ano (FAO, 2004).

No Brasil, segundo dados do IBGE, a cultura foi a segunda frutifera mais
cultivada em 2004, sendo superada apenas pela laranja. A area colhida foi de
aproximadamente 492 mil hectares, com uma producdo de 6,6 milhdes de toneladas
de frutos, o que correspondeu a um volume de negécios superior a R$ 2,3 bilhdes.
Os principais Estados produtores em 2004 foram Sao Paulo, Bahia, Santa Catarina,
Minas Gerais e Para. Estes cinco estados somaram 56% da produg¢ao nacional.

No Brasil o consumo per capita de frutas, de 31 kg/ano, equivale ao triplo do
consumo per capita do europeu e do norte-americano (7 e 13 Kkg/ano,
respectivamente) (FAO, 2003). O mercado interno consome 99% da producéo de
banana, sendo que cada regido tem preferéncia por um determinado grupo de
variedades.

A escolha da cultivar de bananeira a ser implantada é fortemente determinada
pelo mercado. O mercado interno é dividido em varios nichos, sendo que em alguns,
a demanda por bananas tipo ‘Prata’ € predominante e em outros, ha preferéncia por
bananas do tipo ‘Nanica’. Ainda existe um mercado reduzido que consome frutos
para cozimento (platanos).

A demanda por banana tipo ‘Prata’ (subgrupo Prata) é predominante no
Sudeste (exceto Sao Paulo), Norte e Nordeste. O maior volume percentual
comercializado de banana do tipo ‘Nanica’ (subgrupo Cavendish) encontra-se na
Ceasa de Sao Paulo, Curitiba, Porto Alegre e Brasilia. Ha alguns mercados com
caracteristicas especificas, indicando nichos para algumas cultivares, como Salvador
e Vitoria, onde grande parte da banana comercializada é de cultivares do tipo ‘Terra’
(subgrupo Terra) (Toda Fruta, 2006).

As bananas dos tipos ‘Prata’ e ‘Nanica’ sdo bem aceitas pelo consumidor, no
entanto, essas variedades apresentam algumas desvantagens agronémicas, como

suscetibilidade as sigatoka-amarela causada pelo fungo Mycosphaerella musicola e
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negra por Mycosphaerella fijiensis, a nematdides (especialmente R. similis), a broca-
do-rizoma (Cosmopolites sordidus (Germ.) e, no caso da ‘Prata’, ao mal-do-Panama
pelo fungo F. oxysporum f. sp. cubense. Estes problemas fitossanitarios tém
representado grandes prejuizos para o produtor, chegando a inviabilizar o cultivo em
algumas situagdes.

Um fato importante é a crescente preocupacdo do consumidor brasileiro em
relagao a presencga de residuos quimicos sobre os alimentos. Na bananicultura, essa
preocupacdo ja chegou aos tradicionais centros produtores de frutas para
exportagdo, aumentando a busca por plantio de variedades resistentes a
determinadas doengas, que dispensem uso de agrotoxicos, possibilitando, desta
forma, a oferta ao mercado de produtos com o diferencial de qualidade desejado

pelos consumidores.

Botanica, origem e distribuicao geografica

O centro de origem das bananas é a regi&o tropical que vai desde a india até
Nova Guiné, incluindo a Malasia e Indonésia. Nesta regido, alguns dipldides,
possivelmente hibridos, adquiriram a capacidade de produzir mais polpa e se
tornaram progressivamente sem semente. A intervengdo humana teve um papel
fundamental na geragdo de bananas comestiveis, sendo que as bananeiras sem
sementes sé poderiam ter chegado a outras partes do mundo através do transplantio
de mudas pelo homem. Dessa forma, a histéria das variedades de banana esta
intimamente ligada a das populagées humanas (De Langhe, 1996).

As bananeiras sao plantas pertencentes ao género Musa L., familia
Musaceae L., sendo esta uma das seis familias da ordem Zingiberales Grisebach.

A familia Musaceae é dividida em dois géneros: Musa e Ensete Horaninow. O
Género Musa € dividido em quatro seg¢des (Cheesman, 1947): Callimusa,
Australimusa, Eumusa e Rhodochlamys. As espécies que fazem parte das segdes
Callimusa e Rhodochlamys sdo apenas plantas de interesse ornamental, nao
produzindo frutos comestiveis. A Australimusa apresenta espécies de importancia
industrial, pois destas sao retiradas fibras téxteis para confeccdo de redes para
pesca. Teoricamente, todas as bananeiras cultivadas sédo originarias das espécies
pertencentes a secdo Eumusa, que possui cerca de 11 espécies. Entretanto, a
grande maioria das cultivares é resultante de duas espécies, Musa acuminata Colla

(genoma A) e Musa balbisiana Colla (genoma B) (Inibap, 2004).



As bananeiras sdo monocotileddneas tropicais cujas espécies de importancia
econbmica, M. acuminata e M. balbisiana apresentam numero basico de
cromossomos igual a 11. Atualmente a maioria das variedades sao hibridas destas

duas espécies (Figura 1).

M. inata (AA M. Ibisi BB
Musa spp. acuminata (AA) balbisiana (BB)

Partenocarpia

AA —— AB
Hibridacdo

Cultivares dipldides

Fertilizacdo de sacos Pélen A Pélen B

embridnicos nio reduzidos

AA+A

Cultivares triploides —AAA

Fertilizagdo de sacos
embrionicos nao reduzidos

, » AAA+A AAB+A AAB+B  ABB+B
Cultivares tetraploides =AAAA =AAAB  =AABB = ABBB

Figura 1. Evolugado das cultivares de bananas comestiveis (Simmonds & Shepherd,
1955)

As raizes da bananeira sdo fasciculadas ou em cabeleira e bastante
superficiais. O caule é subterraneo, denominado de rizoma, onde estéo localizadas a
gema apical e as gemas laterais que dao origem aos perfilhos. O pseudocaule,
denominado de tronco, € formado pelo conjunto das bainhas das folhas sobrepostas
a partir do rizoma até a roseta, onde as folhas se abrem. As folhas se compdem de
peciolo e limbo foliar com as nervuras.

Quando ocorre a diferenciagao floral da gema apical, forma-se no rizoma o
"palmito”, que cresce no interior do pseudocaule emergindo na roseta. No momento
da diferenciagao floral ja sdo estabelecidos os numeros de pencas e de dedos por
penca. A partir do momento que o palmito atinge a roseta e se exterioriza (parigéo),
passa a ser denominado "engaco”, possuindo flores masculinas e femininas a ele

aderidas e protegidas por bracteas.




O cacho é um racimo, constituido pelo engago e também por raquis, pencas
(almofadas e dedos) e botdo floral (coragdo ou mangara). Os frutos sdo de
desenvolvimento partenocarpico, sendo que algumas variedades apresentam
algumas sementes viaveis, utilizadas em programas de melhoramento genético.

As primeiras bananas cultivadas foram diploides: a maioria das bananeiras
produtoras de frutos comestiveis originou-se a partir da hibridagcdo intra e
interespecifica das espécies selvagens, M. acuminata (genoma A) e M. balbisiana
(genoma B) (Simmonds & Shepherd, 1955).

Formas tripléides passaram a ocorrer como resultado de hibridagcdes entre
dipldides parcialmente estéreis com formas macho-férteis e, por serem mais
produtivos, mais vigorosos e produzirem frutos maiores, foram selecionados em
preferéncia aos dipldides, substituindo-os em muitos locais (Sharrock, 1998).
Naturalmente, nos locais onde ocorreram encontros entre as duas espécies,
surgiram os tripldides AAB e ABB (INIBAP, 2004). Grande parte das cultivares é
tripldide, sendo que dipldides e tetraploides ocorrem com menor frequéncia. Os
tetrapléides podem se originar também a partir de hibridizagado natural, porém eles
sdo mais raros que os tripléides. No entanto, alguns tetraploides foram produzidos
por programas de melhoramento, como os hibridos FHIA (Fundagdo Hondurenha de
Investigacéo Agricola) (Inibap, 2004). O intercruzamento de espécies e subespécies
levou ao aparecimento de esterilidade, uma caracteristica selecionada pelo homem
juntamente com partenocarpia e propagagao vegetativa (Simmonds, 1995). No
entanto, os dipldides sao indispensaveis ao melhoramento genético, pois sao fontes
potenciais de genes de resisténcia a fatores bioticos e abidticos adversos (Silva et
al., 1999).

Aspectos fitossanitarios da bananeira

A bananicultura brasileira, salvo algumas areas de produgao, caracteriza-se
pelo baixo nivel técnico dos cultivos. Isto conduz ao fato de que, em geral, bananais
mal cuidados sdo comumente afetados, com grande intensidade, por problemas
fitossanitarios, dentre os quais se destacam as doencgas bidticas. Estas, por sua vez,
contribuem decisivamente para a baixa produtividade e qualidade dos frutos que sao

produzidos em nosso pais (Cordeiro, 1997).



Doencgas flungicas

A Sigatoka-amarela, também conhecida por cercosporiose da bananeira ou
mal de Sigatoka, tem por agente causal o fungo Mycosphaerella musicola, Leach
(forma perfeita)l Pseudocercospora Musae (Zimm) Deighton (forma imperfeita)
(Ploetz & Pegg, 2000; Cordeiro, 1997; 2006). A doenga foi observada pela primeira
vez na llha de Java, em 1902, tendo sua primeira ocorréncia de importancia na llha
de Fiji, em 1913. No Brasil, seu primeiro relato foi em 1944, no Amazonas (Kimati &
Galli, 1980), local com chuvas frequentes e temperaturas acima de 25°C. Em
condigdes ideais, 0s prejuizos causados pelo patégeno podem chegar a 100%, uma
vez que os frutos produzidos sem nenhum controle da doenga nao apresentam valor
comercial. Ocorre morte precoce das folhas e enfraquecimento da planta: diminuicao
do numero de pencas por cacho, redugdo do tamanho e maturacdo precoce dos
frutos e perfilhamento lento (Cordeiro, 2006).

A Sigatoka-negra é causada pelo ascomiceto Mycosphaerella fijiensis
Morelet (fase perfeita)/Paracercospora fijiensis (Morelet) Deighton (fase imperfeita).
A primeira observacdo da doenga foi em 1963, em Fiji (Rhodes, 1964); sendo
constatado no Brasil apenas em 1998, no Estado do Amazonas. Seu
desenvolvimento e disseminacdo sao fortemente influenciados por fatores
ambientais, como umidade, temperatura e vento (Cordeiro, 2006). Esta é na
atualidade, a mais grave doenga da bananeira, implicando em aumento significativo
de perdas, que podem chegar a 100% onde o controle ndo é realizado. Onde essa
doenga € introduzida, a sigatoka-amarela perde sua importancia, podendo
desaparecer em cerca de trés anos. Ataca severamente as variedades tradicionais
de banana, incluindo as do tipo Prata e Cavendish (Cordeiro, 2006).

Conhecida por mal-do-Panama ou murcha-de-fusario, a doenga causada
por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E. F. Smith) Sn & Hansen é disseminada
principalmente por contato dos sistemas radiculares de plantas sadias com esporos
liberados por plantas doentes e, em muitas areas, o uso de material de plantio
contaminado. O fungo também ¢é disseminado por agua, pelo homem, animais e
equipamentos agricolas contaminados (Cordeiro, 2006). O fungo sobrevive no solo
por longos periodos na auséncia do hospedeiro, fato que provavelmente se deve a
formacgao de estruturas de resisténcia (clamidésporos) (Cordeiro & Matos, 2000). Em
variedades altamente suscetiveis, como a banana ‘Mac¢a’, provoca perdas de 100%

na produgcdo. Ja nas variedades tipo ‘Prata’, que apresentam um grau de
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suscetibilidade bem menor do que a ‘Maga’, a doenca causa em torno de 20% de
perdas (Cordeiro, 2006).

Doengas bacterianas

No Brasil, a presenga do moko ou murcha bacteriana é conhecida desde
1976 (Tokeshi & Duarte, 1976) e, atualmente se encontra em todos os Estados da
regido Norte, com excec¢ao do Acre. Em Sergipe e Alagoas vem sendo mantida sob
controle mediante erradicagao dos focos que tém surgido periodicamente. A doenga
€ causada pela bactéria Ralstonia solanacearum Smith. A disseminacgao ¢ feita pelo
uso de ferramentas contaminadas, ocorrendo também contaminacédo de raiz para
raiz ou do solo para a raiz. Insetos como abelhas (Trigona spp.), vespas (Polybia
spp.) e mosca-das-frutas (Drosophyla sp.), visitadores de inflorescéncia, sdo outros
veiculos de disseminacéo.

Outra doenga bacteriana de menor expressao € a podriddo mole, causada
por Pectobacterium carotovorum (Jones) Waldee (Erwinia carotovora subsp.
carotovora (Jones) Bergey et al.). As plantas afetadas por essa doenga entram em
colapso devido a murcha seguida de podriddo causada pela bactéria (Cordeiro,
2006).

Viroses

A cultura é afetada pelos virus: Banana streak virus (Bsv), Cucumber
mosaic virus (CMV) e Banana Bunchy Top Virus (BBTV) (Praga quarentenaria A1).
O primeiro é transmitido por cochonilha e mudas infectadas, enquanto a transmissao
do segundo é realizada por afideos. O CMV esta presente nas principais areas
produtoras de bananeira, podendo provocar perdas elevadas em plantios novos,
especialmente quando eles sdo estabelecidos em areas com elevada incidéncia de
trapoeraba (Commelina diffusa) e alta populagdo de pulgdes (Ploetz et al., 2003;
Cordeiro, 2006).



Nematoses

A bananeira é hospedeira de varias espécies importantes de nematdides.
Os nematdides sao o maior problema da producdo de banana no Caribe e o
segundo maior na Africa e América Latina, sendo superado apenas pela Sigatoka
negra (Persley & De Langhe, 1987; Pinochet, 1992; Fogain & Gowen, 1997).

As espécies de nematdides mais importantes sdo aquelas envolvidas na
destruicao das raizes primarias, danificando o sistema de fixacdo e resultando em
tombamento das plantas (Gowen & Quénéhervé, 1990). Os mais citados sao: o
nematoide cavernicola, R. similis), o nematéide espiralado, H. multicinctus, o
nematoide de lesbes, (Pratylenchus coffeae (Zimmermann, 1898) Filipjev &
Schuurmans Stekhoven, 1941; o nematdide de galha (Meloidogyne spp.) e o
nematoide reniforme, Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira, 1940. Até o
momento, muitas outras espécies de 43 géneros ja foram encontradas associadas a
cultura (Gowen & Quénéherve, 1990).

Segundo Zem & Lordello (1983), os nematodides cavernicola e espiralado
sao considerados fatores limitantes a producdo de banana em vaérias partes do
mundo, apresentando oneroso e dificil controle. Radopholus similis se destaca
quanto aos danos causados e pela sua ampla distribuigdo nas principais regides
produtoras de banana do mundo (Vilardebo, 1981; Tarté & Pinochet, 1981; Zem,
1982).

Quando ha pouco inéculo, a presenga do nematodide s6 é observada a longo
prazo, quando as plantas apresentam reducdo na longevidade, queda no vigor,
diminuicdo da produgdo com menor massa nos cachos. Com altas infestagdes, as
plantas ndo se desenvolvem, as folhas ficam pequenas, o cacho ndo atinge a massa
ideal, o sistema radicular apresenta-se pobre em raizes e as mesmas sao curtas
permitindo o tombamento da planta ocasionado por ventos fortes ou pela massa do

cacho.

Taxonomia, morfologia e biologia de Radopholus similis

Cobb observou pela primeira vez R. similis em raizes de banana em Fiji, em
1891 (Gowen & Quénéherve, 1990). O género Radopholus Thorne, 1949 pertence
ao filo Nematoda Potts, 1932, a classe Secernentea von Linstow, 1905, & ordem
Tylenchida Thorne, 1949, a subordem Tylenchina (Thorne, 1949) Chitwood, 1950, a
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superfamilia Tylenchoidea Orley, 1880, & familia Pratylenchidae Thorne, 1949, e a
subfamilia Pratylenchinae Thorne, 1949.

Etimologicamente, o nome genérico Radopholus surgiu do prefixo latino radix
= raiz e do sufixo grego philéin = gostar. Este género foi criado para abrigar
nematoides com aparéncia de Pratylenchus, Filipjev, 1934, mas com dois ovarios
(Sher, 1968). O fato das 23 espécies validas de Radopholus terem sido encontradas
na Oceania e em parte da Asia, indica que o género teve sua origem na Australasia
(Siddiqi, 2001) e que a distribuicdo mundial de R. similis se deve ao transito de

hospedeiras contaminadas (Cares & Andrade, 2006).

Atualmente, o nematodide se encontra na América Central, Norte e Sul, llhas
do Pacifico e Caribe, Europa, Asia, Africa e Australia (Araya, 1995a). De todos os
paises produtores de banana, apenas Israel, as llhas Canarias, Chipre, China e
Creta ndo documentaram sua presenga (Gowen, 1977; Tarté, 1980; Roman, 1986;
Gowen & Quénéherve, 1990; Araya, 1995a).

A ampla disseminagdo do patdgeno se deve a troca da variedade ‘Gros
Michel’ (susceptivel ao mal do Panama) por clones Cavendish (resistente ao mal do
Panama, mas suscetivel ao nematdide), no periodo de 1958 a 1970 (Blacke, 1972;
Lopez, 1976; Tarté et al., 1981).

Radopholus similis apresenta uma longa lista de espécies hospedeiras entre
as de interesse agricola e ornamental, porém o maior impacto de seu parasitismo
ocorre em bananeiras e citros (Cares & Andrade, 2006). E a espécie mais importante
para a cultura da banana e foi descoberta no Brasil, em 1959, pelo Dr. Jair Carvalho
do Instituto Bioldgico (Carvalho, 1959) a partir de mudas oriundas do litoral de Séo
Paulo. Mais de 40 anos apés esse relato, ainda continua a disseminacao do parasita
para outras regides produtoras.

E um nematoide endoparasita migratério, ou seja, penetra as raizes da
bananeira e migra pelos tecidos radiculares, podendo chegar até o rizoma. O ato de
migrar internamente nas raizes ocasiona a desintegracdo dos tecidos, formando
cavidades. Assim se originou o nome comum do nematoide (nematdide cavernicola).
Os tecidos necrosados, inicialmente de coloragdao parda, apds a colonizagado de
fungos, tornam-se enegrecidos e podem coalescer originando extensas necroses.
Essa destruicao do sistema radicular favorece o tombamento das plantas por ventos
fortes ou pelo peso do cacho. Com a evolugdo desse processo, 0 parasita pode

voltar ao solo a procura de novas raizes ou permanecer em pedacos de rizoma no
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campo. Sem alimento, ele pode sobreviver pouco menos do que seis meses com
reservas de seu proprio organismo (Rossi, 2006).

A penetragdo ocorre na regido proxima a ponta da raiz, mas o nematoéide
pode invadir a raiz em toda a superficie. Depois de invadirem as raizes da banana,
0os nematdides ocupam uma posicdo intercelular no parénquima cortical, se
alimentando do citoplasma das células adjacentes, formando cavidades que
coalescem formando tuneis. O sintoma mais evidente do ataque de R. similis é o
tombamento das plantas, especialmente daquelas produzindo frutos. Mas podem
haver sintomas mais fracos, como aumento do ciclo vegetativo e redugdo do peso
dos cachos. No interior das raizes, surgem diversas lesdes avermelhadas, sendo
que lesbes adjacentes podem coalescer e o tecido cortical se tornar enegrecido
(Gowen & Quénéhervé, 1990).

Como R. similis é essencialmente um endoparasita, pode completar seu
ciclo de vida no interior das raizes e qualquer fator que influencie o tamanho da
populacdo esta diretamente relacionado a alteragdes na fisiologia da hospedeira
(Gowen, 1979).

Em condi¢des favoraveis, o nematdide pode produzir novas geragdes em
cerca de trés semanas (Loos, 1962). Em temperaturas de 24 ° C, o ciclo bioldgico se
completa em 21 dias, podendo haver variagdo de 20 a 25 dias (Sarah et al., 1996)
em decorréncia de fatores ligados as planta hospedeira ou ao ambiente. A
reprodugcdo ocorre por anfimixia (Van Weerdt, 1960; Rivas & Roman, 1985) ou
partenogénese (Brooks & Perry, 1962; Huettel & Dickson, 1981). A temperatura
6tima de reproducdo ocorre aos 30°C, sendo que abaixo de 16°C e acima de 33°C
nao € observada reproducgao ou esta é reduzida (Fallas & Sarah, 1995; Sarah et al.,
1996; Elbadri, 2000). As fémeas fazem a postura de quatro a cinco ovos por dia num
periodo de duas semanas. A eclosao de juvenis ocorre depois de cinco a sete dias
em cultura de tecidos, e de sete a oito dias em raizes de bananeira (Costa, 2004).

Além das altas infestacbes de R. similis resultarem em baixa producao,
frutos de pequeno peso e tombamento da planta (Murray, 1980; Gowen, 1990), as
lesdes ocasionadas pelo nematdide nas raizes, também proporcionam porta de
entrada para fungos patogénicos (Stover, 1966), os quais provavelmente aceleram a
destruicdo dos tecidos. A destruicdo de raizes e rizomas por R. similis reduz a
absorgao de agua e nutrientes minerais, enfraquece o sistema radicular e aumenta a
suscetibilidade da planta ao tombamento, especialmente de plantas que estdo

produzindo frutos (Pinochet & Ventura, 1977; Gowen, 1979). Como consequéncia do
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parasitismo, ha reducédo da produgéao, pouca resposta a fertilizagcao, proliferagao de
plantas filhas raquiticas e maior suscetibilidade da planta a outros patégenos de solo
e a estresses abidticos (Araya et al., 1995).

Perdas mundiais atribuidas a acdo do nematdide foram estimadas em
$178.049.979,00, o equivalente a 19,7% da produgdo mundial de banana (Sasser &
Freckman, 1987). Perdas drasticas devido a presenca de R. similis foram relatadas
por Rajendran et al. (1979) na india. Na Colémbia (Gémez, 1980), foram relatadas
perdas de 30 a 60%; no México (Roman, 1986; Gomes, 1996), de até 68% e no
Brasil, de 80 a 100% na cultivar Nanicdo (AAA) (Zem & Alves, 1981). Em alguns
estudos sao relatadas perdas de 12,5 ton/ha/ano (O’Bannon, 1977; MacGowan,
1977) a 18 ton/ha/ano (Roman, 1986).

Praticas de controle de Radopholus similis

A comunidade de fitonematdides esta intimamente relacionada com a
hospedeira e é mais afetada por esta que pelas condi¢cdes do solo. A hospedeira é o
fator regulador mais importante no estabelecimento de uma populagao, uma vez que
0s nematdides interagem a hospedeira (Araya, 1995b).

Um dos métodos mais eficientes de controle disponivel sdo os nematicidas,
mas estes apresentam alto custo e sdo muito téxicos. Além disso, podem contribuir
para alteracbes da comunidade microbiana, do pH, contaminacdo do ambiente,
incluindo lengdis freaticos (Peoples et al., 1980; Zaki et al., 1982; Wixted et al., 1987;
Davies et al., 1991; Araya, 1995b; Daneel et al., 1998).

Freqlientemente, uma unica medida de controle ndo é suficiente para
controlar os nematdides. Sugere-se entdo, a integracao de diferentes métodos de
controle para que o produtor possa chegar a um manejo sustentavel dos nematdides
em sua plantacédo (Robinson et al., 1998). Apesar da recomendacao de diversas
medidas de controle, o manejo integrado geralmente €& executado apenas pelos
produtores mais tecnificados. A maioria dos pequenos produtores nao utiliza esse
tipo de manejo, tanto pela falta de informagbes basicas sobre como aplicar a
tecnologia, quanto pela falta de recursos financeiros para utiliza-las (Fogain, 1998a).

Visando um manejo integrado de nematdides adequado, deve-se reduzir o
indculo no solo ou no material de propagacdo antes do plantio ou promover o
desenvolvimento saudavel e vigoroso da raiz (Robinson et al., 1998). Ao buscar

reduzir o inéculo no solo antes do plantio, o uso de solo virgem se torna o cenario
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ideal para o plantio. Caso o solo ja esteja infestado, técnicas como o pousio, a
rotagdo de culturas e a remogao de restos culturais auxiliam na tentativa de retirar
possiveis fontes de alimento dos nematadides.

Existem relatos de sobrevivéncia de R. similis em tecido do rizoma por
periodos superiores a seis meses (Stanton, 1994). Alguns estudos mostram que
solos infestados submetidos a pousio por 06 a 12 meses, mantidos livres de
hospedeiras, apresentaram reducdo consideravel de populacbes de R. similis
(Fogain et al., 1998a). Na Africa do Sul, pousio de 10 meses ndo evitou reinfecgéo
de plantas, apesar de nao se detectar o nematéide em amostras de solo (Keetch et
al., 1975). Resultados semelhantes foram obtidos no Panama, onde um periodo de
18 meses de pousio ndo erradicou R. similis (Salas et al., 1976). E certo que
hospedeiras alternativas devem ser evitadas por ao menos um ano. Apesar de
ocasionar apenas redugdo do indculo, um decréscimo no nivel de infestagcao
proporciona a reducao do numero de aplicagcdes de nematicidas e uma recuperacao
mais lenta da populagéo do nematéide (Sarah, 1983).

O material propagativo € uma das mais importantes fontes de disseminagao
de nematdides. Rizomas limpos e desinfestados sdo recomendados para garantir
que os nematdides ndo sejam introduzidos no campo. Em plantagdes comerciais, os
rizomas sdo submetidos ao escalpeamento e mergulhados em uma mistura
nematicida antes do plantio. Outros métodos como tratamento com agua quente
para desinfeccdo do material propagativo ndo sdo comumente adotados pelos
produtores. Em plantacdes de pequena escala, os produtores simplesmente limpam
o material e nenhum outro tratamento é feito antes do plantio (Fogain, 1998a).

Material de plantio proveniente de cultura de tecidos é totalmente livre de
nematoides. Quando plantas provenientes de cultura de tecido séo usadas apds o
pousio, populagées muito pequenas de R. similis sao recuperadas dois anos apos o
plantio. Isso se deve ao fato de que quando a populagao inicial € muito pequena,
leva mais tempo para aumentar sua populacdo até ultrapassar o nivel de dano
econémico (Fogain, 1998a). No entanto, é essencial que este material seja plantado
em solo livre do patdégeno. Em solo ja infestado, o uso de mudas oriundas de cultura
de tecidos deve ser evitado, por que as plantas, apesar de vigorosas, ndo tém
reservas para superar danos radiculares severos logo apds o plantio. Neste caso,
torna-se mais conveniente utilizar rizomas escalpelados, inspecionando o tecido do

rizoma em busca de lesdes que indiquem a presenca do nematéide. E um método
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facil e de baixo custo, apesar de que rizomas aparentemente limpos ndo sao uma
garantia de que nao estejam infectados (Fogain, 1998a; Robinson et al., 1998).

O tratamento por solarizagdo se mostra mais eficaz se feito juntamente com
0 escalpeamento. Mbwana & Seshu-Reddy (1995) submeteram rizomas de
bananeiras a tratamento com solarizagdo e observaram a presencga de Pratylenchus
goodeyi Sher & Allen, 1953 apos 650 dias de crescimento. Em plantas que foram
apenas submetidas a escalpeamento, haviam 5.027 P. goodeyi por 100 g de raizes,
enquanto que em plantas que nao foram submetidas ao escalpeamento haviam
29.767 P. goodeyi/ 100 g de raiz. Quando estes rizomas foram também submetidos
a solarizagao, a contagem foi de apenas 542 P. goodeyi /| 100 g de raizes. Isso
indica o efeito benéfico do uso integrado dos dois tratamentos. O tratamento do
material propagativo com agua quente também pode destruir os nematdides sem
prejudicar o rizoma. Essa pratica, associada ao uso de fertilizantes aumenta
significativamente a producdo (Mbwana & Seshu-Reddy, 1995).

A pratica de inundagao por cinco a sete meses (Sarah, 1983) reduz a
populacdo do nematoide. Aparentemente, as alteragbes nos niveis de oxigénio no
solo tém grande influéncia na atividade e sobrevivéncia de R. similis (Gowen, 1979).
Segundo Jacq & Fortuner upud Sarah (1989) a causa da redugao na populagao de
nematoéide, apés inundacao, se deve a reducao de sulfato por bactérias do solo sob
condi¢cbes anaerdbias.

Segundo Musabyimana & Saxena (1999), o uso de torta de nim
(Azadirachta indica A. Juss.) a 100 g por rizoma no plantio, a 4 e 8 meses apos o
plantio, reduziu a incidéncia de P. goodeyi e M. javanica (Treub, 1885) Chitwood,
1949 em niveis similares aos encontrados quando se aplica Furadan®.

Um solo bem preparado promove o desenvolvimento de raizes em maior
namero e tamanho, quando comparado a solos compactados. Segundo Quénéhervé
(1988), solos com altos niveis de matéria organica apresentam menor populagao de
R. similis, enquanto o contrario ocorre com H. multicinctus. O uso de esterco ajuda a
reduzir o nivel populacional de nematdides fitoparasitas a longo prazo, mas grandes
quantidades sao necessarias para que haja a expressdao de propriedades
nematicidas. Como efeito secundario, observa-se o aumento do vigor da raiz. A alta
quantidade de nitrogénio presente em esterco, principalmente de aves, parece inibir
os nematébides e estimular a microbiota, a qual reduz, indiretamente, a densidade

populacional de nematodides (Quénéhervé, 1988).
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Segundo Daneel et al. (1998), o uso de cobertura morta (“mulching”) pode
auxiliar as plantas a se tornarem mais fortes e sadias, se tornando mais tolerantes a
nematoides e outros fatores de estresse. Também pode auxiliar a reconstrugéo de
um ambiente natural para a planta, reduzindo significativamente o numero de
nematoides. O uso de “mulching” aumenta a matéria orgénica do solo, bem como
melhora sua estrutura e a infitragdo de agua, reduzindo as flutuagdes de
temperatura, o crescimento de plantas daninhas, a erosdo do solo pelo vento e pela
agua, a compactacio do solo e a perda de agua por evaporacgao; além de promover
um crescimento vigoroso das raizes.

Em plantagbes comerciais, nematicidas séo utilizados sistematicamente em
plantios antigos. Em locais de plantio recente, as populagdes de nematdides séo
monitoradas mensalmente e as aplicagcbes de nematicidas sdo efetuadas somente
quando as populagdes de R. similis sao maiores que 7.000 individuos /100g de raiz
(Fogain et al., 1996). No entanto, segundo Davide (1985), populacdes de 1.000;
2.000 e 3.000 nematoides / planta reduziram o peso dos frutos em 14,3%; 40,3%;
60%, respectivamente.

Vérios principios nematicidas estdo disponiveis (aldicarb, fosthiazate,
terbufés, carbofuram, fenamiphos, ethoprophos) (Fogain et al., 1996), sendo que
existem relatos de incremento na produgao variando de 5 a 263%, quando houve
aplicacdo de nematicidas para controle de diversas espécies de nematdides em
Musa AAA em diferentes paises (Araya, 1995a). No entanto, ndo existe um
nematicida ideal que deveria exercer um efeito sistémico, ser absorvido pela
folhagem e transportado pelo floema até o sistema radicular em concentragdes
suficientes que ocasionassem a eliminagdo dos nematoides ao redor das raizes do
cultivo, protegendo a planta por um longo periodo, sendo os nematoides controlados
em todos os seus estados morfolégicos (Johnson, 1985; Johnson & Feldmesser,
1987). A atividade dos nematicidas disponiveis € grandemente afetada pelas
condigdes fisico-quimicas do solo, condigbes climaticas e outros pesticidas (Schmitt
& Nelson, 1987), com um efeito residual geralmente curto, inferior a 90 dias em
condigdes tropicais (Araya, 1995b).

Na década de 1980, produtores e pesquisadores perceberam que houve
uma redugdo na eficacia de fenamiphos (Sarah, 1989), quando este era o unico
produto aplicado por certo periodo de tempo. Estudos mostraram o surgimento de
microrganismos especializados capazes de realizar rapida degradagdo deste

principio ativo em solos tratados por longos periodos por este composto (Anderson,
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1988; Anderson & Wybou upud Sarah, 1989). O mesmo fenédmeno também foi
observado com carbofuran em outras culturas (Felsot et al., 1982; Harris et al.,1984;
Read, 1987). A ocorréncia de degradacédo biolégica de nematicidas também foi
observada por Stirling et al. (1992) e Davis et al. (1993). Isso mostra a importancia
da rotagdo de produtos quimicos em produ¢dées de grande escala de banana
(Anderson, 1988; Anderson & Wybou upud Sarah, 1989; Sarah, 1989).

Atualmente, a tendéncia global na produgédo agricola € a manutengdo ou
melhoria dos rendimentos com uso mais eficiente dos recursos e conservagao do
meio ambiente (Araya et al., 1995). Como a maioria dos produtores ndo aplica as
estratégias de manejo integrado e, considerando o alto custo do controle de
nematdides a partir do uso de produtos quimicos, a resisténcia da planta hospedeira
certamente trara grande beneficio a partir de um pequeno investimento. Desde
1989, mais de 200 acessos de diferentes grupos gendmicos tem sido estudados
pelo CRBP (Centre de Recherches Régionales sur Bananiers et Plantains) em busca
de fontes de resisténcia e baixa suscetibilidade a R. similis. Os resultados indicaram
que todas as plantas pertencentes ao grupo Cavendish sdo suscetiveis aos
nematoides (Fogain 1998b). Yangambi Km5, clones do subgrupo Ibota, um clone do
subgrupo Pisang Jari Buaya e um clone dipléide Kunnan (Musa AB) (Costa, 2004)
sdo resistentes a R. similis. Selangor, Calcutta 4 e a maioria das cultivares de Musa
balbisiana sao significativamente menos suscetiveis que as do subgrupo Cavendish.
Alguns desses clones resistentes ou tolerantes ja estdo sendo usados em

programas de melhoramento (Fogain, 1998b).

Melhoramento genético da bananeira

A resisténcia genética obtida pelo melhoramento é uma forma eficiente,
barata e ecologicamente correta de controle de nematoides. Os altos custos das
aplicagbes de nematicidas e as consequéncias negativas que resultam da
acumulagdo de residuos no ambiente somada aos perigos de manter culturas
importantes como a banana em uma base genética reduzida, sao razdes suficientes
para encorajar a busca por fontes de resisténcia e agcbes de melhoramento genético
(Gowen, 1979).

Na producdo de banana, a busca por resisténcia a pragas e doengas é
criticamente importante para os produtores, mas € mais importante ainda por causa

do alto custo e inacessibilidade dos produtos quimicos e pelo fato de que bananas
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formam a base alimentar de populagdes de baixo poder aquisitivo. Dessa forma,
praticas culturais sao as unicas medidas disponiveis para pequenos produtores para
o controle de pragas e doencas, além do uso de cultivares resistentes.

Embora exista um grande numero de cultivares, a baixa produtividade dos
clones, bem como a falta de resisténcia a fatores bidticos e abidticos adversos
constituem os maiores entraves da bananicultura no pais (Silva et al., 1999). Sabe-
se que em todo o mundo a cultura da banana tem enfrentado uma série de
problemas relacionados a patdgenos e pragas, para 0s quais, na auséncia de
variedades resistentes, o uso de pesticidas € a unica forma de controle (Frison et al.,
1997).

Em se tratando do controle de nematdides, a busca de resisténcia genética
e talvez a area de pesquisa mais complexa. A complexidade genética da banana
constitui provavelmente o maior obstaculo para a producéo de cultivares resistentes
(Pinochet, 1988; Stover & Buddenhagen, 1986).

Avancos obtidos no melhoramento genético tém demonstrado o potencial da
hibridagdo no desenvolvimento de novas cultivares (Ortiz et al., 1998). Assim,
hibridos tetraploides promissores tém sido obtidos a partir do cruzamento de um
genitor dipldide cultivado, melhorado ou selvagem, portador da caracteristica de
interesse, com uma cultivar tripldide estabelecida (Crouch et al., 1999). Entretanto,
no melhoramento genético, os ganhos genéticos obtidos envolvendo manipulagdes
polipléides sao altamente dependentes da utilizacdo adequada dos recursos
genéticos disponiveis (Ortiz et al., 1998).

O melhoramento da bananeira foi iniciado em 1922 no Colégio Imperial de
Agricultura Tropical, em Trindad (Rowe, 1985; Dantas et al., 1997), motivado pelo
mal do Panama (Shepherd, 1992). Apds breve tentativa de melhorar as bananeiras
nos anos 30, a United Fruit Company comegou um programa de melhoramento
genético da bananeira em Honduras, em 1959. Em 1984, esse programa foi doado a
Fundagdo Hondurenha de Investigagdo Agricola (FHIA). A partir de 1976 teve inicio
uma série de coletas de germoplasma de banana em paises asiaticos, com o
objetivo de estabelecer um sistema de hibridagdo para o melhoramento da cultura.
Em 1982, na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical — CNPMF foi iniciado um
programa de melhoramento genético da bananeira, tendo como objetivo a obtengao
de variedades resistentes a pragas e doencgas (Dantas et al., 1997; Silva et al.,
1998).
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O pré-requisito basico dos programas de pesquisa objetivando produzir
novas cultivares tem sido a formacdo, caracterizacao e avaliacdo de amplas
colecbes de germoplasma. Uma preocupacdo imprescindivel na coleta de
germoplasma do exterior é evitar a introdu¢do de novas doengas e/ou pragas,
efetuando-se o cultivo de meristemas in vitro antes ou depois da chegada das
mudas na estagao de quarentena.

A principal colegdo de germoplasma de banana (Banco Ativo de
Germoplasma — BAG) no Brasil esta instalada no CNPMF — Embrapa, tendo sido
enriquecida e ampliada mediante coletas em ambito nacional e internacional. Esse
BAG inclui espécies e subespécies silvestres, variedades, cultivares e hibridos que
sao mantidos sob condi¢cdes de campo.

Na bananeira, a variabilidade genética de interesse se encontra entre as
diversas formas selvagens da espécie M. acuminata e nas cultivares do grupo AA
(Shepherd et al., 1986). O objetivo do melhoramento do germoplasma AA é
concentrar, em um mesmo genotipo, 0 maior numero de caracteristicas desejaveis,
tais como partenocarpia, bom nimero de pencas, dedos compridos, cachos bem
formados, resisténcia a pragas, doengas e nematdides, para posteriormente tentar
transferi-las aos tetraploides (Dantas et al., 1997; Silva et al., 1996; Silva et al., 1997,
Silva et al., 1998).

Viaene et al. (1998), avaliando gendtipos do programa de melhoramento da
FHIA, identificaram cinco gendtipos resistentes (SH-3142, SH-3362, SH-3723, SH-
3624 e FHIA-18) e outros cinco parcialmente resistentes (SH-3437, SH-3648, FHIA-
01, FHIA-01, FHIA-23) a R. similis. Em 1997, Fogain & Gowen, avaliando os danos
radiculares em Musa confirmaram estudos anteriores (Fallas & Marban-Mendoza,
1994) que mostravam resisténcia da cultivar Yangambi (AAA). Wehunt; Hutchinson
& Edwards (1978) avaliaram 64 diploides experimentais e, de todos estes clones, os
dipldides de ‘Pisang Jari Buaya’ (AA) mostraram-se 0s mais promissores para
programas de insercao de resisténcia a R. similis. Um clone dipldide de Kunnan (AB)
também se mostrou resistente ao nematéide (Collingborne & Gowen, 1997).

A auséncia de sementes em plantios comerciais € uma conseqléncia da
inexisténcia de podlen viavel ou, talvez, de polinizadores naturais eficientes. As
cultivares que se apresentam sem sementes quando polinizadas, ou que as
produzem em quantidades pequenas, podem ser tanto dipldides quanto tripléides.
Sem duvida, a auséncia total de sementes esta relacionada a intensa selegéo

humana contra a presenca de sementes, e o estado tripldide por si sb,
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provavelmente, ndo seja a causa principal da esterilidade feminina em bananeiras
cultivadas (Shepherd et al., 1986).

Uma vez estabelecida a fonte de resisténcia, o proximo passo €& a
incorporacéo de genes para a resisténcia em cultivares comerciais tripléides, e € um
outro obstaculo (Pinochet, 1988). Efetua-se o melhoramento pela produgédo de
geragbes sucessivas de hibridos dipldides e pela selegcdo continua dos melhores
genotipos resultantes de todos os cruzamentos colocados em campo. Sé&o
realizados cruzamentos, envolvendo espécies selvagens, cultivares e hibridos,
visando a obtengdo de parentais masculinos melhorados, os quais sao utilizados no
melhoramento de triploides ou tetrapléides. Na pratica, € importante que se disponha
de acessos dipléides basicos com boa capacidade de combinagcédo (Dantas et al.,
1997).

A fertilizacdo de sacos embrionarios com numero cromossOmico maternal
duplicado pode conduzir a sementes viaveis, mas nao a plantas uteis. A fertilizagao
de sacos nao reduzidos dipléides ou tripléides favorece a obtengédo de resultados
desejaveis em programas de hibridagdo, visando a novos gendtipos triploides ou
tetrapldides, seja diretamente ou por cruzamentos secundarios posteriores (Dantas
et al.,, 1997). Segundo estes autores, podem ser consideradas as quatro classes de
hibridagdo a seguir: 1. Os tripldides resultantes de cruzamento de dipldides com
diplodides, com a recombinagédo originaria apenas do parental dipléide masculino. Foi
dessa maneira que as cultivares tripldides supostamente evoluiram, sendo esta a
principal opcado para a producdo artificial de novas cultivares tripldides; 2. Os
tetrapldides resultantes de cruzamentos de tripldides com dipléides, com a
recombinacdo originaria apenas do parental dipléide masculino. E importante
ressaltar que o pdélen contribui com apenas um quarto do novo gendtipo, em cada
fertilizacao deste tipo. Portanto, € basicamente um processo de implantagdo de
caracteristicas adicionais, sem provocar maiores alteracdes fenotipicas. Assim, o
hibrido tetrapléide apresenta as caracteristicas do parental feminino tripldide,
inclusive aquelas relacionadas ao sabor do fruto; 3. Os tetraploides resultantes de
cruzamentos entre tetraploides, com segregacéo nos dois parentais; 4. Os tripldides
resultantes de cruzamentos entre tetrapldides e diploides, também com segregacgao
nos dois parentais. Utilizando-se o pdlen A de dipléides é freqlientemente possivel
obter bons rendimentos de sementes e, conseqlentemente, hibridos secundarios

tripldides.
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Os resultados de um programa de melhoramento, independentemente dos
seus objetivos (produgéo de tripldides ou tetrapldides), dependem basicamente da
qualidade dos parentais dipléides utilizados na geracao dos hibridos desejaveis, por
seu papel fundamental na incorporagdo de caracteristicas de valor agronémico. Na
pratica, o germoplasma dipléide basico consiste de formas selvagens e cultivares
férteis do grupo AA, abrangendo uma variabilidade util muito grande, suficiente para

satisfazer todos os objetivos atuais do melhoramento (Dantas et al., 1997).

A variabilidade genética da bananeira e uso de marcadores moleculares de
DNA

A variabilidade genética do germoplasma de Musa tem sido amplamente
estudada. Inicialmente, a avaliacdo se baseava basicamente em descritores
morfotaxondmicos, sendo que recentemente foram definidos 119 descritores como
norma de descrigdo do germoplasma de Musa (lpgri, 1999). Limitagdes para essa
forma de avaliagdo sdo os fatores ambientais que influenciam as caracteristicas
vegetativas utilizadas nesses casos. Além disso, existem caracteristicas de Musa
que se expressam apenas ha fase adulta. Dessa forma, os descritores
morfotaxondmicos podem néo refletir a real diversidade existente (Lima et al., 2002).

No entanto, existem marcadores bioquimicos utilizados para identificacédo e
classificagdo do germoplasma de Musa. Seu uso esta até o momento limitado a
identificacdo de clones e estimativa da variabilidade genética pelo grau de
polimorfismo obtido (Gawel & Jarret, 1991; Carvalho, 1998).

Outros autores tém utilizado técnicas que possibilitam detectar melhor o
polimorfismo do DNA, gerando grande numero de marcadores moleculares para
analises genéticas (Jeffreys et al., 1985; Gawel & Jarret, 1991; Gawel et al., 1992;
Howell et al., 1994; Jarret et al., 1992; Kaemmer et al., 1992; Fauré et al., 1994;
Pillay et al., 2000; Creste et al., 2004).

A técnica de RAPD vem sendo utilizada para caracterizagdo de
germoplasma. Por exemplo, Bhat & Jarret (1995), conseguiram diferenciar clones
que se mostravam idénticos sob o ponto de vista morfolégico. RAPD foi uma das
técnicas utilizadas por Jesus et al. (2006) para diferenciagdo molecular de cultivares
de banana. Gomes et al. (2004) utilizaram a técnica para correlacionar a diversidade
existente em genodtipos de bananeira e a resisténcia ao estresse salino. Dessa

forma, observa-se a viabilidade em correlacionar a resposta de gendtipos a
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condi¢bes de estresse com a caracterizagcdo molecular realizada por meio da técnica
de RAPD.
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cAapPiTuLo 1

CARACTERIZAGAO E SELEGAO DE GENOTIPOS DE MUSA PARA
RESISTENCIA A RADOPHOLUS SIMILIS.
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Caracterizacao e selegao de genétipos de Musa para resisténcia a Radopholus

similis

RESUMO

Os danos causados por fitonematdides estdo entre os principais
problemas fitossanitarios da bananicultura brasileira, sendo que perdas causadas
por tais parasitas podem chegar a 100% quando o seu controle ndao é efetuado
corretamente. O uso de cultivares resistentes a pragas, doengas e condigbes
adversas do ambiente é a estratégia ideal do ponto de vista econémico e de
preservacao do meio ambiente. O objetivo deste trabalho foi estudar a reagao de
clones de bananeira em relagdo ao nematoide cavernicola, Radopholus similis, sob
condicdes de casa de vegetagado. As plantas (uma por vaso) foram inoculadas com
uma suspensao de 100 juvenis, machos e fémeas do nematdide. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticbes. Os gendtipos
foram avaliados apds 120 dias de inoculacdo. O numero de nematdides no solo e
nas raizes foi determinado. Este dado foi utilizado para calcular o fator de
reproducdo (FR=populagao final/populagédo inicial). Foram avaliados numero de
nematoides por grama de raiz, na raiz total, no solo e numero total de nematoides. A
escala de reducdo do fator de reproducdo mostrou que os clones Borneo, Grande
Naine e 1304-06 se comportaram como suscetiveis e os genoétipos 4249-05, 0337-
02, 0323-03 e 4279-06 como resistentes a esta populacdo de R. similis. Estes
genotipos mostraram-se com potencial para serem utilizados em programas de

melhoramento visando obter cultivares com resisténcia ao nematoide cavernicola.

Palavras-chave: banana, fator de reprodugédo, melhoramento genético, nematdéide

cavernicola.
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Characterization and selection of genotypes of Musa for resistance to

Radopholus similis

ABSTRACT

Damages caused by plant nematodes are among the main constraints for
banana production. Losses attributed to these parasites can reach 100% when they
are not properly controlled. The use cultivars resistant to pests, diseases and to
adverse environmental conditions is the ideal strategy, from the economic point of
view and to environment preservation. The objective of this work was to study host
reaction of banana genotypes to the burrowing nematode, Radopholus similis, under
green house conditions. The plants (one per pot) were inoculated with a nematode
suspension containing 100 juveniles, males and females. The experiment was
planned in an entirely randomized design with four replications. The genotypes were
evaluated 120 days after inoculation. Total number of soil and root nematodes
counted in each pot was applied to calculate the factor of reproduction (FR =
population final /population initial). Numbers of nematodes per gram of root, number
s of nematodes per root system, number of soil nematodes and total numbers of
nematodes were also evaluated. According to the scale of percent reduction of the
factor of reproduction, the clones Borneo, Grande Naine and 1304-06 behaved as
susceptible, while the genotypes 4249-05, 0337-02, 0323-03, and 4279-06
expressed resistant reaction to this population of R. similis. These genotypes are
considered promising for the breeding programs aiming to obtain banana cultivars

resistant to the burrowing nematode.

Key words: banana, burrowing nematode, factor of reproduction, genetic breeding.
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1. INTRODUGAO

Em todo o mundo, a cultura da banana tem enfrentado uma série de
problemas relacionados a patogenos e pragas. Além das doengas de etiologia
fungica, bacteriana e viral, a cultura da banana é também suscetivel ao ataque de
nematoéides. Os nematdides parasitam o sistema radicular e o rizoma das plantas,
sendo responsaveis por expressivas quedas de producdo em decorréncia da
existéncia de condicbes que favorecem o desenvolvimento de altas populagdes,
como solos arenosos e umidos, com altas temperaturas (Norton, 1978).

Ja foram relatadas 146 espécies de nematdides associadas ao cultivo da
bananeira, distribuidas em 43 géneros (Gowen & Quénéhervé, 1990). No Brasil,
diversas espécies desses géneros estdo presentes nos bananais, tanto nas raizes
como na rizosfera da planta. Além do nematdide Radopholus similis (Cobb, 1893)
Thorne, 1949, considerado até entdo a espécie causadora dos maiores danos a
cultura, outras espécies como Helicotylenchus multicinctus (Cobb, 1893) Golden,
1956; Pratylenchus coffeae (Zimmermann, 1898) Filipjev & Schuurmans Stekhoven e
Meloidogyne ssp, ocorrem com frequéncia, causando danos expressivos na cultura
(Ferraz, 1995; Costa et al.1997; Gonzaga, 1997).

Os danos causados por fitonematoéides estdo entre os principais problemas
fitossanitarios da bananicultura brasileira, sendo que perdas causadas por tais
parasitas podem chegar a 100% quando o seu controle n&o é efetuado corretamente
(Silva et al., 2001). Em condi¢des tropicais, os danos se mostram mais severos
devido a auséncia de alteragdes climaticas fortes que regulem as populagbes de
nematoides. O monocultivo da banana favorece a multiplicagcdo dos nematdides a
niveis prejudiciais e permitem o desenvolvimento de ambientes com a
predominancia de parasitas radiculares (Araya et al., 1995). Os nematoides
comprometem a absorg¢ao e o transporte de agua e nutrientes pelo sistema radicular,
provocam o tombamento de plantas e as predispdem ao ataque de outros
microrganismos (Dias & Ribeiro Junior, 2001).

Radopholus similis apresenta uma ampla distribuicdo pelo mundo e é capaz
de causar extensivas necroses e galerias nas raizes, razédo pela qual € denominado
vulgarmente de “nematdide cavernicola’”. E considerado o nematéide mais
importante da cultura (Luc & Vilardebo, 1961; Fallas & Marban-Mendoza, 1994). O
nematdide migra nos tecidos até o ponto de emissao de raizes e causa intensa

destruicao do sistema radicular e necroses do rizoma. O parasitismo pelo nematéide
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pode ocasionar o atraso na emissao floral, formacao de cachos menores, menor
peso dos cachos e menor rendimento por area (Zem et al.,1982; Jaehn, 1993).

Para reducao da populagdo de fitonematdides, existem varios métodos de
controle, sendo que durante a condugédo do bananal, o método mais empregado é o
quimico. No entanto, este apresenta alto custo e pode comprometer a qualidade do
ambiente.

Dentre as medidas de controle de R. similis, o uso de cultivares resistentes
tem-se mostrado promissor (Stover & Budduenhagen, 1986; Buddenhagen, 1987;
Pinochet, 1988). O uso de cultivares resistentes a pragas, doengas e condi¢des
adversas do ambiente é a estratégia ideal do ponto de vista econémico e de
preservacdo do meio ambiente, principalmente para regides onde a bananicultura é
caracterizada pelo baixo nivel de adogcdo de tecnologias e com baixo retorno
econdmico.

Sao poucos os relatos sobre resisténcia genética de bananeiras a
nematoides, provavelmente pela dificuldade de obtencédo de fontes de resisténcia a
nematoides endoparasitas migratorios. Algumas fontes de resisténcia tém sido
relatadas em alguns gendtipos, como “Pisang Jari Buaya” (Musa AA) (Pinochet &
Rowe, 1978), Yangambi Km 5 (Musa Ibiota AAA) (Sarah et al., 1992; Fogain &
Gowen, 1997) e um clone dipléide Kunnan (Musa AB) (Collingborne & Gowen,1997).
Além dessas fontes de resisténcia varias outras tém sido divulgadas (Wehunt et al.,
1978; Fallas & Marban-Mendonza, 1994; Marin et al., 1998; Elsen et al., 2002).

Costa (2004) avaliando a reacao de dipléides, triploides e tetraploides de
bananeiras, obteve como fonte de resisténcia os gendtipos PA Songkla, N118,
Jambi, Falo Fako, F3P4, Yangambi Km 5, Mambee Thu, Cici, Malbut, NBA-14, Thap
Maeo, FHIA-1, FHIA-18.

Tendo em vista que o principio de resisténcia de plantas a doengas
constitui uma das medidas de controle mais compativeis com a sustentabilidade
agricola e que a identificagdo de fontes de resisténcia € uma das etapa basicas de
um programa de melhoramento, estabelecemos como objetivo deste trabalho a
selecdo de genotipos dipldides (AA), tripldides (AAA, AAB) e tetraploide (AAAB)
provenientes do banco de germoplasma da Embrapa-Mandioca e Fruticultura

Tropical (Embrapa - CNPMF) resistentes a uma populagao virulenta de R. similis.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O experimento foi realizado na Estagcado Experimental de Biologia da
Universidade de Brasilia, em condigdes de casa de vegetagao.

Os gendtipos (Tabela 1) foram obtidos a partir do banco de germoplasma
da Embrapa - CNPMF, onde mudas foram produzidas por micropropagagao e
aclimatadas por trés semanas em camara de crescimento (27-28 °C) com 12 horas
de fotoperiodo. As plantulas foram transplantadas para vasos de 1,5 |, contendo
mistura autoclavada de latossolo vermelho e areia, na propor¢gdo de 3:1. Apds o
transplantio, as mudas foram mantidas em casa de vegetacao pelo periodo de 30
dias. Depois de 15 dias do transplantio foi realizada uma adubacédo de cobertura
com 8,3g de adubo NPK (4:14:8) por vaso.

A denominacdo adotada pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical
para os gendtipos hibridos estudados consiste de seis numeros, sendo os dois
ultimos separados por hifen. O primeiro par de numeros corresponde ao genitor
feminino, enquanto os dois seguintes ao masculino. Os numeros separados por

hifen correspondem ao numero da selegéo efetuada apds o cruzamento (Tabela 2).
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Tabela 1. Gendtipos de bananeiras estudados, provenientes do banco de

germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.

Genoétipos Grupo genémico Parentais
0323-03 AA (H) Calcutta X S/N° 2
0337-02 AA (H) Calcutta X Galeo
1304-04 AA (H) Malaccensis-FHIA X Madang
1304-06 AA (H) Malaccensis-FHIA X Madang
1318-01 AA (H) Malaccensis-FHIA X Sinwobogi
1319-01 AA (H) Malaccensis-FHIA X Tjau Lagada
4223-06 AA (H) M53 X S/N° 2
4249-05 AA (H) M53 X M48
4252-03 AA (H) M53 X Kumburg
4279-06 AA (H) M53 X 2803-01
4285-02 AA (H) M53 X 1503-01
5854-03 AA (H) 0305-01 X 0104-01
8694-15 AA (H) 0337-02 X SH3263
Birmanie AA (DS) Naturais
Borneo AA (DS) Naturais
Caipira AAA (C) Naturais
Calcutta AA (DS) Naturais
Grand Naine AAA (C) Naturais
Jaran AA (C) Naturais
N118 AA (DS) Naturais
Pa Rayong AA (DS) Naturais
Pipit AA (C) Naturais
Pisang Nangka AA (DS) Naturais
Thap Maeo AAB (C) Naturais
Tjau Lagada AA (C) Naturais
Vitoria AAAB (C) Pacovan (AAB) X M53

(C) cultivares (H) hibridos (DS) dipléides simples



Tabela 2. Genitores dos gendétipos de bananeira estudados, provenientes do banco

de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.

N° Genitor Grupo genémico
01 Borneo = Musa acuminata ssp. microcarpa dipldide simples
03 Calcutta = Musa acuminata ssp. burmanica diploide simples
04 Madang = Musa acuminata ssp. banksii diploide simples
05 Pahang = Musa acuminata ssp. malaccensis dipléide simples
13 Malaccensis (FHIA) diploide simples
15 Madu cultivar

18 Sinwobogi cultivar

19 Tjau Lagada cultivar

23 Cultivar sem nome (2) cultivar

28 Tuu Gia cultivar

37 Galeo cultivar

42 M 53 hibrido

49 M48 hibrido

52 Kumburg cultivar

54 0104-01 hibrido

59 Birmanie = hibridos da M. a. ssp. burmannica diploide simples
60 Pa Rayong = Musa acuminata ssp. siamea dipldide simples
64 Pipit cultivar

72 N 118 diploide simples
78 Jaran cultivar

79 2803-01 hibrido

85 1503-01 hibrido

86 0337-02 hibrido

94 SH3263 (Hibrido FHIA) hibrido
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2.2 Obtencao e multiplicagao do inéculo de Radopholus similis

A populagdo de R. similis usada na avaliacdo € originaria de Pernambuco,
proveniente de bananeiras da cultivar Pacovan e vinha sendo mantida em plantas da
cultivar Grande Naine. Esta populacdo foi escolhida por ter se mostrado a mais
agressiva de acordo com Costa (2004).

Os nematdides foram extraidos de raizes que foram picadas em pedacgos
de aproximadamente 2 cm e trituradas em liquidificador em velocidade maxima, por
15 segundos. A suspensdo foi passada em peneiras de 140 e 400 mesh. A
suspensado recuperada na peneira de 400 mesh foi transferida para Funil de
Baermann modificado, onde foi mantida por aproximadamente 24 horas com
aeragado com auxilio de uma bomba de aquario. Os espécimes obtidos pelo funil de
Baermann foram entédo coletados em peneira de 400 mesh.

Os nematdides extraidos foram entao multiplicados em cultura de tecidos de
discos de cenoura (Daucus carota L.) (O'Bannon & Taylor, 1968; Fallas & Sarah,
1994). Antes da transferéncia dos nematdides para os discos de cenoura, eles foram
submetidos a desinfestagdo superficial. Os espécimes (machos, fémeas e juvenis)
foram entdo colocados em placa siracusa contendo 0,5 ml de agua destilada e
transferidos para tubos eppendorf de 1,5 ml, sendo realizada uma centrifugagao a
3.000 rpm por trés minutos e descartado o sobrenadante. Aos tubos com o
concentrado de nematéides foi adicionada uma solucdo de cloreto de mercurio
(0,01%), novamente centrifugados a 3.000 rpm por trés minutos e, novamente
descartado o sobrenadante. Foi adicionada entdo uma solucdo de sulfato de
estreptomicina (0,02%), novamente centrifugados a 3.000 rpm por trés minutos e
descartado o sobrenadante. Foram realizadas duas lavagens em agua destilada
esterilizada sob 0 mesmo regime de centrifugagcéo e descartado o sobrenadante.

As cenouras, provenientes de cultivo organico, foram pulverizadas com
alcool comercial e flambadas em camara de fluxo laminar, sendo cortadas rodelas
de 2 cm de comprimento e, com auxilio de um perfurador, retirados os discos
centrais. Frascos de vidro com tampas escuras foram preenchidos com 10 ml de
meio agar-agua 1% e autoclavados. Os discos centrais das cenouras foram
equilibrados transversalmente no meio dos frascos e deixados em repouso a
temperatura ambiente por quatro dias para selecdo apenas dos frascos sem

contaminacgoes.
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Apos a axenizagdo dos nematdides, a suspensdo concentrada de
nematoéides foi recolhida com pipeta e transferida para a superficie dos discos de
cenoura e os frascos vedados com plastico adesivo. Os frascos foram mantidos em
fitotron’ Percival Scientific® com temperatura constante de 28°C com auséncia de
fotoperiodo por aproximadamente 20 dias, no Laboratério de Fitopatologia da

Universidade de Brasilia.

2.3 Inoculagao de Radopholus similis em bananeiras

Decorrido o periodo de aclimatagdo, as mudas foram inoculadas com o
nematdide R. similis. A extracdo dos nematodides dos discos de cenoura combinou
as metodologias de peneiramento e funil de Baermann modificado. A parede interna
dos frascos contendo os discos de cenoura com nematoides foi lavada com agua
esterilizada e a suspensao resultante da lavagem foi passada em peneiras de 140 e
500 mesh, sendo recolhida da ultima peneira a suspensado que foi depositada em
béqueres que, a seguir, foram vedados com peneiras de nylon e papel absorvente,
sob oxigenacgéo por 24 horas. O inoculo recolhido dos béqueres foi calibrado para
100 nematdides/ml. Dois orificios opostos foram abertos ao redor das mudas

expondo as raizes e a suspensdo de nematdides (1 ml) depositada sobre as raizes.

2.4 Avaliagao

Apo6s 120 dias, os nematodides foram extraidos das raizes e do solo das
bananeiras, sendo submetidos a contagem. Os niveis populacionais de R. similis nas
raizes e no solo foram avaliados apds a extragcao pelos métodos modificados de
Coolen & D’Herde (1972) e de Jenkins (1964), respectivamente.

A resisténcia e a suscetibilidade das mudas de bananeira a R. similis foi
avaliada conforme o Fator de Reprodugéo (Seinhorst, 1967) estimado para cada
repeticdo (FR = populacao final/ populagdo inicial), sendo que a populagao final
corresponde ao total de nematdides encontrados no solo e na raiz . O experimento
foi realizado no periodo de Abril a Agosto/2006 em vasos, em casa de vegetagao,
localizada na Estagcdo Experimental de Biologia da Universidade de Brasilia.

A reagdo dos genotipos seguiu a escala de percentagem de redugédo do

fator de reproducéo (FR) (Tabela 3) (Sasser et al., 1987). A cultivar que apresentou
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0 mais alto indice de reproducdo do nematoide foi considerada como padrdo de
suscetibilidade. (Moura e Régis, 1987).

Variaveis como o numero de nematodides por grama de raiz, numero de
nematoides por sistema radicular, niumero de nematdides no solo e numero total de

nematoides foram também avaliadas.

Tabela 3. Reacao da hospedeira com base na percentagem de reducéo do fator de

reproducédo em relagao a cultivar mais suscetivel.

% de reducgao do FR Reacgdo da cultivar
0-25 Altamente suscetivel (AS)
26 - 50 Suscetivel (S)
51-75 Baixa resisténcia (BR)
76 - 95 Parcialmente Resistente (PR)
96 - 99 Resistente (R)
100 Altamente Resistente (AR) ou Imune ()

2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeti¢des.

Foram realizados testes de homogeneidade de variancias de acordo com
Cochran & Cox (1957). Sendo verificada a necessidade de transformagéo dos dados
para realizar as analises de variancia, os dados originais foram transformados em
log (x + 1) e as médias agrupadas pelo teste de Scott Knott a 1%, com o auxilio do
Programa Genes: Genética quantitativa e estatistica experimental, versdo 2006.4.1
(Cruz, 2006).
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3. RESULTADOS

O numero de nematdides por grama de raiz (Tabela 4) variou de 0,01 no
dipléide 4249-05 a 18,26 na cultivar Borneo. As médias foram separadas em quatro
grupos pelo teste de Scott Knott a 1% de probabilidade. Estes gendtipos também
tiveram, respectivamente, o menor e o maior numero de nematodides encontrados na
raiz. No entanto, os grupos obtidos com o numero de nematdides na raiz total ndo
foram equivalentes aos obtidos com o numero de nematoides por grama de raiz.

As menores quantidades de nematoides encontradas no solo (Tabela 4)
foram observadas nos dipléides 4249-05, 0337-02, 0323-03 e 4279-06 (0; 7,5; 26,25
e 37,50 nematdides, respectivamente). Esse comportamento também foi observado
quanto ao numero total de nematdides encontrado em cada gendtipo (Tabela 4). Ja
as maiores quantidades de nematdides encontradas no solo foram observadas nos
gendtipos 1304-06; 5854-03 e Borneo (450; 412,5 e 288,75; respectivamente). O
namero total de nematdides ndo seguiu 0 mesmo comportamento, sendo que 0s
genadtipos Borneo, Grande Naine e 1304-06 tiveram os maiores valores entre todos
0s genodtipos analisados. O numero de nematdides no solo permitiu dividir os
genadtipos em trés grupos pelo teste de Scott Knott a 1% de probabilidade. Ja o
numero total de nematodides permitiu separa-los em quatro grupos pelo mesmo teste.

O numero de nematdides encontrados nas raizes variou entre 0,75 (4249-
05) e 1.842,50 (Borneo). A variavel permitiu separar os genotipos em quatro grupos
pelo teste de Scott Knott a 1% de probabilidade A cultivar Grand Naine apresentou
864 espécimes em toda a raiz.

Com base na percentagem de redugao do FR, dos 26 gendétipos avaliados,
um genotipo foi classificado como altamente suscetivel, dois como suscetiveis, trés
com baixa resisténcia, 16 como parcialmente resistentes, trés resistentes e um
altamente resistente.

O maior fator de reprodugéo (Tabela 4) encontrado foi de 21,31; na cultivar
Borneo; seguido por Grand Naine (com 11,30) e 1304-06 (com 11). Os menores
fatores de reprodugdo foram encontrados nos dipléides 4249-05 (0,01), 0337-02
(0,11), 0323-03 (0,40) e 4279-06 (0,41). A reagdo dos gendtipos, baseada na
percentagem de redugao do fator de reprodugéo (Tabela 4) com relagdo a cultivar
Borneo, mostrou que este gendtipo se comportou como altamente suscetivel; 1304-
06 como suscetivel e os gendtipos 4249-05, 0337-02, 0323-03 e 4279-06 foram
altamente resistentes. Os genotipos Pipit, 5854-03, 1318-01, 4285-02, N118, Tjau
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Lagada, Calcutta, 1319-01, Pa Rayong, Birmanie, Vitéria, Pisang Nangka, Thap
Maeo, 4223-06, Jaran, Caipira, 4279-06 foram classificados como parcialmente
resistentes.

Pela analise de Correlagcdo de Pearson as variaveis que mostraram as
maiores correlagdes foram “nematdides na raiz” com “numero total de nematoides”
(0,916) e, “nematdides na raiz” com “nematdides/ g de raiz”. A menor correlagao foi
encontrada entre as variaveis “nematdides/g na raiz” e “nematoides no solo” (Tabela
5).
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Tabela 4. Reacao de 26 gendtipos de bananeira a Radopholus similis apés 120 dias da inoculagdo em casa de vegetagao.

A Nematoides Nematoides na Nematdides no Total de % cje ~

GENOTIPOS 1 .1 1 .., 1 FR reducdodo Reacao
por g de raiz raiz solo nematdides FR

Borneo 18,26 a 1842,50 a 288,75 a 2131,25a 21,31 0,00 AS
Grand Naine 18,14 a 864,00 a 266,25 a 1130,25a 11,30 46,97 S
1304-06 6,06 b 649,75 a 450,00 a 1099,75a 11,00 48,40 S
4252-03 7,18 b 554,75 a 217,50 a 77225a 7,72 63,77 BR
8694-15 5,02 b 481,50 a 277,50 a 759,00a 7,59 64,39 BR
1304-04 3,40 b 325,75 b 285,00 a 610,75a 6,11 71,34 BR
Pipit 9,68 a 379,50 a 112,50 a 492,00 a 4,92 76,91 PR
5854-03 1,08 ¢ 34,25 ¢ 412,50 a 446,75 a 4,47 79,04 PR
1318-01 212 c 249,50 b 123,75 a 373,25a 3,73 82,49 PR
4285-02 262c 280,25 b 67,50 a 347,75b 3,48 83,68 PR
N118 4,68 b 213,25 b 112,50 a 325,75b 3,26 84,72 PR
Tjau Lagada 4,79 b 215,75 b 108,75 a 32450b 3,25 84,77 PR
Calcutta 4,22 b 210,50 b 105,00 a 31550b 3,16 85,20 PR
1319-01 285b 170,50 b 78,75 a 24925b 2,49 88,30 PR
Pa Rayong 1,02 ¢ 109,50 b 135,00 a 24450 b 2,45 88,53 PR
Birmanie 8,28 b 172,25 b 67,50 a 239,75b 2,40 88,75 PR
Vitéria 1,40 ¢ 87,50 b 142,50 a 230,00 b 2,30 89,21 PR
Pisang Nangke 2,68 b 87,00 b 93,75 a 180,75b 1,81 91,52 PR
Thap Maeo 0,65 d 62,25 b 90,00 a 152,25b 1,52 92,86 PR
4223-06 0,49 d 32,75 ¢ 116,25 a 149,00 b 1,49 93,01 PR
Jaran 0,32 d 4,25d 105,00 a 109,25b 1,09 94,87 PR
Caipira 0,61 d 38,00 ¢ 67,50 a 105,50 b 1,06 95,05 PR
4279-06 0,14 d 3,75 d 37,50 b 4125¢c 0,41 98,06 R
0323-03 0,20 d 13,50 ¢ 26,25 b 39,75¢ 0,40 98,13 R
0337-02 0,07 d 3,25d 7,50 c 10,75¢ 0,11 99,50 R
4249-05 0,01 d 0,75 d 0,00 c 0,75d 0,01 99,96 AR
CV% 38,24 21,11 27,1 17,06
Fcal. 13,6~ 15,71 " 6,14~ 13,08~

1 ~ - - . o - .

Os dados sao médias de quatro repeticbes. Para analise os dados originais foram transformados em log (x + 1) e médias seguidas da mesma letra na
coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 1% (**). (AS) altamente suscetivel; (S) suscetivel; (BR) baixa resisténcia; (PR) parcialmente resistente;
(R) resistente e (AR) altamente resistente; (Fcal.) valor de F calculado na andlise estatistica; (CV%) coeficiente de variagao; (FR) fator de reproducéo.
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Tabela 5. Correlagcéo das variaveis pela analise de Correlagao de Pearson.

Nematoide/ Nematoides Nematoides Total de
g de raiz na raiz no solo nematoides
Nematoide/
g de raiz 1**
Nematoide
na raiz 0,9032** 1
Nematoides
no solo 0,5477** 0,6853** 1
Total de
nematoéides 0,7962** 0,9162** 0,9008** 1

**: Significativa a 1% de probabilidade pela correlagdo de Pearson.
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4. DISCUSSAO

Os gendtipos Borneo, Grand Naine e 1304-06 tiveram maiores valores do
fator de reproducédo (FR), caracterizando-as como plantas suscetiveis. Estes trés
genaotipos apresentaram maior contagem total de nematdides, com a maior parte dos
nematoides presentes no interior das raizes e menos nematdides no solo,
mostrando que tais gendtipos sdo boas hospedeiras do nematdide cavernicola.
Borneo e Grand Naine apresentaram o maior numero de R. similis por grama de raiz.
Ja o diploide 1304-06 nao ficou agrupado com os outros dois genétipos com relagao
a quantidade de nematodides por grama de raiz, mas teve uma quantidade alta.
Portanto este trés gendtipos destacam-se como boas hospedeiras e foram
consideradas suscetiveis. Em trabalho realizado por Costa (1998), o genétipo 1304-
06 teve reacao de suscetibilidade com o fator de reproducao de 28,54, superior ao
encontrado neste trabalho (11,00), embora a reagdo ao nematdide tenha sido a
mesma.

No caso da cultivar Grand Naine sabe-se que as raizes sdo altamente
afetadas pelo nematdide. Segundo Fallas & Marban-Mendonza (1994), a cultivar
Grand Naine apresentou altos niveis de lesdes radiculares incidindo diretamente na
reducéo do peso fresco da raiz.

De acordo com Wehunt et al. (1978) a espécie silvestre Borneo (Musa
acuminata spp. microcarpa) se comportou como uma boa hospedeira a R. similis. No
atual estudo, observou-se 0 mesmo padrdo de comportamento.

O gendtipo 1304-04, relatado por Costa (1998) como suscetivel (FR=
1,53), teve um comportamento de baixa resisténcia (FR=6,11) neste experimento.
Esta diferenca pode estar relacionada a fatores ambientais, tempo de avaliagao,
diferenga na quantidade de inéculo (no trabalho citado foram utilizados 170
espécimes) e na agressividade da populagao do nematoide, além de possiveis erros
experimentais.

Dentre os 26 gendtipos avaliados podemos destacar 16 que foram
classificados como parcialmente resistentes. No entanto, somente trabalhos futuros
em condi¢des de campo poderdo atestar o valor desta resisténcia parcial a R. similis
ou da tolerancia, quando presente. Podemos destacar os acessos Caipira
(Yangambi Km 5), N118, Thap Maeo, 1318-01, 1319-01 e 4223-06 os quais ja foram

relatadas como parcialmente resistentes por Costa (1998, 2004).
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Wehunt e colaboradores (1978) classificaram a cultivar Tjau Lagada como
suscetivel, contrastando com os resultados do presente trabalho, onde este dipléide
teve comportamento de parcial resisténcia. Os autores acima avaliaram o grau de
resisténcia tendo como critério a taxa de lesdo radicular. J& neste trabalho, de
acordo com a percentagem de redugdo do fator de reprodugédo, o gendtipo foi
classificado como parcialmente resistente.

O hibrido 1318-01, um cruzamento de Malaccensis-FHIA com Sinwobogi,
foi classificado como um acesso parcialmente resistente a R. similis. Provavelmente
esta resisténcia moderada tenha sido herdada da planta mae (Musa acuminata spp.
malaccensis) a qual foi classificada com resistente por Wehunt et al. (1978). O
mesmo pode ter ocorrido com o acesso 1319-01, um cruzamento de ‘Malaccensis-
FHIA’ com ‘Tjau Lagada’. Este ultimo, assim como ‘Sinwobogi’, foi classificado como
suscetivel pelos mesmos autores.

A baixa resisténcia e suscetibilidade demonstradas pelos gendtipos 1304-
04 e 1304-06, respectivamente, podem ter ocorrido pelo fato deles se originarem do
cruzamento de Malaccensis-FHIA com Madang (Musa acuminata spp. banksii).
Musa acuminata spp. banksii foi classificada como suscetivel por Wehunt et al.
(1978), fazendo com que ‘1304-04’ e ‘“1304-06’ ndo sejam genotipos promissores
para a obtencao de plantas com resisténcia a R.similis.

Gowen (1976) verificou que os gendtipos Pahang e M48 ndo sdo bons
hospedeiros de R. similis nem de H. multicinctus. Entado, possivelmente o gendtipo
M48 tenha transferido genes de resisténcia ao hibrido 4249-05, o que mostrou o
mais elevado nivel de resisténcia neste trabalho. O mesmo deve ter ocorrido com o
gendtipo 5854-03 (parcialmente resistente), que tem em seu genoma participagao do
gendtipo Pahang.

Os gendtipos M48 e M53 sao hibridos oriundos do Equador, os quais
estdo sendo utilizados como fonte de resisténcia a diversos patégenos (Silva et. al.,
1998). Dois dos gendtipos considerados resistentes (4249-05 e 4279-06) tem estes
hibridos como parentais e podem ter herdado genes de resisténcia. O hibrido 4249-
05 (M53 X M48) apresentou a menor quantidade de nematdides no solo e na raiz,
sendo caracterizado como altamente resistente. Além disso, este hibrido obteve a
maior reducdo do fator de reproducdo com relagdo a ‘Borneo’. O hibrido 4279-06
também considerado resistente, além de ter o acesso M53 como parental feminino,
tem como ancestral paterno o genétipo Calcutta, classificado como parcialmente

resistente neste estudo. Carlier et al., (2003) descreveu o diploide Calcutta como
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fonte de resisténcia a fitopatdégenos, incluindo nematoides. Este fato provavelmente
justifica a resisténcia observada neste trabalho nos gendétipos 0337-02 (Calcutta X
Galeo) e 0323-03 (Calcutta X S/N° 2). Estes genotipos foram classificados por Costa
(1998) como altamente suscetivel e suscetivel respectivamente; mas foram
avaliados tomando como padrdo de suscetibilidade a cultivar Nanicao, diferindo
deste experimento que classificou os gendtipos utilizando Borneo como padrao de
suscetibilidade.

Deve-se ressaltar que o diploide 0323-03 diferiu estatisticamente dos
outros gendtipos resistentes quanto ao numero de nematoides presentes na raiz.
Este fato demonstra que este dipléide pode ndao ser um mau hospedeiro.

O dipldide 4249-05 destacou-se estatisticamente tendo a menor
quantidade total de nematdides presentes. Ja os genotipos 4249-05, 0337-02, 0323-
03 e 4279-06 (classificados como resistentes), junto aos gendtipos Caipira, Jaran,
4223-06 e Thap Maeo foram os que obtiveram a menor quantidade de nematdides
por grama de raiz e por isso merecem ser consideradas em futuros trabalhos
visando resisténcia ao nematdide. Os gendtipos 4249-05 e 0337-02 foram os que
tiveram a menor quantidade de nematdides no solo, o que pode ser atribuido a sua
forma de resisténcia.

O experimento demonstrou o potencial de utilizagdo dos gendtipos de
bananeira do banco de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical
para programas de melhoramento visando o controle de R. similis. Este fato é
confirmado pela grande percentagem observada de gendétipos resistentes e
parcialmente resistentes ao nematdide de 76,94%.

A Correlagao de Pearson mostrou claramente a correlagao positiva entre
todas as variaveis analisadas. Os maiores valores de correlagdo foram encontrados
entre “nematoides na raiz” e “numero total de nematoides” e entre “nematodides/ g de
raiz” e “nematdéides na raiz”, o que ja era esperado, ja que para o calculo de numero
total de nematoides, utiliza-se a soma do nUmero de nematoides na raiz e no solo.
Da mesma forma, para o calculo do numero de nematdides/g de raiz utiliza-se o

numero de nematoides na raiz.
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5. CONCLUSOES

O banco de germoplasma de banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical contém gendtipos de importancia como fonte de resisténcia ao nematdide
cavernicola, sendo que dos 26 gendtipos testados, 76,94% tiveram reagdo de
resisténcia ou de resisténcia parcial a R. similis.

Os gendtipos 4249-05, 0337-02, 0323-03 e 4279-06 cultivados em vasos,
em condi¢gdes de casa de vegetagao foram considerados resistentes a R. similis.

As varidveis numero de nematdides por grama de raiz, numero de
nematoides no sistema radicular, numero de nematdides no solo e numero total de
nematoides tiveram resultados consistentes com o fator de reprodugdo dos

nematoides.
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CAPITULO 2

CARACTERIZAGCAO MOLECULAR E VARIABILIDADE GENETICA DE
GENOTIPOS DE BANANEIRA CONTRASTANTES PARA
RESISTENCIA A RADOPHOLUS SIMILIS, COM BASE EM
MARCADORES RAPD.
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Caracterizagdao molecular e variabilidade genética de genétipos de bananeira
contrastantes para resisténcia a Radopholus similis, com base em marcadores
RAPD

RESUMO

O pré-requisito dos programas de pesquisa objetivando produzir novas
cultivares tem sido a formacao, caracterizacdo e avaliacdo de amplas colecbes de
germoplasma. Varios métodos tém sido empregados para investigar a variabilidade
genética presente no germoplasma de Musa, como os marcadores RAPD, que, além
de serem utilizados para a caracterizagdo de germoplasma, vém sendo utilizados
como ferramenta auxiliar em trabalhos de melhoramento genético. Neste trabalho
objetivou-se fazer a caracterizacdo molecular de sete acessos de bananeira
contrastantes para a resisténcia ao nematoide Radopholus similis. Estes acessos
foram selecionados a partir de uma colecdo de trabalho de 26 gendtipos de
bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, com base na avaliacdo do
fator de reproducdo (FR) do nematdéide. O DNA gendmico dos sete acessos foi
extraido, sendo utilizados 36 “primers” decameros para a obtencédo de marcadores
RAPD. Os marcadores obtidos foram convertidos em uma matriz de dados binarios,
a partir da qual foram estimadas as distédncias genéticas entre os acessos e
realizadas analises de agrupamento e de dispersdao grafica. Um total de 521
marcadores RAPD foram gerados, sendo que 420 (81%) foram polimorficos e 140
(27%) mostraram-se promissores para trabalhos de mapeamento genético da
resisténcia a R. similis por estarem presentes em acesso resistente e ausente em
todos os suscetiveis. Os “primers” OPE-15, OPH-17 e OPG-09 foram os que
apresentaram maior numero de bandas promissoras para mapeamento (12, 8 e 8,
respectivamente). As distancias genéticas entre os acessos variaram entre 0,106 e
0,455. A maior distancia genética foi observada entre a cultivar Borneo e o gendtipo
4279-06; que se apresentaram como o0s acessos altamente suscetivel e resistente,
respectivamente. Os acessos mais contrastantes para a resisténcia (Borneo e 4249-
05) apresentaram uma distancia de 0,374 e um total de 114 bandas polimérficas e

Uteis para o mapeamento.

Palavras-chave: banana, diversidade genética, marcador molecular, nematdide

cavernicola.
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Molecular characterization and genetic variability of banana genotypes

contrasting for resistance to Radopholus similis, based on RAPD markers

ABSTRACT

The requirements for research programs aiming to obtain new cultivars are
to build up, to characterize and to evaluate germplasm collections. Various methods
have been used to study the genetic variability in Musa germplasm, like RAPD
markers, which have been used to characterize the germplasm and as a assistance
tool in genetic breeding studies. The present study objective was to analyze seven
contrasting banana genotypes for susceptibility and resistance to the nematode
Radopholus similis. These banana genotypes were previously selected among 26
genotypes, from a working collection of bananas maintained by Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical. Susceptibility and resistance to the nematode were evaluated
taking in account the factor of reproduction of R. similis. Genomic DNA was extracted
form the seven genotypes, then tested with 36 decameric primers to obtain RAPD
markers. These markers were converted into a binary data matrix to estimate genetic
distance between genotypes, further evaluated by cluster and graphic dispersion
analyses. Among 521 resultant markers, 420 (81%) were polymorphic, and 140
(27%) of them were present only in resistant genotypes, but absent in all the
susceptible ones, therefore being promising markers to be used in studies for genetic
mapping of resistance to R. similis in banana genotypes. The primers OPE-15, OPH-
17 and OPG-09 were the ones allowing more promising bands for genetic mapping
of resistance to the nematode (12.8 and 8, respectively). The genetic distances
between genotypes were in the range of 0.106 to 0.455. The longest genetic distance
was observed between cv. Borneo and ‘4279-06’, respectively, a highly susceptible
and a resistant genotype to R. similis. The highest contrast, as resistance is
concerned, occurred between ‘Borneo’ and ‘4249-05’, comprising a genetic distance
of 0.374 and a total of 114 polymorphic bands with potential for genetic mapping of
the resistance.

Key words: banana, burrowing nematode, genetic diversity, molecular marker.
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1. INTRODUGAO

Varios meétodos tém sido empregados para investigar a variabilidade
genética presente no germoplasma de Musa. Os descritores morfotaxonédmicos
foram os primeiros a serem desenvolvidos e aperfeicoados para as bananeiras e,
recentemente, 119 descritores foram definidos como norma de descricdo do
germoplasma de Musa (lpgri, 1999). Entretanto, muitas caracteristicas vegetativas
sao influenciadas por fatores ambientais, apresentam variagdo continua e alto grau
de plasticidade, podendo muitas vezes nao refletir a real diversidade existente (Lima
et al., 2002). Ademais, em Musa, alguns caracteres sao expressos somente na fase
adulta, podendo ser avaliados somente apds longo tempo de plantio no campo
(Pillay et al., 2000). Analises genéticas baseadas em caracteres morfoldgicos e
citolégicos conduzidos por Simmonds e Weatherup (1990) revelaram alta
heterogenecidade dentro da segdo Eumusa, refletida pelo baixo nivel de
consisténcia entre os caracteres. Tal fato levou os autores a dividir a se¢ao Eumusa
em duas subsecdes informais: “Eumusa 1” e “Eumusa 2”.

Marcadores bioquimicos (isoenzimas) foram testados para identificagao e
classificagdo de germoplasma de Musa, o baixo grau de polimorfismo obtido
limitaram sua utilidade na identificacdo de clones e estimativa da diversidade
genética (Gawell & Jarret, 1991; Carvalho, 1998).

O advento de técnicas possibilitando detectar polimorfismos em nivel de
DNA tem gerado um grande numero de marcadores moleculares para analises
genéticas e “fingerprinting” dos individuos (Jeffreys et al., 1985). Recentemente,
marcadores moleculares foram empregados na caracterizagdo e na avaliagdo da
variabilidade genética em Musa, incluindo RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) (Gawel et al., 1992; Fauré et al., 1994), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (Kaemmer et al., 1992; Howell et al., 1994; Bhat e Jarret, 1995;
Pillay et al., 2000); AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Loh et al.,
2000) e microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats) (Lagoda et al., 1998;
Crouch et al., 1998; Kaemmer et al., 1997; Grapin et al., 1998).

Recentemente, técnicas de citometria de fluxo e hibridagao in situ também
tém sido empregadas em complementacdo aos marcadores moleculares, na
determinagdo da composigao dos clones de banana (Osuji et al., 1997; Lysak et al.,
1998; D’Hont et al., 2000; Kamaté et al., 2001).
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Kaemmer et al. (1992) utilizaram sequéncias de minissatélites e
amplificacdo aleatéria (RAPD) na avaliagdo do polimorfismo de quinze espécies e
cultivares representativas do género Musa, compreendendo gendtipos AA, AAA,
AAAA, AAB, ABB e BB, tendo sido possivel identificar bandas especificas de
genoma A e B. A identificacdo de marcadores de genoma A e B é de grande
interesse para o melhoramento, pois permite que a definicAo da composicao
genObmica de um hibrido seja feita ainda em estagio de plantula ou in vitro,
contornando os problemas que envolvem a lenta propagacéao da planta, o longo ciclo
da cultura (18 — 24 meses) e o grande espago requerido. Pillay et al. (2000)
identificaram marcadores RAPD especificos de genoma A e B, o que permitiu aos
autores redefinirem a composicdo gendmica de alguns clones, previamente
classificados pelos descritores morfolégicos. Howell et al. (1994) também
identificaram marcadores RAPD especificos a nove gendtipos de Musa,
representados pelos genomas AA, AAA, AAB, ABB e BB.

O potencial do uso de marcadores RAPDs para identificacdo precoce de
variantes somaclonais aliado a caracterizacdo desses clones tem sido avaliado em
Musa. Kaemmer et al.(1992) identificaram em bananeira o polimorfismo de RAPD
entre um mutante induzido (‘GN 60’) de ‘Grande Naine’ e a planta original. Mais
recentemente, Damasco et al. (1996) avaliaram 57 plantas normais e 59 plantas
anas de bananeira Cavendish utilizando 66 “primers” arbitrarios e identificaram um
primer (OPJ 04) capaz de amplificar um fragmento de 1500 pares de bases presente
apenas nas plantas normais. Ford-Lloyd et al. (1992) avaliaram a instabilidade
genética em germoplasma de Musa mantido in vitro, empregando marcadores
RAPD. Bhat & Jarret (1995) demonstraram a utilidade dos marcadores RAPD na
caracterizagdo do germoplasma de Musa, tendo sido possivel diferenciar clones que
se mostravam idénticos sob o ponto de vista morfoldgico.

Jesus et al. (2006) trabalhando com as técnicas de microssatélite e de
RAPD obtiveram respostas semelhantes nas duas técnicas, em relagao a separacao
dos gendtipos de acordo com o grupo gendmico e origem dos hibridos. Isso mostra
que a técnica de RAPD tem confiabilidade consideravel, pois repete resultados
gerados por outras técnicas. Este fato justifica a utilizagdo da técnica de RAPD para
a obtengdo de marcadores que podem conduzir ao mapeamento de genes de
resisténcia. Além disso, para a necessaria saturagdo de mapas genéticos é
interessante a utilizagdo de diferentes tipos de marcadores moleculares, incluindo o
RAPD.
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Neste trabalho, objetivou-se utilizar marcadores moleculares RAPD, para
realizar a caracterizagdo molecular de sete gendtipos de Musa contrastantes para os
fendtipos de resisténcia ao nematdide R. similis, visando identificar “primers” e
marcadores RAPD promissores para futuros trabalhos de mapeamento genético da

resisténcia.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético

Apds a avaliagdo do fator de reproducdo dos 26 acessos de bananeira
realizada em casa de vegetacao (capitulo 1 desta dissertagéo), foram selecionados
sete genotipos contrastantes em relagdo a suscetibilidade/resisténcia ao nematoide
R. similis (Tabela 6). Os trés gendtipos que se mostraram, pelo fator de reproducgao,
mais suscetiveis foram Borneo, Grand Naine e 1304-06. Os quatro genoétipos que
apresentaram menor fator de reprodugdo, indicando um fenodtipo de resisténcia,
foram 4279-06, 0323-03, 0337-02, 4249-05.

Tabela 6. Acessos de bananeira analisados e fendtipo de resisténcia ou
suscetibilidade a Radopholus similis com base no fator de reproducao.

N° Acesso Fator de reproducdo Fenétipo
1 Borneo 21,31 AS
2 Grand Naine 11,30 S
3 1304-06 11,00 S
4 4249-05 0,01 AR
5 0337-02 0,11 R
6 0323-03 0,40 R
7 4279-06 0,41 R

2.2 Extragcao de DNA

Amostras de DNA genémico dos sete acessos de bananeira foram extraidas
utilizando o método do CTAB (Doyle & Doyle, 1990) com algumas modificacbes
(Faleiro et al., 2003). Apdés a extragao, a concentracdo do DNA foi estimada por
espectrofotometria a 260 nm e 280 nm (Sambrook et al., 1989). O aspecto visual das
bandas de DNA gendmico total separadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%
foi usada como indicador da integridade e da pureza do DNA extraido. Apos a
quantificagcao, todas as amostras de DNA foram diluidas para a concentragdao de
10ng/uL.
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2.3 Amplificagcao do DNA e obten¢ao de marcadores RAPD

Foram testados um total de 48 “primers” pertencentes aos Kits OPD, OPE,
OPF, OPG e OPH (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA). As reagdes de
amplificacdo foram feitas em um volume total de 13 uL, contendo Tris-HCI 10 mM
(pH 8,3), KCI 50 mM, MgCI2 3 mM, 100 uM de cada um dos desoxiribonucleotidios
(dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de um “primer” (Operon Technologies Inc.,
Alameda, CA, EUA), uma unidade da enzima Taq polimerase e, aproximadamente,
15 ng de DNA.

As amplificagdes foram efetuadas em termociclador programado para 40
ciclos, cada um constituido pela seguinte sequéncia: 15 segundos a 94 °C, 30
segundos a 35 °C e 90 segundos a 72 °C. Apds os 40 ciclos, foi feita uma etapa de
extensao final de seis minutos a 72 °C, e finalmente, a temperatura foi reduzida para
4 °C.

Ap6s a amplificacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 YL de uma
mistura de azul de bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em agua. As amostras foram
aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio (0,2 ug/mL),
submerso em tampao TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM) para separagao dos
fragmentos microssatélites. A separacao eletroforética foi de, aproximadamente,
quatro horas, a 85 volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz

ultravioleta.

2.4 Analises estatisticas:

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados
binarios, a partir da qual foram estimadas distancias genéticas entre cada par de
acesso, com base no complemento do coeficiente de similaridade de Nei & Li
(1979), com o auxilio do Programa Genes (Cruz, 1997) (Tabela 8).

A matriz de distancias genéticas foi utilizada para realizar a analise de
agrupamento por meio de dendrograma utilizando-se o método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) como critério de
agrupamento, e a dispersdo grafica baseada em escalas multidimensionais usando
o método das coordenadas principais, com auxilio do Programa SAS (1989) e
Statistica (1999).

49



3. RESULTADOS

Entre os 48 “primers” testados, foram selecionados 36 que geraram
marcadores moleculares nitidos e polimorficos. Os 36 “primers” decameros (Tabela
7) geraram um total de 521 marcadores RAPD, perfazendo uma média de 14,5
marcadores por “primer’. Como exemplo, podemos destacar o padrdao de
amplificacdo gerado pelos primer OPE-16 e OPH-17, sendo possivel observar com
nitidez a presenga de marcadores polimorficos originados.

Dentre os “primers” utilizados apenas dois (OPH-04 e OPF-20) néo
geraram bandas presentes nos gendtipos resistentes e ausentes em todos os
suscetiveis. Portanto, 96 % dos “primers” geraram ao menos uma banda promissora
para o mapeamento genético. Os “primers” OPE-15, OPH-17 e OPG-09 foram os
que apresentaram um maior numero de bandas promissoras (12, 8 e 8,
respectivamente), destacando-se dentre os demais (Tabela 7).

Dos 521 marcadores, 101 (19 %) foram monomorficos, 420 (81%) foram
polimérficos e 140 (27%) se mostraram promissores para trabalhos de mapeamento
genético da resisténcia a R. similis.

As distancias genéticas entre os acessos variaram entre 0,106 e 0,455
(Tabela 8). As menores distancias genéticas (0,106) foram obtidas entre os
gendtipos 0337-02 e 4279-06, que se apresentaram resistentes ao ataque do
patdgeno; seguida por aquela observada entre os gendétipos Borneo e Grande Naine
(0,287), que se comportaram como as mais suscetiveis. A maior distancia genética
(0,455) foi observada entre a cultivar Borneo e o genodtipo 4279-06, que se
apresentaram como altamente suscetivel e resistente, respectivamente.

A analise de agrupamento realizada com base nas distancias genéticas
permitiu dividir os sete acessos em pelo menos trés grupos de similaridade genética
a uma distancia genética relativa de 0,327 (Figura 3). As distancias entre os acessos
e a distribuicdo dos mesmos nos grupos de similaridade também podem ser
observadas no grafico de disperséo (Figura 4). Os acessos mais contrastantes para
a resisténcia (Borneo e 4249-05) apresentaram uma distancia de 0,374 e um total de
114 bandas polimoérficas e uteis para o mapeamento (Tabelas 8 e 9). O cruzamento
de Borneo com os gendtipos resistentes (4279-06, 0337-02 e 0323-03) também
forneceu um alto numero de bandas polimérficas (104, 111 e 106, respectivamente),
assim como o cruzamento de 4279-06 com Borneo e 1304-06 e desta com 0323-03
(Tabela 9).
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De acordo com a figura 5, a analise de dispersao realizada com base nas

distancias genéticas permitiu a separagao dos acessos resistentes dos suscetiveis.

Tabela 7. “Primers” selecionados para obtengcdo dos marcadores RAPD e
respectivos numero de bandas polimérficas, monomorficas e promissoras
para trabalhos de mapeamento genético da resisténcia ao nematdide
Radopholus similis.

“primers” Sequéncia 5> 3" N°de bandas  N°debandas  N°de bandas
polimodrficas  monomorficas promissoras
OPE-18 GGACTGCAGA 6 6 1
OPF-08 GGGATATCGG 14 2 4
OPF-14 TGCTGCAGGT 4 6 1
OPG-05 CTGAGACGGA 15 1 3
OPG-09 CTGACGTCAC 17 1 8
OPH-04 GGAAGTCGCC 8 2 0
OPH-12 ACGCGCATGT 14 3 2
OPH-17 CACTCTCCTC 18 1 8
OPF-19 CCTCTAGACC 15 1 7
OPG-13 CTCTCCGCCA 6 4 2
OPD-11 AGCGCCATTG 9 2 1
OPH-02 TCGGACGTGA 11 0 4
OPG-18 GGCTCATGTG 9 1 1
OPH-06 ACGCATCGCA 7 2 1
OPH-08 GAAACACCCC 8 4 3
OPH-15 AATGGCGCAG 14 0 7
OPE-19 ACGGCGTATG 6 4 4
OPE-15 ACGCACAACC 19 0 12
OPE-16 GGTGACTGTG 15 4 6
OPE-17 CTACTGCCGT 4 4 2
OPF-03 CCTGATCACC 9 1 1
OPF-12 ACGGTACCAG 10 5 3
OPF-20 GGTCTAGAGG 9 3 0
OPG-08 TCACGTCCAC 10 6 2
OPE-07 AGATGCAGCC 12 2 7
OPG-12 CAGCTCACGA 14 6 4
OPG-17 ACGACCGACA 15 2 4
OPG-15 ACTGGGACTC 10 5 3
OPG-11 TGCCCGTCGT 16 3 5
OPE-09 CTTCACCCGA 12 3 4
OPE-05 TCAGGGAGGT 12 3 5
OPE-02 GGTGCGGGAA 11 4 5
OPE-11 GAGTCTCAGG 16 5 5
OPD-01 ACCGCGAAGG 18 1 7
OPD-02 GGACCCAACC 17 1 4
OPD-05 TGAGCGGACA 10 3 4
Total 420 101 140
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Figura 2. Padrao de marcadores gerados pelo “primer” OPE-16 nos sete acessos de
bananeira. Os marcadores destacados indicam marcadores promissores para
trabalhos de mapeamento genético. (1) Borneo; (2) Grand Naine; (3) 1304-06; (4)
4249-05; (5) 0337-02; (6) 0323-03; (7) 4279-06.

Tabela 8. Matriz de distadncias entre sete acessos de bananeiras suscetiveis e
resistentes ao nematbéide Radopholus similis, baseada em 521
marcadores RAPD.

Borneo G.Naine 1304-06 4249-05 0337-02 0323-03 4249-06

Borneo 0
G. Naine 0,28712 0
1304-06 0,31168 0,32579 0
4249-05 0,37369 0,31954 0,33595 0
0337-02 0,44034 0,37355 0,35080 0,36078 0
0323-03 0,45089 0,39903 0,39256 0,37074 0,31006 0
4279-06 0,45494 0,40758 0,38843 0,39271 0,10655 0,31049 0
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Distancia Genética

Figura 3. Analise de agrupamento de sete acessos de bananeira com base na
matriz de distancias genéticas calculadas utilizando-se 521 marcadores
RAPD. O método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento.
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Figura 4. Dispers&o grafica de sete acessos de bananeira com base na matriz de
distancias genéticas calculadas utilizando-se 521 marcadores RAPD.

53



Tabela 9. Numero de marcadores moleculares promissores para o mapeamento
genético entre os cruzamentos de acessos suscetiveis e resistentes de
bananeiras ao nematéide Radopholus similis.

Genoétipos Borneo G. Naine 1304-06 4249-05 0337-02 0323-03 4279-06

Borneo 114 111 106 104
G. Naine 83 85 83 85
1304-06 95 81 87 80
4249-05 65 56 76
0337-02 92 76 93
0323-03 96 83 103
4279-06 103 87 108

Obs.: Os valores acima da diagonal mostra o nimero de marcadores presentes em genétipos
resistentes e ausente em gendtipos suscetiveis. Os valores abaixo da diagonal mostram
0 numero de marcadores presentes em gendtipos suscetiveis e ausentes nos
resistentes.
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4. DISCUSSAO

A técnica de RAPD permitiu a obtengcdo de grande numero de marcadores
polimérficos, dos quais 140 mostraram-se promissores para trabalhos de
mapeamento genético da resisténcia ao nematdide R. similis, ou seja, sao
presentes em acesso resistente e ausentes em todos os suscetiveis. A alta média de
marcadores por primer e a baixa percentagem de marcadores monomorficos
evidenciam a alta variabilidade genética dos acessos analisados.

O alto grau de polimorfismo, detectado com os marcadores de RAPD, esta
de acordo com os observados por Gomes et. al. (2005) e por outros autores. Jarret
& Gawell (1995), usando a técnica de RAPD na caracterizagcdo de clones de
platanos e na avaliagdo da diversidade genética entre dipldides de M. acuminata,
concluiram que esta técnica pode disponibilizar informagdes sobre varios aspectos
da diversidade genética em germoplasma de bananeira.

A menor distancia encontrada entre os acessos resistentes 0337-02 e 4279-
06, provavelmente pode ser atribuida ao fato dos dois gendtipos compartilharem o
diploide Calcutta como ascendente comum. O agrupamento formado por todos os
acessos resistentes, também, deve-se ao fato de que Caltutta ser ascendente de
0323-03. O Dipléide considerado altamente resistente 4249-05, pelo método
UPGMA, ficou mais proximo dos acessos suscetiveis. Provavelmente este tem parte
de seu material genético similar ao dos suscetiveis. Isto € uma evidéncia de que a
resisténcia a R. similis em bananeiras € de poucos genes, conforme postulado por
Pinochet et al. (1998) que por meio de estudos preliminares demonstrou que a
resisténcia a R. similis pode ser controlada por um ou mais genes dominantes.

O fato dos acessos mais contrastantes para a resisténcia (Borneo e 4249-
05) apresentarem um total de 114 bandas polimdrficas e uteis para o0 mapeamento,
sugere que o cruzamento entre estes dois materiais poderia gerar progénies de
interesse para o entendimento da heranga da resisténcia a R.similis.e para futuros
trabalhos de mapeamento genético. O cruzamento do diploide Borneo com qualquer
um dos gendtipos considerados resistentes (0337-02, 0323-03 ou 4279-06) seria
também de grande importancia, visto o alto numero de marcadores promissores
encontrados nestes gendtipos (111, 106 e 104, respectivamente).

Outra anadlise promissora, considerando marcadores promissores, seria a
daqueles marcadores que foram observados nos genoétipos suscetiveis e ndo foram

observados nos resistentes, em que cruzamentos entre 4279-06 (resistente) e 1304-
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06 ou Borneo (suscetiveis) poderiam ser realizados. Portanto, faz-se necessario a
realizagdo de estudo mais acurado para determinar a real relagdo entre os
marcadores observados e genes de resisténcia existentes nestas plantas,
observando se ocorre a segregacgao da resisténcia nos cruzamentos supracitados.
As andlises de agrupamento usando o método UPGMA e a dispersao
grafica baseada em escalas multidimensionais usando o método das coordenadas
principais mostraram claramente a separagao de gendtipos de bananeiras
contrastantes para a resisténcia ao nematéide R. similis. O fato de estas ferramentas
permitirem uma separagdo distinta entre gendtipos resistentes e suscetiveis indica
diferengas no background genético dos acessos. Estas diferengas genéticas abrem
boa perspectiva para futuros trabalhos de mapeamento genético da resisténcia da

bananeira a R. similis.
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5. CONCLUSOES

O método de RAPD gerou uma grande quantidade de marcadores
polimérficos entre os gendtipos constratantes testados, os quais geraram bandas
promissoras para 0 mapeamento genético de bananeiras.

Pela analise de dispersao foi possivel separar os genétipos em dois grupos,
onde as resistentes ficaram agrupadas entre si, assim como as suscetiveis também
ficaram agrupadas.

Com base na variabilidade genética verificada entre os gendtipos de
bananeira contrastantes para a resisténcia a Radopholus similis, abre-se uma boa

perspectiva para futuros trabalhos de mapeamento genético da resisténcia.
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