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RESUMO

SQUZA, Carolina Maria Palacios de; Eng?. Agrébnoma; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro; Margo de 2006; “DNA Fingerprint” via
marcadores RAPD e avaliagdo da divergéncia genética em gendtipos de
bananeira (Musa spp.); Prof. Orientador: Alexandre Pio Viana. Conselheiros:
Prof. Messias Gonzaga Pereira, Prof? Telma Nair Santana Pereira, Dr?2 Claudia
Fortes Ferreira.

A bananicultura possui grande importancia econémica e social no Brasil. A
UENF (Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro), por meio do
Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal iniciou um trabalho de
introducado de cultivares de bananeira visando a recomendacao para produtores
das regidoes Norte e Noroeste Fluminense. Foram introduzidas cultivares com
procedéncia da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical e Embrapa Amazdnia
Ocidental. O objetivo deste estudo foi obter um “DNA Fingerprint” capaz de
diferenciar os 21 gendtipos/cultivares introduzidos na UENF, realizar um estudo
de diversidade genética entre esses 21 cultivares e obter a correta identificacao
de possiveis genotipos introduzidos na UENF. Foram avaliados os seguintes
genotipos: Fhia 18, Prata Ana, UENF 1526, Pacovan, Caipira, Maca, UENF
1527, Nanicao, Thap Maeo, UENF 1528, UENF 1529, Grande Naine, Ambrésia,
Bucaneiro, Calipso, PV42-68, PV42-85, PV42-142, ST12-31, Calcutta e BB da
Franca. A andlise de “DNA Fingerprint” entre os genétipos e a analise de
divergéncia genética foi feita com base na caracterizagdo molecular, utilizando-

se a técnica RAPD (Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso). Foram
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utilizados 31 iniciadores para obter bandas RAPD, gerando um total de 94
marcas totais, sendo 19 marcas monomorficas e 75 marcas polimoérficas. Das 75
marcas polimérficas, 44 apresentaram a mesma fungdo, sendo capazes de
diferenciar os genotipos Calcutta e BB da Franca. Outras marcas RAPD
possibilitaram a diferenciacdo entre os 21 genétipos, baseando-se na presenca
ou auséncia da marca para determinado genaétipo, ou considerando um conjunto
de marcas para determinado material vegetal. Alguns gendétipos puderam ser
diferenciados dos demais pela presenca de marcas e/ou pela auséncia de
marcas. Porém, a maioria das caracterizacbes s6 foi possivel quando
consideradas o conjunto das marcas, ajudando no processo de identificacdo dos
genotipos UENF 1526, UENF 1527, UENF 1528 e UENF 1529. Os marcadores
RAPD mostraram-se como uma ferramenta eficiente para a caracterizacao
molecular e conseqlentemente para a obtencdo do “DNA Fingerprint” para
todos os 21 gendtipos de bananeira estudados. Os resultados mostraram
também que os marcadores moleculares RAPD foram eficazes em revelar a
existéncia de diversidade genética entre os 21 gendtipos de bananeira. Na
interpretagdo das analises moleculares, foi utilizado o complemento aritmético
do indice de Jaccard. Com base nas andlises de agrupamento hierarquicas
UPGMA e o método de otimizacdo de Tocher, essa diversidade p6de ser

observada pela presenca de gendétipos similares e divergentes.
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ABSTRACT

SOUZA, Carolina Maria Paléacios de; Agronomist; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro; March 2006; “DNA Fingerprint” by RAPD
markers and evaluation of the genetic divergence in banana genotypes (Musa
spp.); Prof. Advisor: Alexandre Pio Viana. Counselors: Prof. Messias Gonzaga
Pereira, Prof2 Telma Nair Santana Pereira, Dr?2 Claudia Fortes Ferreira.

Banana crop represents great economic and social importance in Brazil. UENF
(State University of Northern Rio de Janeiro Darcy Ribeiro), through the Plant
Genetic Breeding Laboratory, initiated the work of the introduction of banana
cultivars aiming the recommendation to banana producers of the North and
Northwest Fluminense Regions. Cultivars from the Embrapa Cassava and
tropical Fruits and Embrapa Eastern Amazon werw introduced. The objective of
the present work was to obtain DNA fingerprints capable of discriminating
genotypes/cultivars being introduced at UENF, carry out genetic diversity studies
between 21 cultivars and to obtain the correct identification of possible
genotypes introduced at UENF. The following genotypes were evaluated: Fhia
18, Prata Ana, UENF 1526, Pacovan, Caipira, Maca, UENF 1527, Nanicao, Thap
Maeo, UENF 1528, UENF 1529, Grande Naine, Ambrésia, Bucaneiro, Calipso,
PV42-68, PV42-85, PV42-142, ST12-31, Calcutta and BB da Franca. The DNA
fingerprint analysis between the genotypes and the genetic diversity analysis
was carried out based in the molecular characterization, using RAPD technique
(Random Amplified Polymorphic DNA). Thirty-one primers were used in order to
obtain RAPD bands, generating a total of 94 bands, whereas 19 were
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monomorphic and 75 polimorphic. Of the 75 polimorphic bands, 44 presented
the same behavior, being able to discriminate the Calcutta and BB da Franga
genotypes. Other RAPD bands enable the discrimination between the 21
genotypes, based in the presence or absence of bands for a determined
genotype, or considering a group of bands for a specific genotypic material.
Some genotypes were able to be discriminated from the remaining due to the
presence of bands and/or absence. However, most of the characterization was
only possible when the group of bands was considered, turning easier the
process of identification of the UENF 1526, UENF 1527, UENF 1528 and UENF
1529 genotypes. The RAPD technique presented as an efficient tool in the
molecular characterization and consequently for the obtainment of the DNA
fingerprint for all the 21 banana genotypes studied. In the interpretation of the
molecular analysis, the arithmetic complement of the Jaccard index was used.
Based on the cluster hierarchic UPGMA analysis and the optimization method of
Tocher, this diversity could be observed by the presence of similar and divergent

genotypes.



1. INTRODUCAO

O setor fruticola tem sido sem duvida, um importante representante do
segmento agricola no cenario internacional. Em 2002 segundo dados do
Ministério da Agricultura, foram exportadas 679,7] mil toneladas de frutas
frescas, o que correspondeu a um aumento de 15% em relacdo ao mesmo
periodo do ano anterior (Nachreiner et al., 2004).

Apesar de seu potencial de producao durante o ano todo, poucas sao as
frutas brasileiras que podem ser exportadas em volume consideravel ao longo
do ano. Dependendo da competitividade da producdo nacional de determinada
fruta em relacdo aos seus concorrentes, a comercializagédo brasileira fica restrita
a determinadas “Janelas de mercado”. Isso limita a ampliagcdo das exportacdes
brasileiras e concentra nosso volume em épocas do ano restritas, favorecendo
uma pressao negativa nos precos quando ha aumento nos embarques
brasileiros (Nachreiner et al., 2004).

O Brasil é o maior produtor mundial de frutas, segundo as estatisticas da
FAO (2001), com uma producgéo superior a 30 milhdes de toneladas. Apesar da
expressiva participagcao no cendrio mundial, cerca de 10% do total produzido, o
Brasil ndo tem conseguido se impor no importante mercado de frutas frescas,
nao passando de 2% para determinadas frutas, estando a sua produc¢éo voltada
para o mercado interno (Alves, 1999).

Neste contexto, a bananicultura possui grande importancia econémica e
social, sendo cultivada numa extensa regiao tropical, geralmente por pequenos

agricultores (Neves et al.,, 2002). O Brasil é o terceiro produtor mundial de



banana, com producao aproximada de 6,6 milhdes de toneladas anuais, numa
area cultivada de 485 mil hectares (IBGE, 2005).

A producao brasileira de banana é particular no sentido de sua
distribuicdo espacial, estando presente em todos os estados do Brasil e
ocupando em alguns, elevada importancia social e econémica. A banana cabe o
papel fundamental como importante fonte de alimentacao, fixadora de méo-de-
obra no meio rural e geradora de divisas para o pais (Alves, 1999).

As Regides Sul e Sudeste, com maior nivel tecnolégico e organizacao
dos produtores, estando mais préximas dos paises do extremo sul da América,
que também apresentam um expressivo mercado de banana, podem formar
uma importante regido com potencial de exportacdo dessa fruta, principalmente
para paises como: Argentina, Uruguai e Paraguai. Nessas regidoes, as
variedades tipo Cavendish (Nanica e Nanicdo) sdo as mais expressivas,
seguidas da cultivar Prata (Cordeiro, 2000).

Em 2000 a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
por meio do Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal iniciou um trabalho
de introducdo de cultivares de bananeira visando a recomendagdo para
produtores das Regides Norte e Noroeste Fluminense. Foram introduzidas
cultivares com procedéncia da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical e
Embrapa Amazénia Ocidental. Apds cultivo por trés ciclos de producgao,
procedeu-se a caracterizacdo desses genétipos no que se refere a aspectos
produtivos e qualitativos. Observou-se ao final das analises e discussao dos
dados, que as mesmas cultivares com procedéncias diferentes, apresentavam
comportamento diferente e verificou-se também cultivares muito produtivas,
resistentes a Sigatoka-negra com potencial para uso em programas de
melhoramento genético.

Pretende-se, por meio da utilizacdo dos marcadores de DNA, desenvolver
um sistema de “Fingerprinting” no sentido de assegurar a identidade dos
cultivares de bananeira que foram introduzidas na UENF, além de se estudar a
diversidade genética entre os genotipos.

Deste modo, o estabelecimento de protocolos cada vez mais rapidos e
confiaveis para a obtencao de marcadores de DNA é suma importancia para o
sucesso da linha de pesquisa de Melhoramento Genético da Bananeira, a qual



se pretende dar continuidade na Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro.

O objetivo deste estudo é obter um “DNA Fingerprint” capaz de
diferenciar os 21 genétipos/cultivares introduzidos na UENF e realizar um estudo
de diversidade genética entre os 21 gendtipos com propdsito de obter uma base
para o programa de melhoramento genético e, além disso, obter a correta

identificacao de possiveis gendtipos introduzidos na UENF.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A bananeira

A maioria das cultivares de banana originou-se do Continente Asiatico,
embora existam centros secundarios de origem na Africa Oriental e nas ilhas do
Pacifico, além de um importante centro de diversidade na Africa Ocidental
(Alves, 1999).

A bananicultura tem evoluido consideravelmente nas ultimas décadas,
por ser um dos cultivos perenes de mais rapido retorno do capital investido,
apresentando um fluxo continuo de producado a partir do primeiro ano, o que a
torna muito atraente para os agricultores (Alves, 1999).

Contudo, os sistemas de cultivo utilizados precisam buscar, sempre, 0s
avancos tecnologicos disponiveis, para que se obtenham boas produtividades e
um produto da melhor qualidade possivel, atingindo-se adequadamente a etapa
final da cadeia produtiva da banana, ou seja, o consumidor (Alves, 1999).

No Brasil, o uso de cultivares tradicionais, associado ao manejo
inadequado dos bananais, tem provocado o aumento da incidéncia de doencas
e pragas. Além de mal-do-Panama, Sigatoka-amarela, moko, nematoides e
broca, que dificultam o cultivo da bananeira. Existe ainda a ameaca de
introducdo da Sigatoka-negra que pode causar sérios prejuizos a bananicultura
nacional. No entanto, existe a possibilidade de obtencao de hibridos que reinam
caracteristicas de resisténcia as pragas e doencgas, associadas a um porte



adequado e boa aceitagdo comercial, mediante o melhoramento genético
(Alves, 1999).

2.1.1. Aspectos botéanicos e morfolégicos

Reino --------- Vegetal

Ramo --------- Phanerogamae
Classe -------- Liliopsida
Ordem -------- Scitaminales
Familia -------- Musaceae

Subfamilia ---- Musoideae
Géneros ------- Ensete e Musa

A bananeira, planta tipica das regides tropicais umidas é um vegetal
herbaceo completo, pois apresenta raiz, caule subterraneo (rizoma), folhas,
flores, frutos e sementes (Ruggiero, 2001).

Algumas espécies de bananeira podem alcangar até oito metros de
altura, sendo o seu pseudocaule formado pelas bainhas das folhas, e a
inflorescéncia surge no meristema do caule subterraneo, atravessa o
pseudocaule, emerge através da roseta foliar, em até um ano apds o plantio,
emergindo na forma de um coracdo fechado, contendo todas as pencas. O
desenvolvimento das folhas ocorre a partir do ponto de crescimento do rizoma,
sendo que cada uma caminha por todo interior do pseudocaule e emerge
enrolada (Ruggiero, 2001).

O eixo da inflorescéncia é a continuagao do pedunculo floral, formado na
regido meristematica do apice do rizoma. Nessa estrutura, as folhas sao
substituidas por bracteas, das quais as trés ou quatro primeiras, que sao as
maiores, nao recobrem as flores. A inflorescéncia, ao sair do pseudocaule,
possui posicao horizontal. Cada grupo de flores ou pencas sao protegidas por
uma bréactea, apresentando duas fileiras de flores, sendo quatro a oito por fila
(Silva et al., 2002).

As flores sdo de natureza irregular e se constituem de trés grupos de
pecas florais: periantro, androceu e gineceu, que estdo inseridos no ponto de

conexao do estilete com o ovario. O ovario € uma estrutura comprida, estreita e



normalmente curva. O estigma, esferoidal e bem desenvolvido, apresenta seis
I6bulos em sua superficie, enquanto o estilete tem a forma cilindrica. O
androceu é constituido por cinco ou seis estames livres. As anteras sdao bem
desenvolvidas, com pélen inviavel em grande parte das cultivares, ao contrario
do que ocorre com as espécies silvestres. (Silva, 2002).

Os frutos partenocarpicos sao bagas alongadas e triloculares. O
pericarpo corresponde a casca e 0 mesocarpo é a polpa comestivel. Existe uma
grande variagdo no tamanho, nimero e formato dos frutos que dependem da
cultivar e das condicbes de vegetacao da planta. A casca apresenta coloracao
que vai do creme-palha a quase preta, passando por verde-clara, amarela e
avermelhada. A coloracédo da polpa pode variar entre branca, creme, amarelada
e rosea (Alves, 1999).

2.1.2. Importancia econémica da banana

Dentre as frutas, a banana, hoje, € uma das mais produzidas e
consumidas no mundo. A producdo mundial de bananas, em 2001, foi de
aproximadamente 58,69 milhdes de toneladas, atingindo, em 1994, o consumo
de 12.400.000 t/ano (FAO, 2001). O mercado teve um crescimento médio
estimado em 4% ao ano até o ano 2000; a partir de entdo se elevou para 7% ao
ano devido a entrada de compradores do Leste Europeu, o que elevara seu
potencial de mercado para mais de 20.000.000 t/ano em 10 anos.

A producéo de banana no Brasil em 2004 foi de 6.602.749 toneladas com
uma area total plantada de 484.981 hectares e rendimento médio de 13.614
quilogramas por hectare, menor que o ano anterior que foi de 6.774.985
toneladas com uma area plantada de 512.826 hectares. O rendimento médio de
2003 foi de 13.211 quilogramas por hectare, inferior ao de 2004, conferindo uma
maior produtividade (IBGE, 2005).

A bananeira (Musa spp.) € uma planta tipica tropical, exigindo
temperaturas entre 20 e 35°C, elevada umidade relativa e precipitagdes bem
distribuidas para a produgéo e desenvolvimento. Embora tais fatores climéaticos
limitem a area de producao, o Brasil apresenta condigdes favoraveis ao cultivo
da bananeira em quase toda a sua area territorial, com algumas restricdes
(Alves, 1999).



Consumida em sua quase totalidade na forma in natura, a banana é parte
integrante da alimentacédo das populacdes de baixa renda, ndo sé por seu alto
valor nutritivo como por seu custo relativamente baixo. Cabe-lhe ainda um papel
importantissimo na fixacdo da mao-de-obra rural (Alves, 1995).

A bananeira é cultivada de Norte a Sul do Pais, praticamente toda fruta
produzida é comercializada no mercado interno. Assim o consumo efetivo de
banana esta na faixa de quatro milhdes de toneladas, uma vez que as perdas
pbs-colheita chegam a 40% da produgdo. A maioria dos bananicultores séao
pequenos produtores, que usam a banana como fonte de recurso adicional. A
importancia estende-se a fixagdo do homem no campo, sendo inclusive uma
fonte continua de alimento e de renda, pois é produzida durante todo o ano
(Silva et al., 1999).

Dado o seu enorme potencial, a bananicultura € motivo de interesse
cada vez maior da parte dos pesquisadores do mundo inteiro. Todavia, o
inventario dos conhecimentos cientificos e tecnolégicos disponiveis sobre essa
cultura é ainda relativamente pequeno. Além disso, sd0 muitos os problemas
bésicos que impedem seu desenvolvimento e aproveitamento em maior escala
(Alves, 1995).

2.1.3. Organizacgao do genoma

As cultivares encontradas nas regides dos centros de diversidade
genética da bananeira evoluiram de espécies silvestres e apresentam trés niveis
cromossémicos, existindo dipléides com 22 cromossomos (2n=2x), tripldides
com 33 (2n=3x) e tetrapldides com 44 cromossomos (2n=4x), que sao multiplos
do genoma basico (n=x=11); a origem de tripldides a partir de dipléides e de
tetraploides a partir dos tripldides € facilmente constatada em cruzamentos
experimentais (Silva et al., 1999).

O maior avango em termos de classificacao botanica de bananeiras deve-
se a Simmonds e Shepherd. Em 1955, esses autores estabeleceram um sistema
taxonémico para os diversos tipos de bananeiras do género Musa baseado no
nivel de ploidia e na contribuicao relativa das duas espécies que os originaram
(M. acuminata Colla e M. balbisiana Colla). Os genomas das bananeiras sao

denominados pelas letras A (do diploide silvestre M. acuminata) e B (do dipléide



silvestre M. balbisiana), de cujas combinacgdes resultam os grupos AA, BB, AB,
AAA, AAB, ABB, AAAA, AAAB, AABB e ABBB. Esse sistema vem sendo
amplamente utilizado, sofrendo apenas alguns ajustes. Mas, o que mais
impressiona em relacdo a precisdo e atualidade do sistema € que o uso de
modernas técnicas moleculares tem confirmado as propostas iniciais, separando
clones puros acuminata de puros balbisiana, bem como seus hibridos
(Ruggiero, 2001).

Cruzamentos interespecificos entre M. acuminata Colla e M. balbisiana
Colla deram origem a maioria das bananeiras atualmente em uso para
alimentacdo, razdo pela quais as plantas geradas desses cruzamentos
apresentam caracteristicas das duas espécies (Silva et al., 1999).

Além dos grupos gendmicos, foi estabelecido o termo subgrupo para
denominar um complexo de cultivares originarios de mutagdes de um unico
cultivar original, como no caso do grupo AAA, subgrupo Cavendish, e grupo
AAB, subgrupos Prata e Terra, no Brasil (Simmonds, 1973).

A divisao em subgrupos esta relacionada a ocorréncia de pequenas
mutacées em um clone, porém com efeito importante em seu uso e
comercializagdo (Dantas at al., 1997). Tais mutagbes refletem principalmente
alteragdes na coloracdo das folhas e pseudocaule, bem como mudancgas no
porte e vigor das plantas (Jenny et al., 1999). Porém, variagdes expressivas em
caracteres morfolégicos nem sempre refletem o mesmo grau de variacdes
genéticas (Gawel et al., 1992). A variabilidade existente dentro de cada
subgrupo € dependente principalmente do gendtipo e da intensidade com que
cada clone é multiplicado (Jenny et al, 1999).

2.1.4. Melhoramento da bananeira

As bananeiras silvestres sao dipléides (2n=22), seminiferas, geralmente
alégamas e apresentam sementes férteis, das quais dependem para sua
dispersao, enquanto as cultivares comerciais sao tripldides ou tetrapldides, com
2n=33 e 2n=44 cromossomos e nao produzem sementes. A auséncia de
sementes pode estar relacionada a intensa selecdo, reflexo do processo de
domesticagdo da espécie. Dessa forma, as bananeiras comestiveis sao



normalmente propagadas vegetativamente, por meio de mudas desenvolvidas a
partir de gemas do seu caule subterrdneo ou rizoma (Silva et al., 2002).

A inducdo de mutacbes, 0 uso da engenharia genética e a hibridacéao
convencional, sdo técnicas de possivel aplicacdo em bananeira (Silva et al.,
2002). No estudo de Bhagwat et al. (1998) explantes de Musa crescidas in vitro
foram expostos a varias doses de radiacdo gama para avaliar a efetividade da
inducao de mutacdes e também com o objetivo de obter variantes tolerantes ao
fungo Fusarium oxysporum f. sp. Cubense e muitas destas plantas foram
consideradas tolerantes ao fungo. Atualmente, entretanto, a hibridacao tem se
mostrado mais eficaz que as demais técnicas (Silva et al., 2002).

Em face da esterilidade feminina das bananeiras comestiveis, ndo basta
apenas existir a variabilidade genética basica. Também tém de existir opcoes de
hibridacdo para o aproveitamento dessa variabilidade na geracao de novas
cultivares, com caracteristicas melhoradas. No entanto, a esterilidade feminina
das cultivares existentes ndo € absoluta. A maioria delas, em todos niveis de
ploidia, é capaz de produzir sementes em polinizacées controladas (Silva et al.,
2002). Quanto a esterilidade masculina, com o passar do tempo, a idéia de que
os polipléides naturais surgiram pela uniao de gametas nao reduzidos passou a
ser amplamente aceita em Musa, sendo, atualmente, consenso entre os
pesquisadores (Schifino-Wittmann et al., 2001).

Podem ser consideradas quatro classes de hibridacdo: tripldides
resultantes de cruzamento de dipléides com dipléides, com a recombinacgéo
origindria apenas do genitor dipldide masculino; tetrapléides resultantes de
cruzamentos de tripl6ides com dipléides, com a recombinacao originaria apenas
do genitor dipléide masculino; tetrapléides resultantes de cruzamentos entre
tetraploides, com segregacdo nos dois genitores; e tripléides resultantes de
cruzamentos entre tetrapldides e dipldides, também com segregacao nos dois
genitores (Silva et al., 2002).

O pré-requisito basico dos programas de pesquisa objetivando produzir
novas cultivares tem sido a formacao, caracterizacao e avaliacdo de amplas
colecoes de germoplasma. Na utilizacao desse germoplasma, o aumento da
variabilidade desejada ou a eliminacdo da variabilidade indesejada sao etapas
de real importancia no esquema de melhoramento genético pretendido. De
modo geral, quando essa variabilidade € bem adequada ao trabalho do
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melhorista, ndo ha justificativa para proceder a inducao de mutacdes (Silva et
al., 1999).

As atividades de melhoramento genético da bananeira no Brasil tiveram
inicio na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical em 1983, com a introducgao
de germoplasma nacional e coleta em nivel internacional formando assim o
Banco de Germoplasma de Banana (Silva et al., 1999). Embora prejudicado
pelas restricbes legais, o intercAmbio de germoplasma tem sido feito por
intermédio da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, usando apices
caulinares in vitro. Os acessos (400) vém sendo mantidos em campo em Cruz
das Almas (BA), na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (Silva et al.,
2003).

Na bananeira, a variabilidade genética importante localiza-se entre as
diversas formas silvestres da espécie M. acuminata e nas cultivares do grupo
AA. Esta espécie abrange sete subespécies, algumas ainda ndo bem definidas
e cada uma com a sua propria distribuicdo na Asia e na Oceania. As diferencas
morfolégicas sdo tdo acentuadas que, se nao fosse a facilidade de obter
hibridos férteis entre estas subespécies, seria possivel classifica-las como
espécies distintas. As cultivares AA também apresentam uma grande
diversidade morfoloégica, muitas se mostrando estéreis ou pouco férteis (Alves,
1999).

Embora exista um grande numero de variedades de bananeira no Brasil,
quando se consideram aspectos como preferéncia dos consumidores,
produtividade, tolerancia as doencas, porte adequado e resisténcia a seca e ao
frio, restam poucas com potencial agronémico para serem usadas
comercialmente. As cultivares mais difundidas no Brasil s&do: Nanica, Nanicéo e
Grande Naine, do grupo AAA, utilizadas principalmente na exportagéo, e Prata,
Pacovan, Prata Ana, Macéa, Mysore, Terra e D’Angola, do grupo AAB (Silva et
al.,, 1999). Todas as cultivares mencionadas apresentam pelo menos uma
caracteristica indesejavel, como porte inadequado ou susceptibilidade a alguma
doenca.

Uma das estratégias para a solucao do problema da falta de variedades
adequadas, é o desenvolvimento de novos genotipos resistentes a doencas,
nematoéides e pragas, produtivos, que apresentem porte apropriado e que sejam

aceitos pelo consumidor, mediante técnicas de melhoramento genético
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possibilitando a obtencdo de hibridos tetrapldides superiores a partir dos
cultivares tripléides tradicionais (a exemplo do programa em desenvolvimento na
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical). A etapa final do melhoramento
constitui-se na avaliacao dos novos genétipos em areas de producéo (Donato et
al., 2003). De acordo com Silva et al (1999), o uso de cultivares resistentes é
uma das alternativas mais efetivas para o controle de doencas, uma vez que
nao depende da acdo do produtor durante a fase de crescimento das plantas,
nao é prejudicial ao meio ambiente e, geralmente, é compativel com outras
técnicas de manejo. Além de aumentos de produtividade e melhoria na
qualidade dos frutos, uma boa cultivar (resistente as doencas, nematdides e
pragas) implicara em menor custo de producao em fungédo do reduzido emprego
de defensivos agricolas e reducdo de gastos com o manejo da cultura,
aumentando, conseqlentemente, a renda liquida do produtor.

A tendéncia geral do melhoramento genético de plantas é a integracéao
das técnicas classicas com aquelas mais modernas da biotecnologia, levando-
se em consideracdo as vantagens e limitacbes de cada uma delas. Neste
contexto, a tecnologia de marcadores moleculares pode contribuir
significativamente para o conhecimento bésico da cultura e do carater estudado,
e para a geracdo e desenvolvimento de produtos melhorados (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Ja foram desenvolvidos sistemas de marcadores de DNA
em Musa para ajudar na administracdo do germoplasma, selecdo dentro do
complexo génico ou introgressao de espécies silvestres, e para diagnose de

doencas (Crouch et al., 1998).

2.2. Marcadores Moleculares

2.2.1. Marcadores baseados em PCR

Técnicas que fazem uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém
acelerado o desenvolvimento de novos sistemas para obtengdo de marcadores
de DNA, tal como microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats). Estes
marcadores consistem de seqiéncias curtas de nucleotideos repetidas na
mesma ordem, cujo nivel de polimorfismo produzido é devido a variagao do

namero de unidades de repeticdo em um determinado loco. Marcadores SSR’s
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sdo obtidos com o uso de iniciadores que flanqueiam regides contendo os
microssatélites. Os iniciadores para SSR sdo desenhados a partir do
seqlienciamento de fragmentos de DNA, obtidos de bibliotecas gendémicas, onde
0s microssatélites foram previamente localizados (Salla et al., 2002). Dados de
microssatélites obtidos para o género Musa (banana), mostram uma aplicagao
imediata para andlise genética e sugerem que SSR’s podem servir de ancora
para a construcado de um mapa genético basico em banana (Kaemmer et al.,
1997). O trabalho de Souza (2002) mostrou que 11 locos microssatélites foram
capazes de discriminar a maioria das cultivares de bananeira e em alguns
casos, discriminar clones de seus respectivos mutantes somaticos, cultivares
erroneamente classificados e identificar duplicatas. Marcadores SSR’s podem
também ser obtidos, usando oligonucleotideos de seqtiéncias simples repetidas
como iniciadores na amplificacdo de DNA por PCR ou, ainda, como sondas em
experimentos de hibridizagcdo envolvendo DNA gendmico, para a deteccédo de
polimorfismo em familias de DNA repetitivo (Salla et al., 2002).

A facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade da PCR, a torna
particularmente poderosa para estudos genético-moleculares envolvendo
grande numero de individuos de qualquer organismo vivo. Muitos métodos
tradicionais de clonagem, sequienciamento e andlise de polimorfismo de DNA
foram acelerados ou substituidos pelo uso das inUmeras derivacdes da técnica
de PCR. Uma destas derivacbes é a tecnologia RAPD que envolve a
amplificacdo simultanea de varios locos anbénimos no genoma utilizando

iniciadores de seqliéncia arbitraria (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

2.2.2. Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD)

Um dos aspectos mais fundamentais da revolugcdo causada pela PCR foi
a possibilidade de se gerar grandes quantidades de DNA de segmentos
especificos do genoma. DNA em grande quantidade pode ser facilmente
detectado a olho nu diretamente em gel de eletroforese através de corantes
especificos para DNA. Entretanto, a técnica de PCR ainda apresentava uma
limitagdo significativa na obtengcdo de marcadores moleculares andnimos
distribuidos pelo genoma. O grande avango na area de marcadores moleculares
baseados em PCR ocorreu em 1990, com a idéia de se utilizar iniciadores mais
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curtos e de seqiiéncia arbitraria para dirigir a reacao de amplificagéo, eliminando
assim a necessidade do conhecimento prévio de sequéncia. A técnica de PCR
utilizando iniciadores de sequiéncia arbitraria abriu uma perspectiva inteiramente
nova para a analise gendmica de individuos e populacdes. Além de facilitar e
acelerar os estudos que ja ocorriam com as espécies mais tradicionais, a
tecnologia RAPD trouxe uma verdadeira “democratizacdo” da analise de
polimorfismo molecular, ao permitir a realizagdo de estudos de analise genética

em espécies anteriormente ndo contempladas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
2.2.2.1. Vantagens dos marcadores RAPD

RAPD reune, portanto, a simplicidade técnica da visualizacado direta dos
marcadores isoenzimaticos, com o poder de resolu¢do dos marcadores de DNA.
O uso da técnica RAPD n&o requer experiéncia aprofundada em biologia
molecular e nem tampouco instalagdes sofisticadas de laboratério. E uma
tecnologia bastante accessivel, que pode ser transferida diretamente para
estacdes experimentais de melhoramento, para laboratérios avancados de
pesquisa a ser utilizada cotidianamente pelo geneticista. Neste contexto, a
técnica RAPD é uma das poucas ferramentas disponiveis hoje que efetivamente
permite a andlise genética detalhada para um grande numero de marcadores
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

2.2.2.2. Limitagbes dos marcadores RAPD

A principal limitacdo dos marcadores RAPD é o baixo conteludo de
informacao genética por loco. Apenas um alelo é detectado: o segmento que é
amplificado, enquanto que as demais variagbes alélicas s&o classificadas
conjuntamente com um alelo nulo. Outro aspecto que pode ser uma limitacao
em alguns casos € o desconhecimento prévio da base genética das bandas
RAPD (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Outra limitacdo da técnica de RAPD é a
baixa repetibilidade que se pode apresentar (Santos, 1994).
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2.2.3. Aplicagdes de marcadores moleculares na genética e melhoramento de

plantas

O sucesso de um programa de melhoramento genético depende
fundamentalmente de algumas etapas como a escolha de genitores que
produzam individuos com a melhor combinacéo de alelos favoraveis e a seleg¢ao
de genotipos superiores em populacdes segregantes (Lanza et al., 2000).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a
manipulagdo do DNA, que culminou no surgimento dos varios tipos de
marcadores moleculares disponiveis atualmente (Lanza et al., 2000). Os
marcadores moleculares sao considerados potentes ferramentas no auxilio do
melhoramento, pois fornecem um numero ilimitado de polimorfismo com base no
DNA e séao independentes dos efeitos ambientais e do estado fisioldégico da
planta, permitindo a identificagdo precoce e precisa de individuos com uma
melhor combinacéao de alelos favoraveis (Ferreira e Grattapalia, 1998)

Nos ultimos dez anos, técnicas que permitem fazer distingdo diretamente
em nivel de DNA tém permitido acessar a variabilidade genética dentro do
complexo génico de espécies cultivadas, assim como identificar a diversidade
disponivel em bancos de germoplasma. Os marcadores de DNA apresentam
vantagens em relacdo aos marcadores isoenzimaticos, uma vez que podem ser
obtidos em grande numero e nao sofrem influéncia dos efeitos ambientais
(Borém, 2001). Wesh e McClelland (1990) e Williams et al (1990) introduziram
uma técnica que se baseia na deteccao de polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso (RAPD), usando oligonucleotideos de dez bases. Esta técnica tem se
mostrado eficiente na identificacdo da variabilidade genética em diversos grupos
de plantas e pode ser usada como uma ferramenta auxiliar em programas de
melhoramento, encontrando também aplicacdo na obtencdo de mapas
genéticos e identificagdo de marcadores moleculares Uteis na selecao assistida,
entre outras. Os distintos tipos de marcadores moleculares disponiveis,
atualmente, diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade
de DNA (Kaemmer et al., 1997). A técnica DNA polimérfico amplificado ao acaso
(RAPD) é baseada em PCR (“polymerase chain reaction”), usa um Unico
iniciador por vez para amplificar fragmentos pequenos de DNA (Williams et
al.,1990). Essa amplificagdo é simultdnea em varios locos aleatérios no genoma
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(Ferreira e Grattapalia, 1998) e é apropriada para revelar polimorfismo entre
individuos. Uma das vantagens da técnica é nao ser necessario o conhecimento
prévio da seqliiéncia a ser estudada.

Marcadores RAPD foram usados para acessar a variabilidade genética
contida em cole¢des de milho, rosa, centeio, sorgo e arroz. Poucos exemplos do
uso de RAPD tém sido mostrados na literatura em frutiferas (Salla et al., 2002).
Em ameixa, por exemplo, os marcadores RAPD foram utilizados na
caracterizagdo genético-molecular e no estudo da variabilidade genética de
cultivares e resultados significativos foram obtidos com estes marcadores,
permitindo estimar a variabilidade genética entre gendétipos e a diferenciacao
das espécies (Bianchi et al., 2003). Em pereiras também houve a caracterizacao
e identificacdo de cultivares e selecées por meio de marcadores RAPD. Estes
podem auxiliar em muito os melhoristas da pereira, seja para identificacdo de
provaveis parentais de hibridos, cuja origem € desconhecida, seja para
estruturar a variabilidade genética no sentido de direcionar cruzamentos entre
grupos heteréticos de interesse (Sawazaki et al., 2002).

Com os avancgos biotecnolégicos, tem sido crescente a utilizacao de
técnicas de marcadores de DNA no estudo da diversidade genética em plantas.
Técnicas como determinacdo de padroes isoenzimaticos ou amplificacdo
casualizada de DNA polimérfico (RAPD) tém sido empregadas na busca de
verificar variagdes somaclonais, mutagcdes e polimorfismo, entre outras (Ferreira
& Grattapaglia, 1998).

O uso de marcadores RAPD permite a pesquisa de individuos dentro de
uma populacdo heterogénea e baseia-se na identificacdo de proporcdes de
polimorfismo e de marcadores compartilhados, permitindo a identificacdo do
parentesco entre cultivares e inferéncias da diversidade existente entre e dentro
de cultivares (Gottardi et al., 2002)

2.3. “DNA Fingerprint”

“DNA Fingerprints” tém sido utilizados para descrever o padrdo molecular
de um gendtipo. Eles podem ser obtidos a partir de varios tipos de marcadores
moleculares. Resumidamente estes marcadores moleculares podem ser

classificados em dois grupos, a depender da metodologia utilizada para
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identifica-los: 1) hibridizacdo de DNA (RFLP e minissatélites) ou 2) amplificacao
de DNA (RAPD, SCAR, microssatélite ou SSR, AFLP). Para cada tipo de
marcador de DNA existem vantagens e limitacbes (Ferreira e Grattapaglia,
1998).

Desde 1994, uma técnica de marcador molecular nova, chamada
amplificagdo inter repeticbes de sequéncia simples (ISSR - Inter Simple
Sequence Repeats) esta disponivel. ISSRs sdao marcadores semiarbitrarios,
ampliados por PCR em presenca de um oligonucleotideo complementar para um
microssatélite designado (Zietkiewicz et al., 1994). No trabalho de Godwin
(1997) com banana e sorgo, os dados indicam que este ndo é geneticamente
um resultado de maior polimorfismo, porém, normalmente técnica de ISSR
demonstra um nivel mais alto de polimorfismo que a técnica de RFLP.

A técnica IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism) detectou
niveis altos de polimorfismo sem a necessidade de digerir DNA, ligacées ou
sondas de hibridagdo para gerar dados de marcador, aumentando assim a
confianca e robustez do ensaio. No estudo de Teo et al. (2005) foi aplicado
métodos de IRAP para gerar marcadores moleculares que caracterize a
constituicdo de genoma e a diversidade de espécies do género Musa que
obteve como resultado um alto grau de polimorfismo dos produtos de IRAP.
Enquanto no trabalho de Nair et al. (2005), os iniciadores usados (IRAP) foram
Uteis para identificar a presenca do genoma B em cultivares de banana e a
intensidade da banda como indicador preliminar do nivel de ploidia do
genoma B.

O uso do “DNA fingerprinting” para a conservacao e o melhoramento do
germoplasma de Musa permite a identificacdo de espécies e cultivares e a
determinacao das relacdes evolutivas entre os clones. Ajuda na identificacao de
duplicatas entre os acessos no campo e em bancos de germoplasma de cultura
de tecidos. Também pode ser usado no monitorando da estabilidade genética
do material da cultura de tecido (e.x. variacdo somaclonal) e identificacdo de
caracteristicas dos marcadores para uso em cruzamentos e mutacdo em

programas de melhoramento (Onguso et al., 2004).
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2.3.1. Aplicacao dos marcadores moleculares no estudo do “DNA Fingerprint”

Um dos marcadores mais utilizados para confeccao de “DNA fingerprints”
€ o0 RAPD. Os marcadores RAPD usam iniciadores curtos e de sequéncias
arbitrarias para dirigir a reacdo de amplificagdo do DNA, eliminando a
necessidade de conhecimento prévio da seqiéncia (Welsh e McClelland, 1990;
Williams et al., 1990). Isto gera fragmentos desconhecidos de DNA que quando
submetidos a separagéo por eletroforese, formam um RAPD “fingerprint” a partir
da visualizag&do das bandas de DNA no gel.

As analises de RAPD “fingerprint” estdo baseadas no fato de que cada
iniciador arbitrario dirige a sintese de varios segmentos de DNA
simultaneamente em diversos pontos no genoma, resultando assim em varias
bandas com pesos moleculares diferentes, a depender do tamanho do
segmento do DNA amplificado. Uma vez estabelecido o “fingerprint” do genoma
em questao, varias informacdes podem ser obtidas, o que pode ser comprovado
pela ampla utilizagdo da técnica para estudos em microrganismos, plantas e
animais. (Sharon et al., 1992; Oakley et al., 1998; Singh e Roy, 2001; Urasaki et
al., 2002; Vitéria et al., 2004).

A técnica RAPD tem sido usada com sucesso na identificacdo, na
caracterizacao, na estimativa da divergéncia genética e na constru¢do de mapas
de ligacdo génica em diversas culturas, como mamao, maracuja, pimenta e
pimentao, quiabo, feijdo, batata, morango, melédo, abdbora, dentre outras.

Em Musa, a técnica RAPD tem sido empregada visando a caracterizacdo
no germoplasma, discriminacdo de cultivar bem como na definigdo da
composicdo genbmica dos clones. Bhat & Jarret (1995), caracterizaram 57
genotipos de Musa de constituicao genémica AA, AAA, AB, AAB, ABB e BB
empregando marcadores RAPD. Apenas 10 iniciadores de RAPD foram
suficientes para discriminar todos os genoétipos, permitindo ainda diferenciar
cultivares que se apresentaram idénticas pelos descritores morfoldgicos.
Damasco et al. (1996) identificaram um marcador RAPD capaz de discriminar
variantes somaclonais de ‘Cavendish’ apresentando a caracteristica de
nanismo. Kaemmer et al. (1992) empregaram fingerprinting de oligonucleotideos
e RAPD na caracterizacado de 15 genétipos de Musa, compreendendo espécies
silvestres e cultivares de constituicdo AA, AAA, AAAA, AAB, ABB e BB, o que

possibilitou aos autores identificar bandas associadas aos genomas A e B. Pillay
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et al. (2000), determinaram a composicao gendmica de 29 gendétipos de Musa,
empregando trés marcadores RAPD especificos de genoma A e B por eles
identificados. Estes mesmos marcadores permitiram aos autores reclassificar
genotipos caracterizados erroneamente pelos descritores morfoldgicos.

Esta ferramenta molecular tornou-se uma importante complementacao
para os métodos taxonémicos ja existentes. Os dados obtidos por Gehrig et al.
(1997) para filogenia e ecofisiologia de 30 espécies de Kalanchoe, um género
sabidamente CAM, reafirmaram esta tendéncia. Os autores comprovaram, com
respaldo molecular, trés subdivisdes no género quanto ao seu comportamento
fotossintético e caracteres morfoldgicos ja estabelecidos taxonomicamente. Os
resultados também corroboram a suposicao de que as plantas CAM evoluiram
das plantas C; e sugerem que o centro de origem de Kalanchoe esteja
localizado nas regides imidas da Africa.

Apesar de ser uma técnica rapida e simples, a possibilidade de co-
migracao de fragmentos de DNA com tamanhos muito proximos, mas com
diferentes seqiéncias de nucleotideos pode levar a uma interpretagao errbnea
dos resultados. Esta possibilidade tem sido discutida para espécies como
girassol (Rieseberg, 1996) e uva (Xu et al., 1995) e foi apresentada pela
primeira vez para microrganismos em estudos desenvolvidos com Aeromonas
hydrophila (Oaklley et al., 1998), alertando para os cuidados que devem ser
tomadas na interpretacdo dos RAPD “fingerprints”.

Na deteccao de variabilidade genética entre 22 gendtipos de mamoeiros
estudados, Cattaneo (2001) mostrou que os marcadores RAPD foram menos
eficazes que marcadores AFLP, discriminando os 22 gendtipos em apenas dois
grupos.

A utilizagdo de outros tipos de marcadores de DNA (SCAR, AFLP, RFLP)
vem sendo utilizada com o objetivo de se superar as limitacées dos marcadores
RAPD. Porém, apesar de uma série de controvérsias em relagcdo a
confiabilidade dos resultados obtidos com RAPD, a rapidez e facilidade de
execugdo aliadas a analise criteriosa dos resultados ainda faz destes
marcadores uma boa opcéo.

No trabalho de Loh et al. (2000) a técnica de AFLP se mostrou util em
caracterizar cultivares e estudar as relagdes entre as cultivares de banana. Ha
uma necessidade de desenvolver uma biblioteca de DNA para cultivares de
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Musa. Caracteristicas morfolégicas e nomes locais para cultivares especificos
também precisam ser revisados para refletir a uniformidade genética das
cultivares. Deve-se estimar novamente a classificacao atual dos polipléides A e
B em M. acuminata usando perfis de DNA que também devem ser

estabelecidos.

2.4. Diversidade Genética

A existéncia de variagdo € comum a todas as espécies biolégicas e
ocorre praticamente para todas as caracteristicas de uma espécie. Desse modo
tem sido observado variagdo para coloragdo de flor, produtividade de graos,
altura de planta, teor de carboidrato e para muitas outras caracteristicas. Esses
exemplos mostram que é possivel realizar selecao e, consequentemente, atingir
o melhoramento genético de qualquer espécie e, praticamente, qualquer carater
de interesse (Ramalho et al., 2000).

O conhecimento da divergéncia genética entre os gendétipos utilizados
em programas de melhoramento permite a organizacao da variabilidade desses
materiais auxiliando a selecdo de genitores e potencializando os ganhos
genéticos obtidos (Padilha, 2002).

De forma bem simples, pode-se definir a divergéncia genética como a
distancia genética entre populacées, individuos ou organismos, com base numa
série de caracteristicas que podem ser morfoagrondmicas, fisiologicas,
bioguimicas, polimorfismo de DNA ou outras caracteristicas que o pesquisador
desejar trabalhar (Amaral e Thiébaut, 1999).

Segundo uma conceituacdo mais classica, a divergéncia genética
expressa a diferenca entre as freqiéncias alélicas das populacdes. Portanto, é a
diferenca entre as contrapartes alélicas que dara origem a divergéncia genética
(Borém, 2001).

2.4.1. Aplicacado dos marcadores no estudo da diversidade genética

O estudo da diversidade genética, ou das diferencas nas freqténcias
alélicas das populagdes, tem importancia fundamental na escolha de variedades

a serem utilizadas como progenitores, uma vez que a distancia genética entre



20

0s genitores € indicativo de expressdao heterética nas progénies (Falconer,
1987).

No estudo da diversidade genética, de acordo com Moreira (1999) citado
por Gomes (2004), podem ser usadas caracteristicas morfo-agronémicas das
espécies, assim como caracteristicas fitoquimicas ou micromoleculares.
Entretanto, as variacbes ambientais podem influir decisivamente na estimativa
de tais caracteristicas.

Os marcadores moleculares evitam muitos dos problemas decorrentes da
influéncia ambiental, pois permitem analisar a variagdo diretamente no genoma
(DNA). Os marcadores moleculares representam uma ferramenta poderosa e
rapida para o estudo da diversidade genética, tanto para uso em trabalhos de
melhoramento genético, quanto na conservacao in situ e ex situ de
germoplasma (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Outro aspecto da diversidade genética, que é abordado por Cruz e
Regazzi (1997) e Amaral junior e Thiébaut (1999), refere-se a possibilidade de
recuperacao de gendtipos superiores nas populacdes segregantes, quando sao
identificadas combinacdes hibridas de maior efeito heterdtico.

Um estudo de diversidade genética entre gendtipos comerciais de
maracujazeiro-amarelo do programa de melhoramento da UENF determinada
por marcadores RAPD mostrou que esses gendtipos seguiram um padrao de
divergéncia consistente com o observado nos trabalhos de campo, mostrando a
baixa variabilidade existente entre os individuos estudados, indicando que, para
um programa de melhoramento com bons indices e ganhos satisfatorios,
variabilidade adicional deve ser introduzida nas populagdes de estudo (Viana et
al., 2003).

2.4.2. Medidas de similaridade

As medidas de similaridade, ou coeficientes de similaridade, séo
utilizadas em andlises por meio de marcadores de DNA, como o RAPD ou
AFLP, que geram variaveis binarias, do tipo auséncia (0) e presenca (1). Sao
utilizadas, também, as medidas de dissimilaridade, que sao obtidas pelo
complemento aritmético das medidas ou coeficientes de similaridade (Moreira et
al., 1994).
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De acordo com Cattaneo (2001), em funcdo de existirem varios
coeficientes de similaridade propostos, a escolha desse ou daquele vai
depender dos objetivos da pesquisa, do tipo de unidade amostral em estudo e
das propriedades inerentes de cada coeficiente.

Dentre os coeficientes, o indice de Jaccard tem sido bastante utilizado,
sendo indicado para comparar populacdes dentro de uma espécie. O indice de
Jaccard esta entre aqueles que nao utilizam “d”, que se refere as concordancias
do tipo 0-0, ou seja, auséncia de banda nas duas amostras, pois
necessariamente as concordancias 0-0 ndo indicam similaridade, ja que as
alteracées no genoma, que condicionam a auséncia de banda em um gendtipo,
podem ndo ser as mesmas que ocasionam a auséncia de banda em outro
(Amaral e Thiebaut, 1999).

2.4.3. Analise de agrupamento

A andlise de agrupamento consiste no uso de técnicas que permitem
reunir, por algum critério de classificacdo, unidades amostrais em grupos, de
maneira que as unidades sejam similares dentro do grupo e com
heterogeneidade entre os grupos. Os métodos utilizados para se efetuar o
agrupamento pressupdem a estimagdo de uma medida de similaridade ou
dissimilaridade para a formacéo dos grupos (Cruz e Regazzi, 1997).

Os métodos de agrupamento podem ser classificados em hierarquicos ou
de otimizacdo. Nos métodos hierarquicos, se obtém um dendrograma, que
expressa graficamente a relacao entre as observacdes, enquanto nos métodos
de otimizagdo, como o de Tocher, os grupos formados sdao mutuamente
exclusivos, nao permitindo a visualizacdo das relacées entre grupos, nao

havendo subjetividade na formacao dos grupos (Amaral Junior, 1994).
2.4.3.1. Método hierarquico UPGMA

Nos métodos hierarquicos, o objetivo final é a obtencdo de um
dendrograma, onde 0s agrupamentos sao obtidos tomando como base as
diferengas abruptas de mudanca de nivel do mesmo (Amaral Juanior, 1994; Cruz
e Regazzi, 1997). Os métodos hierdrquicos utilizam um processo de
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agrupamento que se repete em varios niveis até que se estabeleca um
dendrograma.

O método UPGMA (unweighted pair-group method using an arithmetic
average) utiliza a media das distancias entre todos os pares de genotipos, na
formacdo de cada grupo. A distancia intergrupos é obtida pela média das
distancias pareadas dos membros dos dois grupos (Dias, 1998)

No melhoramento genético e em estudos biolégicos, 0 método UPGMA é
um dos mais utilizados. O UPGMA ¢ indicado quando os possiveis grupos
naturais sdo de diferentes dimensdes e é recomendado quando nos gendtipos a
serem agrupados, ha expectativa de formacao de grupos proximos daqueles
considerados naturais. O método UPGMA proporciona um agrupamento dos
genotipos com muitas propriedades desejaveis, como a alta estabilidade
(Cattaneo, 2001).

2.4.3.2. Métodos de Otimizacao de Tocher

De acordo com Cruz e Regazzi (1997), o agrupamento de gendtipos
utiizando o método de otimizacdo de Tocher esta entre as técnicas mais
comumente empregadas no melhoramento vegetal.

O método de Tocher realiza a particdo do conjunto de gendtipos em
subgrupos ndo-vazios e mutuamente exclusivos, ou seja, independentes, por
meio de uma medida de dissimilaridade pré-estabelecida (Amaral Junior e
Thiebaut, 1999).

O critério adotado pelo método de otimizacdo de Tocher é de que a
média das medidas de dissimilaridade dentro de cada grupo deve ser menor
que as distdncias médias entre quaisquer grupos. A obtencdo da matriz de
dissimilaridade, sobre a qual o par de progenitores mais similar é identificado, é
requerida pelo método, e ira constituir o primeiro grupo. A partir dai, avalia-se a
possibilidade de inclusdo de outros gendtipos neste grupo, respeitando o critério
da distancia média dentro do grupo ser inferior a quaisquer distancias entre
grupos (Cruz e Regazzi, 1997).

Segundo Cattaneo (2001) o valor da distancia dentro de um grupo é
sempre aumentado com a entrada de um novo genétipo. A decisao de incluir o

genotipo em um grupo, geralmente, é feita arbitrariamente. Normalmente, tem-
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se comparado 0 acréscimo no valor médio da distancia dentro do grupo € um
nivel maximo permitido, ou seja, o valor maximo da medida de dissimilaridade

encontrado no conjunto das menores distancias envolvendo cada genétipo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Genético

Foram avaliados 21 gendétipos de bananeira. Esses 21 genoétipos foram
introduzidos em pesquisas anteriores na Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em um experimento que foi instalado na érea
experimental da Universidade, localizada na Escola Agricola Estadual Antonio
Sarlo. Foram avaliados os seguintes genoétipos: FHIA 18, Prata Ana, UENF
1526, Pacovan, Caipira, Maga, UENF 1527, Nanicdo, Thap Maeo, UENF 1528,
UENF 1529, Grande Naine, Ambrésia, Bucaneiro, Calipso, PV42-68, PV42-85,
PV42-142, ST12-31, Calcutta e BB da Franca (Quadro 1).



Quadro 1. Descricao dos gendtipos que foram avaliados para o estudo de “DNA Fingerprint” e na diversidade genética e suas

respectivas procedéncias. UENF, Campos dos Goytacazes-RJ, 2006.

Genoétipo Grupo Subgrupo Procedéncia Principais caracteristicas
gendémico
Embrapa Mandioca e | Porte médio, perfilhamento bom, produz mais de 10 pencas, cerca de
FHIA 18 AAAB Prata Fruticultura Tropical |40 Kg. Resistente a Sigatoka-negra e suscetivel ao moco e ao mal-
do-Panama.
Embrapa Mandioca e |Porte baixo, frutos semelhantes ao da ‘Prata’ na forma, tamanho,
Prata Ana AAB Prata Fruticultura Tropical |sabor porém maior produtividade que a ‘Prata’. A cultivar é suscetivel
as sigatokas amarela e negra e ao mal-do-Panam4a, todavia
apresenta boa tolerancia a broca-do-rizoma e aos nematoides.
UENF Embrapa Amazénia |Superior a ‘Prata Anad’, maior peso das pencas, numero e
1526 AAAB Prata Ocidental comprimento dos frutos. Resistente a sigatoka-amarela e ao mal-do-
Panama.
Embrapa Mandioca e |Planta vigorosa, porte alto, bom perfilhamento. Supera a
Pacovan AAB Prata Fruticultura Tropical |produtividade da ‘Prata’. Resistente a nematdides e suscetivel as
sigatokas amarela e negra e ao moco.
Embrapa Mandioca e |Porte médio a alto, 6timo perfilhamento, frutos pesando em torno de
Caipira AAA - Fruticultura Tropical |123g, com 100 frutos por cacho. Resistente a sigatoka-amarela, a
sigatoka-negra e ao Mal-do-Panama.
Embrapa Mandioca e |Porte alto, fruto delicado, curtamente pedunculado, rolico, de cascas
Maca AAB - Fruticultura Tropical |finas, delicadas e amarelas. Cachos pequenos. Sabor semelhante ao
da maca. E altamente suscetivel ao Mal-do-Panama.
UENF AAA - Embrapa Amazobnia -
1527 Ocidental
Embrapa Mandioca e |Mutacdo da ‘Nanica’. Porte de médio a alto, cachos de médio a
Nanicao AAA Cavendish | Fruticultura Tropical |grande, fruto médio de excelente sabor. E altamente resistente ao

mal-do-panama e suscetivel as sigatokas amarela, negra e a broca.
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Quadro 1. Cont.

Thap Embrapa Mandioca e |Variante da Mysore, porém possui maior vigor € cachos maiores.
Maeo AAB Mysore Fruticultura Tropical |Porte alto, perfilhamento bom. Resistente as sigatokas amarela e
negra e ao mal-do-Panama. Suscetivel ao moco.
UENF AAB - Embrapa Amazbnia -
1528 Ocidental
Alta capacidade produtiva, frutos de pedunculo rigido. Porte alto,
UENF AAB Prata Embrapa Amazoénia |perfilhamento bom. Altamente resistente as sigatokas amarela e
1529 Ocidental negra e suscetivel ao moco, mal-do-Panama, broca-do-rizoma e ao
nematoide cavernicola.
Grande AAA Cavendish | Embrapa Mandioca e | Porte médio a baixo. Resistente ao mal-do-Panama e suscetivel as
Naine Fruticultura Tropical |sigatokas amarela e negra.
Ambroésia AAAA Gros Michel | Embrapa Mandioca e | Porte médio. Resistente ao mal-do-Panama e a sigatoka-negra.
Fruticultura Tropical
Bucaneiro AAAA Gros Michel | Embrapa Mandioca e | Porte médio. Resistente ao mal-do-Panama e a sigatoka-negra.
Fruticultura Tropical
Calipso AAAA Gros Michel | Embrapa Mandioca e | Porte médio. Resistente ao mal-do-Panama e a sigatoka-negra.
Fruticultura Tropical
PV42-68 AAAB Prata Embrapa Mandioca e | Também chamada de Pacovan Ken, possui porte alto. Resistente as
Fruticultura Tropical |sigatokas amarela e negra e ao mal-do-Panama.
Embrapa Mandioca e [Também chamada de Preciosa. Porte alto, frutos grandes.
PV42-85 AAAB Prata Fruticultura Tropical |Resistente as sigatokas amarela e negra e ao mal-do-Panama.
PV42-142 AAAB Prata Embrapa Mandioca e | Possui porte alto. Resistente as sigatokas amarela e negra.
Fruticultura Tropical
ST12-31 AAAB Prata Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical |Porte alto. Resistente a sigatoka-amarela.
Calcutta AA - Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical |Espécie silvestre, dipléide.
BB da BB - Embrapa Mandioca e
Franca Fruticultura Tropical |Espécie silvestre, dipléide.
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3.2. Caracterizacao molecular via RAPD

A andlise de “DNA fingerprint” entre os acessos foi feita com base na
caracterizagdo molecular, utilizando-se a técnica RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA). As anélises moleculares foram realizadas no Laboratério de
Melhoramento Genético Vegetal do Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agropecuaria da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(LMGV/CCTA/UENF), em Campos dos Goytacazes, RJ.

3.2.1. Isolamento do DNA Genbémico

DNA genbmico foi isolado de acordo com o protocolo descrito por Doyle e
Doyle (1990) com algumas modificagdes. Foram utilizadas amostras de folhas
jovens de cada acesso. As laminas foliares sem a nervura central foram
coletadas e mantidas em gelo no campo e armazenadas a -70° C em
ultrafreezer. As amostras foram maceradas em almofariz de porcelana,
contendo nitrogénio liquido, até a obtencdo de um po6 fino. Aproximadamente
300 mg de material macerado foi transferido e congelado para microtubos
Eppendorf de 2,0 ml. Posteriormente, foi adicionado 1000 ul de tampao de
extragao (Quadro 2). Foi dado o vortex e incubou-se os tubos em banho-maria a
65°C por 40 minutos.
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Quadro 2. Tampéao de extracdo utilizado para ressuspender o tecido vegetal
visando a solubilizacdo de membranas lipoprotéicas e desnaturagdo de

proteinas enquanto o DNA é protegido da acao de enzimas de degradacgao.

Estoque Concentracao | Concentracao Para 24 ml
inicial final

CTAB 5% 1% 4.8 ml

NaCl 2,5M 1,4M 13,44 ml

EDTA 0,25M 20mM 1,92 ml

Tris-HCI (pH8) 1,0M 100mM 2,4 ml

PVP* sélido 1% 0,24 g

B-Mercaptoetanol 0,1% 24 ul

H.O Completar volume

* PVP - polivinilpirrolidona

Os tubos foram retirados do banho-maria e

aproximadamente por cinco minutos a 14.000 rpm em microcentrifuga

centrifugados

Eppendorf e forami transferido 900 ul do sobrenadante para novos tubos de
2,0ml. Foi adicionado ao sobrenadante 900 ul de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1) e novamente foram centrifugados. A fase superior (800 pl) foi transferida
com micropipeta de 1000 pl para novo tubo de 2,0ml que recebeu 800 ul de
cloroférmio-alcool isoamilico e centrifugados novamente. A fase superior foi
transferida para um novo tubo (1,5ml) e foram adicionados 2/3 do volume de
isopropanol gelado. Os tubos foram incubados a 4°C durante a noite.

As amostras foram centrifugadas ainda geladas por dez minutos a 14.000
rom no dia seguinte. Um precipitado branco se formou no fundo do tubo. O
sobrenadante foi removido e o precipitado foi lavado duas vezes com 100 pL de
etanol 70% e uma vez com 100 pL de etanol 95 %. As amostras de DNA foram
deixadas a temperatura ambiente por 20 minutos para secagem e entdo
ressuspendidas em 200 pyL de TE (10mM Tris-HCI, 1imM EDTA, pH 8,0)
contendo RNAse na concentracdo final de 4,0 uL/ml. As amostras foram

Incubadas a 37°C por 30 minutos e, posteriormente, adicionou-se 40 uL de NaCl
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(2,5M) na proporgéo de 1:10 (NaCl : DNA ressuspenso) e 2/3 de isopropanol
gelado aos tubos (160 uL), que foram mantidos em geladeira a 4°C durante a
noite. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000
rom, lavadas com etanol como j& mencionado anteriormente, desidratadas e
ressuspendidas em volume final de 100 pyL de agua mili Q.

A determinacdo da concentracao de DNA foi baseada na quantificacao
obtida por meio da analise comparativa em gel de agarose, na presenca de
brometo de etidio. Como padrao de referéncia para quantificagao, foi utilizado o
plasmideo pGEM;4, adicionado ao gel nas concentracées 25ng, 50ng, 80ng e
100ng. As amostras foram padronizadas em 25 ng/ul para serem utilizadas nas
analises de RAPD.

3.2.2. Selegéo de iniciadores

Uma triagem de iniciadores foi feita de forma prévia, tendo como critérios
de escolha, em ordem decrescente de prioridade, um grande nimero de bandas
totais e um grande numero de bandas polimoérficas. Foram escolhidos,
aleatoriamente, um gendtipo dipléide, dois gendtipos tripldides e um tetrapléide.
Foram testados 96 iniciadores, escolhidos aleatoriamente, e selecionados os 40
melhores.

Em um estudo de caracterizacdo genética de cultivares de banana
realizado no Quénia utilizando para tal marcadores RAPD, foram selecionados
19 iniciadores que produziram polimorfismo (Onguso, 2004). Desses 19
iniciadores somente dois foram utilizados no presente trabalho, pois nédo se
obteve bons resultados com os demais iniciadores.

3.2.3. PCR

As reacbes de amplificacdo foram realizadas conforme Williams et al.
(1990), com modificacbes (volume final de 20 pL) e contendo os reagentes nas
seguintes concentracoes: 12,68 pL de agua; 2,0 yL de tampéao 10X; 1,6 yL de
MgCly; 1,0 yL de dNTP’s; 1,6 uL de iniciador e 0,12 unidade de Tag DNA
polimerase produzida na UENF (Quadro 3). Foram utilizados microtubos para
PCR nos quais foram colocados 1 uL de DNA e, paralelamente, preparado um
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mix contendo um iniciador diferente. Desta solugdo, foram retirados 19 pL e

adicionados aos microtubos, totalizando os 20 yL da reacao.

Quadro 3. Componentes basicos da reacado para a preparacdo do coquetel

para realizacao do PCR

REAGENTES CONC. FINAL | UMA REACAO | 25 REACOES
Agua (. s. p.) 20 uL 12,68 uL 317,00 yL
Tampéao 10X 1X 2,0 uL 50,00 pL
MgCl. (25mM) 2,0 mM 1,6 uL 40,00 uL
dNTP's (2mM cada) 100 uM 1,0 L 25,00 pL
Primer 0,4 uM 1,6 uL 40,00 pL
Taq 0,12 U 0,12 uL 3,00 L
DNA (10 ng/ uL) 10 ng 1,0 uL

Foi utilizado o termociclador (Perkin EImer GeneAmp PCR System 9700)
programado para 95 °C por 1 minuto, seguido de 45 ciclos de 1 minuto a 94 °C,
1 minuto a 36 °C e 2 minutos a 72 °C, e uma etapa final para extensao de 7
minutos a 72 °C, utilizando o modo de transicdo de temperatura mais rapida,
12C/s.

Os produtos amplificados (bandas) foram obtidos por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1,2% e visualizados apo6s coloracdo por
brometo de etidio (fotodocumentacdo via Eagle Eye). Os perfis de RAPD de
cada genoétipo foram obtidos somente pela presenca (1) e auséncia (0) de
bandas de alta densidade.
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3.3. Estudo do “DNA fingerprint”

Para a obtencdo do “DNA fingerprint” foram obtidos inicialmente
marcadores RAPD. A escolha por estes marcadores deve-se ao fato de nao ser
necessario nenhum conhecimento prévio da seqiéncia alvo do DNA em estudo,

ja que se trata de um marcador de sequiéncia arbitraria.

3.4. Analise de Divergéncia Genética via Marcadores RAPD

Na interpretagdo das andlises moleculares, foi utilizado o complemento
aritmético do Indice de Jaccard, representado por:

C=1- — ¢ |
a+b+c

em que:
a = numero de casos em que a caracteristica esta presente nos dois gendtipos,
simultaneamente;

b = nimero de casos em que a caracteristica esta presente somente no
genotipo i;

C = numero de casos em que a caracteristica estd presente somente no
genotipo j.

Posteriormente foi adotado o método hierarquico UPGMA para o
agrupamento. No procedimento analitico, partindo-se da matriz de distancias
genéticas, procedeu-se a sucessivas identificacbes dos genétipos mais
proximos, a partir do par mais semelhante, até que se estabeleceu um diagrama
de arvore.

Para a aglomeragdao dos acessos também foi utilizado o método de
Tocher, da seguinte forma: a partir da matriz de distancias genéticas identificou-

se 0 par mais proximo que constitui o primeiro grupo; concomitantemente,

obteve-se 9, que € o maior valor do conjunto de menores distancias entre os

acessos. A partir de entdo, foi avaliado a possibilidade de inclusdo de outros
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acessos neste grupo, respeitando o critério da distdncia média intragrupo ser
inferior a quaisquer distancias intergrupos. Para tanto, procedeu-se a

comparagao entre o acréscimo no valor médio da distancia dentro do grupo e o

maximo permitido, comumente denominado 6. A inclusdo de um acesso em um

grupo foi possivel quando:

2
D ik _¢
n

em que:

2 .
D=k _ distancia entre o grupo ij e o acesso Kk, obtida pela expressao:
2 2 2
D=k _ Dk + D7 jk | sendo:
D2 oA .
ik = distancia entre os acessos i e k;
D2 ik . . .
J* = distancia entre os acessos j e k; e

n = numero de acessos que constitui 0 grupo original.

Os dados obtidos foram analisados pelo Programa Genes (Cruz, 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. “DNA Fingerprint”

Para serem obtidas marcas moleculares tipo RAPD, foram utilizados 31
iniciadores, gerando um total de 94 marcas totais, sendo 19 marcas
monomorficas e 75 marcas polimoérficas. Estas 75 marcas polimorficas foram
capazes de distinguir e identificar os 21 genétipos em estudo (Tabela 1).

Deu-se énfase a discriminacao dos genétipos UENF 1526 (FHIA 18),
UENF 1527 (Caipira), UENF 1528 (Thap Maeo) e UENF 1529 (Prata Zulu). Tais
variedades foram introduzidas na colegdo da UENF, mas em trabalhos de
campo, onde se procedeu a caracterizagdo agrondmica de onze variedades
elites, onde ja existiam as mesmas variedades descritas acima, observou-se o
desempenho diferenciado de genétipos com o mesmo nome. O “DNA
Fingerprint” nos auxiliou na correta identificacdo dos referidos genoétipos e
possiveis ocorréncias de falha de identificacdo dos materiais vegetais
introduzidos na coleg¢éo da UENF.



34

Tabela 1 — Lista dos iniciadores polimérficos e das marcas monombérficas,
polimérficas e totais geradas por cada um deles. Caracterizagdo quanto ao

tamanho dos fragmentos das marcas polimorficas (pb).

Primer Marca Marca Marcas Tamanho marca
monomorfica polimorfica totais polimoérfica (pb)

OPA 05 0 3 3 2450/a-2500/b-1250
OPA 10 0 1 1 1250
OPA 17 1 1 2 1350
OPA 18 0 3 3 1000/a-2850/b-2800
OPA 19 0 4 4 2200/a-2450/b-1100
OPA 20 0 3 3 2100/a-1200/b-1000
OPB 05 0 3 3 1500/a-1500/b-1200
OPB 06 1 1 2 1200
OPB 07 0 3 4 1200/a-1050/b-1300
OPB 08 0 4 4 2500/a-2000/b-1100/c-2100
OPB 09 0 2 2 2000/a-900
OPB 11 1 2 3 1000/a-900
OPB 12 2 4 6 1550/a-1050/b-1000
OPB 13 1 2 3 1000/a-1350
OPB 14 1 1 2 2550
OPB17 1 1 2 1000
OPB 19 0 2 2 2500/a-2000
OPC 01 0 1 1 2000
OPC 02 0 2 2 1050/a-900
OPC 04 0 3 3 2200/a-1250/b-900
OPC 11 1 2 3 1200/a-1050
OPC 12 2 3 5 1250/a-1050/b-900
OPD 02 1 2 3 1450/a-1200
OPD 03 0 3 3 1200/a-1000/b-900
OPD 04 4 3 7 2100/a-2100/b-2100
OPD 05 1 3 4 2500/a-2000/b-1100
OPAA 03 0 3 3 2000/a-2500/b-2200
OPAA 11 0 3 3 2200/a-2100/b-2000
OPAA 16 2 1 3 1000
OPAA 17 0 3 3 1200/a-3500/b-1000
OPAB 18 0 3 3 1100/a-1000/b-900
TOTAL 19 75 94

bp: pares de base

a, b, ¢, d — utilizado para diferenciar marcas geradas pelo mesmo iniciador.
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Das 75 marcas polimérficas, 46 apresentaram a mesma funcdo, sendo
capazes de diferenciar os genétipos Calcutta (AA) e BB da Franca (BB). Vinte e
quatro destas marcas sao exclusivas do genétipo Calcutta e 22 do gendétipo BB
da Franca (Tabela 2).

A inclusédo das cultivares Calcutta e BB da Franga nesse estudo deve-se
ao fato de serem dipléides, e com base nisso, pbde-se proceder ao correto
posicionamento e identificacdo dos demais gendétipos, além de correlaciona-los
com seus respectivos grupos gendémicos, com maior ou menor contribuicao dos
complementos genémicos ‘A’ e ‘B’, uma vez que todos os gendtipos comerciais
de banana possuem ascendéncia de tais genomas, cada um com diferentes
contribuicdes em suas respectivas constituicoes.

O acesso UENF 1527 obteve 0 mesmo padrao de bandas que a cultivar
Caipira (Figura 1). Isso péde ser observado em quase todos os iniciadores
utilizados, podendo entdo, se tratar da mesma cultivar. Quanto aos acessos
UENF 1526 e UENF 1528, estes nado apresentaram padrdées de bandas
semelhantes aos das marcas das cultivares FHIA 18 e Thap Maeo,
respectivamente. O acesso UENF 1529 mostrou um padrdo de bandas
semelhante ao da Prata And em muitos iniciadores, indicando, dessa forma, ser
a Prata Zulu, variedade originada da mesma cultivar e possivelmente
pertencente ao mesmo subgrupo, mas, de acordo com os padrées de bandas
apresentadas, mostrou-se uma variedade corretamente introduzida e

pertencente a material genético distinto.
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Tabela 2 — Conjunto de marcas RAPD capazes de diferenciar os genétipos

Calcutta e BB da Franga.

Calcutta BB da Franca
OPAAO03
OPAA03a
OPAA16
OPAA17
OPAA17a
OPDO04
OPDO04a
OPAA11
OPAA11a
OPBO05
OPBO05a
OPB09
OPDO3
OPDO03a
OPB12
OPB12a
OPB19
OPB19a
OPB14
OPA05
OPB06
OPBO7
OPBO07a
OPBO07b
OPB08
OPBO08a
OPBO08b
OPB17
OPCo02
OPCO02a
OPA19
OPA19a
OPA19b
OPA20
OPA20a
OPC04
OPA10
OPC12
OPC12a
OPC12b
OPAB18
OPAB18a
OPAB18b
OPC11
OPB13
OPD02

a, b, ¢ — utilizado para diferenciar marcas geradas pelo mesmo iniciador.
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Figura 1 - Marcas OPB 12 (setas), exclusivas para os genétipos Caipira e UENF
1527. M- Marcador de DNA (Lambda clivado com PST 1),1-FHIA 18, 2- Prata
Ana, 3- UENF 1526, 4- Pacovan, 5- Caipira, 6- Maga, 7- UENF 1527, 8-
Nanicao, 9- Thap Maeo, 10- UENF 1528, 11- UENF 1529, 12- Grande Naine,
13- Ambrésia, 14- Bucaneiro, 15- Calipso, 16- PV42-68, 17- PV42-85, 18- PV42-
142, 19- ST12-31, 20- Calcutta, 21- BB da Franga, B- Branco.

Outras marcas RAPD possibilitaram a diferenciagdo entre os 21
genotipos, baseando-se na presenca ou auséncia da marca para determinado
genotipo, ou considerando um conjunto de marcas para determinado material
vegetal.

O genodtipo UENF 1529 péde ser diferenciado dos demais pela presenca
das marcas OPD 05, OPD 03 e OPC 11 como indicado pela Figura 2,
evidenciando que se trata do material com identificagéo correta, sendo 0 mesmo

a variedade conhecida como Prata Zulu.
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Figura 2 — Marca OPD 05 (seta), exclusiva para o genétipo UENF 1529.
M- Marcador de DNA (Lambda clivado com PST 1),1-FHIA 18, 2- Prata Ana, 3-
UENF 1526, 4- Pacovan, 5- Caipira, 6- Maca, 7- UENF 1527, 8- Nanicao, 9-
Thap Maeo, 10- UENF 1528, 11- UENF 1529, 12- Grande Naine, 13- Ambrésia,
14- Bucaneiro, 15- Calipso, 16- PV42-68, 17- PV42-85, 18- PV42-142, 19-
ST12-31, 20- Calcutta, 21- BB da Franga, B- Branco.

O gendtipo Calcutta pode ser diferenciado dos demais pela presenca das
marcas OPAA 03b, OPAA 17b, OPB 07 e OPB 08 e pela auséncia da marca
OPC 12 como indicado pela Figura 3 e pela Figura 4.
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Figura 3 — Marca OPB 07 (seta), exclusiva para o genoétipo Calcutta. M-
Marcador de DNA (Lambda clivado com PST 1),1-FHIA 18, 2- Prata Ana, 3-
UENF 1526, 4- Pacovan, 5- Caipira, 6- Maca, 7- UENF 1527, 8- Nanicao, 9-
Thap Maeo, 10- UENF 1528, 11- UENF 1529, 12- Grande Naine, 13- Ambrésia,
14- Bucaneiro, 15- Calipso, 16- PV42-68, 17- PV42-85, 18- PV42-142, 19-
ST12-31, 20- Calcutta, 21- BB da Franga, B- Branco.
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Figura 4 — Auséncia da marca OPC 12 (seta), exclusiva para o genoétipo
Calcutta. M- Marcador de DNA (Lambda clivado com PST [),1-FHIA 18, 2- Prata
Ana, 3- UENF 1526, 4- Pacovan, 5- Caipira, 6- Maga, 7- UENF 1527, 8-
Nanicao, 9- Thap Maeo, 10- UENF 1528, 11- UENF 1529, 12- Grande Naine,
13- Ambrésia, 14- Bucaneiro, 15- Calipso, 16- PV42-68, 17- PV42-85, 18- PV42-
142, 19- ST12-31, 20- Calcutta, 21- BB da Franga, B- Branco.

Algumas marcas foram capazes de diferenciar os genétipos Calcutta e
BB da Franga, como por exemplo, a marca OPA 20 que foi exclusiva do

genotipo BB da Franga como evidenciado na Figura 5.
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Figura 5 — Marca OPA 20 (seta), exclusiva para o genétipo BB da Franca
quando comparado ao gendtipo Calcutta. M- Marcador de DNA (Lambda clivado
com PST 1),1-FHIA 18, 2- Prata Ana, 3- UENF 1526, 4- Pacovan, 5- Caipira, 6-
Maca, 7- UENF 1527, 8- Nanicdo, 9- Thap Maeo, 10- UENF 1528, 11- UENF
1529, 12- Grande Naine, 13- Ambrésia, 14- Bucaneiro, 15- Calipso, 16- PV42-
68, 17- PV42-85, 18- PV42-142, 19- ST12-31, 20- Calcutta, 21- BB da Franca,
B- Branco.
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A auséncia de marca também diferenciou alguns gendtipos, como o caso
das marcas OPB 07, OPC 12 e OPAA 11 (Figura 6).

1 2 34 5 67 8 91011121314 15161715819 2021 B

et e et

Figura 6 — Marca OPAA 11 (seta), ausente somente no genédtipo UENF 1526.
M- Marcador de DNA (Lambda clivado com PST 1),1-FHIA 18, 2- Prata Ana, 3-
UENF 1526, 4- Pacovan, 5- Caipira, 6- Macga, 7- UENF 1527, 8- Nanicao, 9-
Thap Maeo, 10- UENF 1528, 11- UENF 1529, 12- Grande Naine, 13- Ambrésia,
14- Bucaneiro, 15- Calipso, 16- PV42-68, 17- PV42-85, 18- PV42-142, 19-
ST12-31, 20- Calcutta, 21- BB da Franca, B- Branco.

CTHIE =

Algumas marcas foram exclusivas para os genétipos UENF 1529 e BB da
Franca, as marcas OPB 14, OPB 08a, OPA 20a e OPC 04 (Figura 7) e também
esteve ausente a marca OPB 17 (Figura 8), mostrando assim uma relacao entre

os dois genotipos.
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Figura 7 — Marcas OPB 14 (setas), presentes nos genétipos UENF 1529 e BB
da Franga. 1-FHIA 18, 2- Prata Ana, 3- UENF 1526, 4- Pacovan, 5- Caipira, 6-
Maca, 7- UENF 1527, 8- Nanicdo, 9- Thap Maeo, 10- UENF 1528, 11- UENF
1529, 12- Grande Naine, 13- Ambrésia, 14- Bucaneiro, 15- Calipso, 16- PV42-
68, 17- PV42-85, 18- PV42-142, 19- ST12-31, 20- Calcutta, 21- BB da Franca,
B- Branco, M- Marcador de DNA (Lambda clivado com PST I).
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Figura 8 — Marcas OPB 17 (setas), ausentes nos gendétipos UENF 1529 e BB da
Franca. M- Marcador de DNA (Lambda clivado com PST 1), 1-FHIA 18, 2- Prata
Ana, 3- UENF 1526, 4- Pacovan, 5- Caipira, 6- Maga, 7- UENF 1527, 8-
Nanicao, 9- Thap Maeo, 10- UENF 1528, 11- UENF 1529, 12- Grande Naine,
13- Ambrésia, 14- Bucaneiro, 15- Calipso, 16- PV42-68, 17- PV42-85, 18- PV42-
142, 19- ST12-31, 20- Calcutta, 21- BB da Franga, B- Branco.
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Porém, a maioria das caracterizagcbes sé foi possivel quando
consideradas o conjunto das marcas, possibilitando a identificacdo dos
gendtipos.

Os marcadores RAPD como ferramenta molecular sdo UOteis na
identificacdo e caracterizacdo molecular como p6de ser visto em uma série de
trabalhos com fruteiras como uva (Vidal et al., 2000), morango (Congiu et al.,
2000) e pereira (Sawazaki et al., 2002).

Segundo Loh et al. (2000) a técnica de AFLP baseado em PCR para
“DNA Fingerprint” em bananeira foi capaz de revelar niveis significantes de
polimorfismo.

Os marcadores RAPD também se mostraram como uma ferramenta
eficiente para a caracterizacdo molecular e conseqlientemente para a obtencéao
do “DNA Fingerprint” para todos os 21 genoétipos de bananeira (Musa spp.)
estudados como pode ser observado na Tabela 3.



Tabela 3 — “DNA Fingerprints” de RAPD para genoétipos de Musa spp. 1-FHIA 18, 2- Prata Ana, 3- UENF 1526, 4- Pacovan, 5-
Caipira, 6- Maga, 7- UENF 1527, 8- Nanicdo, 9- Thap Maeo, 10- UENF 1528, 11- UENF 1529, 12- Grande Naine, 13- Ambrésia, 14-
Bucaneiro, 15- Calipso, 16- PV42-68, 17- PV42-85, 18- PV42-142, 19- ST12-31, 20- Calcutta, 21- BB da Franca.

GENOTIPOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA
03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03
OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA
03¢ 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a
OPAA
03b
OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
OPAA OPAA OPAA OPAA
17 17 17 17
OPAA OPAA OPAA OPAA OPA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA
17a 17a 17a 17a 1728 17a 17a 17a 17a 17a 17a 17a 17a 17a 17a 17a
OPAA
17b
OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD
04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04 04
OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD
04a 04a 04a 04a 04a 04a 04a
OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD
04b 04b 04b 04b 04b 04b 04b 04b
OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA
11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA
11a 11a 11a 112 11a 11a 11a 11a 11a 11a
OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA OPAA
11b 11b 11b 11b 11b 11b 11b 11b 11b 11b 11b 11b 11b 11b 11b
OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB
05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05
OPB OPB OPB OPB OPB OPB
05a 05a 05a 05a 05a 05a
OPB OPB OPB OoPB OoPB OoPB OoPB
05b 05b 05b 05b 05b 05b 05b
OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB
09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09
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GENOTIPOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB
09a 09a 09a 09a 09a 09a 09a
OPD OPD OPD
05 05 05
OPD
05a
OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD
05b 05b 05b 05b 05b 05b 05b 05b 05b 05b 05b 05b 05b 05b
OPD
03
OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD
03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a 03a
OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD
03b 03b 03b 03b 03b 03b 03b 03b 03b 03b 03b 03b 03b 03b 03b 03b
OPB OoPB OoPB OoPB OoPB OoPB
12 12 12 12 12 12
OPB OPB OPB OPB OPB OoPB OoPB OoPB OPB OPB
122 12a 12a 12a 12a 12a 12a 12a 12a 12a
OPB OPB OPB OPB OPB OPB
12b 12b 12b 12b 12b 12b
OPB OPB OPB OoPB OoPB OPB OoPB OPB OoPB
12c 12c 12c 12c 12c 12c 12c 12c 12c
OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB
19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
OPB OPB OPB OPB OPB
19a 19a 19a 19a 19a
OPB OoPB
14 14
OPA OPA
05 05
OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA
05a 05a 05a 05a 05a 05a 05a
OPA OPA OPA
05b 05b 05b
OPB OPB OPB OPB OPB
06 06 06 06 06
OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
OPA OPA OPA OPA
18 18 18 18
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GENOTIPOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA
18a 18a 18a 18a 18a 18a 18a 18a 18a 18a
OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA
18b 18b 18b 18b 18b 18b 18b 18b 18b
OoPB
07
OPB OPB OPB OPB OPB
07a 07a 07a 07a 07a
OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OoPB OoPB OoPB OoPB OoPB OoPB OoPB OoPB OoPB
07b 07b 07b 07b 07b 07b 07b 07b 07b 07b 07b 07b 07b 07b 07b 07b 07b 07b
OoPB
08
OPB OPB
08a 08a
OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OoPB
08b 08b 08b 08b 08b 08b 08b 08b
OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OoPB OoPB OoPB OoPB OoPB OoPB OPB OoPB
08c 08c 08c 08c 08c 08c 08c 08c 08c 08c 08c 08c 08c 08c 08c 08c 08c 08c
OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB
17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC
01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01
OPC
02
OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC
02a 02a 02a 02a 02a 02a 02a 02a 02a 02a 02a 02a 02a 02a
OPA OPA OPA OPA
19 19 19 19
OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA
19a 19a 19a 19a 19a 19a 19a 19a 19a 19a 19a 19a 19a 19a
OPA OPA OPA
19b 19b 19b
OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA
19¢ 19¢ 19¢ 19¢ 19¢ 19¢ 19¢ 19¢ 19¢ 19¢ 19¢ 19¢
OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA
20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
OPA OPA
20a 20a
OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA
2b 2b 2b 2b 2b 2b 2b 2b 2b 2b 2b 2b 2b 2b
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GENOTIPOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
OPC OPC
04 04
OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC
04a 04a 04a 04a 042 04a 04a 04a 04a 04a 04a 04a 04a 04a 04a 04a
OPC OPC OPC OPC OPC OPC
04b 04b 04b 04b 04b 04b
OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB
11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
OPB OPB OPB OPB OPB OPB OoPB OoPB OoPB OoPB OoPB OoPB OoPB OoPB
11a 11a 11a 112 11a 11a 11a 11a 11a 11a 11a 11a 11a 11a
OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA OPA
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC
12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
OPC
12a
OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC
12b 12b 12b 12b 12b 12b 12b 12b 12b 12b 12b 12b
OPAB OPAB OPAB OPAB OPAB
18 18 18 18 18
OPAB OPAB OPAB OPAB OPAB OPAB OPAB OPAB OPAB OPAB OPAB
18a 18a 18a 18a 18a 18a 18a 18a 18a 18a 18a
OPAB OPAB OPAB
18b 18a 18a
OPC
11
OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC OPC
11a 11a 11a 11a 11a 11a 11a 11a
OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB OPB
13 13 13 13 13 13 13 13 13 13
OPB OPB OPB OPB OPB
13a 13a 13a 13a 13a
OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD
02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02
OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD OPD
02a 02a 02a 02a 02a 02a 02a 02a 02a

a- segunda banda obtida pelo iniciador, b- terceira banda obtida pelo iniciador, c- quarta banda obtida pelo iniciador
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4 2. Diversidade Genética

4.2 1. Ensaio RAPD

Na Tabela 4 estdo os iniciadores RAPD utilizados, as seqUéncias de
nucleotideos dos mesmos e 0s humeros de marcas monomorficas e polimérficas
geradas por cada iniciador. Verifica-se que, nas condicdes em que as reacdes
foram realizadas, os 31 iniciadores utilizados geraram 94 marcas ao todo, sendo
75 marcas polimérficas e 19 marcas monomérficas, ou seja, em média, cada
iniciador gerou 2,42 marcas polimoérficas e 0,61 marcas monomérficas. Verifica-
se que o numero de marcas totais variou entre 1 e 4 marcas por iniciador, e que
79,79% das marcas apresentaram polimorfismo.

Ferreira et al. (2004) no trabalho de caracterizacao molecular de banana
encontrou um total de 150 marcas polimérficas que foram obtidas pela
amplificacdo de 21 iniciadores, utilizando a técnica de RAPD.

Howell, et al. (1994) usando a técnica de RAPD identificou 116 produtos
de amplificagdo em germoplasma de Musa usando nove iniciadores. Nesse caso
a técnica foi utilizada para identificar e classificar o germoplasma de Musa.
Damasco et al. (1996) utilizou 66 iniciadores ao acaso na triagem, dos 66
iniciadores, 19 (28.8%) revelaram polimorfismo entre as plantas do género Musa
usando a técnica de RAPD.

Pillay et al. (2000) utilizou 80 iniciadores na amplificagdo do DNA usando
a técnica RAPD em M. acuminata subsp. burmannicoides clone 'Calcutta 4' (AA
genomes) e M. balbisiana clone 'Honduras' (BB genomes). Trés iniciadores
(A17, A18, e D10) produziram um unico fragmento especifico do genoma e duas
espécies foram identificadas.

No trabalho de Cattaneo (2001) utilizando RAPD em mamao observou-se
um maior nimero de marcas por iniciador. Porém quanto as marcas que
apresentaram polimorfismo, esse numero foi bem menor. Isso indica a

existéncia de alta diversidade em Musa.
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Tabela 4 — iniciadores RAPD utilizados, seqUéncias de bases e numero de

marcas monomoérficas e polimérficas geradas.

iniciadores Sequéncia Marcas
nucleotideos Monomorficas  Polimorficas Totais
(5 -3

OPA 05 AGGGGTCTTG 0 3 3
OPA 10 GTGATCGCAG 0 1 1
OPA 17 GACCGCTTGT 1 1 2
OPA 18 AGGTGACCGT 0 3 3
OPA 19 CAAACGTCGG 0 4 4
OPA 20 GTTGCGATCC 0 3 3
OPB 05 TGCGCCCTTC 0 3 3
OPB 06 TGCTCTGCCC 1 1 2
OPB 07 GGTGACGCAG 0 3 4
OPB 08 GTCCACACGG 0 4 4
OPB 09 TGGGGGACTC 0 2 2
OPB 11 GTAGACCCGT 1 2 3
OPB 12 CCTTGACGCA 2 4 6
OPB 13 TTCCCCCGCT 1 2 3
OPB 14 TCCGCTCTGG 1 1 2
OPB17 AGGGAACGAG 1 1 2
OPB 19 ACCCCCGAAG 0 2 2
OPC 01 TTCGAGCCAG 0 1 1
OPC 02 GTGAGGCGTC 0 2 2
OPC 04 CCGCATCTAC 0 3 3
OPC 11 AAAGCTGCGG 1 2 3
OPC 12 TGTCATCCCC 2 3 5
OPD 02 GGACCCAACC 1 2 3
OPD 03 GTCGCCGTCA 0 3 3
OPD 04 TCTGGTGAGG 4 3 7
OPD 05 TGAGCGGACA 1 3 4
OPAA 03 TTAGCGCCCC 0 3 3
OPAA 11 ACCCGACCTG 0 3 3
OPAA 16 GGAACCCACA 2 1 3
OPAA 17 GAGCCCGACT 0 3 3
OPAB 18 CTGGCGTGTC 0 3 3
TOTAL 19 75 94




49

4.2.2. Matrizes de dissimilaridade

Para identificar a ocorréncia de divergéncia genética entre os 21
gendtipos, foram realizadas andlises estatisticas multivariadas. Para tanto,
foram utilizadas 75 marcas polimoérficas de RAPD para a confecgdo de uma
matriz de dados binarios, a qual compds uma matriz de distancias com base no
Complemento Aritmético do indice de Jaccard (Tabela 5).

Os coeficientes de dissimilaridade, apresentados na Tabela 5, revelam
valores variando desde 0,362, ou seja, o valor de menor dissimilaridade, que se
refere a dissimilaridade genética entre os gendtipos Pacovan e PV42-142 que
fazem parte do subgrupo Prata e possuem o complemento genémico B em suas
constituicbes, até o valor de 0,827, que se refere a dissimilaridade genética
entre os gendtipos Thap Maeo e PV42-85, o que ndo estd de acordo com a
expectativa inicial pois as cultivares possuem um padrao semelhante como por
exemplo o porte alto, e resisténcia as sigatokas amarela e negra e ao mal-do-
Panama, além de ambas apresentarem o complemento genémico B. Porém,
outros valores relativamente altos de dissimilaridade como o entre a Prata Ana e
ST12-31 (0,786) e Nanicdo e PV42-85 (0,702) demonstram que ha coeréncia
nos valores das dissimilaridades.

Quanto aos acessos UENF 1526, UENF 1527, UENF 1528 e UENF 1529
que se deseja identificar, houve valores baixos como entre os gendtipos Caipira
e UENF 1527 (0,589) e entre o gendtipo UENF 1529 que pode ser a Prata Zulu
e 0s genotipos Prata Ana (0,587) e PV-42-142 (0,563) que sédo do subgrupo
Prata. Os genétipos UENF 1526 e UENF 1528 apresentaram valores de
dissimilaridade relativamente altos quando comparados aos genoétipos FHIA 18
e Thap Maeo respectivamente, mostrando, entdo, que nado se tratam dos
mesmos genotipos.

Os genotipos Calcutta e BB da Franga apresentaram alta dissimilaridade
(0,727) como era esperado.



Tabela 5 — Coeficientes de dissimilaridade genética de 21 gendtipos de bananeira, obtidos pelo complemento aritmético do indice de

Jaccard, baseados na analise com marcadores RAPD.

Gen. 1
1 0,000
2 0,586
3 0,531
4 0,485
5 0,667
6 0,813
7 0,540
8 0,525
9 0,704
10 0,655
11 0,721
12 0,754
13 0,662
14 0,556
15 0,491
16 0,613
17 0,464
18 0,507
19 0,703
20 0,750
21 0,563

0,000
0,574
0,656
0,640
0,717
0,529
0,768
0,667
0,622
0,587
0,617
0,733
0,746
0,673
0,772
0,660
0,632
0,786
0,711
0,574

0,000
0,545
0,769
0,654
0,619
0,627
0,673
0,615
0,672
0,712
0,565
0,542
0,603
0,694
0,639
0,581
0,661
0,620
0,631

0,000
0,603
0,678
0,582
0,587
0,767
0,694
0,627
0,645
0,530
0,576
0,609
0,652
0,541
0,362
0,619
0,649
0,460

0,000
0,708
0,589
0,673
0,739
0,725
0,667
0,553
0,672
0,705
0,623
0,673
0,655
0,574
0,551
0,644
0,579

0,000
0,745
0,660
0,737
0,698
0,628
0,651
0,551
0,698
0,765
0,714
0,755
0,619
0,729
0,543
0,685

0,000
0,689
0,745
0,635
0,643
0,529
0,603
0,692
0,621
0,710
0,536
0,493
0,632
0,717
0,603

0,000
0,659
0,617
0,745
0,768
0,586
0,545
0,746
0,630
0,702
0,620
0,615
0,681
0,698

0,000
0,692
0,659
0,773
0,778
0,667
0,792
0,585
0,827
0,779
0,733
0,821
0,712

10

0,000
0,660
0,735
0,611
0,660
0,706
0,700
0,717
0,676
0,688
0,714
0,684

11

0,000
0,568
0,585
0,767
0,717
0,583
0,685
0,563
0,686
0,761
0,538

12

0,000
0,625
0,806
0,673
0,722
0,685
0,547
0,686
0,705
0,490

13

0,000
0,597
0,633
0,633
0,600
0,548
0,571
0,627
0,571

14

0,000
0,596
0,589
0,650
0,529
0,574
0,717
0,701

15

0,000
0,655
0,574
0,600
0,667
0,681
0,633

16

0,000
0,733
0,580
0,531
0,735
0,633

17

0,000
0,469
0,623
0,694
0,623

18

0,000
0,567
0,735
0,418

19 20 21
0,000
0,723 0,000

0,689 0,727 0,000

Gen. — gendtipos, 1-FHIA 18, 2- Prata Ana, 3-

PV42-142,

19-

UENF 1526, 4- Pacovan, 5- Caipira, 6- Mac¢a, 7- UENF 1527, 8- Nanicao, 9- Thap
Maeo, 10- UENF 1528, 11- UENF 1529, 12- Grande Naine, 13- Ambroésia, 14- Bucaneiro, 15- Calipso, 16- PV42-68, 17- PV42-85, 18-
ST12-31,

20-

Calcutta,

21-

BB

da

Franca
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4.2.3. Analise de agrupamento

Os resultados mostram que os marcadores moleculares RAPD foram
eficazes em revelar a existéncia de diversidade genética entre os 21 gendtipos de
bananeira. A Figura 9 mostra o padrao eletroforético obtido pela amplificacdo do
DNA em 21 genétipos de Musa spp. utilizando o iniciador OPD 03.

o m 11 12 13 14 15 1a 17

—~HESNS  SEgN-EREEEEEET -

Figura 9. Amplificacdo com o iniciador OPD 03. M- Marcador de DNA (Lambda
clivado com PST I),1-FHIA 18, 2- Prata Ana, 3- UENF 1526, 4- Pacovan, 5-
Caipira, 6- Maca, 7- UENF 1527, 8- Nanicéo, 9- Thap Maeo, 10- UENF 1528, 11-
UENF 1529, 12- Grande Naine, 13- Ambrésia, 14- Bucaneiro, 15- Calipso, 16-
PV42-68, 17- PV42-85, 18- PV42-142, 19- ST12-31, 20- Calcutta, 21- BB da
Franca, B- Branco.

Com base nas andlises de agrupamento hierarquicas UPGMA, essa
diversidade pbéde ser observada pela presenca de gendtipos similares e
divergentes (Figura 10).

A classificacdo baseada em caracteristicas morfolégicas e gendtipos
deduzidos baseados em certas caracteristicas agronémicos nao é segura.
Caracteristicas fenotipicas, como teor de acucar do fruto, podem nao estar
envolvidas a simples diferengca de ploidia (AAA, AAB, ou ABB). Diferentes
fendtipos poderiam resultar de diferencas alélicas em Unicos ou multiplos genes.
A dificuldade envolvida na identificacdo de cultivares de bananeira, como a
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esterilidade da énfase na necessidade de um sistema de classificacdo baseado
em marcadores de DNA (Loh, 2000).

4.2.3.1. Método hierarquico UPGMA

Na Figura 10, esta apresentado o dendrograma da distancia genética dos
21 genoétipos de bananeira com base em marcadores RAPD, obtido pelo
complemento aritmético do indice de Jaccard, utilizando-se o método hierarquico
UPGMA. Observa-se que houve a formacgao de oito grupos.

O primeiro grupo foi formado pelos gendtipos FHIA 18, PV 42-85 e Calipso
que apesar de se tratar de cultivares tetraploides apresentam caracteristicas
diferentes. A PV42-85 é um hibrido da Pacovan, que é uma mutagdo da Prata
Comum, produz frutos do tipo Prata, porte alto, resistente a Sigatoka-amarela. A
cultivar tetrapléide ‘FHIA 18’, introduzida de Honduras, produz frutos tipo Prata.
Apresenta porte médio, ciclo vegetativo de 353 dias, perfilhamento bom, sendo
gue os cachos podem atingir até 40 Kg, com mais de dez pencas (Fancelli, 2003).

Segundo Gomes (2004), os hibridos da cultivar ‘Prata And’ (‘FHIA 18’ e
‘UENF 1526’) sdo superiores em relacdo aos progenitores, possuindo potencial
para serem langados como cultivares. Eles superaram a genitora nos caracteres
peso das trés maiores pencas, numero de dedos das trés maiores pencas e
comprimento dos dedos. Além disso, possuem maior resisténcia a Sigatoka-
amarela a ao mal-do-Panama, o que maximiza sua produtividade, porém, nao
diferiram estatisticamente de sua genitora no carater nimero de pencas.

A FHIA 18 é um hibrido da Prata Ana cujas plantas sdo completamente
diferentes das plantas do subgrupo Prata (Prata Comum e Pacovan), embora a
Prata Ana produza um fruto semelhante ao da Pacovan. Teoricamente a presenca
do B na FHIA 18 e PV 42-85 podem diferencia-las da Calipso. Por outro lado,
estes gendtipos possuem 3X complementos cromossémicos de Musa acuminata,
0 que poderia explicar tal ligagdo. A cultivar Calipso é um hibrido do tipo Gros
Michel, porte médio, resistente ao mal-do-Panamé e a Sigatoka-negra (Cereja,
2005).

O segundo grupo foi formado pelos genétipos Pacovan, PV 42-142 e BB da
Franga, um triploide, um tetrapldide e um dipldide. Pacovan e PV 42-142 sao
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respectivamente uma variedade e um hibrido desta variedade. A presenca da
contribuicao gendmica B nos trés gendtipos deve ter levado a agrupa-los juntos. A
bananeira ‘Pacovan’ é uma cultivar do grupo AAB, subgrupo prata, sendo uma
planta vigorosa, de porte alto, contendo um bom perfilhamento, apresentando
cerca de 85 frutos por cacho, com um comprimento médio de 13cm. Tem
superado em quase 100% a produtividade da ‘Prata’ apresentando frutos mais
compridos (Alves, 1999). A cultivar PV42-142 € um hibrido do tipo Prata, porte
alto, resistente a sigatoka-amarela e a sigatoka-negra. O genétipo ‘BB da Franca’
€ uma especie silvestre dipléide (BB).

O terceiro grupo foi formado pelos genétipos Prata Ana, UENF 1527,
Caipira, Grande Naine e UENF 1529. Os gen6tipos Caipira, UENF 1527 e Grande
Naine sao do mesmo grupo gendmico (AAA). Os dois complementos gendmicos
AA da Prata Ana e da UENF 1529 podem ser semelhantes aos das cultivares
anteriores.

A bananeira ‘Prata And’ apresenta menor altura e maior produtividade que
a Prata. Seu baixo porte (menos de 3,0 metros de altura) facilita a realizacao de
tratos culturais e o controle da sigatoka, bem como a prépria colheita. Apresenta
frutos semelhantes aos da ‘Prata’, na forma, no tamanho, no sabor, na resisténcia
ao transporte, com boa duracdo na prateleira e aceitabilidade comercial (Alves,
1995). A bananeira ‘Caipira’ pertence ao grupo AAA, com porte médio a alto com
6timo perfilhamento, frutos pesando em torno de 123g, com 100 frutos por cacho
com comprimento médio de 15cm. Resistente a Sigatoka-amarela, a Sigatoka-
negra e ao mal-do-Panama (Cordeiro, 2004). A cultivar ‘Grande Naine’ é do tipo
Cavendish, porte médio a baixo, resistente ao mal-do-Panaméa e suscetivel as
sigatokas (Cereja, 2005).

O acesso ‘UENF 1529 possui alta capacidade produtiva. Os frutos
apresentam o pedunculo rigido, o que lhes confere resisténcia ao
despencamento, caracteristica esta que permite transporte a longas distancias.
Pertence ao grupo gendmico AAB, porte alto, ciclo vegetativo de 401 dias,
perfilhamento bom, cacho com peso de 20 a 25 Kg e com mais de dez pencas
(Fancelli, 2003). No trabalho de Gomes (2004), a cultivar ‘UENF 1529’ apresentou
uma boa produtividade. A cultivar apresentou média para o carater peso do cacho
superior ao encontrado pela Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical em 1998
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(19,7 Kq), sendo promissora em producao antevendo resultados satisfatorios para
os agricultores do Norte e Noroeste Fluminense.

Na identificagcdo de possiveis genoétipos introduzidos na UENF, o acesso
UENF 1527 pode corresponder a cultivar Caipira. No entanto, estudos mais
detalhados sdo necessarios para dizer se se trata de uma duplicata. O acesso
UENF 1529 trata-se da Prata Zulu e foi classificada junto a Prata Ana.

O quarto grupo foi formado pelos genétipos UENF 1526 e Ambrésia. A
cultivar Ambrésia, hibrido de Gros Michel, deveria ser classificado junto com
Buccaner e Calipso. Essa classificacdo deve-se ao fato das cultivares serem
tetraploides. Possui porte médio, resistente ao mal-do-Panaméa e a Sigatoka-
negra. O acesso UENF 1526 é superior a ‘Prata An&d’, maior peso das pencas,
numero e comprimento dos frutos, resistente a sigatoka-amarela e ao mal-do-
Panama. A cultivar UENF 1526 nao se trata de uma duplicata da cultivar FHIA 18.
Esta foi classificada no primeiro grupo apresentando, entdo, uma grande distancia
entre ambas.

O quinto grupo foi formado pelos genétipos Nanicdo e Bucaneiro. A cultivar
Nanicao por ser do mesmo subgrupo da Grande Naine deveria ser classificados
juntos. Da mesma forma que a cultivar Bucaneiro deveria estar junta com a
Calipso. Por outro lado, a presenca de apenas complementos genémicos de
Musa acuminata pode levar a classificacao observada.

A cultivar ‘Nanicao’, uma mutacao da Nanica, assemelha-se a ela, porém, é
de porte mais alto atingindo 2,20 a 3,20m de altura. Produz cachos de porte
médio a grande, de forma cilindrica, pesando de 15 a 45 Kg e medindo de 0,50 a
1,20m de comprimento. Apresenta fruto médio a grande, de 18 a 24cm, de
excelente sabor (Medina, 1990). Segundo Gomes (2004), essa cultivar apresenta
potencial agronbémico para ser recomendada para os agricultores das Regides
Norte e Noroeste Fluminense. A cultivar Bucaneiro é um hibridos do tipo Gros
Michel, porte médio, resistente ao mal-do-Panama e a Sigatoka-negra.

O sexto grupo foi formado pelos genétipos PV 42-68, ST 12-31 e
UENF 1528. A cultivar PV 42-68 deveria se enquadrar melhor no grupo 2 por ser
um hibrido da Pacovan. Considerando que a Pacovan é uma mutacao da Prata e
ST12-31 é a Prata ‘Sao Tomé’, a semelhanca entre PV 42-68 e ST 12-31 pode
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ser justificada devido a esse fato. A cultivar PV42-68 é um hibrido do tipo Prata,
porte alto, resistente a Sigatoka-amarela e a Sigatoka-negra. A cultivar ST12-31
também é um hibrido do tipo Prata, porte alto, resistente a Sigatoka-amarela. A
presencga de B pode ter levado a agrupar a cultivar UENF 1528 nesse grupo. Esta,
por sua vez, ndo se trata de uma duplicata da cultivar Thap Maeo.

O sétimo grupo foi formado pelos genétipos Maca e Calcutta. A cultivar
Maca possui dois tergcos de seus cromossomos semelhantes aos da Calcutta que
€ uma espécie silvestre, dipléide (AA) vinda de Honduras. A banana ‘Maca’ é uma
cultivar tripléide AAB, hibrido com dominancia acuminata. E uma bananeira de
fruto delicado, sendo comercializada em quase todo Pais. Apresenta pseudocaule
de 3,5 a 4m de altura, verde-amarelado brilhante. Os frutos sdo curtamente
pedunculados, rolicos, de cascas finas, delicadas e amarelas; endocarpo de cor
branca, macio, delicado, doce, perfumado, de sabor semelhante ao da magé. Os
cachos sao relativamente pequenos, pesando em média 15 Kg, contendo entre 60
a 150 bananas, com 10 a 16cm de comprimento e pesando em torno de 100 a
200 gramas. E altamente suscetivel ao mal-do-Panaméa (Medina, 1990).

No oitavo e ultimo grupo ficou o gendétipo Thap Maeo. Essa cultivar,
selecionada na Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical - Cruz das Almas - BA,
€ uma variante da ‘Mysore’. Apresenta pseudocaule menos manchado, mais vigor
e cachos maiores. Sua capacidade produtiva € de 30 t/ha a 35 t/ha, quando é
cultivada em solos de boa fertilidade, usando as praticas culturais recomendadas
para a cultura. Pertence ao grupo gendmico AAB, apresenta porte alto, ciclo
vegetativo de 394 dias, perfilhamento bom, o peso dos cachos pode atingir 30 a
35 Kg, cachos com mais de dez pencas com até 250 frutos/cacho. E resistente a
Sigatoka-negra, Sigatoka-amarela e ao mal-do-Panama, porém, moderadamente
resistente a broca-do-rizoma, ao nematdide cavernicola e suscetivel ao moco
(Cordeiro, 2004). Segundo Gomes (2004), a cultivar apresenta potencial para ser
recomendada para os agricultores do Norte e Noroeste Fluminense, embora nao
tenha sido avaliada fisiologicamente.

Com base nestes resultados pode-se estabelecer critérios para cruzamento
entre os referidos gendtipos com boas perspectivas de explorar a diversidade
encontrada em tal grupo de genoétipos, antevendo bons resultados para o
programa de melhoramento que se pretende implantar na UENF.
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Figura 10 — Dendrograma da dissimilaridade genética de 21 genétipos de bananeira, com base em marcadores RAPD, obtido pelo

método UPGMA, utilizando a distancia do complemento aritmético do indice de Jaccard.
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4.2.4. Método de otimizacao de Tocher

Na Tabela 6, estdo apresentados os agrupamentos dos 21 gendtipos de
bananeira pelo método de otimizacao de Tocher, utilizando-se marcadores RAPD.

Esse método permitiu agrupar os 21 gendétipos de bananeira em oito grupos.

Tabela 6 — Agrupamento de 21 genoétipos de bananeira baseado na
dissimilaridade genética obtida pelo complemento aritmético do indice de Jaccard,

e no agrupamento pelo método de Tocher, utilizando marcadores RAPD.

Grupo Individuos
I 4 18 21 1 17 7 15
Il 6 20 13
0l 16 19 14 8
vV 5 12
V 2 11
Vi 10
VI 3
VIII 9

1-FHIA 18, 2- Prata Ana, 3- UENF 1526, 4- Pacovan, 5- Caipira, 6- Maca, 7-
UENF 1527, 8- Nanicdo, 9- Thap Maeo, 10- UENF 1528, 11- UENF 1529, 12-
Grande Naine, 13- Ambrésia, 14- Bucaneiro, 15- Calipso, 16- PV42-68, 17- PV42-
85, 18- PV42-142, 19- ST12-31, 20- Calcutta, 21- BB da Franga

No grupo | foram agrupados os genétipos Pacovan, PV42-142, BB da
Franca, FHIA 18, PV42-85, UENF 1527 e Calipso. Esses gendtipos correspondem
aos dois primeiros grupos formados pelo método hierarquico UPGMA, exceto o
acesso UENF 1527 que aqui nesse método foi separada da cultivar Caipira, sua
correspondente. No estudo realizado por Cereja (2005) as cultivares Pacovan,
PV42-142 e PV42-85 apresentaram boas caracteristicas de qualidade dos frutos.
Por exemplo, no que concerne aos sélidos solluveis totais (SST) a cultivar
Pacovan foi a que obteve a maior média (27,7 °Brix) e as cultivares PV42-142 e

PV42-85 tiveram as médias de 24,1 °Brix e 23,9 °Brix, respectivamente. Porém, o
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porte alto desses gendtipos (médias de 3,93 m, 406 m e 4,00 m,
respectivamente) pdde se constituir numa barreira no desenvolvimento da
bananicultura na regido. No entanto, na cultivar Calipso que apresentou
excelentes caracteristicas de desenvolvimento (média de 171 frutos/cacho) e
producdo (57,1t ha'ano™), observou-se uma baixa qualidade sensorial dos seus
frutos (aceitacédo global de 6,86) e suscetibilidade ao despencamento natural dos
frutos. Segundo Gomes (2004) no trabalho de avaliacao de germoplasma elite de
bananeira, a cultivar Pacovan ndo se mostrou promissora para a regiao, pois teve
uma das menores médias para peso total do cacho (14,172 Kg), menor média
para numero de pencas por cacho (7 Un.) e menor média para numero de frutos
das trés maiores pencas (40 Un.). Da mesma forma, o acesso UENF 1527
apresentou uma das menores médias para peso total do cacho (13,575 Kg),
menor média para comprimento dos frutos (13,66 cm) e menor média para a
caracteristica de sélidos soluveis totais (20,0 °Brix). Contudo, esse acesso, se
destacou obtendo a maior média dos numeros de frutos das trés maiores pencas
(63 Un.).

No grupo Il os gendtipos agrupados foram Maca, Calcutta e Ambrésia.
Maca e Calcutta ja foram classificadas juntas pelo método UPGMA. O fato da
cultivar Ambrosia ter se classificado nesse grupo deve-se ao fato de sua
constituicdo genética, ou seja, somente contribuicio de Musa acuminata.
Segundo Cereja (2005) a cultivar Ambroésia apresentou excelentes caracteristicas
de desenvolvimento (9,72 pencas/cacho, em média) e producéo (54,6t ha'ano™),
porém, observou-se uma baixa qualidade sensorial dos seus frutos (aceitacédo
global de 6,41) e suscetibilidade ao despencamento natural dos frutos. No
trabalho de Gomes (2004) a cultivar Maga nao obteve uma boa expressao das
suas caracteristicas mais importantes (peso total do cacho de 13,239 Kg, em
média).

No grupo Il foram agrupados os genétipos PV42-68, ST12-31, Buccaner e
Nanicdo. O fato de ambas possuirem em sua constituicdo genética 3X pode ter
levado a agrupa-las juntas. PV42-68 e ST12-31, segundo Cereja (2005), essas
cultivares também obtiveram boas caracteristicas de qualidade dos frutos (PV42-
68 — 23,3 °Brix e ST12-31 — 23,6 °Brix), porém, o porte alto (médias de 4,58 m e
3,68 m, respectivamente) é uma barreira ao desenvolvimento desses gendtipos

na regido. A cultivar Buccaner apresentou excelentes caracteristicas de
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desenvolvimento (média de 191 frutos/cacho) e producdo (59,8t ha'ano™).
Todavia, observou-se uma baixa qualidade sensorial dos seus frutos (aceitacéo
global de 6,53) e suscetibilidade ao despencamento natural dos frutos. A cultivar
Nanicao apresentou excelentes caracteristicas de desenvolvimento (média de 180
frutos/cacho), producao (56,6t ha'ano™) e boas caracteristicas de qualidade dos
frutos, a cultivar apresentou uma média de 23,3 °Brix (Cereja, 2005). No estudo
de Gomes (2004), essa cultivar apresentou a maior média de peso total do cacho
(30,695 Kg), maior média do peso das trés maiores pencas (13,005 Kg) e maior
média do comprimento dos frutos (23,02 cm).

No grupo IV estdo os genoétipos Caipira e Grande Naine, que sdo do
mesmo grupo genémico (AAA). No estudo de Gomes (2004) a cultivar Caipira
apresentou uma maior média do numero de frutos das trés maiores pencas (66
Un.). A cultivar Grande Naine apresentou excelentes caracteristicas de
desenvolvimento (média de 181 frutos/cacho), producédo (59,3t ha'ano™) e boas
caracteristicas de qualidade dos frutos, com uma média de 23,6 °Brix (Cereja,
2005).

No grupo V estdo os genédtipos Prata And e UENF 1529. Esse grupo
mostra que o acesso UENF1529 trata-se da Prata Zulu. A cultivar Prata Ana
apresentou 6timas caracteristicas de desenvolvimento (9,95 pencas/cacho, em
média) e qualidade sensorial dos frutos (aceitacao global de 6,85), porém, as
caracteristicas de producdo apresentaram valores indesejaveis (34,1t ha'ano™)
(Cereja, 2005). Isso é confirmado no trabalho de Gomes (2004), no qual a cultivar
apresentou menor média para peso total do cacho (11,510 Kg), uma das menores
médias para numero de pencas por cacho (9 Un.) e das menores médias para
namero de frutos das trés maiores pencas (46 Un.). Segundo o mesmo autor a
cultivar Prata Zulu apresentou uma maior média para firmeza do fruto (12,77 N) e
maior média para teor de solidos soluveis totais (29,6 °Brix), ou seja, frutos de alta
qualidade.

No grupo VI, VIl e VIl estdo os gendtipos UENF 1528, UENF 1526 e Thap
Maeo, respectivamente. Esses gendtipos ndo se destacaram no trabalho de
Gomes (2004). O acesso UENF 1528 e a cultivar Thap Maeo apresentaram as
menores médias para comprimento dos frutos (14,88 cm e 14,36 cm,
respectivamente). No entanto, a cultivar Thap Maeo apresentou a maior média
para numero de pencas (87,71% mais pencas por cacho que a menor —
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Pacovan). O acesso UENF 1526 apresentou uma das menores médias para peso
total do cacho (15,820 Kg) e a menor média para firmeza do fruto (5,04 N).

Entre o grupo de gendtipos estudados observa-se boa variabilidade
genética, variabilidade esta, tanto em caracteristicas agronémicas, como por meio
dos marcadores moleculares tipo RAPD. O acesso a essas informacgdes e a
formacao dos grupos estabelecidos, podera orientar futuras estratégias para o
programa de melhoramento, uma vez, que existe a minimiza¢ao da variabilidade
dentro de grupos e maximizagao entre os grupos, possibilitando assim explorar a
heterose por meio do cruzamento de gendtipos pertencentes a grupos distintos.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A bananicultura possui grande importancia econémica e social no Brasil.
Existe uma grande variabilidade genética, porém, ndao basta apenas existir a
variabilidade genética basica, tém de existir também opc¢des de hibridacéo para o
aproveitamento dessa variabilidade na geracdo de novas cultivares com
caracteristicas melhoradas. No entanto, a esterilidade feminina das cultivares
existentes ndo é absoluta. A maioria delas, em todos os niveis de ploidia, é capaz
de produzir sementes em polinizacbes controladas. Todavia, a classificagdo
taxonémica ainda é bastante confusa. O fato de algumas cultivares possuirem o
mesmo nome em regides diferentes ndo sugere que ha uniformidade genética
entre elas. Em razdo disso, deve-se fazer uma andlise de gendétipos utilizando
métodos moleculares para atualizar a nomenclatura em fungédo da natureza clonal
e a esterilidade.

Em relacdo aos resultados obtidos, pdde-se concluir que:

o Na avaliagdo do “DNA Fingerprint” as marcas moleculares obtidas foram

satisfatorias no que tange as perspectivas iniciais.

o Houve discriminacédo dos acessos UENF 1526, UENF 1527, UENF 1528 e
UENF 1529 por meio do “DNA Fingerprint”.
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A analise molecular de RAPD mostrou-se U(til na caracterizagcdo de

cultivares e no estudo das relagdes entre as cultivares de bananeira.

As técnicas multivariadas empregadas (métodos de agrupamento
hierarquicos — UPGMA e de otimizacao — Tocher) foram paralelamente

concordantes entre si.

No agrupamento dos genétipos, o método hierarquico UPGMA mostrou-se
mais eficiente em posicionar os genoétipos de acordo com suas relagdes

gendmicas, quando comparado com o0 método de otimizacao de Tocher.

Por meio do método hierarquico UPGMA, pbde-se observar uma grande
semelhanca entre o acesso UENF 1527 e a cultivar Caipira, porém,
estudos mais detalhados sdo necessarios para dizer se trata-se de uma
duplicata.

Ainda por meio do método hierarquico UPGMA, o acesso UENF 1529
também demonstrou grande semelhanca a cultivar Prata, portanto, deve-se
tratar da cultivar Prata Zulu.

Quanto aos acessos UENF 1526 e UENF 1528, estes ndo correspondem
as cultivares FHIA 18 e Thap Maeo, respectivamente.

Estas andlises poderdo contribuir para um melhor entendimento das
melhores combinag¢des de cruzamentos a serem feitas no programa de
melhoramento da bananeira da UENF tornando este mais eficiente em
atingir os objetivos principais.
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