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INTRODUCAO

A inducdo de mutacado por raios gama, juntamente com as técnicas de cultivo in vitro,
constitui uma ferramenta para os programas de melhoramento visando a reducéo do porte
em bananeira. Essa técnica de mutacdo induzida tem como objetivo promover o
melhoramento de uma Unica caracteristica governada por um oOu poucos genes,
conservando as outras caracteristicas do fenétipo original.

Os ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats) sdo marcadores dominantes e
reproduziveis, com a vantagem de gerar grandes quantidades de bandas, sendo
amplamente distribuidos ao longo do genoma de eucariontes (FANG & ROOSE, 1997). O
objetivo deste trabalho foi selecionar mutantes putativos com porte reduzido da cultivar
Pacovan submetida a irradiagdo com raios gama e estimar a variabilidade genética

mediante a utilizacdo de marcadores moleculares ISSR.
MATERIAL E METODOS

Inicialmente, 179 plantas de bananeira da cultivar Pacovan, provenientes de gemas
in vitro irradiadas, no CENA/USP, com raios gama na dose de 20 Gy, foram avaliadas em
dois ciclos de producdo na Embrapa/CNPMF, juntamente com outras 36 testemunhas,
gquanto as seguintes caracteristicas agron6micas: numero de dias do plantio ao

florescimento, do plantio a colheita e do florescimento a colheita; didametro do pseudocaule



(cm); altura da planta (m); numero de folhas vivas na floracdo e de filhos; peso do cacho
(kg), de pencas (kg) e peso médio de frutos (g); numero de frutos por cacho; comprimento
do fruto da segunda e da pendltima penca (cm); didmetro do fruto da segunda penca e da
penultima penca (mm); numero de pencas e de folhas vivas na colheita; comprimento do
engacgo (cm); didmetro de engago (mm); presenca de Sigatoka-amarela na floracdo e na
colheita; cor do pseudocaule; cor da nervura principal; forma da roseta; cor dos brotos; cor
da borda do peciolo; abertura da base do peciolo e posicdo das folhas. Posteriormente, as
plantas irradiadas foram submetidas a uma etapa de selecdo visando selecionar 10% das
melhores classificadas quanto aos caracteres: menor altura de planta, maior peso do cacho
e menor nimero de dias do plantio a floracéo.

Para a analise molecular, foram amostrados setenta e cinco mutantes putativos no
final das avaliacBes, utilizando como critério, amostrar plantas que apresentassem menor
altura e bom cacho. As plantas amostradas foram denominadas de Pacovan seguido do
namero da amostra. O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens, utilizando o método
CTAB. Apls extracdo e quantificacdo, o DNA foi amplificado com 19 primers ISSR. Os
produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 2,0%.
Informacdes sobre os primers ISSR e as suas respectivas sequéncias, temperaturas de

anelamento (Ta) e numero total de bandas (NTB) podem ser obtidas na Tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores ISSR utilizados na amplificacdo de mutantes de bananeira ‘Pacovan’,
com suas respectivas sequéncias, temperaturas de anelamento (Ta) e numero total de
bandas (NTB).

Primer Sequéncia® Ta NTB  Primer Sequéncia Ta NTB
DiGA3'C (GA)8C 48 12 TriAAG3'RC (AAG)5RC 48 15
DIGA3'RC (GA)SRC 48 12 TrHTGA3RC  (TGA)5RC 48 14
TriGTA3'RC (GTA)S5RC 48 12 TriCAA3'RC (CAA)SRC 48 13
DIGT3RG (GT)8RG 48 6  TrNiCTG3RC  (CTG)5RC 48 11
TriTAG3'RC (TAG)5RC 48 12 TriTGC3'RC (TGC)5RC 48 06
THTGGIRC  (TGG)5RC 48 11 TrGAG3RC  (GAG)SRC 48 05
TriCTC3'RC (CTC)5RC 48 8 TriTTC3'RC (TTC)5RC 48 05
THGAT3RC  (GAT)5RC 48 9 DIGT3A A(GT)8 48 05
TriAGA3'RC (AGA)SRC 48 10 DIGT5'CY CY(GT)8 48 10
THCAG5'CR ~ CR(CAG)5 48 10

Sequiéncia do primer ISSR: R: A, G; Y: C, T

Os dados agron6micos e moleculares foram submetidos a analise do algoritmo de
Ward-WLM (Franco et al., 1998) e agrupadas utilizando metodologia de MLM-Software SAS
(SAS Institute, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO



A variabilidade genética dos setenta e cinco mutantes putativos da cultivar Pacovan
e 5 plantas controles foi analisada com base em 21 caracteristicas quantitativas, seis
multicategoricas e 186 bandas oriundas de 19 marcadores ISSR usando metodologia de
Ward-MLM (Franco et al. 1998) (Figura 1).

Figura 1. Dendrograma construido com 75 mutantes putativos de 'Pacovan’ e cinco
controles com 21 caracteristicas quantitativas, seis multicategoricas e 186 dados binarios
(marcadores ISSR) pelo algoritmo de Gower. O dendrograma foi construido usando o
método UPGMA e o software MEGA-4.

A distancia entre as plantas mutantes de Pacovan variou 0,26-0,64, com média de
0,459 e coeficiente de correlacdo cofenética de 0,7669 **. Os mutantes de 'Pacovan’ mais
proximos foram as plantas Pacovan 65 e Pacovan 67, com 0,26 de distancia genética e os
mais divergentes foram Pacovan 26 e Pacovan 2, com 0,64. Quatro plantas mutantes de
'Pacovan’ (planta 28, 35, 38 e 40) foram selecionadas entre os 10% melhores classificadas.
A altura das quatro plantas selecionadas entre os 75 avaliados foi menor do que a média
dos controles. A menor altura foi observada na planta 40, com uma diferenca de 0,56 cm em
relagdo ao controle. Adicionalmente, esse mutante foi 0 mais precoce para emissao da
inflorescéncia (44 dias inferior ao controle) e também apresentou maior peso do cacho.

Nas andlises com ISSR foram obtidas um total de 186 bandas, das quais 110 foram

polimérficas, com média de 9,8 bandas por primer. O maior nimero de bandas foi



identificado pelo primer TriAAG3'RC (15 bandas) e o menor pelos primers TriGAG3'RC,
TriTTC3'RC e DIGT3'A (5 bandas).

O teste de PSF (Pseudo-F Statistic) para a selegdo do ponto de corte para a
formacéo do agrupamento é apresentado na Figura 2. Os critérios do pseudo-F e pseudo-t2
mostraram que o numero ideal de grupos esta entre 2-3. Adotando a formacgéo de trés
grupos, com uma queda de 9,407-2,660 pontos pelo Ward-MLM valor de corte, observa-se
que a menor distancia entre os controles foi de 0,38. Em relacdo aos quatro mutantes
selecionados, Pacovan 28 e 40 foram colocados no mesmo grupo (G1) e Pacovan 35 e 38

foram colocados no grupo G3.
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Figura 2. Critérios do Pseudo-F e Pseudo-t2 com o numero ideal de grupos (2-3), utilizando
a metodologia de Ward-MLM-Software SAS (SAS Institute, 2001).

CONCLUSAO

Os resultados mostram que entre 0s mutantes putativos existe variabilidade genética
que pode ser usada no programa de melhoramento de bananeira visando a obtencéo de

plantas com menor porte, precoce e de alta produtividade.
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