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RESUMO

O despencamento natural dos frutos da bananeira esta estreitamente relacionado com o
processo de maturacao e envolve o amolecimento e enfraquecimento do pedicelo. O objetivo
deste trabalho foi estudar a diversidade genética de genotipos de bananeira com niveis
contrastantes ao despencamento dos frutos por meio de marcadores moleculares e avaliar a
suscetibilidade e resisténcia ao despencamento a partir de estudos anatémicos e analise de
expressao génica via PCR quantitativo em tempo real. A genotipagem dos dados gerados
pelos microssatélites foi realizada com base no nimero de pares de base de cada fragmento e
para 0 agrupamento no dendrograma, utilizou-se o0 método UPGMA. Dos 30 iniciadores
microssatélites avaliados, obteve-se 139 alelos, com média de 4,66 alelos por loco. N&o foi
observada relacdo entre o polimorfismo detectado pelos marcadores microssatélites e o grau
de despencamento dos frutos Para a caracterizacdo anatémica, foram utilizados gen6tipos nos
estddios de maturacdo 4, 5 e 6, de diferentes ploidias e padrbes de resisténcia ao
despencamento. No gendtipo suscetivel 017041-01 foi observada presenca marcante de
parénquima aerifero, caracteristica que nao foi evidenciada nos genotipos resistentes BB
Franca, Khai Nai On e BRS Preciosa. As mudancas anatdmicas, observadas durante o
amadurecimento nos estadios de maturacdo, foram mais evidentes no gendtipo suscetivel
017041-01. Maiores valores da varidvel AF e maior deposicdo de lignina nos feixes
vasculares mostraram-se relacionados a resisténcia ao despencamento. Os valores dos Ct
(cycle threshold) foram utilizados para determinar a diferenca da expressao génica relativa
dos genes modificadores da parede celular (PEL1, EXP1 e XTH4) entre diferentes estadios de
maturacdo na zona de despencamento (ZD) e na regido mediana da casca (zona controle -
ZC). Para realizar a analise de expressdo relativa, foi utilizado o método 2~ ** CT. Os
resultados finais da andlise por RT-qPCR mostraram que houve uma expressdo diferencial
entre 0s estadios de maturacdo nos genotipos estudados. Os genes PEL1 e XTH4
demonstraram perfis de expressdo relacionados com o despencamento dos frutos em
diferentes gendtipos sendo bons candidatos para estudos funcionais em bananeira, podendo
ser utilizado para direcionar o programa de melhoramento da cultura visando a producdo de
frutos com resisténcia para essa caracteristica.

Palavras-chave: Musa spp. Pedicelo. ISSRs. Microssatélites. RT-gPCR.



ABSTRACT

The finger drop of banana is closely related to the maturation process and involves the
softening and weakening of the pedicel. The aim of this study was to evaluate the genetic
diversity of banana genotypes with contrasting levels of fruit finger drop by means of
molecular markers and evaluate the susceptibility and resistance to finger drop from
anatomical studies and analysis of gene expression via real-time quantitative PCR.The
genotyping data generated by microsatellites was carried out based on the number of base
pairs of each fragment and dendrogram cluster calculated by UPGMA method. Of the 30
microsatellite primer evaluated, 139 alleles were obtained, with the average of 4.66 alleles per
locus. No relationship was found between the polymorphism detected by microsatellite
markers and the degree of finger drop fruit. For the anatomical characterization, genotypes in
the maturation stages 4, 5 and 6, and from different ploidy levels and finger drop resistance
patterns, were used. In genotype 017041-01, susceptible, the presence of air parenchyma, was
observed, a feature which was not evidenced in the resistant genotypes genotypes BB France,
Khai Nai and BRS On Preciosa. Higher values of variable AF and increased deposition of
lignin in the vascular bundles, were related to finger drop resistance. The values of Ct (cycle
threshold) were used to determine the gene expression difference on cell wall modifier genes
(PEL1, EXP1 and XTH4) between different stages of maturation in the finger drop zone (ZD)
and in the middle of the fruit (control zone-ZC). To perform the analysis of relative
expression, the 2~ ** CT method, was used. RT-qgPCR analysis showed that there was a
differential expression between the stages of maturation. Ploidy levels and resistance
patterns, did not show correlation with the results of the expression. Genes XTH4 and PEL1
showed expression profiles related to finger drop in fruits in different genotypes being good
candidates for functional studies in bananas, and may be useful in strategies of genetic
improvement aiming the production of banana fruits with resistance to finger drop.

Key words: Musa spp. Pedicel. ISSRs. Microssatelites. RT-qPCR.
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INTRODUCAO GERAL

Aspectos botanicos e econdmicos

A bananeira € uma monocotiledénea nativa do continente asiatico, pertencente a
familia Musaceae. A maioria das espécies cultivadas pertencem a secdo Eumusa, que consiste
de diploides, triploides ou tetraploides originados a partir de hibridos intraespecificos de M.
acuminata Colla com genoma A, ou de hibridacdo interespecifica entre M. balbisiana Colla
com genoma B e M. acuminata. Durante a domesticacdo e evolucdo da bananeira, as
hibridacbes produziram combinagdes variadas de genomas completos das duas espécies
parentais, da seguinte forma: diploides (AA, AB e BB); triploides (AAA, AAB e ABB) e
tetraploides (AAAA, AAAB, AABB e ABBB) (SIMMONDS e SHEPHERD, 1955).

A bananicultura se destaca como uma atividade de grande importancia econémica e
social em todo o mundo, principalmente na regido dos trépicos. Considerada como uma das
principais fontes alimentares, seu consumo in natura supera a maioria das frutas, perdendo
apenas para os citros (SOTO, 2011).

No Brasil, o cultivo da bananeira ocorre de norte a sul do Pais e a maioria dos
bananicultores sdo pequenos agricultores que utilizam essa fruta como fonte de alimento e
renda. A regido Sudeste é a maior produtora, com 33,7%, seguida das regiGes Nordeste (33,4
%), Sul (15,6 %), Norte (14,1 %) e Centro-Oeste (3,2 %) (IBGE, 2015).

Apesar da grande producdo da banana no Brasil, o seu cultivo é afetado por varios
fatores bidticos e abidticos. Estima-se que cerca de 50% do total produzido seja perdido no
periodo pos-colheita (MEDINA et al., 2004), devido a causas microbiolédgicas (doencas
patogénicas), mecéanicas (causas fisicas) e fisioldgicas (desordens ou distarbios
desencadeados por fatores abi6ticos) (OLORUNDA, 2000). Dentre os fatores bidticos, as
sigatokas, negra e amarela e 0 mal-do-Panama, sdo 0s agentes patogénicos mais importantes
(CORDEIRO et al., 2005).

Os danos mecanicos, que também afetam a qualidade da fruta, sdo transformacées
plasticas, rupturas superficiais e destruicdo do tecido vegetal causadas por fatores externos.
H& trés causas principais de injdrias mecénicas: impacto, compressdo e perfuracdes, que
causam ferimentos, amassamentos e cortes (MORETTI, 2001; DADDZIE e ORCHARD,
1997).



Jé& os distarbios fisioldgicos, se referem a colapsos da planta ou do tecido da fruta, que
ndo sdo causados por patdgenos ou processos mecanicos (DADDZIE e ORCHARD, 1997),
bem como por resposta a uma atmosfera adversa, especialmente a temperatura, ou devido a
deficiéncia nutricional durante o crescimento e desenvolvimento dos frutos (WILLS et al.,
1989).

A maioria dos disturbios fisiologicos afetam &reas distintas de tecido. Alguns podem
afetar a casca do fruto, mas podem deixar o tecido subjacente intacto; outros afetam apenas
certas areas da casca ou da regido cortical. Os principais distarbios fisiologicos encontrados
na cultura da bananeira sdo: divisdo da casca, injuria por frio e o despencamento dos frutos
(DADDZIE e ORCHARD, 1997).

Tendo em vista que o mercado de frutas exige alta qualidade em produtos
alimenticios, definida como uma série de caracteristicas que, de alguma forma, interferem no
seu grau de exceléncia ou superioridade. Os atributos sabor, vida util e aparéncia dos frutos,
sdo 0s mais importantes na escolha ou compra da banana e, consequentemente, da variedade
a ser consumida (MATSUURA et al., 2004).

Nesse contexto, o despencamento dos frutos se destaca por ser um distdrbio
fisiolégico que causa muitos problemas pos-colheita, diminuindo o valor de mercado e a
aceitacdo pelos consumidores, uma vez que as bananas sdo comercializadas em pencas ou
buqués, geralmente com 4 a 9 frutos, o que torna o despencamento dos frutos um dos
principais parametros externos analisados pelo consumidor (SEMPLE e THOMPSON, 1988).

Como consequéncia da baixa aceitagdo do produto, ocorre a diminuicdo do valor de
mercado da fruta, acompanhado da rejeicdo dos agricultores no momento da escolha do
plantio de cultivares mais suscetiveis ao despencamento. Assim, essa caracteristica torna-se
de grande interesse para 0 melhoramento, pois limita o lancamento de novas cultivares de

bananeira.

Fisiologia e anatomia do despencamento natural

O despencamento, ou a queda natural dos frutos, foi relatado pela primeira vez por
Hicks (1934), em bananas triploides do subgrupo Cavendish (AAA). O despencamento
precoce dos frutos ocorre devido ao enfraquecimento e amolecimento do pedicelo, que leva
ao facil desprendimento dos frutos da coroa (NEW e MARRIOT, 1983). Trata-se de uma
desordem fisioldgica associada com o amadurecimento. Em bananas, esta desordem nao é

ocasionada pela formacdo de camada de abscisdo, como ocorre na maioria dos frutos, e sim
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pelo amolecimento e enfraquecimento da casca na area de juncdo do fruto com a penca
(pedicelo), causando precocemente o desprendimento individual dos frutos e ou a ruptura dos
mesmos da almofada (MAIA et al., 2004; IMSABAI et al., 2006; IMSABAI e KETSA, 2007,
PUTRA et al., 2010). Um exemplo do local onde ocorre o despencamento encontra-se na

Figura 1.

Figura 1. Buqué de banana da cultivar BRS Pioneira demonstrando o local onde ocorre o
despencamento. 1) fruto; 2) regido onde ocorre o despencamento; 3) pedicelo e 4) almofada.

Durante o amadurecimento de cultivares suscetiveis ao despencamento, quando
iniciada a ruptura dos frutos, é observada uma diminuicdo da espessura do pedicelo,
evidenciando a acdo de enzimas de degradacdo dos componentes da parede celular
(MBEGUIE-A-MBEGUIE et al., 2009, IMSABAI e KETSA, 2007). Infere-se que essas
alteracBes sejam consequéncia das modificacBes dos polissacarideos da parede celular,
principalmente da pectina e da hemicelulose (MANRIQUE e LAJOLO, 2002).

A banana é um fruto climatérico e seu amadurecimento é caracterizado pelo aumento
da producdo de etileno e do processo respiratdrio, juntamente com mudancas fisico-quimicas
e bioquimicas, incluindo a degradacéo da clorofila (mudanca da coloracdo da casca de verde
para amarelo), o aumento da degradacdo do amido, a sintese de acucares e o eventual
amolecimento dos frutos (MATSUURA e FOLEGATTI, 2001; CHITARRA e CHITARRA,
2005).

Em frutos maduros de banana, o amolecimento da polpa tem sido associado a
atividade de enzimas como poligalacturonase (PG) a pectinametilesterase (PME) (WADE et
al., 1992) e a pectato liase (PL) (LOHANI et al., 2004). Em estudos envolvendo o

despencamento de frutos de bananas, foram evidenciadas a presenca dessas mesmas
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hidrolases responsaveis pela degradacéo da pectina na zona de ruptura na casca (IMSABAI et
al., 2006; SAENGPOOK et al., 2007).

Em estudos conduzidos com a cultivar ‘Hom Thong’ (Musa acuminata AAA), foi
detectada uma correlacdo positiva entre a atividade da enzima pectato liase (PL) na casca e a
ruptura da mesma, ndo havendo diferenca na concentracdo das enzimas poligalacturonase
(PG) e pectinametilesterase (PME) com relagdo a cultivar resistente “Kluai Namwa”
(IMSABAI et al., 2006). Em estudos posteriores com as mesmas cultivares, foi observado o
aumento do despencamento na cultivar suscetivel ao longo do processo de maturagédo, sendo
verificado um aumento no conteldo de pectinas sollveis e da atividade da enzima
poligalacturonase (PG) (IMSABAI e KETSA, 2007).

Saengpook et al. (2007) evidenciaram o envolvimento das enzimas PME e PL na
hidrolise da pectina, quando o aumento da PL coincidiu exatamente com o inicio do
despencamento dos frutos, sendo acompanhado de uma acdo mais tardia da PME.

Observagdes da estrutura celular da casca da banana possibilitam o estudo das
mudancas na textura e firmeza que ocorrem durante o amadurecimento e o despencamento. A
anatomia vegetal tem sido adotada como ferramenta para o entendimento bioldgico de
diversas espécies, entre elas a bananeira. Estudos anatdmicos de Musa sdo encontrados na
literatura na caracterizacdo de cultivares (SUMARDI et al., 2010); entendimento fisioldgico
durante o crescimento e amadurecimento do fruto (KHENG et al., 2011); (AMNUAYSIN et
al., 2012); estudo de microestruturas (KYAMUHANGIRE et al., 2006; RATULE, et al.,
2006) e modificacdes anatémicas de plantas micropropagadas (COSTA et al., 2009).

Quanto ao despencamento, estudos anatdmicos tém fornecido dados importantes sobre
diferencas das estruturas do corpo da planta (pedicelo) em genétipos resistentes e suscetiveis.
Pereira (2002) evidenciou degeneracdo do tecido parenquimatico na regido do pedicelo em
frutos maduros de banana, com grandes espacos vazios sendo formados nessa regido,
favorecendo o despencamento. Resultados semelhantes foram encontrados por Putra et al.
(2010). Segundo esses autores, o despencamento em cultivares suscetiveis foi aparentemente
causado pela degeneracgéo da parede celular na regido onde ocorre o despencamento. Maia et
al. (2004) constataram que o aumento da resisténcia ao despencamento dos frutos no hibrido
‘SH 3640’ foi devido ao aumento da espessura e da maior deposicao de lignina nas paredes
das fibras perivasculares.

Dessa forma, estudos anatdmicos podem contribuir para a compreensédo das diferencas
existentes nos tecidos celulares da zona de despencamento em gendtipos resistentes e

suscetiveis.
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Métodos utilizados para avaliar o despencamento natural

Os métodos utilizados para avaliar o despencamento sdo, na maioria das vezes,
imprecisos, podendo apresentar resultados um pouco diferentes a depender do avaliador.
Deddzie e Orchard (1997) utilizaram o método que consiste em sacudir manualmente os
buqués por 3 a 5 segundos e contar os frutos caidos. Por outro lado, 0 método adotado por
Imsabai et al. (2006), para mensurar a porcentagem de despencamento, consistiu em manter a
penca 5 cm acima de uma superficie por 10s, sendo os frutos que se desprenderem da coroa,
contados e registrados como a porcentagem do total de frutos da penca.

Visando a uma maior confiabilidade dos dados, Cerqueira et al. (2000) utilizaram o
“despencador mecanizado”, instrumento desenvolvido pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura, para avaliar a resisténcia ao despencamento do fruto.

O “despencador mecanizado” é composto por um penetrometro (utilizado para medir a
forca necesséaria para romper o pedicelo do fruto da banana) acoplado a um chassi de
madeira. O fruto é preso pelo pedicelo com o auxilio de um grampo e submetido a um
tracionador de metal preso por um cabo ao motor. Trabalhos que utilizaram esse equipamento
para medidas de despencamento em frutos de bananeira sdo encontrados na literatura
(PEREIRA et al., 2004; CERQUEIRA et al., 2000, JESUS et al., 2002) (Figura 2).

Figura 2. Despencador mecanizado. (A) Vista geral do aparelho, (B) penetrémetro e grampo,
(C) fruto preso que serd submetido ao tracionador de metal. Laboratério de Préaticas Culturais,

Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Cerqueira et al. (2000) compararam diferentes metodos de avaliacédo de resisténcia ao
desprendimento natural dos frutos, sendo que o método do “despencador mecanizado”

apresentou coeficiente de variacdo de 15,64%, enquanto o valor do método de sacudir a
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penca foi de 68,80%, o que demonstra uma maior confiabilidade dos dados apresentados pelo

uso do “despencador mecanizado”.

Fatores que afetam o despencamento

Dentre os fatores que afetam o despencamento, podemos citar praticas pos-colheita e
causas genéticas. Alguns trabalhos relatam que durante o amadurecimento dos frutos apos
sua colheita, a umidade relativa, a temperatura e a concentracéo de etileno, as quais os frutos
serdo submetidos, afetam o processo de despencamento.

Paull (1996) constatou que a aplicacdo de etileno durante 24 horas a 25°C, e ap6s 0
amadurecimento em baixas temperaturas, reduziu o despencamento em bananas. Com relacao
a umidade relativa (UR), cultivares suscetiveis (Musa acuminata, AAA) ao despencamento,
submetidas a um periodo de maturacdo com baixa UR (armazenadas com temperatura 25°C e
85 a 90% de UR; e apos atingirem coloracdo grau 3 — 4 armazenadas em baixa UR), tiveram
a incidéncia de despencamento dos frutos reduzida ao longo dos dias de maturacdo
(SAENGPOOK et al., 2007). Cabe ressaltar que o grau de maturacdo dos frutos também
influencia o despencamento, pois quanto mais maduras as pencas, maior a suscetibilidade ao
desprendimento dos frutos (PAULL, 1996).

A aplicacdo de calcio é uma préatica pos-colheita muito utilizada em frutos para
aumentar a firmeza e o tempo de prateleira em diversas espécies (WERNER et al., 20009,
SILVA et al., 2008, BOTELHO et al., 2002). Os ions célcio se ligam a pectina da parede
celular e a lamela média, formando pontes de célcio entre os acidos pécticos ou entre estes e
outros polissacarideos. Essas pontes interferem na ativacdo das enzimas produzidas pelo fruto

gue causam o amolecimento ou amaciamento (ESGUERRA et al., 2009).

Fatores Genéticos

A ocorréncia do despencamento pode também estar relacionada a ploidia e ao tipo de
genoma (IMSABAI e KETSA, 2007). O nivel de resisténcia ao despencamento varia entre 0s
grupos gendémicos A e B, os quais pertencem as espécies diploides Musa acuminata e Musa
balbisiana, respectivamente. De acordo com Pereira et al. (2004), a presen¢a do genoma B
confere maior resisténcia ao despencamento dos frutos, sendo um indicativo de que os alelos

de resisténcia ao referido carater podem estar associados a espécie Musa balbisiana.
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A suscetibilidade ao despencamento j& foi relatada em diploides do genoma A
(PEREIRA et al., 2004), triploides (SEMPLE e THOMPSON, 1988) e em tetraploides (NEW
e MARRIOT, 1983). No entanto, ha variabilidade entre os niveis de resisténcia para todas as
ploidias, sendo que os tetraploides sdo mais propensos ao desprendimento dos frutos quando
comparados aos triploides e diploides (PEREIRA et al., 2004).

Varios hibridos langados nos dltimos anos pela Fundacion Hondurefia de
Investigacion Agricola (FHIA), como FHIA-01, FHIA-02 e FHIA-18, com alta resisténcia a
Sigatoka-negra e boas caracteristicas agrondmicas, apresentam também alta suscetibilidade
ao despencamento (HOLDERNESS et al., 2000). Outro exemplo sdo as cultivares
tetraploides com genoma AAAB (Ouro da Mata e BRS Pioneira), que, embora apresentem
boas caracteristicas agronémicas como resisténcia a Sigatoka-amarela e frutos com excelente
sabor e aroma, também possuem problemas de despencamento dos frutos, o que inviabiliza a
sua comercializacdo (DANTAS et al., 1994).

O sucesso de um programa de melhoramento genético depende fundamentalmente de
algumas etapas, como a escolha de genitores que produzam individuos com a melhor
combinacdo de alelos favoraveis e a selecdo de gendtipos superiores em populacdes
segregantes. Com o advento das técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a
manipulacdo do DNA, que culminou no surgimento dos varios tipos de marcadores
moleculares disponiveis atualmente (LANZA et al., 2000)

Os marcadores microssatélites ou sequéncias simples repetidas (SSRs) sdo trechos de
1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem dentro dos genomas dos organismos procariontes e
eucariontes. Por serem altamente informativos, codominantes, polimorficos e multialélicos,
sdo bastante utilizados para estudar a variabilidade genética em diversas culturas, inclusive,
em bananeira (CRESTE et al., 2004; AMORIM et al., 2008; 2009; JESUS et al., 2013).

Além dos marcadores SSRs, 0s do tipo ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats), que
amplificam uma sequéncia de DNA delimitada por duas regides microssatélites invertidas
(ZIETKIEWICZ et al., 1994), também possuem potencial para estudos de diversidade
genética em Musa (RACHARAK e EIADTHONG, 2007; VENKATACHALAM et al., 2008;
LU et al., 2011). Tais marcadores sdo dominantes e altamente reprodutiveis, com a vantagem
de gerar grandes quantidades de bandas, sendo amplamente distribuidos ao longo do genoma
de eucariontes (GUPTA et al., 1994). No entanto, estudos visando estimar a variabilidade
entre gendtipos de Musa spp. com diferentes padrdes de resisténcia ao despencamento, ainda

sdo inexistentes na literatura.
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Expressdo génica em bananeira e a técnica RT-qPCR

A andlise de expressdo génica constitui uma importante ferramenta no entendimento
dos processos bioldgicos e da atuacdo dos genes nas principais vias metabodlicas. O método
quantitativo de PCR em tempo real (RT-qPCR), técnica capaz de avaliar o nimero de
moléculas produzidas a cada ciclo, tornou-se o preferido para estudos de expressdo génica
devido a sua rapidez, sensibilidade e especificidade (GACHON et al., 2004).

A técnica utiliza a emissao de fluorescéncia na deteccdo de produtos de amplificacdo
em tempo real. O fluor6foro utilizado pode ser altamente especifico como o baseado em
sondas ligadas ao primer (TagMan), ou se ligar inespecificamente a qualquer fita dupla
presente na reacdo (Sybr Green) (MORRISON et al., 1998).

A amplificacdo da sequéncia alvo ocorre em trés fases: i) linha basal: os produtos de
PCR amplificados néo séo suficientes para o equipamento detectar fluorescéncia; ii) fase log:
os produtos de PCR dobram e a medida que se acumulam, o sinal aumenta exponencialmente
e iii) fase plat6, onde ndo ha mais aumento no nimero de produtos amplificados.

O PCR em tempo real pode ser utilizado para diversas aplicacdes. Em bananeira, por
exemplo, vérios trabalhos sobre a expressdo génica na interacdo planta x patégeno sdo
relatados na literatura (PORTAL et al., 2011; LI et al., 2011; CHEN et al., 2012; MAHDAVI
etal., 2012).

Trabalhos que visam a quantificar a expressdo de genes relacionados com o
amadurecimento e despencamento natural dos frutos foram relatados inicialmente por
Mbéguie-A- Mbéguie et al. (2009). No referido trabalho, os autores estudaram a expressdo de
varios genes relacionados com a degradacdo da parede celular durante a maturacdo dos frutos
de bananeiras triploides do subgrupo Cavendish (cultivar Grande Naine), em duas regifes
distintas: area média (zona de controle) e area da regido do pedicelo, onde ocorre o

despencamento (zona de despencamento) (Figura 3).

Figura 3. Zona de controle - ZC (regido mediana da casca) e zona de despencamento — ZD
(regido onde ocorre o desprendimento do pedicelo).
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De acordo com os autores, os dados da expressao génica obtidos para todos os genes
analisados sugerem que tanto o despencamento, quanto o amadurecimento dos frutos,
envolvem mecanismos similares e sdo mais expressos na regido do pedicelo onde ocorre o
despencamento. A expressdo da maioria dos genes modificadores da parede celular ocorre
especificamente na zona de despencamento e envolve a maioria dos componentes da parede
celular, incluindo xiloglucanos e pectinas, e também propriedades fisicas, nomeadas
afrouxamento da parede celular que s@o mediadas por expansinas.

Hubert e Mbéguie-A-Mbéguie (2012) investigaram a relacdo entre a biossintese de
etileno durante o amadurecimento e o despencamento. Foi observada expressao diferencial
dos genes envolvidos na biossintese do etileno na zona de controle (ZC) e na zona de
despencamento (ZD). Os autores sugeriram que a biossintese de etileno durante o
amadurecimento é um potencial regulador no processo do despencamento; no entanto,
sugerem que essa hipétese precisa ser validada com a mensuracdo da producao de etileno na
ZD.

Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram: (1) estudar a diversidade genética
de gendtipos contrastantes para o despencamento via marcadores microssatélites e avaliar a
possibilidade de associacdo de bandas ISSRs com a caracteristica de interesse via
metodologias ndo paramétricas; (2) caracterizar anatomicamente genotipos com diferentes
padrdes de resisténcia ao despencamento dos frutos; (3) analisar, por meio de RT-gPCR, a

expressao de genes envolvidos nos processos de maturacdo e despencamento dos frutos.
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CAPITULO 1

Variabilidade genética entre diploides de bananeira quanto ao

despencamento natural dos frutos.

Resumo - O despencamento natural dos frutos é uma desordem fisiologica associada com o
amadurecimento em bananas que ocorre devido ao amolecimento e enfraquecimento do
pedicelo. O objetivo deste trabalho foi estimar a variabilidade genética entre quinze gendtipos
diploides de bananeira com diferentes padrbes de resisténcia ao despencamento. A
genotipagem dos dados gerados pelos microssatélites foi realizada com base no nimero de
pares de base de cada fragmento e para 0 agrupamento no dendrograma, utilizou-se o0 método
UPGMA. Dos 30 iniciadores microssatélites avaliados, obteve-se 139 alelos, com média de
4,66 alelos por loco. Para avaliacdo de associacdo de bandas com caracteristica de interesse, o
perfil eletroforético das bandas ISSRs, juntamente com o resultado da analise para a variavel
RD (Resisténcia ao Despencamento), foram submetidos a correlacdo de Spearman e ao teste
de Kruskal Wallis. A maior correlagdo significativa identificada para variavel RD foi a marca
ISSR50, com correlagdo negativa de -0,78, seguido pelas marcas ISSR11D, ISSR71A,
ISSR34E, ISSR71D, ISSR34H, ISSR12B, ISSR2A, ISSR56A, ISSR56B as quais obtiveram
correlacdo positiva. Essas marcas mostram-se mais promissoras, pois estdo relacionadas a
maiores valores de RD, ou seja, gendtipos resistentes. Esses dados demonstram haver
potencial para futuro sequenciamento das bandas, validacdo e posterior possibilidade de uso
dessas marcas na selecdo assistida por marcadores no programa de melhoramento da
bananeira.

Palavras-chave: Musa spp., microssatélites, ISSR e testes ndo paramétricos.

Genetic variability among banana diploids how to finger drop fruit.

Abstract — The finger drop fruit is a physiological disorder associated with the ripening of
bananas that occurs due to softening and weakening of the pedicel. The aim of this study
was to estimate the genetic variability among fifteen banana diploid genotypes with different
patterns of finger drop resistance. The genotyping data generated by SSRs was carried out
based on the number of base pairs of each fragment and dendrogram clusters calculated by
UPGMA method. Of the 30 microsatellite primers evaluated, 139 alleles were obtained, with
an average of 4.66 alleles per locus. For the evaluation of bands associated to the trait of
interest, the eletropheretic profile of the ISSR bands together with the analysis of FR (Finger
Drop Resistance), were submitted to the Spearman correlation and the Kruskal Wallis test.
The highest significant correlation was for the band ISSR50, with a negative correlation of -
78, followed by the marks ISSR11D, ISSR71A, ISSR34E, ISSR71D, ISSR34H, ISSR12B,
ISSR2A, ISSR56A, ISSR56B which positive correlation. These marks shown to be most
promising, because they are related to higher values RD, ie, resistant genotypes. These data
show potential for future sequencing of bands, validation and further possibility of use of the
bands in marker assisted selection in the banana breeding program (BBP).

Key words: Musa spp., microsatelites, ISSR and nonparametric tests.
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1.1 Introdugéo

A bananeira é considerada uma das mais importantes fruteiras, com relevante papel
socioeconémico. O Brasil é o quinto produtor mundial, com uma producéo de 6,9 milhGes de
toneladas em 2012, em uma area aproximada de 481 mil hectares (FAO, 2014).

Entre os problemas que impedem a comercializacdo e causam perdas pds-colheita
substanciais, esta o despencamento natural dos frutos; uma desordem fisioldgica associada
com o amadurecimento que, em bananas, esta associada ao amolecimento e enfraquecimento
da casca na érea de jungdo do fruto com a penca, chamada de pedicelo (New e Marriot, 1983).

As bananas sdo comercializadas em buqués que variam de 4 a 9 frutos ou em pencas
inteiras. Por essa razdo, o destacamento de frutos individuais na area do pedicelo em
variedades susceptiveis € uma das principais causas da diminuicdo do valor de mercado e da
aceitacéo pelos consumidores, gerando impacto econémico significativo para os produtores.

As bananeiras e 0s platanos surgiram por meio de cruzamentos intra- e interespecificos
de duas espécies diploides do género Musa; Musa acuminata Colla, com genoma A e Musa
balbisiana Colla, com genoma B. Durante a domesticacdo da espécie, as hibridacdes
produziram combinaces variadas de genomas completos das duas espécies parentais da
seguinte forma: diploides (AA, AB e BB); triploides (AAA, AAB e ABB) e tetraploides
(AAAA, AAAB, AABB e ABBB) (Simmonds e Shepherd, 1955).

A suscetibilidade ao despencamento natural dos frutos varia entre as cultivares, tendo
sido observada pela primeira vez em triploides do subgrupo Cavendish, com genoma AAA
(Hicks,1934) e principalmente em tetraploides (Marriot, 1980). Entretanto, varios estudos
sugerem que além da ploidia, o tipo de genoma também influencia na suscetibilidade. As
bananeiras que possuem o genoma B s&o menos propensas ao despencamento dos frutos em
comparacao as bananeiras com genoma A (Imsabai e Ketsa, 2007).

Essa constatacdo indica que os alelos de resisténcia ao despencamento podem estar
associados a espécie M. balbisiana. Estudos realizados por Pereira et al. (2004) confirmaram
que os diploides de Musa balbisiana (BB) e os triploides com parte do genoma dessa espécie
(ABB e AAB) apresentaram maior resisténcia ao despencamento quando comparados aos
diploides e triploides de M. acuminata (AA e AAA), bem como os tetraploides desse grupo.

Uma das estratégias para reduzir o problema associado com o despencamento dos
frutos envolve o desenvolvimento de cultivares a partir da selecdo de parentais com boa
capacidade de combinacédo e resisténcia ao despencamento. O uso de técnicas moleculares

tem possibilitado a obtencdo de genotipos via selegdo indireta com resisténcia a pragas e
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doencas por meio da associacdo de bandas ou alelos e genes de interesse via métodos nao
paramétricos (Mace et al., 2006; Singh et al., 2013)

Marcadores microssatélites foram amplamente utilizados nos Gltimos anos para avaliar
a diversidade genetica em genotipos diploides de Musa spp. (Creste et al., 2003; Amorim et
al., 2008; Amorim et al., 2009). Os microssatélites ou sequéncias simples repetidas (SSRs)
sdo trechos de 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem dentro dos genomas dos organismos
procariontes e eucariontes. As regides flanqueadoras, que geralmente sdo altamente
conservadas, sdo adequadas para o desenvolvimento de iniciadores loco-especificos (Iniguez-
Luy et al., 2008).

Além dos marcadores SSRs, os do tipo ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), que
amplificam uma sequéncia de DNA delimitada por duas regifes microssatélites invertidas
(Zietkiewicz et al., 1994), também possuem potencial para estudos de diversidade genética em
Musa (Racharak e Eiadthong, 2007; Venkatachalam et al., 2008; Lu et al., 2011). Tais
marcadores sdo dominantes e altamente reprodutiveis, com a vantagem de gerar grandes
guantidades de bandas, sendo amplamente distribuidos ao longo do genoma de eucariontes
(Gupta et al., 1994).

O objetivo deste trabalho foi estimar a variabilidade genética entre quinze gendtipos
diploides de bananeira com diferentes padrdes de resisténcia ao despencamento dos frutos
utilizando marcadores SSR e ISSR e avaliar a possibilidade de associacdo de bandas ISSRs

com a caracteristica de interesse via metodologias ndo parameétricas.

1.2 Material e Métodos
Material genético

Os gendtipos avaliados foram diploides cultivados, selvagens e melhorados com
diferentes niveis de resisténcia ao despencamento pertencentes ao banco de germoplasma de

bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, BA (Tabelal).



Tabela 1. Gendtipos de bananeira indicando o grupo gendmico (GG), genealogia, origem

geogréfica e resisténcia ao despencamento (RD).

Nome GG Genealogia Origem RD*

BB Franca BB Diploide selvagem’ Franca Resistente
Butuhan BB Diploide selvagem Filipinas Resistente
028003-01 AA Diploide melhorado®  Honduras Resistente
Khai Nai On AA Diploide cultivado® Tailandia Resistente
Hibrido AB AB Diploide melhorado Bahia Medianamente
Ouro AA Diploide cultivado Brasil Medianamente
Tjau Lagada AA Diploide cultivado Costa Rica Medianamente
THO0301 AA Diploide melhorado Bahia Medianamente
Jary Buaya AA Diploide cultivado Honduras Medianamente
Jaran AA Diploide melhorado Indonésia Medianamente
Lidi AA Diploide cultivado Costa Rica Suscetivel
M53 AA Diploide melhorado Equador Suscetivel
Calcutta 4 AA Diploide selvagem Jamaica Suscetivel
013004-04 AA Diploide melhorado Bahia Suscetivel
017041-01 AA Diploide melhorado Bahia Suscetivel

Igenétipo que produz frutos com sementes; “gen6tipo obtido por meio de cruzamentos a partir
de diploides selvagens; *genétipos que produzem frutos sem sementes por meio da
partenocarpia; * Pereira et al. (2004).

Extracdo de DNA e amplificacéo via PCR

Primers SSR

O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens com uso do método CTAB (Doyle &
Doyle, 1990). Trinta primers microssatélites (SSR) foram utilizados para caracterizacdo
molecular, sendo quatro da série Ma (Crouch et al., 1998), cinco da série AGMI
desenvolvidos por Lagoda et al. (1998), trés da série MaOCEN (Creste et al., 2006), dez da
série CNPMF (Amorim et al., 2012), e oito da série MASR (dados ndo publicados).

As reacoes de amplificacdo foram realizadas para um volume final de 15 ul, contendo
0s seguintes reagentes: KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM (PH 8,3), MgCl, 2,5 mM, 100 mM de
cada um dos dNTPs (dATP, dTTP, dGTP e dCTP, dCTP), 0,2 mM de cada primer, 20 ng de
DNA genémico e uma unidade de Tag DNA polimerase (Pharmacia Biotech, EUA).

As amplificagdes foram conduzidas em termociclador Applied Bisystems, utilizando-
se temperatura de anelamento (Ta) especifica para cada primer. As condi¢Ges de
amplificagdo incluiram um ciclo de desnaturagdo de 3 min. a 94 °C, seguido de 30 ciclos de
desnaturacdo de 40 s a 94 °C, 40 s de anelamento com a temperatura especifica de cada
primer, 1 min de extensdo a 72 °C, finalizando com uma extensao final de 4 min a 72 °C. Os

fragmentos foram separados em gel de agarose ultrapura-1000 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
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EUA) a 4 %, sob condi¢es padrdo, coradas com brometo de etidio, visualizados sob luz
ultravioleta e foto-documentados utilizando o equipamento UVITEC.

Primers ISSR

Foram utilizados um total de 10 primers ISSR (Tabela 2). As reagdes de amplificagdo
foram realizadas para um volume final de 15 pl, contendo os seguintes reagentes: KCI 50
mM, Tris-HCI 10 mM (PH 8,3), MgCI2 1,5 mM, 100 uM de cada um dos dNTPs (dATP,
dTTP, dGTP e dCTP, dCTP), 0,4 uM de cada primer, 20 ng de DNA genémico e uma
Unidade de Tag DNA polimerase (Pharmacia Biotech, EUA).

As amplificagdes foram conduzidas em termociclador Perkin Elmer modelo9700 e
constaram de uma etapa a 94 °C por 4 min, seguida de 35 ciclos com 94 °C por 40 s,
temperatura de anelamento de 48 °C por 40s, 72 °C por 1 min e extensdo final a 72 °C por 2

min. Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 2,0 %.

Tabela 2. Primers ISSR utilizados nesse estudo e suas respectivas sequéncias e nimero total
de bandas obtidas.

Primer Sequéncia (5°-3") N° total de bandas
DICA3'G CACACACACACACACAG 7
DiGA3'C GAGAGAGAGAGAGAGAC 11

DIGA3RC GAGAGAGAGAGAGAGARC 5
TriCAG3'RC CAGCAGCAGCAGCAGRC 9
TriTGT5'CR CRTGTTGTTGTTGTTGT 5
TriAAT 3'RC AATAATAATAATAATRC 5
TrAAG 3'RC  AAGAAGAAGAAGAAGRC 5
TriACA 3'RC ACAACAACAACAACARC 5
TriACT 3'RC ACTACTACTACTACTRC 6
TriTCT 3RC TCTTCTTCTTCTTCTRC 5

Anélise dos dados

A genotipagem dos dados gerados pelos marcadores SSR foi realizada com base no
numero de pares de base de cada fragmento. A estimativa do tamanho em pares de bases (pb)
para cada alelo foi obtida pelo método da mobilidade inversa, baseada em regressdo de
produtos de tamanho conhecido do marcador molecular de 50 pb da Fermentas (EUA)
aplicado em um poco extra do gel.

A distancia genética entre todos os 15 genotipos foi calculada a partir do coeficiente
de Nei e Li (1973), que gera uma matriz de distancias utilizando-se o software GENES (Cruz
et al., 2006).
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A matriz de distancia foi calculada utilizando-se o indice de Nei e Li (1973). Os
agrupamentos foram gerados a partir do método do UPGMA (Unweighed Pair-Group Method
of Arithmetic Mean) utilizando o programa GENES (Cruz et al., 2006), o dendrograma
construido utilizando-se o software STATISTICA (Statistica, 2002) e o ponto de corte seguiu
os critérios sugeridos por Mingoti et al. (2005). Os valores de PIC — Polymorphism
Information Content — e as frequéncias alélicas foram obtidos utilizando-se o software
POWERMARKER versédo 3.25 (Liu e Muse, 2005).

O perfil eletroforético das bandas dos marcadores ISSRs, (1) presenca e (0) auséncia,
juntamente com os resultados da andlise para a variavel RD, foram submetidos a correlacao
de Spearman e ao teste de Kruskal Wallis (Kruskal-Wallis, 1964) - teste ndo paramétrico -
com a finalidade de averiguar a correlacdo entre as bandas geradas pelos marcadores ISSR e
a variavel RD, utilizando-se o programa estatistico SAS (SAS, 2004).

A variavel RD (Resisténcia ao Despencamento), caracteristica de interesse do presente
estudo, refere-se & média dos valores da resisténcia ao despencamento dos frutos, expresso em

Newtons, de acordo com Pereira et al. (2004).

1.3 Resultados e Discusséo

Dos 30 iniciadores microssatélites avaliados, obteve-se 139 alelos, com média de 4,66
alelos por loco. O menor nimero de alelos foi observado para os primers AGMI 103/104,
MARS 148, MARS 154, MARS 153 e CNPMF 3 (2 alelos) e 0 maior para o primer Ma 3/103
(11 alelos) (Tabela 3). Considerando outros estudos com diploides, a média de alelos por loco
foi proxima a encontrada por Amorim et al. (2008) (7,53 alelos) e Amorim et al. (2009) (7,51
alelos), enquanto Miller et al. (2010) obteve valor inferior, com média de 2,8 alelos por loco.

O contetdo de informacdo de polimorfismo (PIC), que fornece uma estimativa do
poder discriminat6rio do marcador, variou de 0,16 a 0,86 para os primers AGMI 103/104 e
Ma 3/103, com média de 052 (Tabela 3). De acordo com Botstein et al. (1980), marcadores
com valores de PIC superiores a 0,5 sdo considerados altamente informativos. Segundo essa

classificacdo, o iniciador Ma 3/103 foi considerado altamente polimorfico.
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Tabela 3. Locos microssatélites, sequéncia, numero de alelos, contetdo de informacédo de

polimorfismo (PIC).

Loco SSR Sequéncia (5’- 3°) Alelos PIC

AGMI 105/108 F: tcccaacccctgcaaccact 3 0.46
R: atgacctgtcgaacatccttt

AGMI 127/128 F: aagttaggrcaagatagtgggatt 4 0.33
R: cttttgcaccagttgttagg

AGMI 129/130 F: ggaggcccaacataggaagaggaat 6 0.61
R: cataaacgacagtagaaatagcaac

AGMI 103/104 F: acagaatcgctaaccctaatcctca 2 0.16
R: ccctttgcgtgcccctaa

AGMI 187/188 F: gcaactttggcagcatttt 3 0.39
R: tgatggactcatgtgtacctactat

CNPMF 10 F: cacatcacacgctctgcttc 3 0.48
R: tttttcggctgatccaattc

CNPMF 2 F: tgatctcgacgctgcac 3 0.23
R: tgacagggcttccacttacag

CNPMF 63 F: ggtgggcaacctgtaatctg 5 0.73
R: caccatttgggttttccaac

CNPMF 14 F: catcgaggatgcacatcaag 7 0.59
R: ccaaaagagccacgattcag

CNPMF 37 F: gagccgtggctgtcactaag 8 0.77
R: tatactctcgatcaccgggc

CNPMF 60 F: tgaaatctgaaccctggtgg 7 0.75
R: acgcacacacacacacaatg

CNPMF 20 F: cctcgcacatcaacccttac 6 0.51
R: catgatcaccatttcctccc

CNPMF 19 F: gtgttcgagagctttcagcc 4 0.63
R: agaacaatcaagccagcagc

CNPMF 32 F: aggcttcgaccacaaactcc 4 0.53
R: agcgttctcgttccaatcac

CNPMF 3 F: gggccaaccacatgatctac 2 0.24
R: actcgagcacaaatggaacc

Ma 1/17 F: aggcggggaatcggtaga 7 0.73
R: ggcgggagacagatggagt

Ma 3/103 F: tcgcctctctttagctcty 11 0.86
R: tgttggaggatctgagattg

Ma 1/24 F: gagcccattaagctgaaca 6 0.65
R: ccgacagtcaacatacaataca

Ma 1/27 F: tgaatcccaagtttggtcaag 6 0.75
R: caaaacactgtccccatctc

MaOCEN 3 F: ggaggaaatggaggtcaaca 3 0.35
R: ttcgggataggaggaggag

MaOCEN 1 F: tctcaggaagggcaacaatc 6 0.74
R: ggaccaaagggaaagaaacc

MaOCEN 10 F: ggaagaaagaagtggagaatgaa 3 0.29

R: tgaaatggataaggcagaagaa

Continua...
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TABELA 3. CONTINUACAO.

MASR 189 F: gatggttcgtccgtcagatt 7 0.78
R: cacagtcaccaaatccatcg

MASR 166 F: cgagtccgaagtcgcttcta 4 0.67
R: ttgagcttgtgcctcctttt

MASR 185 F: gacactgctccacaaaccct 5 0.69
R: gcttcttcgggtgtctgttc

MASR 148 F: gcaagtgtggcaactgagaa 2 0.37
R: cagcctgcccgaattatta

MASR 165 F: ggttggcgtacgtgaagagt 4 0.49
R: cgctgttgccaacgtagata

MARS 154 F: gagaggatcgaggaaaaggg 2 0.20
R: acggtgctgaaatatccagg

MARS 153 F: ccgcccatcctcgattacat 2 0.36
R: gaataaaccatacaccgaggtaaa

MASR 149 F: tcgtcaggtctgtatgcgag 4 0.39
R: ctgcaagaggacatcaaacaag

Total 139 -

Média 4.7 0.52

Série Ma desenvolvida por crouch et al. (1998), AGMI por Lagoda et al. (1998),
MaOCEN por Creste et al.,(2006),CNPMF por Amorim et al. (2012) e MASR (dados nao
publicados).

Foi possivel observar a formacdo de cinco grupos: G1- BB Franca (BB) e Butuhan
(BB); G2-Lidi (AA); G3-Jary Buaya (AA), Jaran (AA) e Ouro (AA); G4- 0280031 (AA),
M53 (AA), TH0301 (AA), 013004-04 (AA), Calcutta 4 (AA); G5- 017041-01(AA), Khai Nai
On (AA), Hibrido AB (AB), Tjau Lagada (AA) (Figura 1).

A anélise da maioria dos grupos formados ndo apresentou concordancia entre os
genotipos e 0s seus respectivos padrdes de resisténcia ao despencamento (resistente,
medianamente e suscetivel), exceto para os grupos: G1, que agrupou o0s gendtipos selvagens,
resistentes ao despencamento, BB Franca e Butuhan — ambos do grupo gendmico BB — e o
G3, formado por trés diploides medianamente resistentes ao despencamento dos frutos: Jary
Buaya, Ouro e Jaran. O genotipo Lidi, suscetivel ao despencamento, agrupou-se isoladamente
(G2). Os grupos G4 e G5 foram heterogéneos quanto ao padrdo de despencamento. No G4,
observou-se 0 maior agrupamento de gendtipos suscetiveis (Calcutta 4, 013004-04 ¢ M53).
Nesse mesmo grupo, hd a presenca de um gendtipo mediamente resistente (TH301) e um
resistente (028003-1). Este agrupamento pode ser justificado pela genealogia dos genotipos,
tendo em vista que dos cinco genotipos que formaram o G4, quatro sdo diploides melhorados
(013004-04, M53, TH301 e 028003-1), sendo que o diploide selvagem Calcutta 4 é um dos
genitores dos diploides melhorados TH301 e 028003-1.
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O G5 agrupou dois hibridos: 017041-01(suscetivel), Hibrido-AB (moderado) e dois
diploides selvagens: Khai Nai On (resistente) e Tjau Lagada (moderado) (Figura 1).

BBFranca
—
L Butuhan (BB) G1

Ligi (AA) j G2
2 (AA)7

JaryBuay
Jaran (AA) G3
—L o )
0280031 (AA)
Ma3 (AA)
THO30M (AA) G4
13004-04 (AA)

{ Calcutta (AA)

17041-01 (AA)

{KhaiNaiOn (AA)
Hibrido-AB (AB)
{TjauLagada (AA) ]

G5

Figura 1. Dendrograma com 15 gendtipos de bananeira gerados a partir de 139 bandas
polimorficas provenientes de marcadores SSR.

Assim, a analise dos grupos ndo evidenciou correlagdo com o grau de resisténcia ao
despencamento, sendo que os diploides ndo se agruparam de acordo com o padrdo de
resisténcia ao despencamento, principalmente para os diploides resistentes (028003-01 e Khai
Nai On), os quais formaram grupos com genotipos com resisténcia moderada e suscetivel ao
desprendimento precoce dos frutos de banana da penca.

Resultados semelhantes foram obtidos por Creste et al. (2003), cujo trabalho de
agrupamento baseado pelos iniciadores microssatélites ndo evidenciou uma perfeita separacao
entre diploides cultivados, selvagens e hibridos melhorados. Neste trabalho, os autores
observaram que alguns gendtipos agruparam-se de acordo com as origens geogréficas,
enquanto outros, ndo estabeleceram nenhuma relagéo.

Amorim et al. (2008), utilizando marcadores SSR em gendtipos diploides, também nao
encontraram separacdo completa entre hibridos melhorados, cultivados e selvagens, sendo que

alguns diploides se agruparam com base em sua origem geografica.
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No presente trabalho, ndo houve agrupamentos baseados em origem geografia, mas
observou-se no G4, agrupamento baseado na genealogia, em que a maioria dos hibridos
agrupou-se.

N&o foi possivel obter uma correlacdo entre os gendtipos resistentes, moderados e
suscetiveis ao despencamento e o0 agrupamento a partir do padréo alélico obtido por meio dos
marcadores microssatélites. Tal fato pode ser decorrente da caracteristica ser quantitativa,
governada por varios genes e, por isso, ndo estando relacionada apenas com 0s SSRs
utilizados.

Embora o despencamento seja considerado uma caracteristica quantitativa, foi feito
um teste ndo paramétrico para averiguar a possibilidade de associacdo entre 63 marcas ISSRs
e 0 despencamento dos frutos das quais 13 apresentaram correlacdo com a variavel RD
(Tabela 4).

Tabela 4. Marcas potencialmente ligadas a variavel RD, coeficiente de correlacdo de
Spearman (r; ) e teste de Kruskal-Wallis (KW).

Marca ISSR RD1
rs Kw

ISSR11D 0.67* 0.034*
ISSR71A 0.67* 0.034*
ISSR34E 0.67* 0.034*
ISSR50D -0.78** 0.019**
ISSR71D 0.67* 0.034*
ISSR34F -0.67* 0.034*
ISSR34H 0.64* 0.041*
ISSR12B 0.67* 0.034*
ISSR2A 0.64* 0.041*
ISSR56A 0.67* 0.034*
ISSR2F -0.67* 0.034*
ISSR56B 0.67* 0.034*

RD: Média dos valores da resisténcia ao despencamento expresso em Newtons de acordo
com Pereira et al. (2004).



32

A marca que apresentou maior correlacdo com a variavel RD foi o ISSR50, com a
correlacdo negativa de -0,78. Isso significa que a marca estd associada a baixos valores de
RD, os quais sdo observados em genoétipos suscetiveis ao despencamento. As marcas
ISSR11D, ISSR71A, ISSR34E, ISSR71D, ISSR34H, ISSR12B, ISSR2A, ISSR56A, ISSR56B
mostram-se mais promissoras, pois estdo relacionadas a maiores valores de RD, ou seja,
genotipos resistentes.

Testes ndo parameétricos com o procedimento de correlacdo de Spearman e Kruskal-
Wallis, foram utilizados para identificar marcadores potencialmente ligados a doengas em
amendoim (Mace et al., 2006) e feijdo Guandu (Singh et al., 2013).

O sequenciamento das marcas associadas com o despencamento sera 0 proximo passo
visando a validacdo dos dados e possivel uso na selecdo assistida por marcadores para essa

caracteristica no programa de melhoramento de bananeira da Embrapa.

1.4 Conclusotes

N&o foi observada correlacéo entre os grupos formados pelo método UPGMA e o grau
de despencamento dos frutos;

As bandas SSR11D, ISSR71A, ISSR34E, ISSR50D, ISSR71D, ISSR34F, ISSR34H,
ISSR12B, ISSR2A, ISSR56A, ISSR2F, ISSR56B, ISSR12A possuem potencial para
utilizacdo como marcadores relacionados ao despencamento natural dos frutos da bananeira

em programas de selecdo assistida.
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CAPITULO 2

Caracterizacdo Anatémica de Geno6tipos de Bananeira Contrastantes para o
Despencamento Natural dos Frutos.

Resumo - O despencamento natural de frutos de bananeira € um disturbio fisiolégico causado
pelo enfraquecimento e amolecimento do pedicelo, o que faz com que os frutos se separem da
almofada precocemente durante o processo de maturagédo. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a regido do pedicelo de bananas provenientes de genotipos suscetiveis e resistentes ao
despencamento natural, visando detectar as possiveis alteracfes anatdmicas relacionadas a
esse fendbmeno. Foram utilizados geno6tipos nos estadios de maturacédo 4, 5 e 6, de diferentes
ploidias e padrdes de resisténcia ao despencamento. Foram feitas medicGes das seguintes
caracteristicas anatdmicas: comprimento do cortex (CC), comprimento das fibras (CF),
didmetro das fibras (DF), frequéncia de fibras (FF), frequéncia de laticiferos (FL), e area do
conjunto de fibras (AF). No gendtipo 017041-01, suscetivel, foi observada presenca marcante
de parénquima aerifero, caracteristica que ndo foi evidenciada nos genotipos resistentes BB
Franca, Khai Nai On e BRS Preciosa. As mudancas anatdmicas, observadas durante o
amadurecimento nos estaddios de maturacdo, foram mais evidentes no gendtipo suscetivel
017041-01. Maiores valores da varidvel AF e maior deposicdo de lignina nos feixes
vasculares mostraram-se relacionados a resisténcia ao despencamento. Analisando apenas 0s
diploides do genoma A, o diploide selvagem Khai Nai On, resistente ao despencamento,
mostrou-se superior e podera ser usado em programas de melhoramento visando o
desenvolvimento de cultivares resistentes ao despencamento natural dos frutos.

Palavras - chave: Musa spp. Alteracéo estrutural. Pedicelo.

Anatomical Characterization of Banana Genotypes Contrasting to Natural Fruit Finger
Drop.

Abstract - The finger drop is a physiological disorder caused by weakening and softening of
the pedicel, which causes the fruit to separate from the cushion early during the maturation
process. The objective of the present work is to describe the pedicel region of bananas from
susceptible and resistant genotypes as to the natural fruit finger drop, in order to detect the
possible anatomical causes to explain this phenomenon. Genotypes were used in maturation
stages 4, 5 and 6, of different ploidy levels and finger drop resistance patterns. Measurements
were made of the following anatomical parameters (variables): length of the cortex (CC),
fibre length (CF), fibre diameter (DF), fiber frequency (FF), laticifer frequency and fibre area
(AF). In the genotype 017041-01, susceptible, the presence of airenchyma was observed,
however, this feature was not evidenced in the resistant genotypes, BB France, Khai NaiOn
and BRS Precious. Anatomical changes observed during ripening in the stages of maturation,
were most evident in the 017041-01 genotype (susceptible). Higher values of variable AF
and increased deposition of lignin in the vascular bundles, were related to finger drop
resistance. Analyzing only the diploids of the genome, the wild diploid Khai NaiOn (resistant
to finger drop), proved superior, and this genotypes can be used in breeding programs aiming
at the development of cultivars resistant to natural fruit finger drop.

Key words: Musa spp structural alteration. Pedicel.
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2.1 Introducao

A bananicultura se destaca como uma atividade de grande importancia econdmica e
social em todo o mundo, principalmente na regido dos trépicos e subtrépicos, representado
em sua maioria por pequenos produtores. Considerada como uma das principais fontes
alimentares, seu consumo in natura supera a maioria das frutas, perdendo apenas para 0s
citros (SOTO, 2011).

Segundo Matsuura et al. (2004), além dos atributos de sabor, vida util e aparéncia
serem 0s mais importantes na escolha ou na compra dos frutos de banana, a fruta deve
apresentar-se em penca contendo de 10 a 12 frutos.

Em virtude do fruto da bananeira ser comercializado em pencas ou buqués, as
cultivares que apresentam sensibilidade ao despencamento natural ou desprendimento dos
frutos sdo rejeitadas pelos agricultores e principalmente, pelos consumidores, que a cada dia
estdo mais exigentes. O despencamento é um disturbio fisiolégico causado pelo
enfraquecimento e amolecimento do pedicelo, o que faz com que os frutos se separem da
almofada precocemente durante o processo de maturacdo (SEMPLE e THOMPSON, 1988,
IMBASAL, 2006).

Em bananas, esta desordem ndo € ocasionada pela formacdo de camada de abscisao,
como ocorre na maioria dos frutos carnosos. A camada de abscisdo resulta de processos
fisiologicos de separacdo que desencadeiam mudancas nas paredes celulares durante a
abscisdo do fruto que normalmente esta restrita a uma camada de células finas (WEBSTER e
BAIRD, 1979; ADDICOTT, 1982; PAUL e CHEN, 1983; CONWAY et al., 1992).

Imbasai e Ketsa (2007) ndo encontraram camada de abscisdo em estudo anatdmico
realizado no pedicelo da banana, na area de ruptura, em estadios precoces e tardios de
amadurecimento dos genotipos 'Kluai Hom Thong' e 'Kluai Namwa', suscetivel e resistente
ao despencamento, respectivamente. Isto sugere que a ocorréncia do despencamento natural
do fruto ndo requer uma zona de abscisdo. Os mesmos autores também observaram
diminuicdo da espessura do pedicelo, evidenciando a acdo de enzimas de degradacdo dos
componentes da parede celular, durante o amadurecimento de cultivares suscetiveis.
Acredita-se que tal alteracdo seja provocada por modificacdes dos polissacarideos da parede
celular, principalmente da pectina e da hemicelulose (MANRIQUE e LAJOLO, 2002).

Além desse, outros estudos anatdmicos da regido do pedicelo onde ocorre o
despencamento demonstraram que a degeneracdo da parede celular e do tecido
parenquimatico, com a formacao de grandes espacos vazios, favorece o despencamento em
frutos maduros de cultivares suscetiveis (PEREIRA, 2002; PUTRA et al., 2010). Por outro
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lado, Maia et al. (2004), estudando o despencamento do hibrido ‘SH 3640°, constataram que
0 aumento da resisténcia deste foi devido ao aumento da espessura e da maior deposi¢do de
lignina nas paredes das fibras perivasculares.

De acordo com Pereira et al. (2004), a resisténcia ao despencamento parece estar
associada a presenca do genoma B (Musa balbisiana), embora exista variabilidade para a
caracteristica dentro do genoma A (Musa acuminata). Em virtude disso, a analise da estrutura
anatdmica da regido onde ocorre o desprendimento do fruto em diploides de Musa acuminata
(AA) é de fundamental importéncia, ja que a fonte de resisténcia para esse distarbio
fisiolégico encontra-se no genoma B.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a regido do pedicelo de bananas provenientes de
gendtipos suscetiveis e resistentes ao despencamento natural, visando detectar as possiveis

alteraces anatémicas relacionadas a esse fenémeno.

2.2 Material e Métodos

Material genético

As amostras foram coletadas de sete genotipos pertencentes ao Banco Ativo de
Germoplasma de Banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada em Cruz das
Almas, BA. Foram utilizados genotipos nos estadios de maturacdo 4, 5 e 6, de diferentes

ploidias e padrdes de resisténcia ao despencamento (Tabela 1).

Tabela 1. Gendtipos de bananeira, grupo genémico (GG), genealogia e resisténcia ao
despencamento (RD).

Genotipo GG Genealogia RD

BB Franca BB Diploide selvagem Resistente
Hibrido AB AB Diploide melhorado Moderado
TH 0301 AA Diploide melhorado Moderado
017041-01 AA Diploide melhorado Suscetivel
BRS Pioneira AAAB Hibrido melhorado Suscetivel

BRS Preciosa AAAB Hibrido melhorado Resistente
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A classificacdo dos estadios de maturacdo dos frutos foi baseada na escala de Von
Loesecke (1949), sendo selecionados para o estadio 4, frutos mais amarelos do que verdes;
amarelo com a ponta verde para o estadio 5 e totalmente amarelo para o estadio 6. Os valores

de RD (Resisténcia ao despencamento) foram dados fornecidos por Pereira et al. (2004).

Estudo anatdémico

Os estudos anatdbmicos foram realizados no Laboratério de Anatomia Vegetal e
histoquimica da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia.

O estudo anatémico foi realizado com amostras do pedicelo. Os tecidos vegetais foram
fixados em FAAs, (formamida, acido acético, alcool etilico 50%, 0,5: 0,5: 9 v/v) por 24 horas
e estocados em alcool etilico a 70 %. Amostras dos materiais foram desidratadas em série
butilica e incluidas em blocos de parafina histologica (JOHANSEN, 1940) a partir dos quais
seccOes seriadas transversais e longitudinais com espessura de aproximadamente 14 pm,
foram obtidas em microtomo rotativo (modelo Leica 2245).

Os cortes foram corados com safranina alcodlica 1,5% e azul de astra aquoso 1 %
(GERLARCH, 1969) e as laminas permanentes montadas em resina sintética (Permount). A
documentacdo foi realizada em fotomicroscopio Olympus BX51 equipado com camara
fotografica digital Olympus A330.

As caracteristicas avaliadas foram a distribuicdo e a coloracdo dos componentes dos
tecidos da regido em que ocorre o desprendimento natural dos frutos. Os tecidos foram
digeridos em solucdo de perdxido de hidrogénio e acido acético (1:1) v/v, recém-preparada.
Apbs a digestdo, o material foi lavado em &gua destilada e conservado em alcool 50%. As
fibras foram coradas com solucdo de safranina 1% em etanol 50% por 24 horas (FRANKLIN,
1945). Apo6s lavar o material por trés vezes com alcool etilico a 30%, as laminas foram
montadas em glicerina.

As contagens e medicGes foram realizadas com o auxilio do programa Imagel
(RASBAND, 2012). Foram feitas medigdes das seguintes variaveis anatdbmicas: comprimento
do coértex (TC) em mm, comprimento das fibras (CF) em um, diametro das fibras (DF) em
um, frequéncia de fibras (FF) em niimero de células por mm?, frequéncia de laticiferos (FL)
em nGmero de células por mm? e area do conjunto de fibras (AF). Cada repeticdo foi
composta por trés laminas, sendo avaliadas trés regides diferentes de cada lamina, para cada
genotipo. Os valores ajustados e/ou transformados foram submetidos &8 ANOVA paramétrica

e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade.
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2.3 Resultados e Discussao

Por meio dos cortes histoldgicos foi possivel observar que o pedicelo dos frutos da
bananeira possui estrutura anatémica tipica das plantas monocotiledoneas, apresentando uma
ampla regido de parénquima com feixes vasculares dispersos, 0 que caracteriza uma
distribuicdo do tipo atactostelo. E possivel observar a ocorréncia de laticiferos articulados n&o
anastomosados distribuidos por todo 6rgéo.

O pedicelo da banana em seccdo transversal possui epiderme unisseriada e células
papilosas. O gendtipo BB Franca e o hibrido BRS Preciosa, exibem epiderme

proeminentemente papilosa, destacando-se dos demais genotipos, que também apresentam

celulas papilosas, porém menos acentuadas (Figura 1).

Figura 1. Secdo transversal do pedicelo de bananeira. A) Setas indicam: Epiderme
proeminentemente papilosa no genétipo BB Franca e B) Epiderme papilosa no gendtipo
Hibrido AB. Feixe Vascular (Fv), Epiderme (Ep), Parénquima fundamental (Pa) e Laticifero
(La). Barra = 500um.

As papilas sdo projegdes da parede periclinal externa. A ocorréncia das papilas nos
genotipos ndo esta relacionada com o fator resisténcia ao despencamento, mas apenas uma
caracteristica de protecdo. Para varios autores, a importancia das papilas é apenas taxondmica,
enquanto outros acreditam que essas estruturas exercem o papel de refletir a luz solar (FAHN,
1995).

Logo abaixo da epiderme, ocorre o cortex, onde se encontra o tecido parenquimatico,
composto por células de formato e dimensdes variadas. Foi observado que no genétipo BB
Franca (BB), resistente, aumento no tamanho das células parenquimaticas e maior lignificagdo
das mesmas no estadio 6 de maturagédo, devido a uma maior afinidade desses tecidos com o

corante safranina.
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No genotipo 017041-01 (AA), suscetivel, foi observada presenca marcante de
parénquima aerifero, caracterizado por grandes espacos intercelulares (Figura 2). Esta
caracteristica ndao foi evidenciada nos genotipos resistentes BB Franca, Khai Nai On e BRS
Preciosa, 0 que informa que a resisténcia ao despencamento pode estar relacionada com a sua
ocorréncia e distribuicdo. Com a presenca do parénquima aerifero o 6rgao se torna mais leve
e fragil; consequentemente mais susceptivel ao despencamento. Essa susceptibilidade pode

ocorrer devido a forca realizada pelo fruto para se manter na penca.
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Figura 2. Pedicelo do gendtipo 017041-01 (AA), suscetivel ao despencamento, em se¢do

transversal. Aerénquima (Ae). Barra = 200pum.

De acordo com Cheng et al., 2008, Musa sp. possui frutos climatéricos que perdem
rapidamente a rigidez da estrutura celular e textura quando a maturacdo € iniciada; fato
confirmado por Putra et al. (2010), os quais concluiram gque o despencamento nas cultivares
Musa Rastali e Musa Pisang Awak, propensas ao despencamento, foi causado por
desintegracao, colapso e diminuicdo da espessura das células ao longo da regido onde ocorre 0
despencamento dos frutos. Pereira (2002), também, evidenciou degeneracdo do tecido
parenquimatico na regido do pedicelo em frutos maduros, formando grandes espacos vazios,
favorecendo o despencamento.

Houve variacdo quanto a distribuicdo e arranjos dos tecidos vasculares nos genotipos
analisados. Quatro tipos de fibras vasculares foram observados, sendo eles: feixe de fibras ou
grupos de fibras (Figura 3, A), feixes colaterais (Figura 3, E), feixe vascular com bainha
esclerenquimatica incompleta (Figura 3, H) e feixe vascular com bainha esclerenquimatica

completa (Figura 3, B).
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C e D) hibrido AB (AB, moderadamente resistente), E e F) Khai Nai On (AA, resistente), G e
H) TH 0301 (AA, moderadamente resistente) , (I e J) 017041-01(AA, suscetivel), (K e L)
BRS Preciosa, ( M e N) BRS Pioneira. Feixe Vascular (Fv), Esclerénguima (Es), Xilema
(X), Floema (F), Grupo de fibras (Gf) Laticifero (La). Barra =200um (B, D, F, H). Barra =
500 um (A, C, E, G).

Continua...
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FIGURA 3. CONTINUACAO

D =

= 2 - i LI = 4 s - ‘
. 7 R — A - - 45 1 L - —- A N |

Figura 3 (I a N). Secéo transversal do pedicelo de banana. A e B) BB Franca (BB, resistente),

C e D) hibrido AB (AB, moderadamente resistente), E e F) Khai Nai On (AA, resistente), G e
H) TH 0301 (AA, moderadamente resistente) , (I e J) 017041-01(AA, suscetivel), (K e L)
BRS Preciosa, ( M e N) BRS Pioneira.  Feixe Vascular (Fv), Esclerénguima (Es), Xilema
(X), Floema (F), Grupo de fibras (Gf) Laticifero (La). Barra = 200um (J, L, N). Barra 500 pum
(I, K, M)

O gendtipo BB Franga, resistente ao despencamento, destacou-se dos demais, pois a
bainha de fibras esclerenquimaticas, formada por até quatro camadas de fibras, foram
fortemente coradas pela safranina (Figura 3, B); ja no gendtipo 017041-01, suscetivel, foi
observado apenas feixes vasculares e feixes colaterais corados pelo azul de astra (Figura 3, | e
J). O azul de astra tem sido empregado em conjunto com a safranina para distinguir as paredes
celulares celulésicas (primarias) das lignificadas (secundarias).

O grupo, distribuicdo e coloragdo dos tecidos vasculares que foram observados nos

sete genotipos analisados encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Tipos de fibras, local de ocorréncia e coloracdo encontrados em sete gendtipos de
Musa sp.

Gendtipo Tipo de fibras Local de Corante
ocorréncia
BB Franca (BB) Feixe de Fibras Cortex Azul de Astra
(resistente) Fibras colaterais Regido periférica Safranina
Feixe  vascular com  bainha Centro Safranina

Hibrido AB (AB)
(moderado)

Khai Nai On (AA)
(resistente)

esclerenquimatica completa
Feixe de fibras

Fibras colaterais

Feixe  vascular  com
esclerenquimatica incompleta
Feixe de fibras

Fibras colaterais

bainha

Cortex
Regido periférica
Centro

Cortex

Regido periférica

Azul de Astra
Azul de Astra
Safranina

Azul de Astra

Safranina e Azul

de Astra
Feixe  vascular  com bainha Centro Safranina
esclerenquimatica incompleta
Feixe  vascular  com bainha Centro Safranina
esclerenquimatica completa
TH 0301 (AA) Feixe de Fibras Cortex Azul de Astra
(moderado) Fibras colaterais Regido periférica Azul de Astra

017041-01 (AA)
(suscetivel)

BRS Pioneira (AAAB)

(Suscetivel)

Feixe vascular com
esclerenquimatica incompleta
Feixe de Fibras

Fibras colaterais

Feixe de Fibras

Fibras colaterais

bainha

Centro

Cortex
Regido periférica
Cortex
Regido periférica

Safranina

Azul de Astra
Azul de Astra
Azul de Astra
Azul de Astra

Feixe  vascular com bainha Centro Safranina
esclerenquimatica incompleta
Feixe  vascular com bainha Centro Safranina
esclerenquimatica completa

BRS Preciosa (AAAB)  Feixe de Fibras Cortex Azul de Astra

(resistente)

Fibras colaterais

Regido periférica

Azul de Astra e

Safranina
Feixe vascular com bainha Centro Safranina
esclerenquimatica incompleta
Feixe vascular com bainha Centro Safranina

esclerenquimatica completa

No presente estudo, pode-se inferir que as variagcdes dos feixes vasculares entre 0s

gendtipos analisados estdo relacionadas com a resisténcia ao despencamento, pois observou-
se que as fibras de BB Franca (Figura 3, A e B), Khai Nai On (Figura 3, G e H) e BRS
Preciosa (Figura 3, K e L), genotipos tolerantes ao despencamento, mostraram-se mais

lignificadas.
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Sumardi e Wulandari (2010) observaram variagdes anatdmicas nos feixes vasculares
(tamanho, estrutura e didmetro) em cinco cultivares de banana e atribuiram ao nivel de ploidia
dos genotipos.

Fahn (1995) sugere que as fibras possuem parede celular secundéria, lignificada ou
ndo, com funcdo principal de suporte e, algumas vezes, de protecdo. Essas fibras
proporcionam, aos 6rgdos da planta, resisténcia mecénica diante das diversas situacdes, como
torgdes, excesso de peso e pressoes.

As paredes celulares das fibras do genotipo 017041-01 (suscetivel) apresentou
coloracdo azul, indicando afinidade com o corante azul de astra ao invés da safranina. Uma
vez que nos processos de dupla coloracdo as fibras sempre coram pela safranina, devido a sua
afinidade com a lignina, essa reacdo atipica na coloracdo pode ser atribuida ao processo
incompleto de lignificacdo. Tal afirmacdo é corroborada pela espessura reduzida da parede
celular das fibras do genotipo 017041-01 (suscetivel) (Figura 3, I e J), quando comparadas as
paredes das fibras esclerenquimaticas do gendtipo BB Franca (resistente) (Figura. 3, A e B).

A presenca de laticiferos foi identificada em todos os genotipos, entretanto, com
variacdo na cor e na distribuicdo. A diferenca na coloracdo do conteudo dos laticiferos pode
refletir a variagdo na composi¢cdo quimica do exsudato. Todos os gendtipos apresentaram
laticiferos do tipo articulado e ndo anastomosado (Figura. 4), corroborando resultados
reportados por Sumardi e Wulandari (2010).

Figura 4. Secdo transversal (A) e longitudinal (B) do pedicelo de bananeira. As Setas
indicam: laticiferos. Gendtipo TH 0301, no estadio 6 de maturagdo. Barra = 200um. Setas
indicam os laticiferos.
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As mudangas anatdbmicas observadas durante o amadurecimento nos estadios de
maturacdo 4 (fruto mais amarelo que verde), 5 (fruto amarelo com extremidade verde) e 6
(fruto totalmente amarelo), foram mais evidentes no gendtipo 017041-01 (suscetivel). No
estadio 6, pode-se observar que o tecido parenquimatico desse genotipo, é mais fragil, com
rompimento de varias células ao redor dos feixes vasculares e dos laticiferos (Figura 5). De
acordo com Kleng et al. (2011), quando frutos maduros sdo comparados anatomicamente com
frutos verdes, ocorre a reducdo da espessura da casca, aumento de espacos intercelulares e
diminuicdo de tecidos dos feixes vasculares. Estas caracteristicas parecem estar mais

acentuadas em gendtipos suscetiveis ao despencamento.

Figura 5. Feixe Vascular (Fv), Epiderme (Ep), Parénquima fundamental (PF) e Laticifero (L)
em secc¢des transversais do pedicelo da banana. Gen6tipo 017041-01, A: estadio 4, B: estadio
5 e C: estadio 6. Barra 500 pum.

N&o foi observada linha de abscisdo nos genoétipos. Este fato corrobora os resultados
reportados por outros autores que também n&o detectaram formacdo de camada de abscisdo na
regido onde ocorre o despencamento nos frutos da bananeira e sugeriram que a ruptura deve
ser devido ao enfraquecimento da casca no peddnculo (Maia et al., 2004; Imsabai et al., 2006;
Imsabai e Ketsa, 2007; Putra et al., 2010)

O resumo das analises de variancia encontra-se na Tabela 3. Verifica-se que o teste F
revelou diferencas altamente significativas entre 0s genotipos para todas as variaveis.

No caso dos coeficientes de variagdo, os menores valores registrados foram para
didametro das fibras e comprimento das fibras. Por outro lado, a maior percentagem ocorreu

nas variaveis: frequéncia de laticiferos e comprimento do cortex (Tabela 3).
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Tabela 3. Resumo da analise de variancia obtido para as sete variaveis avaliadas.

Variaveis Quadrados Médios Média CV

Acessos Erro (%)
Diametro das fibras (DF) 298,42** 12,97 3159 3,05
Comprimento das fibras (CF) 143,03** 697 668,12 3,95
Frequéncia das fibras (FF) 1,32** 0,05 2,21 10,49
Frequéncia dos laticiferos (FL) 5,21** 0,44 3,56 18,63
Comprimento do cortex (TC) 0,04** 0,001 0,25 15,62
Area do conjunto de fibras (AF) 0,002** 0,000036 0,071 8,42

" significativo a 1%; ™: ndo significativo.
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Figura 6. Valores médios do diametro das fibras (DF), comprimento das fibras (CF),
frequéncia de fibras (FF), frequéncia de laticiferos (FL), Comprimento do cortex (CC), e area
do conjunto de fibras (AF) de sete gendtipos no estadio de maturacéo 6.

Barras seguidas de letras distintas s&o estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Os diploides apresentaram fibras mais curtas, variando de 384,97um (Hibrido AB) a
639,54 um (BB Franca), enquanto os hibridos tetraploides, BRS Pioneira e BRS Preciosa,
obtiveram fibras com comprimento de 925,22um e 939,50um, respectivamente (Fig. 6).

O gendtipo BB Franca, que possui elevada resisténcia ao despencamento, apresentou
a maior média de comprimento de fibra entre os diploides. O gendtipo 017041-01, suscetivel
ao despencamento, apresentou o terceiro maior valor para o comprimento das fibras e o maior
diametro, ndo tendo diferenca significativa entre o diametro das fibras do hibrido tetraploide
BRS Pioneira (suscetivel). De acordo Pereira (2002) comprimento de fibras ndo parece ser
determinante para explicar a maior ou menor resisténcia ao despencamento.

Houve uma tendéncia de uniformidade para a variavel nimero de fibras por mmz;
apenas o diploide TH 0301, moderadamente resistente, e o tetraploide BRS Pioneira,
suscetivel, diferiram dos demais gendtipos apresentando valores superiores. O mesmo ocorreu
com a varidvel numero de laticiferos por mmz2, apenas os genétipos TH 0301 e BRS Preciosa
(resistente) apresentaram os menores valores. A maioria dos feixes vasculares encontra-se
cercados por laticiferos. Os mesmos resultados foram encontrados por Amnuaysin et al.,
(2012) na casca e por Sumardi e Wulandari, (2010) na raiz e folha. No entanto, o nimero de
fibras e de laticiferos por mm? ndo parecem estar relacionados ao despencamento prematuro
dos frutos nos genotipos estudados.

A variavel area do conjunto de fibra mostrou ter maior relagdo com o despencamento,
uma vez que os genotipos resistentes, BB Franca, BRS Preciosa e Khai Nai On, obtiveram os
maiores valores. De acordo com Amnuaysin et al. (2012), que estudaram alteracdes
anatOmicas na casca da cultivar ‘Hom Thong’ (Musa acuminata, AAA, subgrupo Gros
Michel) durante o seu desenvolvimento e maturacdo, um aumento no tamanho da célula da
fibra foi observado na fase inicial de desenvolvimento, a taxa de ampliacdo celular reduziu
gradualmente e parou quando os frutos atingiram a maturidade. O aumento da espessura da
parede da fibra, causada pela deposicdo de uma parede celular secundaria, ajudou a fornecer
resisténcia para a casca.

Entre os diploides estudados, o genétipo BB Franca, resistente, apresentou a maior
média para a varidvel comprimento do cortex, enquanto o genédtipo 017041-01, suscetivel,
apresentou a menor. Analisando apenas os diploides do genoma A, o diploide selvagem Khai
Nai On, resistente ao despencamento, mostrou-se superior para a variavel area do conjunto de
fibra, caracteristica que parece estar mais relacionada a resisténcia ao despencamento e podera
ser usado em programas de melhoramento visando o desenvolvimento de cultivares

resistentes ao despencamento natural dos frutos.
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2.4 Conclusoes

A formacdo do parénquima aerifero é uma alteracdo anatbmica verificada durante o
despencamento, sendo mais intenso no gendtipo suscetivel 017041-01.
Maiores valores da area do conjunto de fibras e uma maior deposicdo de lignina nos

mesmos mostraram-se relacionados a resisténcia ao despencamento.
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CAPITULO 3

Expressao de genes associados com o despencamento natural de frutos de bananeira em
diferentes estadios de maturacao.

Resumo: O despencamento natural dos frutos, uma das principais desordens fisioldgicas que
podem ocorrer em bananas, esta estreitamente relacionado com o processo de maturacdo e
envolve o amolecimento e enfraguecimento da casca na area de juncéo do fruto com a penca,
chamada de pedicelo. O objetivo deste trabalho foi analisar os niveis de expressdo de genes
envolvidos nos processos de maturacdo e despencamento natural dos frutos, na regido do
pedicelo de bananas provenientes de genotipos suscetiveis e resistentes ao despencamento.
Para este fim, os valores dos Ct (cycle threshold) foram utilizados para determinar a diferenca
da expressdo génica relativa dos genes modificadores da parede celular (PEL1, EXP1 e
XTH4) entre os estadios de maturacdo (4, 5 e 6) na zona de despencamento (ZD) e na regido
mediana da casca (zona controle - ZC). As reacdes foram realizadas no equipamento 7500
Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems) usando trés repeti¢fes bioldgicas e trés repeticoes
técnicas. Para realizar a analise de expressdo relativa, foi utilizado o método 2~ “* CT e os
genes enddgenos Tubulina e 25S foram utilizados como referéncia. Os resultados finais da
analise por RT-gPCR mostraram que houve expressdo diferencial entre os estadios de
maturacdo nos gendtipos estudados. Os genes PEL1 e XTH4 demonstraram perfis de
expressao relacionados com o despencamento nos frutos sendo bons candidatos para estudos
funcionais em bananeira, podendo ser utilizado para direcionar o programa de melhoramento
da cultura visando a producdo de frutos com resisténcia para essa caracteristica.

Palavras-chave: Musa spp. Parede celular. RT-qPCR.

Gene expression associated to the natural fruit finger drop in bananas in different
stages of maturation.

Abstract - Natural fruit finger drop, one of the major physiological disorders that can occur in
bananas, is closely related to the maturation process and involves the softening and
weakening of the peel in the area in the junction of the fruit with the bunch, called a pedicel.
The objective of this work was to analyze the levels of expression of genes involved in the
processes of maturation and natural fruit finger drop in the pedicel of bananas from
susceptible and resistant genotypes to fruit finger drop. The values of Ct (cycle threshold)
were used to determine the gene expression difference as to cell wall modifier genes (PEL1,
EXP1 and XTH4) between the different stages of ripeness (4, 5 and 6) in finger drop zone
(ZD) and in the middle of the fruit (control zone-ZC). The reactions were carried out in the
7500 Fast real-time PCR (AppliedBiosystems) equipement using three biological and three
technical replicates. To perform the analysis of relative expression, The method 2 ** CT, was
used and Tubulina and 25S, were used as a reference genes. The final results of the analysis
by RT-gPCR showed that there was a differential expression between the stages of maturation
in the genotypes studied. Genes PEL1 and XTH4 showed expression profiles related to the
fruit finger drop. They are good candidates for functional studies in bananas, can be used to
direct the improvement of species aiming at the production of fruits with resistance fruit
finger drop.

Key words: Musa spp. Cell wall. RT-qgPCR
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3.1 Introducéo

A banana (Musa spp.) é uma das frutas mais consumidas no mundo e constitui-se em
uma importante fonte de vitaminas (A, B1, B2, C, D e E), minerais (potassio, fosforo, calcio
e ferro), proteinas e lipideos (ALVES, 1997; BORGES e SOUZA, 2009).

Em 2012, a produgdo mundial de banana foi em torno 102 milhGes de toneladas, em
uma area cultivada de cinco milhdes de hectares. Nesse mesmo ano, o Brasil foi considerado
0 quinto maior produtor mundial, com area plantada de 487 mil hectares e com producéo de
quase sete milhdes de toneladas (FAO, 2015).

O despencamento natural dos frutos é uma das principais desordens fisiologicas que
podem ocorrer em bananas, caracterizando-se pelo desprendimento dos frutos da penca ou
almofada (DADZIE e ORCHARD, 1997). Esse fenbmeno esta estreitamente relacionado com
0 processo de maturacdo e envolve o amolecimento e enfraquecimento da casca na area de
juncéo do fruto com a penca, chamada de pedicelo (IMSABAI et al., 2006).

De acordo com alguns autores, essa desordem é ocasionada principalmente por fatores
genéticos, deficiéncia nutricional, condicdes de armazenamento e praticas inadequadas de
pos-colheita (SEMPLE e THOMPSON, 1988; PAULL, 1996; CERQUEIRA et al., 2002;
SAENGPOOK et al., 2007). Alteracdes na pectina solivel em &gua, um polissacarideo
componente da parede celular, desencadeadas pela atividade de hidrolases, como a
poligalactunorase (PG), a pectinmetilesterase (PME) e a pectato liase (PL), também foram
associadas ao despencamento (IMSABAI e KETSA, 2007; SAENGPOOK et al.,2007).

O aumento da atividade de enzimas que degradam paredes celulares e 0 aumento da
producdo de etileno que ocorrem durante o amadurecimento, sdo as principais alteracdes
bioguimicas relacionadas ao despencamento (BRADY, 1987). Em virtude disso, alguns
estudos tém utilizado ferramentas da Biologia Molecular para tentar identificar a presenca
destes genes e seu padrdo de expressao, especialmente por meio da analise de seus MRNAS.

Mbeguie-A-Mbéguie et al. (2009), estudaram a expressdo de varios genes relacionados
com a degradacédo da parede celular durante a maturacéo dos frutos de bananas triploides do
subgrupo Cavendish. De acordo com os autores, 0os dados da expressao génica sugerem que 0
despencamento e o amadurecimento dos frutos, envolvem mecanismos similares e sao mais

expressos na regido do pedicelo onde ocorre o despencamentonatural dos frutos.
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Hubert e Mbéguie-A-Mbéguie (2012) investigaram a relacdo entre a biossintese de
etileno durante o amadurecimento na regido de ocorréncia do despencamento. Foi observada
expressao diferencial dos genes envolvidos na biossintese do etileno na zona de controle (ZC)
e na zona de despencamento (ZD). Os autores sugeriram que a biossintese de etileno durante
0 amadurecimento é um potencial regulador no processo do despencamento natural dos
frutos.

Até o momento, os trabalhos que visam quantificar a expressao de genes relacionados
com o amadurecimento e despencamento natural dos frutos de bananeira, foram relatados
apenas para bananas triploides do subgrupo Cavendish. O objetivo deste trabalho foi analisar
0s niveis de expressdo de genes envolvidos nos processos de maturacdo e despencamento
natural dos frutos, na regido do pedicelo de bananas provenientes de genotipos suscetiveis e

resistentes ao despencamento de diferentes ploidias.

3.2 Material e métodos

Material vegetal

Foram utilizados cinco gendtipos pertencentes ao banco de germoplasma de bananeira
(BAG-Banana) da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, BA (Tabela 1), nos
estadios de maturacdo 4, 5 e 6, de diferentes ploidias e padrGes de resisténcia ao
despencamento, para analisar o nivel de expressdo génica de genes envolvidos nos processos

de maturacdo e despencamento.

Tabela 1. Geno6tipos de bananeira indicando o grupo genémico (GG), genealogia e resisténcia
ao despencamento (RD).

Nome GG Genealogia RD

BB Franca BB Diploide silvestre Resistente
17041-01 AA Diploide melhorado Suscetivel
BRS Pacovan Ken ~ AAAB Hibrido melhorado Suscetivel
BRS Maravilha AAAB Hibrido melhorado Suscetivel

BRS Pioneira AAAB Hibrido melhorado Suscetivel
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Para cada gendtipo, foram coletadas amostras de tecidos da regido média da casca
(zona de controle - ZC) e da &rea onde ocorre o desprendimento do pedicelo (zona de
despencamento - ZD) (Figura 1) de trés frutos, em cada estadio de maturacdo 4, 5 e 6 (Figura
2). A classificacdo dos estadios de maturacdo dos frutos foi baseada na escala de Von
Loesecke (1949), sendo selecionados para o estadio 4, frutos mais amarelos do que verdes;
amarelo com a ponta verde para o estadio 5 e totalmente amarelo para o estadio 6 (Figura2).

Cada amostra foi congelada em nitrogénio liquido e estocada em ultrafreezer (- 80 °C)

para posterior extracdo do RNA (Figura 3).

Figura 1. Regi0es da casca da banana utilizadas no bioensaio: zona de controle - ZC (regi&o
mediana da casca) e zona de despencamento — ZD (regido onde ocorre o despencamento do
pedicelo).

Figura 3. Esquema da coleta e armazenamento dos tecidos utilizados no bioensaio. (A) Corte
da regido onde ocorre o despencamento, (B) Tecidos coletados, (C e D) resfriamento e
identificacdo durante a coleta e (E) acondicionamento final em ultrafreezer - 80 ° C.
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Extracdo do RNA total e sintese da primeira fita (cDNA)

O RNA total foi extraido previamente de acordo com Gambino et al. (2008) e
posteriormente tratado com DNase (RNase TURBOfree - Ambion) para assegurar a digestéo
completa de quaisquer moléculas de DNA contaminante na amostra. A andlise de pureza e
quantificacdo de RNA total foi avaliada em gel de agarose 1% e por espectrofotometria
usando um espectofotometro Nanodrop ND-2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se 0 RNA total tratado com DNAse de
acordo com as recomendacdes do fabricante do kit High Capacity RNA-to-cDNA (Applied

biosystems).
Iniciadores utilizados no estudo.

Para o estudo foram selecionados quinze pares de iniciadores, sendo seis endogenos,
ou de referéncia (EF1 MU — F, TUBMU, L2MU, Act11MU, 25SMU e ACTMU) e nove genes
alvos (PEL1-SP, EXP1-SP, EXP1-SP, XTH6-SP, ACO1, ACS2, ACS3, PG1-SP, XTH4-SP e
ACS1) (Tabela 2).

Tabela 2. Iniciadores utilizados para avaliacdo da expressdao génica de gendtipos de

bananeira.
EF1 MU-F EF Fator de elongagdo  F: cggagcgtgaaagaggaat Padevin et al.,
R: accagcttcaaaaccaccag o
TUBMU TUB Beta Tubulina F:tgttgcatcctggtactgct Padevin et al.,
2012
R: ggctttcttgcactggtacac
L2MU L2 Ribonucleoproteina F:agggttcatagccacaccac Padevin et al.,
R:ccgaactgagaagcccctac o
ActliIMU  ACT11 Actinall F: cccaaggcaaaccgagagaag Padevin et al.,
R: gtggctcacaccatcaccag o
255MU 25S 25S rRNA F: acattgtcaggtggggagtt Padevin et al.,
2012

R: ccttttgttccacacgagatt

Continua...
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ACTMU

PEL1-SP

XTH4-SP

XTH6-SP

ACS1

ACS2

ACS3

PG1-SP

EXP1-SP

ACO1

ACT

MaPEL1

MaXxXTH4

MaXTH6

MaACS1

MaACS2

MaACS3

MaPG1

oaMaEXP1

MaACO1

Actina

pectato liase

endotransglicosilase
xiloglucano

endotransglicosilase
xiloglucano

1-aminociclopropano-
1-carboxilato sintase

2-aminociclopropano-
2-carboxilato sintase

3-aminociclopropano-
3-carboxilato sintase

Poligalacturonase

proteina expansina

1-aminociclopropano-
1-carboxilico oxidase

F: gagaagatacagtgtctgga
R: attaccatcgaaatattaaaag
F: tgatcatttctcttctttcacg
R:tcccaagtcaagtagtatcaacaca
F: cgactgatggctgctggat

R:tccatcttttacatacaaaacggaact

F:tgctacgaccagcatcgatatggca

R: gatggttgatcgtcgacggceactty

F: agaactcctcctacttcgat
R:atgatagtcctgaaagttgg
F:tgcggccttgttctgetggg

R: aaaccaccccggttcgtcge

F: ccgtactatccagggttcgacaggg
R: gaagtcgacgagggtgtccagttct
F: tcttcattctttctetttttctge

R:ttagtatgcagccaaattagatcc

F:ggtggaggcattcggtctggtt
R:gggaggtgacacgatgagaagatg
F:aagctctacgtcgggcataa

R: gacagcttcctaacgcgaag

Padevin et al.,
2012

Pua et al., 2001

Mbeguie - A -
Mbeguie et al.,
2009

Mbeguie - A -
Mbeguie et al.,
2009

Rozen e
Skaletsky, 2000

Rozen e
Skaletsky, 2000

Rozen e
Skaletsky 2000

Asif et al., 2005

Trivedi et al.,
2004

Mbeguie - A -
Mbeguie et al.,
2008
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Eficiéncia dos primers e amplificagdo quantitativa de transcritos reversos (RT-qPCR)

Para cada gene, foram conduzidas trés repeticdes bioldgicas para a zona de
despencamento (ZD), um pool dos trés estadios de maturacdo (4, 5, e 6) da zona de controle

(ZC) (Figura 4) e o controle negativo (agua).
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Figura 4. Esquema ilustrativo do bioensaio. (A) triplicadas biologicas dos estadios 4, 5 e 6.
(B) formacdo do pool dos controles.

A eficiéncia de amplificacdo de cada par de iniciadores foi determinada por curva
padréo, com cinco diluigdes seriadas de um pool dos cDNAs da zona de controle dos trés
estadios de maturacdo do genotipo Pioneira (1/2,1/4, 1/8, 1/16, 1/32 e 1/64) e pelo coeficiente
R? resultante. A partir da inclinacdo da reta obtida, foi realizado o seguinte calculo:

Slope = -1/-a, sendo que a € a inclinacdo da reta obtida.

Com os valores do Slope calcula-se a eficiéncia utilizando-se o seguinte calculo:

Eficiéncia = 100%5/°P®) 1

Para os primers que apresentaram apenas um produto de amplificagdo, ou seja, um
unico pico visualizado na curva de dissociagdo e com a eficiéncia entre 80 e 100 %, foram
feitas reagcdes com os cDNA dos diferentes estadios de maturacdo e um pool da zona controle

provenientes da extracdo de RNA das amostras do bioensaio. Para cada primer do gene alvo e
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do gene de referéncia, foram utilizados trés frutos diferentes (réplicas biol6gicas), uma
triplicata técnica de cada fruto e uma triplicata de controle negativo, o NTC (No Template
Control) composto pelo mesmo mix utilizado na reacdo, porém foi adicionado agua RNase
free ao invés do cDNA

A determinacdo dos niveis de expressdo dos genes alvos foi realizada pela
quantificacdo relativa utilizando-se a expressio: QR= 24T (LIVAK e SCHMITTGEN,
2001) que se baseia na reacdo exponencial da PCR e onde QR (Quantificacdo Relativa)
representa o nivel de expressdo génica, Ct representa o ciclo de amplificacdo no qual cada
amostra apresenta amplificacdo exponencial; ACt se refere a diferenca entre o Ct da amostra
amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma amostra amplificada para o gene enddgeno (de
referéncia), e AACt representa a diferenca entre o ACt da amostra de interesse em
determinado tempo e o ACt da amostra de referéncia (controle).

Os valores dos Ct (cycle threshold) foram utilizados para determinar a diferenca da
expressdo génica entre os estddios de maturacdo (4, 5 e 6) e a zona controle (ZC). Os
resultados brutos dos Cts das reacdes de RT-qPCR foram visualizados com o software 7500
v.2.0.4. (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Para a normalizacdo dos valores de
expressao para cada uma das amostras, calculou-se a variagdo quantitativa de expressédo dos
genes de interesse de forma relativa aos genes de referéncia Tubulina e 25S, de acordo com
PFAFFL et al. (2002).

As analises de RT-qPCR foram conduzidas no equipamento ABI 7500 Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Cada reacdo de RT-gPCR foi
realizada em um volume final de 10 pL contendo 2 uLL. de cDNA (100 ng), um par de primers
(0,4 uL dos primers forward+reverse na concentracdo de 10uM) e 5ul. de Platinum®
SYBR® Green gPCR Super Mix-UDG w/ROX kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), de
acordo com as recomendagdes do fabricante e 2,3 puL de 4gua Miliq autoclavada.

As condicOes de termociclagem utilizadas na RT-gPCR foram 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos com as seguintes etapas: desnaturacdo a 95°C por
15 segundos, anelamento e extensdo do primer a 58 °C por 60 segundos, seguido de uma
curva de dissociacdo gerada a partir da desnaturacdo do produto amplificado pelo aumento da
temperatura no fim da reacdo para verificar a especificidade do primer (95°C por 15
segundos, 60°C por 60 segundos e 95°C por 15 segundos) com deteccdo do sinal da
fluorescéncia ao final de cada etapa de extensdo. A curva de melting foi determinada apés o

término dos ciclos de reagdes de cada produto amplificado entre 72 e 95°C.
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Analises estatisticas

Para a realizacdo da quantificacdo relativa da expressdo génica foi utilizado o software
ExpressionSuite, versdo 1.0.3 que realiza a quantifica¢do comparativa pelo método de “Pair-
Wise Fixed Reallocation Randomization Test” (PFAFFL et al., 2002).

3.3 Resultados e Discussao

Extracéo e quantificagdo de RNA

As amostras de RNA total extraidas pelo método de Gambino et al. (2008)

apresentaram boa integridade dos fragmentos. A Figura 6 representa um gel de agarose 1%

com 13 amostras de RNA total.
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Figura 6. Analise eletroforética em gel de agarose 1% RNase free de 13 amostras de RNA
total do gendtipo Pacovan Ken (1-13).

Validacdo dos genes por RT-gPCR

A curva padrdo gerada para cada um dos genes € representada pelo o valor Ct
correspondente versus o log da quantidade de cDNA utilizada na reagdo. A partir do slope
desta curva, foi possivel calcular a eficiéncia de amplificacdo (E) dos primers. Dos 15 pares
de primers (seis endogenos e nove alvos) submetidos a analise por RT-gPCR, cinco (dois
enddgenos e trés alvos) apresentaram apenas um produto de amplificacdo observado na curva
de dissociagdo e eficiéncias entre 80 - 100%.

As temperaturas de dissociagdo foram de 80,71°C, 84,54°C, 80,71°C, 81,21°C e
78,72°C para 25S, TUBMU, EXP1-SP, PEL1-SP, XTH4-SP, respectivamente. Um exemplo
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das curvas de dissociacdo para 3 genes (um de referéncia e dois alvos), encontra — se na
Figura 7.

A Melt Curve B Melt Curve C Melt Curve

Figura 7. Exemplos de curvas de dissocia¢do dos genes 25SMU(A), EXP1-SP (B), PEL1-SP
(©).

Analise de expressdo génica

A regido média (Zona de Controle - ZC) do fruto foi usada como controle e os genes
de referéncia Tubulina (TUBMU) e 25S (25SMU), como normalizadores das quantificacdes.
Os valores de expressdo menores que 1, que se encontram nos graficos para a zona de
despencamento (ZD), revelam que os transcritos de RNA mensageiro foram menos expressos

na ZD do que na ZC.

Expressdo génica da proteina expansina (EXP1)

A expressdo do gene EXP1 no diploide BB Franca (BB) (resistente), foi inferior a do
controle para todos os estadios de maturacdo analisados (Figura. 8, A). Para o diploide
017041-01 (AA) (suscetivel), a expressdo igualou-se ao controle apenas no E6 (estadio 6 de
maturagdo) (Figura. 8, B). Nos tetraploides suscetiveis, BRS Maravilha (AAAB) e BRS
Pioneira (AAAB), a expressao detectada foi inferior ao controle (Figura. 8, C e D). Para BRS
Pacovan Ken (AAAB), que € um tetraploide, a expressao do gene EXP1 foi super-expressa
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com cerca de 500 x de aumento em relacdo a expressdo da ZC (Figura. 8, E). A BRS Pacovan
Ken é uma variedade jd conhecida por despencar e o despencamento dos frutos estd
relacionado com o aumento da temperatura. Na regido Sul, por exemplo, essa variedade tende
a despencar menos. Entretanto, nas nossas condi¢bes de Regido Nordeste do Brasil, onde a
temperatura média é relativamente alta, essa variedade é considerada uma das mais
suscetiveis ao despencamento.

De acordo com Rose et al. (1997), as expansinas, grupo de enzimas extracelulares que
modificam diretamente as propriedades mecéanicas da parede celular, exercem um importante
papel no amaciamento de frutos. O amadurecimento associado as expansinas deve contribuir
para a degradacdo da parede celular por meio do aumento da acessibilidade de outras
proteinas modificadoras da parede celular, como as poligalacturonases (PG) e as celulases
(ROSE e BENNETT, 1999).

Quanto a expressdo génica, Bummell et al. (1999) detectaram a presenca de altos
niveis de RNA mensageiro do gene EXP1 durante o amadurecimento do tomate. Em frutos de
bananas, os genes EXP1, EXP4 e EXP5 pareceram ser os principais candidatos envolvidos no
desprendimento da parede celular relacionada com o despencamento, sendo o EXP1 o
principal gene envolvido nesse processo (Mbeguie - A - Mbeguie et al., 2009).

No entanto, ndo foi observado grande quantidade de transcritos na regido de
ocorréncia do despencamento nos gendtipos avaliados, exceto para o genétipo Pacovan Ken.
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Figura 8. Perfil de expresséo relativa do gene proteina expansina (EXP1) em amostras de
tecidos da regido média da casca (zona controle - ZC) e da area onde ocorre o desprendimento
do pedicelo (zona de despencamento - ZD) nos estadios de maturacdo E4, E5 e E6 dos
genotipos: A) BB Franca (resistente ao despencamento); B) 017041-01 (suscetivel ao
despencamento); C) Maravilha (suscetivel ao despencamento); D) Pioneira (suscetivel ao
despencamento) e E) Pacovan Ken (suscetivel ao despencamento). As quantificagdes foram
normalizadas utilizando os genes de referéncia Tubulina e 25S.
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Expressdo génica da Pectato liase (PEL 1)

A expressédo da pectase liase (PEL1) foi menor que a do controle em todos os estadios
analisados para o diploide BB Franca (BB) (resistente) (Figura 8, A). No diploide suscetivel
ao despencamento, 017041-01 (AA), foi observada maior atividade da enzima no estadio 4,
com 5,4 x de expressdo do gene da PEL 1 em comparagdo ao controle. A expressdo ficou
menor que a do controle em E5 e de 1,5 x mais em EG6. (Figura.8, B). Para o tetraploide
Maravilha (AAAB), o gene foi expresso aproximadamente 1,6 X a mais que o controle, apenas
no E6 (Figura. 9, C). O gene PEL 1 teve sua expressdo aumentada ao longo dos estadios de
maturacdo E4 e E6 com 2,27 e 1,59, respectivamente no tetraploide suscetivel Pioneira
(AAAB) (Figura 9, C). Os maiores valores de expressdo foram observados no tetraploide
Pacovan Ken (AAAB) (suscetivel) nos estadios de maturacdo E5 e E6 com 5,15 e 19,79,
respectivamente (Figura 9, E).

De acordo com Pua et al. (2001) transcritos de pectato liase acumulam-se
diferencialmente em tecidos do fruto da bananeira durante a maturacdo, sendo mais
abundantes na casca do que na polpa.

Amnuaysin et al. (2012) observaram aumento da atividade e expressao génica da
enzima pectato liase durante o amadurecimento do fruto da bananeira. Baixos niveis da
expressdo e atividade da pectato liase, nos estadios iniciais de maturacdo, e 0 seu subsequente
aumento em estadios mais avangados de maturacdo, sugerem que a pectato liase pode estar
associada com a degradacdo da pectina, componente principal da parede celular, durante o
amadurecimento.

De acordo com Imsabai et al. (2006) existe uma correlacdo positiva entre a atividade
da enzima e pectitato liase (PL) e a regido onde ocorre o desprendimento do fruto. Mbéguié-
A- Mbéguié et al. (2009) reportaram que houve aumento dos niveis de RNAs mensageiros
dos genes reguladores da PL, na zona de despencamento.

Os resultados de expresséo relativa demonstram que houve maior aumento nos niveis
de RNAs mensageiros nos genotipos suscetiveis, destacando-se os tetraploides BRS Pioneira,
BRS Maravilha e BRS Pacovan Ken com valores mais elevados nos estadios de maturacdo 5
e 6, periodo em que pode-se observar o despencamento dos frutos.

O gene PEL 1, apresentou resultados em concordancia com o grau de despencamento
dos genotipos, ou seja, todos expressaram maior quantidade de transcritos em relagdo a zona
de controle, exceto para BB Franca, genotipo resistente, que confirmou a sua resisténcia,
devido a baixa expressdo de transcritos no E6, como era esperado. Esse gene demonstra ser

um excelente candidato para os estudos de despencamento em bananeira.
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Figura 9. Perfil de expresséo relativa do gene Pectato Liase (PEL1) em amostras de tecidos
da regido média da casca (zona controle - ZC) e da area onde ocorre o desprendimento do
pedicelo (zona de despencamento - ZD) nos estadios de maturacdo E4, E5 e E6 dos gendtipos:
A) BB Franca (resistente ao despencamento); B) 017041-01 (suscetivel ao despencamento);
C) Maravilha (suscetivel ao despencamento); D) Pioneira (suscetivel ao despencamento) e E)
Pacovan Ken (suscetivel ao despencamento). As quantificagbes foram normalizadas
utilizando-se os genes de referéncia Tubulina e 25S.
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Expressdo génica da endotransglicosilase xiloglucano (XTH4)

Para o gene XTH4, que codifica para a endotransglicosilase xiloglucano, houve
expressao aumentada em todos os genotipos, sendo que no E4 do genotipo 017041-01,
suscetivel, a expressao foi negativa e igualou-se ao controle no E6 do genotipo, suscetivel,
maravilha. Os maiores valores de expressao relativa foram observados no E6 do genétipo BB
Franca, resistente, no E5 dos genotipos 017041-01 e Maravilha (suscetiveis) e no E4 dos
gendtipos Pacovan Ken e Pioneira (suscetiveis) (Figura 10).

Genes modificadores de hemiceluloses tém sido relatados no amolecimento de frutos
de morango, ja que o aumento da transcricdo desses genes esta relacionado com a diminuicéo
da firmeza dos frutos (OPAZO et al., 2010). Alguns autores também sugeriram que as
proteinas XTHs poderiam exercer um papel no amolecimento de kiwi e macd (ATKINSON et
al, 2009). Aumento nos niveis de expressao do gene XTH foi reportado por Arrowsmith e
Silva (1995) durante processos que envolvem a degradacdo da parede celular durante o
amadurecimento do tomate.

De acordo com Mbéguié-a-Mbéguié et al. (2009), o envolvimento da sintese de
xiloglucano e a degradacdo da parede celular mediada por proteinas Xth ndo pode ser
excluida no processo do despencamento natural dos frutos de bananeira. Os mesmos autores
observaram maiores niveis de expressao do gene XTH durante a maturacdo e 0
despencamento de bananas Cavendish.

De acordo com os resultados das analises comparativas da expressdo de genes
modificadores da parede celular na ZD e ZC, o gene XTH4 foi o que obteve maior pico de
expressdo na ZD em todos os gendtipos analisados, obtendo, assim, perfil de expressdo
relacionado com o despencamento dos frutos nos diferentes gendtipos. Fato que o torna um

bom candidato para estudos funcionais em bananeira



2-AACt XTH4-SP 2-AACt XTH4-SP

2-AACt XTH4-SP

67

B
— w
3 15 a8 8
o v o
o 10 < o 6
> I S
[~ EF 4
X 4=
® = L
= Qs 2 -i
I E4 ES E6 I o0 L
3 Estadio de maturagdo §_ E4 ES E6
Estadio de maturagao
B BB Franga ZC m BB Franga ZD m017041-01ZC m 017041-012D
D
w w
v
w6 a N 3
o Q0
o 4 ; 'g 2
=) <
‘S » s 1
: ° s -
E E4 ES E6 auv O
8 Estadio de maturagdo §, E4 ES E6
Estadio de maturagao
B MaravilhaZC ® Maravilha ZD M PioneiraZC m® Pioneira ZD
3 1000
Q
: li i
'—
@
= 01
=
T E4 E5 E6
1%}
§, Estadio de maturagao

M Pacovan KenZC W Pacovan Ken ZD

Figura 10. Perfil de expressdo relativa do gene A endotransglicosilase xiloglucano (XTH4)
em amostras de tecidos da regido média da casca (zona controle - ZC) e da area onde ocorre 0
desprendimento do pedicelo (zona de despencamento - ZD) nos estadios de maturacéo E4, E5
e E6 dos genotipos: A) BB Franca (resistente ao despencamento); B) 017041-01 (suscetivel
ao despencamento); C) Maravilha (suscetivel ao despencamento); D) Pioneira (suscetivel ao
despencamento) e E) Pacovan Ken (suscetivel ao despencamento). As quantificagdes foram
normalizadas utilizando os genes de referéncia Tubulina e 25S.
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3.4 Conclusbtes

H& expressdo diferencial dos genes estudados entre os estddios de maturacdo e os
diferentes genotipos;

Os diploides, BB Franca e 017041-01, obtiverem expressdes similares aos dos
tetraploides, Pioneira e Maravilha;

Os Genes PEL1 e XTH4 obtiveram perfis de expressdo relacionados ao
despencamento em diferentes gendtipos sendo bons candidatos para estudos funcionais
em bananeira;

O gene PEL1 demonstra ser um excelente candidato para os estudos de
despencamento em bananeira, podendo ser utilizado para direcionar o programa de
melhoramento da cultura visando a producdo de frutos com resisténcia para essa

caracteristica.
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Conclusotes Gerais

Os marcadores SSRs foram capazes de detectar variabilidade genética entre os
genotipos diploides analisados. No entanto, N&o foi observada correlagdo entre os grupos
formados pelo método UPGMA e o grau de despencamento dos frutos;

O teste ndo paramétrico revelou possibilidade de associacdo entre bandas ISSRs e a
variavel RD (Resisténcia ao despencamento);

Estudos anatdbmicos confirmaram a fragilidade dos tecidos de gen6tipos suscetiveis. O
genotipo 017041-01 apresentou grande quantidade de parénquima aerifero, caracteristica ndo
evidenciada nos genotipos resistentes BB Franca, Khai Nai On e BRS Preciosa.

No que diz respeito as analises comparativas da expressao de genes modificadores da
parede celular na ZD e ZC, os genes PEL1 e XTH4 mostraram perfis de expresséo
relacionados com o despencamento dos frutos em diferentes genétipos. O gene PEL1
demonstra ser um excelente candidato para os estudos de despencamento em bananeira,
podendo ser utilizado para direcionar o programa de melhoramento da cultura visando a

producdo de frutos com resisténcia para essa caracteristica.

A ploidia ndo mostrou correlagdo com os resultados da expresséo relativa, uma vez
que os diploides, BB Franca e 017041-01, obtiverem expressdes similares aos dos
tetraploides, BRS Pioneira e BRS Maravilha.



