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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O uso de inducéo de mutacdo em bananeira é uma estratégia valiosa para
obtencgéo de resisténcia & murcha de Fusarium, especialmente porque esta € uma
doenca devastadora para as cultivares de bananeira. O estudo esta focado nas
cultivares do subgrupo Cavendish que apresenta elevado nivel de esterilidade, o que
dificulta a obtencg&o de novas cultivares via melhoramento por hibridagoes.

A pesquisa oferece uma abordagem promissora para criar variedades de
bananeiras resistentes a doenca. Nesse sentido, contribui para o avanco das ciéncias
agrarias e biotecnolégicas, aprofundando o entendimento dos mecanismos de
resisténcia das plantas a patdgenos.

Além disso, a inovacgéo gerada pela pesquisa pode transformar a producéo de
banana, beneficiando tanto pequenos quanto grandes produtores. A obtencdo de
variedades resistentes melhora a produtividade e garante a estabilidade da oferta de
bananas, impulsionando a economia.

Paralelamente, a pesquisa tem um impacto direto nas regides produtoras de
banana no pais, melhorando a resiliéncia dessas comunidades frente a doenca. Vale
salientar que a pesquisa aborda uma temética crucial para a seguranca alimentar
global, uma vez que a banana é uma das principais frutas consumidas no mundo. O
enfoque na resisténcia genética a murcha de Fusarium, por meio da mutagénese,
representa uma estratégia inovadora para garantir a producdo desse alimento

essencial.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The use of mutation induction in banana is a valuable strategy to obtain
resistance to Fusarium wilt, especially since this is a devastating disease for banana
cultivars. The study is focused on cultivars of the Cavendish subgroup that have a high
level of sterility, which makes it difficult to obtain new cultivars via breeding by
hybridization.

The research offers a promising approach to create banana varieties resistant
to the disease. In this sense, it contributes to the advancement of agricultural and
biotechnological sciences, deepening the understanding of the mechanisms of plant
resistance to pathogens.

In addition, the innovation generated by the research can transform banana
production, benefiting both small and large producers. Obtaining resistant varieties
improves productivity and ensures the stability of the banana supply, boosting the
economy.

At the same time, the research has a direct impact on the banana-producing
regions of the country, improving the resilience of these communities to the disease. It
is worth noting that the research addresses a crucial issue for global food security,
since bananas are one of the main fruits consumed in the world. The focus on genetic
resistance to Fusarium wilt, through mutagenesis, represents an innovative strategy to

guarantee the production of this essential food.
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RESUMO

A banana € um dos alimentos mais consumidos no mundo e uma das principais
commodities para exportacdo em VAarios paises e cultivadas extensivamente nas
regides tropicais e subtropicais do mundo. Nos ultimos anos, uma das maiores
limitacbes para a producédo da fruta € a murcha de Fusarium causada pelo fungo
habitante de solo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), principalmente devido a
cepa altamente agressiva do patdgeno, chamada raca 4 tropical (R4T), cuja epidemia
estd em proporcdes pandémicas e a Subtropical 4 (ST4), representando uma séria
ameaca a producdo de bananas do subgrupo Cavendish. Devido aos habitos de
natureza saprofitica e por apresentar muitos mecanismos evolutivos, resultando em
alta diversidade genética, o manejo de Foc em areas infestadas é dificil. Além disso,
as cultivares deste subgrupo apresentam elevada esterilidade, exigindo o
desenvolvimento de cultivares resistentes por meio de estratégias biotecnolégicas,
como a inducdo de mutacdo em cultura de tecidos. Assim, este trabalho envolve a
inducdo de mutacdes via radiacdo gama (cobalto-60) nas cultivares Valery e Grande
Naine (genoma AAA), utilizando duas dosagens: 20 e 30 Gy. Apos a avaliacdo dos
sintomas em casa de vegetacdo, foram selecionados um total de 57 mutantes
resistentes que nao apresentaram sintomas apds 150 dias em contato com o
patégeno. Foram realizadas andlises histoquimicas e histolégicas nos mutantes no
qual indicaram possiveis mecanismos de defesa contra o Foc, como maior producéo
de compostos fendlicos e a presenca de celulose e calose nas raizes. Alguns
mutantes ndo apresentaram estruturas patogénicas (hifas e clamiddsporos) nos vasos
condutores do xilema, sugerindo assim resisténcia a penetracao do patégeno. Este
trabalho objetivou ainda realizar a analise em nivel molecular para caracterizar os
mutantes selecionados como resistentes ao Foc, com uso de marcadores
moleculares, IRAP (Inter-retrotransposon amplified polymorphism), ISSR (Inter-Simple
Sequence Repeats) e REMAP (Retrotransposon—microsatellite  amplified
polymorphism). A analise da matriz de dissimilaridade genética foi baseada no indice
de dissimilaridade revelou mutantes com maiores e menores distancias genéticas com
relacéo a cultivar comercial, que poderao ser usados no programa de melhoramento
genético da bananeira que visa o desenvolvimento de variedades mais produtivas e
resistentes a Foc. Em concluséo, este trabalho demostrou que mutacdes via radiacado

gama mostrou-se uma estratégia promissora para o desenvolvimento de cultivares de



banana resistentes a murcha de Fusarium e o uso de marcadores moleculares
permitiu a identificacdo de mutantes como fonte de novos alelos para resisténcia em
programas de melhoramento genético de Musa spp. para resisténcia a murcha de
Fusarium.

Palavras-chave: Musa spp.; mutantes; radiacdo; melhoramento genético,
variabilidade.



ABSTRACT

Bananas are one of the most widely consumed fruits globally and a major export
commodity in many countries, extensively cultivated in tropical and subtropical regions.
In recent years, one of the most significant limitations to banana production has been
Fusarium wilt, caused by the soil-borne fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc). This is primarily due to highly aggressive strains of the pathogen, such as
Tropical Race 4 (R4T) and Subtropical Race 4 (ST4), whose epidemics have reached
pandemic proportions, posing a serious threat to Cavendish subgroup banana
production. Due to the saprophytic nature of Foc and its extensive evolutionary
mechanisms resulting in high genetic diversity, managing Foc in infested areas is
challenging. In addition, the cultivars of this subgroup have high sterility, requiring the
development of resistant cultivars through biotechnological strategies, such as
mutation induction in tissue culture. Thus, this work involves Thus, this work involves
the induction of mutations via gamma radiation (cobalt-60) in the Valery and Grande
Naine cultivars (genome AAA), using two dosages: 20 and 30 Gy. After evaluating
symptoms in a greenhouse, a total of 57 resistant mutants were selected that showed
no symptoms after 150 days of contact with the pathogen. Histochemical and
histological analyses conducted on the mutants indicated potential defense
mechanisms against Foc, such as increased production of phenolic compounds and
the presence of cellulose and callose in the roots. Some mutants did not show
pathogenic structures (hyphae and chlamydospores) in the xylem vessels, suggesting
resistance to pathogen penetration. This study also aimed to conduct molecular-level
analysis to characterize radiation-induced mutants selected as resistant to Foc, using
molecular markers such as IRAP (Inter-retrotransposon amplified polymorphism),
ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats), and REMAP (Retrotransposon—microsatellite
amplified polymorphism). The analysis of the genetic dissimilarity matrix revealed
mutants with greater and lesser genetic distances in relation to the commercial cultivar,
which could be used in banana breeding programs aimed at developing more
productive and Foc-resistant varieties. In conclusion, this study demonstrated that
gamma radiation-induced mutations proved to be a promising strategy for developing
banana cultivars resistant to Fusarium wilt. Moreover, the use of molecular markers
allowed for the identification of mutants as a source of new alleles for resistance in

Musa spp. breeding programs for Fusarium wilt resistance.
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1 INTRODUCAO GERAL

As bananas e platanos (Musa spp.) sao frutas comestiveis originarias do
sudoeste asiatico, desenvolvidas por meio da hibridacao intraespecifica entre as
espécies selvagens Musa acuminata Colla, com genoma A, e Musa balbisiana
Colla, com genoma B. Esse processo de hibridacdo gerou diversos grupos
genOmicos distintos, que englobam uma ampla variedade de formas e
caracteristicas (Simmonds; Shepher, 1955; De Langhe et al., 2009). Bananas e
platanos sado cultivados em todos os tropicos e subtropicos, desempenhando um
papel crucial como alimento basico em diversas regiées do mundo. Mais de 1000
variedades de banana sao produzidas e consumidas globalmente. (Heslop-
Harrison; Schwarzacher, 2007; Oyeyinka; Afolayan, 2020) evidenciando a sua
importancia na alimentacao e economia.

A producdo mundial de banana, de acordo com a Organizacdo das
Nacdes Unidas para Alimentacédo e Agricultura (Fao), alcanca 139 milhdes de
toneladas (Fao, 2025). A maior producao registrada é na india, com 36,6 milhées
de toneladas, seguido da China (12 milhdes), Indonésia (9,3 milhdes), Nigéria
(7,3 milhdes) e em quarto lugar o Brasil com 6,82 milhdes de toneladas (Fao,
2025). Dentre as variedades, as bananeiras do subgrupo Cavendish
representam cerca de 47% da producdo global e constituem as principais
cultivares tipo exportacdo. Estima-se que 50 bilhdes de toneladas de Cavendish
sdo produzidas anualmente em todo mundo e fornecidas ao comércio
internacional, sendo mais resiliente em mercados globais (Oyeyinka; Afolayan,
2020).

No entanto, com a evolu¢cdo das bananas cultivadas para consumo,
surgiram desafios, patdogenos que causam doencas coevoluiram com o
hospedeiro banana desde seu centro de origem, em destaque a evolucao do
agente causal da murcha de fusarium da banana, Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (Foc), e seus varios VCGs e racgas (Fourie et al., 2009) se tornando
mais eficientes em infectar o hospedeiro, além de ser considerado uma das
grandes ameacas a producéo global da fruta.

Foc é classificado em trés racas: raca 1 (R1) capaz de causar doenca
em Gros Michel (AAA) e Silk (AAB); raca 2 (R2) que infecta bananas Bluggoe
(ABB); raca 4 (R4) que atinge Cavendish (AAA), e as cultivares que sdo
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suscetiveis a R1 e R2 (Waite e Stover, 1960; Ploetz, 2006). No entanto a duas
divisdes na Foc R4, que sao raca subtropical 4 (STR4) e raca tropical 4 (R4T),
onde a STR4 causa doencgas em Cavendish nos subtropicos e R4T nos tropicos
e subtropicos (Ploetz, 2006; Buddenhagen, 2009; Mostert et al., 2017).

Além das racas, o Foc também foi agrupado com base na
compatibilidade vegetativa (VCGs). Até o momento, 24 VCGs foram identificados
(MOSTERT et al., 2022). Entre eles, os VCGs 0120, 0122, 0123, 0126, 0129,
01210, 01211, 01215 e 01219 estédo associados ao Foc SR4, enquanto o VCG
01213/16 esta relacionado ao Foc TR4, que é a cepa mais agressiva que causa
a murcha de Fusarium da banana (FWB) (Dita et al., 2018; Czislowski et al.,
2017; Pant et al., 2023).

O fusarium é um patégeno habitante de solo, que penetram através das
raizes secundarias ou terciarias e de forma direta ou através de feridas (DITA et
al., 2018). Uma vez em contato com o hospedeiro, move-se para vasos do xilema
e rizomas a medida em gue o Foc coloniza a planta é formado extensas redes
miceliais fazendo com que ocorra o bloqueio dos vasos do xilema, no qual o
mesmo impede o transporte de nutrientes e dgua causando o sintoma reflexo de
murcha e levando a morte (Stover. 1962; Zhang et al., 2018; Warman e Aitken,
2018). Os sintomas externos podem ser observados divisdo do pseudocaule,
amarelecimento das folhas mais velhas, necrose e crescimento atrofiado.
Internamente, ha descoloracdo (marrom-avermelhado) e obstru¢do do sistema
vascular dos vasos do xilema (Pegg et al., 2019; Zakaria, 2023).

O ciclo de vida do Fusarium é caracterizado por uma estratégia de
infeccdo que inicia com uma fase hemibiotréfica, na qual o patégeno depende
do hospedeiro vivo para seu crescimento e desenvolvimento. Posteriormente, o
patdgeno transita para um estagio necrotrofico, no qual ocorre a morte da planta
hospedeira (Ma et al., 2013). Além disso, o Fusarium possui a capacidade de
sobreviver em outros hospedeiros, como ervas daninhas, devido ao seu habito
endofito, e também colonizar e crescer saprofiticamente em detritos vegetais
(Dita et al., 2018; Pegg et al., 2017; Gordon, 2017). Podendo permanecer no solo
sob a forma de clamidésporos quando na auséncia de um hospedeiro adequado,

sendo importantes para a perpetuacao do fungo por logos periodos de tempo no
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solo, permanecendo dormentes e viaveis por anos no solo (Warman; Aitken,
2018; Stover, 1972; Ploetz, 2006).

N&o ha medidas de controle de agente quimico eficaz que possam ser
usados para controlar a doenga, contudo estudos vém sendo realizados com
base em agentes bioldgicos (Pegg et al., 2019; Dita et al., 2018). Nesse contexto,
tornar-se importante o desenvolvimento de estratégias, como desenvolvimento
de cultivares resistentes em conjunto com manejo de solo e uso de biocontrole
(Blomme et al., 2024).

Nesse sentido, a biotecnologia, especialmente na cultura de tecidos
vegetais, € uma ferramenta eficaz no melhoramento de plantas. Os programas
de melhoramento na cultura da banana visam o desenvolvimento de cultivares
resistentes por meio de cruzamentos para a obtencdo de variedades hibridas.
Estratégias como edicdo genética, inducdo de variacdo somaclonal e
mutagénese também tem sido empregadas (Ahmar et al., 2020; Rocha et al.,
2022). A banana, de grande importancia global, enfrenta dificuldades devido as
cultivares serem estéreis, partenocarpicas, triploides e, portanto, propagadas
clonalmente, o que resultou em uma base genética estreita e resiliéncia limitada
a estresses bidticos e abidticos (Datta et al., 2018). Nesse cenario, o0 uso de
ferramentas de melhoramento genético, como a mutagénese, € empregado na
cultura das bananas propagadas in vitro com finalidade de introduzir novos
alelos e ampliar a diversidade genética (Datta et al., 2018).

A mutagénese é uma técnica que expde materiais biolégicos a
mutagénicos, aumentando a frequéncia de mutaces no DNA além da taxa
natural. A extensdo das mutacbes depende do tipo de mutagénico, material
vegetal, duracdo e concentracdo da exposi¢cao. Ela envolve a inducao artificial
de mutacbes no genoma de propagulos vegetais por métodos fisicos ou
guimicos (Kashtwari et al., 2022).

Os métodos fisicos de mutagénese aleatdria envolvem a exposicao de
partes da planta a radiacfes que quebram a fita de DNA, resultando na perda de
um ou mais nucleotideos. Os raios gama sao a radiacdo mais utilizada em
projetos de melhoramento de plantas (Kashtwari et al., 2022). A radiacéo
ionizante causa danos diretos e indiretos nas plantas. O dano direto ocorre

guando a energia da radiacao é transferida diretamente para o DNA, resultando
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em danos celulares, morte celular e indugédo de anomalias. J& o dano indireto
causado pelas espécies reativas de oxigénio (ROS), formadas pela radidlise da
agua, o que leva ao estresse oxidativo (Esnault; Legue; Chenal, 2010; Desouky;
Ding; Zhou, 2015).

Os danos no DNA podem causar substituicdes de bases ou quebras nas
fitas, simples (SSBs) ou duplas (DSBs). Esses danos levam a insercao ou
delecdo de bases. Enquanto as SSBs geralmente sdo reparadas pelas DNA
ligases, as DSBs sdo reparadas por recombinacdo homologa (HR) ou jungéo de
extremidades ndo homologas (NHEJ), processos propensos a erros que podem
resultar em substituicbes de bases, insercfes, delecbes ou rearranjos
cromossomicos (Lomax; Folkes; O'neill, 2013; Kitamura; Satoh; Oono, 2022).

As variagdes nas sequéncias de DNA podem ser identificadas por meio
de marcadores moleculares, os quais tém desempenhado um papel fundamental
no melhoramento da mutagénese. Esses marcadores possibilitam a deteccao
precisa de mutantes reais, além de permitir a eliminacéo de plantas ndo mutadas
nas etapas iniciais dos experimentos (Xi et al., 2012). Além disso, eles séo
ferramentas eficazes para esclarecer as relacdes genéticas entre os mutantes e
as plantas-méae originais (Kang et al., 2013). Marcadores baseados na deteccéo
de polimorfismo em microssatélites e retrotransposons séo utilizadas em estudos
de diversidade no género Musa L. (Wen et al., 2023; Kalendar et al., 2011;
Sankar; Moore, 2001).

Portanto, este trabalho tem por objetivos: 1) Avaliar e selecionar
mutantes desenvolvidos por meio da radiagdo gama, que demonstraram
resisténcia ao isolado CNPMF 229A em casa de vegetagcao; 2) Avaliar o
processo infeccioso do isolado de Fusarium oxysporum f. sp. cubense nas raizes
dos mutantes de banana em nivel histoldgico e histoquimico e 3) Selecionar, a
nivel molecular, os mutantes caracterizados como resistentes utilizando
marcadores moleculares em termos de sua diversidade genética. Esses dados
contribuirdo para o desenvolvimento de cultivares de bananeira resistentes a
murcha de Fusarium e ampliardo o conhecimento sobre 0s mecanismos

envolvidos de interag&o envolvidos.
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4 CONCLUSAO GERAL

A partir das conclusdes apresentadas, pode-se afirmar que a indugao de
mutacOes por radiacdo gama com cobalto-60 foi eficaz no desenvolvimento de
mutantes de bananeiras resistentes a murcha de Fusarium, um problema significativo
para a producdo de bananas. A dose de 20 Gy se destacou, gerando o maior nimero
de plantas resistentes, com a presenca de mecanismos de defesa como compostos
fendlicos, calose e celulose, sugerindo uma resisténcia ativada pos-formada. Os
mutantes mais divergentes geneticamente, como MV9, 38, 42 e MG2, sao
promissores para o aumento da diversidade genética da espécie, sendo valiosos para
o melhoramento genético da bananeira. J& 0os mutantes com alta similaridade a
cultivar comercial, como MV1, 2, 3, 4, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,37 e MG3, 5,6 e
8, tém o potencial de manter as caracteristicas agronémicas e o valor comercial, ao
mesmo tempo que oferecem resisténcia a doenca.

Esses resultados indicam que a mutacgdo induzida por radiagdo gama € uma
estratégia eficaz para o desenvolvimento de cultivares de banana resistentes a
murcha de Fusarium, ao mesmo tempo que possibilita a ampliacdo da base genética
da espécie. Estudos adicionais sado necessarios para aprofundar a compreenséao das
alteracdes genéticas dos mutantes, assim como para avaliar seu desempenho em

programas de melhoramento e garantir seu potencial comercial e agronémico.





