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ESTRUTURA GENETICA DE ISOLADOS DO FUNGO CAUSADOR DA
SIGATOKA AMARELA EM BANANEIRA

Autora: Yslai Silva Peixouto
Orientador: Edson Perito Amorim

Co-Orientadores: Claudia Fortes Ferreira e Fernando Haddad

RESUMO:

Dentre as principais doencas que afetam a bananeira esta a Sigatoka-
amarela, causada pelo fungo Mycosphaerella musicola Leach. O objetivo do trabalho
foi estudar a diversidade genética e estrutura populacional do fungo M. musicola nas
principais regides produtoras de banana, assim como verificar se a estrutura
populacional estd correlacionada com a origem geografica. Para isto, foram
avaliados 83 isolados coletados nos Estados da Bahia (BA), Rio Grande do Norte
(RN) e Minas Gerais (MG) por meio dos marcadores SSR, ISSR e pela combinagéo
dos dois (SSR/ISSR). De acordo com a AMOVA, para as trés analises ocorreu maior
variacdo genética entre os haplétipos dentro de municipios, em que apenas com 0
uso dos ISSR néo foi significativo. Alta variabilidade foi detectada entre os isolados,
com os primers combinados observou-se 100% haplétipos distintos, com os SSR
98,79 % de haplotipos Unicos e com os ISSR foram 83,13 % haplotipos diferentes.
Em relacdo a composicao genética com base no agrupamento Bayesiano, notou-se
a presenca de 21 provaveis grupos ancestrais para as localidades em estudo com
0s primers combinados, diferente do que ocorreu com 0 uso dos SSR e dos ISSR,
em que foram encontrados 14 provaveis grupos ancestrais. O maior valor de Gst foi
de 0,11 entre RN e MG para 0s SSR, ja o Ny, que indica o fluxo génico foi alto entre
todos os Estados. Em relacdo ao I5 e rd, a hipétese de recombinacdo sexual foi
aceita para algumas microrregides no estudo. Contudo, nédo foi detectada nenhuma
estruturacdo da populacdo de acordo com os locais de coleta, sendo que o
conhecimento sobre a distribuicdo da variabilidade genética de M. musicola ira
auxiliar nas estratégias para o controle da doenca.

Palavras-chave: Mycosphaerella musicola Leach, estrutura populacional,

marcadores moleculares



GENETIC STRUCTURE OF ISOLATED YELLOW SIGATOKA FUNGUS
THAT CAUSES AT BANANA

Author: Yslai Silva Peixouto
Adivisor: Edson Perito Amorim

Co - adivisor: Claudia Fortes Ferreira e Fernando Haddad

ABSTRACT:

Among the major diseases affecting banana is yellow Sigatoka, caused by
Mycosphaerella musicola Leach. The objective was to study the genetic diversity and
population structure of the fungus M. musicola, the main banana-producing regions.
Additionally, we investigated the population structure is correlated with geographic
origin. For this, we evaluated 83 isolates collected in the states of Bahia (BA), Rio
Grande do Norte (RN) and Minas Gerais (MG) through SSR, ISSR and the
combination of the two (SSR / ISSR). According to AMOVA analysis for the three
most genetic variation occurred among haplotypes within municipalities, in which only
the use of ISSR was not significant. High variability was detected among isolates,
with primers combined observed distinct haplotypes 100%, with 98.79% of SSR
haplotypes with unique and ISSR were 83.13% different haplotypes. Regarding the
genetic composition based on Bayesian clustering was noted the presence of 21
probable ancestral groups for study sites with primers combinations, different from
what occurred with the use of SSR and ISSR were found in which the presence of 14
probable ancestral groups. The highest Gst was 0.11 between RN and MG for SSR,
already Nm indicating gene flow was high among all states. Compared to IA and rd,
the hypothesis was accepted for sexual recombination in some micro study.
However, it was not detected any structuring of the population according to the
sampling sites, and the knowledge about the distribution of genetic variability of M.
musicola will assist in strategies to control the disease.

Keywords: Mycosphaerella musicola Leach, population structure, molecular markers
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1. Revisao de literatura

1.1. A cultura

O Centro de origem da bananeira (Musa spp.) é o Sudeste da Asia, sendo a
mesma cultivada em uma extensa area desde 0s tropicos até os subtropicos. A partir
dos centros de origem, a bananeira foi introduzida na Africa, nas Américas e no Sul
do Pacifico, onde houve um ganho em importancia econémica e popularidade (DE
LANGHE et al., 2009) .

Devido as suas particularidades, especialmente seu baixo custo, a banana é
consumida por todas as classes sociais. E cultivada também por pequenos
agricultores, permitindo a fixacdo de méo-de-obra no campo, uma vez que constitui
uma fonte de renda continua para estes agricultores, por ser produzida durante o
ano todo (RODRIGUES et al., 2001).

A bananeira apresenta também importancia mundial, com uma producdo em
2011 de aproximadamente 106 milhdes de toneladas. O Brasil é o quinto produtor
mundial, tendo produzido 7,3 milhdes de toneladas em 2011, em uma area
aproximada de 503 mil hectares, ficando atras do Equador (7,4 milhdes toneladas),
das Filipinas (9,1 milhdes toneladas), da China (10 milhes toneladas) e da india,
que é principal produtor mundial, com 29 milhdes de toneladas produzidas (FAO,
2013).

A producdo nacional esta baseada em variedades que ndo apresentam,
simultaneamente, tolerancia ao frio e/ou a seca, porte baixo, boas caracteristicas
pos-colheita, entre elas a resisténcia ao despencamento do fruto e resisténcia as
principais pragas e doencas (CORDEIRO et al., 2005a). No Brasil, a Bahia é o
segundo produtor nacional (IBGE, 2013), com uma producdo de aproximadamente
1,08 milh&o de toneladas na safra 2012, ficando atras de S&o Paulo com 1,20 milh&o

de toneladas.
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Como toda cultura agricola, a bananeira enfrenta varios problemas que
abrangem desde a necessidade do aumento da produtividade e da qualidade dos
frutos, até questbes mais especificas, como a busca por cultivares resistentes a
pragas e doencas (CORDEIRO et al., 2005a). Dentre as principais doencas que
afetam a bananeira estédo a Sigatoka-amarela, a Sigatoka-negra, o mal-do-Panama,
o Moko (Ralstonia Solanacearum, raca 2) e algumas viroses, sendo que ha maior
incidéncia na bananicultura brasileira da Sigatoka-amarela.

A maioria das cultivares de bananeira disponivel & suscetivel a Sigatoka-
amarela, onde a aplicacdo sistemética de fungicidas ainda é a principal forma de
controle em algumas regibes produtoras; pratica esta que aumenta
consideravelmente o custo de producédo e é extremamente agressiva ao ambiente e
ao homem.

As cultivares mais difundidas no Brasil sé&o: tipo Prata (Prata, Pacovan, Prata-
Ana), Macga, Mysore, tipo Terra (Terra e D’Angola), pertencentes ao grupo AAB e
utilizadas unicamente para o mercado interno; jA as do grupo genémico AAA,
subgrupo Cavendish (Nanica, Nanicdo e Grande Naine) sédo usadas, principalmente,
na industrializacdo, e exportadas em pequena quantidade. Dentre estas, as
variedades Prata And e Pacovan sao responsaveis por aproximadamente 60% da
area cultivada com bananeira no Brasil (BORGES, et al., 2009). Todas as cultivares
descritas sdo suscetiveis a Sigatoka-amarela, a excecao da ‘Macéd’, da ‘Mysore’ e
dos platanos (SILVA e ALVES, 1999).

1.2. Adoenca

A Sigatoka-amarela, também conhecida como Cercosporiose, mal-de-
Sigatoka, € causada pelo fungo Mycosphaerella musicola Leach. Essa doenca foi
inicialmente detectada na ilha de Java (Indonésia) por Zimmermann, em 1902,
ganhando maior importancia apdés enormes prejuizos causados no distrito de
Sigatoka, nas llhas de Viti Levu em Fiji, por volta de 1912.

Posteriormente, a doenca foi identificada na Asia, Africa, Américas Central e
do Sul e Caribe, tendo rapidamente se tornado uma das mais importantes doencas
para a cultura da bananeira (MEREDITH, 1970). No Brasil, a Sigatoka-amarela foi
constatada, pela primeira vez, no Estado do Amazonas, em 1944, estendendo-se

posteriormente por todos os estados brasileiros (CORDEIRO et al., 2011).
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Atualmente, a doenca é endémica em todas as regibes produtoras de banana no
Pais, apresentando maior relevancia nos locais ou microrregides de clima umido,
com alta pluviosidade e temperaturas em torno de 25 °C.

A Sigatoka-amarela esta presente nas regides de bananicultura mais
competitiva, como nas regides Nordeste, Sudeste e Sul, a excecdo de S&o Paulo,
onde a Sigatoka-negra nos bananais do vale do Ribeira ja ultrapassa a amarela, o
gue ocasiona o crescimento na aplicacdo de defensivos agricolas (CORDEIRO et
al., 2011).

O principal sintoma dessa doenca sdo lesbes na folha com estrias
amareladas, o que acarreta a reducdo da éarea foliar verde da bananeira, e,
consequentemente, da area fotossintética, ocasionando uma reducdo no numero e
tamanho dos frutos, que pode induzir a sua maturagdo precoce no campo ou em
pés-colheita (CORDEIRO e MATOS, 2005).

O ciclo da Sigatoka amarela tem duas fases. A fase teleomorfica ou sexuada,
em que o ascésporo constitui o inoculo primario, que ira germinar e penetrar na folha
através dos estdbmatos, ocorrendo a formacdo dos esporoddéquio que irdo se
diferenciar em espermog6nia e espermacias e posteriormente os pseudotécios irdo
liberar os ascosporo iniciando novamente este ciclo. Por outro lado, a fase
anamorfica, ou assexual, em que o conidio constitui o inoculo secundério, 0 mesmo
irA germinar e penetrar na folha através dos estématos, ocorrendo a formacao dos
esporodéquio e posteriormente dos pseudotécios que irdo liberar os conidios,
iniciando o ciclo novamente (AGRIOS, 2005). A fase anamorfica resulta em uma
maior velocidade de desenvolvimento da doenca que, de um modo geral, ocorre nos
periodos mais quentes e com umidade relativa mais elevada (PEREIRA et al., 1999).

O tempo entre a infeccdo e o surgimento dos sintomas varia de acordo com
as condicbes ambientais e a suscetibilidade da planta a doenca, sendo que o
periodo de incubacdo, que representa o intervalo de tempo entre a inoculacdo e o
aparecimento de estrias cloréticas, tem se mostrado extremamente variavel em
func@o do ambiente, havendo registros de 15 até 106 dias (CORDEIRO, 1997).

As lesdes apresentam-se em formatos distintos, de acordo com a idade da
planta hospedeira infectada. Em relagdo aos sintomas da Sigatoka-amarela,

Meredith (1970), classificou o desenvolvimento das lesGes em seis estadios:
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- Estadio inicial de listra - A pontuacdo € perceptivel a olho nu, apenas
como uma leve mancha de descoloragéo verde-amarelada;

- Segundo estadio de listra - A mancha aumenta de tamanho,
principalmente em comprimento, ainda com aparéncia de
descoloragéo verde-amarelada;

lll-  Terceiro estadio de listra - A mancha comeca a dilatar-se levemente na
largura e principalmente no comprimento, tornando o centro da lesao
com coloracao levemente avermelhada enferrujada;

IV-  Primeiro estadio de mancha - A listra ganha uma coloracdo marrom
escuro, e, simultaneamente, ou dentro de 24 horas, forma-se um halo
com aspecto de encharcamento de cor marrom, quando a folha
encontra-se turgida. Este halo é visivel quando se observa a lesao
contra a luz solar no periodo da manhd. A mancha aumenta
consideravelmente de tamanho neste estagio. A listra chega a um
estadio em que é facilmente reconhecida como uma leséo circular.

V- Segundo estadio de mancha - A porcdo marrom escura da mancha
torna-se enrugada e encolhida e o halo torna-se de coloragdo mais
escurecida.

VI-  Terceiro estddio de mancha - A mancha encontra-se plenamente
desenvolvida, com a porcao central abaulada e de coloracdo cinza,
com o halo de coloracdo marrom escuro ou preto, formando um anel
bem distinto ao redor da leséo.

Este tipo de lesdo permanece bem definida mesmo quando a folha esta

morta, com o0 anel escuro bem distinto circundando a lesdo (CORDEIRO et al.,
2011).

1.3. O patdégeno

O género Mycosphaerella é filogeneticamente heterogéneo, com mais de
3.000 nomes, e tem sido associado a mais de 30 géneros anamoérficos (APTROOT,
2006; ARZANLOU et al., 2007; CROUS et al., 2007). Espécies de Mycosphaerella
habitam diferentes nichos ecolégicos como saprobios, patégenos de plantas ou
microrganismos endofiticos; com distribuicdo mundial nas regibes tropicais e
subtropicais (CROUS et al., 2006).
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As publicacdes mais antigas fazem referéncia ao agente causal da Sigatoka-
amarela, na forma assexuada, como género Cercospora, em lugar da denominacao
atual de Pseudocercospora; acérvulos em lugar dos atuais esporoddquios e, na
forma sexuada, aparece a denominacdo de peritécio, hoje referida como
pseudotécio (CORDEIRO et al., 2011). Uma caracteristica da ordem Dothideales, a
qual pertence a Mycosphaerella musicola, € a presenca de ascos bitunicados,
produzidos em ascomas do tipo ascostroma, que no caso dessa espécie, é
uniloculado, recebendo a denominacéo de pseudotécio (ALEXOPOULOS, 1979).

O agente causal da Sigatoka-amarela € o ascomyceto Mycosphaerella
musicola Leach, que é a forma sexuada ou teleomodrfica do fungo, enquanto
Peudocercospora musae (Zimm.) Deighton é a forma assexuada ou anamorfica.
Onde estéo envolvidos dois tipos de esporos: 0 sexuado que € o ascdsporo, que sdo
dispersos pelo vento e o assexuado, que é o conidio que tem sua disperséao
condicionada pela presenca de agua (ROCHA, 2008). Os esporos sao produzidos
de forma continua em climas umidos, sendo dispersos pela dgua acumulada na
superficie foliar durante as chuvas ou orvalho, explicando assim a relevancia da
doenca em climas mais umidos e as infeccdes severas algumas vezes observadas
nos perfilhos situados sob as plantas mais adultas e infectadas (CORDEIRO et al.,

2011).

1.4. Biologiade populacdes

Varios conceitos sobre populacdo foram definidos ao longo dos anos.
Entende-se por populacdo um grupo de individuos de mesma espécie que se
reproduzem entre si, e por isso apresentam propriedades comuns numa dimensao
de espaco e tempo, referindo-se a sua composicdo genética (SALMA, 2007).
Considera-se que os fatores que determinam a evolugdo de uma populacéo sejam a
mutacdo, a recombinacdo, a selecdo natural, o fluxo génico e a deriva genética
(McDONALD e LINDE, 2002).

A estrutura genética de uma populagdo é determinada pela sua historia
evolutiva. Assim, o conhecimento dessa estrutura genética oferece uma visao sobre

0S processos evolutivos que a moldaram no passado, sobre o fluxo génico desta
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com outras populacdes, sobre o efeito da selecdo natural e de outros fatores
evolutivos (MILGROOM e PEEVER, 2003).

Estrutura genética refere-se a quantidade e a distribuicdo da diversidade
genética dentro e entre populagdes. A diversidade génica e a diversidade genotipica
sdo medidas uteis para se diferenciar entre os dois tipos de diversidade genética
que contribuem para a estrutura genética de populagbes (McDONALD e LINDE,
2002).

Os processos microevolutivos que promovem alteracdes nas frequéncias
génicas e genotipicas podem ser divididos em duas classes: os “sistematicos”
(mutacao, selecdo e migracdo), que tendem a mudar a frequéncia génica de uma
maneira que pode ser predita, tanto em quantidade quanto em direcdo; e o
“dispersivo” (deriva genética), que surge em pequenas populagdes pelos efeitos de
amostragem, e pode ser predito em quantidade, mas ndo em dire¢cdo (MAYR, 1977).

Patdgenos com maior potencial evolutivo constituem um maior "risco" de
suplantar a resisténcia ou evoluirem para neutralizar outros métodos de controle, tais
como aplicacdes de fungicidas ou antibiéticos (McDONALD e LINDE, 2002;
ANDERSON et al., 2004). Patbégenos que apresentam sistema reprodutivo misto
(tanto a reproducdo sexuada quanto a assexuada), como é o caso de M. musicola,
um elevado potencial para o fluxo génico, grande tamanho efetivo populacional e
alta taxa de mutacdo sdo considerados com um maior potencial evolutivo
(McDONALD e LINDE, 2002).

O conhecimento de estrutura genética fornece uma visado sobre a histéria de
vida de patdgenos, incluindo os processos evolutivos que formam populacdes de
patdgenos em agroecossistemas (LINDE et al., 2002). Marcadores genéticos tém
sido utilizados para avaliar niveis de diversidade genética e relacdes filogenéticas
intraespecificas e interespecificas, podendo indicar o potencial do gene e o fluxo
génico entre as populac¢des, mensurando o grau de subdivisédo populacional entre as
populacdes em diferentes escalas espaciais. Fornecendo assim, embasamento para
tomada de decisdes sobre estratégias para o controle da doenca, auxiliando os
programas de melhoramento.

Trabalhos com marcadores moleculares sobre estrutura populacional estado
disponiveis para diversos fitopatogenos como Cochliobolus (CONDON et al., 2013),
Magnaporthe oryzae (XUE et al, 2012), Crinipellis perniciosa e Moniliophthora roreri
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(MOREIRA, 2006), Melampsora larici-populina (XHAARD et al, 2011), Phytophthora
capsici (QUESADA-OCAMPO et al., 2011), Puccinia triticina (KOLMER et al., 2011),
Mycosphaerella fijiensis (CARLIER et al, 1996; HAYDEN et al, 2003b),
Mycosphaerella graminicola (LINDE et al.,, 2002; ZHAN et al., 2003; BANKE e
McDONALD, 2005; JURGENS et al., 2006; SIMON et al., 2012;) e Mycosphaerella
musicola (MOREIRA et al.,, 2003; HAYDEN et al.,, 2003a; RIVAIS et al., 2004;
HAYDEN et al., 2005; ARZANLOU, 2008, GOMES, 2012).

Com o avanco da biologia molecular estudos envolvendo a variabilidade
genética desses fungos foram facilitados, pelo uso de marcadores moleculares
diversos, do tipo RFLP, RAPD, e microssatélites (SSR), capazes de indicar
pequenas diferencas gendémicas entre isolados M. musicola de diferentes origens
(CARLIER et al., 1994; CARLIER et al., 1996; MULLER et al., 1997; MOLINA et
al., 2001; MOLINA e KAHL, 2002; MOREIRA et al., 2003; MONTARROYOS, 2005;
ROCHA, 2008; ZAPATER et al., 2008, OLIVEIRA et al., 2013).

Marcadores ISSR séo fragmentos de DNA de 100 a 3000 pb, amplificados via
PCR (Polymerase Chain Reaction), usando um unico primer com 16 a 20 pares de
base, construido a partir de sequencias microssatélites (FALEIRO, 2007). Séo
marcadores dominantes, altamente informativos multiloco, uma vez que o iniciador
(primer) se baseia em um motivo de regido microssatélite (di-, tri-, tetra-, ou penta-
nucleotideos) do genoma (REDDY et al., 2002).

JA o0s marcadores microssatélites (SSRs) flanqueiam as sequéncias
microssatélites que sao curtas com 1 a 6 pares de bases que se repetem em tandem
no genoma, revelando o polimorfismo em um loco devido a diferenca no nimero de
vezes que a sequéncia se repete naquele loco. Sdo marcadores multialélicos,
amplamente distribuidos por todo o genoma e dependentes de pequena quantidade
de DNA dos individuos analisados (BUSO et al., 2003). O conteudo genético
informativo de um loco SSR € bastante alto, por se tratarem de sequéncias de alta
taxa evolutiva.

As sequencias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente
conservadas entre os individuos de uma mesma espécie, ou até mesmo entre
espécies geneticamente relacionadas, permitindo a selecdo de iniciadores
especificos que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em
todos os gendtipos (FALEIRO, 2007).
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No estudo de variagdo genética populacional de um espécie, a quantificacao
da variabilidade genética dentro da populacdo e a caracterizagdo de sua
estruturacdo sdo essenciais (HAMRICK, 1982). Ha trés possibilidades para
caracterizar a estrutura genética entre populacbes: estatisticas F de Wright
(WRIGHT, 1965); andlise da diversidade génica em populacbes subdivididas (NEI,
1973) e andlise da variancia de frequéncias génicas (COCKERHAM, 1969), sendo
que estas abordagens sdo complementares quanto ao sentido biolégico dos
resultados obtidos. Logo as estatisticas F possibilitam a caracterizagcdo da
distribuicdo da variabilidade genética entre populacdes (Fst), além dos niveis médios
de endogamia populacional (Fs) e total (Fr).

Quanto a andlise da diversidade genética em populacdes subdivididas, utiliza-
se a diversidade de NEI (1973), objetivando uma medida de estrutura de populacdo
que agregue os locos multialélicos. Assim, essa medida pode ser empregada em
qualquer populagéo, seja ela de reproducdo sexuada ou assexuada, e independe da
atuacdo de forcas evolutivas (sele¢do, migracdo, deriva e mutacao).

Para estimar a diferenciacdo génica em populac6es com individuos haploides,
emprega-se 0 Gg, denominado de nivel de diferenciacéo génica, que € utilizado para
inferir o nimero de migrantes em uma populag¢édo por meio do célculo: N, = 0,5 (1 -
GsT1)/Gst. Segundo Hartl e Clark (2010) o N, pode ser interpretado como o ndmero
absoluto de organismos migrantes que entram em cada subpopulacdo a cada
geragao.

O nuamero de migrantes indica o fluxo génico entre as populacdes, portanto
quanto maior o numero de migrantes, maior o fluxo génico. E esse mecanismo é
responsavel pela introducdo de novas variantes de um patégeno em um
determinando local, podendo alterar as relacbes do mesmo no patossitema
(McDONALD e LINDE, 2002). Portanto, o fluxo génico, indicado por Nm, d& um
significado bioldégico para o valor matematico de diferenciacdo da populacao,
indicado pela Gst (LINDE et al, 2002).

Para a realizacdo dessas andlises ha inUmeros softwares, contudo, a escolha
dos programas a serem utilizados devem levar em consideracdo a robustez,

simplicidade e abrangéncia dos mesmos.
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1.5. Variabilidade genética de M. musicola Leach

A diversidade e a estrutura genética de populacbes de Mycosphaerella
musicola foi estudada em diversos trabalhos, como na avaliagdo da diversidade
genética global entre populacdes de M. musicola, originarias da Indonésia, Africa,
Ameérica Latina, Caribe e Australia, com o uso de marcadores RFLP, Hayden et al.
(2003Db).

Oliveira et al. (2013), estudando isolados de M. musicola obtidos de bananais
do norte de Minas Gerais, observou a presenca de polimorfismo em todos os primers
testados indicando a presenca de alta variabilidade genética entre os isolados. Estes
resultados corroboram com os estudos realizados por Moreira et al. (2003),
Montarroyos (2005) com a caracterizagdo genética de M. musicola observando
variabilidade genética entre os isolados.

Assim como Rocha (2008) e Molina et al. (2001) que também detectaram alta
variabilidade genética em isolados de M. musicola, provenientes de diferentes
regides produtoras de banana, obtendo uma separacéo dos isolados de acordo com
sua regiao geografica.

O principal objetivo do trabalho foi estudar a diversidade genética e estrutura
populacional do fungo Mycosphaerella musicola Leach, das principais regifes
produtoras de banana no Estado da Bahia. Assim como, verificar se a estrutura
populacional esta correlacionada com a origem geografica. Com isso, espera-se
oferecer informacdes relevantes quanto as novas estratégias de manejo para um

melhor controle da doenca.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coletadas amostras

As amostras foram coletadas em locais/regides produtoras de banana do
Estado da Bahia, Rio Grande do Norte e Minas Gerais. Os locais foram plotados em
mapas por meio de sistema de informacao geografica — SIG e todas as informacdes
de coletas seguidas adequadamente, sendo que cada isolado coletado teve a sua
informacédo georeferenciada (GPS — Global Positioning System) em cadernetas
apropriadas. As folhas coletadas foram transportadas em sacos plasticos,
identificadas e acondicionadas em caixas de isopor até a Embrapa Mandioca e

Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia para posterior isolamento.

2.2. Obtencéo dos isolados

O isolamento foi realizado no laboratério de Fitopatologia na Embrapa
Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia. As folhas de bananeira com
sintomas caracteristicos de Sigatoka-amarela coletadas foram lavadas em agua
corrente e com auxilio de algoddo hidrofilico, para a retirada de impurezas e
contaminantes. Em seguida, as amostras foram mantidas em camaras Umidas em
gerbox contendo papel filtro umedecido, e incubadas em condicdo ambiente por 48
horas, seguido de verificagdo de esporulacdo do patdégeno com auxilio de
microscopio estereoscopio.

Os esporos do patégeno foram retirados cuidadosamente das lesdes e
transferidos para laminas de vidro contendo blocos de agar-dgua, para posterior
transferéncia de conidios isolados do meio agar-agua para meio V8 contendo o0s
seguintes componentes: 100 mL de suco V8, 2g de carbonato de calcio (CaCO3), 18
g de Agar, 200 mg de clorofenicol e o volume completado com agua destilada para
1L. Foram colocados mais de um conidio por placa e depois os mesmos foram
transferidos individualmente para placas com meio V8 e espalhados por toda placa

formando os monosporicos individualmente (Figura 1).
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Figura 1. Isolamento do conidio e formacgéo das col6nias monosporicas.

Foram coletadas 199 amostras de 16 municipios de 11 microrregides

produtoras de banana nos Estados da Bahia, Rio Grande do Norte e Minas Gerais.

Destes 86 foram preservados dando inicio a primeira micoteca do Nordeste (Tabela

1).

Tabela 1. Isolados de Mycosphaerella musicola Leach presentes na micoteca da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas/BA. Cruz das Almas, 2013.

Amostra Latitude Longitude Cultivar Microrregido Municipio
044 RN -5.6242 -37.8242 Caipira Chapada do Apodi/RN Apodi
048 RN -5.7508 -37.8386 Nanicéo Chapada do Apodi/RN Apodi
076 RN -5.7583 -37.8472 Prata Chapada do Apodi/RN Apodi
043 RN -5.1611 -37.6614 Pacovan Mossoré/RN Baralina
072 RN -5.0939 -37.7464 Pacovan Mossoré/RN Baralina
073 RN -5.1006 -37.6608 Pacovan Mossor6/RN Baralina
074 RN -5.0781 -37.7639 Pacovan Mossor6/RN Baralina
075 RN -5.1758 -37.6383 Pacovan Mossor6/RN Baralina
022 BA  -15.0581 -40.5839 PV7934 Vitéria da Conquista/BA B. do Choca
023 BA  -15.1428 -40.4556 Nanicao Vitéria da Conquista/BA B. do Choca
025 BA  -14.8608 -40.5694 Prata ana Vitéria da Conquista/BA B. do Choca
029 BA -14.9211 -40.6344 Nanica Vitéria da Conquista/BA B. do Choca
035 BA  -15.0550 -40.5872 Pacovan Vitéria da Conquista/BA B. do Choca
036 BA -15.3386 -40.5936 Pacovan Vitéria da Conquista/BA B. do Choca



051 BA
053 BA
001 BA
002 BA
003 BA
004 BA
005 BA
006 BA
007 BA
008 BA
009 BA
011 BA
012 BA
019 BA
034 BA
038 BA
039 BA
042 BA
063 BA
066 BA
081 BA
082 BA
084 BA
086 BA
049 RN
050 RN
077 RN
056 BA
057 BA
058 BA
059 BA
060 BA
062 BA
065 BA
068 BA
069 BA
010 MG
024 MG
027 MG
031 MG
040 MG
041 MG
045 MG
046 MG
078 MG
071 BA
083 BA
085 BA
079 BA

-15.1356
-14.8703
-13.2553
-13.2553
-13.2553
-13.2553
-13.2553
-13.2553
-13.2553
-13.2553
-13.3558
-13.2519
-13.3981
-13.3558
-13.3367
-13.3594
-13.3975
-13.3581
-13.8975
-13.9036
-12.6711
-12.7381
-12.6839
-12.6822
-5.5311
-5.5292
-5.5278
-14.8267
-14.8275
-14.7219
-14.8500
-14.7447
-14.8481
-14.8342
-14.7567
-14.8047
-21.2412
-21.2412
-21.2412
-21.2412
-21.2318
-21.2412
-21.2412
-21.2412
-21.2318
-13.3756
-12.7131
-12.7686
-13.2035

-40.4358
-40.6325
-43.4182
-43.4182
-43.4182
-43.4182
-43.4182
-43.4182
-43.4182
-43.4182
-43.6592
-43.8006
-43.7606
-43.6622
-43.8278
-43.6583
-43.7606
-43.6622
-39.5267
-29.6769
-39.2469
-39.1525
-39.2514
-39.2481
-36.8792
-36.8783
-36.8814
-39.5781
-39.5742
-39.6333
-39.5867
-39.3919
-39.5897
-39.5817
-39.4242
-39.6431
-45.0665
-45.0665
-45.0665
-45.0665
-44.9940
-45.0665
-45.0665
-45.0665
-44.9940
-38.9212
-39.1328
-39.1417
-39.5031

Nanica
Nanica
Prata ana
Prata ana
Prata ana
Prata ana

Prata ana
Grande Naine
Grande Naine
Grande Naine
Grande Naine

Prata
Prata Grauda
Prata ana
Nanica
Prata comum
Macé/ Leite
Macé/ Leite
Macé/Leite

Prata comum
Maca
Prata
Macéa

Maravilha
Prata ana
Prata ana

Prata ana
Macéa
Prata comum

Vitéria da Conquista/BA
Vitéria da Conquista/BA

Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Velho Chico/BA
Baixo Sul/BA
Baixo Sul/BA
Recbncavo/BA
Recbncavo/BA
Recbncavo/BA
Recbncavo/BA
Vale do Acu/RN
Vale do Acu/RN
Vale do Acu/RN
Litoral Sul/BA
Litoral Sul/BA
Litoral Sul/BA
Litoral Sul/BA
Litoral Sul/BA
Litoral Sul/BA
Litoral Sul/BA
Litoral Sul/BA
Litoral Sul/BA
Lavras/MG
Lavras/MG
Lavras/MG
Lavras/MG
Lavras/MG
Lavras/MG
Lavras/MG
Lavras/MG
Lavras/MG
Baixo Sul/BA
Recbncavo/BA
Recbncavo/BA

Vale do Jiquirica/BA
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B. do Choca
B. do Choca
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Bom J. da Lapa
Gandu
Gandu
Gov.Mangabeira
Gov.Mangabeira
Gov. Mangabeira
Gov.Mangabeira
Ipanguacgu
Ipanguacgu
Ipanguacgu
Itajuipe
Itajuipe
Itajuipe
Itajuipe
Itajuipe
Itajuipe
Itajuipe
Itajuipe
Itajuipe
Lavras
Lavras
Lavras
Lavras
Lavras
Lavras
Lavras
Lavras
Lavras
M. de S. Paulo
Muritiba
Muritiba
Mutuipe



080 BA -13.2035 -39.5031 - Vale do Jiquirica/BA Mutuipe

013 BA -13.5978 -39.5275 Maca Baixo Sul/BA Pres.T. Neves
014 BA  -13.4992 -39.5469 Prata comum Baixo Sul/BA Pres.T. Neves
015BA  -13.5522 -39.5253 Terra Baixo Sul/BA Pres.T. Neves
016 BA -135753 -39.5075 Pacovan Baixo Sul/BA Pres.T. Neves
017 BA  -13.5944 -39.5217 Terra Baixo Sul/BA Pres.T. Neves
018 BA .135669 -39.5414 Prata comum Baixo Sul/BA Pres.T. Neves
020 BA  -13.5692 -39.5253 Pacovan Baixo Sul/BA Pres.T. Neves
064 BA -13.4781 -39.4875 - Baixo Sul/BA Pres.T. Neves
021 BA  -14.8969 -42.8392 - Sertdo Produtivo/BA S. Laranjeiras
026 BA -14.8603 -42.8814 Prata ana Sertdo Produtivo/BA S. Laranjeiras
028 BA  -14.7775 -43.1111 - Sertdo Produtivo/BA S. Laranjeiras
030 BA  -14.8003 -42.9806 - Sertdo Produtivo/BA S. Laranjeiras
032BA  -14.8600 -42.8814 Prata ana Sertdo Produtivo/BA S. Laranjeiras
033 BA  -14.89056 -42.9317 - Sertdo Produtivo/BA S. Laranjeiras
037 BA  -14.8833  -42.8392 - Sertdo Produtivo/BA S. Laranjeiras
047 BA  -14.9047 -42.9433 - Sertao Produtivo/BA S. Laranjeiras
052 BA -14.7786 -43.1236 - Sertao Produtivo/BA S. Laranjeiras
054 BA  -14.7975 -43.1239 - Sertao Produtivo/BA S. Laranjeiras
055 BA  -14.9047 -42.9433 - Sertao Produtivo/BA S. Laranjeiras
067 BA -13.8228 -39.6678 Terra Baixo Sul/BA Teolandia

061 BA -13.6894 -39.2261 - Baixo Sul/BA W. Guimaraes
070 BA  -13.7853 -39.5714 - Baixo Sul/BA W.Guimaraes
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Abreviatura dos municipios: B. do Choga = Barra do Choga, Bom J. Lapa = Bom Jesus da Lapa, Gov. Mangabeira =
Governador Mangabeira, M. S. Paulo = Morro de S&o Paulo, Pres. T. Neves = Presidente Tancredo Neves, S. Laranjeiras

= Sebastido Laranjeiras, W. Guimaraes = Wenceslau Guimarées.

2.3. Preservagéo dos isolados de M. musicola

Foram utilizados cinco métodos de preservacdo para criacdo da micoteca
(Figura 2), em duplicata e todos os procedimentos foram devidamente identificados,
a citar: preservacéo tipo Castellani, BDA, BDA+Glicerol, Esferas de vidro (EV) e em
Tiras de papel com Silica gel.

Para a preservacao tipo Castellani (Figura 2A), foi feito o armazenamento de
porcdes de micélio do fungo em microtubos (2 mL), com 1 mL de &gua destilada e
autoclavada. Os microtubos Castellani foram devidamente identificados e
armazenados em temperatura ambiente longe da luz solar direta.

Para a preservacdo em meio BDA (Batata-dextrose-agar) (Figura 2B), utilizou-
se um estilete de ponta fina para a retirada do micélio do fungo, sendo
acondicionado no meio BDA, levemente inclinado com o intuito de aumentar a

superficie de contato do micélio com o meio. Foram feitos quatro microtubos para
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cada isolado. Em dois destes, metade do volume foi completado com glicerol 20%,
constituindo-se o terceiro método de preservagdo BDA+glicerol (Figura 2C).

Figura 2. Métodos de preservacao do fungo M. musicola, causador da

Sigatoka amarela em bananeira, a citar: Castellani (A) BDA (B),
BDA+Glicerol (C), Esferas de vidro (D), Tiras de papel com silica gel

(E).

Para o método de preservacdo em Esferas de vidro (Figura 2D), leite
desnatado (10%) estéril foi vertido em placas contendo colonias formadas,
preparando assim uma suspensao do inoculo com a raspagem da placa.
Posteriormente, foram adicionadas as esferas de vidro e misturadas a suspenséao
sendo posteriormente acondicionadas na tampa das placas para secarem por 30
minutos. Em seguida, as esferas de vidro foram colocadas nos microtubos e
armazenados a 4 °C.

O ultimo método realizado foi a preservagdo em Tiras de papel (Figura 2E)
com silica gel com indicador de umidade. Para isso, ap6s a incubag¢do do fungo,
verteu-se leite desnatado (10%) estéril nas placas visando preparar uma suspensao
fungica com a raspagem da placa. Em seguida, foram adicionadas tiras de papel
filtro (0,4 cm x 2,0 cm) dentro das placas de Petri para que ficassem embebidas na
suspensao de leite com o fungo, as quais foram colocadas para secar na tampa da
placa por aproximadamente 30 minutos. Anteriormente os tubos foram preenchidos
até ¥ da sua capacidade com silica gel com indicador de umidade de granulometria
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de 4 a 8 mm de didmetro. Na superficie da silica gel foi colocado um disco de papel
filtro de diametro igual ao do frasco, evitando assim o contato das tiras de papel +
suspensao fungica com a silica gel. E por fim, apds secas, as tiras de papel com o

inoculo foram acondicionadas nos microtubulos e armazenados a 4 °C.

2.4. Estimativa da variabilidade genética e estrutura populacional entre

isolados de M.musicola

2.4.1. Extracao de DNA e condigbes do PCR

O DNA dos isolados da micoteca foi extraido pelo método CTAB (DOYLE e
DOYLE, 1990) modificado. Apds a primeira adi¢cdo do TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0,
EDTA 1 mM), foi acrescentado 200 uL de acetato de amébnio a 7,5 M e
homogeneizado por inversdo e depois incubados a -20 °C por 15 minutos. Em

seguida foi seguido o protocolo original.

2.4.2. Amplificacdo dos SSR

Foram utilizados 20 primers SSR, conforme protocolo Zapater et al., (2008) e
Molina et al, (2001), citados na Tabela 2. As rea¢Ges foram completadas para um
volume final de 15 pL, utilizando o Kit PROMEGA contendo 0s seguintes reagentes:
Tampéao Tris-HCI| 15 mM (pH 8.3), MgCl, 45 mM, 100 uM de cada dNTP (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP), 0.9 uM do primer, 15 ng do DNA, 4,47 de 4gua MiliQ e 0,15 uL
Tag polymerase (PROMEGA).

As amplificacdes foram conduzidas em termociclador PTC-100 (MJ Research)
com 0 seguinte programa: uma etapa inicial de desnaturacdo do DNA a 94° C por 3
min., seguido de 30 ciclos, cada um consistindo de: desnaturacdo a 94° C por 40
segundos; pareamento do primer a x °C (a depender da Ta: Temperatura de
anelamento especifica do primer) por 40 segundos e extensdo do fragmento de DNA
pela Tag polimerase a 72° C por 1 minuto seguido de extenséao final a 72° C por 4

minutos e 10° C .
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Tabela 2. Iniciadores SSR (simple sequence repeats) utilizados na analise de
variabilidade dos isolados de M.musicola. Cruz das Almas, 2013.

Iniciadores Sequéncia dos nucleotideos Temperatura de Tamanho Tamanho
(5°-3) anelamento (°C) esperado (pb) encontrado (pb)
msswar | EISONEENCIE s
mssros £ SMOACCACONENTIG
mssros £ ASCORCOMCAICIGIG
mssrio £ SASASCHIOMCTEOMA
mssris £ CCATCTOCCTIONOATIGTC g -
mssra £ IGATGTIMCTIONCCRNCA g
s EACSACTCTICONCIS
mssras £ CICOCTCCCTIOATIATIGT
mssras FSTICOACTTATITOMCTE g
mssrion £ITCCCCOTIIONIS g, o -
F: CAAGCAAGCAAGCAAGCAC
MmSSR 103 R: TGGAAATGGGTCGGAAACG 62 92 102 - 137
msses0s EASCCTIOTONOTIOTST -
mssm0e ESCOOCTARTCECTICTCS -
msse o EICSMOACCOACTIATIC g -
umsswito £ ICCSCATITCCCONGTIOCT -
wmssan EITECTETOCCIOTIEE g -

Ta: Temperatura de anelamento; F: Forward e R: Reverse.
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Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose 1000
(INVITROGEN) a 4 %, 1X TBE (EDTA 2 mM e Tris-borato 90 mM), contendo
brometo de etidio, 0.5 ul mL™ e os géis fotografados com o sistema Kodak de

fotodocumentacgédo (Gel Logic 212 PRO — Nova Analitica).

2.4.3. Amplificacdo dos ISSR

Para as amplificacbes foram utilizados 13 primers ISSRs (Tabela 3). As
reagOes foram completadas para um volume final de 15 ulL, contendo os seguintes
reagentes: KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8.3), MgCl, 2,4 mM, 100 uM de cada
dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0.2 uM do primer (Operon Technologies,
Alameda, CA, EUA), 15 ng do DNA e uma unidade de Tag polymerase
(FERMENTAS).

Tabela 3. Caracteristicas dos marcadores ISSRs utilizados para amplificar os isolados
de Mycosphaerella musicola da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas,
2013.

Primer Motivo Sequencia5' - 3 Ta
ISSR 12 DIGA3'RC GAG AGA GAG AGA GAG ARC 48
ISSR 31 TriCAC5'CR CRC ACC ACC ACCACCAC 48
ISSR 33 TriCAG CAG CAG CAG CAG CAG 50
ISSR 35 Tri CAG 3'YC CAG CAG CAG CAG CAG YC 48
ISSR 36 Tri CAG 5'CR CRC AGC AGC AGC AGC AG 50
ISSR 39 Tri GTG 3'RC GTG GTG GTG GTG GTG RC 50
ISSR 58 Tri ACG 3'RC ACG ACG ACG ACG ACG RC 50
ISSR 66 TriTAG 3'RC TAG TAG TAG TAG TAG RC 48
ISSR 86 Tri CGA 3'RC CGACGACGACGACGARC 50
ISSR 90 Tri GAA 3'RC GAA GAA GAA GAA GAARC 50
ISSR 94 Tri GTA 3'RC GTA GTAGTAGTAGTARC 48
ISSR 101 Tri GGA 3'RC GGA GGA GGA GGA GGARC 48

Ta: Temperatura de anelamento:

Para os ISSR as amplificacdes foram conduzidas em termociclador PTC-100
(MJ Research) com o seguinte programa: uma etapa inicial de desnaturacdo do DNA
a 95° C por 1 minuto, seguido de 39 ciclos, cada um consistindo de: desnaturacéo a

94° C por 1 minuto; pareamento do primer a x °C (a depender da Ta: Temperatura
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de anelamento especifica do primer) por 1 minuto e extensao do fragmento de DNA
pela Taq polimerase a 72° C por 1 minuto, seguido de uma extenséao final por 10
minutos e 10° C «. Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose
2,5%, 1X TBE (EDTA 2 mM e Tris-borato 90 mM), contendo brometo de etidio, 0.5 pl
mL-1 e os géis fotografados com o sistema Kodak de fotodocumentacdo (Gel Logic
212 PRO — Nova Analitica).

2.4.4. Estrutura populacional

Os haplétipos foram identificados pelo programa SNAP Workbench (PRICE e
CARBONE, 2005). Todas as analises foram realizadas separadamente com o0s
primers SSR, ISSR e os combinados (SSR/ISSR). A AMOVA foi realizada com
auxilio do programa Arlequin 3.5.1.2 (EXCOFFIER e LISCHER, 2010). J4 a matriz
de distancia em funcdo da distancia genética de Nei (1973) foram utilizadas para
construcdo de um dendrograma com 0S municipios por meio do método UPGMA,
com o uso do programa Popgene 1.32 (YEH e BOYLE, 1997).

Para testar a relacédo entre distancia genética e geografica dos isolados de M.
musicola foi usado o teste de Mantel, com 1000 permutacdes, por meio do pacote
‘vegan” implementado no programa de analise estatistica R (MANTEL, 1967; R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012).

Para calcular a diferenciagcdo genética entre os Estados foi utilizado a
estatistica F de Wright, e seu estimador o Gsrt, 0 qual é comumente usado para
analises de biologia populacional em fungos haploides, por meio do programa
Popgene 1.32 (YEH e BOYLE, 1997). Os valores de Gst foram utilizados para
calcular o nimero de migrantes por geracao (Nn), a partir da férmula: N, = 0,5 (1 -
Gs1)/Gst (MCcDERMOTT e McDONALD, 1993).

Os valores de rigueza foram estimados com base no numero de haplotipos
para a populacdo total e suas subpopulacdes (localidades). Para mensurar a
diversidade genotipica (riqueza e equitabilidade), foram calculados os indices de
Shannon-Wiener (1949), Hill (1973), indice de Simpson (A) (1949) e Stoddart e
Taylor (G’) (1988), além do indice E5 = [(G-1) /(N1-1)] (1988) que mede quao

equanime é a distribuicdo da variabilidade pelo Software R, pacote ‘vegan’.
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A estimativa do desequilibrio de ligacao (I e rd) foi estimada em comparacao
com a distribuicdo esperada para os loci quando em associacao para a populagao
total, os Estados, microrregiées e municipios. O indice multilocus para desequilibrio
de ligacéo rd foi estimado e a hipotese nula rd = 0 (equilibrio gamético) foi testada
por 1.000 permutagdes, usando o Programa Multilocus (AGAPOW e BURT, 2001). O
indice rd € uma modificacdo do indice de associacao I, definida por Maynard Smith
et al. (1993), para remover a dependéncia do numero de loci (AGAPOW e BURT,
2001).

Para inferir a estrutura da populacdo, foi realizada uma analise de
agrupamento genética utilizando o programa Structure 2.3.4 (PRITCHARD et al.,
2000). O conjunto de dados foi analisado utilizando o modelo de mistura. O namero
de Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) foi de 500.000 repeti¢cdes, com o burnin
de 250.000. Os demais parametros foram definidos com os valores padrdo. O
namero de grupos de base (k) variou de 1 a 40 e a analise foi realizada quatro vezes

independentes.

2.5. Periédo de incubacao de M. musicola

O experimento foi montado em fevereiro de 2013, utilizando a cultivar Prata
Gorutuba (suscetivel a Sigatoka-amarela) (Figura 3A), com 17 isolados escolhidos
aleatoriamente da micoteca de M. musicola da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
Cruz das Almas, Bahia. Os isolados pertenciam as microrregifées de Baixo Sul (13
BA, 18 BA, 61 BA, 64 BA, 66 BA, 70 BA, 71 BA), Vitéria da Conquista (18 BA, 25
BA, 29 BA, 53 BA), Velho Chico (02 BA, 11 BA), Sertdo Produtivo (26 BA), Litoral
Sul (65 BA), Chapada do Apodi (48 RN) e Lavras (41 MG).

Em camara de fluxo laminar, ap6s 15 dias de incubacdo em BOD, procedeu-
se a maceracao de colbnias de isolados de M. musicola adicionando-se 4 mL de
agua destilada estéril formando assim, uma suspenséo do fungo. Em seguida, foram
distribuidas por toda a superficie das placas de Petri contendo meio V8, sendo feitas
10 placas para cada isolado, cada uma com 360 uL da suspenséo. As placas foram
seladas com filme plastico e deixadas dentro de sacos plasticos em temperatura

ambiente.
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Apés 10 dias de incubacgédo, adicionaram-se 5 mL de agua destilada estéril
sobre as colbénias e procedeu-se a liberacdo dos conidios utilizando escova de
dente com movimentos suaves. O volume da suspenséo foi ajustado para 30 mL, a
suspensao foi filtrada e sua concentracdo quantificada em camara de Newbauer.
Com as devidas diluicdes, ajustou-se a concentracdo de esporos para 4 x 10*
conidios/mL.

As inoculacdes foram realizadas com atomizador plastico nas folhas 1 e 2
das mudas da cultivar Prata Gorutuba até o ponto de escorrimento (Figura 3B).
Depois de inoculadas, as folhas foram marcadas com fitas coloridas, para que as
avaliacdes fossem sempre nas mesmas folhas.

Foi avaliado o Periodo de incubacéao (PI), que € o tempo decorrido, em dias,
entre a inoculacdo e o aparecimento dos primeiros sintomas de Sigatoka-amarela
em qualquer uma das folhas inoculadas. Foi realizada a analise de variancia
(ANOVA) e teste de médias Scott-knott a 5% de probabilidade para o periodo de

incubacéao.

&

Figura 3. Experimento de patogenicidade montado em casa de vegetacdo na Embrapa
Mandioca e Fruticultura com a variedade Prata Gorotuba e 17 isolados de M. musicola (A);
Inoculagdo na parte abaxial da folha de bananeira com um atomizador de plastico até o
ponto de escorrimento (B).
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3. RESULTADOS

Um total de 199 amostras foi coletado em 16 municipios de 11 microrregides
produtoras de banana nos Estados da Bahia, Rio Grande do Norte e Minas Gerais
(Figura 4). Destas foi possivel isolar e preservar 86 isolados (43,22%) de
Mycosphaerella musicola em Castellani (1967), BDA, BDA+Glicerol, Tiras de papel
com silica gel e Esferas de Vidro.

Dos 86 isolados obtidos, 83 foram utilizados no presente estudo (Tabela 1).
Em que os isolados foram analisados por meio dos marcadores microssatélites
(SSR), pelos ISSR e pela combinagao dos dois (SSR/ISSR).

Figura 4. Localizagao dos locais de coleta dos isolados de M. musicola, nos trés
Estados, Bahia, Minas Gerais e Rio Grande do Norte. Cruz das Almas, 2013.
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3.1. Primers SSR

Foi encontrada alta variabilidade entre os isolados de M. musicola, pois
98,79% foram haplétipos Unicos, apenas o H1 foi o0 mesmo para dois isolados
coletados em Bom Jesus da Lapa, o isolado 2 e o 38.

Os isolados de cada localidade também foram avaliados quanto a
composicao genética com base no agrupamento Bayesiano, para isso foi utilizado o
programa Structure versdo 2.3.4. A analise inferiu a presenca de 14 provaveis
grupos ancestrais para localidades em estudo. Contudo, um grupo (cor) foi mais
evidente, representado pela cor verde conforme o gréfico (Figura 5).

Os isolados dos demais grupos (cores) foram formados por uma mistura dos
14 grupos (cores), tendo uma composicao variada. Por exemplo, o isolado 16,
possui aproximadamente 5% do grupo representado pelo verde, e o restante de sua
composicao foi formada pelos demais grupos (cores). ISSo ocorre com 0S outros
isolados que se apresentam posteriormente a ele, evidenciado a formacao de uma
populacao clonal (Figura 5).

O teste de Mantel é um teste para estimar a correlacdo entre as distancias
genéticas e as distancias geograficas, para os primers SSR foi de 0,16 (P < 0,01).

A AMOVA foi utilizada para estimar a origem da variabilidade genética dos
isolados em estudo (Tabela 4). De acordo com a analise, percebe-se que ocorreu
maior variagdo dentro de municipios 90,0% (P < 0,01) do que entre municipios

dentro de Estado.

Tabela 4. Variabilidade genética dos isolados de Mycosphaerella musicola com base na
analise molecular da variancia (AMOVA) dos primers SSR. Cruz das Almas, 2013.

Componentes Porcentagem
da variancia da variacdo

Entre Estados 2 0,29159 5,73 0,05730 0,04594

Fonte de variacéo GL F P

Entre municipios

dentro de Estado 13 0,21710 4,27 0,04526 0,01271
dentro de municipio
TOTAL 82 5,08893

F= indice de Fixac&o; P= Significancia, GL= Grau de liberdade. "P < 0,001, ™ = n&o significativo.
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Em relagdo a estrutura populacional o dendrograma formado pelos municipios
(Figura 6) percebe-se que os municipios do Rio Grande do Norte ficaram agrupados.
Exceto por Barauna (Rio Grande do Norte) que ficou mais proximo de Governador
Mangabeira (Bahia) mesmo estando distantes aproximadamente 1000 Km.

O municipio de Lavras (Minas Gerais) no dendrograma ficou proximo ao
municipio de Presidente Tancredo Neves pertencente ao Estado da Bahia mesmo
estando distantes aproximadamente, 1.380 Km. Regides proximas como Bom Jesus
da Lapa e Sebastido Laranjeiras ficaram proximas no dendrograma, as mesmas
estdo distantes aproximadamente, 240 Km. Os municipios de Teolandia e Morro de
S&o Paulo, ambos localizados na Bahia, ficaram agrupados isoladamente. Os

demais municipios da Bahia ficaram distribuidos por todo o dendrograma.

Apodi-RN
Ipanguacu-RM
Baratna-RN

Governador Mangabeira-BA
Muritiba-BA

Barra do Choca-BA

Bom Jesus da Lapa-BA

Sebastido Laranjeiras-BA
Gandu-BA

Presidente Tancredo Meves-BA
Lavras-MG

ltajuipe-BA

Mutuipe-BA

Wenceslau Guimardes-BA
Teolandia-BA

Maorro de Sdo Paulo-BA

=0

[

oo
ot
=

[

Figura 6. Dendrograma baseado na disténcia genética de Nei (1972) dos 16 municipios
de M. musicola com o uso dos primers SSR. Cruz das Almas, 2013.
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4 79 8 b 43 25 9 70 51 13 32 42 26 a7 67 17 54
11 15 3 76 68 78 40 19 § 44 53 24 48 12 59 b1

Figura 5. Andlise de agrupamento de Mycosphaerella musicola das diferentes localidades com o uso dos primers SSR. Cada barra na figura dividida em cores
de K representa um individuo, onde K é o numero de agrupamentos (assumido k = 14). Os isolados s&o ordenados por sua probabilidade de adeséo ao grupo.
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A diferenciagdo genética estimada com o uso dos SSR foi de
aproximadamente 0,03 entre Bahia e Minas Gerais, 0,09 entre Bahia e Rio Grande
do Norte e 0,11, entre Minas Gerais e 0 Rio Grande do Norte. O fluxo génico (Np,) foi
de aproximadamente 15,7 entre Bahia e Minas Gerais, 4,8 entre Bahia e Rio Grande

do Norte e 3,8, entre Minas Gerais e 0 Rio Grande do Norte (Tabela 5).

Tabela 5. Diferenciacdo genética estimada pelo indice de Gg (diagonal acima) e
fluxo génico (diagonal abaixo, Nm) para as trés localidades: Bahia, Minas Gerais e
Rio Grande do Norte com o uso dos primers SSR. Cruz das Almas, 2013.

Local Bahia Minas Gerais Rio Grande do Norte
Bahia i 0,0308 0,0928
Minas gerais 15,7477 il 0,1140
Rio Grande do Norte 4,8867 3,8845 ok

A hipotese de recombinacdo sexual ndo foi aceita para as populacdes em
estudo pelo indice de associacédo (Ia) e o desequilibrio de ligacdo multilocus (rd),
exceto para a populacdo total, para Bahia em nivel de Estado, e para as
microrregiées Velho Chico (municipio Bom Jesus da Lapa), Sertdo produtivo
(municipio Sebastido Laranjeiras), Litoral Sul (municipio Itajuipe) localizadas no
Estado da Bahia e a microrregido Mossor6 (municipio Barauna) localizada no Estado
do Rio Grande do Norte , em que os valores de associacdo multilocus foram
significativos (Tabela 6), indicando a hipétese de recombinacao sexual.

Diferencas foram encontradas para os indices de diversidade nas populacdes.
Considerado o indice de Shannon, a diversidade encontrada na Bahia (4,1) foi mais
alta que a diversidade de Minas Gerais (2,1) e do Rio Grande do Norte (2,3). Os
dados encontrados para o indice de Hill e o indice Stoddart e Taylor foram
semelhantes (Tabela 7). Quanto ao indice de Simpson, os valores de diversidade do
Estado da Bahia (0,028), Rio Grande do Norte (0,03) e Minas Gerais (0,04). Para os
valores de equitabilidade, apenas Bom Jesus da Lapa variou pois foi o unico local

que apresentou dois isolados com o mesmo haplétipo (Tabela 7).
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Tabela 6 . Valores de I e rd para os isolados de Mycosphaerella musicola utilizando
11 primers SSRs. Cruz das Almas, 2013.

Localidades/SSR *N 15 Min. I, Max. I, Obs. rd Min.  rd Max. rd Obs.
Bahia 63 -0,22061 0,319761 0,288462* -0,00615 0,008909 0,008037**
Velho Chico 14 -0,52358 1,04326 0,595589* -0,01905 0,037967 0,021675*
Bom Jesus da Lapa 14 -0,52358 1,04326 0,595589* -0,01905 0,037967 0,021675*
Baixo Sul 13 -0,53059 0,904554 0,155589™ -0,02 0,034089 0,005864"™

Gandu 2

Morro de S&o Paulo 1
Presidente Tancredo Neves 7 -0,76438 1,84384 0,424658™ -0,03649 0,088015 0,020271™

2

1

Wenceslau Guimarées
Teolandia
Sertdo Produtivo 11 -0,52546 1,20277 0,440939* -0,02412 0,055203 0,020238*
Sebastido Laranjeiras 11 -0,52546 1,20277 0,440939* -0,02412 0,055203 0,020238*

Vitéria da Conquista 8 -0,69677 1,83166 0,458194™ -0,035 0,092016 0,023018™
Barra do Chocga 8 -0,69677 1,83166 0,458194™ -0,035 0,092016 0,023018™
Litoral Sul 9 -0,62162 1,31375 0,562867* -0,0261 0,055166 0,023636*
Itajuipe 9 -0,62162 1,31375 0,562867* -0,0261 0,055166 0,023636*
Vale do Jiquirica 2 - - - - - -
Mutuipe 2 - - - - - -
Recdncavo 6 -0,79004 11,6121 0,117438™ -0,03953 0,080656 0,005876"™
Governador Mangabeira 4 - - - - - -
Muritiba 2 - - - - - -

Rio Grande do Norte 11 -0,60082 1,42993 0,29824™ -0,02102 0,050016 0,010432"™
Mossoro 5 -0,85417 2,16667 1,59375* -0,05694 0,144444 0,10625*
Barauna 5 -0,85417 2,16667 1,59375* -0,05694 0,144444 0,10625*

Chapada do Apodi 3 - - - - - -

Apodi 3 - - - - - -

Vale do Acu 3 - - - - - -

Ipanguacu 3 - - - - - -
Minas Gerais 9 -0,65049 1,60194 0,203883™ -0,0262 0,064517 0,008211"
Lavras 9 -0,65049 1,60194 0,203883™ -0,0262 0,064517 0,008211™
Lavras 9 -0,65049 1,60194 0,203883™ -0,0262 0,064517 0,008211™

TOTAL/SSR 83 -0,19625 7,97409 0,293158** -9,57626 9,49836 0,007559**
Locais sublinhados e negrito = Estado, negrito = microrregides, italico = municipios.
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Tabela 7. Pardmetros de diversidade genética para os Estados e
microrregides de M. Musicola, com os primers SSR, Cruz das Almas, 2013.

SRR *N H’ N1 G A E(gn) E(g) E5
. 2,3979 11,0 11,0 0,0909
Rio G.doNorte 11 05" %3 (890-13.0) (9.0-130) (002-015) 1 9 1
Apodi 3 - - - - - - -
. 1,6094 5,0 5,0 0,2000 )
Barauna 5  (113-207) (353.646) (40.60) (0.0L-038) > 1
Ipanguacu 3 - - - - - - -
4,1431 63,0 63,0 0,0159
BAHIA 63 (399-228) (57.8-681) (580-680) (001-002 02 837 1
2,0794 8,0 8,0 0,1250 )
Barra do Choca 8  (169-245) (614985 (60-100) (0.01-023) °© 1
2,6156 13.7 13,2 0,0756 )
B.Jesusdalapa 14 577001 (112-161) (110-160) (002-013) 13 0,96
Gandu 2 - - . - - - _
: 1,3863 4,0 4,0 0,2500 )
G. Mangabeira 4 085-191) (266.533) (30.50) (003-053) 2 1
- 2,1972 9.0 9,0 0,1111 )
Itajuipe 9 (183-255 (7.07-109) (7.0-11.0) (002-020) 2 1
Morro de S. Paulo 1 - - - - - - -
Muritiba 2 - - - - - - -
Mutuipe 2 - - - - - - -
1,9459 7,0 7,0 0,1429 )
P.Tancredo Neves 7 "00'" 56) (533-866) (50.90) (001-027) ! 1
. 2,3979 11,0 11.0 0,0909 }
S. Laranjeiras 11 006-273) (8:83-131) (9.0-130) (0,02-015 1t 1
Teolandia 1 - - - - - - -
W. Guimaraes 2 - - - - - - -
2,1972 9,0 9.0 0,1111
MINAS GERAIS 9 1’45 256 (7.04-109) (7.0-11.0) (0.02-020) 2 ° 1
2,1972 9,0 9.0 0,1111 )
Lavras 9 (182-256) (7.04-109) (7.0-110) (0.02-020) ° 1
TOTAL g3 44188 830 830 00120 g .

(4,29 -4,54) (77,2-88,7) (77,0-89,0) (0,008 - 0,01)

*N= Populacdo total; H’= indice de Shannon; N1= Indice de Hill; G’= indice de Stoddart e Taylor; A=
indice de Simpson;E (gn) = Riqueza; E(g) = Riqueza apds calculo da raferacéo para o menor valor (n=9);
Es - Equitabilidade calculada por (G-1)/(N1-1).

3.2. Primers ISSR

Com o uso dos primers ISSR, foi encontrada alta variabilidade entre os
isolados de M. musicola, pois 83,13% dos isolados sdo haplétipos Unicos. Os locais
gue apresentaram os mesmos haplétipos foram H23 com os isolados 33 (Sebastido
Laranjeiras-BA) e 42 (Bom Jesus da Lapa-BA), H29 com os isolados 20 (Pres.
Tancredo Neves-BA), 24 (Lavras-MG), 36 (Barra do Choc¢a-BA), 71 (Morro de Sé&o
Paulo-BA), 79 (Mutuipe-BA), H30 com os isolados 47 e 55 ambos de Sebastido
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Laranjeiras, H35 com os isolados 74 (Barauna-RN) e 78 (Lavras-MG), H36 com os
isolados 61 (Wenceslau Guimardes-BA) e 68 (Itajuipe-BA), H53 com os isolados 50
(Ipanguacu-RN) e 53 (Barra do Choca-BA), H55 com os isolados 40 (Lavras-MG) e,
85 (Muritiba-BA), H59 com os isolados 25 (Barra do Choc¢a-BA) e 81 (Governador
Mangabeira-BA), H66 com os isolados 6 (Bom Jesus da Lapa-BA) e 69 (Itajuipe-BA)
e H68 com os isolados 21 (Sebastido Laranjeiras), 23 (Barra do Chocga), 70
(Wenceslau Guimardes-BA), os demais foram haplotipos unicos.

A composicao genética dos isolados de cada localidade foram avaliadas com
base no agrupamento Bayesiano, para isso foi utilizado o programa Structure versao
2.3.4. A analise inferiu a presenca de 14 provaveis grupos ancestrais para
localidades em estudo, assim como com o uso dos primers SSR. Contudo, quatro
grupos foram mais evidentes, representados pelas cores vermelho, azul claro, azul
turquesa e rosa conforme o grafico (Figura 7).

Os isolados dos demais grupos foram formados por uma mistura dos 14
grupos (cores), tendo uma composicao variada. Por exemplo, o isolado 70, possui
aproximadamente 5% do grupo representado pelo vermelho, e o restante de sua
composicdo € dado pelos demais grupos (cores). Isso ocorre com 0s outros isolados
gue se apresentam posteriormente a ele, evidenciado a formac¢ao de uma populacéo
clonal (Figura 7).

O teste de Mantel, que € utilizado para estabelecer uma correlacdo entre a
matriz genética e a matriz com as coordenadas geografica, foi de 0,03, sendo néo
significativo (P = 0,05). Ja a AMOVA realizada com os ISSR, ocorreu maior variagao
genética dentro de municipios (97,57%) e ndo entre municipios dentro de Estado, no

entanto ndo houve significancia (Tabela 8).

Tabela 8. Variabilidade genética dos isolados de Mycosphaerella musicola com base
na analise molecular da variancia (AMOVA) dos primers ISSR. Cruz das Almas,
2013.

Componentes Porcentagem

Fonte de variacéo GL d A C9 F P
avariancia da variagcao
Entre Estados 2 0,00321 0,08 0,00082 0,45650
Entre municipios 13 0,09139 2,35 0,02351 0,26002
dentro de Estado
Entre haplotipos 67 3,79648 97,57 0,02431"™ 0,17693

dentro de municipio

TOTAL 82 3,89108

F= indice de Fixacao; P= Significancia, GL= Grau de liberdade. **P < 0,001, ns = n&o significativo.
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Em relacédo ao dendrograma formado pelos municipios (Figura 8), percebe-se
que os municipios do Rio Grande do Norte ndo ficaram agrupados, ja Lavras (MG) e
Barra do Choca (BA) apresentaram 100% de similaridade, embora estejam a
aproximadamente 1.147 Km de distancia. Assim como, Gandu, Governador
Mangabeira e Muritiba apresentaram 100% de similaridade, sendo que estéo
localizados no Estado da Bahia. O municipio de Muritiba e Governador Mangabeira
estdo distantes aproximadamente 10,4 Km e Gandu esta distante aproximadamente
153 Km e 163 Km respectivamente de Muritiba e de Governador Mangabeira. Os
municipios de Teolandia (BA) e Ipanguacu (RN) ficaram agrupados isoladamente. E

os demais municipios ficaram dispersos pelo dendrograma.

Apodi-EN

Barra do Choga-BA
Lavras-MG

Bom Jesus da Lapa-BA

L Sebastido Laranjeiras-BA
L ltajuipe-BA
—— Baradna-RM

— Gandu-BA
4{ Governador Mangabeira-BA
Muritiba-BA,

Wenceslau Guimardes-BA

Presidente Tancredo Meves-BA

—— Morro de S&o Paulo-BA
I Mutuipe-BA
lpanguacu-RM
Teolandia-BA

3 3 4 2 0

Figura 8. Dendrograma baseado na distancia genética de Nei (1972) dos 16 municipios de M.
musicola com o uso dos primers ISSR. Cruz das Almas, 2013.

A diferenciagdo genética estimada pela média com o uso dos primers ISSR foi
de aproximadamente 0,02 entre Bahia e Minas Gerais, 0,04 entre Bahia e Rio

Grande do Norte e 0,06 entre Minas Gerais e o0 Rio Grande do Norte. E o fluxo
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génico (Nm) para os primers ISSR foi de aproximadamente 20,2 entre Bahia e Minas
Gerais, 11,9 entre Bahia e Rio Grande do Norte e 7,2 entre Minas Gerais e 0 Rio
Grande do Norte (Tabela 9). O valor do fluxo génico foi alto entre todos os Estados,
principalmente entre Bahia e Minas, o que provavelmente deve ter ocorrido devido a

proximidade entre os Estados, o que deve ter facilitado a dispersdo dos esporos.

Tabela 9. Diferenciacdo genética estimada pelo indice de Gg (diagonal acima) e
fluxo génico (diagonal abaixo, N,) para as trés localidades: Bahia, Minas Gerais e
Rio Grande do Norte com o uso dos primers ISSR. Cruz das Almas, 2013.

Local Bahia Minas Gerais Rio Grande do Norte
Bahia kk 0,0241 0,0401
Minas gerais 20,2054 rkk 0,0644
Rio Grande do Norte 11,9653 7,2657 roxk

Com o uso dos primers ISSR a hipétese de recombinacédo sexual foi rejeitada
apenas para a microrregido do Recbncavo (Tabela 10). Todas as outras
microrregibes e municipios foram significativos indicando a hipotese de
recombinacédo sexual (Tabela 10).

Diferencas foram encontradas para os indices de diversidade nas populacoes.
Considerado o indice de Shannon, a diversidade encontrada na Bahia (4,1) foi mais
alta que a diversidade de Minas Gerais (2,1) e do Rio Grande do Norte (2,3). Os
dados encontrados para o indice de Hill e o indice Stoddart e Taylor foram
semelhantes (Tabela 11). Quanto ao indice de Simpson, os valores de diversidade
do Estado da Bahia (0,028), Rio Grande do Norte (0,03) e Minas Gerais (0,04). Para
os valores de equitabilidade, apenas Sebastido Laranjeiras variou pois foi o Unico

local que apresentou dois isolados com 0 mesmo haplétipo (Tabela 11).
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Figura 7. Andlise de agrupamento de Mycosphaerella musicola das diferentes localidades com o uso dos primers ISSR. Cada barra na figura dividida em cores
de K representa um individuo, onde K é o nhumero de agrupamentos (assumido k = 14). Os isolados sao ordenados por sua probabilidade de adeséo ao grupo.
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Tabela 10 . Valores de I e rd para os isolados de Mycosphaerella musicola utilizando
os primers ISSR. Cruz das Almas, 2013.

Localidades/ISSR *N |4 Min. In Max. 1, Obs. rd Min. rd Max. rd Obs.
Bahia 63 -0,22359 1,44611 1,44611** -0,00738 0,047717 0,047717*
Velho Chico 14 -0,5289 1,3469 1,3469** -0,02173 0,055338 0,055338**

Bom Jesus da Lapa 14 -0,5289 11,3469 1,3469* -0,02173 0,055338 0,055338**
Baixo Sul 13 -0,52615 1,75917 1,75917* -0,02327 0,077792 0,077792**
Gandu 2 - - - - - -

Morro de S&o Paulo 1 - - - - - -

Presidente Tancredo Neves 7 -0,69914 1,6 1,12931* -0,03185 0,072901 0,051455**

Wenceslau Guimarées 2 - - - - - -

Teolandia 1 - - - - - -
Sertdo Produtivo 11 -0,49304 1,17912 1,17912* -0,01998 0,047773 0,047773**
Sebastido Laranjeiras 11 -0,49304 1,17912 1,17912* -0,01998 0,047773 0,047773**
Vitéria da Conquista 8 -0,77173 1,98809 1,59383** -0,03693 0,09513 0,076264**
Barra do Choca 8 -0,77173 1,98809 1,59383** -0,03693 0,09513 0,076264**
Litoral Sul 9 -0,5559 1,33075 0,520186* -0,03292 0,078811 0,030807*
Itajuipe 9 -0,5559 1,33075 0,520186* -0,03292 0,078811 0,030807*

Vale do Jiquirica 2 - - - - - -

Mutuipe 2 - - - - - -
Recbncavo 6 -0,71233 2,0274 -0,1643™  -0,1018 0,28974 -0,02349™

Governador Mangabeira 4 - - - - - -
Muritiba 2 - - - - - -

Rio Grande do Norte 11 -0,55838 11,1973 0,609822* -0,02349 0,050373 0,025657*
Mossoro 5 -0,892857 3,21429 1,25* -0,0686813 0,247253 0,096154*
Barauna 5 -0,892857 3,21429 1,25* -0,0686813 0,247253 0,096154*

Chapada do Apodi 3 - - - - - -

Apodi 3 - - - - - -
Vale do Acu 3 - - - - - -
Ipanguacu 3 - - - - - -
Minas Gerais 9 -0,64115 1,78469 0,909091* -0,03591 0,099971 0,050923*

Lavras 9 -0,64115 1,78469 0,909091* -0,03591 0,099971 0,050923*

Lavras 9 -0,64115 1,78469 0,909091* -0,03591 0,099971 0,050923*
TOTAL-ISSR 83 -0,20576 1,32919 1,32919** -0,00683 0,044134 0,044134**

Locais sublinhado e negrito = Estado, negrito = microrregides, italico = municipios.
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Tabela 11. Parametros de diversidade genética para os Estados e microrregioes de
M. Musicola, com os primers ISSR, Cruz das Almas, 2013.

ISRR *N H’ N1 G A E (gn) E(gn) E5
; 2,3979 11,0 11,0 0,0909 11 9 1
Rio G.do Norte 11 (2,06-2,73) (9,0-13,0) (9,0-13,0) (0,02-0,15)
Apodi 3 - - - - - - -
. 1,6094 5,0 5,0 0,2000 5 - 1
Barauna 5 113-207) (40.60) (40-60) (0.01-038)
Ipanguacu 3 - - - - - - -
4,1431 63,0 63,0 0,0159 49* 8,72 1
BAHIA 63 (3,99-4,28) (58,0-68,0) (58,0-68,0) (0,01-0,02)
2,0794 8,0 8,0 0,1250 8 - 1
Barra do Choga 8 (1,69-245) (6,0-10,0) (6,0-10,0) (0,01-0,23)
2,6391 14.0 14.0 0,0714 14 - 1

B.Jesusdalapa 14 0" 5a (120-16.0) (11.0-17.0) (0.02-011)

Gandu 2 - ) . 3 - - -

. 1,3863 4,0 4,0 0,2500 4 - 1
G.Mangabeira 4 o770 30.50) (30.50) (:0.03-053)

- 2,1972 9,0 9,0 0,1111 9 - 1
Itajuipe 9 (183-285 (7.0-110) (7.0-110) (0.02-0.20)

Morrode S. Paulo 1 - - - - - - -
Muritiba 2 - - . } - - -
Mutuipe 2 - - ; } - - -

1,9459 7,0 7,0 0,1429 7 - 1

P.Tancredo Neves 7 ') 26 (50.90) (50.90) (0,01-027)

2,3979 11.0 11.0 0,0909 10 - 1

S.Laranjeiras 11 05 23 (9.0-130) (90-13.0) (0,02-0.15)

Teolandia 1 - ) . 3 - - -
W. Guimarées 2 - - . } - - -
2,1972 9,0 9,0 0,1111 9 9 1

MINAS GERAIS 9 (1,82-2,56) (7,0-11,0) (7,0-11,0) (0,02-0,20)
2,1972 9,0 9,0 0,1111 9 - 1

Lavras 9 (1,82-2,56 (7,0-11,00 (7,0-11,0) (0,02 -0,20)
TOTAL g3 44188 83,0 83,0 0,0120 82 - 1

] (4,29 -4,54) (77,0-89,0) (77,0-89,0) (0,008 - 0,015)
*N= Populagao total; H'= Indice de Shannon; N1= Indice de Hill; G’'= indice de Stoddart e Taylor; A=
indice de Simpson;E (gn) = Riqueza; E(gn)y = Riqueza apds calculo da raferagdo para o menor valor
(n=9); Es = Equitabilidade calculada por (G-1)/(N1-1).

3.3. Primers combinados (SSR/ISSR)

Alta variabilidade genética foi encontrada entre os isolados de M. musicola
com o0 uso dos primers combinados (SSR/ISSR), pois 100% dos haplétipos foram
anicos com o uso dos primers combinados.

Em relagcdo a composicdo genética com base no agrupamento Bayesiano de
todos os isolados foi avaliada com o uso do programa Structure versdo 2.3.4. A

analise inferiu a presenca de 21 provaveis grupos ancestrais para localidades em
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estudo, diferente do que ocorreu com o uso dos primers SSR e dos primers ISSR em
que foram encontrados 14 provaveis grupos ancestrais. Contudo, trés grupos foram
mais evidentes, representados pelas cores: lilas, azul claro e verde escuro conforme
o grafico (Figura 9).

Os isolados dos demais grupos foram formados por uma mistura dos 21
grupos (cores), tendo uma composicao variada. Por exemplo, o isolado 82, possui
aproximadamente 7% do grupo representado pelo vermelho, e o restante de sua
composicao é dada pelos demais grupos (cores). Isso ocorre com 0s outros isolados
gue se apresentam posteriormente a ele, evidenciado a formagcao de uma populagéo
clonal (Figura 9).

O teste de Mantel € um teste para estimar a correlacdo entre as distancias
genéticas e as distancias geogréficas, e teve como resultado os primers combinados
foi de 0,13, sendo significativo a 5% (P < 0,05).

De acordo com a analise, percebe-se que ocorreu maior variacdo dentro de
municipios 93,28% para a andlise realizada com os primers combinados
(SSR/ISSR), sendo altamente significativo (Tabela 12).

Tabela 12. Variabilidade genética dos isolados de Mycosphaerella musicola com
base na andlise molecular da variancia (AMOVA) dos primers combinados (SSR/ISSR).
Cruz das Almas, 2013.

Componentes  Porcentagem

Fonte de variagéo GL A e F P
da variancia da variacdo
Entre Estados 2 0,29480 3,28 0,03283 0,07331

Entre municipios 13 030849 3.44 0,03552 0,02053

dentro de Estado

Entre haplotipos 67 8,37671 93,28 0,06718*  0,00098
dentro de municipio

TOTAL 82 8,98001

F= Indice de Fixag&o; P= SignificAncia, GL= Grau de liberdade. P < 0,001, ™ = no significativo.

Em relacdo ao dendrograma formado pelos municipios (Figura 10) percebe-se
gue os municipios do Rio Grande do Norte ficaram agrupados. Ja Lavras (Minas
Gerais), ficou proximo ao municipio Barra do Choga (Bahia), os mesmos estdo
distantes aproximadamente 1.147 Km. Os municipios de Teolandia e Morro de Séo
Paulo, ambos localizados na Bahia, ficaram agrupados isoladamente.

A diferenciagdo genética estimada pela média com o uso dos primers

combinados (SSR/ISSR) foi de aproximadamente 0,02 entre Bahia e Minas Gerais,
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0,06 entre Bahia e Rio Grande do Norte e 0,09 entre Minas Gerais e 0 Rio Grande
do Norte. O fluxo génico (Ny) para os primers combinados (SSR/ISSR) foi de
aproximadamente 17,3 entre Bahia e Minas Gerais, 6,8 entre Bahia e Rio Grande do
Norte e 4,9, entre Minas Gerais e 0 Rio Grande do Norte (Tabela 13). Assim como,
com a analise 0os SSR e dos ISSR, o maior valor para fluxo génico foi entre a Bahia
e Minas Gerais, e 0 menor valor entre Minas Gerais e Rio Grande do Norte.

Apodi-RM
lpanguacu-RM
Baradna-EN
Muritiba-BA

Barra do Choga-BA
Lavras-MG
ltajuipe-BA

Bom Jesus da Lapa-BA

Sebastido Laranjeiras-BA

Presidente Tancredo Meves-BA
Gandu-BA

Governador Mangabeira-BA
— Mutuipe-BA

Woenceslau Guimardes-BA
Morro de 580 Paulo-BA
Teoldndia-BA

1T

.I.__
ot
ot
P
=L

Figura 10. Dendrograma baseado na distancia genética de Nei (1972) dos 16 municipios de M.
musicola. Cruz das Almas, 2013.



Figura 9. Andlise de agrupamento de Mycosphaerella musicola das diferentes localidades com o uso dos primers combinados (SSR/ISSR). Cada barra na
figura dividida em cores de K representa um individuo, onde K é o numero de agrupamentos (assumido k = 21). Os isolados sdo ordenados por sua
probabilidade de ades&o ao grupo.
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Tabela 13. Diferenciacdo genética estimada pelo indice de Gst (diagonal acima) e
fluxo génico (diagonal abaixo, Nm) para as trés localidades: Bahia, Minas Gerais e
Rio Grande do Norte com o uso dos primers combinados (ISSR/SSR). Cruz das
Almas, 2013.

Local Bahia Minas Gerais Rio Grande do Norte
Bahia rkk 0,0280 0,0685
Minas gerais 17,3398 *kk 0,0926
Rio Grande do Norte 6,8033 4,9019 rxk

Com o uso dos primers combinados (SSR/ISSR), a hipétese nula de
recombinacédo foi aceita para as populacdes em estudo pelo indice de associagao
(Ia) e o desequilibrio de ligacdo multilocus (rd), exceto para a populacao total, para
Bahia, Minas Gerais e Rio Grande do Norte em nivel de Estado, e para as
microrregides Velho Chico (municipio Bom Jesus da Lapa), Baixo Sul (municipio
Presidente Tancredo Neves), Sertdo produtivo (municipio Sebastido Laranjeiras),
Vitéria da Conquista (municipio Barra do Choca), Litoral Sul (municipio Itajuipe)
localizadas no Estado da Bahia, a microrregido Lavras (municipio Lavras) localizada
no Estado de Minas Gerais , em que os valores de associacdo multilocus foram
significativos (Tabela 14), indicando a hipotese de recombinacéo sexual.

Diferencas foram encontradas para os indices de diversidade nas populacoes.
Considerado o indice de Shannon, a diversidade encontrada na Bahia (4,1) foi mais
alta que a diversidade de Minas Gerais (2,1) e do Rio Grande do Norte (2,3). Os
dados encontrados para o indice de Hill e o indice Stoddart e Taylor foram
semelhantes (Tabela 15). Quanto ao indice de Simpson, os valores de diversidade
do Estado da Bahia (0,015), Rio Grande do Norte (0,09) e o maior valor foi o de
Minas Gerais (0,11). Para os valores de equitabilidade, ndo houve diferencas pois
todos os haplotipos foram Gnicos (Tabela 15).
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Tabela 14 . Valores de I e rd para os isolados de Mycosphaerella musicola utilizando os
primers combinados (SSR/ISSR). Cruz das Almas, 2013.

Localidades/comb *N |4 Min. o Max. I, Obs. rd Min.  rd Max. rd Obs.
Bahia /comb 63 -0,22061 0,319761 0,288462** -0,00615 0,008909 0,008037**
Velho Chico 14 -0,49248 0,943118 0,507313* -0,00933 0,017867 0,009611*

Bom Jesus da Lapa 14 -0,49248 0,943118 0,507313* -0,00933 0,017867 0,009611*
Baixo Sul 13 -0,55944 1,00788 0,676375** -0,01116 0,020098 0,013488**
Gandu 2 - - - - - -

Morro de S&o Paulo 1 - - - - - -

Presidente Tancredo Neves 7 -0,73481 1,72373 0,922838* -0,01674 0,039268 0,021023*

Wenceslau Guimarées 2 - - - - - -
Teolandia 1 - - - - - -

Sertdo Produtivo 11 -0,51604 1,08713 0,715581** -0,01087 0,022909 0,015079**

Sebastido Laranjeiras 11 -0,51604 1,08713 0,715581** -0,01087 0,022909 0,015079**

Vitéria da Conquista 8 -0,70293 11,5583 1,0353* -0,01681 0,037277 0,024766*
Barra do Choca 8 -0,70293 11,5583 1,0353* -0,01681 0,037277 0,024766*
Litoral Sul 9 -0,68629 1,18595 0,626087* -0,01646 0,028445 0,015016*

Itajuipe 9 -0,68629 1,18595 0,626087* -0,01646 0,028445 0,015016*

Vale do Jiquirica 2 - - - - - -

Mutuipe 2 - - - - - -
Recdncavo 6 -0,81434 1,72087 -0,23816™ -0,0291 0,061495 -0,00851"

Governador Mangabeira 4 - - - - - -
Muritiba 2 - - - - - -

Rio Grande do Norte 11 -0.55822 1.19014 0.675724* -0.01047 0.022321 0.012673*
Mossoro 5 -0,88333 2,11667 0,672222"™ -0,03046 0,072989 0,02318™
Barauna 5 -0,88333 2,11667 0,672222"™ -0,03046 0,072989 0,02318™

Chapada do Apodi 3 - - - - - -
Apodi 3 - - - - - -

Vale do Acu 3 - - - - - -
Ipanguacu 3 - - - - - -

Minas Gerais 9 -0,62934 1,36873 0,667954* -0,01441 0,031345 0,015297*
Lavras 9 -0,62934 1,36873 0,667954* -0,01441 0,031345 0,015297*
Lavras 9 -0,62934 1,36873 0,667954* -0,01441 0,031345 0,015297*

TOTAL/comb 83 -6,21335 0,313845 0,712631** -9,91753 9,96311 0,010196**

Locais sublinhado e negrito = Estado, negrito = microrregides, italico = municipios.
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Tabela 15. Parametros de diversidade genética para os Estados e microrregides de
M. Musicola, com os primers combinados (SSR/ ISSR), Cruz das Almas, 2013.

SSRISRR  *N W’ N1 G A E (gn) E (gn) ES5
. 2,3979 11,0 11,0 0,0909
Rio G.doNorte 11 ' 0d™ %3 (00-130) (9.0-130) (002-015 Tt ° 1
Apodi 3 - - i - - - -
- 1,6094 5,0 5,0 0,2000 )
Barauna 5 113-207 (40.60) (40.60) (0.01-038)  ° 1
Ipanguacu 3 - - - - - - -
4,1431 63,0 63,0 0,0159
BAHIA 63 (3.09-428) (58.0-680) (58,0-680) (0,01-002) O3 9 1
2,0794 8,0 8,0 0,1250 )
Barrado Choca 8 05" ) 15y (60-100) (60-100) (0.01-023)  © 1
2,6391 14.0 14.0 0,0714 )
B.Jesusdalapa 14 "0/ 93 (120-160) (11.0-17.0) (0.02-011) 4 1
Gandu 2 - - - - - - -
: 1,3863 40 40 0,2500 )
G.Mangabeira 4 ;o770 30.50) (30.50) (0.03-053) 4 1
- 2,1972 9,0 9,0 0,1111 )
Itajuipe 9 (83-255 (7.0-110) (7.0-11.0) (0.02-020)  ° 1
Morro de S. Paulo 1 - - - - - - -
Muritiba 2 - - - - - - -
Mutuipe 2 - - - - - - -
1,9459 7,0 7,0 0,1429 )
P.Tancredo Neves 7 ;5" 5 36) (50.90) (50.90 (©001-027) ' 1
. 2,3979 11,0 11,0 0,0909 )
S.Laranjeiras 11 0525 00-130) (9.0-130) (002-015 1 1
Teolandia 1 - - - - - - -
W. Guimaraes 2 - - - - - - -
2,1972 9,0 9,0 0,1111
MINAS GERAIS 9 1’357 5%6) (7.0-11.0) (7.0-11.0) (002-020)  ° ° 1
2,1972 9,0 9,0 0,1111 )
Lavras 9 (182-256) (7.0-110) (7.0-11.0) (0.02-020) 2 1
TOTAL 83 4.4188 83,0 83,0 0.0120 83 ) 1

(4,29 — 4,54) (77,0-89,0) (77,0 -89,0) (0,008 - 0,015)

*N= Populacéo total; H'= indice de Shannon; N1= Indice de Hill; G’= indice de Stoddart e Taylor; A=
indice de Simpson;E (gn) = Riqueza; E(gn)’ = Riqueza ap6s calculo da raferacdo para o menor valor
(n=9); Es = Equitabilidade calculada por (G-1)/(N1-1).

3.4. Periédo de incubacao de M. musicola

Foram observados os sintomas iniciais da Sigatoka-amarela até aqueles
caracteristicos da doencga durante a avaliacdo do periodo de incubacdo dos 17
isolados de M. musicola.

Foi realizada a andlise de variancia (dados nao apresentados) para o periodo
de incubacéo, cultivar Prata Gorutuba (suscetivel a Sigatoka-amarela), com 17

isolados de M. musicola pertencentes as microrregides onde se observou a
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significancia do efeito de isolados pelo teste F a 1% de probabilidade e a formacéo
de dois grupos pelo teste de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade (Tabela 16).
Os resultados do teste de meédias Scott-Knott corroboram com o dendrograma
formado pelos ISSRs, ndo havendo grupos definidos em funcéo dos locais de coleta.

O periodo de incubacéo variou de 19,4 dias para o isolado 41 MG até 26,3
dias para o isolado 61 BA, variando 6,9 dias entre o periodo de incubacdo mais curto

e 0 mais longo (Figura 16).

Tabela 16. Teste de médias do periodo de incubacéo dos isolados
de M. musicola com seus respectivos municipios e microrregides de

origem.

Isolados Médias Municipio Microrregides
61BA 26.3A Wenceslau Guimaraes Baixo Sul
66BA 25.5A Gandu Baixo Sul
11BA 24.8A Bom Jesus da Lapa Velho Chico
13BA 24.3A Pres. Tancredo Neves Baixo Sul
48RN 24.3A Apodi Chapada do Apodi
18BA 23.7A Pres. Tancredo Neves Baixo Sul
26BA 23.5A Sebastido Laranjeiras Sertédo Produtivo
53BA 23.2A Barra do Choca Vitéria da Conquista
23BA 22.7A Barra do Choca Vitéria da Conquista
29BA 22.6A Barra do Choca Vitéria da Conquista
71BA 22.6A Morro de S&o Paulo Baixo Sul
64BA 22.5A Pres. Tancredo Neves Baixo Sul
70BA 22.5A Wenceslau Guimaraes Baixo Sul
25BA 21.7B Barra do Chocga Vitéria da Conquista

2BA 20.4B Bom Jesus da Lapa Velho Chico
65BA 19.7B Itajuipe Litoral Sul
41MG 19.4B Lavras Lavras

Médias com letras iguais pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

4. DISCUSSAO

No Brasil, a Sigatoka amarela provoca perda de produtividade em todas as
areas onde a bananeira é cultivada, podendo variar de 50% a 100% (CORDEIRO et
al., 2005). Apesar de sua distribuicdo da doenga por todo o0 pais e 0s prejuizos
causados pela doencga, a variabilidade genética do patdgeno é mal compreendida. O
conhecimento da variabilidade genética de M. musicola pode ajudar na analise e
escolha de estratégias para o controle da doenga, principalmente no
desenvolvimento de cultivares resistentes e o uso efetivo de genes de resisténcia
em condi¢des naturais (SHARMA, 2003).
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Foi possivel preservar 86 isolados (43,22%) de Mycosphaerella musicola,
destes 83 foram utilizados para as analises desse estudo. Em geral, a obtencao de
cultura pura desse fungo néo é facil, devido o mesmo apresentar crescimento lento e
baixa esporulacdo em substratos artificiais (CORDEIRO et al., 2011).

Alta variabilidade foi detectada na populacdo de M. musicola no presente
estudo em que, com o uso dos primers combinados (SSR/ISSR), apresentaram
100% haplotipos distintos, com o uso dos primers SSR foram 98,79 % de haplotipos
unicos e com os primers ISSR foram 83,13 % hapldtipos diferentes. Gomes (2012)
também observou alta variabilidade em estudo com uma populacédo de M. musicola
coletada no Estado de Minas Gerais em que 97% dos isolados apresentaram
haplétipos distintos.

O mesmo foi observado quando se estudou uma espécie relacionada, M.
fijiensis, em que 78% dos isolados apresentaram haplotipos distintos da regido da
Australasia-Pacifico (HAYDEN et al, 2003). Também foi observada alta
variabilidade genética entre isolados de M. musicola quando avaliadas por meio de
marcadores RAPD (MOREIRA et al., 2003). Segundo Gomes (2012) a alta
variabilidade encontrada nas populacdes de Minas Gerais é mais provavel devido a
ocorréncia de reproducdo sexual, assim como quando ocorre a reproducao
assexuada, a variacao genética pode ser elevada, devido a ocorréncia de mutacoes.

Com base na composicdo genética e no agrupamento Bayesiano, a analise
inferiu a presenca de 21 provaveis grupos ancestrais para localidades em estudo
com o uso dos primers combinados (SSR/ISSR), diferente do que ocorreu com 0 uso
dos primers SSR e dos primers ISSR em que foram encontrados a presenca de 14
provaveis grupos ancestrais. Contudo, trés grupos (cores) foram mais evidentes com
0 uso dos primers combinados (SSR/ISSR), quatro grupos (cores) com o uso dos
primers ISSR e apenas um grupo (cor) com o uso dos primers SSR. Os resultados
indicam que os isolados dos diferentes Estados compdem uma Unica populacgéo,
sendo que esta é predominantemente clonal, e as diferencas genéticas entre
isolados séo devidas a mistura de diferentes linhagens clonais.

Isto ndo ocorreu no estudo de Gomes (2012) com populacdes de
Mycosphaerella musicola coletados em Minas Gerais, em que foi formada uma
populagcdo Unica no estudo da estrutura populacional. A maior parte da variagdo

geneética ocorreu dentro de cada populacéo e o baixo nivel de diferenciacédo entre as
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populagées indica um elevado grau de homogeneizacdo sobre &reas maiores, que
pode ter ocorrido devido a disperséao dos ascosporos (GOMES, 2012).

De acordo com a AMOVA para os SSR, ISSR e os primers combinados,
ocorreu maior variacdo genética entre os haplétipos dentro de municipios do que
entre municipios dentro de Estado ou entre Estados, em que apenas o ISSR nao foi
significativo. Assim como, Gomes (2012) estudando popula¢gbes de M. musicola em
Minas Gerais, que também encontrou maior variacdo genética dentro das
populacdes do que entre populacdes.

Em relacdo aos dendogramas feitos por municipio para estudo da estrutura
da populacéo, houve o agrupamento dos municipios pertencentes ao Rio Grande do
Norte (Apodi, Baralna e Ipanguacu), realizados com os primers SSR e com 0s
primers combinados (SSR/ISSR). Ja Lavras (Minas Gerais) ficou proximo a Barra do
Choca (Bahia) nos dendrogramas formados pelos primers combinados e os ISSRs,
e no dendrograma formados pelos SSRs Lavras ficou préximo a Gandu e Presidente
Tancredo Neves, ambos localizados na Bahia. Indicando novamente que o
agrupamento ndo ocorreu de acordo com os locais de coleta.

O teste de mantel confirma o que foi observado nos dendrogramas, pois 0s
valores foram de 0,16 (P < 0,01) para os primers SSR, 0,03, (n&do significativo) para
os ISSR e 0,13 (P < 0,05) para os primers combinados. O teste de Mantel foi
utilizado para testar a hipdtese nula que as matrizes de distancia genética e
geografica ndo sao linearmente correlacionadas, pois quanto mais proximo de 1
(um) os valores, mais correlacionadas as matrizes, o que ndo ocorreu no presente
estudo.

Para a diferenciacdo genética os valores sdo considerados moderados ou
médios, sendo que o maior valor de Gst foi de 0,11 entre Rio Grande do Norte e
Minas Gerais para os primers SSR, seguido de 0,9 entre Rio Grande do Norte e
Bahia também com o uso dos SSR e 0,9 entre Rio Grande do Norte e Minas Gerais.
Segundo Wright (1978), a diferenciacdo genética baixa revela uma homogeneidade
entre as populacdes em estudo. Fluxo génico, indicado por Nm, da um significado
bioldgico para o valor matematico de diferenciacado da populagéo, indicado pela Gsr
(LINDE et al, 2002).

A diferenciacdo entre as localidades pode estar veiculada as barreiras

topograficas, as diferencas climaticas e das vegetacbes existentes nessas
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localidades, as barreiras genéticas seguidas de eventos de colonizacéo do fungo, ou
até mesmo a combinacao desses fatores, influenciando no fluxo génico.

De acordo com Hartl e Clark (2010), a diferenciacdo genética nos informa que
as frequéncias alélicas entre as subpopulacdes se tornam diferentes, podendo
resultar de selecdo natural em favor de diferentes gendtipos em subpopulacdes
dissimilares, mas também de processos na transmissao de alelos de uma geracao
para a proxima ou de diferencas casuais na frequéncia alélica entre os fundadores
iniciais das subpopulacdes.

O Np, indica que o fluxo génico foi alto entre todos os Estados, observa-se que
os valores de N, para os primers combinados (SSR/ISSR) e os SSR foram mais
proximos, isto pode ter ocorrido devido a especificidade dos primers SSR. Migracfes
resultam na introducéo de novos genétipos e na recombinagdo dos genotipos, sendo
que posteriormente contribuem para a alteracdo da composi¢cdo genética das
populacées (OLIVEIRA, 2010). Sendo assim, quanto maior o numero de migrantes,
maior o fluxo génico, que é responsavel pela introducdo de novas variantes de um
patdgeno em um determinando local, podendo alterar as relacbes do mesmo no
patossitema (McDONALD e LINDE, 2002).

Os maiores valores encontrados para o fluxo génico foi entre Bahia e Minas
Gerais, 0 que provavelmente ocorre devido a proximidade dos dois Estados devido a
dispersdo dos esporos, o que favoreceu, provavelmente, para homogeneidade da
populacdo. JA& os menores valores encontrados foram entre Minas Gerais e Rio
Grande do Norte. Sendo assim, o Ny, encontrado para as populacées em estudo sao
considerados altos, haja vista que este niumero refere-se a quantidade de migrantes
por geracdo e o fungo apresenta inUmeros ciclos reprodutivos por ano. Assim, um
individuo migrante, em condi¢des favoraveis, pode atingir as mesmas proporc¢des
dos individuos nativos.

A probabilidade de gque altos niveis de fluxo génico possam ocorrer em escala
regional indica um risco substancial para a distribuicdo regional dos alelos mutantes,
que permitem a discriminacdo de genes de resisténcia ou resisténcia a fungicidas
(MOREIRA, 2006).

Linde et al. (2002), em estudo com populacdes de M. graminicola, utilizando
marcadores RFLP, observaram que populagfes coletadas na Suica, Israel, Oregon

e Texas, apresentaram valor de fluxo génico médio de Nm = 9. Esse valor significa
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que uma meédia de 9 individuos precisam ser trocados a cada geragcdo entre Suica,
Israel, Oregon, Texas entre as populacbes para explicar o seu grau atual de
semelhanca.

O fluxo génico baseado no N, para as populagbes em estudo indica que
ocorre fluxo génico entre as populacdes de M. musicola dos Estados, sendo o
mesmo considerado alto. O fluxo génico pode ter sido ocasionado pelo transito de
material vegetativo infectado com a doenca entre os Estados ou pela migracdo por

ascésporos que sao dispersos principalmente pelo vento.

Em relacdo I e rd, onde se testa a hipotese de recombinacdo sexual, a
mesma foi rejeitada para as microrregides Baixo Sul (municipio Pres. Tancredo
Neves), Vitéria da Conquista (Barra do Choca), Recdncavo (Governador
Mangabeira), e para os Estados do Rio Grande do Norte e Minas Gerais (municipio
Lavras) com o estudo com os primers SSRs. Ja com os primers ISSR, a hipotese de
recombinacdo sexual foi rejeitada apenas para a microrregido do Recéncavo e com
os primers combinados (SSR/ISSR) foi para a microrregido do Recdncavo e para a
microrregido Mossor6 (municipio Barauna-RN). Nota-se que a microrregiao
Reconcavo a hipotese de recombinacdo sexual foi rejeitada para as trés analises,
tanto os SSR, ISSR e a combinagao dos dois.

O Ia é a medida tradicional de desequilibrio de ligagdo multilocus (HAUBOLD
et al., 1998), em sintese, a "distancia" (numero de locos em que eles diferem) entre
todos os pares de individuos é calculada, e a variacdo destas distancias comparado
em relacdo ao esperado se ndo houver nenhum desequilibrio de ligacéo.
Inicialmente, o desequilibrio de ligacao esta presente em uma populagcdo em uma
taxa determinada pela distancia genética entre os dois locos e 0 numero de
geracdes desde que ele surgiu (FLINT-GARCIA et al, 2003).

Rivais et al. (2004), em estudo de populacdes de Mycosphaerella fijiensis
coletados em plantagBes de banana em 13 paises na América Latina, no Caribe e
na Africa, observaram que o desequilibrio de ligagdo (rd) ndo diferiu
significativamente de zero na maioria das populagdes, afirmando que resultados
suportam a hipotese da existéncia de acasalamentos aleatorio nas populagées de M.
fijiensis. Diferente do presente estudo em que a maioria das populacdes em estudo

foram significativas.
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Os indices de diversidade encontrados foram muito parecidos para os SSR,
ISSR e os primers combinados, pois a quantidade de haplétipos Unicos
encontrados foi alta para os trés. Em relacdo ao indice de Shannon quanto maior
ele for maior a porcentagem de polimorfismo nos locos (MOREIRA, 2006).

De acordo com o periodo de incubacdo observou-se a formacdo de dois
grupos de acordo com o teste de Scott-knott que nado diferem estatisticamente.
Segundo Cordeiro (1997), a variavel periodo de incubacdo, pode funcionar como
indicador da agressividade de isolados. Ou seja, quanto maior o periodo de
incubacdo menos agressivo é o isolado, sendo que o periddo de incubacdo no
presente estudo de 19,4 dias para o isolado 41MG até 26,3 dias para o isolado
61BA.

Cordeiro (1997), avaliando a variabilidade patogénica de 18 isolados de M.
musicola, observou alta variabilidade em 15 deles, atribuindo esta particularidade a
ocorréncia de reproducdo sexuada, heterotalismo, anastomose de hifas e
heterocariose. A frequéncia de genes de agressividade que atuam no hospedeiro,
influenciando na adaptacdo sem preferéncia de gendétipos particulares, pode
aumentar sobremaneira varios ciclos de recombinacdo (McDONALD et al., 1999).

Com base nos resultados observa-se que o fungo M. musicola apresenta um
alto potencial evolutivo e, consequentemente, maior risco de suplantar genes de
resisténcia do hospedeiro, pois apresenta sistema reprodutivo misto (tanto a
reproducdo sexuada quanto a assexuada), e um alto fluxo génico para as
populacdes em estudo.

Contudo, nao foi detectada nenhuma estruturacdo da populacdo em estudo
de acordo com os locais de coleta, o que foi confirmado pelo teste de Mantel. O
conhecimento e a distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de populacdes
de M. musicola é essencial para ado¢do de estratégia de controle da doenca e

manutencdo de uma resisténcia duravel para as diversas regides produtoras.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os isolados de M. musicola apresentam grande variabilidade genética,
contudo a populacdo em estudo néo foi agrupada de acordo com os locais de coleta.
Desta forma, torna-se necessario a continuidade das pesquisas com um numero
maior de isolados, de forma a contribuir futuramente com os programas de
melhoramento na selecdo de gendtipos com diferentes niveis de resisténcia em
funcéo da distribuicdo do fitopatdbgeno em diferentes escalas espaciais nos locais

aonde a doenca se faz presente.



