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RESUMO

ROCHA, Herminio Souza. Epidemiologia da sigatoka amarela, quantificagéo
de fendis em variedades de bananeiras e andlise filogenética de isolados de
Mycosphaerella musicola utilizando microssatélites. 2008. 124 p. Tese
(Doutorado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Sendo Mycosphaerella musicola, agente causal da Sigatoka amarela, um fungo
de reproducao sexuada e de natureza heterotalica, e considerando a diversidade
climatica nas regioes produtoras de banana no Brasil, ¢ de se esperar uma ampla
variabilidade genética dos isolados brasileiros, com viruléncias e agressividades
distintas. Para uma melhor caracterizagdo da Sigatoka amarela (Mycosphaerella
musicola) no Brasil, ¢ necessario que alguns aspectos sejam elucidados,
principalmente aqueles relacionados a analise epidemiologica e da variabilidade
genética dos isolados brasileiros. Assim, procederam-se estudos de anélise
temporal e da epidemia da Sigatoka amarela em bananal localizado em Coronel
Pacheco- MG, com a variedade ‘Saquarema’ (AAA), tendo sido avaliadas as
correlagdes das varidveis climaticas com as variagdes no progresso da doenga e
com as flutuagdes de esporos da doenga no ar. Foram identificados dois picos de
maxima severidade da doenga ao longo do ano, tendo o primeiro ocorrido
durante a estacdo chuvosa, e associado principalmente & elevada concentragdo
de conidios no ar e o segundo ocorreu no auge da estacdao seca do ano, sendo
provocado principalmente pela alta concentragdo de ascosporos. O melhor ajuste
do modelo da curva de progresso da doenca foi verificado para o modelo
monomolecular. As variaveis climaticas mais associadas ao progresso da doenga
foram a pluviosidade, Umidade Relativa ¢ o molhamento foliar. Na estagdo
chuvosa o progresso da doenga acompanha o desenvolvimento vegetativo do
hospedeiro, sendo verificados os menores periodos para o desenvolvimento de
novas lesdes. Na estagdo seca, as lesoes intensificam a severidade da doenga em
funcdo do menor desenvolvimento vegetativo do hospedeiro. Para melhor
caracterizacdo do isolado de Coronel Pacheco — MG, procederam-se avaliagdes
de parametros monociclicos da Sigatoka amarela, ¢ a dindmica das
concentragdes de lignina e fendis totais em mudas de bananeira (‘Pacovan’;
‘Grande Naine’; ‘Caipira’ e ‘Prata Zulu’) inoculadas artificialmente em
ambiente controlado. Os menores periodos de incubagdo ¢ de desenvolvimento
da doenga foram obtidos na temperatura de 24° C, ndo tendo se comportado
diferentemente dos relatos na literatura. Para as variedades de bananeira
testadas, os niveis constitutivos de fenois totais ndo se alteram como resposta a
infeccdo por Mycosphaerella musicola. ‘Caipira’ e ‘Prata Zulu’ apresentam
maior lignifica¢do da parede celular apos cinco dias da inoculagdo, o que denota
ser este, um dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resisténcia. A analise



filogenética foi realizada com um conjunto de 10 diferentes marcadores
Microssatélites em 11 isolados de Mycosphaerella musicola originarios das
diversas regides produtoras de banana no Brasil. Dois grandes grupos foram
formados no dendrograma, sendo um composto principalmente pelos isolados
das Regioes sul, Sudeste e Centro-Oeste, no qual situou-se o isolado de Coronel
Pacheco — MG e o outro composto principalmente pelos isolados da Regido
Nordeste do Brasil. Observou-se o potencial do par de primers Mm SSR 34 para
a diferenciagdo entre a Sigatoka amarela e Sigatoka negra, os quais poderiam vir
a tornarem-se marcadores moleculares para utilizagio em laudos fitossanitarios.'

! Comité Orientador: Edson Ampélio Pozza — UFLA (Orientador), Zilton José Maciel
Cordeiro — Embrapa CNPMF (Co-Orientador).
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ABSTRACT

ROCHA, Herminio Souza. Epidemiology of yellow Sigatoka, phenols
quantification in banana varieties and phylogenetic analysis of
Mycosphaerella musicola isolates using microsatellites. 2008. 124 p. Thesis
(Doctor Degree in Plant Pathology) — Lavras Federal University, Lavras.

Due to the hetherothalic nature and sexual reproduction of the fungus
Mycosphaerella musicola, the causal agent of yellow Sigatoka, and considering
the climatic diversity of the Brazilian banana producing regions, a wide genetic
variability is expected among the Brazilian isolates with distinct virulence and
aggressiveness. For a Dbetter characterization of yellow Sigatoka
(Mycosphaerella musicola) in Brazil, it is necessary that some aspects may be
elucidated, mainly those related to the epidemiological analysis and to the
genetic variability of the Brazilian isolates. Hence, studies concerning the
temporal analysis and epidemiology of yellow Sigatoka were performed in a
banana plantation localized in Coronel Pacheco- in the State of Minas Gerais,
with the ‘Saquarema’ (AAA) variety, having been evaluated the correlations
between climatic variables with the alterations in the disease progress and also
with the fluctuations of the fungus spores in the air. Two peaks of maximum
severity of the disease were identified along the year, with the first occurring
during the rainy season, and mainly associated to the high conidia concentration
in the air, and the second having occurred in the middle of the draught season,
being mainly produced by the high ascospore concentration. The best adjustment
of the disease progress curve was verified for the monomolecular model. The
climatic variables mostly associated to the disease progress were rain, relative
humidity and leaf wetness. During the rainy season the disease progress
followed the host vegetative development, having been observed the shortest
lesion development periods for the new lesions. During the draught season, the
lesions intensified the disease severity due to a lower vegetative development of
the host. For a better characterization of the Coronel Pacheco — MG isolate,
evaluations concerning the monocycle of yellow-Sigatoka were carried out, as
well as the dynamics of lignin and the concentration of total phenolics in banana
plantlets (‘Pacovan’; ‘Grande Naine’; ‘Caipira’ and ‘Prata Zulu’) artificially
inoculated under controlled environment. The shortest incubation periods and
disease development periods were obtained under 24° C, with no distinct
behavior than the ones already related in literature. For the banana varieties
tested, the constitutive total phenolic levels were not altered as a response to the
infection by Mycosphaerella musicola. ‘Caipira’ e ‘Prata Zulu’ presented the
highest lignification of the cell wall after five days of inoculation, which denotes
this biochemical mechanism, as being involved in resistance. The phylogenetic
analysis was done with a group of 10 different microssatelite markers in 11

il



Mycosphaerella musicola isolates from a diversity of Brazilian banana
producing regions along Brazil. Two major groups were generated in the
dendrogram, with one being composed mostly by isolates from the South,
South-East and Centre-West Regions, in which was localized the isolate from
Coronel Pacheco — MG and the other mainly composed by the isolates from the
North-East region of Brazil. One specific pair of primers Mm SSR 34
demonstrated high potential to differentiate both black and yellow Sigatokas,
which may become powerful molecular marker to be used in phytossanitary
official reports.”

? Guidance Committee: Edson Ampélio Pozza — UFLA (Supervisor), Zilton José Maciel
Cordeiro — Embrapa CNPMF (Co-Supervisor).
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CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO



1. INTRODUCAO GERAL

A bananicultura é uma atividade agricola de elevada importancia sécio
econdmica, servindo como fonte de alimento béasico para as populacdes pobres
em diversos paises, mas ¢ também consumida diariamente em todas as camadas
sociais da populacgdo brasileira. A banana ocupa o segundo lugar em volume de
frutas produzidas no Brasil, que é o segundo maior produtor do mundo, com
uma producdo de 6,7 milhdes de toneladas, numa area cultivada de
aproximadamente 527 mil ha, sendo superado apenas pela India. (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2008).

Por causa da natureza devastadora da Sigatoka negra, trabalhos mais
recentes tém sido focados principalmente em Mycosphaerella fijiensis. Apesar
do proeminente papel de Mycosphaerella fijiensis, Mycosphaerella musicola
ainda se constitui como o grande patdégeno em altitudes maiores e também em
areas onde cultivares suscetiveis a Sigatoka amarela vém sendo cultivadas. No
Brasil, apesar da ocorréncia da Sigatoka negra ter sido verificada desde 1998,
observa-se que a sua disseminacdo para novas areas ndo vem ocorrendo de
forma continua, como era de se esperar. Muito provavelmente isso de deva as
condigdes climaticas desfavoraveis ao progresso desta doenca, que ¢ a mais
danosa para a bananicultura em todo o mundo. Em contrapartida, a Sigatoka
amarela, que ¢ endémica em todas as regides produtoras, continua a causar
danos que chegam a comprometer em média 50% da producdo, se constituindo
em um dos principais problemas fitossanitarios onde se observam variaveis
climaticas diferentes daquelas regides afetadas pela Sigatoka negra.

Os primeiros relatos oficiais da Sigatoka negra no Brasil datam de 1998,
na fronteira do Estado do Amazonas com a Colombia. Dai em diante, diversos
outros relatos foram registrados nos Estados das Regides Norte, Centro-Oeste,

Sudeste e Sul. Em 2004, Minas Gerais teve o primeiro registro da Sigatoka



negra nas regides sul e Zona da Mata, incluindo-se o Municipio de Coronel
Pacheco. Entretanto, apds realizadas inimeras coletas, isolamentos e andlises
por PCR para identificacdo da espécie, ndo se comprovou a presenga da doenga
nos bananais de Coronel Pacheco, mas somente a Sigatoka amarela,
apresentando uma agressividade similar a que se observa para a Sigatoka negra.

Inimeros relatos na literatura apontam uma relacdo direta entre a
formagdo, distribui¢do e germinagdo tanto de conidios quanto de ascosporos
com a ocorréncia de periodos de elevada umidade relativa, seja esta variavel
associada a periodos chuvosos e/ou a ocorréncia de fortes orvalhos, resultando
em eventos epidémicos de Sigatoka amarela.

A outra variavel climatica tdo importante quanto a umidade relativa,
para a promocao de epidemias da Sigatoka amarela ¢ a temperatura. Via de
regra, a doenca alcanca o seu pico de maxima atividade durante os periodos de
ocorréncias de temperaturas baixas e maxima umidade relativa Wardlaw (1961).

Neste contexto, a avaliagdo do progresso da Sigatoka amarela,
correlacionada com as variaveis climaticas e acompanhada por estudos de
variabilidade genética de diferentes isolados, constitui-se em importantes linhas
de pesquisa, visto que a caracteristica heterotalica de Mycosphaerella musicola,
promove a variabilidade natural do patéogeno, conferindo ao mesmo maior
adaptabilidade as condi¢des ambientais adversas.

Desta forma, este trabalho, desenvolvido em uma lavoura localizada no
Municipio de Coronel Pacheco, MG, com elevadas taxas de severidade da
doenga, e também sob condi¢des controladas em camaras de crescimento ¢ em
laboratorio teve como objetivos avaliar:

- O progresso da doenga ao longo do ano, correlacionado com as
varidveis climaticas, de forma a se testar o ajuste de modelos empiricos;

- A variagdo na concentragdo de esporos de Mycosphaerella musicola ao

longo do ano;



- A determinag@o de parametros monociclicos em plantas artificialmente
inoculadas com o isolado de Mycosphaerella musicola de Coronel Pacheco,
MG, e

- A variabilidade genética em diferentes isolados de Mycosphaerella

musicola do Brasil por meio de marcadores de microssatélite.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico da Sigatoka amarela da bananeira

A Sigatoka amarela, também denominada mal-de-Sigatoka e doenca da
mancha das folhas em bananeiras, causada por Mycosphaerella musicola Leach
(Stat. Conid. Cercospora musae Zimm.) foi observada pela primeira vez
proximo a Biotenzorg, em Java por Zimmermann em 1902. O relato seguinte da
ocorréncia da doencga veio do distrito de Sigatoka na ilha de Viti Levu, em Fiji,
no ano de 1912 (Philpott & Knowles, 1913). Foi naquele distrito em que se
observou pela primeira vez, a doenca na sua forma de epidemia, resultando no
nome popular ‘Doenga de Sigatoka’ ou simplesmente ‘Sigatoka’, tendo
persistido até entdo (Knowles, 1916). Subseqiientemente, 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).

A primeira descri¢ao suscinta do fungo associado com a Sigatoka foi
feita por Zimmermann (1902), como uma nova espécie de C. musae Zimm.
Durante quase quarenta anos apds a sua descoberta, o fungo foi conhecido na
sua forma imperfeita ou assexuada (conidial). Somente na década de 1930 Leach
(1941), trabalhando na Jamaica, descobriu a forma perfeita (Teleomorfo) de C.
musae, um fungo da classe dos Ascomicetes, para o qual a denominagdo de
Mycosphaerella musicola foi atribuida.

O desenvolvimento da epidemia em Fiji foi atribuido ao cultivo
continuado de variedades suscetiveis, as condi¢des de cultivo e variaveis
ambientais favoraveis ao patdgeno. Precisamente ndo se sabe como ou quando a
Sigatoka foi introduzida na regido do Caribe, ou se a sua disseminagdo ocorreu a
partir de um ou varios focos de infec¢ao, porém durante o periodo de dois a trés

anos desde a primeira ocorréncia em Trinidad, ja havia aparecido com



intensidades epidémicas em muitas das ilhas e areas territoriais das Américas
Central e Sul, tendo assumido uma importancia econdmica de primeira classe,
devido aos efeitos destrutivos verificados em platanos (Wardlaw, 1961; 1939).

Stover (1972) relata que a ocorréncia no Caribe e na América Central, se
observou em 1933, tendo sido constatada no Mé¢éxico, Guiana e restante da
América Central, em 1937. No Equador foi relatada durante a década de 1950. O
primeiro registro na Africa ocorreu em 1938, em Uganda, ¢ a doenga ndo foi
percebida em sua distribuicdo generalizada até a década de 1950 (Simmonds,
1966).

No Brasil, a Sigatoka amarela foi constatada, pela primeira vez, no
Estado do Amazonas, em 1944, (Kimati & Galli, 1980), estendendo-se
posteriormente por todos os estados brasileiros. M. musicola encontra-se
disseminado em todas as regides produtoras de banana do Brasil e do mundo,
provocando consideraveis prejuizos na produgado de frutos (Foure, 1994).

A mudanga de posi¢do quanto ao grau de importancia, entre a Sigatoka —
amarela e a Sigatoka negra, estd em curso, mas no caso brasileiro, na pratica,
isso ainda ndo ocorreu. A Sigatoka amarela continua sendo de grande
importancia nas regides de bananicultura mais competitivas como é o caso do
Nordeste, Sudeste e Sul. Entre os Estados da Regido Sudeste a excecdo ¢ Sao
Paulo, onde a Sigatoka negra ja prevalece sobre a amarela, ja ocorrendo aumento
no numero de aplicacdes de defensivos, mas nos demais Estados onde a doenca

foi constatada o avango tem sido relativamente lento (Cordeiro, 2007).

2.2 Biologia e Sintomatologia

O mal-de-Sigatoka ¢ causado por Mycosphaerella musicola, Leach, que
¢ a forma perfeita ou sexuada do fungo, enquanto Pseudocercospora musae
(Zimm.) Deighton corresponde a forma imperfeita ou assexuada. Trés tipos de

frutificagdes sdo produzidas nas manchas foliares ou manchas de Sigatoka em



bananeiras: esporodoquios, espermogdénio e peritécios (Stover, 1964). O
processo sexuado no género Mycosphaerella envolve a formagdo de
espermogonios, que produzem gametas masculinos, as espermacias ¢ o Orgao
sexual feminino, uma hifa espiralada, que ¢ formada no interior de jovens
ascocarpos, denominadas de tricogines (Wardlaw, 1961). Simmonds (1933)
observou que espermogonios eram encontrados mais frequentemente por volta
do final do ano em folhas manchadas e secas, ainda aderidas aos pseudocaules.
Em escala macroscopica, os espermogonios, de alguma forma, assemelham-se as
pontuacdes negras formadas pelas frutificagdes conidiais, porém com um
formato mais bem delimitado de pontuagdo. Estas estruturas podem ser
formadas em ambas as superficies foliares, porém com maior predominancia na
abaxial. Sob microscopio de luz, os espermogdnios, sdo pequenas frutificagdes
negras em formato de frascos, imersas, que surgem no interior de uma base
estromatica de velhas frutificagdes conidiais ou independentemente. As
espermacias, que sdo formadas em longas cadeias sdo bastante mintsculas,
oblongas e hialinas, com formato semelhante as bactérias, e podem ser
visualizadas sendo expelidas a partir de um ostiolo ou poro no apice dos
espermogonios (Simmonds, 1933). Estdo envolvidos, portanto, dois tipos de
esporos no aparecimento da doenga. O esporo sexuado que € o ascdsporo, € o
assexuado, que ¢ o conidio (Cordeiro, 1997).

Conidios s3o produzidos mais ou menos continuamente em climas
umidos, sendo transmitidos pela lavagem da superficie foliar provocada pelas
chuvas ou orvalho, explicando assim, as infec¢des severas algumas vezes
observadas nos perfilhos situados sob as plantas mais adultas e infectadas. Os
ascosporos porém, produzidos nas mesmas lesoes onde foram liberados os
conidios anteriormente, surgem mais tardiamente, sendo ejetados for¢adamente
a partir dos peritécios por ocasido de climas umidos, ou mesmo em climas secos

porém com ocorréncias de orvalhos pesados (Simmonds, 1966).



No que se refere aos sinais do patégeno, Brun citado por Stover (1972),
classificou o desenvolvimento das lesdes em cinco estagios: I- Pintas amareladas
com menos de Imm de comprimento aparecem na superficie foliar; II- As pintas
evoluem para estrias de coloracdo amarelada, medindo aproximadamente 3-
4mm por Imm de largura; III- As estrias tornam-se mais largas e compridas,
com margens ndo bem definidas que se misturam com a coloragdo normal das
folhas e ao final tornam-se marrom claro; IV- Manchas com contorno bem
definido, centro marrom e halo amarelado ao redor da lesdo. Neste estadio
inicia-se a producdo de esporodoquios e pode haver conidios presentes nas
lesdes; V- As manchas completamente desenvolvidas, apresentam o centro com
coloracao cinza e bordas escuras a preta. Em alguns casos, existe a formagao de
halo clorético entre a lesdo e o tecido normal da folha.

As lesdes do mal-de-Sigatoka apresentam-se em formatos distintos, de
acordo com a idade da planta hospedeira infectada. McGahan & Fulton (1965)
observaram que em folhas de plantas jovens, as lesdes possuem formato eliptico
e sdo maiores e mais largas do que nas plantas adultas, onde as lesdes
apresentam-se em formato linear .

Apesar dos severos danos ao limbo foliar, Leach (1946) afirma que a
doenca nao afeta o desenvolvimento vegetativo em absoluto. Entretanto,
Simmonds (1966) reporta a redugcdo no tamanho dos cachos e dos frutos,

presumivelmente pela redugdo da area fotossinteticamente ativa.

2.3 Epidemiologia

Experimentos em epidemiologia avaliam primordialmente o monociclo
pela caracterizagdo de seus componentes. Dentre os componentes de maior
importancia pode-se citar o periodo de incubagdo e o periodo de laténcia, ou

seja, o periodo de tempo compreendido entre a inoculagdo e o aparecimento dos



sintomas e o periodo de tempo compreendido entre a inoculag@o e a produgao de
esporos, respectivamente (Parlevliet, 1979).

De acordo com Gaumann (1951), as condi¢des necessarias para que uma
epidemia possa ocorrer sdo: acumulo de individuos suscetiveis e presenga de
hospedeiros alternativos, um patogeno com elevada capacidade infectiva,
capacidade de multiplicagdo e dispersdo de seus propagulos, sem restricdes para
seu desenvolvimento e condigdes meteorologicas 6timas para o desenvolvimento
do patogeno.

Kranz (1974) afirma que epidemiologia é o estudo de populagdes de
patdégenos em populagdes de hospedeiros resultando em doenga, sob a influéncia
do ambiente e interferéncia humana. Epidemia, neste caso, ¢ utilizada como
sinénimo de progresso da doenca, que pode, mas ndo necessariamente corrobora
com a classica defini¢do de epidemia, ou seja, o acréscimo e decréscimo de
doenca dentro de um limitado periodo (Gdumann, 1951).

Epidemiologia correlaciona populagdes de patdgenos com as das plantas
hospedeiras, ocorrendo simultaneamente em um ambiente em desenvolvimento,
ou seja, o classico tridngulo de doenca. Como resultado, a epidemiologia
também trata da genética de populagdes, da resisténcia dos hospedeiros e do
potencial evolucionario da populacdo de patégenos de produzir racas mais
virulentas as variedades de hospedeiros e resistentes a pesticidas. Epidemiologia
deve, entretanto, levar em consideragdo outros fatores bioticos e abioticos, tais
como um ambiente fortemente influenciado pela atividade humana, ja que esta
diretamente relacionada ao manejo de doencas (Agrios, 2004).

Por razdes nem sempre compreendidas, em diferentes paises, o tempo
necessario para que uma nova infeccdo pela Sigatoka amarela alcangasse
intensidades epidémicas variou consideravelmente. No Caribe, por exemplo,
este processo foi bem rapido. Por outro lado, em Camardes, a doenga

permaneceu sob observacdo por muitos anos, antes que as pulverizagdes se



tornassem necessarias, porém apos o inicio desta pratica de manejo, a doenca
persistiu até atingir o estagio de epidemia (Wardlaw, 1961).

No Equador, Tollenaar (1955), relata que no prazo de dois anos, a
doenca tornou-se tao intensa, em uma plantacdo, que a produgdo comercial ndo
pode mais ser preservada. A disseminagdo da doenga para novas localidades, ao
longo de estradas, por exemplo, ocorre aparentemente pela dispersdo de
ascosporos, ao passo que a sua intensificacdo dentro de uma localidade, deve-se
predominantemente a intensa produg¢do de conidios. Novas infeccdes sdo
minimas ou até mesmo ndo ocorrem durante as estagdes secas, proporcionando
um aspecto de sanidade ao final destes periodos, com folhas novas
desenvolvendo-se completamente livres de lesdes. Entretanto, sempre existem as
folhas velhas ja necrosadas que apresentam-se altamente afetadas pelas lesdes,
as quais produzem ascosporos em abundancia logo no inicio da estacdo chuvosa.
Este periodo ¢ notadamente marcado pela intensificacdo da doenga dentro das
areas infectadas, e também por novas infeccdes de plantios mais recentes,

situados a alguma distancia das areas mais velhas.

2.4 Parametros monociclicos

O tempo entre a infec¢do e o surgimento dos sintomas varia de acordo
com as condi¢cdes ambientais e a suscetibilidade da planta (Meredith &
Lawrence, 1969). Em banana estima-se que o tempo para ocorrer a infec¢do das
folhas seja coincidente com a emergéncia de novas folhas a partir do apice do
pseudocaule (Stover, 1980). Em condi¢des ideais na Costa Rica, num hospedeiro
suscetivel, o periodo de incubagdo pode ser de apenas 13—14 dias, enquanto sob
condigdes de clima desfavordvel, a duracdo do periodo de incubacdo pode
estender-se por até 35 dias (Marin et al., 2003).

Marin et al. (2003) definem periodo latente, como o tempo necessario

para o fungo iniciar a produgdo de lesdes com pseudotécios maduros e
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ascosporos, principais fontes de indculo em Mycosphaerella fijiensis. O periodo
de laténcia também varia com as condi¢des climaticas, suscetibilidade do
hospedeiro e com a intensidade da infecgao.

Por exemplo, o tempo entre a emissdo de uma nova folha até o
aparecimento do sintoma de lesdo madura sob as mesmas condi¢des naturais,
para a cultivar Curraré, banana para cozinhar do subgrupo platanos, foi de 44
dias comparado com 34 dias para a cultivar Valery, do subgrupo Cavendish
(Gauhl, 1994).

Vicente (1983) observou que a concentracdo de inéculo (conidios e
ascosporos) exerce influéncia sobre o periodo de incubagdo do mal-de-Sigatoka.
Altas concentragdes de suspensido de conidios de M. musicola reduziram em até
50% o periodo de incubagdo da doenca, quando comparado com as
concentragdes de indculo mais baixas. Observacdes semelhantes foram feitas por
Stover (1972).

Variedades de bananeiras suscetiveis a M. musicola e M. fijiensis
apresentam menor periodo de incubagdo e maior numero de manchas e
esporulacdo nas folhas do que outras variedades resistentes. Com o aumento do
nivel de resisténcia, aumenta-se também o tempo de transi¢do entre os estadios
de evolucao da doenca. Em algumas variedades resistentes, a evolugdo dos
sintomas ¢ interrompida nos primeiros estadios (Stover, 1972; Meredith, 1970;
Fouré, 1985; Fouré et al., 1990).

As variaveis normalmente utilizadas para avaliacdo da susceptibilidade
de variedades de bananeira a M. fijiensis sdo o periodo de incubagio, evolugdo
dos sintomas, intensidade da esporulagdo sexuada e assexuada, germinagdo de

esporos e eficiéncia de penetragdo (Fouré et al., 1990; Mourichon et al., 1987).
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2.5 A producdo de conidios e ascésporos, e sua relacdo com fatores
climéaticos

A influéncia do clima e outros fatores sobre a producdo dessas
frutificacdes foi estudada, com detalhes, pela primeira vez, na Jamaica, por
Leach (1946). Ele verificou que espermatogonias eram mais abundantes na face
abaxial das folhas e em lesdes apresentando peritécios. Peritécios foram
observados em abundancia em areas altamente infestadas, nas lesdes que ndo
apresentavam uma margem bem definida. A producdo de ascésporos era
sazonal, declinando acentuadamente durante épocas do ano em que se verificava
um clima frio e seco.

Na Republica dos Camardes, Price (1960) observou que os danos por
Sigatoka foram maiores no inicio e no final das estacdes chuvosas, e ele atribuiu
o fendmeno ao aumento na produgdo de ascosporos, em fun¢do da alternancia
entre periodos de molhamento intenso e de seca, nos tecidos foliares infectados.

Em Honduras, Fulton (1962), utilizando armadilhas de captura de
esporos, encontrou poucos ascosporos durante os meses secos (margo-abril). A
principal descarga de ascosporos ocorreu entre os meses de junho—agosto e
junho-outubro, em dois anos consecutivos, sendo dependente da ocorréncia de
chuvas. Os periodos em que ocorreram os picos de descarga de ascdsporos
foram entre 6:00 h (PM) e 3:00h (AM).

Stahel (1937) observou que conidios nunca sdo formados sobre os
esporodoquios , em condigdes de alta umidade relativa por si s6, mas somente se
houver um filme de dgua livre, resultante de uma fina e constante chuva ou pela
deposi¢do de orvalho. Calpouzus (1955) observou que as esporulagdes so
ocorriam sob umidade relativa por volta de 98% ou mais, e também se houvesse
a presenca de orvalho. Os conidios sdo primariamente formados na superficie
adaxial de folhas ndo pulverizadas, ¢ s6 ocorrem durante a noite (Wardlaw,

1961). Calpouzus (1955), afirma que a disseminagdo dos conidios somente
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ocorre pela acdo da chuva ou pelo orvalho, e que o vento ndo ¢é efetivo na
remocao de esporos de C. musae da superficie de uma mancha na folha.

Nas pontuagdes primarias, de coloragdo marrom, ocorre a formacgdo
abundante de conidios em pequenos acérvulos (conididforos) na face abaxial das
folhas. Entretanto, esses acérvulos (conididforos) permanecem pequenos e
subsequentemente desaparecem com o colapso do tecido. Posteriormente, os
acérvulos (conidioéforos) sdo encontrados em maior nimero ¢ em tamanho
maior, em lesdes mais velhas com os centros de coloragdo cinza, na superficie
adaxial. Sob condi¢des adequadas de umidade, estas lesdes podem produzir
conidios continuadamente durante 30 dias. Observagdes ao microscopio,
permitem verificar que esses acérvulos (conidioforos), sdo distribuidos em linhas
como pequenas pontuagdes negras, paralelas as nervuras secundarias. Os
acérvulos (conidioforos) sdo formados nas camaras subestomaticas e consistem
de compactos conidioforos que crescem através dos poros para a superficie. Sob
um filme de agua, eles formam os conidios alongados, que sdo prontamente
liberados. O melhor horério para coleta de conidios a partir das lesdes foliares &
bem cedo pela manha, quando as folhas ainda estdo cobertas por um filme d
agua (Wardlaw, 1961).

Os ascosporos sdo formados no interior dos ascos, 0s quais encontram-
se contidos nos peritécios imersos no tecido foliar. Leach, (1941) afirma que a
producdo de ascdsporos por lesdo foliar seja consideravelmente inferior a de
conidios. Por outro lado, as descargas de ascosporos podem ocorrer sob
condicdes de alta umidade relativa, sem a necessidade de um filme d dgua sobre
a lesdo. Ascosporos podem assim, sofrer dispersdao a partir das folhas baixeiras
que nado sofreram a a¢do do orvalho, enquanto os conidios ndo serdo formados
nestas. Ascosporos sdo corpos de frutificacdo dispersos pelo vento, enquanto a
dispersdo dos conidios é condicionada a presen¢a d 4gua. Em uma plantagdo em

que ocorra uma alta propor¢do de folhas necrosadas, os ascésporos podem
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alcancar as folhas vela em quantidades tdo grandes quanto a de conidios.
Ascoésporos tendem a ser produzidos abundantemente com a proximidade do
final da estagdo chuvosa e as folhas que apresentam necrose e sdo submetidas as
alternancias entre periodos de molhamento e seca, podem produzir até 17

descargas de ascosporos (Leach 1941, 1946).

2.6 Variabilidade genética em Mycosphaerella musicola

O conhecimento da estrutura genética ¢ da evolugdo, nas populacdes de
patdogenos caracteriza-se como um importante auxilio no manejo e
melhoramento genético para resisténcia as doencas de plantas. O principal
objetivo nesses estudos ¢ o fornecimento de informagdes sobre o grau e
distribuicdo da variabilidade. Patogenos de plantas podem evoluir para quebrar a
resisténcia total ou para erodir a resisténcia parcial. A evolugdo das populagdes
de patogenos depende de mutagdes, recombinacdes, alteragdes nas freqiiéncias
alélicas, do fluxo génico e da pressdo de selecdo exercida pelo hospedeiro. Outro
objetivo no estudo das populacdes de patdgenos ¢ avaliar a importancia relativa
de fatores de evolugdo sobre a variabilidade do patéogeno. Tais informagdes
podem permitir a modelagem e o teste dos efeitos de diferentes estratégias de
manejo sobre a evolugdo dos patdgenos (Carlier, 2003).

As informagdes sobre a diversidade genética e estrutura populacional de
um dado patdégeno sdo pré-requisitos para a definicdo de medidas de controle
mais adequadas. Entretanto, poucos esfor¢os tém sido dedicados aos estudos da
genética da populagdo de M. musicola. Tentativas de transferir marcadores
moleculares de M. fijiensis para M. musicola ndo foram bem sucedidas. (Molina
et al., 2001). Carlier et al., (1994) observaram fracos sinais apos a hibridizacao
de sondas de RFLP originarias de uma biblioteca genémica de M. fijiensis, com
o DNA de M. musicola, ¢ nenhum dos 11 pares de primers de microssatélite

desenvolvidos por Neu et al. (1999) foram transferiveis para M. musicola.
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Carlier et al. (1994), reportaram a caracterizagdo ¢ clonagem de 26 marcadores
de microssatélite especificos para M. musicola.

Moreira et al, (2003), realizaram a caracterizagdo genética de 24 isolados
de Mycosphaerella musicola de diferentes regides geograficas no Brasil, pela
técnica de RAPD, tendo sido observada uma grande variabilidade genética entre
os isolados, a qual teria sido atribuida ao grande numero de variedades
suscetiveis, a condi¢do climatica, a ocorréncia de reprodugdo sexuada e também
a natureza heterotalica do fungo. Observa-se ainda o fato de a Sigatoka amarela
estar presente no Brasil desde 1944. De acordo com Carlier et al., (2003), a
natureza heterotalica, tanto de M. fijiensis quanto de M. musicola, promovem as
trocas de material genético, desempenhando um importante papel na geragdo da
variabilidade genética dentro das populagdes dos fungos.

Em estudo avaliando a diversidade genética global entre populacdes de
Mycosphaerella musicola, originarias da Indonésia, Africa, América Latina,
Caribe e Australia, Hayden et al., (2003), afirmam que a estrutura genética de
populagdes de M. musicola é desconhecida, e verificaram uma maior
variabilidade genética dos isolados provenientes da Indonésia quando
comparados as demais localidades, tendo sido verificado também uma maior
proximidade entre os isolados da Africa, América Latina e Caribe. Se as
populagdes de M. musicola na Africa e América do Sul foram fundadas a partir
de individuos da Australia, como foi hipotetizado por Stover, entdo, se esperaria
que estas populagdes apresentassem um maior nimero de alelos em comum.
Efeitos fundadores” podem ser observados nas populagdes como responsaveis
por um menor numero de alelos por loci, freqiiéncia de alelos modificada e uma
reduzida diversidade dos genes, quando comparados & populagdo original

(Milgroom et al., 1992). De acordo com Nei et al., (1975), o grau de redugao da

" Efeito Fundador: refere-se 4 perda de variabilidade genética quando uma nova colénia

¢ estabelecida por um pequeno nimero de individuos a partir de uma populagdo maior.
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diversidade genética de uma populagdo fundada ¢ dependente do niimero de
individuos fundadores e da subseqiiente taxa de crescimento da populagao.

Marcadores moleculares tornaram-se importantes ferramentas para as
investigagcdes sobre a composi¢do genética de populagdes de fungos (Groppe &
Boller, 1997; Bucheli et al., 2001). Marcadores de RFLP foram desenvolvidos
para o genoma de M. fijiensis, e foram utilizados para caracterizar as popula¢des
deste patogeno em escala global e regional (Carlier et al., 1994, 1996; Muller et
al., 1997). Mais recentemente, marcadores de SSR foram estabelecidos para M.
fijiensis (Neu et al., 1999) e para M. musicola (Molina et al., 2001), os quais,
juntamente com métodos de perfis de DNA baseados em PCR, se constituem em
um novo método para comparar a diversidade genética tanto de M. fijiensis
quanto de M. musicola (Molina et al., 2002).

Considerando-se que existem algumas regides do genoma que
apresentam mais polimorfismo do que seqiiéncias de copia Unica, marcadores
moleculares para essas regides foram desenvolvidas. Um marcador potencial
com qualquer seqiiéncia de DNA ¢ capaz de detectar polimorfismo, e em geral,
quanto mais polimdrfico, mais informagodes ele contém, tornando mais facil
detectar diferencas entre individuos. DNA ndo codificante ¢, sobre este ponto de
vista, mais interessante do que DNA codificante, pois acumula mais mutag¢des e
ndo estd sujeito a pressa seletiva. DNA nao codificante & representado
principalmente por DNA repetitivo, denominado microssatélite, minisatélite ou
DNA satélite, dependendo do comprimento da seqiiéncia (Testolin et al., 1996).

Microssatélites, também denominados de repeticdes de seqiiéncia Unica
(SSR), possuem seqiiéncias curtas com 2 a 5 pares de bases, enquanto os
minisatélites sdo repeticdes em tandem mais longas (STR), contendo
aproximadamente 20 pares de bases. Habitualmente, estes dois tipos de
marcadores sdo denominados de VNTRs (repeticdes em tandem em numero

variavel (Dowling et al., 1996). As regides flanqueadoras de loci de
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Microsatéllites sdo normalmente idénticas, de forma que primers podem ser
facilmente desenvolvidos para amplificagdes por PCR para selecdo por
polimorfismo, em géis de agarose ou acrylamida, dependendo dos diferentes
tamanhos dos alelos. Os loci de Microssatélites sdo ideais para andlises da
biologia e genética de populagdes, pois apresentam alelos codominantes e sdo
amplificados por iniciadores especificos, o que os torna robustos, de facil
registro e prontamente disponiveis entre grupos de pesquisadores.
Adicionalmente, eles tendem a ser mais polimoérficos do que outros marcadores
amplificaveis (Selkoe & Toonen, 2006).

Molina & Kahl (2002), afirmam que dentre as 25 diferentes técnicas
moleculares, das quais muitas foram testadas com o género Mycosphaerella, os
marcadores baseados em Microsatéllites provaram ter o maior potencial. Estes
marcadores elite, tais como, Sequence Tagged Microsatellite Sites (STMS),
Simple Sequence Repeats (SSRs) ou Simple Sequence Length Polymorfisms
(SSLP), tém sido frequentemente utilizados e continuardo a ser utilizados para a
diagnose de isolados, para se estimar a diversidade genética em colegdes, para a
analise da estrutura de populagdes inteiras e suas interacdes, e também os efeitos
das alteragdes impostas a essas populagdes por alteragdes no ambiente, tais
como, novas variedades de hospedeiros, novos fungicidas ¢ novas condi¢des

climaticas.

2.7 Dindmica da infeccdo

Infecgdes ocorrem através dos estomatos das folhas jovens, sendo a
superficie abaxial muito mais importante do que a adaxial. Na Jamaica,
infec¢des significativas ocorrem somente nas trés folhas mais jovens, ja em
Queensland, na Australia, as folhas quatro e cinco sdo igualmente infectadas

(Simmonds, 1966, 1939). Leach, (1946) afirma que na Jamaica, as folhas mais
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velhas sdo resistentes a infeccdo, como resultado da presenca de antagonistas
epifiticos e de materiais residuais pegajosos apds a evaporagdo do orvalho.

Calpouzos (1955) registrou relevantes observagdes micologicas, tais
como: (i) O crescimento das hifas ocorre em uma faixa de pH entre 3,0 e 8,0,
sendo o otimo verificado em pH 6,0; (ii) o crescimento de hifas pode ocorrer
entre 11 a 30 °C, enquanto a germinagdo pode ser verificada em temperaturas
até 35 °C; (iii) a formagdo de conidios ocorreu entre 11 a 30 °C; (iv) a
germinacdo dos conidios ¢ bastante lenta, sendo necessarias 24 h até que um
tubo germinativo contendo pelo menos trés células seja formado; (v) conidios
germinados podem suportar as condigdes de clima quente e seco durante o dia,
sobre a superficie foliar. Todas as evidéncias demonstram entdo que conidios
geminados sdo principalmente ativos durante a noite.

Stahel (1937) observou que nos primeiros quatro a seis dias do
crescimento do tubo germinativo dos conidios, o desenvolvimento ¢ lento, e que
apos a penetracdo pelo estdmato, uma estrutura conhecida como
estomatopodium ¢ formada sobre o poro. A colonizagdo ocorre nos aerénquimas
com a ramificagdo das hifas ocorrendo nos parénquimas palicadicos, que
tornam-se amarelados gradativamente. O fungo ndo efetua penetracdo no
sistema vascular, e por isso os sinais iniciais sdo verificados entre duas nervuras
secundarias paralelas.

Decorridos 22 a 24 dias apos a inoculagdo, ja sdo vistas listras de
coloragdo marrom-clara, medindo aproximadamente 8 - 10mm de comprimento,
com aparéncia de ferrugem. Nesta fase, as hifas saem do proprio estdmato
infectado e espalham-se sobre a superficie foliar em uma distancia de 2 - 3mm,
principalmente na face abaxial. Aparentemente, o micélio apresenta um efeito
toxico, que pode ser visto na forma da exudag@o de pequenas goticulas, sob as
quais ocorre necrose apds algumas horas de sua formagdo. Ap6s uma semana do

surgimento das lesdes de coloragdo marrom, ocorre o colapso do tecido,
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apresentando lesdes com aspecto de camurga cinza claro, que contém acérvulos
(esporodoquios) em desenvolvimento na superficie adaxial, produzindo conidios

(Stahel, 1937).

2.8 - Disperséo dos esporos de Mycosphaerella musicola pelo vento

A concentracdo ou a quantidade de esporos dispersos no ar sdo
importantes componentes para o progresso de epidemias de doengas de plantas
em um periodo préximo ou subseqiiente. Contudo, o sucesso dessa quantificagcdo
depende do conhecimento do patossistema, tipo de propagulos e dos métodos

utilizados na quantificagdo (Campbell & Madden, 1990).

Com o propésito de descrever e quantificar epidemias, muitos autores
tém conduzido trabalhos para monitorar esporos flingicos em varios
patossistemas. A quantidade de indculo presente na lavoura €, muitas vezes,
estimado pelo niimero de esporos coletados por esses aparelhos ou outros mais
simples (Campbell & Madden, 1990; Hausbeck & Pennypacker, 1991; Panisson
et al., 2002; Reis & Mario, 2003).

Nelson & Tung (1973) descreveram a relagdo entre a esporulagdo e a
epidemia, afirmando que nenhuma parte do ciclo de muitas doencas, exerce
maior influéncia no crescimento da epidemia do que a produgdo de indculo para
subseqiiente infec¢do. Menores quantidades de indculo produzidas, em periodos
freqiientes, retardam tanto a quantidade quanto a taxa de progresso da doenga.
As infecgdes e colonizagdes freqiientemente ocorrem sob regimes climaticos que

dificultam a esporulagdo.

A concentragdo de inoculo, por si s6, ¢ bastante capaz de acelerar e
estabelecer o processo epidémico, mesmo a despeito de condi¢des climaticas

adversas. Shaner et al., (1972), atribuiram o severo ataque de Helminthosporium

19



maydis em milho, no estado de Indiana, nos Estados Unidos, em 1970, quando
as condi¢des climaticas desfavoraveis prevaleceram a uma maior introducao de
esporos do que em 1971, quando as condi¢des climaticas foram bem mais
favoraveis. Epidemias de Diplocarpon roase em rosas na Inglaterra iniciam-se
quando ocorrem chuvas freqiientes, porém, ap6s a concentragdo de inoculos ter
alcangcado um nivel critico, a epidemia continua a progredir, mesmo tendo as
chuvas ocorrido com menor freqiiéncia (Saunders, 1966). A associacdo entre a
concentragdo de indculo e as epidemias tém sido demonstradas em diferentes
culturas e regides geograficas, tais como Botrytis squamosa em cebola nos
Estados Unidos (Ellerbrock & Lorbeer, 1977), Cercosporella herpotrichoides e
trigo nos Estados Unidos (Rowe & Powelson, 1973), Pyricularia oryzae em
arroz no Japdo (Kato, 1974), Colletotrichum coffeanum em cafeeiro no Kenya
(Nutman & Roberts, 1969) e Mycosphaerella musicola em bananas, ocorrida em
Honduras (Stover, 1970).

Rotem et al., (1978) afirmam que qualquer esfor¢o para relacionar
epidemias a esporulagdo, deve estar ligado a evolugdo na producdo de in6culo.
Uma andlise dos fatores macro e micro-meteorologicos que sdo capazes de
afetar o desenvolvimento de epidemias por meio de sua influéncia na
esporulacdo foram descritos e podem ser resumidos da seguinte forma: baixas
temperaturas preservam o potencial de esporulagdo dos patogenos, os quais
esporulam vigorosamente com a elevag@o das temperaturas; em regides quentes
as temperaturas verificadas durante os periodos noturnos situam-se na maioria
das vezes, na faixa 6tima para esporulagdo, porém o calor durante o dia, muitas
das vezes, encurta o periodo de esporulagcdo; em locais de climas quentes,
durante o dia; as intensidades luminosas no campo, ndo sao fracas o suficiente
para limitar a esporulacdo em parasitas obrigatorios pelo decréscimo na
atividade fotossintética do hospedeiro, e também para limitar a esporulagdo em

parasitas facultativos pela falta de indug@o, porém estas intensidades sao
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geralmente fortes o suficiente para inibir a produgdo de esporos em conididforos
pré-existentes; uma combinacdo entre baixas temperaturas em altitudes elevadas,
promove a esporulagdo durante o dia e também o desenvolvimento de
epidemias, mesmo a despeito das curtas noites de verdo; os efeitos das chuvas
como fonte de umidade, sobre a esporulagdo, depende significativamente, se esta
ocorreu durante a noite ou de dia, e se as temperaturas diurnas foram baixas o
suficiente para reprimir o efeito inibitorio da luminosidade; o efeito do orvalho,
que geralmente coincide com o periodo noturno, ira facilitar a esporulagdo,
muito mais em climas quentes do que em climas frios e mais durante estagcdes do
ano em que prevalecem temperaturas mais elevadas durante a noite; irrigacdes
na sobre copa, se aplicadas durante o dia, por um periodo limitado de horas, irdo

ter menor efeito sobre a esporulacdo do que a chuva ou o orvalho.

Considerando a dispersdo de conidios Meredith (1970), observou que
poucos conidios sdo dispersos pelo vento, embora a liberacdo possa ocorrer
devido ao choque mecanico entre as folhas que encostam-se umas nas outras.
Similarmente, Leach (1946) sugeriu que a acdo mecanica da agua sobre os
conidi6foros, pode causar a liberacao de esporos. Aparentemente, a dispersdo de
conidios parece ocorrer primeiramente na agua, devido a acdo das chuvas ou
também em fun¢do do escorrimento do orvalho (Leach, 1946; Meredith, 1962;
Stover, 1970; Stover & Simmonds 1987), porém existem diversos relatos na
literatura afirmando a presenca de conidios no ar. Relatos recentes, afirmam que
conidios de M. fijiensis sdo dispersos pelo vento, enquanto que os de M.

musicola nao o sdo (Stover & Simmonds, 1987).

Apesar de relatos sobre a dispersdo de ascosporos de outras espécies de
Mycosphaerella, como M. cryptica, por meio de gotas d'agua dispersas pelo
vento, apds uma chuva (Cheah & Hartill, 1987), ndo existem evidéncias sobre

este mesmo mecanismo, ocorrendo com os ascosporos de M. fijiensis ou de M.
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musicola. Meredith et al., (1973) reportaram que ascosporos de M. fijiensis
dispersos por uma distancia de aproximadamente 1km, estiveram associados as
novas infec¢des no campo, porém a dispersdo pelo vento a dezenas de

quilometros, ja foi postulada, porém nao foi provada (Burt, 1994).

Burt (1997) afirma que o vento ndo tem sido descrito como efetivo na
dispersdo de ascosporos, no entanto, presume-se que este fator poderia provocar
choques mecanicos capazes de resultar na liberagao dos conidios. A chuva é
bem mais efetiva na liberacdo dos ascésporos do que o orvalho por si s0, e as
maiores taxas de liberagdo dos esporos sexuados tem ocorrido apds chuvas que
sucederam periodos de seca (Leach, 1941, 1946; Fulton, 1962; Meredith &
Lawrence, 1970; Meredith et al., 1973; Stover, 1970).
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ANALISE DA DINAMICA TEMPORAL DA SIGATOKA AMARELA E
AEROBIOLOGIA DE ESPOROS
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1 RESUMO

ROCHA, Herminio Souza. Andlise da Dindmica Temporal da Sigatoka amarela
e Aerobiologia de Esporos na Regido de Coronel Pacheco — MG. In:
Epidemiologia da sigatoka amarela, quantificacdo de fendis em variedades
de bananeiras e anélise filogenética de isolados de Mycosphaerella musicola
utilizando microssatélites. 2008. Cap. 2, p. 30-66. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

O conhecimento do progresso da doenga é importante para a adogdo de
estratégias de controle e avaliacdo dos efeitos das medidas adotadas. Dessa
forma, o estudo da andlise temporal ¢ bastante util por integrar a evolugdo da
interagdo entre os componentes do patossistema, expressados pelos dados
acumulados de incidéncia e severidade e retratados pela curva de progresso da
doenga. Os esporos dispersos no ar, em um dado patossistema, constituem-se em
importantes componentes para o progresso de epidemias de doencas de plantas
em um periodo préximo ou subseqiiente. Assim, objetivou-se nesse trabalho
avaliar a dindmica temporal da Sigatoka amarela, no bananal em Coronel
Pacheco — MG, simultaneamente a avaliagdo da aerobiologia dos esporos ao
longo do ano. Durante a estagdo chuvosa, houve intenso progresso da doenga,
porém com elevadas taxas de emissdo foliar simultaneamente, fazendo com que
houvesse rapida inversdo do pico de severidade, apds os indices maximos. A
curva do progresso da Sigatoka amarela apresentou dois picos de extrema
severidade, sendo o primeiro ocorrido na estagdo chuvosa, tendo sido
predominantemente causado pela elevada concentracao de conidios, e o segundo
foi verificado na estacdo mais seca do ano, tendo sido predominantemente
causado pela elevada concentragdo de ascosporos no ar. As concentracdes de
ascosporos apresentaram correlagdo com a severidade da doenca observada apds
29 dias das contagens, o que denota a duracdo média do periodo de laténcia da
doenca naquela Regido. Os padrdes das curvas de severidade em ambos os
picos, ajustaram-se a0 modelo monomolecular, sendo as taxas de progresso mais
intensas na estacdo chuvosa do que na seca. As concentragdes de esporos nao
diferiram entre as duas alturas avaliadas. Em todas as avaliagdes observou-se
uma concentracdo de ascosporos bem superior & de conidios, sendo que as
maiores concentragdes dos ascosporos ocorreram nas primeiras horas do dia e os
picos de concentracdes de conidios foram verificados apds o escorrimento do
orvalho aderido as folhas.

" Comité Orientador: Edson Ampélio Pozza — UFLA (Orientador), Zilton José Maciel
Cordeiro | — Embrapa CNPMF (Co-Orientador).
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2 ABSTRACT

ROCHA, Herminio Souza. Analisys of the Temporal Dynamics of Yellow
Sigatoka and Aerobiology of the Spores in the Coronel Pacheco-MG Region.
In: . Epidemiology of yellow Sigatoka, phenols quantification in
banana varieties and phylogenetic analysis of Mycosphaerella musicola
isolates using microsatellites. 2008. Chap. 2, p. 30-66. Thesis (Doctor Degree
in Plant Pathology) — Lavras Federal University, Lavras.”

A complete knowledge about the disease progress patterns is very important in
terms of the option for the most adequate control measures and to evaluate the
effects of these measures. Hence, the study of the temporal analysis is very
useful as it integrates the evolution of the interactions among the pathosystem’s
components, expressed by the cumulated incidence and severity data, being
summarized by the disease progress curve. The spores dispersed in the air, in a
specific pathosystem, constitute important components for the progress of plants
disease epidemics in a near or subsequent period. Hence, the aim in this research
work was to evaluate the temporal dynamics of yellow Sigatoka on the banana
plantation at Coronel Pacheco — MG, simultaneously to the evaluation of the
aerobiology of the spores along the year. During the rainy season, there was
intense disease progress, but also the rate of leaf emissions were high resulting
in a rapid inversion of the severity peak, after having reached the highest rates.
The disease progress curve of yellow Sigatoka presented two distinct peaks of
extreme severity, with the first one occurring during the rainy season,
predominantly caused by the high levels of conidia in the air, and the second
being verified during the draft season, predominantly associated to the high
levels of ascospores in the air. The ascospores concentrations presented a
significant correlation to the severity of the disease observed after 29 days of the
counting, which denotes the average duration of the latency period of the disease
in that Region. The patterns of the severity curves in both peaks, adjusted to the
monomolecular models, with higher progress rates during the rainy season than
in the draft. There were no differences between the spores concentrations in the
two heights tested. In general, the concentrations of ascospores were much
higher than the conidia, with predominance of the latter form after the sweeping
of the dew adhered to the leaves, and most of the ascospores were counted
during the first hours of the day.

" Guidance Committee: Edson Ampélio Pozza — UFLA (Supervisor), Zilton José Maciel
Cordeiro — Embrapa CNPMF (Co-Supervisor).
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3 INTRODUGCAO

A banana constitui importante fonte basica de alimento para intimeras
familias de baixa renda, mas ¢ diariamente consumida por todas as camadas
sociais da populagdo brasileira. Da mesma forma como ocorre em todos os
demais paises produtores dessa fruta, no Brasil, as Sigatokas negra e amarela, e
o Mal-do-Panama sdo os principais problemas fitossanitarios da cultura, com
perdas que podem atingir o patamar de 100%, no caso da Sigatoka negra.

Sendo a Sigatoka amarela uma doenga policiclica, ocorre a produgdo
continua de estruturas de reproducgdo, podendo gerar varios ciclos da doenca
durante o mesmo plantio (Pozza, 2000). Com isso, o aumento da populacdo do
patégeno, em um hospedeiro suscetivel, pode definir um crescimento
exponencial da area lesionada pela doenga em curto intervalo, desde que haja
condigdes favoraveis de ambiente. Assim o manejo de doengas policiclicas
necessita de especial atencdo devido as caracteristicas de reproducgdo destes
patogenos (Ribeiro do Vale et al., 2004).

Segundo Fry (1982), o conhecimento do progresso da doenga em
populagdes ¢ importante para auxiliar na escolha de estratégias de controle e
para avaliar o efeito das estratégias adotadas. A andlise temporal integra os
componentes do patossistema, expressos por dados acumulados de incidéncia e
severidade e retratados pela curva de progresso da Doenga (Vanderplank, 1963).
Segundo Bergamin Filho (1995) a curva de progresso de uma doenca ¢ a melhor
forma de se representar uma epidemia, visualizada na forma da proporcdo de
doenga ao longo do tempo. Nessas representagdes graficas pode-se determinar a
época de inicio da epidemia, a quantidade de indculo inicial (Y,), a taxa de
progresso da doenca (r), a area abaixo da curva de progresso, a quantidade
maxima de doenga (Ymax) € a duragdo da epidemia. Campbell & Madden (1990)
afirmam que o ambiente influencia o progresso de uma epidemia por influenciar

as diversas fases do ciclo de vida do patdgeno, bem como a interacdo com as
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fases especificas do crescimento do hospedeiro. Guyot & Cuille (1958)
concluiram que a severidade da Sigatoka amarela e o decréscimo dos periodos
de incubagdo e geragdo estavam sempre associados as variaveis temperatura e
umidade relativa.

Muitos autores correlacionam o progresso das epidemias aos tipos de
esporos ¢ suas concentragdoes dispersas no ar. Neste sentido, Campbell &
Madden (1990), afirmaram que a concentragdo ou a quantidade de esporos
dispersos no ar constituem-se em importantes componentes para o progresso de
epidemias de doengas de plantas em um periodo préximo ou subseqiiente.
Contudo o sucesso dessa quantificagdo depende do conhecimento do
patossistema, dos tipos de propagulos e dos métodos utilizados para quantifica-
los.

O Estado de Minas Gerias situa-se em quarto lugar na producao nacional
de bananas, com uma area plantada de 36,7 mil hectares e producao de 540 mil
toneladas (Agrolink, 2008). Considerando que a Sigatoka amarela ainda ¢ a
principal limitagdo de ordem fitossanitdria para a producdo de bananas no
Estado, objetivou-se com o presente trabalho: i) caracterizar a dindmica
temporal da Sigatoka amarela na Regido de Coronel Pacheco — MG, ii) verificar
a relacdo entre a concentragdo de esporos ¢ a severidade da doenga e iii)

determinar a flutuacdo de ascdsporos e conidios no ar ao longo do dia.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido durante o periodo de novembro de 2006 a
dezembro de 2007, no Sitio do Cruzeiro, na localidade denominada de Ribeirdo
de Santo Anténio, municipio de Coronel Pacheco — MG, em propriedade
particular pertencente ao Sr. Arnaldo Rolddo Filho, cujas coordenadas
geograficas sdo: 21° 34° 26" de Latitude sul e 43° 19” 45 de longitude oeste a
uma altitude de 750 m acima do nivel do mar. No local, encontra-se plantado um
bananal com area total de 2,79ha, em latossolo vermelho escuro, com a
variedade ‘Saquarema’, pertencente ao subgrupo Cavendish (AAA), em
espagamento 4 x 3 m em fileiras simples. A escolha do local se deu em funcdo
da elevada severidade dos sintomas de Sigatoka (FIGURA 1), e também pelo
fato de ndo haver qualquer medida de controle da doenga, permitindo assim, que
pudesse ser estudado o progresso da epidemia em condigdes naturais.

Para avaliar o progresso da doenca, foram marcadas 25 plantas
aleatoriamente, tendo sido registradas as severidades em todas as folhas de cada
planta, seguindo a metodologia proposta por Stover (1971) e modificada por
Gauhl (1994). As avaliagdes foram efetuadas a cada 15 dias, juntamente com a
coleta de dados climatolégicos e densidades de esporos no ar. Todas as plantas
marcadas foram submetidas a analises de PCR, no Instituto Biologico de S&o
Paulo, para identificagcdo da Sigatoka amarela. Além disso, foram feitas analises
microscopicas de conidios e conidioforos, tendo sido observados conididéforos

em esporodoquio, caracteristicos de Mycosphaerella musicola.
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FIGURA 1: Area experimental escolhida para a condugédo do experimento,
em Coronel Pacheco, MG, no Sitio do Cruzeiro, com alta
severidade da Sigatoka amarela. UFLA, Lavras — MG. 2008.

4.1 Variaveis utilizadas na avaliagédo do progresso da doenga

Severidade da doenca: Corresponde a extensdo de area foliar infectada
pelo patdgeno. Para esta quantificacdo foi utilizada a escala de Stover
(1971) modificada por Gauhl (1994) (FIGURA 2). Apoés realizadas as
anotacdes, procederam-se os calculos dos indices de infecgdo com as
notas de cada planta pela formula:

indice de infecgdo = [Z nb/(N-1)T]*100

Onde:

n = nimero de folhas em cada nivel da escala de Stover

modificada por Gauhl.

b = grau da escala.

N = numero de graus empregados na escala (7).
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T = numero total de folhas avaliadas.

i 141%) 215%) 3 [15%} L{33%) SE E

FIGURA 2: Escala de severidade para Sigatoka proposta por Stover (1971)
modificada por Gauhl (1994). UFLA, Lavras, MG. 2008.

e Tempo de desenvolvimento da enfermidade (TDE): ¢ o tempo em
dias entre o estadio B da folha vela (FIGURA 3) e a verificacdo de dez ou mais
lesdes necrosadas e maduras nesta folha (Fouré, 1982). As plantas em cuja folha
B se fazia presente, recebiam uma marca¢do com uma fita plastica, na qual se
registrava a data em que foi encontrada. Estas folhas foram entdo avaliadas
quinzenalmente até que se registrasse a ocorréncia de 10 ou mais lesdes maduras

(FIGURA 4).
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FIGURA 3: Identificagdo da folha B (Burn, 1963). Registro da data com fita
circular. UFLA, Lavras, MG. 2008.

-

FIGURA 4: Identificagdo de lesdo em estadio 6. UFLA, Lavras, MG. 2008.

e Folha mais Jovem manchada (FMJM): Corresponde a primeira folha
totalmente aberta que apresenta dez ou mais lesdes necrosadas com
centro seco.

e Taxa de Emissdo Foliar Diaria (TEF/D): E o valor dado pela
diferenca entre a quantidade de folhas presentes nas plantas com nota até
6, em uma dada avaliacdo, e o valor equivalente da mesma planta na

avaliagdo subsequente.
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e Curvas de progresso da doenga: As curvas de progresso foram
plotadas utilizando-se os valores de indice de infeccdo em relagdo ao tempo. Os
dados de indice de infec¢ao foram analisados por meio de andlise de regressao
linear simples, para verificagdo de melhor ajuste em quatro modelos empiricos,
o Exponencial, Logistico, Monomolecular ¢ de Gompertz. Para a escolha do
melhor modelo consideraram-se o coeficiente de determinacdo ajustado da
analise de regressdo (R™), o valor do quadrado médio dos desvios (obtido na
analise de variancia) e o grafico de residuos padronizados (Yops-Yesp.) em fungao
da variavel independente (Campbell & Madden, 1990). As taxas de progresso da
doenga (r) das curvas de indice de infec¢do foram estimadas pelo pardmetro b da
equacdo de regressdo, obtidas a partir do modelo que melhor ajustou-se aos
dados.

Devido ao baixo ajuste para a curva completa de severidade da doenga,
optou-se pela estratégia da divisdo da curva completa em dois diferentes
periodos delimitados pelos picos (FIGURA 11), conforme metodologia descrita
por Laranjeira et al. (2003). O primeiro periodo (A) compreendeu 62 dias
durante o verdo de 2006-2007, o segundo segmento da curva (B) submetida ao
ajuste compreendeu um periodo de 105 dias, tendo ocorrido durante os ultimos

dias do verdo e toda a estacdo do outono.

4.2 Registro das variaveis ambientais

Antes de se iniciar a coleta dos dados de progresso da doenga, foi
instalada no local, uma esta¢do climatologica computadorizada (Datalogger-
CR510 Campbell Scientific Inc.). Os dados coletados pela estacdo foram:
molhamento foliar (h/dia); precipitagdo (mm/dia); umidade relativa do ar (%);
temperatura minima, média e maxima (°C), velocidade do vento (m/s) e dire¢do
predominante do vento. A estagdo foi instalada em torre metalica, localizada no

centro da area com os sensores posicionados na altura de 1,5 m acima do nivel
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do solo. Foram ainda coletados dados de temperatura e umidade relativa, por
meio de um aparelho termohigrografo, localizado em abrigo coberto, proximo a
estagdo climatologica.

Todas as varidveis ambientais foram testadas para avaliar a significancia
da correlagdo de Pearson com os indices de infec¢do, por meio do programa

estatistico SAS.

4.3 Monitoramento da concentracdo de esporos da Sigatoka amarela na
area experimental

O monitoramento da concentragdo de conidios e ascosporos de
Mycosphaerella musicola dispersos no ar, na area do bananal, foi realizado
durante o periodo de margo-dezembro/2007. Para esta finalidade, utilizou-se o
coletor ‘Rotorod Sampler’ modelo 20, dotado de duas hastes coletoras de
acrilico transparente, com dimensdes de 1,52 x 1,52 x 22mm, instaladas
verticalmente em relagdo ao eixo de rotagdo circular. As hastes foram untadas
com vaselina liquida para reten¢do dos esporos do fungo. Para se obter a medida
da concentragdo de esporos (C), foi utilizada a féormula C = P/V, sendo P a
quantidade de esporos mensurada ¢ V o volume de ar amostrado.

Na condi¢do do experimento, o equipamento foi ligado durante 15
minutos a cada hora, tendo sido amostrado o volume de 0,00632 m® de ar.

Foram utilizados dois coletores, sendo um posicionado a 1,5 m e o outro
a 3,0 m do nivel do solo (FIGURA 5). Todas as coletas ao longo do ano, foram
realizadas em um tunico local, tendo sido posicionado o coletor aleatoriamente
no centro do bananal, sendo portanto representativo de toda a area. As coletas
foram realizadas nas mesmas datas das avalia¢cdes de severidade da doenca, a
cada 15 dias, durante 12 horas do dia, iniciando-se as 6h00 e finalizando as
18h00. Este periodo de coleta foi escolhido em funcdo das afirmagdes de

Wardlaw (1961), quando o autor esclarece que os conidios s6 sdo formados na
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ocorréncia de um filme de agua livre sobre as folhas, sendo o periodo da manha
o mais favoravel para a coleta dos mesmos, pois as folhas ainda estdo molhadas
pelo orvalho. As contagens foram realizadas em laboratério, em fotdnico, com a

objetiva de aumento de 40 x.

FIGURA 5: Torre montada, com coletores de esporos ‘Rotorod Sampler’®

instalada no centro do bananal. UFLA, Lavras, MG. 2008.

Foram testadas as correlagdes entre as concentragdes de esporos nos
diferentes horarios do dia, nas duas alturas de coleta com os indices de infecgao
em varios periodos, por meio do teste de correlagdo de Pearson, no programa

estatistico SAS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Associacdo dos picos de severidade as concentracdes de esporos e
variaveis climéticas.

A curva da severidade da Sigatoka amarela ao longo do ano apresentou
dois picos distintos (FIGURA 6), sendo o primeiro verificado na primeira
semana de janeiro de 2007, ou seja, em pleno verdo, com um indice de infec¢do

médio de 46%, e o segundo em junho de 2007, no auge da estagdo seca do ano.
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FIGURA 6: Curva do progresso da severidade de Sigatoka amarela medida
pelo indice de doencga, em Coronel Pacheco - MG. UFLA, Lavras -
MG, 2008.

Segundo Wardlaw (1961), a maior incidéncia de pequenas lesdes
listradas, visiveis a olho nu, na segunda, terceira ou quarta folha, depende da
variedade de bananeira ¢ das condicdes ambientais. Durante o periodo de
04/Nov/06-15/dez/07, as variaveis climaticas, temperatura média, pluviosidade e
umidade relativa foram principalmente favoraveis para o desenvolvimento do
patégeno, tendo resultado em dois picos distintos de severidade, sendo o

primeiro observado no verdo de 2006 (23,69° C de Temperatura média; 82,64%

42



de Umidade Relativa média; 41,11 mm de Pluviosidade Média e Indice de
Infeccdo de 46,09%) e o segundo em plena estacdo seca, entre julho e agosto de
2007 (18,49°C de Temperatura média; 76,29% de Umidade Relativa média;
0,00mm de Pluviosidade média e Indice de Infeccdo de 53,66%).

Observou-se assim, que apesar do progresso da doenca ter sido mais
rapido na época das chuvas, ocorreu uma compensacdo das perdas com a
continua emissdo foliar das plantas tendo levado a uma inversdo da taxa de
progresso, justificada pela maior duracdo dos periodos de incubagdo e laténcia
do que as taxas de emissdo foliar.

Por outro lado, na época mais seca, as taxas de emissdo foliar foram
inferiores, possibilitando que os indices de infecgdo tivessem sido superiores,
em razdo do livre progresso das lesdes, sem o pleno desenvolvimento vegetativo
do hospedeiro.

Observa-se ainda que a variedade Saquarema ¢é pertencente ao subgrupo
Cavendish (AAA), a qual apresenta o mais elevado grau de suscetibilidade a
Sigatoka, dentre todas as variedades tradicionalmente plantadas no Brasil
(Gasparotto, 2006). Por outro lado, Simmonds (1966), discrimina as condi¢des
climaticas mais condutivas para a produgdo de conidios e ascésporos. O autor
esclarece que conidios sdo produzidos continuamente ao longo das estagdes
chuvosas do ano, sendo disseminados através de um filme de agua livre, que
pode ser resultante tanto da 4gua da chuva quanto do orvalho, escorrendo nas

folhas.
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temperaturas maxima, média e minima. UFLA, Lavras - MG,

2008.
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Considerando a arquitetura da planta, observou-se que este escorrimento
tende a concentrar a maior parte da suspensao de conidios no centro da mesma,
por onde s3o lancadas as novas folhas, produzindo os tipicos padrdes de
infec¢do em linhas, que sdo atribuidos as infec¢des por conidios. Ascosporos,
por sua vez, apesar de serem produzidos nas mesmas lesdes que anteriormente
liberaram conidios, aparecem mais tardiamente e sdo forgados para fora dos
peritécios durante os climas Umidos, ou mesmo em climas secos, porém
associado as ocorréncias de fortes orvalhos. De acordo com Meredith, (1970), a
germinagdo dos conidios, ocorre sempre associada a presenga de agua livre
sobre as folhas, com durag@o aproximada de 6 horas apds a deposicdo, desde que
a temperatura seja favoravel, sendo o 6timo em torno de 25°C. Apds a deposicio
pode ocorrer uma fase epifitica, com duracdo de 4-6 dias, durante a qual o
crescimento do tubo germinativo € paralisado durante as horas mais quentes do
dia e com menor umidade relativa, retornando ao desenvolvimento sob
condi¢des mais favoraveis, que normalmente ocorrem durante a noite (Meredith,
1970; Stover, 1972; Zadocs & Schein, 1979).

Verificou-se correlagdo positiva significativa entre as variaveis
pluviosidade (PP) e molhamento foliar (MOLH) e os indices de infecgdo, entre
04/nov/06 — 10/mar/07 (TABELA 1), que sdo justamente as variaveis
responsaveis pela agua livre nas folhas.

Dessa forma, compreende-se que o primeiro pico de indice de infec¢ao
observado, no inicio do verdo, foi predominantemente resultante da infec¢ao por
conidios, visto que no inicio do ano, a ocorréncia de fortes chuvas foi suficiente
para proporcionar um filme de agua livre por longos periodos, sob temperatura

ideal para o desenvolvimento do patogeno.
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TABELA 1: Correlacdo entre as variaveis climaticas (Pluviosidade — PP e
Molhamento Foliar - Molh Temperatura Maéaxima - Tmax,
Temperatura media - Tmed, Temperatura Minima - Tmin,
Umidade Relativa Média - UR,) e o indice de Infeccdo - IF no
periodo de 04/nov/2006 — 1-/mar/2007. UFLA, Lavras - MG, 2008.

Variaveis Climaticas

PP Molh Tmax Tmed Tmin UR

IF 53,47 78,92  -0,0635 -0,0164 04276 02202

™ significativo a 1% de probabilidade; " significativo a 5% de probabilidade

Em contrapartida, o segundo pico, de maior intensidade (53,66% de
indice de infec¢do médio), ocorreu na primeira semana do inverno, quando
foram verificados os menores indices de pluviosidade. Estes resultados
contrapdem as afirmativas de Wardlaw (1961), pois o autor afirma que como M.
musicola é um patdgeno especifico do género Musa, espera-se que sua ecologia
esteja de acordo com a do hospedeiro.

Neste caso, observa-se que o periodo de seca, foi prejudicial para o
hospedeiro (FIGURA 8), visto que, € nesta época em que se verificam as
menores taxas de emissdo foliar diarias, tendo conseqiientemente refletido na
reducdo média da posi¢do da folha mais jovem manchada (FMJM).

Entretanto, com a paralisagdo da emissdo foliar, houve o progresso das
infec¢des ocorridas durante os periodos de maior favorabilidade da doenca, que
expressaram-se na forma dos maiores indices de infeccdo mais tardiamente do
que o verificado no primeiro pico. A falta de crescimento do hospedeiro parece
ser a principal explicacdo para o comportamento da curva de progresso da

doenga.
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FIGURA 8: Curva de progresso da severidade da Sigatoka amarela
transformada em indice de infeccdo - IF e folha mais jovem
manchada - FMJM (A) e taxa de emisséo foliar didria — TEF/dia e
indice de infeccéo — IF (B). UFLA, Lavras - MG, 2008.

Diversos autores suportam estes resultados. Dickson (1929) considerou
Cercospora musae um parasita ndo muito forte, e concluiu, ‘Para que as plantas
fossem severamente afetadas, as condi¢des de desenvolvimento vegetativo
deveriam ser pobres e resultar em debilidade generalizada do hospedeiro.

Clima frio e Umido sdo situagBes desfavoraveis, solos mal drenados, e fracas
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praticas culturais provém um conjunto de circunstancias favoraveis ao fungo,

permitindo ao mesmo assumir proporc¢des epidémicas’.

Tanto em Queensland, na Austrdlia, quanto em Fiji, os fatores
climatoldgicos mais associados & ocorréncia de Sigatoka amarela sdo a umidade
relativa e a temperatura, sendo que, via de regra, a doenga atinge seu ponto de
maxima atividade durante os periodos de temperaturas minimas, ¢ maxima
umidade relativa (Wardlaw, 1961). O autor relata ainda que em locais onde os
picos de infec¢do coincidem com uma reduzida taxa de emissdao foliar, a
plantagdo torna-se severamente afetada, a exemplo do que ocorre na Regido
costeira de Santa Marta na Colombia, que caracteriza-se pelo seu clima arido,
porém com constantes ocorréncias de orvalho pesado. Corroborando com estas
afirmagdes, em Coronel Pacheco, verifica-se pela FIGURA 8, que as menores
taxas de emissdo foliar ocorreram simultaneamente aos maiores picos de indice
de infecgdo. Coincidentemente, no Suriname também ocorrem dois picos de
maxima severidade da Sigatoka amarela durante o ano, sendo o primeiro
verificado em fevereiro e o segundo em julho, os quais, segundo Stahel, (1937)
devem ser atribuidos ao aciimulo das infec¢des nas quatro a cinco semanas
prévias.

Na Australia, contrariamente ao normal observado, um periodo de
intensas chuvas, ocorrido entre Janeiro e fevereiro, antecipou o inicio da
epidemia, porém o autor afirma que esta condig@o pode ter relacdo com o fato
das fortes chuvas resultarem em maior nimero de plantas apresentando podridao
radicular, o que teria favorecido as infec¢des pelo acentuado decréscimo do
vigor vegetativo das plantas e também devido a reduzida atividade de
crescimento durante os meses de inverno (Warlaw, 1961).

Simmonds (1966), também relatou que na Jamaica durante o verdo

quente e umido, as infec¢des por conidios atingem seu limiar maximo, seguidas
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no outono e inverno, pela produgdo dos ascosporos. No inverno, observaram-se
altas infecgOes por ascdsporos, as quais sdo reconhecidas pela sintomatologia
tipica denominada de ‘tip spotting’, verificadas nas extremidades das folhas. A
producdo de folhas ¢ baixa e o ataque atinge o seu pico maximo. Ao final do
inverno, com as baixas temperaturas acumuladas, ocorre uma significativa
reducdo na produgdo de esporos, o suficiente para reduzir as novas infec¢des
possibilitando as plantas um crescimento sem a doenga. Durante a primavera
quente e seca, as condigdes sdo desfavoraveis para a esporulacdo e infecgdo, e
no inicio da estacdo quente e umida, as plantas apresentam os menores indices
da doenga de todo o ano. Nesta ocasido, porém, as condi¢des para as infecgdes

por conidios tornam-se as mais favoraveis e novamente o ciclo reinicia-se.

5.2- Tempo de Desenvolvimento da Enfermidade (TDE)

Outro dado, observado no campo, e igualmente respaldado pelas
afirmativas de Simmonds, refere-se ao tempo de desenvolvimento da
enfermidade (TDE), medido pelo intervalo em dias entre a ocorréncia da folha
em estadio B e a verificagdo de dez ou mais lesdes necrosadas e maduras nesta
folha. Na FIGURA 9, observa-se uma significativa elevacdo do TDE na época
mais seca do ano, coincidindo também com a elevacdo no indice de infecgdo. As
duas varidveis apresentaram uma correlacdo positiva e estaticamente
significativa de 67,09% ao nivel de 5% de probabilidade.

Dessa forma verifica-se que o aumento na severidade observada na
época seca do ano tem sua origem bem anterior, visto que ¢ nesta época que se
verificam os maiores TDE (FIGURA 9), ou seja, as menores taxas de
desenvolvimento das lesdes, com valores superiores a 100 dias quando se

observou a maior severidade da doenga em todo o ano.
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FIGURA 9: Curva de progresso da severidade da Sigatoka amarela
transformada em indice de Infeccdo (IF) e o tempo de
desenvolvimento da enfermidade (TDE) ao longo do ano em
Coronel Pacheco - MG. UFLA, Lavras - MG, 2008.

Assim, apesar do bananal ter apresentado o maior acimulo da doenga
nesta época seca, era justamente neste periodo em que a doenga se desenvolveu
com a menor rapidez. Apesar de lento o progresso da doenca, na época mais
seca, a severidade foi cumulativa, e sem a emissdo de novas folhas, os indices de
infec¢do foram os maiores.

A produgdo de ascosporos ocorre nas mesmas lesdes em que foram
produzidos os conidios, porém mais tardiamente, sendo liberados mediante a
ocorréncia de elevagdes na umidade relativa do ar (Simmonds, 1966). Essa
elevacdo na umidade relativa ocorre, por exemplo, em conseqiiéncia dos
orvalhos. Considerando a baixa pluviosidade verificada durante o segundo pico
da doenga, ¢ possivel associar a elevagdo na concentracdo dos esporos sexuados
durante o periodo de 15/abril/2007 a 15/julho/2007 ao segundo pico de
severidade, cuja concentracdo maxima foi observada 60 dias antes do maximo

de severidade da doenga (FIGURA 10). Stahel (1937) afirma que para haver
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evidéncia da formacdo das primeiras lesdes visiveis a olho nu, s3o necessarios
pelo menos 28 dias apds a inoculagdo, podendo este periodo ser ainda maior.

Observou-se ainda que apesar de reduzida pluviosidade, ainda houve
umidade relativa do ar suficiente para promover a producdo de conidios durante
0 mesmo periodo, porém em concentragdo bem inferior. Entretanto, os padrdes
de sintomatologia observados durante a época seca foram tipicos de ascosporos
(Tip spotting), reforcando ainda mais a suposta associagao.
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FIGURA 10: Curva de progresso da severidade da Sigatoka amarela
transformada em indice de infeccdo (IF) e concentragdo de
ascosporos e conidios coletados a 1,5m (Baixo) e 3,0m (Alto) dos
solo, em Coronel Pacheco — MG. UFLA, Lavras - MG, 2008.
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FIGURA 11: Sintomas tipicos de infeccdo por ascdsporos (Tip spotting).
UFLA, Lavras, MG. 2008.
5.3- Correlagéo entre as variaveis climaticas e os indices de infeccao

O clima foi determinante para a oscilagdo na produgdo dos conidios e
ascosporos, 0s quais por sua vez, resultaram nos picos de severidade da doenga.
Neste sentido, Calpouzos et al. (1962, 1964), em Porto Rico, relataram que a
chuva ¢ bastante importante na previsdo da doenga chegando a recomendar,
pulverizagdes, sempre que fosse registrada, nas trés semanas precedentes, uma
precipitacdo igual ou superior a 76 mm. Igualmente, Mass (1976), verificou uma
correlagdo elevada entre a freqiiéncia de chuviscos e o aparecimento de manchas
na fase de estrias em cerca de trés semanas.

Leach (1941), relata que a producdo de ascosporos por lesdo foliar é
consideravelmente menor do que a de conidios. Contudo, a descarga de
ascosporos pode ocorrer devido a elevagdo da umidade relativa, ndo sendo
dependente de um filme de agua livre sobre a les@o foliar. Ascosporos podem ser

liberados mesmo a partir das folhas mais baixeiras da planta, que nao sdo
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atingidas pelo orvalho, ao passo que conidios ndo sdo. O autor menciona ainda
que a faixa de temperatura ideal para a ocorréncia desta liberacdo situa-se entre
21,1 e 28,91 °C, porém ndo fornece detalhes acerca da duragdo do periodo de
incubagdo ou laténcia.

Pelo que se observa na TABELA 2, as condigdes climaticas em Coronel
Pacheco — MG, apresentam correlagdo positiva significativa para a variavel
umidade relativa, em relagdo ao indice de infeccdo, apds 30 dias até 90 dias da
ocorréncia destas varidveis climaticas. No entanto, para todas as demais
variaveis, excetuando-se o molhamento foliar, as correlagdes s6 foram
significativas, para o periodo de 60 e 90 dias ap6s as ocorréncias climaticas, o
que esta dentro do prazo relatado por Meredith (1970), quando afirma que as
infecgdes normalmente ocorrem nas primeiras trés folhas novas, aparecendo os
primeiros sintomas (estrias) entre 11 e 106 dias apds a germinagao.

As correlagdes negativas no inicio da epidemia foram provavelmente
devido aos eventos climaticos somente resultarem em severidade efetiva apos 30
dias da ocorréncia dos mesmos, sendo plenamente observados entre 60 ¢ 90 dias.

Apesar do vento ser o principal agente de disseminagdo dos ascosporos,
apos a liberagdo a partir dos peritécios, neste trabalho ndo houve significancia da
intensidade e do direcionamento, em relacdo aos indices de infecg¢do e as
concentragdes de ascésporos observados. Provavelmente, devido as baixas

ocorréncias de ventos fortes na area experimental.
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TABELA 2: Correlacéo entre as variaveis climaticas (Temperatura Maxima
- Tmax, Temperatura média - Tmed, Temperatura Minima -
Tmin, Umidade Relativa Média - UR, Precipitacdo — PP e
Molhamento Foliar - Molh) e o indice de Infeccéo - IF em seis
periodos distintos. UFLA, Lavras — MG, 2008.

Tmax Tmed Tmin UR PP Molh

Periodo Aval.
dos IF

09/01/07 em diante

Mesmo dia  -047" -0,36°  -0,52° 0,21 -0,07  -0,65"
15diasapés -0,47°  -020 -0,377 -032 0,05  -0,65"
30 diasapos -0,36" 0,05 -0,13 0437 002  -057"
45 dias apés ~ -0,19 0,26 0,08 0,45™ 0,09 -0,42"
60 dias apés 0,03 058" 043" 048" 0,28 0,11
90 diasapés 0,47 086 0,707 0,35 047" 0,28

™ significativo a 1% de probabilidade; ~ significativo a 5% de probabilidade

Apesar da importancia da concentragdo dos esporos sobre o progresso da
Sigatoka amarela, Burt et al. (1997) observaram a igual importancia de se avaliar
os efeitos da radiagdo UV sobre a sobrevivéncia destes propagulos, o que pode

restringir o sucesso de disseminac¢ao do patdégeno a longas distancias.

5.4- Curvas de Progresso da doenca

As curvas de progresso foram plotadas com os dados de indice de
infeccdo, representando a severidade, em relagdo ao tempo. Nao foram adotadas
medidas de manejo da doenca na area, permitindo que tanto a expressdo dos
sintomas quanto a disseminagdo dos esporos na planta e entre plantas pudesse

ocorrer sem qualquer intervencao.
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FIGURA 12: Curva de progresso da severidade da Sigatoka amarela em
bananal localizado em Coronel Pacheco — MG, transformada em
indice de infeccdo, constando as delimitagdes dos periodos
utilizados para o ajuste de modelos. UFLA, Lavras — MG, 2008.

Os melhores ajustes para os periodos de crescimento da epidemia, tanto
no verdo quanto no outono, foram verificados para o modelo monomolecular
(TABELA 2). Estes ajustes basearam-se em fun¢do dos menores residuos e nos
maiores coeficientes de determinagio (R?).

Apesar de ambas as porc¢des da curva, terem ajustado igualmente para o
mesmo modelo Monomolecular, quando se comparam as duas, nota-se uma
maior taxa didria de progresso da doenga ocorrendo no verdo (dy/dt = 0,2806)
do que no outono (dy/dt = 0,1859), o que estd relacionado as condigdes
climaticas favoraveis, principalmente no que se refere ao grande volume de
chuvas, que possibilitaram uma maior producdo e disseminacdo de conidios

continuamente ao longo dos trés primeiros meses do ano.
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TABELA 3. Comparacdo de modelos lineares para descrever as taxas
estimadas de progresso da severidade (r) severidade inicial e
severidade final da Sigatoka amarela da bananeira em dois
periodos distintos. UFLA, Lavras - MG, 2008.

Modelos R Yo Vi R2 QMR

Periodo: 09/nov/2006 — 09/Jan/2007 (A)

Logistico 0,0100 0,2934 0,4281 0,7753 0,0626
Monomolecular 0,0034 0,2938 0,42357 0,8005 0,0065
Gompertz 0,0061 0,2936 0,4260 0,7859 0,0223
Exponencial 0,0065 0,2933 0,4315 0,7614 0,0291
Periodo : 09/mar/2007 — 21/jun/2007 (C)
Logistico 0,0067 0,1962 0,5219 0,9255 0,0354
Monomolecular 0,0029 0,0809 0,5172 0,9335 0,0058
Gompertz 0,0045 0,1656 0,5197 0,9299 0,0152
Exponencial 0,0038 0,2243 0,5270 0,9133 13,255

Os ajustes individuais do melhor modelo para cada periodo encontram-

se descritos na FIGURA 13.
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FIGURA 13: Curvas de progresso da Sigatoka amarela em Coronel Pacheco
- MG, para os diferentes periodos ao longo do ano (A - estacdo
chuvosa, e B — estacdo da seca), com as equacbes dos melhores
modelos ajustados. Indice de infecco estimado (linha continua),
indice de infeccéo real (pontos). UFLA, Lavras — MG, 2008.

Em ambos os picos de severidade, apds a doenca ter atingido o indice
maximo, ndo ocorreu a estabilizagdo das lesoes. Isso, certamente se deve ao fato
da formula de indice de infec¢do levar em consideragdo a avaliacdo em todas as
folhas da planta, inclusive as mais novas (folhas 0, 1, 2 e 3), que raramente
expressam os sintomas. Nestes casos, as quedas de severidade apés os picos,

ocorreram devido ao hospedeiro desenvolver-se mais rapidamente do que o
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patégeno, ou seja, as taxas de emissdo foliar foram mais acentuadas do que o
progresso da doenga. Essa relagdo inversa foi constatada pela correlagao
negativa estatisticamente significativa (-0,4225") entre a TEF/D (Taxa de
emissdo foliar diaria) e o IF (indice de infec¢do). J4 em julho, o progresso da
doenca, prevaleceu sobre o desenvolvimento vegetativo do hospedeiro, tendo
resultado no pico com maior indice de infecgdo

Verificou-se assim, que apesar da doenga apresentar uma taxa de
progresso maior durante os meses mais chuvosos do ano, o hospedeiro apresenta
também uma velocidade de desenvolvimento vegetativo intensa, evidenciada
com o lancamento de novas folhas em curtos intervalos de tempo, menores até
do que os periodos de incubagao da Sigatoka amarela. Neste sentido, observa-se
que a estratégia de desfolha parcial (cirurgias) das areas foliares lesionadas ¢é
bastante positiva uma vez que reduz a concentracdo de propagulos do patégeno,
impedindo que a caracteristica policiclica tenha continuidade. Na estacdo seca
do ano, entretanto, as taxas de progresso foram bem menores, porém as emissdes
foliares também reduziram-se consideravelmente, culminando com um segundo
pico de maior intensidade. Conforme verificado nas coletas de esporos, o
segundo pico de intensidade da doenga teve como principal responsavel as
elevadas concentragdes de ascosporos, os quais sdo disseminados pelo vento a
distancias bem maiores. Nestes casos, existe uma tendéncia de estabilizagdo do
progresso da doenga em patamares mais elevados, caso haja a paralisagdao da
emissdo foliar. Esta tendéncia pode ser evitada com a destruigdo e retirada dos
restos culturais do bananal, possibilitando que novas folhas sejam langadas, com

menores indices da doenga.
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55 - Monitoramento da concentracdo de conidios e ascosporos de
Mycospaherella musicola

As coletas dos esporos de M. musicola foram realizadas entre o periodo
de margo de 2007 a outubro do mesmo ano. Nas avalia¢des iniciais, em marco,
as concentragdes de conidios foram relativamente altas, em torno de 1800/m’,
tendo sido associada as chuvas de verdo. A partir de meados de abril, quando
teve inicio o periodo de seca, elevaram-se consideravelmente as concentragdes
de ascosporos, sendo esta tendéncia seguida posteriormente pela elevacdo na
concentragdo de conidios também. No més de junho houve uma significativa
queda na concentracdo de ambos os esporos, o que pode ser explicado pela
desfolha realizada em todo o bananal pelo produtor, com o objetivo de reduzir o
in6culo. Entretanto, logo ao final do més de julho, no inicio da estacdo seca, as
concentragdes novamente tornaram a subir, evidenciando que apesar da falta de
chuvas, as freqiientes ocorréncias de pesados orvalhos foram suficientes dar
continuidade a liberacdo dos esporos, com predominancia para 0s ascOSporos.
Entre os meses de agosto a outubro, foram verificadas as mais baixas taxas de
umidade relativa do ar durante todo o ano tendo acarretado um decréscimo tanto
na concentragdo de esporos quanto dos indices de infecgdo. Ao final de outubro,
com a ocorréncia das primeiras chuvas da primavera, as concentracdes de

conidios e ascosporos voltaram a crescer (FIGURA 14).
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FIGURA 14: Variagdes nas concentragdes de ascosporos e conidios da
Sigatoka — amarela em Coronel Pacheco — MG. UFLA, Lavras —
MG, 2008.

Em todas as avaliagdes, verificou-se concentracdo de ascosporos
superior a de conidios, contrapondo o que afirmam os relatos na literatura de que
as produgdes de conidios sdo bem superiores as de ascosporos Burt et al. (1997).
No entanto, para que haja a disseminagdo dos conidios, é necessario a ocorréncia
de um filme d’agua livre sobre as folhas, sendo dispersos pelos respingos e
gotejamentos, ja os ascosporos necessitam apenas de uma atmosfera com
elevada umidade relativa, sendo dispersos pelo vento (Stover & Simmonds,
1987). Como as armadilhas para a captura dos esporos estavam localizadas entre
as plantas e ndo sob as mesmas, observou-se que foi maior a eficiéncia para
quantificar os ascosporos.

Apesar das concentragdes de conidios terem sido observadas em picos
similares as dos ascosporos deve-se considerar o fato que na época fria do ano,
muito provavelmente estes propagulos pouco tenham encontrado as condigdes

ideais para a ocorréncia de germinagdo e penetragao.
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Em todas as avaliagdes ndo houve diferenca significativa entre as
concentragdes dos esporos nas duas alturas avaliadas, tendo sido comprovada
pelas altas correlagoes (TABELA 4). Estas mesmas tendéncias foram observadas
por Burt et al. (1997), ao avaliarem as concentracdes de conidios e ascdsporos

de Sigatoka na Costa Rica em trés diferentes alturas (3,0; 2,0, e 1,5m).

TABELA 4: Correlacdo entre as concentracfes totais ao longo do dia de
ascosporos e conidios de M. musicola nas duas diferentes alturas
(1,5m e 3,0m). UFLA, Lavras - MG, 2008.

Asc. Baixo Asc. Alto

Asc. Baixo - 0,3520%%
Asc. Alto 0,8520** -

Coni. Baixo Coni. Alto

Coni. Baixo - 0,7242%%*
Coni. Alto 0,5701* -

™ significativo a 1% de probabilidade; ~ significativo a 5% de probabilidade.

Tanto na estagdo chuvosa quanto na época mais seca do ano, as maiores
concentragdes de esporos ocorreram durante as primeiras horas do dia.

Entre 14:00 e 16:00hs observou-se consideravel diminui¢do de conidios
e ascosporos, o que se deve principalmente a baixa umidade relativa associada

as mais altas temperaturas durante todo o dia.
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Concentragdo de Ascésporos e Conidios coletados a 1,5 m de altura
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FIGURA 15: OscilagGes nas concentracGes de Ascésporos e Conidios da
Sigatoka amarela ao longo do dia coletados nas posi¢cdes Baixa

(1,5m) e Alta (3,0 m) em Coronel Pacheco - MG, durante a época
das chuvas. UFLA, Lavras - MG, 2008.
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FIGURA 16: OscilagBes nas concentragdes de Ascosporos e Conidios da
Sigatoka amarela ao longo do dia coletados nas posicdes Baixa
(1,5m) e Alta (3,0 m) em Coronel Pacheco - MG, durante a época
mais seca do ano. UFLA, Lavras — MG, 2008.
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Comparando as concentragdes dos ascosporos nas duas €pocas, observa-
se uma reducdo de aproximadamente 16% na seca em relagdo ao periodo
chuvoso, com excecdo para as contagens da parte mais alta as 7:00 hs, a qual
apresentou um valor ndo diferente do obtido durante a estacdo chuvosa. Esses
dados seguem a mesma tendéncia descrita por Leach, e citada por Wardlaw
(1961), admitindo a descarga de ascosporos com as elevagdes da umidade
relativa do ar, sem a necessidade de um filme d’agua sobre as folhas.

Com relagdo as concentragoes de conidios, observou-se que as maiores
quantidades ndo s3o observadas logo ao amanhecer, mas a partir das 7:00hs,
atingindo o 4pice as 8:00hs. Segundo Wardlaw (1961), os acérvulos
(conidi6foros) devem estar cobertos com um filme d’agua durante varias horas
até que os conidios possam ser transportados pelos respingos. De fato, o que se
observou nas primeiras horas de coleta, foi uma reteng¢ao da 4gua do orvalho nas
superficies adaxial e abaxial das folhas, e com os primeiros raios do sol, havia a
falsa impressdo da ocorréncia de uma chuva, tamanho era o gotejamento da agua
desprendida dos limbos foliares. Ja na estacdo seca, quando ndo se observava
sequer a formagdo de orvalho nas folhas as contagens de conidios foram quase
despreziveis em relacdo as dos ascosporos. Essas respostas demonstram que a
umidade relativa média de 73% ocorrida durante o més de agosto foi suficiente
para provocar a liberagao dos ascdsporos.

Na analise da distribuicdo da concentragdo de conidios e ascOsporos nos
diferentes horarios do dia, somente os ascosporos apresentaram correlagdes
significativas positivas com o indice de infec¢do, apds vinte e nove dias da
avaliacdo (TABELA 5), o que ¢ justificado pela dura¢do média do periodo de
incubagao da doenca. Stahel (1937), descreveu um periodo minimo de 28 dias
para o aparecimento das primeiras lesdes visiveis a olho nu, a partir da
inoculagdo, tendo afirmado ainda que este periodo pode ser consideravelmente

maior.
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TABELA 5: Correlacdo entre as concentracdes de ascdsporos de
Mycosphaerella musicola coletadas ao longo do dia nas duas
alturas (1,5m e 3,0m) e os indices de Infeccio apos diferentes
periodos. UFLA, Lavras — MG, 2008.

Hordrio Posicao de Correlagdes com os Indices de Infecgio

de Coleta Coleta
Mesmo 15dias 29 dias 43 dias 80 dias
dia apos apods apos apos
1,5m 0,09 0,41 0,48 0,27 0,21
6:00hs .
3,0m 0,20 0,49 0,58 0,22 0,17
1,5m 0,12 0,43 0,54 0,27 0,21
7:00hs
3,0m 0,22 0,46 0,48 0,08 0,01
1,5m 0,13 0,39 0,52 0,25 0,15
8:00hs
3,0m 0,20 0,38 0,55 0,13 0,01
1,5m -0,01 0,28 0,50 0,29 0,25
9:00hs
3,0m 0,03 0,28 0,48 0,28 0,21
1,5m -0,31 -0,41 0,10 -0,51 -0,53
10:00hs
3,0m -0,27 -0,20 0,47 0,08 0,09
1,5m -0,45 -0,10 0,54 0,49 0,33
14:00hs
3,0m -0,29 -0,17 0,48 0,30 0,19
1,5m -0,43 -0,18 0,47 0,58 0,47
16:00hs
3,0m -0,07 0,12 0,50 0,51 0,33
1,5m -0,18 0,07 0,61* 0,52 0,49
18:00hs
3,0m -0,23 0,01 0,56 0,59 0,52

" significativo a 5% de probabilidade.

Esses resultados demonstram a duragao média do monociclo da doenca e
podem auxiliar no estabelecimento de um cronograma de pulverizacdes e de
manejo para retirada das fontes de inoculo das areas afetadas, sob essas mesmas

condi¢des climaticas.
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6. CONCLUSOES

- A curva de progresso da Sigatoka amarela, em Coronel Pacheco - MG
apresenta dois periodos de maior severidade, sendo o primeiro verificado na
estagdo chuvosa e o segundo na estacao mais seca do ano.

- As altas severidades observadas no periodo chuvoso foram predominantemente
causadas por infeccdes de conidios e no periodo da estagdo seca,
predominantemente por ascOsporos.

- As varidveis climaticas mais associadas ao progresso da doenga foram a
pluviosidade, umidade relativa e o molhamento foliar.

- Na estagdo chuvosa o progresso da doenca acompanha o desenvolvimento
vegetativo do hospedeiro, sendo verificados os menores periodos para o
desenvolvimento de novas lesdes.

- Na estagdo seca, as lesoes intensificam a severidade da doenga em fungdo do
menor desenvolvimento vegetativo do hospedeiro.

- O progresso da doenca ajusta-se a0 modelo monomolecular tanto na época das
chuvas quanto na época seca.

- A representatividade da concentragdo dos esporos em uma dada area pode ser
obtida tanto nas coletas a 1,5 m quanto a 3,0m de altura.

- E possivel correlacionar a concentragdo de ascosporos com a severidade da
doenca apo6s 29 dias das contagens.

- A liberag@o dos ascdsporos ocorre predominantemente no inicio da manha
enquanto a dos conidios s6 se verifica ap6s o escorrimento do orvalho sobre as

folhas.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DE PARAMETROS MONOCICLICOS DA SIGATOKA
AMARELA, LIGNINA E FENOIS TOTAIS, EM MUDAS DE
BANANEIRA.
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1 RESUMO

ROCHA, Herminio Souza. Avaliagdo de pardmetros monociclicos da sigatoka
amarela, lignina e fendis totais, em mudas de bananeira. In:
Epidemiologia da sigatoka amarela, quantificacdo de fendis em varledades
de bananeiras e anélise filogenética de isolados de Mycosphaerella musicola
utilizando microssatélites. 2008. Cap. 3, p. 69- 102 Tese (Doutorado em
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

Para definir as varidveis de maior importidncia no progresso da doenca ¢
necessario conhecer as particularidades do monociclo. Os periodos de incubagio
e de laténcia do mal-de-Sigatoka sdo influenciados pela temperatura, chuva e
umidade relativa. Além disso, poucas sdo as informagdes sobre os niveis de
fendis e lignina durante o processo infeccioso da Sigatoka amarela, bem como
os efeitos das variagdes climaticas e dos genotipos sobre a concentragdo destes
metabdlitos secundarios. Diante disso, foram avaliados no presente trabalho os
detalhes do monociclo do isolado de M. musicola originario de Coronel Pacheco
— MG, assim como a dinamica das concentragdes de fendis totais e lignina em
diferentes genotipos de bananeira (‘Grande naine’; ‘Pacovan’;’Prata Zulu’ e
‘Caipira’) artificialmente inoculados e submetidos a diferentes temperaturas (20;
24 ¢ 28 °C). Apo6s as inoculagdes nas folhas ‘zero’; ‘um’ e ‘dois’, as plantas
foram transferidas para cadmaras umidas e mantidas sob umidade relativa
proximo a 100% durante 4h diariamente. O comportamento do isolado de M.
musicola originario de Coronel Pacheco — MG, quanto ao monociclo da doenga
nao foi diferente do observados na literatura, sendo os menores periodos de
incubagdo observados na temperatura de 24 °C. A variedade Grande naine foi a
mais suscetivel, apresentando a maior AACPSD (Area Abaixo da Curva de
Progresso da Severidade da Doenga) e também o menor periodo de laténcia. As
concentragdes de fendis totais ndo se alteraram ao longo do progresso da doenga.
Entretanto, as variedades Caipira e Prata Zulu apresentaram os maiores teores de
lignina apds cinco dias da inoculagao, o que denota ser este, um dos mecanismos
bioquimicos envolvidos na resisténcia.

" Comité Orientador: Edson Ampélio Pozza — UFLA (Orientador), Zilton José Maciel
Cordeiro — Embrapa CNPMF (Co-Orientador).
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2 ABSTRACT

ROCHA, Herminio Souza. Evaluation of Parameters in the Yellow-Sigatoka
Monocycle, Total phenolics and Lignin, in Banana Plantlets. In: .
Epidemiology of yellow Sigatoka, phenols quantification in banana varieties
and phylogenetic analysis of Mycosphaerella musicola isolates using
microsatellites. 2008. Chap. 3, p. 69-102. Thesis (Doctor Degree in Plant
Pathology) — Lavras Federal University, Lavras..”

To define the most important variables in the disease progress it is necessary to
know the particularities of the disease monocycle. Both the incubation and
latency periods of Yellow-Sigatoka are influenced by temperature, rain and
relative humidity. Besides this, few are the information about the levels of total
phenolics and lignin during the infectious process of Yellow-Sigatoka as well as
the effects of climatic variations and the genotypes over the concentrations of
these secondary metabolites. In this sense, the present work evaluated the details
of the monocycle of a specific Yellow-Sigatoka isolate form the city of Coronel
Pacheco in the state of Minas Gerais, Brazil, as well as the dynamics of the
concentrations of total phenolics and lignin in different banana genotypes
(‘Grande naine’; ‘Pacovan’;’Prata Zulu’ e ‘Caipira’) artificially inoculated and
submitted to different temperatures (20; 24 and 28 °C). After having inoculated
leaves ‘zero’; ‘one’ and ‘two’, the plants were transferred to humid chambers
and kept under 100% relative humidity daily during 4 hours. The behavior of
this M. musicola isolate from Coronel Pacheco — MG, regarding the disease
monocycle was not different than the registrations seen in literature, with the
shorter incubation periods being observed under the 24 °C. Grande naine variety
was the most susceptible of all tested, presenting the largest AUDSPC (Area
Under Disease Severity Progress Curve) and also the smallest latency period.
Total phenolic concentrations did not alter along the disease progress.
Nevertheless, Caipira and Prata Zulu varieties presented the highest lignin levels
after five days of inoculation, which gives an evidence of being this, one of the
biochemical mechanisms involved in the resistance.

" Guidance Committee: Edson Ampélio Pozza — UFLA (Supervisor), Zilton José Maciel
Cordeiro — Embrapa CNPMF (Co-Supervisor).

71



3 INTRODUCAO

O mal-de-Sigatoka tem como agente etiologico o fungo Mycosphaerella
musicola, Leach, que é a forma perfeita ou sexuada do fungo, enquanto
Pseudocercospora musae (Zimm.) Deighton corresponde a forma imperfeita ou
assexuada. Mourichon (1994), afirma que a diversidade genética em M.
musicola ¢ resultante da reprodugdo sexuada e mais ainda da natureza
heterotalica, claramente demonstrada nesta espécie por Stover (1963).

As infec¢des causadas pela Sigatoka amarela resultam em uma necrose
generalizada das folhas reduzindo consideravelmente a area fotossintetizante e
como principal conseqiiéncias causam redugdo significativa da producdo, além
de acelerar a maturacao dos frutos mesmo quando ainda aderidos aos cachos, no
campo. A Sigatoka amarela ¢ uma doenga endémica no territorio Nacional,
comprometendo grande parte da producdo Brasileira de bananas.

Para definir as varidveis de maior importancia no progresso da doenga ¢é
necessario conhecer as particularidades do monociclo, ou seja, seus
componentes. Dentre eles, os de maior importancia sdo o periodo de incubagdo e
o periodo de laténcia, ou seja, o periodo de tempo compreendido entre a
inoculac¢do e o aparecimento dos sintomas e o periodo de tempo compreendido
entre a inoculacdo e a produgdo de esporos, respectivamente (Parlevliet, 1979).

Embora as infec¢des causadas por M. musicola ocorram nas folhas
‘vela’, ‘um’, ‘dois’ e ‘trés’, os sintomas s6 sdo observados geralmente a partir da
terceira, quarta ou quinta folha. Inicialmente, sdo observados pontos
apresentando leve descoloragdo entre as nervuras secundarias. Estas areas
despigmentadas expandem-se e tornam o formato de estria de coloragdo
marrom-escura. Com o progresso da doenga, as estrias expandem-se radialmente
e assumem o formato de manchas necréticas eliptico-alongadas e se dispdem

paralelas as nervuras secundarias (Gasparotto et al. 2006).
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O periodo de incubacdo do mal-de-Sigatoka ¢ influenciado pela
temperatura, chuva e umidade relativa. Nas épocas mais quentes e chuvosas do
ano, o periodo de incubagdo da doencga parece ser mais curto quando comparado
com os das épocas mais frias e secas (Meredith, 1970; Stover, 1972; Martinez,
1973; Alvarez, 1991). Guyot & Cuille (1958) correlacionaram o
desenvolvimento de lesdes na folha com variagcdes na temperatura ¢ umidade
relativa, tendo sido concluido que a severidade da doenca e a reducdo dos
periodos de incubag@o estavam sempre associados a essas variaveis ambientais.
Da mesma forma, Moreu & Lebourdelles (1963) confirmaram que a temperatura
e umidade relativa eram pardmetros importantes na ocorréncia da doenca.
Martinez (1963), no Vale do Ribeira em Sdo Paulo, observou maior incidéncia
do patdgeno dentro da faixa de temperatura de 24 a 29 °C.

Cordeiro (1997) avaliando a variabilidade patogénica em 18 isolados
pode observar uma alta variabilidade em 15 deles, tendo atribuido esta
particularidade, & ocorréncia de reprodugdo sexuada, heterotalismo, anastomose
de hifas e heterocariose. O autor afirma ainda que a variavel periodo de
incubagao podera funcionar como indicador da agressividade de isolados e/ou da
magnitude da resisténcia.

Pouco se sabe sobre os niveis de fendis e lignina durante o processo
infeccioso da Sigatoka amarela, bem como os efeitos das variagdes climaticas e
dos genotipos sobre a concentragdo destes metabolitos secundarios. Os
compostos fendlicos servem como defesa natural contra herbivoros e patogenos,
tendo sido encontrada correlagdo entre os teores dessa substancia com a
resisténcia da planta (Misaghi, 1980; Goodman et al., 1986).

Assim, objetivou-se com este trabalho determinar os parametros
monociclicos para o isolado de M. musicola de Coronel Pacheco, MG, em
plantas de bananeira artificialmente inoculadas, e avaliar também a dindmica dos

teores de fendis totais e lignina durante a patogé€nese. Desta forma, é possivel se
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definir as variaveis mais importantes no progresso da doenga além de se ter uma

nog¢ao dos mecanismos bioquimicos envolvidos durante a patogénese.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em camaras de crescimento com
temperatura controlada, no Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras, DFP/UFLA, em Lavras, MG, no periodo de setembro de

2007 a novembro do mesmo ano, tendo seguido as etapas descritas abaixo:

4.1 Isolamento do Patdgeno

Seguindo a metodologia descrita por Cordeiro (1997), foram coletados
pedagos de folhas, na area experimental de Coronel Pacheco, MG, apresentando
lesdes caracteristicas da Sigatoka amarela, em estadios IV e V, de acordo com as
descri¢des propostas por Burn (1963), citado por Stover (1972). Os segmentos
de folhas foram primeiramente lavados com agua de torneira e detergente e
deixados para secar em papel toalha. Em seguida, foram extraidos pequenos
pedagos de formato retangular na posicdo limitrofe entre a area lesionada e o
tecido sadio, medindo aproximadamente 50 x 25 mm, os quais foram
submetidos a desinfestacdo superficial, jA em ambiente estéril, na cdmara de
fluxo laminar. Os tratamentos para a desinfestacdo consistiram de um banho em
solucdo de alcool 70% durante 30 segundos, seguido da transferéncia para uma
solucdo de hipoclorito de sodio a 1,25% durante 3 minutos, finalizando com a
triplice lavagem em agua destilada e autoclavada.

Apés a desinfestagdo, procedeu-se a transferéncia das porcdes
retangulares para placas de Petri, contendo meio BDA, as quais foram
transferidas para estufa incubadora BOD com temperatura ajustada para 25°C e
fotoperiodo de 12 h. Apds 48 h, as placas foram abertas sob microscopio
estereoscopico para identificacdo dos esporodoquios, e com o auxilio de estilete

de ponta fina, flambado, procedeu-se a transferéncia dos conidios para outra
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placa de Petri contendo meio V8. Apoés 5 - 7 dias foi possivel visualizar as

coldnias compactas de coloragdo acinzentada, crescendo no meio de cultura.

4.2 Inducéo de esporulagdo

Em camara de fluxo laminar, procedeu-se a maceragdo com bastdo de
vidro, das colonias do isolado de M. musicola mantidas em BOD. Em seguida,
foram diluidas em agua destilada e deionizada, e espalhadas sobre a superficie
de placas de Petri contendo meio V8. As placas foram seladas com filme
plastico em % de seu perimetro, e transferidas novamente para BOD, com
temperatura ajustada para 28 °C e fotoperiodo de 12 hs. Apds 10 dias de
incubacdo, adicionou-se 15 mL de dgua destilada esterilizada sobre as colonias e
procedeu-se a liberacdo dos conidios com pincel, que era passado sobre as
coldénias com movimentos suaves. Apds 15 minutos do pincelamento, a
suspensdo obtida foi filtrada e quantificada sua concentragdo em camara de
Newbauer. Com as devidas diluigdes, ajustou-se a concentragdo de esporos para

4.10*conidios/mL.

4.3 Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado utilizando a variedade Grande
Naine por sua conhecida caracteristica de alta suscetibilidade a Sigatoka
amarela. Mudas micropropagadas medindo aproximadamente 25 cm foram
inoculadas por atomizagdo tanto na superficie adaxial quanto abaxial das folhas
0, 1 e 2. Apos a inoculacao seguiu-se um periodo de 48 horas sob cAmara imida
sendo posteriormente submetidas a alterndncia de periodos de altas e baixas

umidades relativas (16 horas de alta umidade e 6 horas de baixa). Apos 60 dias,

pode-se observar os sinais caracteristicos da doenga.
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4.4 InoculagGes em plantas mantidas em cAmaras Umidas

Para as inoculagdes, foram utilizadas plantas micropropagadas de duas
variedades resistentes a Sigatoka amarela, Caipira (AAA) e Prata Zulu (AAB), ¢
duas variedades suscetiveis, Pacovan (AAB) e Grande Naine (AAA).

As inoculagdes foram realizadas com atomizador plastico, com uma
suspensdo de 4.10* conidios/mL até o ponto de escorrimento, nas folhas zero,
um e dois, tanto nas superficies abaxial quanto adaxial das plantas. Apods
inoculadas as folhas foram marcadas com fitas plasticas coloridas, para que as
avaliacdes fossem sempre nas mesmas bases.

Em seguida, as plantas foram transferidas para o interior de camaras
umidas, com temperatura ¢ umidade relativa controladas (FIGURA 1). Foram
utilizadas trés diferentes cAmaras (20°, 24° e 28° C), sendo todas vedadas nas
laterais, acima e abaixo, com plastico transparente, selados com velcro, de modo
a permitir a abertura diaria. A finalidade neste caso foi proporcionar, com a
abertura do plastico, uma rapida perda de agua presente na superficie das folhas,
a exemplo do que ocorre na natureza, com o orvalho depositado sobre as folhas
durante a noite. O fotoperiodo foi de 12h diarias, mantido com lampadas
fluorescentes brancas, instaladas na parte superior das cadmaras, a uma altura
média de 1,2m acima do nivel médio das folhas das mudas. Nessas condigdes, a

intensidade luminosa nas folhas era de 2000 — 2300 lux.
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FIGURA 1: Camara Umida utilizada para promover condicdes ideais para
a infeccdo por Mycosphaerella musicola, em mudas
micropropagadas de bananeira. UFLA, Lavras, MG. 2008.

A alta umidade relativa foi mantida por meio de um equipamento de
nebulizagdo ultra-sonico (Humid air™), posicionado a 1,2m acima do nivel.

Para a incubagdo, foi mantida a umidade relativa em 100%, durante as
primeiras 72 hs, sendo posteriormente submetidas a alternancia de 4h de alta
umidade e 20h de baixa umidade, seguindo a metodologia de Goos & Tschirch
(1963), descrita por Cordeiro (1997). Para que a umidade relativa se reduzisse o
mais rapidamente possivel, os plasticos frontais das cdmaras eram removidos
pela manhd e permaneciam abertos at¢é o inicio do préoximo turno de

nebulizagdo. O experimento foi avaliado durante 60 dias.

4.5 Variaveis respostas avaliadas
451 Area abaixo da curva de progresso da severidade da Doenca
(AACPSD)

O progresso da doenga expresso pela severidade foi mensurado somente
nas folhas inoculadas, utilizando-se a escala de Stover modificada por Gahul,

demonstrada na FIGURA 3 do capitulo anterior e descrita abaixo. Utilizou-se a
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porcentagem efetiva de severidade para cada grau da escala, separadamente,
para as folhas 0, 1 e 2 de cada planta, aplicando a férmula de AACPSD descrita

abaixo. As avaliagdes foram realizadas ap6s 60 dias das inoculagdes.

Nota 0 — Folha sem sintomas;

Nota 1 — Até 10 manchas na folha;

Nota 2 — Entre 1% e 5% do limbo foliar apresentando manchas;
Nota 3 — Entre 6% e 15% do limbo foliar apresentando manchas;
Nota 4 — Entre 16% e 33% do limbo foliar apresentando manchas;
Nota 5 — Entre 34% e 50% do limbo foliar apresentando manchas;
Nota 6 — Mais que 50% do limbo foliar apresentando manchas;

Trago — Folha totalmente necrosada, ainda retida junto ao pseudocaule.

n-1 . .
AACPSD = Z (Mj(ti v1-ti)

= 2

Onde:

AACPSD = Area Abaixo da Curva de Progresso da Severidade da Doenga;

Yi = proporcdo da doenga na i-ésima observagao;

Ti = tempo em dias na i-ésima observagao;

n = numero total de observagoes.

A andlise dos dados para esta variavel foi realizada no esquema fatorial triplo
(Temperaturas x Variedades x Folha inoculada), no delineamento em blocos

casualizados, com duas repeti¢des cada tratamento.

4.5.2 Area abaixo da curva de progresso do nimero de leses (AACPNL)
Seguindo a metodologia descrita por Cordeiro (1997), utilizou-se um

gabarito de plastico rigido de cor negra, com area retangular de 50 cm’ que
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serviu para amostrar cada um dos quatro quadrantes do limbo foliar, nos quais se
contava o numero de lesdes. As avaliagdes foram realizadas apds 60 dias das

inoculagdes. A posicao dos quadrantes seguiu sempre a seguinte ordenagio:

Quadrante 1: lado esquerdo inferior do limbo foliar, na superficie adaxial.
Quadrante 2: lado esquerdo superior do limbo foliar, na superficie adaxial.
Quadrante 3: lado direito inferior do limbo foliar, na superficie adaxial.
Quadrante 4: lado direito superior do limbo foliar, na superficie adaxial.

OBS: Posicao inferior, refere-se a por¢do mais préxima a bainha foliar.

De posse das quantidades de lesdes em cada quadrante, calculou-se a
média das quatro leituras e, aplicou-se a formula da AACPNL, conforme

descrita abaixo:

n-1

AACPNL = Z SEYes +2yi - (ti +1— ti)
i=1

Onde:

AACPNL = Area Abaixo da Curva de Progresso do Numero de Lesdes;
Yi = proporcao da doenca na i-ésima observagao;

Ti = tempo em dias na i-ésima observagao;

n = numero total de observagoes.
A analise dos dados para esta variavel foi realizada no esquema fatorial

triplo (Temperaturas x Variedades x Folha inoculada), no delineamento em

blocos casualizados, com duas repeticdes cada tratamento.
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4.5.3 Periodo de incubacao (PI)

Tempo decorrido, em dias, entre a inoculagdo e o aparecimento dos
primeiros sintomas em quaisquer das folhas inoculadas.

A analise dos dados para esta variavel foi realizada no esquema fatorial
duplo (Temperaturas x Variedades), no delineamento em blocos casualizados,

com duas repeti¢cdes cada tratamento.

4.5.4 Periodo de laténcia (PL)

Tempo decorrido, em dias, entre a inoculagdo e o aparecimento da
primeira lesdo esporulada, estadio V, definido por Brun (1963), nas diferentes
folhas de cada planta.

A analise dos dados para esta variavel foi realizada no esquema fatorial
triplo (Temperaturas x Variedades x Folha inoculada), no delineamento em

blocos casualizados, com duas repeticdes cada tratamento.

4.5.5 Periodo de desenvolvimento da doenca (PDD)

Tempo decorrido entre a inoculagdo e o aparecimento das primeiras 10
lesdes esporuladas, nas diferentes folhas de cada planta.

Para a realizacdo da analise estatistica ¢ verificagdo do efeito dos
tratamentos foi utilizado o delineamento experimental em blocos casualizados,
em esquema fatorial duplo 4 x 3, sendo testadas quatro diferentes variedades em
trés temperaturas, com quatro repeticoes cada. A andlise de varidncia ¢ a
discriminagdo entre os tratamentos foram realizados utilizando-se o programa
estatistico SISVAR, do Departamento de Ciéncias Exatas da Universidade
Federal de Lavras (DEX/UFLA). A analise de homogeneidade e normalidade
dos dados foi realizada pelo programa SAS (The SAS System for Windows,
SAS Institute Inc. Cary, NC, USA).
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4.5.6 Preparo de extratos foliares para avaliacdo de lignina soltvel e fendis
soluveis totais

Amostras foliares medindo 5cm’ foram coletadas a partir da folha
numero 1, em todas as plantas (inoculadas e ndo inoculadas) mantidas na
temperatura de 24 °C, nos diferentes tempos (5, 15 e 35 dias apds inoculagio),
compondo assim, um esquema fatorial triplo (4 x 3 x 2) com 3 repeti¢des cada.
Os tecidos vegetais foliares foram triturados em nitrogénio liquido, com
almofariz e pistilo, até a obten¢do de um pod fino. Posteriormente, as amostras
foram liofilizadas por 12 horas (liofilizador condensador L101, marca
LIOBRAS). Uma aliquota de 30mg do material liofilizado foi transferida para
micro tubo de 2 mL e homogeneizadas com 1,5 mL de metanol a 80% e
mantidas sob agitacdo, por 15 horas, em agitador rotativo, protegido da luz a
temperatura ambiente. A solucdo foi centrifugada, a 12.000 g, por 5 minutos. O
sobrenadante (extrato metandlico) foi transferido para novo microtubo, com o
qual se realizou a determinacdo de fendis soluveis totais, enquanto o residuo

solido foi utilizado para a determinagado de lignina solavel.

4.5.7 Determinacdo de lignina soltvel

Foi adicionado ao residuo so6lido 1,5 mL de metanol 80%,
homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o residuo foi seco, a 65 °C, por 15 horas. Posteriormente,
acrescentou-se 1,5mL de solugdo de acido tioglicolico:HCl 2M (1:10). Em
seguida, agitaram-se suavemente os microtubos para hidratar o residuo e estes
foram colocados em banho-maria, a 100 °C, por 4 horas.

Posteriormente, os microtubos foram centrifugados, a 10.000g, por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1,5mL de

agua ultrapura e novamente centrifugados a 10.000g por 10 minutos.
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Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5M e mantido em agitador rotativo por 15
horas a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada, a 10.000g, por 10
minutos ¢ o sobrenadante transferido para novo microtubo, ao qual foram
adicionados 200 pL de HCI concentrado. A suspens@o obtida foi mantida em
camara fria (4°C), por 4 horas, para permitir a precipitagdo da lignina ligada ao
acido tioglicolico.

A seguir, a mistura foi centrifugada, a 10.000g, por 10 minutos, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 2 mL de NaOH 0,5M.

A absorbancia desta solugdo foi determinada em espectrofotdmetro a
280 nm e os valores calculados com base na curva de lignina, sendo expresso em
pg de lignina soluvel, por miligrama de matéria seca (adaptado de Doster &

Bostock, 1988).

4.5.8 Determinacéo de fendis solUveis totais

Aliquota de 150puL do extrato metanolico foi misturada a 150uL do
reagente de Folin-Ciocalteau 0,25N, por 5 minutos, homogeneizada com 150uL
de Na,CO; 1M, por 10 minutos e diluida com 1 mL de agua ultrapura a
temperatura ambiente, por uma hora.

Os valores de absorbancia desta reacdo foram determinados a 725 nm
em espectrofotometro e calculados com base na curva de catecol. Os compostos
fenodlicos totais foram expressos em equivalente pg de catecol por miligrama de

matéria seca (Spanos & Wrolstad, 1990).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Area abaixo da curva de progresso da severidade da doenca (AACPSD)

Houve diferencas estatisticas significativas para os fatores temperatura e
posicdo da folha isoladamente e também para a interacdo entre os fatores
temperatura x variedade.

Quanto a temperatura, as maiores AACPSD foram verificadas a 24 °C
(2,23) e 28 °C (1,37), para todas as variedades de bananeira testadas com o
isolado de Mycosphaerella musicola proveniente de Coronel Pacheco (FIGURA
2). Segundo Stover (1980), somente em temperaturas acima de 20 °C, os esporos
sobre as superficies foliares iro penetrar os estdmatos, desde que haja dgua livre
préximo ao ponto de saturagio, durante 48-72 horas. E justamente a partir da
penetragdo das hifas fungicas, através dos estdmatos, que sera desencadeado o
processo de colonizacdo do parénquima pali¢adico, culminando com a necrose
do tecido foliar. Por outro lado, Simmonds (1959), indicou que sob temperaturas
acima de 26,67 °C ocorre inibi¢do da esporulagio e do crescimento vegetativo, e
abaixo de 17,77 ° C se previne infecgdes.

Para Mycosphaerella fijiensis, Jacome et al. (1991) verificaram uma
resposta quadratica da temperatura sobre a germinagdo de conidios, com um
ponto 6timo situado em 26,5 °C. Todavia, Mourichon et al.,(1997), afirmam que
a Sigatoka amarela ¢ mais adaptada as temperaturas mais frias e prevalece sobre
a Sigatoka negra em altitudes acima de 1200 a 1400m, a qual situa-se muito

proxima a faixa que produziu a maior AACPSD neste trabalho (FIGURA 2).
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FIGURA 2: Médias das areas abaixo da curva de progresso da severidade
da doenga (AACPSD) de Mycosphaerella musicola nas diferentes
temperaturas avaliadas. UFLA, Lavras - MG. 2008.

As maiores areas abaixo da curva de progresso da severidade da doenga
(AACPSD) relacionadas a posigdo da folha foram obtidas em inoculagdes
realizadas nas folhas 0 e 1, com 1,83 e 1,49, respectivamente (TABELA 1).
Resultados semelhantes foram reportados por Romero (1995) para
Mycosphaerella fijiensis, tendo sido verificado que as folhas mais novas sdo
mais suscetiveis (primeira a terceira) do que as mais velhas. Leach (1946)
descreveu a importancia da localizacdo ou idade das folhas apresentando lesdes,
para a determinacdo do aumento ou decréscimo de doencga entre avaliagdes.
Segundo Stover (1980), o tempo necessario para haver a infecgdo coincide com
a emissdo foliar, podendo-se deduzir que a folha zero, recém langada, ¢ a mais
suscetivel a infec¢do e por conseguinte deve ser a mais afetada.

Com relagdo a interacdo entre os fatores variedade x temperatura,
observou-se que a 20 °C ndo houve diferenga entre as variaveis nas quatro
variedades testadas (Grande Naine, Pacovan, Prata Zulu e Caipira). Entretanto,
na temperatura de 24 °C foi verificado que a variedade Grande Naine apresentou

maiores AACPSD em relacdo as demais, as quais ndo diferiram entre si.
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TABELA 1: Médias das areas abaixo da curva de progresso da severidade
da Doenca (AACPSD) de Mycosphaerella musicola em relagéo as
diferentes posicbes de folha avaliadas. UFLA, Lavras — MG.

2008.

Folha Inoculada AACPSD
0 1,8368 A
1 1,4996 A
2 0,3388 B

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Skott-Knott,
ao nivel de 1% de probabilidade.

Ja a 28 °C a variedade Grande Naine, foi que apresentou a menor
AACPSD, invertendo a tendéncia de maior suscetibilidade dentre as variedades
testadas (TABELA 2).

TABELA 2: Médias das areas abaixo da curva de progresso de severidade
da doenca (AACPSD) de Mycosphaerella musicola em funcéo de
trés diferentes temperaturas e quatro variedades avaliadas.
UFLA, Lavras - MG. 2008.

Temperaturas
Variedades
20°C 24°C 28°C
Caipira 0,6483Ab 1,8466Ba 1,6827Aa
Prata Zulu 0,6714Aa 1,3043Ba 1,4277Aa
Pacovan 0,6663ADb 2,0070Ba 1,7360Aa
Grande Naine 0,7475Ab 4,2592Aa 0,7851Bb

As médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na vertical e minusculas na
horizontal ndo diferem entre si, pelo teste de Skott-Knott, ao nivel de 1% de
probabilidade.
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Simmonds, citado por Wardlaw (1961) em Queensland, na Australia,
sugeriu que tanto o crescimento vegetativo quanto a esporulagdo de M. musicola
retarda-se em temperaturas acima de 26,6 °C, e atribuiu parcialmente o
decréscimo do progresso da doenga durante o verdo Australiano a ocorréncia de
temperaturas acima desta faixa.

Por outro lado, se compararmos as trés temperaturas dentro de cada
variedade isoladamente, verifica-se que para os dois genétipos suscetiveis
(‘Grande Naine’ e ‘Pacovan’), as temperaturas resultantes em maiores
AACPSD’s foram 24 e 28 °C, sendo observadas as maiores médias para a
variedade Grande Naine a 24 °C, corroborando com os relatos na literatura.

Estes resultados encontram respaldo na afirmacao de Wardlaw (1961),
quando o autor registra que o aparecimento de listras de coloragdo esverdeada
para marrom, visiveis a olho nu, na segunda, terceira ou quarta folha, depende
do gendtipo, e das condi¢cdes ambientais. Stover (1964) também afirma que o
declinio na produg¢éo de peritécios ¢ espermogonios esta associado & uma queda
na temperatura minima diaria abaixo de 21 °C, mesmo quando as chuvas foram

abundantes.

5.2- Area abaixo da curva de progresso do nimero de lesdes (AACPNL)

Para esta variavel os fatores temperatura (FIGURA 3) e posi¢do da folha
(TABELA 3) apresentaram significancia isoladamente, com 1% de
probabilidade. O fator variedade e todas as outras interagcdes entre os fatores
estudados nao foram significativos.

Quanto ao fator temperatura, houve diferencas significativas, tendo sido
verificados os maiores valores nas faixas de 24 °C (218,32) e 28 °C (223,04). Na
temperatura de 20 °C média inferior foi observada (88,80) (FIGURA 3).
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FIGURA 3: Médias das areas abaixo da curva de progresso do nimero de
lesdes (AACPNL) de Mycosphaerella musicola nas diferentes
temperaturas avaliadas. UFLA, Lavras, MG - 2008.

Esses resultados sdo justificados por Stover (1980), ao afirmar que o
ciclo da doenga tem inicio com a germinagdo de conidios e ascosporos na
superficie foliar, ¢ que este evento ¢ dependente da umidade e temperatura; a
penetracdo do tubo germinativo nos estomatos ocorre quando as temperaturas
permanecem acima de 20 °C durante 2-3 dias e com a umidade relativa do ar
proximo a 100%. Com relacdo a posi¢do da folha verifica-se que as inoculagdes
realizadas na folhas 0 resultaram nos maiores valores de AACPNL (225,07). As
outras posi¢des (1 e 2) ndo diferiram entre si, porém apresentaram médias
inferiores (156,08 e 119,00, respectivamente), (TABELA 3). Segundo Meredith
(1970) as duas folhas mais novas apds a vela, raramente apresentam sintomas da
doenga, sendo os primeiros sintomas visiveis entre 11 e 106 dias apds a
germinacdo. Estes resultados seguiram a mesma tendéncia verificada para a

variavel AACPSD.
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TABELA 3 Médias das areas abaixo da curva de progresso do niumero de
lesbes (AACPNL) de Mycosphaerella musicola em relagdo as
diferentes posicdes de folhas inoculadas. UFLA, Lavras, MG -

2008.
Folha inoculada AACPNL
0 255,077
1 156,08B
2 119,00B

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Skott-Knott,
ao nivel de 1% de probabilidade.

5-3 Periodo de incubacao (PI):

O periodo de incubagao, apresentou significancia estatistica para os
fatores temperatura e variedades isoladamente.

Os mais curtos periodos de incubag¢do, que denotam uma maior
agressividade do isolado, foram observados na temperatura de 24 °C (21,31

dias), sendo que nas temperaturas de 28 e 20 °C a duragio foi superior e igual

entre ambas (FIGURA 4).
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FIGURA 4: Médias dos periodos de incubacdo (PI), periodos de laténcia
(PL) e periodos de desenvolvimento da doenca (PDD) de
Mycosphaerella musicola nas diferentes temperaturas avaliadas.
UFLA, Lavras, MG - 2008.

Na Costa Rica, sob condi¢des climaticas favoraveis, e com hospedeiros
suscetiveis, o periodo de incubacdo pode ser tdo curto quanto 13-14 dias, ao
passo que sob condicdes climaticas desfavoraveis, a duracdo deste pode se
estender por até 35 dias, para Mycospaerella fijiensis (Marin et al., 2003).

Mouliom-Pefoura et al. (1996) comparando o progresso da Sigatoka
negra e amarela em bananas e platanos nas varias zonas ecologicas da Reptublica
dos Camardes reportaram que sob elevadas altitudes, caracterizada por
temperaturas minimas em torno de 18 a 15 °C, foram verificados periodos de
incubagdo para Mycospaerella musicola inferiores em relagdo a M. fijiensis (15 a
18 dias e 22-25 dias, respectivamente). Este fato, segundo os autores pode ser
atribuido a dominancia da Sigatoka amarela em regides de elevada altitude.

Para as diferentes variedades testadas, tanto ‘Grande Naine’ quanto
‘Pacovan’ apresentaram os menores periodos de incubacdo (20,83 e 20,66,
respectivamente) (TABELA 4), devido ao fato de ambas serem gendtipos

suscetiveis a Sigatoka amarela (Gasparotto et al. 2006). Os dois genotipos
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resistentes nao diferiram estatisticamente entre si, e apresentaram os maiores
valores para esta variavel.

Variedades de bananeiras suscetiveis a M. musicola e M. fijiensis
apresentam menor periodo de incubacdo e maior nimero de manchas e
esporulacdo nas folhas do que outras variedades resistentes. Com o aumento do
nivel de resisténcia, aumenta-se também o tempo de transicdo entre os estadios

de evolugdo da doenga.

TABELA 4 Meédias, em dias, do periodo de incubacdo (PI) de
Mycosphaerella musicola nas diferentes variedades de bananeira
avaliadas. UFLA, Lavras - MG. 2008.

Variedades PI (Dias)
Pacovan 20,6666B
Grande Naine 20,8333B
Prata Zulu 26,1666A
Caipira 26,3333A

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Skott-Knott,
ao nivel de 1% de probabilidade.

Em algumas variedades resistentes, o progresso dos sintomas ¢
interrompido nos primeiros estadios (Stover, 1972; Meredith, 1970; Four¢,

1985; Fouré et al., 1990).

5.4 Periodo de Laténcia

O periodo de laténcia apresentou significancia estatistica para os fatores
temperatura, variedades e posi¢cdo da folha isoladamente. Os menores periodos
foram observados nas temperaturas de 24 e 28 °C igualmente, e a variedade
Grande Naine destacou-se em relagdo as demais, com o menor valor para esta
variavel. O periodo de incubacdo, tal qual o periodo de laténcia também varia

conforme as condi¢des climaticas, suscetibilidade do hospedeiro e as
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intensidades das infec¢des (Marin et al., 2003). Na Costa Rica, esta variavel em
‘Grande Naine’ teve duracdo de 25 até 70 dias, na estagdo chuvosa e seca,
respectivamente, para M.fijiensis.

Contrariamente aos resultados verificados neste trabalho, Wardlaw
(1961) afirma como regra, que a doenca atinge sua maxima atividade durante os
periodos de temperaturas minimas e maxima umidade. Certamente estas
observacdes se devem a influéncia negativa das baixas temperaturas sob o
desenvolvimento vegetativo do hospedeiro, permitindo que o avango da doenga
seja mais rapido do que a emissdo de novas folhas.

Entretanto, Meredith (1970), observa o inicio da esporulagdo na fase
conidial ap6s os estadios 4 e 5 da escala de Brun, sendo o nivel maximo
verificado nas temperaturas de 25 a 28 °C.

Cordeiro (1997), trabalhando com gendtipos suscetiveis, ‘Nanicdo’ e
‘Prata And’, observou com M. musicola, periodos de laténcia variando, em
média, de 26 a 42,5 dias, e registrou a elevagdo nesta variavel para 48 a 59,5
dias, nas mesmas variedades, quando as plantas foram previamente submetidas a

indugdo de resisténcia.

TABELA 6 Medias, em dias, do periodo de laténcia de Mycosphaerella
musicola nas diferentes variedades de bananeira avaliadas. UFLA,
Lavras - MG. 2008.

Variedades PL (Dias)
Pacovan 38,1428A
Grande Naine 33,1428B
Prata Zulu 38,3333¢
Caipira 39,0322%

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, ao nivel
de 1% de probabilidade.
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Gauhl (1994), reporta que o tempo entre a emissdo foliar até o
aparecimento da primeira lesdo madura de Sigatoka negra, sob condi¢des
naturais, para a variedade Curare, tipo platano, foi de 44 dias, enquanto para a
“Valery’, do subgrupo cavendish, foi de 34 dias.

Apesar de detectada diferenca estatistica, pelo teste F, para o periodo de
laténcia, em relacdo ao fator posicdo da folha, as médias ndo foram
suficientemente grandes para separar as diferentes posicdes das folhas

inoculadas no teste de média.

TABELA 6 Médias, em dias, do periodo de laténcia de Mycosphaerella
musicola nas diferentes posic6es da folha em plantas de bananeira .
UFLA, Lavras - MG. 2008.

Posigdes da Folha PL (Dias)
0 35,5208A
1 37,9787A
2 37,9761A

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade.

5.5 Periodo de Desenvolvimento da Doenca

O periodo de desenvolvimento da doenga que representa o intervalo de
tempo em dias, entre a inoculacdo e o aparecimento do primeiro grupo de pelo
menos dez lesdes no estadio V da escala de Brun (1963) s6 foi mensurado para
as variedades suscetiveis (Pacovan e Grande Naine), visto que, no caso das
variedades resistentes, muitas das folhas ndo chegaram a apresentar o niimero
minimo de dez lesdes, durante o intervalo de tempo em que foram avaliadas, ou
seja, 60 dias apds as inoculagdes. A quantificacdo desta variavel ¢ mais precisa
do que a determinagdo do periodo de incubacdo, pois ndo depende da
identificacdo dos sintomas iniciais, 0s quais aparecem inicialmente em escala

microscopica e sdo de dificil percepgdo a olho nu (Gauhl et al. 2000).
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Para esta variavel, somente os fatores variedade e temperatura foram
estatisticamente significativos independentemente. Observa-se na FIGURA 4, o
mais curto periodo de desenvolvimento da doenga sob 24 °C em relagdo as
demais, tendo como média de 42,85 dias. Dentre as variedades testadas, a
Grande Naine, alcangou o PDD em apenas 44,26 dias, diferenciando-se da
Pacovan que levou, em média 50 dias.

Gauhl et al. (2000) observam que o periodo de desenvolvimento da
doenca difere entre a Sigatoka negra e amarela, entre variedades e ¢ afetado por
fatores ambientais e niveis de indculo.

Neste caso, o menor PDD deveu-se certamente a caracteristica da maior
suscetibilidade da variedade Grande Naine, o que possibilitou o rapido

desenvolvimento da doenga, culminado com a esporulacio das lesdes.

5.6 Dindmica da concentracdo de Fendis totais e Lignina

Para a concentragcdo de fenodis totais, observou-se diferenca estatistica
significativa para a variavel Dias e também para a interag@o entre os fatores Dias
x Folha Inoculada.

A concentragdo de fendis ndo diferiu entre os tratamentos inoculados do
nao inoculado, o que pode ser atribuido ao fato que na espécie Musa sp, a
concentragdo destes compostos secundarios (fendis) ja seja elevada em nivel
constitutivo, visto que a sua elevada area foliar necessita de uma constante
protecdo contra herbivoria. A principal funcdo relacionada aos compostos
fenolicos estd associada a defesa do vegetal contra fatores externos, bidticos e
abioticos, pois se trata de um mecanismo de resisténcia bioquimico pré-formado
pela planta (Pascholati & Leite, 1994). As classes de compostos fendlicos mais
importantes sdo: a lignina, que fortalece mecanicamente as paredes celulares; os
pigmentos flavandides, que agem como uma prote¢do contra a radiacdo

ultravioleta e como atrativos para os polinizadores e dispersores de sementes; 0s
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taninos, os flavanodides e outros compostos fendlicos, atuam na defesa contra a

herbivoria e os patdgenos (Salgado, 2004).
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FIGURA 5: Concentracdo de fendis totais (ug mg™ MS) em folhas de
bananeira inoculadas ou ndo com Mycosphaerella musicola apds
diferentes dias de pulverizacio. C= controle; 1= inoculadas. UFLA,
Lavras-MG, 2008.

Houve diferencas estatisticas significativas para o fator Variedade e
também para a interacdo entre os fatores Variedade x Dias x Inoculagdo para a
concentragdo de Linina nas folhas ao longo do processo infeccioso

A lignina, juntamente com celulose e outros polissacarideos que
ocorrem na parede celular das plantas superiores, funciona como uma barreira
fisica a penetracao fungica (Vance et al., 1980). A lignificacdo pode impedir o
desenvolvimento do fungo nos tecidos vegetais de varias maneiras: 1)
estabelecimento de barreira mecénica ao avango e ao crescimento do patogeno;

2) modificagdo da parede celular, tornando-a mais resistente ao ataque de
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enzimas hidroliticas; 3) aumento da resisténcia das paredes a difusdo de toxinas
produzidas pelos patdogenos, impedindo que nutrientes do hospedeiro sejam

utilizados pelo invasor (Cavalcanti et al., 2005).

TABELA 7: Concentracéo de lignina (ug mg™ MS) em folhas de diferentes
variedades de bananeira inoculadas ou ndo com Mycosphaerella
musicola apés diferentes dias de pulverizacdo. UFLA, Lavras-MG,
2008. C= controle; 1= inoculadas.

Variedades ) . .
q 5 Dias Ap6s 15 Dias Ap6s 35 Dias Apds
e
] Inoculacéo Inoculacéo Inoculagéo
Bananeira
| C | C | C

Pacovan 7,3819Da  9,2646 Ca  9,4282Ca  9,2521Ba  9,8456 Ba  7,0228 Da

Grande
. 99769 Ca  7,5832 Da 10,9895 9,5001 Ba  10,5153Ba 10,9921
naine Ba Ca
Caipira 10,4125 13,0401 13,1947 13,3056
p 13,4646 Aa b Aa A 14,5201 Aa a

Prata Zulu 12,1076 Ba 12,3138 12,8556 13,3474 14,2880 Aa 12,0062
Aa Aa Aa Ba

As médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na vertical e minusculas na
horizontal ndo diferem entre si, pelo teste de Skott-Knott, ao nivel de 1% de
probabilidade.

As variedades suscetiveis (Grande Naine e Pacovan) apresentaram
concentragdes de lignina estatisticamente iguais em folhas inoculadas ou nao-
inoculadas com M. musicola. Contudo, as concentra¢des de lignina nas
variedades resistentes Prata Zulu e Caipira, inoculadas e nao-inoculadas, foram
estatisticamente superiores as concentracdes das variedades suscetiveis,
comprovando que a lignina ¢ uma barreira constitutiva contra M. musicola nas

variedades resistentes (TABELA 7).
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A formagdo de lignina torna a parede celular das células vegetais rigidas
e seu principal papel nos vegetais ¢ a sustentacdo da planta. Sua resisténcia fisica
e estabilidade quimica desempenham papel secundario, porém, importante como
prote¢do celular contra insetos, por ser indigerivel por esses organismos, além de
freqlientemente também estar associada ao bloqueio do crescimento de
patdgenos (Taiz & Zeiger, 2004).

A influéncia da deposi¢do de lignina ¢ relatada como uma das reagdes
desencadeadas pela planta para sua defesa contra penetragdo ou colonizagdo de
tecidos vegetais, sendo a lignificacdo da parede celular freqiientemente
todos os trés periodos avaliados houve diferenca na concentragdo de lignina,
entre as plantas das variedades resistentes e as variedades suscetiveis, pode-se
supor que a lignificagcdo seja um dos mecanismos bioquimicos envolvidos na
defesa nas variedades resistentes.

Amaral (2008), ao avaliar a influéncia de eliciadores biologicos e
quimicos sobre as atividades de fendis totais e a deposi¢do de lignina em folhas
de mudas de cafeeiro tratadas com acibenzolar-S-metil (ASM) e folhas de café
cv. Mundo Novo naturalmente infectadas por H. vastatrix (NEFID), observou
que aos 21 dias, o teor de lignina foi cerca de 10% superior nos tratamentos com
ASM e NEFID, em relacdo a testemunha absoluta ¢ 15% em relagdo a
testemunha. Resende et al. (2002), verificaram que o uso ASM em mudas de
cacaueiros contra C. perniciosa, ativando os mecanismos de defesa por 30 dias
apos a aplicagdo do referido produto, promovendo uma precoce lignificagdo dos
tecidos da planta.

Botelho et al. (2005), observaram que aplicagdo de silicio em mudas de
café proporcionou maiores concentragdes de lignina na folha, favorecendo a
reducdo da intensidade de cercosporiose. Com aumento das doses, no entanto,

ocorreu uma redugdo na translocacdo do silicio, resultando na queda da

97



concentragdo de lignina na folha, porém ainda em quantidade suficiente para

proporcionar reducdo na intensidade da doenca.
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6 CONCLUSOES

O comportamento do isolado de Mycosphaerella musicola originario de
Coronel Pacheco, MG nao foi diferente dos observados na literatura.

Os menores periodos de incubacdo e de desenvolvimento da doenga,
foram obtidos na temperatura de 24° C.

A variedade Grande Naine foi a mais suscetivel, tendo integrado as
maiores AACPSD a 24 °C.

As variaveis AACPNL e PL, ndo demonstraram ser bons indicativos
para discriminar a temperatura 6tima para promover a doenca.

Para as variedades de bananeira testadas, os niveis constitutivos de
fendis totais ndo se alteram como resposta a infecgdo por Mycosphaerella
musicola.

As variedades Caipira e Prata Zulu apresentam maior lignificagdo da

parede celular do que as variedades suscetiveis, o que denota ser este, um dos

mecanismos bioquimicos envolvidos na resisténcia.
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CAPITULO 4

ANALISE FILOGENETICA POR MARCADORES MICROSATELLITES
DE ISOLADOS DE Mycosphaerella musicola ORIGINARIOS DAS
DIVERSAS REGIOES PRODUTORAS DE BANANA NO BRASIL.
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1 RESUMO

ROCHA, Herminio Souza. Analise Filogenética por Marcadores Microssatélites
de Isolados de Mycosphaerella Musicola Origindrios das Diversas Regides
Produtoras de Banana no Brasil. In: . Epidemiologia da sigatoka
amarela, quantificacdo de fendis em variedades de bananeiras e analise
filogenética de isolados de Mycosphaerella musicola utilizando
microssatélites. 2008. Cap. 4, p. 103-124. Tese (Doutorado em Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

O conhecimento sobre a diversidade genética e estrutura populacional de um
dado patogeno sdo pré-requisitos indispensaveis para a defini¢do de medidas de
controle eficazes. Considerando a natureza heterotalica de M. musicola e a
ocorréncia da Sigatoka amarela no Brasil em carater endémico desde 1944, ¢ de
se esperar que uma ampla variabilidade genética tenha ocorrido, resultando em
respostas diferenciadas dos diversos genotipos de bananeiras em relagdo aos
isolados de M. musicola. Assim, um total de onze isolados de M. musicola,
agente causal da Sigatoka amarela foram coletados em diversas regides
brasileiras (Sul, Sudeste, Centro-Oeste ¢ Nordeste), para a realizacdo de estudos
filogenéticos por meio da utilizacdo de marcadores de Microsatéllites. Todos os
primers amplificaram segmentos de DNA gendmicos dos onze isolados de M.
musicola estudados, e foi possivel observar clara separagdo dos mesmos de
acordo com a regido de origem. Os onze isolados coletados foram submetidos a
analise de similaridade genética por meio do programa NTSYS, utilizando o
coeficiente de Dice, tendo formado dois grupos maiores. Houve correlagdo entre
a agressividade do isolado originario da Bahia e a sua variabilidade, detectada
por primers SSR, gerando distanciamento dos demais isolados no dendrograma.
Essa correlag@o ndo foi observada para o isolado de Coronel Pacheco — MG, que
também apresentou maior agressividade no campo. Observou-se elevado
potencial de um par de primers especifico, para a diferenciacdo entre a Sigatoka
amarela e a negra, os quais poderdo vir a tornar-se marcadores moleculares para
utilizag@o nos laudos fitossanitarios, para fins de identificacdo do patdogeno.

" Comité Orientador: Edson Ampélio Pozza — UFLA (Orientador), Zilton José Maciel
Cordeiro — Embrapa CNPMF (Co-Orientador).
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2 ABSTRACT

ROCHA, Herminio Souza. Phylogenetic Analysis of Mycosphaerella musicola
isolates from various Banana Producing Regions in Brazil by Microsatellite
Markers. In: . Epidemiology of yellow Sigatoka, phenols
guantification in banana varieties and phylogenetic analysis of
Mycosphaerella musicola isolates using microsatellites. 2008. Chap. 4, p. 103-
124. T}iesis (Doctor Degree in Plant Pathology) — Lavras Federal University,
Lavras.

Knowledge about the genetic diversity and the population structure of a given
pathogen are indispensable pre requisites for the definition of the most efficient
control measures. Considering the hetherotalic nature of M. musicola and the
endemic occurrence of Yellow Sigatoka in Brazil, since 1944, it is likely that a
high genetic variability may have occurred, resulting in the differentiated
responses of the various banana genotypes in relation to the existing M.
musicola isolates. Hence, a total of eleven Yellow Sigatoka isolates were
collected in various Brazilian geographical regions (South, South-East, West-
Centre, and Northeast) to be used in a phylogenetic study with microsatellite
markers. By means of the NTSYS program, using Dice coefficient, all the
primers amplified genomic DNA fragments from all eleven isolates and it was
possible to observe a clear separation of the isolates according to their
geographical origin. Two major groups were formed. A correlation between the
isolate aggressiveness from the state of Bahia and its variability was noticed by
one pair of SSR primers, generating a certain distance from the other isolates in
the drendrogram. This same correlation was not observed for the isolate from
Coronel Pacheco — MG, which also presented a differentiated aggressiveness in
the field. It was also observed a high potential of one specific pair of primers to
be used in the differentiation between black and Yellow Sigatoka, which may
become molecular markers to be used for phytossanitary reports, with the
purpose of identifying the pathogen.

" Guidance Committee: Edson Ampélio Pozza — UFLA (Supervisor), Zilton José Maciel
Cordeiro — Embrapa CNPMF (Co-Supervisor).
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3. INTRODUCAO

A doenga da mancha das folhas em bananeiras, cujo agente etiologico ¢
Mycosphaerella musicola Leach (Stat. Conid. Pseudocercospora musae Zimm.)
foi observada pela primeira vez préximo a Biotenzorg, em Java, por
Zimmermann, em 1902. O relato seguinte da ocorréncia da doenga veio do
distrito de Sigatoka, na ilha de Viti Levu, em Fiji, no ano de 1912 (Philpott &
Knowles, 1913). Naquele distrito observou-se, pela primeira vez, o
desenvolvimento da doenga na sua forma de epidemia, resultando no nome
popular ‘Doenga de Sigatoka’ ou simplesmente ‘Sigatoka’, que persiste até
entdo (Knowles, 1916). 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, (Kimati & Galli, 1980), sendo encontrada
posteriormente em todos os estados brasileiros. Em 1994, M. musicola foi citada
como disseminada por todas as regides produtoras de banana do Brasil e do
mundo, provocando consideraveis prejuizos na producdo de frutos (Foure,
1994). Por causa da alta taxa de progresso da Sigatoka negra, trabalhos mais
recentes foram focados principalmente em M. fijiensis. Entretanto, apesar do
proeminente papel de M. fijiensis, M. musicola ainda é o patdgeno prevalecente
em altitudes maiores e também em areas onde cultivares resistentes a Sigatoka
negra vém sendo cultivadas.

As informagdes sobre a diversidade genética e estrutura populacional de
um dado patdégeno ¢ um pré-requisito para a definicdo de medidas de controle
mais adequadas. De acordo com Carlier et al. (2003), a natureza heterotalica,

tanto de M. fijiensis quanto de M. musicola, permitem trocas de material

106



genético, desempenhando um importante papel relevante na geracdo da
variabilidade genética dentro das populagdes.

Com o avangco da biologia molecular na ultima década, estudos
envolvendo a variabilidade genética desses fungos foram facilitados, levando ao
desenvolvimento de marcadores moleculares diversos, do tipo RAPD, RFLP e
Microsatéllites (SSR), capazes de indicar pequenas diferengas gendmicas entre
isolados de diferentes origens (Carlier et al., 1994, 1996; Muller et al., 1997;
Neu et al., 1999; Molina et al., 2001; Molina et al., 2002; Moreira et al., 2003.)

Moreira et al. (2003), realizaram a caracterizagdo genética de 24 isolados
de Mycosphaerella musicola de diferentes regides geograficas no Brasil, pela
técnica de RAPD. Foi observada uma grande variabilidade genética entre os
isolados, a qual teria sido atribuida ao grande niimero de variedades suscetiveis,
a condi¢do climatica, a ocorréncia de reproducdo sexuada e também a natureza
heterotalica do fungo. Do mesmo modo, marcadores RFLP foram desenvolvidos
para o genoma de M. fijiensis e utilizados para caracterizar as popula¢des deste
patogeno em escala global e regional na Africa. (Carlier et al., 1994, 1996;
Muller et al., 1997). Tentativas de transferir marcadores moleculares de M.
fijiensis para M. musicola ndo foram bem sucedidas. (Molina et al., 2001).

De um modo geral, os marcadores moleculares tornaram-se importantes
ferramentas para as investigagdes sobre a composi¢ao genética de populagdes de
fungos (Carlier et al., 1994; Groppe & Boller, 1997; Bucheli et al., 2001). Mas,
entre as diversas técnicas disponiveis, testadas com o género Mycosphaerella,
Molina & Kahl (2002), avaliaram que os marcadores baseados em
Microsatéllites teriam o maior potencial. Esses marcadores, também
denominados de repeticdes de seqiiéncia Uinica (SSR), possuem seqiiéncias
curtas com 2 a 5 pares de bases, enquanto que os minisatélites sdo repeticdes em
“tandem” mais longas (STR), contendo aproximadamente 20 pares de bases.

Habitualmente, estes dois tipos de marcadores sdo denominados de VNTRs
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(repetigdes em “tandem”) em numero variavel (Dowling et al., 1996). Os loci de
Microsatéllites sdo ideais para andlises da biologia e genética de populagdes,
pois apresentam alelos co-dominantes e sdo amplificados por iniciadores
especificos, o que os torna robustos, de facil registro e prontamente disponiveis
entre grupos de pesquisadores. Adicionalmente, eles tendem a ser mais
polimorficos do que outros marcadores amplificaveis (Selkoe & Toonen, 2006).

Carlier et al. (1994) construiram uma biblioteca gendmica que permitiu
a identificacdo de 26 marcadores do tipo microssatélite, especificos para M.
musicola. Além desses, outros marcadores SSR foram descritos para M. fijiensis
(Neu et al., 1999) e para M. musicola (Molina et al., 2001), os quais, juntamente
com outros métodos de perfil de DNA, baseados em PCR, mostraram ser um
método eficiente para comparar a diversidade genética tanto de M. fijiensis
quanto de M. musicola. Molina & Kahl (2001) trabalhando com a diversidade
genética e filogenia de M. fijiensis ¢ M. musicola, por meio de marcadores de
Microsatéllites, identificaram que um numero minimo de nove marcadores ¢é
necessario para se discriminar os individuos em dendrogramas com
agrupamentos de UPGMA.

No Brasil, Montarroyos (2005) observou elevada diversidade genética
em isolados de M. musicola, provenientes do Estado de Pernambuco, por meio
da utilizacdo de marcadores RAPD, ndo tendo sido verificada correlacdo entre a
diversidade genética observada e as origens geograficas dos isolados. Entretanto,
considerando-se a importancia da Sigatoka no Brasil, poucos esfor¢os t€m sido
direcionados aos estudos da genética da populagdo de M. musicola.

Desta forma, objetivou-se no presente trabalho avaliar a variabilidade
genética de isolados brasileiros de M.musicola, provenientes de diferentes

regides, por meio de dez marcadores de Microsatéllites.

108



4. MATERIAL E METODOS

4.1.Coleta de isolados

Um total de 11 isolados de M. musicola representativos das diversas
regides produtoras de banana no Brasil foram analisados e também um controle
de M. musicola ¢ um de M. fijiensis, obtidos no Instituto Biologico de Sdo
Paulo (TABELA 1). Devido a inexisténcia de uma cole¢do nacional de isolados
de M. musicola, foram feitos contatos telefénicos com diversas secretarias
estaduais e municipais de agricultura, e até com produtores, com a finalidade de
obter amostras foliares com sintomas de Sigatoka amarela, a partir das quais
foram feitos os isolamentos, cultivos ‘in vitro’ e posterior extragdo do DNA das
culturas mantidas em meio liquido rotacionado.

Os isolados de M. musicola foram obtidos a partir de folhas
apresentando lesdes em estadio IV, de acordo com a escala de desenvolvimento
de lesdes de Brun (1958). A metodologia de isolamento seguida foi a mesma
descrita no capitulo 3. Apds terem sido isoladas, as culturas foram transferidas
para meio liquido BD/IFB composto de 200g de batata, 20g de dextrose em
1000 mL de agua destilada, acrescido de 200g de infuso de folhas de bananeira,
tendo sido aferido o pH para 5,7 conforme metodologia descrita por
Montarroyos et al., (2007). As culturas foram mantidas por 28 dias em

incubadora, com rotagdo de 80 rpm e na auséncia de luz.
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TABELA 1: Relacdo dos Isolados de Mycosphaerella musicola, coletados em

2007 nas diversas regides produtoras de banana no Brasil. UFLA,
Lavras — MG. 2008.

Localidade Cddigo Responsavel pela Variedade
coleta
Missal — PR MIS - PR Nao informado Prata Ana (AAB)
Tuiui — SP SP - NC Flavio Medeiros Nanicdo (AAA)
Lavras — MG LVR_PR HerminioS. Prata comum (AAB)
Rocha
Porteirinha - MG POR-PR Pedr(? Martms Prata And (AAB)
Ribeiro
Coronel Pacheco — Herminio S.
MG CP-NC Rocha Saquarema (AAA)
Dourados- MS MS-PR Grazielli Frotas Prata Ana (AAB)
Vianopolis - GO  MAC- GO Carlos A. Rezende Maga (AAB)
Gandu — BA TR_BA  lerminio Souza Terra (AAB)
Rocha
Machados — PE ~ PC_pE2 ~ MAarcosAnnio o 0 i (AAB)
Duarte
Fortaleza — CE CE_PA Nao informado Prata Ana (AAB)
Balsas — MA MA-02 Nao informado Pacovan (AAB)
Instituto Biologico CTR-N  Ricardo Harakawa Contr(;lleegsr;gatoka
Instituto Biologico CTR-A  Ricardo Harakawa Controle Sigatoka
Amarela
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4.2. Extracdo de DNA

A Extragdo de DNA seguiu a técnica de Dellaporta et al., 1983,
conforme descrito a seguir.
1. Filtragem a vacuo, em gaze esterilizada, e pesagem do micélio, oriundo da

colonia cultivada in vitro.

[\

. Maceragdo de 150 mg do micélio em nitrogénio liquido.
. Adigdo de 1,5 mL de CTAB 2% (100 mM Tris-CI pH 8,0; 20 mM EDTA pH
8,0; 1,4 M NaCl), pré-aquecido em banho maria a 60° C.

98]

4. Transferéncia do macerado para tubos Eppendof (500 pL/tubo)

5. Incubagdo em banho maria a 60 °C durante 30 minutos, homogeneizando
manualmente a cada 10 minutos.

6. Adigdo de 500 pL de solugdo Cloroformio:Alcool Isoamilico (24:1) e
agitacdo em vortex.

7. Centrifugacdo a 12.000 rpm durante 10 minutos.

8. Transferéncia do sobrenadante (+ 400 uL) para novos tubos e precipitagdo do
DNA com a adi¢ao de 60% do volume (+ 280 pL) de isopropanol pré-
resfriado (-20 °C), seguido de agitagdo em vortice.

9. Incubagdo por uma hora a temperatura de -20 °C.

10. Centrifugacdo a 12.000 rpm durante 10 minutos (4 °C), descartando-se o
sobrenadante em seguida.

11. Lavagem do pellet com soluc¢do de etanol 70%.

12. Secagem em centrifuga a vacuo, durante 3 minutos.

13. Ressuspensdo do pellet em 30 pL de solugdo tampao TE (10 mM Tris-Cl pH
8,0; 1 mM EDTA pH 8,0).
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4.3 Iniciadores (Primers) de Microssatélite

Foram testados 10 pares de primers (TABELA 2), escolhidos de um
conjunto de 26 marcadores polimorficos de Microsatéllites, especificos para M.
musicola, desenvolvidos por Molina & Kahl, (2001).

As amplificacdes das reacdes de PCR foram realizadas em volume total
de 25uL, contendo 17 pL de agua ultra pura; 2,5 uL de tris-HCI pH 8.8; 0,75 uL
de MgCl, (50mM); 0,5 uL dNTPs (10 mM); 1,25 pL de cada primer e 0,25 pL
da enzima Go Taq DNA polimerase.

As reagoes de PCR foram feitas em termociclador Peltier-Effect Cycling
PTC-100 (M.J. Research, INC.) utilizando-se o seguinte ciclo: 95 °C por 60
segundos, seguida de 30 ciclos: 95 °C a 30s, 45s na Tm de cada primer (47-55
°C) e 45s a 72 °C, com a elongagdo final a 72 °C durante 7 minutos. Os produtos
da reagdo de PCR foram separados em gel de agarose a 6%, com posterior
analise no fotodocumentador da PHARMACIA BIOTECH (Image Master
VDS).

4.4 Analise dos dados

Os resultados das amplificagdes dos diferentes fragmentos de
Microsatéllites, para cada um dos 11 isolados, foram caracterizados quanto a
presenca ou auséncia de bandas, nos locos correspondentes aos isolados,
compondo uma matriz bindria, que foi submetida a andlise de similaridade
genética entre os isolados por meio do programa NTSYS (Numerical Taxonomy
and Systematics, v. 1.70; Rohlf, 1992), utilizando o coeficiente de Dice. A partir
dos dados da matriz, os isolados foram agrupados pelo método de UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean), por meio de

dendrograma especifico.
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TABELA 2: Caracteristicas dos marcadores de Microssatélite utilizados na
analise filogenética dos 11 isolados de Mycosphaerella musicola.
UFLA, Lavras — MG. 2008.

Produto

Primers Seqiiéncia 5° - 3’ Esperado (pb)’ Tm (°C)
Mm SSR 05A°  CCTCTTACGAAGTCTGTGGT 252 55
Mm SSR 05B TATCTCGGGAGACCAGACTA
Mm SSR 07A°  ACGAGGTTTCAGAAGCAATA 262 55
Mm SSR07B  TCTTTCACCGAAGAAACCT
Mm SSR 10A  GAGAGCATGAAAAGTGGAAA 171 55
Mm SSR 10B  CGTGACACTCGTCAGTTACA
Mm SSR 16A  CCATCTGCCTTGAGATAGTC 220 55
Mm SSR 16B GAATTTATTCCAGCGAAGC
Mm SSR 23A°  CGACCTAGTCGAGGATGATA 279 55
Mm SSR 23B  CGAAGACTTCTGAAAGGTCA
Mm SSR 34A CTCGCTGCCTGATTATTCT 260 47
Mm SSR 34B AGATGCCATCGCTTCAC
Mm SSR 35A° TAACAATGTCCCTGAGAAGC 260 53
Mm SSR 35B GCCTTATCTGGAAAGTATCGT
Mm SSR 39A  TGCGAATTCCATTGATATG 183 53
Mm SSR 39B CGTGTGCTGACGAGAGAT
Mm SSR 44A°  CCTCACTCTCGCTCATACA 136 53
Mm SSR 44B AGAATGGACGAAAAACACTG
Mm SSR 46A CGTGGACCTATTGTCAACTC 261 53

Mm SSR 46B  TGGGTTACATTTACGAGAGAA

* ’ .
- tamanho do alelo clonado em niimero de pares de bases, amplificado de acordo com a
seqiiéncia do fragmento utilizado como primer.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os primers amplificaram segmentos de DNA gendmicos dos onze
isolados de M. musicola estudados (TABELA 3) (FIGURAS 1 a 5), e também
para os controles de M. musicola e M. fijiensis, com um total de 58 bandas, das

quais 91,37% foram polimoérficas.

TABELA 3: Bandas amplificadas por cada primer SSR nos onze isolados de
M. musicola testados. UFLA, Lavras — MG. 2008.

Identificagdo do Primer N de bandas N° de bandas Polimorficas
observadas

Mm SSR 05 2 2
Mm SSR 07 4 3
Mm SSR 10 4 3
Mm SSR 16 3 3
Mm SSR 23 4 4
Mm SSR 34 13 13
Mm SSR 35 6 5
Mm SSR 39 13 13
Mm SSR 44 6 5
Mm SSR 46 3 2

Totais 58 53
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FIGURA 1: Padrdo de bandas observado com os primers de Microssatélite

'12345678910110ACN 2 3T Arlbii6n 758 219151011 GA GN

- .

Primer Mm SSR 05 - Primer Mm SSR 16

para Mycosphaerella musicola (Mm SSR 39 e Mm SSR 07).
Numeracéo correspondente aos isolados (1 - SP-NC; 2 - MIS-
PR;3-MS-PR;4-LVR-PR;5-TR-BA; 6 -CP-NC; 7 -
PC-PE2; 8 - POR-PR; 9 - MA-02; 10 — CE-PA; 11 - MAC-GO;
12 — CA - Controle Sigatoka amarela; CN — Controle Sigatoka
negra. UFLA. Lavras - MG. 2008.

FIGURA 2: Padréo de bandas observado com os primers de Microssatélite

para Mycosphaerella musicola (Mm SSR 05 e Mm SSR 16).
Numeracéo correspondente aos isolados (1 - SP-NC; 2 - MIS-
PR;3-MS-PR;4-LVR-PR;5-TR-BA; 6 -CP-NC; 7 -
PC-PE2; 8 - POR-PR; 9 - MA-02; 10 — CE-PA; 11 - MAC-GO;
12 — CA - Controle Sigatoka amarela; CN — Controle Sigatoka
negra. UFLA. Lavras — MG. 2008.
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FIGURA 3: Padrdo de bandas observado com os primers de Microssatélite
para Mycosphaerella musicola (Mm SSR 35 e Mm SSR 46).
Numeracdo correspondente aos isolados (1 - SP-NC; 2 - MIS-
PR;3-MS-PR;4-LVR-PR;5-TR-BA; 6-CP-NC; 7 -
PC-PE2; 8 - POR-PR; 9 - MA-02; 10 — CE-PA; 11 - MAC-GO;
12 — CA - Controle Sigatoka amarela; CN — Controle Sigatoka
negra. UFLA. Lavras - MG. 2008.
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Primer MmSSR 23 Primer Mm SSR 10

FIGURA 4: Padréo de bandas observado com os primers de Microssatélite
para Mycosphaerella musicola (Mm SSR 23 e Mm SSR 10).
Numeragéo correspondente aos isolados (1 - SP-NC; 2 - MIS-
PR;3-MS-PR;4-LVR-PR;5-TR-BA; 6 -CP-NC; 7 -
PC-PE2; 8 - POR-PR; 9 - MA-02; 10 — CE-PA; 11 - MAC-GO;
12 — CA - Controle Sigatoka amarela; CN — Controle Sigatoka
negra. UFLA. Lavras - MG. 2008.
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FIGURA 5: Padrdo de bandas observado com os primers de Microssatélite
para Mycosphaerella musicola(Mm SSR 34 e Mm SSR 44).
Numeracéo correspondente aos isolados (1 - SP-NC; 2 - MIS-
PR;3-MS-PR;4-LVR-PR;5-TR-BA; 6-CP-NC; 7 -
PC-PE2; 8 — POR-PR; 9 — MA-02; 10 — CE-PA; 11 - MAC-
GO; 12 — CA - Controle Sigatoka amarela; CN — Controle
Sigatoka negra. UFLA. Lavras — MG. 2008.

Os primers com menor numero de bandas polimérficas foram Mm SSR-
05, Mm SSR-07, Mm SSR-10, Mm SSR-16 ¢ o Mm SSR-23, enquanto os
primers Mm SSR-34 ¢ o Mm SSR-39 foram mais polimodrficos. O uso desses
dez pares de primers foi eficiente para detectar a variabilidade dos isolados,
confirmando os dados de Molina & Kahl (2001), que observaram ser necessario
um numero minimo de nove marcadores para a constru¢ao de um dendrograma.

Quanto ao dendrograma, pode-se observar clara separagdo dos isolados
de acordo com a regidao de origem (FIGURA 6). Os onze isolados coletados
agruparam-se em dois grupos maiores. No primeiro grupo, localizado na porgao
superior do dendrograma, pode-se notar quatro diferentes subgrupos. No
primeiro subgrupo, encontram-se os isolados de Sdo Paulo (SP-NC); Parana
(MIS-PR), e das Regides da Zona da Mata e Sul de Minas Gerais, no segundo
subgrupo, encontra-se o isolado originario da Regido Norte do Estado de Minas
Gerais (POR-PR), cujas condi¢des climaticas divergem consideravelmente do

Sudeste brasileiro. O terceiro subgrupo compreende apenas o isolado do Mato
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Grosso do Sul (MS-PR) e o quarto subgrupo apresenta o isolado de Gandu — BA
(TR-BA) isoladamente, denotando certo distanciamento em relacdo aos demais.
Igualmente ao que ocorreu em Coronel Pacheco — MG, este isolado da Bahia, ¢
representante de uma area na qual foi levantada, pela primeira vez, a suspeita da
ocorréncia de Sigatoka negra no Estado, o que ndo foi confirmado
posteriormente. Trata-se de um plantio de bananeiras da variedade Terra (AAB),
que € um genoétipo tido como resistente a Sigatoka amarela, e que apresentou
uma alta severidade da doenga, somente naquela localidade. E provével que esse
isolado da Bahia tenha sido alterado geneticamente, por efeito da variabilidade
natural, tornando-se virulento para as variedades do subgrupo terra. Todavia, em
funcao da severa deficiéncia de potassio observada naquele bananal, acredita-se
mais que este tenha sido o condicionante maior para o desenvolvimento de
sintomas naquela variedade resistente.

E interessante notar que dentre os trés isolados de Minas Gerais, 0os mais
proximos geograficamente (CP-NC e LVR-PR), agruparam-se com o maior
coeficiente de similaridade de todo o dendrograma. As duas localidades
encontram-se distantes 340km.

O isolado de Coronel Pacheco — MG (CP-NC), foi coletado de uma
lavoura em que havia sido oficialmente identificada a Sigatoka — negra. Os
sintomas eram demasiadamente severos, porém as analises de PCR realizadas
posteriormente, tanto a partir de folhas quanto das culturas isoladas,
identificaram Mycosphaerella musicola nas amostras coletadas.

Essa alta variabilidade em M. musicola foi constatada por outros autores.
Fouré¢ & Lescot (1988) apresentaram as primeiras evidéncias da ocorréncia de
variabilidade genética entre isolados de M. musicola em Camardes, onde o
comportamento da doenga destacou-se por elevada severidade nas variedades do
subgrupo prata e platanos. No Brasil, Moreira et al. (2003) também observaram

alta variabilidade natural na origem dos isolados, que supds estar ligada as
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condi¢des climaticas, a ocorréncia de reproducdo sexuada e também a natureza
heterotalica do fungo.

No segundo grupo, encontram-se reunidos os isolados da Regido
Nordeste, com exce¢do do (MAC-GO), proveniente de Goids. Com a constante
movimentagdo de materiais de propagacdo no Brasil, ndo se pode descartar a
possibilidade de que este isolado possa ser proveniente de outras regides, via
mudas contaminadas ou outros 6rgios vegetais.

Os dois controles de Sigatoka amarela e Sigatoka negra empregados
compuseram um terceiro grupo, subdividido em dois subgrupos distintos.
Entretanto, apenas o par de primers MmSSR 34 permitiu uma diferenciagdo
entre os dois, de modo que, apesar de diferentes entre si ndo apresentaram a
variabilidade esperada, na qual o controle da Sigatoka amarela se agruparia com
os demais 11 isolados estudados. Pode ser que isso seja devido ao fato de os
DNAs estarem estocados ha bastante tempo no congelador, o que poderia ter
provocado a sua degradagao parcial.

Observando esses resultados, entretanto, € interessante ressaltar o bom
potencial do par de primer, MmSSR 34, para ser empregado na diferenciacao
entre os dois tipos de Mycosphaerella, a M. musicola e a M. fijiensis. Isso
porque, a técnica de PCR atual, empregada em testes diagndsticos, ndo foi
eficiente o suficiente para fornecer resultados repetitivos e confiaveis quando foi
testada com esses isolados (resultados nao mostrados).

Sendo assim, a variabilidade encontrada entre isolados de M. musicola,
detectada por meio de marcadores SSR, estd correlacionada com a sua origem
geografica. Similarmente, Molina et al., (2002) empregaram 42 marcadores SSR
e 64 isolados provenientes de 12 localidades, na Colombia, e notaram que eles
foram separados em seis subgrupos distintos, de acordo com a sua origem. Por
outro lado, isso parece ndo ocorrer quando emprega-se marcadores RAPD.

Moreira et al. (2003) e Montarroyos (2005) ndo encontraram correlagdo entre o
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agrupamento e a origem geografica de isolados brasileiros de M. musicola,

quando foram utilizados marcadores RAPD.
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FIGURA 6: Dendrograma de similaridade ilustrando a distancia genética dos 11 isolados de Mycosphaerella

musicola, de acordo com marcadores de Microsatéllites, utilizando o coeficiente de Dice pelo método de
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). UFLA, Lavras — MG. 2008.
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6 CONCLUSOES

O uso de dez conjuntos de primers SSR permitiu o estudo da
variabilidade de isolados de Mycosphaerella musicola, possibilitando a
construgdo de um dendrograma capaz de separa-los em dois grupos distintos.

Os isolados de Mycosphaerella musicola coletados no Sul e no
Sudeste do Brasil agruparam-se separadamente dos isolados coletados no
Norte, Nordeste e Centro Oeste.

Nao se verificou distanciamento genético do isolado CP-NC que
apresentou maior agressividade no campo, em relagao ao isolado LVR - PR..

Existe um grande potencial do par de primers Mm SSR 34 em
diferenciar Mycosphaerella musicola de Mycosphaerella fijiensis, os quais
poderiam vir a tornarem-se marcadores moleculares para utilizacdo nos

laudos fitossanitarios.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Condigdes climaticas que disponibilizem agua livre diariamente, seja
na forma de chuva e/ou orvalho intenso, sdo passiveis de transformarem-se
eventos de epidemia da Sigatoka amarela, desde que ndo hajam intervengdes
de manejo. Nesses casos, faz-se necessaria a retirada parcial (cirurgias) de
limbos foliares infectados e em estagio de necrose, assim como a retirada de
restos foliares em decomposi¢@o no solo.

A nutrigdo do bananal deve ser sempre mantida em niveis
adequados, de forma a possibilitar a constante emissao foliar, compensando
as perdas por infec¢des de Sigatoka amarela.

Toda e qualquer identificagdo da Sigatoka deve ser realizada por
meio de analise microscopica dos conidios e conidioforos, analise de PCR e
sintomatologia, conjuntamente.

Outros Primers de microssatélites devem ser testados em estudos de
filogenia de Mycosphaerella fijiensis e Mycosphaerella musicola.

Os Primers Mm SSR identificados com elevado potencial para
tornarem-se marcadores moleculares, devem ser validados, por meio de
analises de PCR com o maior nimero de isolados de ambos os patogenos,

originarios de diferentes regides geograficas no Brasil.
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