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RESUMO GERAL

A diversidade dos isolados de Mycosphaerella fijiensis e a disseminagdo
dos esporos sdo influenciadas por fatores ambientais possibilitando ocorrer
diferentes graus de viruléncia nas diversas condi¢des climaticas. Além da
suscetibilidade natural das principais variedades, podendo a nutricdo mineral
influenciar a incidéncia ¢ a severidade da doenga. Objetivou-se, com a
realizacao deste trabalho: comparar a morfologia e a patogenicidade de isolados
de M. musicola com isolado de M. fijiensis e testar primers de microssatélite
especificos da espécie M. musicola e a sua diferenciagdo com isolados de M.
fijiensis, oriundos de diferentes regides do Brasil; verificar a dispersdo sazonal
de esporos de M. fijiensis, no Vale do Ribeira, SP; avaliar os efeitos da
temperatura ¢ do molhamento foliar no processo infeccioso da sigatoka-negra.
Os isolados de Lavras, MG, Vianopolis-Maga, Goias, Dourado, MS e Missal,
PR apresentaram habilidade para penetrar e colonizar o tecido do hospedeiro, de
forma semelhante ao isolado de Registro, SP, exibindo os sintomas tipicos da
sigatoka-negra, mas sem a mesma severidade. O primer MmSSR 34 pode ser
empregado na diferenciacdo entre M. musicola e M. fijiensis com precisdo e
eficiéncia, mesmo ocorrendo infec¢do mista entre os patdogenos. As varidveis
climaticas mais associadas ao progresso da doenga foram a pluviosidade ¢ a
temperatura. As altas severidades observadas sdo causadas, predominantemente,
por ascosporos. O progresso da doenca ajustou-se melhor ao modelo
monomolecular tanto na época das chuvas quanto na época seca. Foi possivel
correlacionar a concentragao de ascosporos com a severidade da doenga apos 15
dias das contagens. As condi¢cdes Otimas para o estabelecimento da doenga
situam-se entre 24°C e 27°C, com 24 horas de molhamento foliar. Ajustou-se o
semivariograma isotropico esférico para sigatoka-negra com moderada
dependéncia espacial e alcance de 25,26 m. Os Mapas de krigagem
demonstraram um padrdo agregado e da relacdo negativa da severidade da
doenga com os teores de potassio e o boro, e positiva com teores de ferro,
magnésio e enxofre no solo.

Palavras-chaves: Paracercospora fijiensis. Banana. Epidemiologia.



GENERAL ABSTRACT

Spore isolate and dissemination diversity of Mycosphaerella fijiensis are
influenced by environmental factors making possible the occurrence of different
degrees of virulence in various climatic conditions, besides the natural
susceptibility of the main varieties, enabling the mineral nutrition to influence
the incidence of the disease. The objective of this work was to compare the
morphology and pathogenicity of isolates of M. musicola with isolates of M.
fijiensis. To test specific microsatellite primers of the species M. musicola for
their differentiation with M. fijiensis isolates, originating from of different areas
of Brazil. To verify the seasonal dispersion of spores of M. fijiensis, in Vale do
Ribeira, S0 Paulo. To evaluate the effects of the temperature and the foliar
wetting on the infectious process of Black Sigatoka. To conduct geostatistic
modelling of the Black Sigatoka and to verify its relationship with the soil
fertility, in Vale do Ribeira, Sdo Paulo. The isolates of Lavras-MG, Vianopolis-
Magca, Goias, Dourado, MS and Missal-PR presented ability to penetrate and
colonize the tissue of the host similar to the isolates of Registro-SP, exhibiting
the typical Black Sigatoka symptoms, but all the isolates presented ability to
penetrate and colonize the host, however, without the same severity. The primer
MmSSR 34 can be employed in the differentiation between M. musicola and M.
fijiensis accurately and efficiency even with mixed infection between the
pathogens occurring. The climatic variables most associated to the disease
progress were rainfall and temperature. The high severities observed are
predominantly caused by ascospores. The progress of the disease adjusted to the
monomolecular model in the rainy period as well as in the dry period. It is
possible to correlate the ascospore concentration with the severity of the disease
after 15 days of countings. The ideal conditions for the establishment of the
disease are located between 24°C and 27°C, with 24 h of foliar wetting. The
isotropic spherical semivariogram was adjusted for Black Sigatoka with
moderate space dependence and reach of 25.26 m. The kriging maps
demonstrated an aggregate pattern and negative relationship of the severity of
the disease to potassium and B, and positive with levels of F, Mn and S in the
soil.

Keywords: Paracercospora fijiensis. Banana. Epidemiology
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CAPITULO 1 Introducdo Geral

1 INTRODUCAO

A sigatoka-amarela (Mycosphaerella musicola Leach ex Mulder;
anamorfo: Pseudocercospora musae (Zimmerm) Deighton) e a sigatoka-negra
(Mycosphaerella fijiensis Morelet; anormorfo: Paracercospora fijiensis
(Morelet) Deighton) sdo as principais doengas foliares que afetam a
produtividade da bananicultura (Musa sp.) no mundo. A sigatoka-negra ¢
considerada a mais severa e destrutiva doenca da bananeira e, caso ndo sejam
adotadas as medidas necessarias de controle como, a reducdo de indculo inicial e
os tratamentos fitossanitarios, as lesdes, tanto em nimero quanto em extensao
substituem a sigatoka-amarela em quatro anos, levando a quadruplicar o nimero
de pulverizacdes de fungicidas, como em casos ocorridos na América Central
(MARIN et al., 2003; OROZCO-SANTOS, 1998).

A ocorréncia das duas doengas concomitantemente pode gerar duvidas
na diagnose, mas, com o advento da reagdo de polimerase em cadeia (PCR), que
consiste de um método simples e rapido de amplificar sequéncias especificas de
DNA in vitro (HENSON; FRENCH, 1993), tem sido possivel diagnosticar, com
maior precisdo, patogenos ao nivel molecular. Considerando a diversidade dos
isolados ja verificados e a possibilidade de ocorrer diferentes graus de viruléncia
desse patogeno nas diversas condi¢des climaticas verificadas nas regides
produtoras ¢ praticamente impossivel evitar a introducdo da sigatoka-negra nas
demais regioes produtoras de banana no Brasil.

Apesar da importancia do patégeno, existem poucas publica¢des sobre a
epidemiologia e a biologia de M. fijiensis, assim pouco se conhece dos efeitos

das condigdes climaticas, variagdes genéticas do patdgeno e o tipo de resisténcia
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do hospedeiro (HANADA; GASPAROTO; PEREIRA, 2002; JACOME;
SCHUH, 1993), principalmente nas regides produtoras brasileiras.

As pesquisas com a sigatoka-negra tendem a gerar informagdes sobre
manejo, controle quimico, controle cultural, aspectos epidemioldgicos e a
recomendac¢ao de variedades resistentes a doenca (CAVALCANTE et al., 2004;
CORDEIRO; MATOS, 2006; GASPAROTTO; PEREIRA; PEREIRA, 2003;
HANADA; GASPAROTO; PEREIRA, 2004), proporcionando a
sustentabilidade necessaria para convivéncia com a doenca. Este ¢ o aspecto
técnico positivo da presenca da doenga, o que pode promover avangos na
pesquisa e na tecnologia para a bananicultura.

Dessa forma, este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar os

aspectos epidemiologicos e moleculares da sigatoka-negra.

2 REFERENCIAL TEORICO

A bananeira (Musa sp.) é originaria do sudeste asiatico, estando presente
em 120 paises e ocupando uma area de nove milhdes de hectares, destacando-se
como a fruta in natura mais consumida do mundo, representando um alimento
basico e produto de exportacdo de varios paises. O Brasil ¢ o segundo produtor
mundial com quase sete milhdes de toneladas produzidas anualmente em uma
area aproximada de 500 mil ha. Em volume, é a principal fruta in natura
exportada, ficando em valor atras apenas da uva, da manga e do meldo
(BRASIL, 2007).

No estado de Minas Gerais sdo cultivados, aproximadamente, 40 mil ha
de banana, com producdo em torno de 550 mil toneladas, principalmente da
variedade Prata, fornecendo aos mercados mineiro, carioca e¢ paulista, com a
participacdo na oferta desses estados de 95%, 56% e 64%, respectivamente. O

norte de Minas Gerais, localizado no Vale do Sdo Francisco, ¢ responsavel por
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65,4% da producdo estadual desta fruta (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2006). Entre os fatores capazes de
reduzir essa produgdo estdo as doengas, as quais demandam o uso sistematico de
produtos quimicos que, além de aumentar os custos, constituem pratica agressiva
ao meio ambiente e ao ser humano, podendo, ainda, selecionar racas de

patogenos resistentes aos defensivos agricolas.

2.1 A Sigatoka-negra

A sigatoka-negra (M. fijiensis) foi relatada, pela primeira vez, em 1963,
no vale de Sigatoka, em Fiji (STOVER, 1976), dai o seu nome. Atualmente ¢é
encontrada em praticamente toda a América Central (Guatemala, Panama,
Belize, Honduras, Costa Rica, El Salvador e Nicaragua), no Caribe (Cuba,
Jamaica, Republica Dominicana), na América do Sul (Bolivia, Equador,
Venezuela, Colombia, Peru e Brasil), na América do Norte (México e Estados
Unidos — Flérida e Havai), na Africa (Zambia, Gabdo, Camaroes, Nigéria,
Benin, Togo, Gana, Costa do Marfim, Congo, Burundi, Tanzénia, entre outros),
na Asia (Butdo, Taiwan, China, Vietna, Filipinas, Malasia ¢ Indonésia) e no
Pacifico (Papua Nova Guiné, Vanatu, Nova Caledénia) (HENDERSON et al.,
2006; MOURICHON; PETER; ZAPATER, 1997; STOVER; SIMMONDS,
1987).

Apesar de ser menos agressiva que a sigatoka-negra, a sigatoka-amarela
tem ainda extrema relevancia no Brasil, pois, nas regioes produtoras do nordeste,
sudeste ¢ sul do Brasil, principalmente nos perimetros irrigados, com baixos
indices de pluviosidade e concentracdo de chuvas, a falta de controle da dessa
doenca ¢ fator determinante para a baixa producdo. A tUnica excecdo nessas
regides ¢ o estado de Sao Paulo onde, assim como na regido norte, a sigatoka-

negra ja prevalece sobre a sigatoka-amarela.
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O Vale do Ribeira, na regido sul do estado de Sdo Paulo, tem o maior
indice pluviométrico do pais, favorecendo o desenvolvimento das bananeiras
como também o crescimento do agente etiologico da sigatoka-negra (MORAES;
FERRARI, 2007). No estado de Sao Paulo, ela foi constatada em junho de 2004,
no municipio de Miracatu e, concomitantemente, em todos os municipios
produtores de banana do estado (FERRARI et al.,, 2005a; FERRARI et al.,
2005b). Esse relato ocorreu seis anos apos o primeiro registro da sua ocorréncia
em bananais da Amazodnia Brasileira, em 1998 (PEREIRA; GASPAROTTO;
COELHO, 1998), onde o progresso da sigatoka-negra ¢ altamente propicio, em
funcdo das condigdes de clima tropical umido predominante na regido
(CORDEIRO, 2007).

Segundo Stover e Simmonds (1987), na maioria dos casos onde ocorre a
sigatoka-negra, esta passa a ser a doenga predominante da cultura da banana,
diminuindo a ocorréncia da sigatoka-amarela. Na regido do Pacifico e em areas
produtoras da América Latina e Africa, sintomas da sigatoka-amarela sdo agora
raramente observados (MOURICHON; PETER; ZAPATER, 1997). A sigatoka-
negra tem maior e mais precoce producdo de esporos, crescendo mais rapido em
temperaturas mais elevadas, em torno dos 28°C, podendo ser esta a razdo do seu
prevalecimento sobre a sigatoka-amarela, pois a infec¢do é mais intensa,
ocorrendo maior taxa de progresso da doenga, favorecendo o aparecimento mais
rapido das manchas e a maior viruléncia do patégeno (PEREIRA; CORDEIRO;
FIGUEIRA, 1999; STOVER, 1983).

Na regido sul e nos demais estados do sudeste brasileiro, a sigatoka-
negra parece estar passando por um periodo de adaptacdo as condicoes
climaticas, sem que novas constatagdes tenham ocorrido. Segundo Cordeiro
(2007), em Santa Catarina, a sigatoka-negra esta presente, porém, ainda de
forma dispersa no meio da sigatoka-amarela, refor¢ando a hipodtese de que

patégeno necessita de um periodo de adaptagdo, até que selecione formas
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capazes de competir em igualdade de condi¢des com aquelas similares e ja
adaptadas ao ambiente. Castro, Pereira e Gasparotto (2005) identificaram um
foco no sul de Minas, onde a taxa de progresso permaneceu baixa, podendo ser
atribuido as condigdes climaticas ndo favoraveis, a populacdo do patogeno
pouco adaptada a regido ou, até mesmo, a falha na identificacdo, uma vez que a
doenca ndo progrediu em local onde a sigatoka-amarela continua altamente
agressiva (ROCHA, 2008). Casos de falso positivo ocorreram em Pernambuco e
no Rio Grande do Sul (CORDEIRO, 2007).

Moraes et al. (2006) constataram a existéncia de trés cenarios distintos,
sendo o primeiro caracterizado pela presenca exclusiva da sigatoka-negra, o
segundo pela coexisténcia da sigatoka-negra e sigatoka-amarela e o terceiro pela
presenca apenas da sigatoka-amarela. Eventualmente, especialmente no periodo
de baixas temperaturas, ocorre o reaparecimento da sigatoka-amarela em
bananais onde ocorreu o dominio da sigatoka-negra que, nesse periodo, tem
menor incidéncia. A ocorréncia das duas doengas concomitantemente pode gerar
davidas na diagnose, que pode demorar semanas. Além disso, a diferenciacdo
das espécies com apenas a utilizagdo de caracteres morfologicos ¢ passivel de

€ITOS.

2.2 Diagnéstico e sintomatologia

A utilizagdo de métodos de diagnose rapidos e precisos ¢ uma
ferramenta essencial para a defesa fitossanitaria, pois evita a entrada de
fitopatdgenos em areas livres de sua ocorréncia. O diagnostico em campo, por
meio da sintomatologia, ¢ o método menos preciso, por necessitar de grande
experiéncia e conhecimento do técnico responsavel por identificar e diferenciar a

sigatoka-amarela da sigatoka-negra.
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O diagnostico visual da sigatoka-negra tem sido realizado com base no
quadro de sintomas caracteristicos da doenga e nos sinais tipicos de
Paracercospora fijiensis (fase assexuada) e Mycosphaerella fijiensis (fase
sexuada). Esse diagnodstico tem apresentado algumas limitagdes, quando se
depara com sigatoka-negra e sigatoka-amarela coexistindo na mesma folha,
planta ou plantacdo. Neste caso, torna-se necessaria a diferenciagdo entre os
sintomas das doengas e os sinais dos respectivos agentes causais. Na
diferenciacdo dos agentes causais da sigatoka-negra e sigatoka-amarela por
exame microscopico, deve-se trabalhar unicamente no estadio anamorfico do
patoégeno, uma vez que nao se observam diferencas morfologicas no estadio
teliomorfico, sendo a diferenciagdo entre os esporos dos dois patogenos dificil,
portanto, passivel de erros (CORDEIRO et al., 2005).

Varios métodos de diagndstico surgiram, ao longo dos anos, com o
objetivo de identificar corretamente os patdgenos, como sintomatologia
apresentada em campo, visualizagdo dos esporos ao microscopio 6tico,
isolamento em meio de cultura e métodos moleculares. Contudo, o diagndstico
mais acurado pode ser obtido por meio de técnicas moleculares baseadas em
reagdo em cadeia da polimerase (PCR), a qual amplifica uma sequéncia
especifica do DNA do patogeno. A especificidade dos primers deve ser testada
com isolados filogeneticamente proximos a espécie em estudo e demais fungos
que colonizam o mesmo hospedeiro.

A técnica de PCR atualmente empregada em testes diagnosticos da
sigatoka-negra no Brasil ndo tem sido eficiente, pois nem sempre fornece
resultados repetitivos e confiaveis (ROCHA, 2008). Estudos na area da biologia
molecular envolvendo a variabilidade genética dos agentes etioldgicos da
sigatoka-negra e sigatoka-amarela foram realizados, promovendo o
desenvolvimento de marcadores moleculares diversos, do tipo RAPD, RFLP e

microssatélites, capazes de indicar pequenas diferencas genomicas entre isolados
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de diferentes origens (MOREIRA; CORDEIRO; VILARINHOS, 2003;
MOLINA et al., 2002), possibilitando a diferenciagdo dos mesmos.

A erradicacdo da sigatoka-negra de bananais comerciais de Queensland,
Australia, desde 2001, foi possivel gracas ao desenvolvimento de testes de
diagnose molecular. Adicionalmente a identificagdo morfoldgica, esses testes
permitiram o rapido e preciso diagndstico das amostras durante a campanha de
erradicagdo da doenca. A elevada especificidade desses testes permitiu
diferenciar, em tempo real, as espécies de M. fijiensis, M. musicola e M.
eumusae. A técnica passou a ser utilizada em levantamentos, previsao da doenga
e testes de resisténcia as doencas foliares causadas por Mycosphaerella,
resultando, em 2005, no restabelecimento do status de area livre da doenca
(HENDERSON et al., 2006).

Considerando a diversidade dos isolados ja verificados no Brasil e a
possibilidade de ocorrerem diferentes graus de viruléncia desse patogeno nas
diversas condigdes climaticas verificadas nas regides produtoras de banana no
Brasil, torna-se necessario o estudo do comportamento de diferentes variedades
de bananeira de interesse comercial e de novas variedades lancadas pelo
Programa Nacional de Melhoramento Genético da Cultura da Bananeira. Dessa
forma, busca-se auxiliar na elaboragdo de medidas de manejo visando reduzir os
problemas dessa séria ameaga a bananicultura nacional, pois é praticamente
impossivel evitar a introdugdo da sigatoka-negra nas demais regides produtoras

de banana no Brasil.

2.3 Epidemiologia

A sigatoka-negra tem o crescimento das lesdes e a disseminagdo dos

esporos influenciados fortemente por fatores ambientais, como umidade,

temperatura e vento. As infecgdes ocorrem nas folhas mais novas da planta, no
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lado abaxial da folha zero até a trés. Apos a adesdo do esporo é fundamental a
presenca de agua livre e de temperaturas superiores a 21°C, para favorecer a
germinag@o do esporo e o seu crescimento sobre a superficie foliar, ocorrendo a
penetracdo por estdmato (STOVER, 1972). As condigdes ideais para o progresso
da sigatoka-negra ocorrem em uma faixa de 25° a 28°C, com umidade relativa
alta e periodo chuvoso prolongado. Segundo Jacome, Schuh e Stevenson (1991),
em temperaturas entre 20° € 35°C, os conidios germinam em menos de 24 horas
com umidade relativa do ar superior a 92% e os sintomas da doenca progridem
em um intervalo de 22° e 31°C, com o6timo entre 25° e¢ 28°C (JACOME;
SCHUH, 1993).

Os ascosporos sao as estruturas de disseminacdo do patdogeno mais
importantes em bananais, devido a sua produgdo em grande numero nos
pseudotécios, embora os conidios também sejam capazes de disseminar o
patogeno, provavelmente influenciada pelo vento, pela chuva e pela agua de
irrigagdo. Independentemente das condigdes ambientais, Hanada, Gasparotto e
Pereira (2002) comprovaram que os conidios sobrevivem em diferentes
materiais, permanecendo viaveis por até 60 dias.

Em doengas policiclicas, o nimero de esporos sexuais ou outras
estruturas de sobrevivéncia (inoéculo primario) capazes de causar infecgoes &,
normalmente, pequeno, porém, uma vez ocorrida a infeccdo primdria, uma
grande quantidade de esporos assexuais (indculo secundario) é produzida em
cada sitio de infecg@o, os quais sdo os agentes causais de novas infecgdes que
produzem mais esporos assexuais para formar novas infec¢des (AGRIOS, 2004).
Entretanto, de acordo com Gongales (1999), os ascosporos, que se desenvolvem
em grande quantidade no interior dos peritécios, tém sido considerados como o

principal propagulo de disseminagdo de M. fijiensis em bananais.

2.4 Aerobiologia
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Lacey (1996) descreve aerobiologia como o estudo de particulas de
origem biologica dispersas pelo vento. A primeira citagdo da palavra
aerobiologia data de 1930, pelo americano Fred C. Meier, para descrever um
projeto de pesquisa sobre a vida microbiana no ar. Edmonds (1979) conceituou
aerobiologia como o estudo dos processos a partir da fonte do indculo, desde a
liberacdo, dispersdo e deposito, até impactos em outros organismos, ¢ os efeitos
dos fatores ambientais sobre essas particulas.

Segundo Jacome e Schuh (1993) e Gongales (1999), tanto os conidios
quanto os ascosporos de M. fijiensis sdo as estruturas de disseminagdo do
patoégeno. Marin et al. (2003) afirmam que os conidios, especificamente, sdo
formados durante o desenvolvimento dos primeiros estadios da doenca (estadio
2 — manchas; estadio 3 — listras e estadio 4 — pontos) e sdo favorecidos sob
condi¢des de elevada umidade, quando ocorre um filme de agua livre sobre as
folhas. E nesses estadios que ocorre a maior produgdo de conidios. J4 a produgio
de ascosporos ocorre em tecidos necrosados, durante varios meses, nas folhas
em decomposic¢do, ocorrendo numa concentragdo de 10 a 100 vezes superior a
produgdo de conidios (VARGAS, 1996). A liberagdo dos ascosporos ocorre a
partir dos peritécios, decorrido um periodo de aproximadamente uma hora apds
o molhamento.

Stover (1980) afirma que a dispersdo dos ascosporos de pequenas areas
com sigatoka-negra para novas areas, por meio do vento, ¢ muito eficiente e a
distancia ¢ superior a 50 km. Os conidios nao sdo deslocados pelo vento, sendo o
seu principal meio de dispersdo a chuva lavando a planta e o impacto das gotas
sobre as lesdes. Os conidios sdo, portanto, associados com a dispersao local da
doenga, durante periodos de elevada umidade, orvalho pesado e frequentes
chuvas intermitentes. Ja para Gauhl (1994), o fato de M. fijiensis produzir

relativamente poucos conidios torna os ascOsporos os principais agentes para a
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disseminagdo da sigatoka-negra. Entretanto, Entretanto, Jacome, Schuh e
Stevenson (1991) afirmam que conidios sdo capazes de causar significativas
quantidades de doenga e que os sintomas s3o idénticos aos causados pela
infec¢do por ascosporos. Conidios tornam-se mais importantes durante periodos
secos, quando o progresso da doenga ¢ menor, devido as condigdes climaticas

menos favoraveis.

2.5 Relagdo com a nutri¢cdo mineral

A bananeira ¢ uma planta exigente em nutrientes, ndo s6 por produzir
grande massa vegetativa, mas também por apresentar elevadas quantidades de
elementos absorvidos pela planta e exportados para os frutos (SILVA et al.,
1999). Nas bananeiras mal nutridas, o langamento de folhas ¢ lento e,
consequentemente, as lesdes da sigatoka-negra serdo visualizadas em folhas
cada vez mais novas, mantendo baixa a area foliar verde da planta (CORDEIRO,
2007; OROZCO-SANTOS, 1998). Nao existem relatos sobre a influéncia da
fertilidade do solo e a intensidade da doenga no campo.

A geoestatistica, os sistemas de informagao geografica (SIG) e o sistema
de geoposicionamento (GPS) sdo ferramentas que incrementaram e fortaleceram
os modelos de previsdo de doengas. A geoestatistica busca retirar de dados
coletados aleatoriamente suas caracteristicas estruturais probabilisticas de um
fendmeno, detectando a existéncia de variabilidade ¢ a dependéncia espacial,
interpolando as variaveis estudadas de forma exata e precisa. Para realizar a
modelagem geoestatistica pode-se utilizar a técnica da krigagem. Essa técnica
estima, por meio de médias moveis, valores de variaveis distribuidas no espago a
partir de valores proximos, enquanto considerados como interdependentes por

uma fungdo denominada variograma ou semivariograma. No processo basico da
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krigagem, a estimativa ¢ feita para determinar um valor médio em um local ndo
amostrado (LANDIM; STURARO, 2002).

Com Mapas de krigagem, Alves et al. (2006) constataram a
transmissibilidade da ramulose (Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides)
do algodoeiro por sementes infectadas para as plantulas e, posteriormente, entre
plantas no campo, ao longo do tempo e, consequentemente, a natureza
policiclica da doenca. Carvalho (2008) constatou, por meio de Mapas de
krigagem,o padrao agregado de doencas de final de ciclo da soja e a relagdo
negativa da severidade com os teores de potassio e o fosforo e relagdo positiva
com o calcio no solo. Alves et al. (2009) caracterizaram, por meio da krigagem,
a distribuicdo espacial da incidéncia e severidade da ferrugem (Hemileia
vastatrix) e da cercosporiose (Cercospora coffeicola) na cultivar Catuai
Vermelho IAC-99 (Coffea arabica L.). Os Mapas de krigagem possibilitaram a
visualizagdo da intensidade das duas doengas, que apresentavam alta correlacdo
estatistica baseada no modelo de regressdo linear, confirmando a variacdo
espacial.

Ghini et al. (2007) estudaram os possiveis impactos das mudancas
climaticas sobre a sigatoka-negra da bananeira, por meio da elaboracdo de
Mapas de distribui¢do da doenga, confeccionados a partir dos cenarios
disponibilizados pelo Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas
(IPCC). Os Mapas demonstraram que podera ocorrer reducdo nas areas de
ocorréncia da doenga, mas que extensas areas do pais ainda continuardo com
condigdes favoraveis a sigatoka-negra e que as regides sudeste e sul
apresentaram alteragdes do clima, tornando-o mais imido e favoravel a doenga,
o que deve significar a necessidade de intensificagdo das medidas de controle.

Diante do exposto, o presente trabalaho foi realizado com os seguintes

objetivos:
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- comparar a morfologia e a patogenicidade de isolados de M. musicola
com isolado de M. fijiensis;

- testar primers de microssatélite especificos da espécie M. musicola
para a sua diferenciagdo com isolados de M. fijiensis, oriundos de diferentes
regides do Brasil;

- avaliar os efeitos da temperatura ¢ do molhamento foliar no processo
infeccioso da sigatoka-negra;

- verificar a dispersdo sazonal de esporos de M. fijiensis, no Vale do
Ribeira, SP;

- realizar a modelagem geoestatistica da sigatoka-negra e verificar sua

relagdo com a fertilidade do solo, no Vale do Ribeira, SP.

3 CONSIDERAGOES GERAIS

E necessario o conhecimento da biologia de M. fijiensis, pois a
variabilidade morfologica entre os diferentes isolados pode ocasionar erros de
diagnostico. O uso de primers como o MmSSR 34 pode ser empregado na
diferenciagdo entre as duas sigatokas, necessitado mais estudos para aprimorar a
técnica de extracdo de DNA do patéogeno a partir da folha infectada, e
diminuindo o tempo de coleta do material no campo e resultado do diagndstico.

O conhecimento das variaveis climaticas que favorecem a dispersdo de
esporos ¢ a correlagdo com da intensidade da doenca devem ser consideradas no
desenvolvimento de um modelo de previsdo de epidemias e na selecdo de
materiais com maior nivel de resisténcia, além da confeccdo de Mapas de
favorabilidade para a Sigatoka-negra, permitindo que o Estado de Minas Gerais
se resguarde desta ameaca.

A utilizacdo de defensivos agricolas na prote¢do das culturas é cada dia

menos aceito pela sociedade. Diante disso, a relagdo da nutrigdo mineral e
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severidade de doengas, assim como a inducdo de resisténcia, destacam-se como
perspectivas de sucesso no controle de fitomoléstias. Contudo, para que isso seja
possivel, estudados mais detalhados sobre a relagdo da fertilidade do solo e a
severidade da Sigatoka-negra sdo necessarios, além de trabalhos sobre eficiéncia

de indutores de resisténcia para a cultura da banana e os efeitos na sua fisiologia.
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RESUMO

As caracteristicas patogénicas e morfologicas de isolados de Sigatoka-
amarela (Pseudocercospora musae) obtidos de diferentes regides geograficas do
Brasil foram estudadas objetivando sua diferenciagdo com o isolado de
Sigatoka-negra (Paracercospora fijiensis) do Vale do Ribeira, municipio de
Registro, Sdo Paulo. Para determinar as diferengas morfoldgicas os conidios dos
isolados foram avaliados quanto ao comprimento, espessura e niumero de septos,
observados com o auxilio de microscopio optico. Diferengas estatisticas foram
observadas no comprimento (variagdo de 25 — 90 pum), espessura (variagdo de
1,25 — 12,5 pum) e namero de septos (variagdo de 0 — 7), evidenciando alta
variabilidade morfologica entre os diferentes isolados avaliados. Para a
determinagdo da patogenicidade os isolados foram inoculados em folhas de
bananeira (Musa spp.) da cultivar Grande Naine por meio de discos de micélio
(4 mm de diametro), retirados de colénias jovens de cada um dos isolados. Os
isolados de Lavras-MG, Goias, Missal-PR apresentaram habilidade para penetrar
e colonizar o tecido do hospedeiro semelhante ao isolado de Registro-SP,
exibindo os sintomas tipicos da Sigatoka-negra, caracterizados pelo
aparecimento de estrias, progredindo para manchas com centros necrdticos, mas,
todos os isolados apresentaram habilidade para penetrar e colonizar o
hospedeiro, entretanto, sem a mesma severidade.

Palavras-chaves: Musa spp.. Patogenicidade. Morfologia, Sigatoka-amarela.
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ABSTRACT

The pathogenic and morphological characteristics of isolates of Yellow
Sigatoka (Pseudocercospora musae) obtained from different geographical areas
of Brazil were studied aiming at their differentiation with the isolate of Black
Sigatoka (Paracercospora fijiensis) of the Vale do Ribeira, municipal district of
Registro, Sao Paulo. To determine the morphologicl differences the conidia of
the isolates were appraised as to length, thickness and number of septa, observed
with the aid of an optical microscope. There were statistical differences observed
in the length (variation of 25 — 90 um), thickness (variation of 1.25-12.5um) and
number of septa (variation of 0-7), evidencing high morphological variability
among the different isolates appraised. For the determination of the
pathogenicity the isolates were inoculated in banana tree leaves (Musa spp.)
cultivar Grande Naine through mycelium disks (4 mm diameter), removed from
young colonies of each of the isolates. The isolates from Lavras-MG, Goias,
Missal-PR presented ability to penetrate and to colonize the tissue of the host
similar to the isolates of Registro-SP, exhibiting the typical symptoms of Black
Sigatoka, characterized by the emergence of grooves, progressing to stains with
necrotic centers, but all the isolates presented ability to penetrate and to colonize
the host without, however, the same severity.

Keywords: Musa spp.. Pathogenicity. Morphology. Yellow Sigatoka.
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1 INTRODUCAO

A sigatoka-amarela (Mycosphaerella musicola Leach ex Mulder;
anamorfo Pseudocercospora musae: (Zimmerm) Deighton) e a sigatoka-negra
(Mycosphaerella fijiensi Morelet; anormorfo: Paracercospora fijiensis (Morelet)
Deighton) sdo as principais doencas que afetam a produtividade da
bananicultura. A sigatoka-amarela esta disseminada por todo pais e, apesar de
ser menos agressiva que a sigatoka-negra, continua sendo de extrema relevancia,
pois as perdas podem chegar, em microclimas favordveis, a at¢ 100% da
producdo de frutos. A sigatoka-negra, caso ndo sejam adotadas as medidas
necessarias de controle, pode substituir a sigatoka-amarela em uma area num
periodo de quatro anos, podendo quadruplicar o nimero de pulverizacdes de
fungicidas, como em casos ocorridos na América Central (MARIN et al., 2003;
OROZCO-SANTOS, 1998).

O diagnodstico em campo, por meio da sintomatologia, ¢ o método
menos preciso, por necessitar de grande experiéncia e conhecimento do
responsavel pela identificac@o para diferenciar entre os sintomas produzidos pela
sigatoka-amarela e sigatoka-negra, dessa maneira, passivel de erros. Moraes et
al. (2006) constataram a existéncia de trés cenarios distintos na distribui¢do ¢ na
ocorréncia das duas doencas. O primeiro ¢é caracterizado pela presenca exclusiva
da sigatoka-negra; o segundo, pela coexisténcia de sigatoka-negra e sigatoka-
amarela e o terceiro, pela presenga apenas da sigatoka-amarela. Eventualmente,
especialmente no periodo de baixas temperaturas, ocorre o reaparecimento da
sigatoka-amarela em bananais onde ocorreu o dominio da sigatoka-negra que,
nesse periodo, tem menor severidade.

A variabilidade morfoldgica e patogénica de isolados de M. musicola e
M. fijiensis de diversos paises e localidades tem sido avaliada utilizando

marcadores patotipicos (variedades diferenciadoras). Estudos realizados na Nova
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Zelandia (FULLERTON; OLSEN, 1993) indicaram diferentes padrdes de
agressividade sobre as diferentes variedades de banana.

Diante desse fato, é pertinente relatar que a ocorréncia de M. fijiensis, no
Sul de Minas Gerais (CASTRO; PEREIRA; GASPAROTTO, 2005), pode ser
um caso de falso positivo, uma vez que a doenga ndo progrediu num local em
que a sigatoka-amarela continua altamente agressiva (ROCHA, 2008). Uma das
explicagdes para o ndo estabelecimento do patdogeno pode ser as condigdes
climaticas ndo favoraveis ou uma variante do patdégeno pouco adaptada a regido
ou, at¢ mesmo, falha na identificacdo, pois a caracterizagdo foi baseada na
morfologia do patdgeno. Situagdo similar foi observada no Rio Grande do Sul,
onde, inspecdes realizadas no ano de 2005, ndo resultaram na identificacdo dos
possiveis focos da doenca, que originaram uma identificacdo positiva
(CORDEIRO, 2007).

Diante do exposto, objetivou-se, com o presente trabalho, determinar a
patogenicidade e a caracterizagdo morfologica de isolados de sigatoka-amarela e

a possivel semelhanga com isolado de sigatoka-negra.

2 MATERIAL E METODOS

Os nove isolados foram obtidos de folhas de bananeira ‘Pacovan’,
‘Prata-And’ ¢ ‘Grande Naine’ exibindo sintomas tipicos de sigatoka-amarela e
coletadas em diferentes regides do Brasil: 1. Lavras, MG; 2. Coronel Pacheco,
MG; 3. Porteirinha, MG; 4. Vianopoélis-Maga, GO; 5. Vianopo6lis-Ourinha, GO;
6. Sao Paulo, SP; 7. Missal, PR; 8. Dourado, Mato Grosso do Sul; 9. Balsas,
Maranhéo e 10. Registro, SP, sendo este isolado de sigatoka-negra (M. fijiensis)
oriundo de cultura pura. Pequenos fragmentos retirados da area de transi¢ao da
lesdo, foram tratados com alcool 70%, durante 30 segundos e desinfestados com

solugdo de hipoclorito de sddio, na concentragdo de 1,5%, por 1 minuto. Em
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seguida, os fragmentos foram lavados em duas por¢des consecutivas de agua
destilada esterilizada, sendo, logo depois, colocados sobre papel de filtro e
transferidos para placas de Petri, com 20 cm de didmetro, contendo meio de
batata-dextrose-agar (BDA), colocadas em BOD por 25 dias, com o fotoperiodo
de 12 horas para o crescimento da coldnia.

A caracterizacdo morfoldgica foi efetuada utilizando-se apenas culturas
puras de M. musicola que produziram conidios, sendo a avaliagdo feita com base
no comprimento, na espessura ¢ na septacdo dos mesmos, utilizando o
microscopio optico ¢ a medi¢cdo em micrometros (Um).

Para o teste de patogenicidade, foram utilizados segmentos de folhas de
bananeiras da cultivar Grande Naine, cortadas em tiras de 6,5cm de largura, nas
quais procedeu-se a inoculagdo de todos os isolados de M. musicola e do isolado
de M. fijiensis, com a deposi¢do do inoculo na folha com ferimento: discos de
micélio com 4mm de didmetro, retirados de colOnias jovens puras, foram
depositados sobre a folha, previamente desinfestada e¢ ferida com estilete
flambado, em quatro pontos equidistantes. Para as testemunhas, foram utilizados
discos de agar sem o inoculo, depositados na superficie foliar sobre o ferimento.
As folhas inoculadas e as testemunhas foram mantidas em camaras climatizadas
na temperatura de 25°C, por 30 dias, cobrindo-se internamente as bandejas com
sacos plasticos, umedecidos com agua destilada esterilizada. A avaliagdo foi
efetuada observando-se a presenca ou a auséncia de sintomas necroticos.

Foram utilizados quatro segmentos de folhas, com quatro ferimentos
para cada isolado, totalizando dezesseis repeticdes. O delineamento estatistico
utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados foram analisados
estatisticamente e as médias comparadas, pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade, utilizando-se o programa estatistico Sisvar” (FERREIRA, 2003).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Dos nove isolados obtidos de M. musicola, quando inoculados em folhas
de bananeira sadias pelo método de deposi¢do com ferimento foram patogénicos
(Figura 1). Ap6s 25 dias da inoculagdo, foram observadas estrias amareladas
com centros necroticos de coloracdo acinzentada nas folhas. Os sintomas
apresentados no teste de patogenicidade foram semelhantes aos obtidos por Rosa
e Menezes (2001), que caracterizaram isolados de M. musicola do estado de

Pernambuco.

Figura 1 Expressdo dos sintomas da sigatoka-amarela e sigatoka-negra em folha
destacada de bananeira da cultivar Grande Naine.

A colonizacdo do patdgeno estendeu-se além do ponto de inoculagao,
em sentido paralelo as nervuras secundarias. Todos os isolados apresentaram
habilidade para penetrar e colonizar o hospedeiro, entretanto, os isolados 1, 5, 7
e 8 exibiram os sintomas com certa semelhanca ao isolado 10 (sigatoka-negra)
(Figura 2), dificultando a diferenciagdo por aspectos sintomatoldgicos. Castro,

Pereira e Gasparotto (2005), baseados nos sintomas em folha das cultivares
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Prata, Prata-Anda, Nanica e Nanicdo e exames ao microscopio Otico,
identificaram a presenga de Paracercospora fijiensis, agente etiologico da

sigatoka-negra, nas lesdes ou manchas foliares no estado de Minas Gerais.

Figura 2 Detalhe da expressdo dos sintomas em folha de bananeira da cultivar Grande
Naine. a) Isolado de sigatoka-negra, oriundo de Registro, SP; b) isolado de
sigatoka-amarela, oriundo de Lavras, MG; c) isolado de Sigatoka-amarela,
oriundo de Viandpolis-Maga, Goids; d) isolado de sigatoka-amarela, oriundo de
Missal, PR e e) isolado de sigatoka-amarela, oriundo do Mato Grosso do Sul.

Quanto ao numero de septos, a maioria dos isolados apresentou de um a
cinco septos, com predominancia de trés. Com relacdo a forma foram
observados conidios cilindricos a obclavados-cilindricos, curvos, hialinos a
olivaceos, produzidos em conidi6foros retos a ondulados. Caracteristicas muito
proximas as descritas no presente trabalho também foram citadas por Rosa e
Menezes (2001), para M. musicola. Castro, Pereira e Gasparotto (2005), também
utilizaram as caracteristicas morfologicas dos conidioforos de P. fijiensis para

realizar a identificagdo do patdgeno, encontrando esporos que mediram, no
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comprimento, 6,25 a 16,5um e 4 a 7um de largura, com formas
predominantementes obclavadas a obclavadas-cilindricas, retos ou curvos,
hialinos a claro-olivaceos, com 1 a 10 septos, predominando 5 septos. Estas
caracteristicas morfologicas foram proximas as relatadas neste trabalho para M.
musicola (Tabela 3), demonstrando que o diagndstico baseado em caracteristicas
morfologicas ou sintomatologia pode gerar duvidas e erros. Contudo, essas

diferencas nao foram estatisticamente significativas.

Tabela 3 Tamanho (um), comprimento (C), largura (L), relagdo C/L e septagdo dos
conidios de Mycosphaerella musicola.

C L Nudmero de septos

Isolado C/L
Variacdo Média* Variacdo Meédia Predominéancia
1 25-67,5 45,5 5-12,5 8.4 5,42 3 (40%)
2 30-75 49,7 5-12,5 8,7 5,72 2 (40%)
3 25-77,5 48,9 5-12,5 7,7 6,35 3 (40%)
4 25-90 49,6 5-12,5 8,8 5,64 3 (36%)
5 40-80 59,3 5-10,0 7,0 8,47 3 (48%)
6 25-75 50,6 5-12,5 7,7 6,57 3 (40%)
7 32,5-90 67,0 5-10,0 7,0 9,57 3 (28%)
8 37,5825 49,1 5-12,5 8,1 6,06 2 (42,5%)
9 35-80 57,7 1,5-7,5 2,8 20,8 1 (50%)

* Média de 25 conidios/isolado; médias ndo significativas, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

A presenca do hilo basal conspicuo na extremidade dos conidios de P.
fijiensis é a Ginica caracteristica marcante e diferenciadora da Sigatoka-negra em
relagdo a sigatoka-amarela. Os fungos M. fijiensis e M. musicola sio
heterotalicos, o que obriga a troca de material genético, gerando a variabilidade
genética dentro das populagdes dos fungos (CARLIER et al., 2003). No caso de
isolados de M. musicola, a alta variabilidade genética detectada pode ser

justificada pelo longo periodo que o patégeno encontra-se no pais, além da sua
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reproducdo sexuada (MONTARROYOS, 2005). As caracteristicas morfologicas
e culturais sdo influenciadas pelo ambiente, que favorece também o
estabelecimento ¢ o aumento da variabilidade genética das populagdes dos
patégenos no Brasil. Esta pode ser uma das razdes por falsos positivos
observados em alguns laudos emitidos, como nos casos de Minas Gerais,

Pernambuco e Rio Grande do Sul (CORDEIRO, 2007).

4 CONCLUSOES

E possivel evidenciar variabilidade morfologica entre os diferentes
isolados avaliados, o que torna necessario um conhecimento aprofundado da
biologia do patoégeno.

Ha semelhanca entre os sintomas de sigatoka-negra e sigatoka-negra nas

folhas inoculadas.
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CAPITULO 3 DIFERENCIACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DE
Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella fijiensis COM MARCADORES
MICROSSATELITES
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RESUMO

Tendo em vista a importancia da sigatoka-negra, faz-se necessario o
diagnodstico preciso e confidvel para auxiliar na elaboracdo de medidas de
manejo e evitar a introdugdo da sigatoka-negra nas regides ainda livres deste
patogeno. O diagnostico em campo, por meio da sintomatologia, ¢ o método
menos preciso, por necessitar de grande experiéncia e conhecimento do técnico
responsavel pela identificagcdo para diferenciar entre os sintomas produzidos por
sigatoka-amarela e sigatoka-negra. Dessa forma, objetivou-se, com a realizacdo
do presente trabalho, avaliar a eficiéncia de marcadores microssatélites na
diferenciacdo de isolados de Mycosphaerella fijiensis ¢ Mycosphaerella
musicola, provenientes de diferentes regides brasileiras. Foram utilizados 11
isolados de M. musicola e 19 isolados de M. fijiensis, representativos das
diversas regides produtoras de banana no Brasil. Para a extragdo do DNA dos
isolados de M. fijiensis foi utilizado o método CTAB. Na reagdo de PCR foi
utilizado um par de primers microssatélites, escolhido de um conjunto de 26
marcadores polimoérficos de microssatélites, considerados provaveis promissores
na diferenciacdo entre as sigatokas negra e amarela. Estes primers foram
denominados Mm SSR34A ¢ Mm SSR34B. Os primers amplificaram um
fragmento de, aproximadamente, 550pb para os 19 isolados de M. fijiensis
estudados. Os resultados apresentados neste trabalho evidenciam a eficiéncia
desse marcador na diferenciagdo entre as duas sigatokas, uma vez que a banda
de, aproximadamente, 260pb somente ocorreu para os isolados de sigatoka-
amarela e, ainda, o anelamento dos primers também diferenciou os controles de
sigatoka-negra.

Palavras-chaves: Biologia molecular. Diagnostico. Microssatélites
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ABSTRACT

Considering the virulence of Black Sigatoka the precise and reliable
diagnosis is necessary to aid in the elaboration of management measures and to
avoid the introduction of the Black Sigatoka in the areas still free from this
pathogen. The in field diagnosis, through the symptomatology is the least
precise method, due to the need for great experience and the knowledge of
technician responsible for the identification to differentiate between the
symptoms produced by the Yellow Sigatoka and Black Sigatoka. Therefore, the
objective of the present work was to evaluate the efficiency of microsatellite
markers in the differentiation of isolates of Mycosphaerella fijiensis and
Mycosphaerella musicola, from different Brazilian areas. 11 isolates of M.
musicola and 19 isolates of M. fijiensis, representative of the various banana
producing regions in Brazil were used. For the extraction of M. fijiensis isolate
DNA the CTAB method was used. In the PCR reaction a pair of microsatellite
primers chosen from a group of 26 polymorphic microsatellite markers was
used, considered probably promising in the differentiation between the Black
and Yellow Sigatokas. These primers were denominated Mm SSR34A and Mm
SSR34B. The primers amplified a fragment of approximately 550pb for the 19
isolates of M. fijiensis studied. The results presented in this work evidence the
efficiency of that marker in the differentiation between the two Sigatokas, since
the band of approximately 260pb only occurred for the isolate of Yellow
Sigatoka and the annealment of the primers also differentiated the controls of
Black Sigatoka.

Keywords: Molecular biology. Diagnosis. Microsatellite
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1 INTRODUCAO

A sigatoka-amarela (Mycosphaerella musicola Leach) e a sigatoka-
negra (Mycosphaerella fijiensis (Morelet) Deighton) sdo as principais doengas
foliares que afetam a produtividade da bananeira no mundo. Nas regides
nordeste, sudeste e sul do Brasil, principalmente nos perimetros irrigados, com
baixos indices de pluviosidade e concentracdo de chuvas, a sigatoka-amarela
continua sendo fator determinante para a baixa produgdo. A TUnica excecao
nessas regides ¢ o estado de Sdo Paulo, no qual, assim como ocorre na regido
norte, a sigatoka-negra ja prevalece sobre a sigatoka-amarela.

Considerando a viruléncia da sigatoka-negra, faz-se necessario o
diagnodstico preciso e confidvel para auxiliar na elaboracdo de medidas de
manejo visando reduzir os problemas dessa séria ameaga a bananicultura
nacional, pois dificilmente sera possivel evitar sua introdugdo nas regides ainda
livre deste patégeno. O diagnodstico em campo, por meio da sintomatologia, € o
método menos preciso, por necessitar de grande experiéncia e conhecimento do
técnico responsavel pela identificacdo para diferenciar entre os sintomas
produzidos pela sigatoka-amarela e sigatoka-negra. J4 o diagndstico visual tem
apresentado algumas limitagdes quando se depara com a coexisténcia da
sigatoka-negra e sigatoka-amarela na mesma folha, planta ou plantagdo. Neste
caso, a diagnose dos agentes causais por exame microscopico deve ser
trabalhada unicamente no estadio anamorfico do patdgeno, uma vez que ndo se
observam diferengas morfologicas no estddio teliomorfico, sendo a
diferenciacdo entre os esporos dos dois patégenos dificil e passivel de erros
(CORDEIRO; PEREIRA; GASPAROTTO, 2005).

Segundo Moraes et al. (2006), podem ocorrer trés situacdes distintas em
uma determinada area, a primeira caracterizando-se pela presenca exclusiva da

sigatoka-negra; a segunda, pela coexisténcia da sigatoka-negra e sigatoka-
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amarela e a terceira, pela presenga apenas da sigatoka-amarela. Estes cenarios
podem determinar erros no diagnéstico, mesmo os que utilizam técnicas
moleculares, devido a elevada diversidade genética apresentada pelos patogenos
no Brasil (MONTARROYOS, 2005). A utilizagdo de um método de diagnose
rapido e preciso ¢ uma ferramenta essencial para a defesa fitossanitaria, pois
evita a entrada de fitopatdogenos em areas livres de sua ocorréncia. Estudos na
area da biologia molecular envolvendo a variabilidade genética desses fungos
foram realizados, promovendo o desenvolvimento de marcadores moleculares
diversos, do tipo RAPD, RFLP e microssatélites, capazes de indicar pequenas
diferengcas gendmicas entre isolados de diferentes origens, possibilitando a
diferenciagcdo dos mesmos (CARLIER et al., 1994, 1996; MULLER et al., 1997;
NEU et al., 1999; MOLINA et al., 2001; MOLINA et al., 2002; MOREIRA;
CORDEIRO; VILARINHOS, 2003).

A técnica de PCR atual, empregada em testes diagnosticos da Sigatoka-
negra, ndo tem sido eficiente, pois nem sempre fornece resultados repetitivos e
confiaveis (ROCHA, 2008). Castro, Pereria e Gasparotto (2005) identificaram
um foco de sigatoka-negra no Sul de Minas, onde a taxa de progresso
permaneceu baixa,0 que pode ser explicado pelas condigdes climaticas ndo
favoraveis, a populacdo do patdgeno pouco adaptada a regido ou, até mesmo, a
falha na identificag@o, uma vez que a doenca ndo progrediu num local em que a

sigatoka-amarela continua altamente agressiva.

Casos semelhantes de falso positivo ocorreram em Pernambuco e no Rio
Grande do Sul (CORDEIRO, 2007). Montarroyos (2005), utilizando marcadores
RAPD, observou que, no Brasil, ocorre elevada diversidade genética entre
isolados de M. musicola, ndo ocorrendo correlagdo entre a origem geografica do
isolado e esta diversidade. Este fato mostra que, devido a essa diversidade

genética das populac¢des de M. fijiensis ¢ M.musicola, os métodos moleculares



44

utilizados na diferenciagdo dos patogenos necessitam de mais estudos para

serem aperfeigoados.

Dessa forma, objetivou-se, com a realizacdo do presente trabalho,
avaliar a eficiéncia de marcadores microssatélites na diferenciacdo de isolados

de M. fijiensis e M.musicola, provenientes de diferentes regides brasileiras.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 11 isolados de M. musicola ¢ 19 isolados de M.
fijiensis representativos das diversas regides produtoras de banana no Brasil
(Tabela 1). Devido a inexisténcia de uma cole¢do nacional de isolados de M.
musicola e M. fijiensis, foram feitos contatos com 6rgdos estaduais ¢ federais, e
pesquisadores de diferentes instituigdes com a finalidade de obter amostras dos
patogenos, que foram mantidas em meio BDA, por 28 dias, em biological
oxygen demand (BOD), a 25°C e fotoperiodo de 12 horas, a partir das quais
foram feitas as extragdes do DNA.

Para a extragdo do DNA dos isolados de M. fijiensis, foi utilizado o
método CTAB, descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998), com modificagdes,
para a extragdo de DNA a partir de colonias fingicas crescidas em meio BDA.
Coletaram-se 150 mg do micélio de cada isolado, os quais foram macerados com
nitrogénio liquido em tubos ependorf (1,5 mL), juntando-se ao macerado 700 uL.
do tampao de extracdo CTAB 2% (2 g de brometo de centiltrimetil-amdnio-
CTAB, 10 mL de Tris-HC1 1M, 4 mL de EDTA 0,5M, 8,18 gde NaCl 1,4M, 1 g
de polivinilpirrolidona 1% e 4dgua pura autoclavada até completar o volume de
100 mL) previamente adicionado de 2-B-mercaptoetanol na proporgdo de 2%.
Em seguida, o macerado foi mantido em banho-maria, a 65°C, por 60 minutos,

agitando-se a cada 10 minutos. Passado este periodo, adicionaram-se 600 pl da
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solugdo cloroférmio:alcool isoamilico na proporgdo de 24:1, agitando na mio,
por 5 minutos e seguindo para a centrifugagdo, por 5 minutos, a 12.000 rpm. O
sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo, ao qual foram
adicionados 400 ul de isopropanol frio. Este preparado foi, entdo, agitado
gentilmente para a precipitagcdo do DNA e, em seguida, foi centrifugado, por 5
minutos, a 12.000 rpm, para a formacao do pellet. O sobrenadante foi descartado
e o pellet submetido a duas lavagens com 1 mL de etanol 70% gelado e uma
lavagem com 1 mL de etanol absoluto gelado, intercalando-se as lavagens com
centrifugacdes de 5 minutos, a 12.000 rpm. Eliminado o etanol absoluto, na
ultima lavagem, o pellet foi secado a vacuo por 2 minutos e ressuspendido com
30 pl de tampao TE 1X (Tris ImM, acido bérico e EDTA 0,1mM pH 8.,0).

Na reacdo de PCR foi utilizado um par de primers microssatélites,
escolhidos de um conjunto de 26 marcadores polimoérficos de microssatélites,
testados anteriormente por Rocha (2008) e foram considerados provaveis
promissores na diferenciagdo entre as sigatokas negra e amarela. Estes primers,
denominados Mm SSR34A e Mm SSR34B (Tabela 2), foram desenvolvidos por
Molina et al. (2001) e s@o especificos para M. musicola. Foram utilizados como
controles positivos dois isolados de sigatoka-amarela e um de sigatoka-negra e,
como controle negativo, um isolado de Aspergillus sp.

Cada reacdo foi feita para um volume total de 20 pL, contendo: 4,0 uL
de 5X PCR Buffer; 1,2 pL de MgCl, (25mM); 4 uL de dNTPs (10 mM); 1,0 pL
de cada primer; 0,25 puL da enzima Go Taq DNA polimerase flexi; 1uL do DNA
gendmico da maioria isolados de M. fijiensis, pois foram utilizados concentrados
¢ o DNA dos isolados AM-MAC 112, AM-PC 193, AM-PR 227, AM-PR 230,
SP-PR 11 e SP-PR 209 foram diluidos para a concentragdao de 1:10 em tampao

TE 1X. Foi utilizada 4gua pura para completar o volume de 20 uL de reagao.



Tabela 1 Isolados de Mycosphaerella fijiensis (Mf) e Mycosphaerella musicola (Mm),
obtidos entre 2007 e 2009, nas diversas regides produtoras de banana no Brasil.

Cadigo Localidade Genotipo Patdgeno
CE -PA Fortaleza, CE Prata Ana (AAB) Mn
CP-NC Coronel Pacheco, MG Saquarema (AAA) Mn

LVR -PR Lavras, MG Prata comum (AAB) Mn
MA - 02 Balsas, MA Pacovan (AAB) Mn
MAC - GO Viandpolis, GO Maga (AAB) Mn
MIS - PR Missal , PR Prata And (AAB) Mn
MS-PR Dourados, MS Prata And (AAB) Mn
PC-PE2 Machados, PE Pacovan (AAB) Mn
POR-PR Porteirinha, MG Prata And (AAB) Mn

SP-NC Tuiui, SP Nanicdo (AAA) Mn

TR — BA Gandu, BA Terra (AAB) Mn

AC-DA 185 Rio Branco, AC D’angola (AAB) Mf
AM-MAC 01 Pres. Figueiredo, AM Maga (AAB) Mf
AM-PC 07 Manacapuru, AM Pacovan (AAB) Mf
AM-PC 99 Iranduba, AM Pacovan (AAB) Mf
AM-MAC 112 Ben. Constant, AM Maga (AAB) Mf
AC-PC 196 Rio Branco, AC Pacovan (AAB) Mf
AM-PR 150 Itacoatiara, AM Prata comum (AAB) Mf
AM-PC 193 Itacoatiara, AM Pacovan (AAB) Mf
AM-PR 227 Iranduba, AM Prata comum (AAB) Mf
AM-PR 230 Iranduba, AM Prata comum (AAB) Mf
RO-CR 175 Porto Velho, RO Cart Roxa (AAA) Mf
SP-GN 11 Registro, SP Grand Naine (AAA) Mf
SP-PR 202 Pedro de Toledo, SP  Prata comum (AAB) Mf
SP-PR 204 Miracatu, SP Prata comum (AAB) Mf
SP-PR 209 Eldorado, SP Prata comum (AAB) Mf
SP-PR 214 Cajati, SP Prata comum (AAB) Mf
SP-NA 220 Pariquera-agu, SP Nanica (AAA) Mf
SP-FI 222 Pariquera-agu, SP Figo (ABB) Mf
SP-PR 240 Pedro de Toledo, SP Prata comum (AAB) Mf

O seguinte programa foi utilizado para a reagdo de PCR: 95°C, por 2
minutos, para desnaturacdo inicial, seguido de 30 ciclos, a 95°C, por 1°, 50°C

por 45’ e 72°C por 45”’, seguidos de uma extensao final de 7 minutos, a 72°C.
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Os produtos obtidos dessa reacdo de amplificagio do DNA foram
analisados em gel de agarose a 0,7%, corado com GelRed Nucleic Acid Gel

Stain.

Tabela 2 Primers utilizados na diferenciagdo dos isolados de Mycosphaerella fijiensis e
Mycosphaerella musicola. UFLA, Lavras, MG, 2010.

Primers Sequéncia 5’ -3’ Amp(l;)fkl)():agao
Mm SSR 34A CTCGCTGCCTGATTATTCT 260
Mm SSR 34B AGATGCCATCGCTTCAC

Os resultados das amplificagdes dos diferentes fragmentos de
microssatélites, para cada um dos isolados, foram caracterizados quanto a

presenca ou a auséncia de bandas, nos locos correspondentes aos isolados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 s3o apresentados os fragmentos amplificados pelo par de
primers Mm SSR34A e Mm SSR34B, para os onze isolados de M. musicola e os
19 isolados de M. fijiensis. Os primers amplificaram segmentos de DNA
gendmicos de, aproximadamente 260pb para os onze isolados de M. musicola
estudados (Figura 1A - 13 a 23; 1B — 16 a 26) e esses coadunam com os obtidos
por Rocha (2008), quando avaliou a variabilidade genética desses mesmos
isolados que sdo provenientes de diversas regides brasileiras, utilizando nao
somente o par de primers mencionado como também mais nove pares de
primers escolhidos de um conjunto de 26 marcadores polimorficos de
microssatélites especificos para M. musicola desenvolvidos por Molina et al.

(2001).
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2 3456 78 9101112131415161718192021 2223

500pb

500phb

Figura 1 Analise eletroforética das bandas amplificadas com os primers de Molina et al.
(2001). A) M=marcador 100pb DNA Ladder; 1-Controle negativo; 2-Controle
positivo de sigatoka-negra; 3-Controle positivo de sigatoka-amarela (1); 4-
Controle positivo de sigatoka-amarela (2); 5-AM-MAC 01; 6-AM-PC 07; 7-
AM-PC 99; 8-AM-MAC 112; 9-AM-PR 150; 10-AM-PC 193; 11-AM-PR 227,
12- AM-PR 230; 13-TR-BA; 14-CE-PA; 15-MS-PR; 16-MAC-GO; 17-MIS-
PR; 18-MA-02; 19-POR-PR; 20-SP-NC; 21-PC-PE2; 22-CP-NC; 23-LVR-PR.
B) M=marcador 100pb DNA Ladder; 1-Controle negativo; 2-Controle positivo
de sigatoka-negra; 3-Controle positivo de sigatoka-amarela (1); 4- Controle
positivo de sigatoka-amarela (2); 5-SP-GN 11; 6-SP-PR 11; 7-SP-PR 204; 8-
SP-PR 209; 9-SP-PR 214; 10-SP-NA 220; 11-SP-FI 222; 12-SP-PR 240; 13-
AC-PC 196; 14-AC-DA 185; 15-RO-CR 175; 16-TR-BA; 17-CE-PA; 18-MS-
PR; 19-MAC-GO; 20-MIS-PR; 21-MA-02; 22-POR-PR; 23-SP-NC; 24-PC-
PE2; 25-CP-NC; 26-LVR-PR.

Os primers amplificaram também um fragmento de aproximadamente

550pb para os 19 isolados de M. fijiensis estudados. Na Figura 1A estdo
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apresentados os isolados provenientes de bananais no estado do Amazonas
numerados de 5 a 12 e, na Figura 1B, os representantes de Sao Paulo, numerados
de 5a12; do Acre, de 13 ¢ 14 ¢ de Ronddnia, o 15. Uma observagdo importante
¢ que a banda de 550pb também ocorreu para alguns isolados de M. musicola,
como TR-BA, MS-PR, MIS-PR, LVR-PR ¢ MA-02 (Figura 1A e 1B), sugerindo
que pode estar ocorrendo infec¢do mista, ou seja, esses isolados poderiam estar

infectados com os dois patdégenos ao mesmo tempo.

A infec¢do mista entre as sigatokas negra e amarela ¢ muito passivel de
acontecer, pois a diversidade genética ¢ muito grande entre os isolados desses
patogenos, ndo s6 no Brasil como em varias partes do mundo. Marcadores do
tipo microssatélite, especificos para M. musicola, foram construidos por Carlier
et al. (1994) e Molina et al. (2001). Além desses, marcadores SSR também
foram descritos para M. fijiensis (NEU et al., 1999), os quais, juntamente com
outros métodos de perfil de DNA, baseados em PCR, demonstram ser um
método eficiente para comparar populagdes de M. fijiensis quanto de M.
musicola, possibilitando o estudo da diversidade genética e filogenia, por meio

de marcadores de microssatélites.

Carlier et al. (2003) afirmaram que a troca de material genético dentro
das populagdes de M. fijiensis e de M. musicola ¢é potencializada pela natureza
heterotalica dos fungos, facilitando a variabilidade genética. A forma da
dispersdo dos esporos do patdogeno e¢ a selecdo devido aos hospedeiros
resistentes também podem influenciar nessa variabilidade (NAKYANZI, 2002).

Montarroyos (2005) demonstrou, em seu trabalho, a existéncia de
variabilidade entre os isolados de M. fijiensis de diferentes regides geograficas.
Contudo, o nivel de variabilidade detectado foi baixo, explicado pelo pouco
tempo de introdugdo do patéogeno no Brasil, mas, as diferencas genéticas entre os

isolados de M. fijiensis refletem sua rapida capacidade de recombinagdo génica e
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adaptagdo aos diversos ambientes. No caso de isolados de M. musicola, a alta
variabilidade genética detectada pode ser justificada pelo longo periodo em que
0 patdégeno encontra-se no pais, além da sua reproducdo sexuada. Estes fatores
favoreceram o estabelecimento ¢ o aumento da variabilidade genética das
populagdes dos patdgenos no Brasil, podendo ser esta uma das razdes por falsos
positivos observados em alguns laudos emitidos, como nos casos de Minas
Gerais, Pernambuco e Rio Grande do Sul.

Segundo Muller et al. (1997), quando essa variabilidade ¢ analisada em
um pais ou continente, pode ocorrer a ndo correlacdo com as origens geograficas
dos isolados, existindo variabilidade entre e dentro de populagdes, planta ou
lesdo. Molina e Kahl (2002), testando diversos marcadores moleculares ¢ o
género Mycosphaerella, concluiram que os marcadores baseados em
microssatélites sdo ideais para andlises da biologia e genética de populagdes.
Isso porque esses marcadores, também denominados de repeticdes de sequéncia
unica (SSR), tém sequéncias curtas com 2 a 5 pares de bases. Os loci de
microssatélites apresentam alelos codominantes e s3o amplificados por
iniciadores especificos, o que os torna robustos, de facil registro e prontamente
disponiveis entre grupos de pesquisa. Adicionalmente, eles tendem a ser mais
polimoérficos do que outros marcadores amplificaveis (SELKOE; TOONEN,
2006), o que facilitaria o trabalho de clinicas fitossanitarias na elaboragdo de
laudos técnicos.

Arzanlou et al. (2007) desenvolveram uma ferramenta rapida e de facil
aplicagdo para a diferenciagdo de isolados de M. fijiensis, M. eumusae e M.
musicola. Com o uso de primers baseados no gene da B-tubulina foi possivel
desenvolver um diagndstico para esses fungos utilizando a técnica de PCR em
tempo real, possibilitando que, com apenas a amplificagdo de aproximadamente

142 bp (pares de bases), fosse realizada a identificagdo dos patégenos, o que nao
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seria possivel com o PCR convencional. Apesar dessas vantagens, a técnica
ainda é muito onerosa e trabalhosa, dificultando analises de rotina.

A erradicacdo da sigatoka-negra de bananais comerciais de Queensland,
Australia, foi possivel gragas ao desenvolvimento de testes de diagnose
molecular. Adicionalmente a identificagdo morfoldgica, esses testes permitiram
o rapido e preciso diagnostico das amostras durante a campanha de erradicacao
da doenga. A elevada especificidade desses testes permitiu diferenciar em tempo
real as espécies de M. fijiensis, M. musicola e M. eumusae. A técnica passou a
ser utilizada em levantamentos, previsdo da doenca e testes de resisténcia as
doengas foliares causadas por Mycosphaerella, resultando, em 2005, no
restabelecimento do status de area livre da doenca (HENDERSON et al., 2006).

O marcador foi eficiente em diferenciar as duas sigatokas, pois a banda
de aproximadamente 260pb somente ocorreu para os isolados de sigatoka-
amarela e, ainda, o anelamento dos primers também diferenciou os controles de
sigatoka-negra (Figura 1A e 1B - 2) e amarela (Figura 1A e 1B — 3 e 4) com as
respectivas bandas e o ndo anelamento no isolado de Aspergillus sp. (Figura 1A
e 1B - 1) demonstrou a especificidade dos primers por espécies de
Mycosphaerella, podendo, assim, ser utilizados em testes fitossanitarios de

rotina.

4 CONCLUSAO

O primer MmSSR 34 diferencia a M. musicola e M. fijiensis com

precisdo e eficiéncia, mesmo ocorrendo infec¢do mista entre os patogenos.
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CAPITULO 4 PROGRESSO DA SIGATOKA-NEGRA E DISPERSAO
SAZONAL DE ESPOROS DE Mycosphaerella fijiensis EM BANANAL NO
VALE DO RIBEIRA, SAO PAULO, BRASIL
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RESUMO

O conhecimento do progresso da doenga € importante para a adogdo de
estratégias de controle e avaliacdo dos efeitos das medidas adotadas. Dessa
forma, o estudo da analise temporal ¢ bastante util por integrar os componentes
do patossistema, expressos pelos dados acumulados de incidéncia e severidade e
retratados pela curva de progresso da doenga. A dispersdo de esporos no ar
torna-se importante componente para o progresso de epidemias de doengas de
plantas em um periodo préximo ou subsequente. Diante do exposto, objetivou-
se, com a realizacdo deste trabalho, avaliar a aerobiologia dos esporos ao longo
do ano, na regido do Vale do Ribeira, municipio de Pariquera-agu, SP e sua
relagdo com as condi¢des climaticas. A curva do progresso da sigatoka-negra
apresentou dois picos de extrema severidade, tendo o primeiro ocorrido na
estacdo chuvosa e sido predominantemente causado pela elevada concentracao
de ascosporos no ar. As concentragdes de ascosporos apresentaram correlacao
com a severidade da doenca no mesmo dia da coleta de esporos e observada
apos 15 dias das contagens, o que denota a curta duracdo média do periodo de
laténcia da doenga naquela regido. Os padroes das curvas de severidade, em
ambos os picos, ajustaram-se ao modelo monomolecular, sendo as taxas de
progresso mais intensas na estacdo chuvosa do que na seca, apesar de, na regido
do Vale do Ribeira, serem observadas precipitacdes durante todos os meses.

Palavras-chaves: Aerobiologia. Sigatoka-negra. Epidemiologia.
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ABSTRACT

Complete knowledge about the disease progress patterns is very
important in terms of options 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 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 plant disease epidemics in a near or subsequent period. Hence, the
aim in this research work was to evaluate the temporal dynamics of Black
Sigatoka on the banana plantation at Vale do Ribeira, Sdo Paulo state,
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 Black Sigatoka disease progress curve
presented two distinct peaks of extreme severity, with the first one occurring
during the rainy season, predominantly caused by the high levels of ascospores
in the air, and the second being verified during the dry season. The ascospore
concentrations presented a significant correlation to the severity of the disease
observed on same day and after 15 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 dry.

Keywords: Aerobiology. Black Sigatoka. Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

A sigatoka-negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) é considerada a
mais severa e destrutiva doenga da bananicultura (Musa sp.) no mundo. A
disseminagdo do patdégeno pode ocorrer tanto por conidios quanto por
ascosporos. Entretanto, o fato de M. fijiensis produzir ascosporos em grande
quantidade no interior dos peritécios torna essas estruturas os principais
propagulos de disseminagdo da sigatoka-negra em bananais (GAUHL, 1994;
GONGALES, 1999; JACOME; SCHUH, 1993; STOVER, 1980). Os ascosporos
sdo produzidos nos tecidos necrosados de folhas em decomposi¢do, durante
varios meses, numa concentracdo de 10 a 100 vezes superior a producao de
conidios (VARGAS, 1996). Apesar de serem produzidos em menores
quantidades, os conidios sdo capazes de causar severidade significativa, com
sintomas idénticos aos causados pela infeccdo por ascosporos. A ambos sdo
responsaveis pelas infec¢cdes. Mas, na estagdo seca, a fase sexual passa ser uma
fonte de sobrevivéncia do patdogeno e os conidios passam a ser os principais
propagulos de disseminagio (GASPAROTTO, 2006; JACOME; SCHUH;
STEVENSON, 1991).

Considerando as elevadas perdas na producdo, geradas pela sigatoka-
negra, o estudo da epidemiologia da doenga permite conhecer fatores da biologia
do fungo e as condigdes ambientais favoraveis a doenga e outras variaveis. De
acordo com Moraes et al. (2006), em bananais comerciais do Vale do Ribeira,
SP, o controle da sigatoka-amarela (Mycosphaerella musicola Leach ex
Mulder), requer seis aplicagdes de fungicidas ao ano, enquanto no controle da
sigatoka-negra foram necessarias nove aplicagdes, ou seja, com aumento de 50%
no custo de protecdo. A melhor forma de representar a epidemia de uma doenca
(infecgdo, colonizagdo e reprodugdo) ¢ a curva de progresso, visualizada na

forma da propor¢do de doenga ao longo do tempo. A analise temporal integra os
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componentes do patossistema, expressos por dados acumulados de incidéncia e
severidade e representados pela curva de progresso da doenca
(VANDERPLANK, 1963). Conhecer o progresso da doenga ¢ importante para a
escolha das medidas de manejo, permitindo a criacdo de modelos de previsdo de
epidemias, visando aplicagdes de fungicidas e reducdo nos custos de producao
(PONTE, 2006; SUTTON, 1998; FRY, 1982).

Segundo Nelson e Tung (1973), nenhuma parte do ciclo das doencas
exerce maior influéncia no crescimento da epidemia do que a relagdo entre a
esporulagdo e a producdo de indculo para subsequente infecgdo. A concentragao
ou quantidade de esporos dispersos no ar sdo altamente influenciadas pelo clima,
que afeta a dindmica dos processos da aerobiologia do patogeno (liberagdo,
transporte e deposicdo), constituindo importante componente para o0 progresso
de epidemias de doencas de plantas em um periodo préximo ou subsequente
(PONTE, 2006; CAMPBELL; MADDEN, 1990). Contudo, o sucesso dessa
quantificagdo depende do conhecimento do patossistema, dos tipos de
propagulos e dos métodos utilizados para quantifica-los.

A utilizagdo de dispositivos para a coleta de esporos proporciona
informacdes valiosas que permitem definir o comportamento da dispersdao e
quantificar os propagulos dos patogenos, o que ¢ importante para os estudos de
correlagdo com as condi¢des climaticas, pois a dispersdo ¢ afetada,
principalmente, pelo vento e pela chuva (CORREIA; COSTA, 2005; AITA,
1983).

O Vale do Ribeira, na regido sul do estado de Sao Paulo, possui um dos
maiores indices pluviométricos do pais, favorecendo tanto o desenvolvimento
das bananeiras e também o crescimento do agente etioldgico da sigatoka-negra
(MORAES; FERRARI, 2007). Naquele mesmo estado, a doenca foi constatada
em junho de 2004, no municipio de Miracatu e, concomitantemente, em todos os

municipios paulistas produtores de banana (FERRARI et al., 2005a; FERRARI
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et al.,, 2005b). Este relato ocorreu seis anos apos o primeiro registro da sua
ocorréncia em bananais da Amazonia brasileira, onde seu progresso ¢ altamente
propicio, em funcdo das condigdes de clima tropical umido predominante
(CORDEIRO, 2007).

Diante do exposto e da importancia de informagdes epidemioldgicas
sobre a sigatoka-negra, objetivou-se, com a realizagdo deste trabalho, estudar a
dispersdo de M. fijiensis durante o ano e a influéncia das variaveis ambientais na

quantidade de esporos no ar.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido durante o periodo de setembro de 2008 a
setembro de 2009, na estacdo experimental da Agéncia Paulista de Tecnologia
dos Agronegocios (APTA), Polo Regional do Vale do Ribeira, municipio de
Pariquera-Acu, no estado de Sdo Paulo, Brasil, cujas coordenadas geograficas
sdo: 24°27° de latitude Sul e 47°48° de longitude Oeste. A area experimental
total do bananal era de 0,5 ha, plantado com a variedade Prata comum,
pertencente ao subgrupo Prata (AAB), em espacamento 3 x 3 m em fileiras
simples. A escolha do local se deu em funcdo da elevada severidade dos
sintomas de sigatoka-negra e, também, pelo fato de ndao haver qualquer medida
de controle da doenga, permitindo, assim, estudar o progresso da epidemia em
condig¢des naturais.

Para avaliar o progresso da doenga foram marcadas dez plantas,
aleatoriamente, nas quais foi avaliada semanalmente a severidade e o ritmo de
emissao foliar nas folhas 2,3 e 4, seguindo a metodologia do CIRAD (1972) para
avaliar a severidade da sigatoka-amarela, e, posteriormente, adaptada por Fouré
(1988), para a sigatoka-negra e modificada por Moraes et al. (2005). As

modificagdes foram: simplificar os estadios de desenvolvimento dos sintomas e
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calcular o saldo de folhas funcionais, a cada semana, anotando-se o numero da
primeira folha morta. Os valores da escala foram assim definidos: 0 - sem
sintomas; 1 - ponto; 2 - trago; 3 - estria: 4 - mancha negra; 5 - mancha negra com
halo amarelo e 6 - mancha negra com centro necrosado. Os trés primeiros
estadios de coloracao marrom café sdo observados na superficie inferior da folha
e os demais, na superior. O estadio I, por apresentar maior dificuldade de
visualizagdo, foi redefinido com variagcdes que vao desde uma mindscula
descolorag@o ou despigmentagdo até a formagao de um ponto cheio, de formato
circular com didmetro inferior a 100 m e colora¢do marrom-café, visualizado
apenas com lentes com aumento de vinte vezes. As avaliagdes foram efetuadas
semanalmente, juntamente com a coleta de dados climatologicos, fornecidos
pela estacdo climatologica instalada na sede da fazenda experimental da APTA
Polo Regional do Vale do Ribeira.

O monitoramento da concentracdo de esporos de M. fijiensis dispersos
no ar, na area do bananal, foi realizado com o coletor Rotorod Sampler modelo
20, dotado de duas hastes coletoras de acrilico transparente, com dimensoes de
1,52 x 1,52 x 22 mm, instaladas verticalmente em relagdo ao eixo de rotagdo
circular, posicionado a 1,5 m do nivel do solo. As hastes foram untadas com
vaselina liquida para a retencdo dos esporos do fungo. Para se obter a medida da
concentragdo de esporos, foi utilizada a formula C = P/V, sendo P a quantidade
de esporos mensurada ¢ V o volume de ar amostrado.

Nas condigdes experimentais, o equipamento foi ligado durante 15
minutos a cada hora, tendo sido amostrado o volume de 0,00632 m® de ar. Todas
as coletas ao longo do ano foram realizadas em um unico local, tendo sido
posicionado o coletor aleatoriamente no centro do bananal, sendo, portanto
representativo de toda a area. As coletas foram realizadas a cada 15 dias,
iniciando-se as 7h00 e finalizando as 9h00, seguindo metodologia de Burt

(2003). As contagens foram realizadas em laboratério, em microscopio Optico,
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com a objetiva de aumento de 40x. Foram feitas correlacdes entre as
concentracdes de esporos com os indices de infeccdo em varios periodos, por
meio do teste de correlagdo de Pearson, no programa estatistico SAS (The SAS
System for Windows, SAS Institute Inc. Cary, NC, USA).

Os dados de indice de infecgdo foram ajustados, por meio de analise de
regressdao nao-linear, aos modelos exponencial, logistico, monomolecular ¢ de
Gompertz. Para a escolha do melhor modelo considerou-se o coeficiente de
determinagio ajustado da analise de regressdo (R?), o valor do quadrado médio
dos desvios (obtido na analise de varidncia) ¢ o Grafico de residuos
padronizados (Yobs-Yesp.) em fun¢do da variavel independente (CAMPBELL;
MADDEN, 1990). As taxas de progresso da doenga das curvas de indice de
infeccdo foram estimadas pelo parametro b da equacdo de regressao, obtidas a

partir do modelo de melhor ajuste.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas avaliagdes iniciais, em setembro de 2008, as concentragdes de
ascosporos foram em torno de 1.478 ascosporos/m’ de ar (Gréfico 1). Entretanto,
a armadilha para a captura dos esporos foi localizada entre as plantas ¢ ndo sobre
as mesmas, observou-se maior eficiéncia para quantificar os ascosporos, pois, ao
contrario do observado por Burt et al. (1997), em todas as coletas, verificou-se
concentracdo de ascosporos muito superior a de conidios. Para que ocorra a
disseminagdo dos conidios € necessaria a ocorréncia de um filme d’agua livre
sobre as folhas, sendo dispersos por respingos ¢ gotejamentos. Ja 0s ascOsporos
necessitam apenas de uma atmosfera com elevada umidade relativa, sendo
dispersos pelo vento (STOVER; SIMMONDS, 1987).

A produgdo de ascosporos € mais intensa na época chuvosa, que

favorece a produgdo e liberacdo das estruturas reprodutivas (SANDOVAL,
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1998). As condi¢des climaticas predominantes na regido sdo temperaturas e
precipitagdes elevadas, com umidade relativa alta, situagdo comum numa regido
litoranea (CENTRO INTEGRADO DE INFORMACOES
AGROMETEOROLOGICAS DO ESTADO DE SAO PAULO - CIIAGRO,
2009), provavelmente sendo esta a razdo para a maior produgdo de ascosporos e,
considerando o fato dos poucos conidios, estes ndo tenham encontrado as
condigdes ideais para a ocorréncia de germinagdo e penetragdo e posterior

disseminacgao.
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Grafico 1 Concentragdo de ascosporos de M. fijiensis no vale do Ribeira, SP, no periodo
de 2 de setembro de 2008 a 29 de setembro de 2009.

Para o ajuste da curva de progresso da severidade da sigatoka-negra ao

modelo ndo-linear, dividiu-se o periodo de avaliagdo em dois segmentos
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distintos, A e B (Grafico 2). O primeiro segmento da curva (Grafico 2-A)
representou 26 semanas, durante o periodo de 14 de outubro de 2008 a 7 de abril
de 2009. Foi verificada, na Gltima semana de fevereiro de 2008, em pleno verdo,
a maior severidade, acumulando o valor 3166 na escala de Moraes et al. (2005).
O segundo segmento (Grafico 2-B), submetido ao ajuste, teve o periodo ocorrido

dia 14 de abril a 29 de setembro de 2009.
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O\\\\\\\\\\\\l\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
QA AN H A D A H XS e N DY
DI AN R A A

Dias de avali¢do

Grafico 2 Progresso da sigatoka-negra em bananal no Vale do Ribeira, SP, sendo
A do periodo de 2 de setembro de 2008 a 7 de abril de 2009 ¢ B de 14
de abril a 29 de setembro de 2009.

Os melhores ajustes para a epidemia foram verificados para o modelo
monomolecular (Tabela 1). Estes ajustes basearam-se em fungdo dos menores

, . . e 2
residuos e nos maiores coeficientes de determinacdo (R”). Apesar de, em ambas
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as fases, terem ajustado para o modelo Monomolecular, quando se comparam as
duas, nota-se menor taxa diaria de progresso da doenga no primeiro pico (dy/dt =
0,04) do que no segundo pico da doenca (dy/dt = 0,06). Esse fato esta
relacionado as condigdes climaticas favoraveis, no verdo principalmente, devido
ao grande volume de chuvas que possibilitaram maior produ¢do e disseminagao

de ascosporos continuamente ao longo dos trés primeiros meses do ano.

Tabela 1 Ajuste de modelos lineares para descrever as taxas estimadas de progresso da
severidade da sigatoka-negra da bananeira, em dois periodos distintos.

Modelos R yo0 yf R® QMR

A - Periodo: 14/out/2008 — 07/Abril/2009
Logistico 0,0050 0,0806 -3,23 0,73 0,2263
Monomolecular 0,0003 0,0760 0,04 0,82 0,0006
Gompertz 0,0017 0,0792 -1,18 0,76 0,0222
Exponencial 0,0050 0,0809 0,04 0,73 115,80

B - Periodo: 14/abril/2009 — 29/set/2009

Logistico 0,0030 0,0396 -2,72 0,82 0,1200
Monomolecular 0,0001 0,0390 0,06 0,81 0,0003
Gompertz 0,0008 0,0395 -1,03 0,82 0,0115
Exponencial 0,0025 0,0397 0,06 0,82 233,30

Moraes et al. (2006) demonstram o efeito aditivo e conjunto da
precipitacdo e da temperatura média minima ¢ média maxima na estimativa do
progresso da severidade da sigatoka-negra na regido do Vale do Ribeira, SP. Os
autores relatam, ainda, que, na regido do Vale do Ribeira ndo existe um periodo

seco definido e a severidade da doenga pode atingir niveis menores no inverno e
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maiores no verdo, certamente influenciados pelas temperaturas minimas e
maximas, respectivamente.

A partir de meados de outubro, as concentragdes de ascosporos
reduziram-se, com tendéncia seguida até o final de novembro (Grafico 1). Entre
os meses de setembro a novembro de 2008 houve predominio de temperatura
média e precipitagdo baixas durante o ano de coleta de esporos (Grafico 3),
tendo acarretado um decréscimo, tanto na concentracdo de ascdsporos quanto
dos indices de infec¢do. Ao final de novembro, com o aumento da temperatura
média e a ocorréncia das chuvas da primavera, as concentragdes de ascosporos
voltaram a subir (Grafico 1). Mesmo com a redugdo da precipitagdo, a média de
chuva na regido ficou acima dos 120 mm, com umidade relativa de 96,5 e
temperatura média em torno dos 17°C (Grafico 03), condi¢des favoraveis para a
produgdo de ascosporos e o progresso da doenca.

Durante o periodo de dezembro de 2008 e margo de 2009, as variaveis
climaticas temperatura média, precipitacdo e umidade relativa foram mais
favoraveis ao progresso da doencga, resultando em dois picos distintos de
severidade, sendo o primeiro observado no verdo de 2009 (26,2°C de
temperatura média, 78,0% de umidade relativa média e 1.713 mm de
pluviosidade) e o segundo entre abril ¢ setembro de 2009 (23,7°C de temperatura

média, 82,9% de umidade relativa média e 769 mm de pluviosidade).
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As maiores concentracdes de esporos foram observadas logo apods os
meses de novembro e dezembro, periodos com menores volumes de chuva. O
mesmo resultado foi observado por Burt et al. (1999) que relataram esporos
sendo liberados em maior quantidade nas primeiras chuvas, apés um periodo
seco. O clima foi determinante para a oscilagdo na produ¢ao dos ascosporos, 0s
quais por sua vez, resultaram nos picos de severidade da doenca. Nesse sentido,
Calpouzos et al. (1962, 1964), em Porto Rico, relataram que a chuva ¢ bastante
importante na previsao da doenca, chegando a recomendar pulverizagdes sempre
que fosse registrada, nas trés semanas precedentes, uma precipitagdo igual ou
superior a 76 mm. Igualmente, Mass (1976) verificou correlacdo elevada entre a
frequéncia de chuviscos e o aparecimento de manchas na fase de estrias em
cerca de trés semanas.

Leach (1941) relatou que a produgdo de ascosporos por lesdo foliar €
consideravelmente menor do que a de conidios, contudo, a descarga de
ascosporos pode ocorrer devido a elevacdo da umidade relativa, ndo sendo
dependente de um filme de agua livre sobre a lesdo foliar. Ascosporos podem ser
liberados mesmo a partir das folhas mais baixeiras da planta, que ndo sdo
atingidas pelo orvalho, ao passo que conidios ndo sdo. O autor menciona, ainda,
que a faixa de temperatura ideal para a ocorréncia dessa liberagdo situa-se entre
21,1°¢ 28,91°C.

As correlagdes positivas entre as varidveis pluviosidade e temperatura
média e os indices de infeccdo (Tabela 2), que sdo justamente as variaveis
responsaveis pela agua livre nas folhas, foram registradas no mesmo dia ¢ em
periodos anteriores a 15 dias da coleta de esporos. Isso, provavelmente, ocorreu
devido ao curto periodo de incubacdo do fungo, resultando em severidade
efetiva apenas apos 15 dias da ocorréncia dos eventos climaticos. Além disso,
foram observadas correlagdes positivas entre a pluviosidade, temperatura média

e os indices de infeccdo também aos 30 e 45 dias anteriores a coleta de esporos,
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mas em menor intensidade. Entre a umidade relativa média e o indice de
infec¢do da epidemia a correlagdo foi negativa, mas ndo foi significativa (Tabela

2).

Tabela 2 Correlagdo da coleta de ascosporos de M. fijiensis entre as variaveis climaticas
(precipitagdo, temperatura média, umidade relativa média) em cinco periodos
distintos. UFLA, Lavras, MG, 2010.

Coleta de Precipitacio (mm) Tempferatura Umidad_e relativa
ascosporos média (°C) Média (%0)
Mesmo dia 0,47* 0,48* -0,26
15 dias antes 0,31 0,40%* -0,07

30 dias antes 0,26 0,27 0,01
45 dias antes 0,21 0,29 -0,16
60 dias antes 0,01 0,09 -0,04

* Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.

Os fatores climatologicos mais associados a ocorréncia de sigatoka-
negra sdo a umidade relativa e a temperatura. Via de regra, a doenga atingiu seu
ponto de méxima de severidade durante os periodos de temperaturas minimas e
maxima umidade relativa. Em geral, a disseminagdo de propagulos fliingicos
anemofilos esta diretamente relacionada com os indices de pluviosidade
(CORREIA; COSTA, 2005).

A correlagdo entre a concentragdo de ascOsSporos no ar com o progresso
da doenga, durante o monitoramento, foi positiva. Pode-se determinar alta
correlagdo com o mesmo dia da coleta de esporos e o progresso da doenga ¢ o
saldo de manchas e estrias (Tabela 3). Contudo, aos 15, 30 ¢ 45 dias apods a
coleta, também foi possivel obter correlacdo positiva, demonstrando que os
periodos de maior quantidade de indculo no ar tiveram relagdo com a

potencialidade de doenca no campo.
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Tabela 3 Correlagdo da coleta de ascosporos de M. fijiensis entre o progresso da
sigatoka-negra e saldo de manchas e estrias em cinco periodos distintos.
UFLA, Lavras, MG, 2010.

Coleta de ascdsporos Saldo de manchas e estrias  Progresso da doenga

Mesmo dia 0,64* 0,53*
15 dias apos 0,45%* 0,59*
30 dias apos 0,25 0,49*
45 dias apos -0,07 0,29
60 dias apos -0,16 0,07

* Significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os obtidos por
Panisson, Reis e Boller (2002), ao observarem que propagulos de Gibberela
zeae (Schw.) Petch em trigo eram coletados em maior numero com a ocorréncia
de chuvas. Reis (1984) demonstrou maior concentragdo de Helmintosporium
sativum Pam. em trigo apés o periodo de estiagem. Hoy, Grisham e Chao
(1991), utilizando armadilhas do tipo Kramer—Collins, que captura esporos
durante sete dias consecutivos, constataram que houve um decréscimo de
teliosporos de Ustilago scitaminea Sydow e P. Sydow, apds o aumento de
chuvas. Blum e Dianese (2001), utilizando uma armadilha Burkard, também
detectaram um decréscimo na captura de urediniésporos apds periodos de chuva.
Vicente (1998), em trabalhos conduzidos em Cuba, demonstrou que o progresso
da sigatoka-negra estd correlacionado com o ntmero de horas de umidade
relativa acima de 95%, a duracdo do molhamento foliar e o acumulado da
precipitacdo. Wardlaw (1961) relata, ainda, que, em locais onde os picos de

infec¢do coincidem com uma reduzida taxa de emissdo foliar, a plantacao torna-
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se severamente afetada, a exemplo do que ocorre na regido costeira de Santa
Marta, na Colombia, que se caracteriza pelo seu clima arido, porém, com
constantes ocorréncias de orvalho pesado, condi¢des favoraveis ao patogeno,

principalmente para a disseminagéo conidial.

4 CONCLUSOES

A curva de progresso da sigatoka-negra, no Vale do Ribeira, apresenta
dois periodos de maior severidade, sendo o primeiro verificado na estacdo
chuvosa e o segundo, na estacdo mais seca do ano.

As altas severidades observadas sdo causadas, predominantemente, por
ascosporos. As varidveis climaticas mais associadas ao progresso da doenca
foram a pluviosidade e a temperatura.

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

E possivel correlacionar a concentragdo de ascosporos com a severidade

da doenca apos 15 dias das contagens.
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CAPITULO 5 INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO PERIODO DE
MOLHAMENTO FOLIAR NO PROGRESSO DA SIGATOKA-NEGRA
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RESUMO

A influéncia da temperatura (21°, 24°, 27 e 30°C) e da duragdo do
periodo de molhamento foliar (0, 12, 24, 48 e 72 horas) na penetragdo do agente
causal da sigatoka-negra (Mycosphaerella fijiensis) foi quantificada por meio de
estudos em ambiente controlado. A area abaixo da curva do progresso da doenga
(AACPD) e a incidéncia foram influenciadas pela temperatura e pela duragao do
periodo de molhamento foliar. Foram constatadas diferengas significativas
(P=0,05) nos valores da AACPD para as diferentes temperaturas, bem como
verificada a interagdo significativa (P=0,05) entre temperaturas e molhamento
foliar. Em todas as temperaturas foi possivel a observacdo de sintomas,
entretanto, a maior AACPD foi observada em folhas inoculadas que
permaneceram na temperatura de 24° e 27°C, a partir de 48 horas de
molhamento foliar. Nas temperaturas de 21° e 30°C, a incidéncia de sigatoka-
negra foi menor. O periodo de molhamento foliar minimo para o progresso da
doencga foi de 24 horas. Nao foram observados sintomas de sigatoka-negra em
folhas inoculadas com o molhamento foliar de 0 hora e 12 horas, em todas as
temperaturas. As folhas assintomaticas, ap6és 5 dias em cadmara umida,
apresentavam sintomas caracteristicos de sigatoka-negra, demonstrando que os
conidios inoculados nas folhas permaneceram viaveis por longo tempo na
auséncia de agua livre na folha.

Palavras-chaves: Mycosphaerella fijiensis. Musa sp.. Epidemiologia.
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ABSTRACT

The influence of the temperature (21, 24, 27 and 30°C) and leaf wetness
(0, 12, 24, 48 and 72 hours) on the penetration of the Black Sigatoka
(Mycosphaerella fijiensis) was quantified through studies in a controlled
environment. The area under disease progress curve (AUDPC) and the incidence
was influenced by the temperature and leaf wetness. Significant differences
were verified (P=0.05) in the AUDPC values for the different temperatures, as
well as the significant interaction (P=0.05) between temperatures and the leaf
wetness. At all the temperatures it was possible to observe the symptoms,
however, the largest AUDPC was observed in leaves inoculated that stayed at
the temperatures of 24 and 27°C, starting from 48 hours of leaf wetness. At the
temperatures of 21 and 30°C the incidence of Black Sigatoka was lower. The
minimum leaf wetness for the progress of the disease was 24 hours. Symptoms
of Black Sigatoka were not observed in leaves inoculated with the leaf wetness
of 0 and 12 hours at all the temperatures. The leaves without symptoms, after 5
days in humid chamber presented characteristic symptoms of Black Sigatoka,
demonstrating that the spores inoculated in the leaves remained viable for a
period in the absence of free water on the leaf.

Keywords: Mycosphaerella fijiensis. Musa sp.. Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

A sigatoka-negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) é considerada a
mais severa e destrutiva doenca da bananicultura (Musa sp.) no mundo. As
infecgdes ocorrem nas folhas mais novas da planta, no lado abaxial, sob a
influéncia de varidveis climaticas, como o molhamento foliar ¢ a temperatura
(COLHOUN, 1973). O conhecimento das variaveis climaticas que favorecem o
patogeno e o progresso da doenga ¢ fundamental para orientar estratégias de
manejo (LEITE; AMORIM, 2002). Esses fatores sdo determinantes para a
distribuicdo geografica, a incidéncia e a severidade da doenca. Com a
reproducdo sexuada, ocorrem recombinagdes genéticas, com o surgimento de
células que podem se adaptar as mais diversas condigdes climaticas e niveis
tecnologicos de cultivo. Romero e Sutton (1997) observaram a interagdo da
temperatura e de isolados de M. fijiensis, de diferentes regides geograficas do
mundo, proporcionando diferentes periodos de incubagao.

O progresso da sigatoka-negra depende da temperatura, da quantidade
de in6culo e da duragdo dos periodos de molhamento foliar, interferindo no ciclo
de vida de M. fijiensis, podendo aumentar ou reduzir o periodo de incubagio,
afetando o nimero de ciclos do patogeno por ciclo da cultura (PEREZ, 1998;
VALADARES JUNIOR; JESUS JUNIOR; CECILO, 2007). De acordo com
Stover (1972), apos a adesdo do esporo, ¢ fundamental a presenca de agua livre e
de temperaturas superiores a 21°C, para favorecer a germina¢do do esporo, o
crescimento do tubo germinativo sobre a superficie foliar e a posterior
penetragdo. A reproducgdo assexual do patdogeno esta relacionada com a umidade
relativa alta e a presenca de precipitagdo favorece a liberagdo de ascosporos
(GAUHL, 1994; VICENTE, 1998). Segundo Mouliom-Pefoura et al. (1996),
temperaturas abaixo de 20°C reduzem a germinagao dos esporos, aumentando o

periodo de incubacdo da doenca. Jacome e Schuh (1992) relatam que as
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condi¢des predisponentes a sigatoka-negra ocorrem em temperatura Otima na
faixa de 25° a 28°C, com alta umidade relativa.

A umidade ¢ fundamental para a germinagdo da maioria dos esporos ¢
para a penetracdo, afetando a suscetibilidade do hospedeiro e aumentando a
intensidade da doenga (SILVEIRA et al., 2001). Contudo, algumas espécies
podem esporular ou causar infec¢do em plantas, durante varios periodos curtos
de molhamento, em vez de um unico periodo longo. Para muitos fungos, o filme
de agua sobre a folha tem sua importancia limitada a germinagdo e a penetracao,
ndo sendo mais necessario para continuar o processo de colonizagdo do
hospedeiro, uma vez que o fungo pode obter dgua do proprio hospedeiro
(CARNEIRO; AMORIM, 1999). Entretanto, a umidade pode ser, as vezes, o
fator ambiental mais importante na epidemia (JONES, 1986). Contudo, estudos
sobre a interagdo da temperatura ¢ do periodo de molhamento foliar para a
sigatoka-negra no Brasil sdo raros.

Diante do exposto, objetivou-se, com a realizagdo deste estudo,
determinar a influéncia da temperatura e da duragéo do periodo de molhamento

foliar no processo infeccioso da sigatoka-negra, sob condigdes controladas.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG. As mudas utilizadas nos
experimentos foram micropropagadas da variedade Grande Naine (AAA),
suscetivel a sigatoka-negra.

A obtengdo do indculo de M. fijiensis seguiu a metodologia descrita por
Cordeiro (1997). Em camara de fluxo laminar, as colonias do isolado foram
maceradas com bastdo de vidro e diluidas em agua destilada e deionizada, e

posteriormente espalhadas sobre a superficie de placas de Petri contendo meio
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BDA, transferidas para a BOD, com temperatura ajustada para 28°C e
fotoperiodo de 12 horas. Apds 10 dias de incubagdo, adicionaram-se 15 mL de
agua destilada esterilizada sobre as colonias e procedeu-se a liberagdo dos
conidios com pincel. A suspensdo foi filtrada e a concentracdo ajustada em
camara de Newbauer para 4x10*conidios/mL. Logo depois foi inoculada com
atomizador plastico, até o ponto de escorrimento, na folha zero, na superficie
abaxial das folhas.

O ensaio para avaliar o efeito da temperatura e da duragao do periodo de
molhamento foliar no estabelecimento do parasitismo da sigatoka-negra foi
conduzido em camaras climatizadas, no esquema fatorial 4x5. Para avaliar o
efeito da temperatura, as plantas inoculadas foram mantidas sob temperaturas
constantes de 21°, 24°, 27° e 30°C e fotoperiodo de 12 horas. A duragdo do
periodo de molhamento foliar foi simulada envolvendo as plantas inoculadas
com sacos plasticos transparentes ¢ umedecidos, de modo a formar uma camara
umida durante o tempo determinado no tratamento. Os periodos avaliados foram
de 0, 12, 24, 48 e 72 horas, sob essas temperaturas constantes. Apos a retirada
dos sacos plasticos, a umidade nas camaras climatizadas ficou em torno de
55+3%, sendo mantidas até o final das avaliagdes.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro
repetigdes, sendo cada repetigdo composta por um vaso contendo uma planta. As
avaliagdes da severidade da doenga foram realizadas a cada quatro dias, com o
auxilio de uma escala diagramatica elaborada por Stover, modificada por Gauhl
et al. (1994), até a estabilizagdo dos sintomas. As avaliagdes da severidade nas
temperaturas ¢ nos periodos de molhamento foliar foram utilizadas para a
geracdo de uma superficie de resposta, com o auxilio do programa Statistica®
5.0. A analise de variancia e a de regressdo foram realizadas com o programa

SISVAR" - versio 4.6 (FERREIRA, 2003).
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Ao final da avaliagdo do ensaio do efeito da temperatura e da duragdo do
periodo de molhamento foliar, ou seja, 28 dias apos a inoculagdo, as folhas que
ndo apresentaram sintomas de sigatoka-negra foram destacadas e colocadas em
bandejas plasticas e cobertas com plasticos transparentes ¢ umedecidas, para
formar uma camara umida no intuito de determinar a viabilidade dos conidios de
Mycosphaerella fijiensis. A cdmara tmida foi mantida, por cinco dias, a
temperatura de 24°C e fotoperiodo de 12 horas e¢ avaliou-se apenas a presenca

ou a auséncia de sintomas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo significativa entre a temperatura e o periodo de
molhamento foliar na severidade da sigatoka-negra (Grafico 1).

A maior severidade na temperatura de 27°C assemelha-se a relatada por
Jacome, Schuh e Stevenson (1991), que verificaram uma resposta quadratica da
temperatura sobre a germinacdo de conidios, com ponto 6timo situado em
26,5°C. Segundo Gasparotto, Pereira ¢ Pereira (2003), as condi¢des ideais para o
progresso da sigatoka-negra ocorreram em uma faixa de 25° a 28°C, com
umidade relativa alta e periodo chuvoso prolongado. Em estudos de Romero e
Sutton (1972), com isolados da Coldmbia, Honduras, Costa Rica, Camardes e
Asia inoculados na cultivar Grande Naine, constatou-se que a severidade foi de
5,27° a 26°C e reduzida a 30°C, com valor de 3,41. Vicente (1998), em trabalhos
de campo em Cuba, relatou que temperaturas de 10° a 38°C favoreceram a
germinagdo dos ascéosporos de M. fijiensis, apresentando maior crescimento do

tubo germinativo a 27°C.



82

7=-334,916+26,256*x+0,373*y-0,508*x*x+0,006*x*y-0,002*y*y
R?=0,97

alh [
g0 [
: o
1
o
20
AT
Vi

=
Grafico 1 Superficie de resposta da AACPD de M. fijiensis em mudas de bananeira, em
fun¢do da temperatura ¢ da duracdo do periodo de molhamento foliar,

descrita pela fungdo em que Z é a AACPD, x ¢ a temperatura ¢ y ¢ a duragdo
do periodo de molhamento foliar.

Em todas as temperaturas foi possivel observar sintomas, entretanto, a
maior AACPD foi observada em folhas inoculadas que permaneceram nas
temperaturas de 24° ¢ 27°C, a partir de 48 horas de molhamento foliar. Nas
temperaturas de 21° e 30°C, a severidade de sigatoka-negra foi menor (Grafico

2). No tratamento com temperatura de 21°C e 30°C, a curva de progresso da
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doenga mostra menores valores da severidade da doenga, com sintomas surgindo
apenas a partir do décimo segundo dia de avaliagdo, atingindo,
aproximadamente, 20% da area foliar para ambas as temperaturas (Grafico 2). A
sensibilidade de M. fijiensis as temperaturas de 21° e 30°C teve influéncia direta
na curva de progresso de doenca quando comparadas as curvas para a 24 ¢ 27°C,
comprovando que o fator temperatura pode potencializar a agdo do patégeno nas

condig¢des de campo.
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Grafico 2 AACPD da sigatoka-negra em mudas de bananeira, nas temperaturas
de 21°C, 24°C, 27°C e 30°C, em fun¢do do molhamento foliar.

O periodo de molhamento foliar superior a 12 horas foi necessario para
maiores AACPD da sigatoka-negra e a incidéncia aumenta com o incremento no
periodo de molhamento, exceto para temperaturas abaixo de 21°C e acima dos

30°C, que possibilitaram menor severidade da doenga, mesmo com molhamento
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foliar (Grafico 3). Apds quatro dias de inoculagdo, os tratamentos com o periodo
de molhamento de 72 horas e temperatura de 27°C apresentaram sintomas de
sigatoka-negra. Com um periodo de molhamento de 24 horas e 48 horas, apos
oito dias da inoculagdo, foram observados os sintomas na mesma temperatura.
As temperaturas de 21° € 24 °C apresentaram sintomas também apds oito dias da

inoculagdo, no periodo de 72 horas de molhamento (Grafico 3).
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Grafico 3 Incidéncia de M. fijiensis em mudas de bananeira nas temperaturas de 21°C,
24°C, 27°C e 30°C.

Jacome e Schuh (1992) observaram que a severidade da sigatoka-negra
aumenta com a duragdo do molhamento foliar. Resultados semelhantes foram
obtidos neste estudo, no qual se verificou que M. fijiensis foi dependente de agua
livre na superficie foliar para colonizar o hospedeiro, uma vez que os sintomas
da doenca apenas ocorreram de forma mais severa em periodos de molhamento

foliar superiores a 24 horas (Grafico 1). O inicio do processo infeccioso de
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diferentes patogenos esta distribuido dentro de uma ampla faixa, podendo variar
de 0,5 a 100 horas de molhamento foliar. O periodo de molhamento foliar ndo
necessita ser continuo, uma vez que algumas espécies de fungos podem
esporular ou causar infeccdo em plantas durante varios periodos curtos de
molhamento, em vez de um tnico periodo longo, como pode ser observado na
infec¢do de girassol por Alternaria helianthi (ALLEN; BROWN; KOCHMAN,
1983; HUBER; GILLESPSIE, 1992; ROTEM, 1994).

Os baixos valores da AACPD encontrados neste ensaio podem ser
explicados pela umidade do ar nas cdmaras climatizadas em torno de 55%, pois,
como demonstrou Vicente (1998) em trabalhos epidemioldgicos em Cuba, a
velocidade do progresso da sigatoka-negra ¢é correlacionada com umidade
relativa acima de 95%, duracdo de molhamento foliar e precipitagdo pluvial
acumulada.

Avaliou-se a viabilidade dos esporos de M. fijiensis associada as folhas
assintomaticas, sendo estas destacadas das mudas em todas as temperaturas e
com 0 hora e 12 horas de molhamento foliar. A necessidade de agua livre na
superficie foliar para que a infec¢do ocorresse no hospedeiro foi confirmada pela
ndo ocorréncia de infeccdo observada em O hora e 12 horas de molhamento
foliar. Todavia, apds cinco dias em cadmara umida, as folhas apresentavam
sintomas caracteristicos de sigatoka-negra, com uma maior incidéncia de
sintomas nas folhas que permaneceram no ensaio anterior na temperatura de
27°C (Tabela 1), demonstrando que os conidios inoculados nas folhas
permaneceram viaveis por um longo periodo. As folhas que nao foram colocadas
em camara umida amareleceram em dois dias, ndo permitindo a visualizacdo de

sintomas.



86

Tabela 2 Média da incidéncia de sigatoka-negra (Mycosphaerella fijiensis) em folhas
destacadas em cAmara umida, apos 28 dias de inoculag@o.

Temperatura Média
21°C 0,80 a
24°C 0,50 a
27°C 1,50 b
30°C 0,33 a

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

Segundo Sussman e Halvarson (1966), alguns fungos mantém sua
viabilidade por um longo periodo, ao absorverem agua do ar. Os esporos de M.
musicola e M. fijiensis, em condi¢es naturais, podem sobreviver de trés a
quatro semanas associados as folhas doentes e por oito semanas nos ascosporos
em peritécios nas folhas de bananeiras caidas no chao (KOCH, 1982; KRANS;
SCHMUTTERER; STOVER, 1980). Hanada et al. (2002) relataram que esporos
de M. fijiensis sobreviveram em folhas destacadas até 60 dias, provavelmente
porque existe alguma desidratacdo dos esporos de M. fijiensis, caracteristica esta
que deve possibilitar maior longevidade, demonstrando que esporos de M.
fijiensis podem sobreviver, mesmo quando expostos a desidratagdo.
Comportamento semelhante foi observado para Drechslera spp. (DHINGRA;
SINCLAIR, 1995), Erysiphe graminis f. sp. hordei (MOSEMAN; POWERS,
1957) e ferrugem em folhas de trigo (Triticum aestivum L.) (YOUNG;
WADSWORTH, 1953).

4 CONCLUSOES
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As condig¢bes otimas para o estabelecimento da doenga situam-se entre
24°C e 27°C, com 24 horas de molhamento foliar.
Os esporos de sigatoka-negra apresentam longevidade mesmo expostos

as condigdes adversas.
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RESUMO

Objetivou-se, com a realizacdo do presente trabalho, caracterizar a
variabilidade espacial da sigatoka-negra, utilizando-se metodologia de analise
geoestatistica para verificar sua relagdo com a fertilidade do solo na cultivar
Grande Naine. O experimento foi realizado no municipio de Registro, SP.
Demarcou-se, no campo, malha regular de 30 x 30 m, totalizando-se 30 pontos
amostrais georreferenciados com aparelho de GPS. Foram realizadas avaliagdes
da severidade da sigatoka-negra, com auxilio de escala diagramatica. Coletaram-
se amostras de solo na camada de 0-20 cm, para analise de fertilidade. Com base
na analise do semivariograma isotropico, verificou-se a forte dependéncia
espacial da severidade da doenga, com alcance de 25,28 m. Posteriormente, por
meio de Mapas de krigagem ordindria, foi possivel constatar o padrio agregado
e forte dependéncia espacial do boro e moderada dependéncia espacial do zinco
no solo.

Palavras-chave: Banana. Krigagem. Nutrientes.
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ABSTRACT

The objective in this research was to characterize the spatial variability
of the Black Sigatoka disease, using the geostatistic analysis methodology to
identify its relation to soil fertility in the Grande Naine cultivar. The experiment
was conducted in the city of Registro, Sdo Paulo state, Brazil. A regular 30 x
30m field mesh was demarcated, using a Geographical Positioning System in the
experimental field, composed of a total of 30 sampling points or georeferences.
Evaluations of the severity of the Black Sigatoka were conducted using a
diagrammatic scale. Soil samples were collected in the 0 - 20cm layer for
fertility analysis. Based on the isotropic semivariogram, a clustered spatial
dependence of the disease severity, with a range of 25.28m was verified.
Afterwards, by means of ordinary kriging, it was possible to verify a clustered
pattern and a negative relation of the disease severity to B and moderate Zn
levels in the soil.

keywords: Banana. Kriging. Nutrients.
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1 INTRODUCAO

O estado de Sdo Paulo é o maior produtor nacional de bananas (Musa
sp.), com destaque para o Vale do Ribeira, na regido sul do estado, com area
aproximada de 42,2 mil ha, produtividade média de 22,9 t.ha' e cerca de 75% da
populacdo dependendo, direta ou indiretamente, das atividades ligadas a
bananicultura (GONCALVEZ et al., 2006). O Vale do Ribeira tem o maior
indice pluviométrico do pais, favorecendo o crescimento das bananeiras como
também do agente etioldgico da sigatoka-negra (Mycosphaerella fijiensis
Morelet), o patdogeno de maior importdncia da bananicultura (MORAES;
FERRARI, 2007).

Apesar da importancia de M. fijiensis, pouco se conhece dos efeitos das
condi¢des ambientais, variagdes genéticas do patdgeno, tipo de resisténcia e a
nutricdo mineral das plantas, que pode influenciar na incidéncia da doenga. A
suscetibilidade do hospedeiro, um dos fatores relevantes a infeccdo por
patogenos (HANADA; GASPAROTTO; PEREIRA, 2002; JACOME; SCHUH,
1993), ¢ influenciada pelo desequilibrio nutricional de macro e micronutrientes
pelo fato de reduzir a resposta de defesa (BEDENDO, 1995; PINHEIRO, 2007).

Entre os nutrientes, destacam-se o calcio, o potassio, o fosforo e o
nitrogénio, tanto por seus beneficios individuais quanto na competitividade entre
os ions, desencadeando o desequilibrio nutricional. O Ca complementa a fungdo
do K na manutengdo da organizagdo celular, hidratacdo e permeabilidade,
afetando a incidéncia de doeng¢as (HUBER, 2002). No entanto, o K deve estar
presente em quantidade minima necessaria para atender & demanda celular, pois,
0 excesso pode inibir a absor¢do de Ca e Mg (MALAVOLTA, 2006). Quando o
padrao de distribuicdo da doenca for agregado, existe dependéncia espacial entre

as plantas infectadas, assim como a variabilidade do solo também nao ¢ aleatoria
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e apresenta dependéncia espacial (CAMPBELL; MADDEN, 1990;
TRANGMAR; YOST; UEHARAA, 1985).

A influéncia meteoroldgica e da fertilidade do solo sobre o patdgeno
pode ser representada por regras ou modelos geoestatisticos para a previsdo de
ocorréncia de doengas (WORLD METEROLOGICAL ORGANIZATION -
WMO, 1988). A geoestatistica busca retirar dos dados coletados aleatoriamente
de um fendmeno suas as caracteristicas estruturais probabilisticas, detectando a
existéncia de variabilidade e a dependéncia espacial, interpolando as varidveis
estudadas de forma exata e precisa. Para realizar a modelagem geoestatistica,
pode-se utilizar a técnica da krigagem. Essa técnica estima, por meio de médias
moveis, valores de variaveis distribuidas no espago a partir de valores préximos,
enquanto considerados como interdependentes por uma funcdo denominada
variograma ou semivariograma. No processo basico da krigagem, a estimativa ¢
feita para determinar um valor médio em um local ndo amostrado (LANDIM;
STURARO, 2002).

A geoestatistica ¢ uma importante ferramenta de analise da distribuicdo
espacial de doencas (ALVES et al., 2006) e da variabilidade de caracteristicas do
solo (CARVALHO; SILVERIA; VIEIRA, 2002), pois permite quantificar a
magnitude e o grau de dependéncia espacial e descrever detalhadamente a
variabilidade espacial das variaveis estudadas por meio de um interpolador exato
e preciso. Ademais, a geoestatistica é capaz de determinar a acuracia ¢ a
confiabilidade dos experimentos, € mostrar diferencas entre tratamentos que nao
se constataria com o pressuposto de erros aleatoérios, considerados na analise
classica de dados (PONTES, 2002).

Assim, objetivou-se, com a realizagdo deste trabalho, realizar a
modelagem geoestatistica da sigatoka-negra e verificar sua relagdo com a

fertilidade do solo.
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2 MATERIAL E METODOS

Os dados foram coletados em bananal da variedade Grande Naine, no
municipio de Registro, estado de Sdo Paulo, Brasil, cujas coordenadas
geograficas sdo 24°27° de latitude Sul e 47°48° de longitude Oeste. Foi
demarcada malha regular de 30 x 30 m, totalizando 30 pontos amostrais ou
intersecdes georreferenciadas e area total de 900 m’. Em cada ponto amostral
avaliou-se a severidade da sigatoka-negra e também a fertilidade do solo. A
severidade da doenca foi avaliada com base na escala diagramatica proposta por
Stover, modificada por Gauhl (1994). A analise geoestatistica foi realizada com
os valores da severidade média em cada ponto.

Foram coletadas trés amostras simples de solo na camada de 0 a 20 cm,
utilizando-se de um trado e, ap6s homogeneizagdo dessas amostras, foi retirada
uma amostra composta com cerca de 500 g e enviada ao laboratorio para
determinar a fertilidade do solo. As analises foram realizadas pelo Laboratorio
de Analise de Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade
Federal de Lavras, em conformidade com a Comissdo de Fertilidade do Solo do
Estado de Minas Gerais — CFSEMG (1999).

Os teores de Ca e Mg foram determinados por meio do extrator KCl na
concentragdo de 1 mol L. J4 os nutrientes P ¢ K foram quantificados utilizando-
se solugdo extratora Mehlich ¢ o S, com o extrator fosfato monocalcio em acido
acético. Os resultados da analise granulométrica da area amostrada encontram-se
na Tabela 1.

As analises geoestatisticas foram realizadas no programa GS+ v.7.0,
pela determinagao dos semivariogramas isotrépicos, com base na pressuposi¢ao
de estacionariedade da hipotese intrinseca, de acordo com metodologia

Burrough ¢ McDonnell (1998). O ajuste dos modelos de semivariogramas foi
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escolhido em funcdo do quadrado médio do erro, do erro padrio de predigdo e
da autovalidagdo (jackniffe).

O grau de dependéncia espacial das variaveis foi analisado com base na
classificagdo de Cambardella et al. (1994), em que s3o considerados de forte
dependéncia espacial os semivariogramas com efeito pepita de 25% do patamar,
moderada quando entre 25% e 75% e de fraca quando >75%. Apos o ajuste dos
semivariogramas, foi realizada a interpolagdo dos dados por krigagem ordinaria,
de forma a possibilitar a constru¢do de Graficos bidimensionais e a consequente
visualizagdo da distribui¢do espacial das varidveis na lavoura.

Realizou-se a correlacdo de Pearson entre os teores dos nutrientes no
solo e severidade da doenca, utilizando-se o programa estatistico Statistical

Analysis System (SAS) versao 8.1 (SAS INSTITUTE, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a andlise geoestatistica, a severidade da sigatoka-negra
seguiu padrdo de distribuigdo agregado com alta dependéncia espacial. Dessa
forma, ajustou-se, para esse patossistema, o semivariograma experimental
isotropico de modelo linear, com alcance de 25,26 m (Tabela 1 e Mapa 1).

O ajuste do modelo linear ao semivariograma experimental da
severidade da sigatoka-negra demonstra que a doenca progrediu a partir de um
foco primario para as plantas circunzinhas e a disseminacdo de M. fijiensis
ocorreu principalmente por vento.

Alves et al. (2006), utilizando geoestatistica, estudando a dinamica
espago-temporal da antracnose em feijoeiro (Colletotrichum lindemuthianum) e
da ramulose do algodio (C. gossypii (South) var. cephalosporioides), também
encontraram padrdo agregado dessas doencas da parte aérea veiculadas por

sementes. Esses autores verificaram que aos 61 dias apos a semeadura (DAS),
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foram relatados alcances maximos de 3,15 m para a antracnose com o modelo
esférico e aos 80 DAS um alcance de 6,82 m para a ramulose, com o modelo
gaussiano. Para as doengas de final de ciclo da soja (Glycine max), Carvalho
(2008) verificou moderada dependéncia espacial da severidade das doencas, com
alcance de 70m. Posteriormente, por meio de Mapas de krigagem ordinaria, foi
possivel constatar o padrao agregado e a relacdo negativa da severidade da

doenga com o potassio e o fosforo e relagdo positiva com o célcio no solo.

Tabela 1 Parametros e coeficientes dos semivariogramas isotropicos da severidade da
sigatoka-negra ¢ dos teores de nutrientes: fosforo (P), potassio (K), calcio
(Ca), enxofre (S), magnésio (Mg), zinco (Zn), ferro (Fe), manganés (Mn),
cobre (Cu) e boro (B) no solo.

Varidveis Parametros
Modelo Co Cot+C Ao Co/Co+C

Severidade Linear 8,37 8,37 25,28 0,01
P Esférico 0,29 1,38 10,48 0,79

K Esférico 0,63 2,90 11,13 0,78
Ca Exponencial 0,005 0,024 2,85 0,79

S Esférico 0,07 0,35 11,89 0,79
Mg Exponencial 0,01 0,04 46,37 0,75
Zn Esférico 0,18 0,36 26,89 0,50
Fe Exponencial 1,83 8,00 6,55 0,77
Mn Exponencial 0,03 0,14 4,06 0,76
Cu Linear 0,10 0,10 25,28 0,01

B Esférico 0,0004 0,0023 10,91 0,79

Co — efeito pepita; Co+C — patamar; Ao — Alcance; Co/Co+C — razdo (k) indicativa do
grau de dependéncia espacial.

Em relacdo a fertilidade do solo, o nutriente zinco (Zn) (Mapa 2)
apresentou padrdo agregado, com alcance de 26,89 m e, para o cobre (Cu)

(Mapa 3), o padrdo de distribuicdo moderada dependéncia espacial (Tabela 1).
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Segundo Gomes et al. (2009), a maior parte dos bananais no Vale do Ribeira
apresentou teor adequado de Zn e B nas folhas. A média do teor de Zn variou de
25 a 35 mgkg' e o de B, de 15 a 19 mg kg'. Mais de 80% dos talhdes
amostrados apresentou teor adequado de Cu. Segundo Lopez e Espinosa (1995),
¢ muito rara a deficiéncia de Cu na bananeira, além disso, os solos de bananais
do Vale do Ribeira, normalmente, apresentam alto teor de Cu (GODOY et al.,
2009). As deficiéncias de P, Ca, S, Mg e Zn foram frequentes no bananal

amostrado (Quadro 1).

Quadro 1 Teores médios dos nutrientes no solo em bananal em Registro, SP.

Nutriente Teores mg/kg solo

P 7,0

K 57,5

Ca 2,2
S 9,5

Mg 1,0

Zn 1,3

Fe 210,5

Mn 5,0

Cu 0,8

B 0,3
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Mapa 1 Severidade da sigatoka-negra em bananal no Vale do Ribeira, SP. A)
Mapas da krikagem e B) semivariograma.
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Mapa 2 Teores de zinco no solo de bananal com alta severidade de sigatoka-negra.
A) Mapas da krikagem e B) semivariograma.

De acordo com os Mapas de krigagem, gerados apds o ajuste dos
semivariogramas isotropicos experimentais, pode-se observar o padrdo agregado
e a relacdo negativa dos nutrientes K e B com a severidade da sigatoka-negra
(Mapa 4). Areas com niveis mais altos de K e B apresentaram menor severidade.

Assim, em areas com teores médios de K (57,5 mg dm™) e B (0,3 mg dm™), foi
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verificada menor severidade média das doengas (117 a 180 de intensidade). Por
outro lado, as maiores severidades (260 a 340 de intensidade) foram observadas
quando os teores destes nutrientes foram de inferiores a 28 mg dm™ de K e de
0,21 mg dm™ de B.

Os baixos teores de potassio na planta em propriedades agricolas dos
Estados Unidos responderam pelo aparecimento da mancha-foliar (Alternaria,
Cercospora ou Stemphylium) do algodoeiro (Gossypium herbaceum). Quanto
maior a restricdo pelo nutriente, seja por deficiéncia no solo ou déficit hidrico,
maior foi a incidéncia do patégeno, em casos com maior severidade,
promovendo o desfolhamento total (HARRIS, 2001). Ito et al. (1993)
constataram a influéncia do K sobre o crestamento foliar da soja (Cercospora
kikuchii), com redugdes na incidéncia da doenca de 22% na safra de 1986/87 e
de 18% na safra 1987/88, com doses de potassio variando de 0 a 600 kg ha™ de
K,0.
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Mapa 3 Teores de cobre no solo de bananal com alta severidade de sigatoka-negra.
Em A-Mapas da krikagem e B-semivariograma
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Mapa 4 Mapas de krigagem, gerados apds o ajuste dos semivariogramas
isotropicos experimentais.

O B tem como fungdes principais a lignifica¢do, o alongamento celular,
a sintese de acidos nucleicos e o funcionamento da membrana citoplasmatica
(TAIZ; ZEIGER, 2004). A deficiéncia de B promove baixa lignificacdo e
paredes menos espessas, com reducdo na glicélise, na sintese do felogénio ¢ na

velocidade de formagdo da periderme de cicatrizagio (MALAVOLTA; VITTI;
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OLIVEIRA, 1989). Silveira (1996), avaliando o estado nutricional de Eucaliptus
citriodora sob doses de B, verificou, na testemunha sem aplicagdo de B,
diminuigdo da altura, didmetro, biomassa ¢ aumento da incidéncia de
Botryosphaeria ribis. O autor associou a deficiéncia de B com a deficiéncia de K
observada no ensaio.

Nas areas com maiores teores de ferro, manganés e enxofre, no presente
trabalho, verificou-se elevada severidade da doenga (260 a 340 de intensidade),
embora o ferro € o manganés sejam responsaveis pela sintese de fenois e lignina,
com efeitos na reducdo da severidade de doencas. A maior severidade da
sigatoka-negra nessas areas deve-se, possivelmente, a desequilibrios devido aos
baixos niveis dos outros nutrientes, ja que os teores de P, Ca, Mg, Zn e Cu
estavam abaixo das quantidades recomendadas para a cultura da banana (Mapa 4
¢ Tabela 2).

O equilibrio de nutrientes pode ser tdo importante quanto o nivel de um
elemento especifico, ressaltando a importincia de condigdes adequadas de
fertilidade do solo, com adequado fornecimento de nutrientes as plantas para se
conseguir o controle de doengas como as bacterioses (Pseudomonas syringae e
Xanthomonas campestris), podriddo-de-carvdo (Macrophomina phaseolina),
fusariose (Fusarium oxysporum), cancro-da-haste (Diaporthe), podriddo de raiz
e da base da haste (Rhizoctonia solani) e nematoides, (HARTMAN; SINCLAIR;
RUPE, 1999; HUBER; ARNY, 1985).

4 CONCLUSOES

O semivariograma isotrépico esférico foi ajustado para sigatoka-negra,

com alta dependéncia espacial e alcance de 25,26 m.
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Os Mapas de krigagem possibilitaram a constata¢do do padrdo agregado
e da relagdo negativa da severidade da doenga com o potassio ¢ o boro, e

positiva com teores de ferro, manganés e enxofre no solo.
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