Ciéncia Rural, Santa Maria, v.43, n.1, p.45-48, jan, 2013

ISSN 0103-8478

Diversidade genética de isolados de Mycosphaerella musicola obtidos de bananais do
norte de Minas Gerais, Brasil por meio de marcadores RAPD
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RESUMO

Onze primers RAPD foram utilizados para avaliar
a variabilidade genética de 31 isolados de M. musicola coletados
a partir de folhas de bananeiras ‘Prata And’ e ‘Nanica’,
cultivadas no Norte de Minas Gerais. Foram amplificados um
total de 83 bandas sendo 73 polimdrficas, dando uma média
de 6,6 bandas polimérficas por primer. As distancias genéticas
observadas variaram de 0,56 a 0,06 entre os isolados, com
distancia média de 0,25. O dendrograma construido com base
no método UPGMA revelou a formacédo de 8 grupos, nao
sendo observada correlagdo entre a diversidade genética dos
isolados e as origens geograéficas dos isolados avaliados.

Palavras-chave: Sigatoka amarela, ‘Prata And’, Musa spp.,
variabilidade.

ABSTRACT

Eleven primers RAPD were used to estimate the
genetic variability between 31 isolates of M. musicola collected
from ‘PrataAnd’ and Nanica bananas that were cultivated in
northern Minas Gerais, Brazil. A total o 83 fragments were
amplified, of which 73 were polymorphic, corresponding to an
average of 6.6 polymorphic fragments per primer. The genetic
distances ranged from 0.06 to 0.56 and the average distance
of 0.21. A dendrogram constructed based on the UPGMA
clustering method revealed 8 and no correlation between
molecular grouping and geographical origin was observed.

Key words: Sigatoka leaf spot, ‘Prata Ana’, Musa spp.,
variability.

A producgdo mundial anual de bananas e
platanos esta estimada em 400 milh&es de toneladas, o

Brasil € o quarto maior produtor, com 7.193 mil toneladas,
sendo Minas Gerais responsavel por 8,6% da producio
nacional (FAO, 2009). A bananicultura no norte do
estado de Minas Gerais desenvolve-se basicamente
sobirrigagdoem um clima tropical semiérido. Na regido,
o controle da Sigatoka amarela é realizado
essencialmente pela aplicacdo de fungicidas sistémicos
(RODRIGUES et al., 2011).

Essa enfermidade é causada pela espécie
fungica Mycosphaerella musicola Leachex Mulder
(Pseudocercospora musae, forma anamorfica) (JONES,
2003).0 patdgeno causa a morte prematura das folhas,
0 que resulta na reducgdo da capacidade fotossintética
g, por consequéncia, na reducéo do nimero de pencas
e do tamanho dos frutos, do amadurecimento precoce
e desuniformidade deles, promovendo perdas de até
50% (CORDEIROet al., 2005).

Relatos sobre a diversidade genética das
espécies M. musicola e M. fijienses por meio de
diferentes marcadores moleculares tém sido publicados
(CARLIERetal., 1996, RIVASetal., 2004, HALKETT et
al., 2010). A quantificacdo da diversidade genética de
fungos patogénicos auxilia no planejamento de
estratégias mais eficazes que venham a maximizar o
desenvolvimento de variedades resistentes, pois gera
informacdo sobre o nivel e distribui¢cdo da variabilidade
dos isolados existentes em uma populacdo ou regido
(CARLIER et al., 2003). Esses estudos podem auxiliar
no manejo local da doenca bem como no incremento
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da eficiéncia dos programas de melhoramento, visando
aresisténcia a doenga (PEREA et al., 2005).

No presente estudo, marcadores
moleculares do tipo RAPD foram utilizados com o
objetivo de analisar a variabilidade genética existente
entre isolados de M. musicola coletados no Norte de
Minas Gerais.

Isolados de M. musicola foram obtidos a
partir de folhas de bananeiras,‘Prata And” (AAB) e
‘Nanica’ (AAA), coletadas em pomares comerciais
localizados em diferentes municipios da regido norte
do estado de Minas Gerais (Tabela 1). A regido
caracteriza-se por apresentar temperatura média anual
de 24°C e precipitacdo média anual de 1.400a 600mm. O
sistema de irrigagdo localizado é do tipo microaspersdo
e o controle da Sigatoka amarela é realizado por meio do
controle quimico (estrobirulinas e triazois), durante o
periodode dezembro, quandose iniciam as primeiras chuvas,
e estendendo-se até o final de abril. As pulverizacdes sao
realizadas com intervalos de 45 dias, totalizando uma média
de trés a quatro pulverizacdes ao ano. Todos os isolados
foram obtidos a partir de isolamento monosporico. O DNA
de cada isolado foi extraido por meio do protocolo de
extracdo proposto por DOYLE & DOYLE (1990), modificado
por FALEIROetal. (2004).

Asanalises de RAPD foram conduzidas por
meio do uso de 11 primers tomados ao acaso (OPC12,
OPE04, OPE0O7, OPB09, OPA01, OPAP 07, OPAP 08,
UBC 12, UBC 41, UBC 43, UBC 54, que geraram 6, 2, 8,
4,7,8,8, 6,7, 6 e 1l bandas polimorficas,
respectivamente). O volume final da reacéo foi de 25pL,
contendo Tris/HCI 10mM, KCI 50mM, MgCl,2mM,

100uM de cada desoxinucleotideo, 0,4uM de primer,
0,2 unidade de Taqg DNA Polimerase, 50ng de DNAde
Mycosphaerella musicola e agua ultra pura para
completar 25pl. As amplificages foram realizadas em
termociclador Eppendorf, modelo MASTER CYCLER
personal 5332, sob as seguintes condicdes: 40 ciclos
de 94°C/30 segundos, 35°C/30 segundos e 72°C/um
minuto e um ciclo ao final de 72°C por sete minutos. Os
produtos da amplificacdo foram separados em gel de
agarose 1,2% em tampdo TBE 1X. As andlises de
divergéncia genética e de agrupamento foram realizadas
com o auxilio do programa GENES (CRUZ, 2001). Foi
calculado o valor cofenético entre a matriz de distancias
genéticas e a matriz dos valores cofenéticos, para
verificar a consisténcia do agrupamento, bem como
pelo procedimento de reamostragem utilizando 1.000
booststraps.

A presenca de polimorfismo em todos 0s
primers testados indica a presenca de alta variabilidade
genética entre os isolados avaliados. No total, foram
obtidas 73 bandas polimdrficas, dando uma média de
6,6 bandas polimoérficas por primer. Foi observada
média de 0,91 banda monoméorfica por primer. As
distancias genéticas observadas variaram de 0,56 a 0,06
(matriz de distancia genética,dados ndo apresentados)
entre os isolados, com distancia média de 0,21. As
menores distdncias foram observadas entres os
isolados I1sJ3 elIsFS1,ISE2elsP 2, IsU2elsE 4 e ISFS
4 e IsU 2, sendo que todos apresentaram somente 0,06
de distancia genética (grau de similaridade de 94%).
Nota-se que os isolados que apresentaram as menores
distancias ndo sdo oriundos de um mesmo local de

Tabela 1 - Identificacdo, procedéncia e origem de 31 isolados de M. musicola coletados a partir de folhas das cultivares ‘Prata And’ e

‘Nanica’, Minas Gerais, Brasil.

Isolado Municipio Cultivar Isolado Municipio Cultivar
IsJ 1 Janalba ‘Prata And’ IsV1 Verdelandia ‘Prata And’
IsJ 2 Janalba ‘Prata And’ IsV 2 Verdelandia ‘Prata And’
IsJ 3 Janalba ‘Prata And’ IsV 3 Verdelandia ‘Prata And’
IsJ 4 Janalba ‘Prata And’ IsV 4 Verdelandia ‘Prata And’
IsJ 5 Janalba ‘Prata And’ IsSFS 1 Francisco Sa ‘Prata And’
IsJ 6 Janalba ‘Prata And’ ISFS 2 Francisco Sa ‘Prata And’
IsU 1 Urandi ‘Prata And’ ISFS 3 Francisco Sa ‘Prata And’
IsU 2 Urandi ‘Prata And’ ISFS 4 Francisco Sa ‘Prata And’
IsU3 Urandi ‘Prata And’ ISNP 1 Nova Porteirinha ‘Prata And’
IsP 1 Porteirinha ‘Prata And’ ISCE 1 Capitdo Enéas ‘Prata And’
IsP 2 Porteirinha ‘Prata And’ IsMC 1 Matias Cardoso ‘Nanica’
ISE 1 Espinosa ‘Prata And’ ISMC 2 Matias Cardoso ‘Prata And’
ISE 2 Espinosa ‘Prata And’ IsSMC 3 Matias Cardoso ‘Nanica’
ISE3 Espinosa ‘Prata And’ IsMC 4 Matias Cardoso ‘Prata And’
ISE 4 Espinosa ‘Prata And’ IsSL 1 Sebastido Laranjeiras ‘Prata And’
ISE 5 Espinosa ‘Prata And’ - - -
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coleta. A maior distancia genética foi observada entre
osisolados IsU 2 e I1sV 1 com 0,56 (grau de similaridade
44%), estes oriundos dos municipios de Urandi e
Verdelandia, respectivamente. O isolado IsV 1 foi o que
apresentou as maiores distancias em relacéo aos demais
isolados avaliados.

A partir da distancia média relativa (37,5%,
distancia média equivalente em 100), foi determinado o
ponto do corte, obtendo-se a formagdo de oito grupos
(Figura 1). O valor cofenético foi alto (r=0,96) e
adequado, ja que r>0,8 é considerado ideal e reflete
uma boa concordancia com os valores de distancia
genética (BUSSAD et al., 1990). Trés grupos foram
formados com apenas um isolado Is V1 (grupo 1), IsP1
(grupo 1) e IsE 5 (grupo 111). O grupo VIII foi o que
agrupou boa parte dos isolados (13), incluindo os de
menor dissimilaridade. Por meio de analise do
dendrograma obtido, pode-se observar alta diversidade
genética entre os isolados avaliados e auséncia de
correlacdo entre a diversidade genética observada e as
origens geograficas dos isolados.

Os resultados obtidos no presente estudo
corroboram outros estudos realizados. MOREIRA et
al. (2003), ao avaliarem a variabilidade genética entre
isolados de M. musicola provenientes de diferentes
estados brasileiros, mediante a utilizacdo da técnica de
RAPD, observaram grande diversidade genética sem
correlagdo com as origens geogréaficas, sugerindo que
esta alta diversidade é devido as condi¢des climaticas,
a ocorréncia de reprodugdo sexuada e também a

natureza heterotalica do fungo. No estado de
Pernambuco, estudo realizado acerca da diversidade
genética de M. musicola por meio do uso de
marcadores RAPD também demonstrou a existéncia de
uma grande variabilidade genética entre os isolados
coletados em nove municipios, com valores de
dissimilaridade de 0,67, também sem correlagéo com as
origens geograficas (MONTARROYOS, 2005). ROCHA
(2008) também detectou alta variabilidade genética em
11isolados de M. musicola, provenientes de diferentes
regides brasileiras produtoras de banana, sendo um
deles do norte de Minas Gerais, utilizando marcadores
SSR. Porém, neste estudo, obteve-se uma separacao
dos isolados de acordo com sua regido geogréfica.
MOLINA et al. (2001) conseguiu separar 64 isolados
de diferentes localidades da Col6mbia, de acordo com
sua origem, utilizando marcadores SSR. A diferenca em
conseguir correlacionar ou ndo de acordo com a origem
pode estar relacionado & natureza do marcador, visto
que so foi possivel separar de acordo com a origem,
quando se utilizou marcadores SSR.

A alta variabilidade genética detectada entre
os isolados de M. musicola no presente estudo e em
outras regides do Brasil, pode ser justificada pelo tempo
da presenca do patogeno, no Brasil, desde 1944
(KIMATI & GALIL, 1980) €, no Norte de Minas Gerais,
a partir da década de setenta (LICHTEMBERG &
MOREIRA, 2006). Além disso, fatores associados a
reproducdo sexuada do fungo, as pequenas distancias
geograficas entre os municipios amostrados, a troca
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Figura 1- Andlise de agrupamento (dendrograma) de isolados de M. musicola coletados no Norte de Minas Gerais, por meio do
Método da Ligacdo Média entre Grupo (UPGMA). A barra vertical indica o ponto de corte (distancia relativa média de
37,5%). A consisténcia dos nds foi obtida de 1.000 reamostragens de bootstrap.
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de material genético infectado entre os produtores, a
utilizacdo de cultivares de bananeiras suscetiveis a
doenca e ao uso indiscriminado de fungicidas
colaboram efetivamente para o aumento da
variabilidade.

Embora a Sigatoka amarela seja considerada
uma das principais enfermidades em bananeira, este é
um dos primeiros relatos acerca da variabilidade
genética do patégeno no Norte do Estado de Minas
Gerais. Os estudos acerca da diversidade genética e o
conhecimento dos fatores ambientais que possam estar
associados a geracao de variabilidade patogénica
podem auxiliar significativamente na predicdo de
epidemias, bem como no desenvolvimento de cultivares
ou selecdo de clones resistentes.
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