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Diversidade Genética de Mycosphaerella fijiensis
no Estado do Amazonas

Alisson Thiago Barbosa Pereira
Rodrigo Fernandes de Souza
Nelcimar Reis Sousa

Luadir Gasparotto

Rogerio E. Hanada

Gilvan Ferreira da Silva

Resumo

A banana constitui parte importante da alimentacdo e renda dos pequenos
produtores rurais. No entanto, varios fatores limitam a producdo, como o manejo
inadequado e o ataque de doencas, entre as quais se destaca a sigatoka-negra,
considerada a doenca mais importante da bananeira, na maioria das regides produtoras
do mundo, causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis. O presente estudo objetivou
analisar a diversidade de 71 isolados, sendo 63 do Estado do Amazonas, por meio do
marcador molecular /nter Simple Sequence Repeat (ISSR). Apds triagem, foram
selecionados nove primers da lista set#9 (primers 801-900) da University of British
Columbia. Obtiveram-se 107 bandas, 103 polimérficas, resultando num percentual de
polimorfismo de 96,2% e média de 11,8 bandas polimodrficas por iniciador. O marcador
molecular ISSR apresentou elevado nivel de polimorfismo demonstrando que os primers
foram informativos e eficazes para estudo da diversidade genética de M. fijiensis. As
analises de relacionamento genético indicaram que nao houve associacdao entre
similaridade genética e regiao de coleta.

Termos para indexacao: Mycosphaerella fijiensis, fitopatégeno, ISSR.
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Introducao

A sigatoka-negra foi originalmente
identificada em Fiji, em 1963, e
ultimamente esta presente na maioria das
areas onde a bananeira é plantada
(ARZANLOU et al., 2007). M. fijiensis é
um fungo ascomiceto, heterotalico,
haploide durante a fase vegetativa do seu
ciclo de vida. O ciclo sexual resulta em
ascoésporos que exercem papel
importante na epidemiologia da doenca.
Apdés a deposicdo, tubos germinativos
dos ascésporos ou conidios assexuados
penetram os estématos. Subsequente-
mente, durante a fase biotréfica, a hifa
filamentosa cresce lentamente entre o
mesofilo. Essa etapa é seguida pela etapa
necrotréfica, resultando em morte
celular, que torna as folhas totalmente
necréticas. Como resultado, M. fijiensis
enfraquece a capacidade fotossintética,
reduz o tamanho do fruto e induz o
amadurecimento precoce em bananeiras
suscetiveis.

O fitopatégeno M. fijiensis foi
detectado primeiramente no Amazonas,
em 1998, no Municipio de Tabatinga,
fronteira do Brasil com a Colémbia e o
Peru. Desde entao, alastrou-se
rapidamente por todos os municipios do
estado e tem se expandido rapidamente
pelo Pais. A alta capacidade destrutiva do
patégeno faz com que a doenca adquira
grande importancia econémica e social
(GASPAROTTO et al., 2006).

Vérios trabalhos tém descrito a
diversidade genética de populacdes de M.
fijiensis (CARLIER et al., 1996; PEREA et
al., 2005; RIVAS et al., 2004; ZAPATER
et al., 2004), uma vez que o
conhecimento das variacdes genéticas de
uma populacdo permite a compreensao
dos processos evolutivos ocorridos e
suas perspectivas futuras (BURDON e

SILK, 1997; MCDONALD e LINDE, 2002;
ANDERSON et al., 2004).

O estudo da diversidade por meio de
marcadores moleculares tem como
vantagem o fato de estes permitirem
ampla amostragem do genoma. Varias
ferramentas moleculares sao disponibili-
zadas para o estudo de diversidade em
fungos, entre as quais se destacam:
Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD), Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP), Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP),
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs),
Simple Sequence Repeats (SSR), Inter
Simple Sequence Repeat (ISSR), Internal
Transcribed Spacer (ITS) e mais
recentemente a técnica chamada de
Diversity Arrays Technology (DArT), entre
varias outras ferramentas disponiveis.

Os microssatélites, também chama-
dos de SSR, sao regides no genoma
eucarioto que possuem repeticoes em
tandem de mono-, tri-, tetra-, penta- ou
até mesmo hexanucleotideos, que se
repetem por diversas vezes de maneira
idéntica (motivos). As sequéncias de DNA
que flanqgueiam os microssatélites sao
geralmente conservadas entre os
individuos de uma mesma espécie, ou até
mesmo entre espécies relacionadas,
permitindo a confeccao de primers
especificos para amplificar essas regioes
via PCR (POWELL et al., 1996; FISHER et
al., 1996; HITE et al., 1996; PRIMMER et
al., 1997; FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998; TOTH et al., 2000; HAYDEN e
SHARP, 2001). Os genomas cloroplastico
e mitocondrial também possuem SSR,
mas, em geral, trata-se de repeticoes
mononucleotidicas (POWELL et al., 1996;
FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).
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Os ISSRs (Inter Simple Sequence
Repeat) sao produtos de PCR obtidos
usando primers com repeticao de di-, tri-,
tetra- ou pentanucleotideos. Esse
marcador é baseado na amplificacao
entre regides de microssatélite e vem
sendo extensivamente usado, nos
ultimos anos, em diferentes organismos,
inclusive nos fungos Acromyrmex ssp.
(ABRIL e BUCHER 2007), Fusarium
pseudograminearum (MISHRA et al.,
2006), Beauveria bassiana (ESTRADA et
al., 2006), entre outros.

O marcador ISSR também vem
sendo usado para separar as diferentes
espécies de fungo. O trabalho realizado
por Wang et al. (2005) mostrou que o
marcador ISSR é capaz de separar
diferentes espécies do género Beauveria
spp., como B. brongniartii, B. amorpha e
B. velata, e ainda conseguir diferenciar
100% dos individuos de B. Bassiana. Vale
ressaltar que de 18 primers utilizados,
quando aplicados somente em B
Bassiana, 8 apresentaram 100% de
polimorfismo, demonstrando, assim, a
eficdcia do marcador em andlise de
diversidade genéticaintraespecifica.

Este trabalho objetivou analisar a
diversidade de M. fijiensis por meio do
marcador ISSR.

Material e Métodos

Microrganismo e condicdes
de cultivo

Os isolados de M. fijiensis foram
obtidos na colecdo da Embrapa Amazoénia
Ocidental, Manaus, AM, e mantidos em
Potato Dextrose Agar enriquecido. Para
extracdo de DNA, os isolados foram
crescidos em Potato Dextrose Broth
liquido sob agitacdao de 120 rpm para

obtencado de massa micelial. O micélio foi
recuperado por filtracdo, lavado com agua
autoclavada, seco com papel toalha e
armazenado a-80 °C, para a extracao.

Extracao do DNA genémico

As extracoes de DNA foram
realizadas conforme o protocolo de Doyle
e Doyle (1987). A quantificacao foi
efetuada com o auxilio do espectrofot6-
metro (NanoDrop-Thermo) e em gel de
agarose 0,8% para andlise da qualidade.
Para a analise da diversidade, extraiu-se o
DNA de 71 amostras de varias localidades
(Tabela 1). Para fins de efeito comparativo
foram incluidos, na analise, isolados de
Roraima, Mato Grosso, Sao Paulo e um
isolado causador da sigatoka-amarela
(Mycosphaerella musicola).

Reacao em Cadeia da Polimerase

As reacboes de PCR foram previa-
mente padronizadas para M. fijiensis por
Pereira et al. (2008). As reacdes foram
realizadas em volume total de 15 yL com
0,3 uM de iniciador, 50 ng de DNA, 2 mM
de MgCl2 e 0,5 MM de dNTP e 1 U de Tag
DNA polimerase (Phoneutria). As
condicoes de amplificacao foram: um
ciclo a 94 °C por 3 minutos, 40 ciclos a 94
°C por 30 s, e anelamento de acordo com
cada primer por 1 minuto, e 72 °C por 2
minutos, extensdo final a 72 °C por 7
minutos, as reacOes foram realizadas
utilizando o termociclador Veriti™
(Applied Biosystems).
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Tabela 1. Relacdo dos isolados de M. fijiensis oriundos dos municipios do Amazonas, de Roraima,
de Sado Paulo e do Mato Grosso, provenientes do banco de isolados da Embrapa Amazodnia
Ocidental.

Identificacéo Municipio Coordenadas em GPS

1 Presidente Figueiredo, AM S02° 03324 W59° 38650

2 Presidente Figueiredo, AM S 02° 03346 W 59° 40 047

4 Manaus, AM -

5 Presidente Figueiredo, AM S02° 03329 W59° 34650

6 Manacapuru, AM S03° 17 338 W 60° 37 236

7 Manacapuru, AM S 03° 16 2562 W 60° 30 539

8 Manacapuru, AM -

9 Manacapuru, AM -
10 Manacapuru, AM -
13 Manacapuru, AM -
16 Manacapuru, AM -
17 Rio Preto da Eva, AM S 02° 40510 W 59° 33602
18 Rio Preto da Eva, AM S 02° 44069 W 59°46 152
19 Rio Preto da Eva, AM S 02° 39 260 W 59° 34 051
20 Rio Preto da Eva, AM S 02° 43599 W 59° 53 292
22 Itacoatiara, AM S03°06 051 W5h58°43214
23 Manacapuru, AM S03° 15419 W 60° 39 152
24 Rio Preto da Eva, AM S02°43040 W5h59° 4 515
25 Rio Preto da Eva, AM S 02° 39249 W 59° 34 087
27 Cajoti, SP S 24° 43 325 W 48° 84 214
29 Rio Preto da Eva, AM -
30 Rio Preto da Eva, AM S 02° 43 999 W 59° 53 485
31 Rio Preto da Eva, AM S 02° 41 535 W 59° 42 374
33 Rio Preto da Eva, AM S 02° 44 371 W 59° 29 399
37 Rio Preto da Eva, AM S 02° 42 956 W 59° 41 802
38 Rio Preto da Eva, AM S 02° 43 074 W 59° 41 859
40 Rio Preto da Eva, AM S 02° 42 996 W 59° 41 803
41 Rio Preto da Eva, AM S 02° 51594 W 59° 24 414
42 Rio Preto da Eva, AM -
43 Itacoatiara, AM S 03° 03 244 W 58° 46 100
45 Manaus, AM S 02° 52 960 W 60° 02 091
46 Manaus, AM S 02° 56 857 W 60° 01 664
47 Manaus, AM S 02° 54 027 W 59° 54 520
49 Manaus, AM S 02° 54 027 W 59° 54 520
51 Manaus, AM S 02° 43 381 W 59° 55 413
52 Manaus, AM S 02° 59 693 W 60° 04 472
54 Manaus, AM S 02° 54 163 W 59° 54 150
58 Manaus, AM S 02° 48 377 W 59° 55 400
59 Manaus, AM S 02° 48 380 W 54° 55 407
60 Manaus, AM S 03° 16 340 W 60° 38 493
61 Manacapuru, AM S 03° 15291 W 60° 38 062
62 Manacapuru, AM S03° 16511 W 60° 38 280
64 Manacapuru, AM S 03° 07 404 W 60° 22 043
66 Manacapuru, AM S 03° 13 588 W 60° 07 317
67 Céaceres, MT S 16° 10 980 W 57° 38 345
68 Manacapuru, AM S 03° 16 509 W 60° 38 284
69 Manacapuru, AM S 03° 15 397 W 60° 39 143
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Tabela 1. Continuacao

Identificacéo Municipio Coordenadas em GPS
72 Manacapuru, AM S 03° 09 4508 W60° 24 153
75 Manacapuru, AM S 03° 16 349 W 60° 38 486
79 Céaceres, MT S 16° 09 484 W 57° 35 555
82 Céaceres, MT S 16° 09 147 W 57° 37 914
84 Nossa Senhora do Livramento, MT S 15° 46 338 W 56° 20 234
86 Céaceres, MT S 16° 10 050 W 57° 36 202
92 Nossa Senhora do Livramento, MT S 15° 46 339 W 58° 20 526

(sigatoka-amarela)

97 Iranduba, AM S 03° 13483 W 60° 07 5056

99 Iranduba, AM S 03° 11633 W 60° 08 392
100 Iranduba, AM S 03° 10 035 W 60° 06 341
101 Iranduba, AM S 03° 14 944 W 60° 08 838
102 Iranduba, AM S 03° 08 372 W 60° 14 286
103 Iranduba, AM S 03° 06 364 W 60° 09 377
105 Presidente Figueiredo, AM S01°52972 W 60° 04 326
112 Benjamin Constant, AM S 04° 25125 W 70° 03 420
119 Caroebe, RR S 00° 47 820 W 59° 25 749
121 Caroebe, RR S 00° 47 823 W 59° 25 722
123 Presidente Figueiredo, AM S 02° 02 554 W 59° 37 295
127 Presidente Figueiredo, AM S 02° 03 335 W 59° 38 652
134 Atalaia do Norte, AM S 04° 22 598 W 70° 10 356
146 Atalaia do Norte, AM S 04° 22 570 W 70° 10 490
149 Sao Gabriel da Cachoeira, AM S 00° 09 074 W 67° 00 972
150 Itacoatiara, AM S 03° 03 520 W 58° 50 140
153 Sao Gabriel da Cachoeira, AM S 00° 05 683 W 67° 04 747

Selecdo de Primers

A sequéncia dos primers usados
para amplificacdo das regides ISSR foi
baseada na lista set#9 (primers 801-900)
da University of British Columbia (UBC).
Para triagem dos primers que amplificam
bandas com perfil polimérfico em M.
fijfiensis, utilizou-se uma amostra de DNA.
Os produtos amplificados foram
separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% contendo 0,3 ug de
brometo de etidio por mL.

Analise de dados

Os produtos de amplificacdao foram
visualizados em gel de agarose 1,5% e
utilizados na elaboracao de uma matriz de
similaridade genética, por meio do
registro da presenca (1) e da auséncia (0)
de bandas no perfil eletroforético de cada
isolado. A similaridade genética foi
estimada por meio do coeficiente de
Jaccard, e, para visualizar a forma de
agrupamento dos isolados, foi elaborado
o dendograma empregando-se o método
de agrupamento da distancia média
(UPGMA- Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean), utilizando o
programa NTSYSpc, versdao 2.10
(ROHLF, 2000).
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Resultados e Discussao

Selecao dos Primers ISSR

Ap6s a padronizacao das condicdes
de amplificacdo do marcador ISSR em M.
fijiensis, realizou-se a selecdao dos
primers. Dos 100 primers testados, 53
amplificaram de 1 a 15 bandas e destes,
25 produziram mais de 5 bandas e foram
selecionados. Na anélise de polimorfismo
com uma amostra de 10 isolados, apenas
16 primers apresentaram polimorfismo:
807, 829, 834, 836, 841, 856, 857,
861, 864, 881, 884, 885, 886, 889,
891 e 895. Nove primers foram
selecionados para serem aplicados em
todos osisolados (Tabela 2).

Os primers com blocos de repeticao
(AT e TA) com diferentes ancoras no
sentido 3' (AT),T,(AT),G,(AT),C, (TA)A,
(TA),C, (TA),G, (AT);YA, (AT),YC,
(AT)YG, (TA),RT, (TA),RC e (TA);RG nao
amplificaram nos testes iniciais, prova-
velmente em razdo de a triagem inicial

desses primers ter sido realizada em
temperatura de anelamento mais alta (45
°C) do que a indicada, que é de 25 °C.
Outra possibilidade seria a sequéncia de
nucleotideos que separa os dois /oc/i de
SSR estar além da capacidade de
amplificacado da enzima.

Anadlise da diversidade de M.
fijiensis por meio do marcador
ISSR

Os primers selecionados foram seis
dinucleotideos, dois trinucleotideos e um
pentanucleotideo (Tabela 2). O iniciador
885 apresentou 15 bandas no total,
sendo 86,6% polimérficas. Os primers

807, 841, 856, 861, 864 e 881
apresentaram 100% de polimorfismo.
Com 13 bandas amplificadas e

polimorfismo de 92,3% ficaram os
primers 886 e 889, confirmando que o
marcador ISSR é capaz de detectar
diferencas entre isolados de M. fijiensis.

Tabela 2. Resultados dos nove primers selecionados para a anélise da diversidade de M. fijiensis.

CamtTEn Temperatura de Ndmero Ndmero Percentual de
Primer (5°-37) Ancoras  Anelamento de bandas de bandas  polimorfismo
(°C) amplificadas polimoérficas (%)
UBC 807 (AG), T 47,0 13 13 100%
UBC 841 (GA), YC 48,5 15 15 100%
UBC 856 (AC), YA 52,8 11 11 100%
UBC 861 (ACC), - 60,6 9 9 100%
UBC 864 (ATG), - 43,6 9 9 100%
UBC 881 (TGGGG), GGG-TG 59,3 9 9 100%
UBC 885 (GA), BHB- 48,3 15 13 86,6%
UBC 886 (CT), VDV- 48,4 13 12 92,3%
UBC 889 (AC), DBD- 50,1 13 12 92,3%
Total - - - 107 103
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No total foram obtidas 107 bandas,
destas 103 polimérficas, resultando em
um percentual de polimorfismo de
96,2%, com média de 11,8 bandas
polimérficas por primer. Somente trés
iniciadores nao apresentaram 100% de
polimorfismo (885, 886 e 889), com
média de 1,33 fragmentos monomoarficos
por primer. Todos os primers testados
apresentaram elevado nimero de bandas
polimérficas, o que demonstra alta
variabilidade genética entre os isolados.
Os resultados aqui encontrados foram
mais eficientes do que os obtidos por
Meng e Chen (2001) por meio de 13

primers de ISSR em isolados de
Phialophora gregata. Nossos dados
também foram superiores aos encon-
trados por Qian et al. (2001), ao
analisarem, com o marcador ISSR, a
variacdo genética de Oryza granulata da
China. Tal diferenca pode ser justificada
pela baixa diversidade genética existente
na populacao chinesa de O. granulata.

Detectou-se um perfil de bandas
diferenciado no isolado 92, o que era
esperado por se tratar de outra espécie,
M. musicola (Figura 1).

M 68 69 72 75 82 84 86 92 97 99 100 101102 105 112119 121 123 127 134 146

* letra M representa o marcador 1 kb DNA /adder.

Figura 1. Gel de agarose a 1,5% mostrando o produto da amplificacdo do primer 807. Os nimeros
representam os isolados e a letra (M) representa o marcador 1kb DNA /adder.

O dendrograma construido a partir
da matriz de similaridade de Jaccard
mostra o relacionamento genético entre
os 71 isolados (Figura 2). No geral,
observou-se que nao houve formacao de
grupos homogéneos por regidao. Notou-se
que os isolados de municipios muito

préximos, como Manaus e Iranduba, nao
apresentaram alto grau de similaridade
que resultasse na formacdo de um
agrupamento. Porém, o dendrograma
apresenta um grupo com 26 isolados com
a predominancia dos municipios de
Manacapuru (8) e Rio Preto da Eva (13).
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Figura 2. Dendrograma de similaridade genética de isolados de M. fijiensis provenientes de municipios do

Amazonas e de outras localidades do Brasil.

Nossos dados indicam que nao
houve associacdo entre similaridade e
regido de coleta. Os isolados de Benjamin
Constant e Itacoatiara (134 e 150) foram
os mais relacionados (coeficiente
similaridade igual a 0,96). Em contrapar-
tida, alguns isolados provenientes da
mesma localidade apresentaram grau de
similaridade genética superior a 0,80, tais
como o 9 e o 10. A divergéncia, aqui
detectada, entre similaridade genética e
regidao de coleta, pode ser atribuida a
recente introducao desse fitopatégeno no
Estado do Amazonas (PEREIRA et al.,
1998a).

Conclusoes

e O marcador ISSR é eficaz na
discriminacdao de isolados de M.
fijiensis do Estado do Amazonas.

e Os dados preliminares mostram que

nao houve relacao direta entre
similaridade e local da coleta.
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