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INTRODUCAO

A bananeira assume importancia econémica e social em todo o mundo, cultivada em mais de
130 paises tropicais e subtropicais, principalmente por pequenos agricultores. O Brasil, em 2010
produziu 6,9 milhdes de toneladas em uma &rea de 487 mil ha (FAO, 2012). Esta cultura apresenta
importancia na geracdo de empregos, sendo responsével pela renda de milhGes de familias. Embora
este cenario seja bastante promissor, a maioria das variedades de bananeira disponivel é suscetivel a
Sigatoka-amarela, causada pelo fungo Mycosphaerella musicola Leach, onde a aplicacdo
sistemética de fungicidas ainda é a principal meio de controle.

A doenca € responsavel pela reducdo da area foliar verde da planta, refletindo em menor
produtividade (CORDEIRO; MATOS, 2005). Diante disto, é importante conhecer a variabilidade
genética do agente causal da Sigatoka-amarela para que o melhoramento visando a resisténcia seja
mais eficiente no seu controle. Entende-se por variabilidade genética um conjunto de alelos e
genotipos presentes em um grupo de individuos; representando a base fundamental para os
programas de melhoramento.

Marcadores moleculares do tipo SSR-Simple Sequence Repeats (microssatélites), possibilitam
0 estudo da variabilidade genética por possuirem natureza co-dominante, serem altamente
polimorficos e amplamente distribuidos no genoma (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). O
objetivo do trabalho foi estudar a distribuicdo da diversidade de isolados M. musicola por meio de

marcadores microssatélites nas principais regides produtoras de banana do Estado da Bahia.

MATERIAL E METODOS
Folhas de bananeira apresentando sintomas de Sigatoka-amarela foram coletadas nas regides

de Bom Jesus da Lapa e Presidente Tancredo Neves, na Bahia; sendo que cada isolado teve a sua
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informagdo georeferenciada (GPS - Global Positioning System). As folhas coletadas foram
colocadas em camaras Umidas e apos dois dias foi verificada a presenca do fungo com a utilizagao
de uma lupa. Os conidi6foros encontrados foram capturados com uma seringa, transferidos para o
meio agar-agua, e identificados com o auxilio do microscopio éptico, em seguida transferidos para
0 meio V8, obtendo assim, culturas monosporicas.

Apds trés semanas foi realizada a extracdo do DNA conforme o protocolo Doyle e Doyle
(1990) modificado. As amplificacdes para os marcadores SSRs foram conduzidas de acordo com 0s
protocolos sugeridos por Zapater et al. (2008) e Molina et al. (2001) com modificagbes. As
distancias genéticas entre os acessos foram avaliadas por meio de matriz de dissimilaridade,
realizando o agrupamento dos genotipos pelo método UPGMA (unweighted pair-group method
using arithmetic averages) com o indice Shared Alleles, ou alelos compartilhados, construindo
assim, um dendrograma com o uso do programa POWERMARKER (LIU; MUSE, 2005). Para a
defini¢do do ponto de corte no dendrograma foi adotado o critério proposto por Mingoti (2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Um total de onze primers SSRs foram utilizados nas reagdes de PCR e amplificados em gel
de agarose ultrapura a 4% (Figura 1). Deste total, cinco apresentaram-se polimorficos em relagdo a
populacdo em estudo, os quais foram utilizados nas analises. A eficdcia dos marcadores
microssatélites especificos para M. musicola também foi observado por Molina et al. (2001) onde

foi possivel o estudo da estrutura populacional do patdgeno em areas com Sigatoka-amarela.

M _O01BA 02BA 03BA 04BA 05BA 06BA 07BA 08BA 09BA 10MG 12BA 13BA 14BA 15BA 17BA 18BA 19BA

Figura 1 - Primer MmSSR 103 amplificado com isolados de M. musicola dos municipios de Bom Jesus da Lapa-
BA (01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 12, 19), Pres. Tancredo Neves-BA ( 13, 14, 15, 17 e 18) e Lavras-MG (10).
M= Marcador ladder 100 pb (Biolabs). Seta vermelha = padrdo de bandeamento obtido pelo primer MmSSR 103.
Foram utilizados 17 isolados dos municipios de Bom Jesus da Lapa e Presidente Tancredo
Neves, sendo um isolado de Lavras-MG utilizado para verificar se ele se comporta como outlier, ou
seja, apresentando-se diferentemente dos outros isolados.
O isolado 10MG coletado em Lavras apresentou indice de dissimilaridade de 25% em
relacdo ao isolado 15BA coletado em Presidente Tancredo Neves; o que ndo era esperado haja a

vista a distancia entre os dois municipios (Figura 2). Segundo Hayden et al. (2005) a diferenciagéo
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genética observada entre populacdes separadas dezenas ou centenas de quildmetros indica migracdo

por ascosporos ou conidios. A fase teleomdrfica é responsavel pela sobrevivéncia do patogeno e

disseminacdo a distancia na presenca de agua livre, e a fase anamorfica é responsavel pela rapida

disseminacdo da doenca nos periodos favoraveis (Figueiredo, 2001).

isolados de M. musicola.

Figura 2 - Localizacdo dos municipios onde foram coletados

O isolado 02BA coletado em Bom Jesus da Lapa apresentou 100% de dissimilaridade com

todos os outros isolados, exceto o isolado 04BA também de Bom Jesus da Lapa que apresentou

80% de dissimilaridade de acordo com a matriz de distdncia gerada pelo programa

POWERMARKER.

O dendrograma baseado nas informagdes obtidas pelos marcadores SSRs possibilitou a

formacéo de cinco grupos distintos (Figura 3).
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Figura 3 - Dendrograma construido a partir de bandas provenientes de cinco marcadores SSRs
utilizando-se 0 método UPGMA de agrupamento pelo programa POWERMARKER.

Os gendtipos foram agrupados com a seguinte distribuicdo: G1: 02BA, G2: 17BA, G3:
07BA e 08BA, G4: 01BA, 13BA e 14BA e G5: 03BA, 04BA, 05BA, 06BA, 09BA, 10MG, 12BA,

15BA, 18BA e 19BA, com ponto de corte de 0.75. De acordo com o dendrograma os isolados

4910



02BA (G1) e 17BA (G2) formaram grupos isolados, apresentando divergéncia genética em relacdo
aos demais isolados. Podemos observar que 0 G5 € composto por isolados dos trés locais de coleta,
inclusive o de Lavras o que ndo era esperado; e que os isolados 18BA de Presidente Tancredo
Neves e 0 19BA de Bom Jesus da Lapa apresentam 100% de similaridade. Com isso observa-se que
os isolados ndo foram agrupados de acordo com seu local de coleta, indicando que apesar da

distancia fisica, os individuos nédo tiveram uma adaptacao local-especifica.

CONCLUSOES
Os marcadores microssatélites sao capazes de separar 0s gendtipos do fungo M. musicola de
forma a contribuir em trabalhos futuros de associacdo entre estrutura populacional e diversidade
genética, e assim direcionar estratégias a serem adotadas nos programas de melhoramento para

controle da Sigatoka-amarela no Estado da Bahia.
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