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1. Introducao

Mycosphaerella fijiensis Morelet (fase anamofica: Paracercospora fijiesis (Morelet) Deighton), é o
agente causal da doenga mais destrutiva da bananeira conhecida como Sigatoka-negra (Gasparotto
et al., 2006). E caracterizada pela presenca de estrias marrom na face inferior das folhas,
progredindo para estrias negras que formam lesdes necroticas destruindo toda a area foliar
resultando na reducao da produgao (Marin, 2003). A doenca foi descrita em 1963, pela primeira
vez, no vale da Sigatoka, na ilha de Vitu Levu em Fiji (Rodes, 1964). No Brasil ela foi relatada pela
primeira vez em 1998, na cidade de Tabatinga, no Estado do Amazonas, na fronteira com a
Colémbia e Peru (Pereira et al., 1998). Hoje se encontra disseminada em todas as regides do pais,
exceto na regido do nordeste. A natureza heterotalica do M. fijiensis potencializa a taxa de
recombinacdo génica, desempenhando importante papel na geracdo de variabilidade genética
dentro das populacdes do fungo (Carlier et al., 2003). Esta variabilidade pode, por conseqiiéncia,
conduzir a uma rapida adaptacdo do patdégeno a mudanca nas condigdes ambientais. Outros
fatores, tais como a natureza de dispersdo do patdogeno e a selegdo imposta pelos cultivares
resistentes, também podem influenciar a variabilidade encontrada nas populagdes do patdgeno
(Nakyanzi, 2002). O conhecimento das estruturas genéticas da populacdo € uma importante
ferramenta para os programas de melhoramento genético de plantas que visam a resisténcia
contra doencas, por gerar informagdes sobre o nivel e distribuicdo da variabilidade dos isolados
existentes em uma populagdo ou regido. Fungos fitopatdégenos com alto de nivel de variabilidade
genética sdo dificeis de controlar, uma vez que eles podem superar mais rapidamente qualquer
medida de controle, seja ela quimica ou pela introducdo de cultivares resistente (Carlier et. al.,
2003). Diante do exposto, fica evidente que o sucesso no desenvolvimento de cultivares
resistentes vdo depender do entendimento do nivel de variabilidade dentro de racas, para que se
possam adotar melhores estratégias que permitam ampliar a durabilidade da resisténcia das
variedades de bananeira. A estrutura genética populacional de M. fijiensis tem sido estudada por
guase todos paises onde a doenca ocorre por meio de marcadores moleculares (Carlier et.al.,
2003; Hayden, et al. 2003; Sanchez e Rodriguez et al., 2008; Zandjanakou-Tachin et al., 2009).
Estes estudos tém confirmado que populagdes de M. fijiensis apresentam alta diversidade genética
e que recombinacdo genética apresenta importante funcdo para este patdgeno. No entanto, os
marcadores moleculares apenas admitem a existéncia da variabilidade de fungo, porém ndo
explicam o grau de patogenicidade que esta variabilidade estd expressando nos diferentes
cultivares de bananeira. Diante disso, o termo racas fisioldgicas vem sendo utilizado para descrever
o patdgeno da mesma espécie, morfologicamente semelhante e com mesma viruléncia. Assim,
patdégeno de distintas ragas fisioldgicas apresentam diferentes niveis de viruléncia. As racas
fisioldgicas sdo identificadas ou diferenciadas pela reacdao que causam num grupo de hospedeiro
cujos componentes sao denominadas cultivares diferenciadoras (Bueno et al., 2001). Em geral
existem dois tipos de reacdo: resistente e suscetivel. Diante deste contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a variabilidade de racas fisioldgicas de 15 isolados de M. fijiensis inoculados em
mudas de bananas prata ana e pacovan utilizadas como diferenciadoras.

2. Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazo6nia Ocidental passando
pelas seguintes etapas: Obtengao dos isolados - os isolados de M. fijiensis foram obtidos de folhas
de bananeiras de diferentes regides do pais e de diferentes variedades. As folhas foram coletadas e
levadas para o laboratério e submetidas a isolamento direto de acordo com o método descrito por
Gasparotto et al. (2006). As estruturas reprodutivas visualizadas sob microscopio estereoscopico
foram transferidas para placas de Petri contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar)
(200g de batata, 20g de dextrose e 20 g de agar em 1000 ml de agua) ou V8 (200 ml de suco V8,
2,0 de CaCO3, 20g de Agar e 800 ml de agua destilada) e mantidas em 25 °C. Apds o
desenvolvimento das colonias, as mesmas foram transferidas para tubos de ensaio contendo meio
BDA ou V8 e mantidos em 25 °C por 10 dias. Em seguida, as col6nias foram armazenadas em
refrigeradores a 5 °C para estudo de diversidade genética. Produgdo do inoculo - Os inéculos foram
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produzidos a partir da metodologia descrita por Gasparotto et al. (2006). Os isolados foram
submetidos ao crescimento em meio de V8 e as col6nias formadas foram submetidos mediante o
processo de maceracdo. Para tanto, a col6nia do fungo foi colocada em um tubo de ensaio com
agua destilada estéril e, com o auxilio de uma espatula, foi macerada e a suspensao de micélio foi
transferida para uma placa de Petri contendo meio. As placas foram mantidas a 25 °C no escuro,
em incubadora, por 10 dias e mais 5 dias sob regime de luminosidade. Apds o periodo de
incubagdo foi preparada uma suspensdo de micélio e sua concentragdo ajustada para 10°
fragmentos de micelio.ml?, com auxilio da cAmara de Neubauer. Inoculagdo - Duas variedades de
cultivares, suscetiveis (prata and e pacovan) foram utilizadas para a avaliagdo, sendo preparadas
cerca de 50 mudas de cada cultivar. As plantas foram cultivadas em sacos plasticos de 10 Kg com
mistura de terra, areia, e esterco na proporgao de 3:1:1. A inoculacgado foi feita por atomizagdo, na
face inferior e superior das folhas 1 e 2 de cada planta, onde uma folha foi delimitada com 6
guadrados medindo 25 cm, sendo trés do lado direito e trés do esquerdo. Os isolados foram
inoculados em duas mudas de cada cultivar em casa de vegetacao (CPAA), onde foram mantidas
em temperatura ambiente, sendo regadas trés vezes ao dia. As avaliagdes foram iniciadas a partir
de 30 dias ap0s as inoculagOes, a severidade da doenga nas folhas das mudas inoculadas foram
avaliadas mediante a utilizagdo de uma escala diagramatica descrita proposta por GAUHL (1994)
com modificagdes, como segue: 0 - sem sintomas; 1 - menos de 1% da area foliar inoculada com
sintomas; 2 - de 1 a 5% da area foliar inoculada com sintomas; 3 - de 6 a 15% da area foliar
inoculada com sintomas; 4 - de 16 a 33% da area foliar inoculada com sintomas, 5 - de 34 a 50%
da area foliar inoculada com sintomas; 6 - de 51 a 100% da area foliar inoculada com sintomas.
Para determinar a resisténcia das cultivares classificaram-se conforme a metodologia de avaliacdo
citada por Gasparotto et al. (2006): como resistentes as que receberam nota média de 0 a 2;
moderadamente resistentes com notas de 2,1 a 4 e suscetivel com notas de 4,1 a 6.

3. Resultados e discussao

Dos quinze isolados avaliados apenas um nao apresentou sintomas na variedade prata and ao 60
dias de inoculacdo, provavelmente devido a interagdo diferencial (Tabelal). A presenga de
variabilidade de ragas fisioldgicas entre os quinze isolados de M. fijiensis pode ser visualizada com
os resultados do teste de viruléncia, onde alguns isolados apresentaram respostas diferenciadas,
indicando a presenca de interacao diferencial isolado-cultivar. Apesar das cultivares Prata ana e
Pacovan serem infectadas por todos isolados inoculados. A variagdo de viruléncia foi avaliada pela
anadlise da severidade da doenca aos 60 e 81 dias de inoculagdo de Fitopatdgeno (Tabela 1 e 2),
obtida pela escala de GAUHL (1994).

Tabela 1- Severidade média da Sigatoka-Negra observada aos 60 dias apds a inoculacdo em
variedades de Prata ana e Pacovan de Musa spp. com quinze isolados de Mycosphaerella fijiensis

N® Do Isolado Origem Genotipo Severidade*
Prata Ana** Pacovan**
01 Presidente Figueiredo-AM Maca 2,5M 1,5R
27 Cajoti-SP Prata 1,0R 0,5R
111 Caroebe-RR Prata 1,5R 1,5R
121 Caroebe-RR Prata 1,5R 1,0R
150 Itacoatiara-AM Prata 0,5R 1,0R
188 Itacoatiara-AM Maca 2,0R 2,5M
189 Itacoatiara-AM Casada 1,0R 1,0R
190 Itacoatiara-AM Prata 1,0R 0,0R
192 Itacoatiara-AM Baié 0,5R 1,5R
195 Itacoatiara-AM Pacovan 0,5R 0,5R
202 Pedro de Toledo-SP Prata 0,0R 1,0R
206 Juquia-SP Prata 1,5R 0,5R
210 Eldorado-SP Prata 0,5R 1,5R
216 Jacupiranga-SP Nanica 1,0R 1,5R
243 Silves-AM Maga 1,0R 2,5M

*Média de severidade de duas repeticoes
**R=Resistente M=Moderadamente resistente e S=Suscetivel
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Tabela 2- Severidade média da Sigatoka-Negra observada aos 81 dias apds a inoculacdo em
variedades de Prata ana e Pacovan de Musa spp. com quinze isolados de Mycosphaerella fijiensis

N Do Isolado Origem Genotipo Severidade*
Prata And** Pacovan**
01 Presidente Figueiredo-AM Maca 4,5S 508
27 Cajoti-SP Prata 3,0M 1,5R
111 Caroebe-RR Prata 3,0M 2,5M
121 Caroebe-RR Prata 2,5M 40M
150 Itacoatiara-AM Prata 1,5R 2,5M
188 Itacoatiara-AM Maca 2,5M 4,0M
189 Itacoatiara-AM Casada 1,5R 4,0 M
190 Itacoatiara-AM Prata 1,5R 1,5R
192 Itacoatiara-AM Baié 1,5R 3,0M
195 Itacoatiara-AM Pacovan 2,5M 2,5M
202 Pedro de Toledo-SP Prata 1,0R 2,5M
206 Juquia-SP Prata 2,5M 1,5R
210 Eldorado-SP Prata 2,5M 4,5M
216 Jacupiranga-SP Nanica 2,0M 2,0R
243 Silves-AM Maca 2,5M 55S

*Média de severidade de duas repeticoes
**R=Resistente M=Moderadamente resistente e S=Suscetivel

Estes resultados comprovaram a existéncia de variabilidade patogénica deste fungo, pois houve
reacao de suscetibilidade diferenciada nas cultivares, quando inoculados com isolados de diferentes
procedéncias e gendtipos. Além disso, o numero de variedades cultivadas no Brasil, certamente é
maior do que na maioria das outras regides produtoras de banana do mundo, a diversidade
climatica em que a fruta é produzida de norte a sul do pais, a presenga da reproducdo sexuada na
espécie, o fato de M. fijiensis ser um fungo heterotélico, sdo fatores que aumentam a capacidade
de variacdo do patdgeno e, consequentemente, a capacidade de adaptar-se a situacGes diversas,
como favorecendo a criacdo de novas racas com combinacdes inéditas de genes de viruléncia
Carlier et al., 2003. Outro mecanismo que pode estar gerando dentro de uma populacao assexuada
e a ocorréncia do ciclo parassexual. Para isso, é necessario formar anastomose entre hifas. A fusdo
das hifas é um pré-requisito para compatibilidade vegetativa, e, conseqlientemente, para formacao
do heteriocario que é fundamental na ocorréncia do ciclo parassexual (Alexopoulos et al., 1996).

4-Conclusao

Diante do exposto, fica evidente que o sucesso no desenvolvimento de cultivares resistentes vai
depender do entendimento do nivel de variabilidade de racas e da populagdo de patdgeno, para
gue se possam adotar melhores estratégias que se permitam ampliar a durabilidade de resisténcia
das cultivares da bananeira.
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