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RESUMO

SOUZA, M.F.A. VARIABILIDADE DE Mycosphaerella spp. DA BANANEIRA
COM BASE NA CARACTERIZACAO MOLECULAR, AGRESSIVIDADE E
PRODUCAO DE CERCOSPORINA

A cultura da bananeira, cultivada em regides tropicais e subtropicais,
assume importante papel econdmico e social em mais de 136 paises. No Brasil, a
banana é cultivada em todas as regibes, com destaque para regido Nordeste,
principal produtora, onde o estado da Bahia se destaca como lider nacional na
producado. Dentre as principais doencas fungicas em que a bananeira é acometida
destacam-se a Fusariose, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc), a Sigatoka-amarela causada pelo fungo Mycosphaerella musicola, Leach, e
a Sigatoka-negra causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis, Morelet. O agente
causal das sigatokas provoca a morte prematura das folhas devido ao
comprometimento da capacidade fotossintética afetando o desenvolvimento e a
produtividade das plantas. Este estudo tem como objetivo identificar e caracterizar
isolados de Mycosphaerella spp. por meio de andlises do DNA ribossomal (ITS1-
ITS4) e do gene B-tubulina, assim como, caracterizar os isolados por meio da
inducdo e quantificacdo da toxina cercosporina pelo fungo Mycosphaerella spp.
provenientes de trés estados brasileiros. Os isolados de Mycosphaerella spp.
foram caracterizados baseado na identificacdo molecular, inducdo e producdo da
toxina cercosporina. A correlacdo entre agressividade versus producdo de
cercosporina também foi avaliada. Os resultados da caracterizacdo molecular,
demostraram alto indice de suporte bootstrap, formacdo de clados distintos e o
alinhamento com sequéncias depositadas no banco de dados tanto para as
analises ITS e B-tubulina, confirmando e caracterizando os isolados em estudo
como Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella fijiensis. Em relagéo a producéo
de cercosporina, os resultados evidenciaram a indu¢éo e producdo do metabdlito
pelos patdégenos Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella fijiensis.

Palavras-chave: Cercosporiose; Diagnose; Micotoxinas.



ABSTRACT

SOUZA, M.F.A. VARIABILITY OF Mycosphaerella spp. OF BANANEIRA
BASED ON MOLECULAR CHARACTERIZATION, AGRICULTURE AND
PRODUCTION OF CERCOSPORIN

Banana cultivation, cultivated in tropical and subtropical regions, assumes an
important economic and social role in more than 136 countries. In Brazil, banana
Is grown in all regions, with emphasis on the Northeast region, the main producer,
where the state of Bahia stands out as the national leader in production. Among
the major fungal diseases in which the banana is affected Fusariose, caused by
the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), yellow Sigatoka caused by
the fungus (Mycosphaerella musicola, Leach) and black Sigatoka caused by the
fungus (Mycosphaerella fijiensis, Morelet). The causal agent of sigatokas causes
premature death of the leaves due to the compromising of the photosynthetic
capacity affecting the development and productivity of the plants. Diagnosis of
pathogens has been performed through the analysis of different regions of the
genome, such as analyzes of the ITS region and the B-tubulin gene. Molecular
tools such as the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique, is based on the
use of specific primers to amplify different genes, thus favoring the
characterization of pathogens, understanding of phylogenetic relationships and
genetic diversity of fungal populations. The isolates of Mycosphaerella spp. were
characterized based on molecular identification, induction and production of
cercosporine toxin. The correlation between aggressiveness versus cercosporine
production was also evaluated. The results of the molecular characterization
showed a high bootstrapping index, formation of distinct clades and alignment with
sequences deposited in the database for both ITS and B-tubulin analyzes,
confirming and characterizing the isolates studied as Mycosphaerella musicola
and Mycosphaerella fijiensis . Regarding the production of cercosporin, the results
evidenced the induction and production of the metabolite by the pathogens
Mycosphaerella musicola and Mycosphaerella fijiensis.

Key words: Cercosporiosis - Diagnosis - Mycotoxins.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil assume a posicdo de um dos maiores produtores de frutas, em
destaque a banana. Uma fruta bastante consumida entre individuos de diferentes
niveis sociais. A importancia do fruto se d& principalmente por estar incluido na
dieta alimentar, tendo em vista que o fruto € rico em potassio, vitaminas do
complexo B, magnésio, fibras e outros componentes. Além das propriedades
nutricionais do fruto, a bananicultura tem gerado empregos e renda no pais (FAO,
2017).

A cultura da bananeira (Musa spp.), cultivada em regides tropicais e
subtropicais, destaca-se no ambito econémico e social em mais de 136 paises
(FAO, 2017). O Brasil em 2015, ocupou a posicdo de quinto maior produtor
mundial de banana, sendo encontrados plantios da cultura em todas as regides
do pais. A regido Nordeste assume a posicdo de principal produtora, sendo o
estado da Bahia lider nacional na producdo de banana. Apesar da elevada
producado da fruta no pais, grande parte desta producao é destinada ao mercado
interno, o que potencializa a importancia econémica, alimentar e social da cultura
(FGV, 2017).

A bananicultura é habitualmente acometida por diversos problemas
fitossanitarios. Existem inameros registros de uma variedade de doencas que
afetam a bananeira nos seus diferentes orgaos (raiz, rizoma, pseudocaule, folhas
e frutos). Tais doencas sdo ocasionadas por bactérias, virus, nematoides e
principalmente fungos. Dentre as principais doencas fungicas que afetam a
bananeira, destacam-se a Sigatoka-amarela, Sigatoka-negra e a Fusariose
(KIMATI et al., 1997).

A Sigatoka-amarela foi descrita pela primeira vez em Java, no ano de 1902.
A doenca é causada pelo fungo Mycospharella musicola Leach, o qual provoca a
morte prematura das folhas em hospedeiros afetados. Estima-se que os danos da
bananicultura nacional, devido a Sigatoka-amarela estejam na faixa de 50 % da
producdo. Ja a Sigatoka-negra, foi identificada no Brasil na década de 90,
inicialmente no estado do Amazonas, e posteriormente disseminou-se para outras
regides produtoras do pais, estima-se que o0s danos causados pelo patdgeno
Mycosphaerella fijiensis no bananal, podem impactar na perda de 100% da
producdo, em epidemias severas (CORDEIRO et al., 2016).
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Ambos os fungos, Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella fijiensis
afetam a atividade fotossintética do hospedeiro, resultando na morte precoce das
folnas e consequentemente no enfraquecimento ou morte da planta, reduzindo
drasticamente a produtividade. Do ponto de vista econdmico e social, os prejuizos
iniciais decorrentes da Sigatoka-amarela foram relatados nas llhas Fiji, no Vale de
Sigatoka no ano de 1912. No Brasil, a presenca da doenca foi constatada em
1944, nos estados da Regido Norte, no Amazonas disseminando-se,
posteriormente, a todos os estados brasileiros. Um dos fatores que favoreceram a
disseminacdo da doenca foi a suscetibilidade das variedades cultivadas no pais
(PEREIRA; GASPAROTTO, 2005).

Uma variedade de fitopatégenos apresentam mecanismos especificos para
a producdo de substancias toxicas, dentre eles encontramos os fungos
causadores de Cercosporiose. Dentre as toxinas, estd a cercosporina, a qual
apresenta atividade toxica contra um amplo espectro de organismos, tais como,
plantas, bactérias, fungos e ratos (BATCHVAROVA et al., 1992; DAUB, 1987;
DAUB; EHRENSHAFT, 2000; DAUB; CHUNG, 2007). A toxidez da cercosporina
se da devido a producao de espécies reativas de oxigénio, deste modo, acredita-
se que tal toxina desempenha papel importante na patogenicidade e na formacao
de lesbes (DAUB; CHUNG, 2007).

Diante do exposto, pesquisas que visam compreender os mecanismos de
atuacdo da toxina in vitro e in vivo, como também, investigar as provaveis
interacOes entre patdégeno-hospedeiro visando medidas que favorecam o controle
das doencas foliares no meio agricola, sdo imprescindiveis. Apesar de existirem
varias tentativas de combater a doenca, nenhuma das medidas empregadas séo
totalmente eficientes. O programa de combate € composto por varias praticas, a
exemplo do uso de variedades resistentes a doencga, controle cultural e o controle
quimico.

Todavia, considerando-se que a maioria das variedades de bananeiras sao
suscetiveis as sigatokas, o controle quimico através do uso de fungicidas ainda é
a técnica mais usada, apesar dos seus impactos econdmicos e ambientais. Diante
do exposto, considera-se que o desenvolvimento de pesquisas que visam 0
aprofundamento sobre o0 modo de atuacdo do patdgeno, e as variaveis que

influenciam no estabelecimento da infeccdo, fundamentais para o conhecimento
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da biologia do mesmo e desenvolvimento de medidas que visem a prevencao e o
controle da doenca.

Neste sentido, visando o desenvolvimento de novas estratégias
relacionadas ao combate as sigatokas, sdo medidas necessarias, identificar e
caracterizar molecularmente, conhecer as relacdes filogenéticas e estrutura
genética de populacBes desses patdgenos, assim como, sua interacdo com a
planta. Este conhecimento contribui para a selecdo de genes de resisténcia
subsidiando programas de melhoramento, além de auxiliar 0 monitoramento de
epidemias, contribui para a rapida identificacdo e diagndstico evitando a tomada
de decisdes tardias, reduzindo assim os impactos na producao e produtividade da
cultura.

Para a diagnose de patogenos, estdo sendo empregadas técnicas
moleculares, por meio de marcadores moleculares, assim como por meio da
utiizacdo de primers especificos para a identificacdo, caracterizacdo e
conhecimento da diversidade e variabilidade de espécies de microrganismos.

Desta forma, este trabalho buscou identificar e caracterizar isolados de
Mycosphaerella spp. por meio de anédlises do DNA ribossomal (ITS1-ITS4) e do
gene [(-tubulina, sequenciando essas regides, estabelecendo as relacdes
filogenéticas existentes por meio da construcdo de arvores filogenéticas, assim
como, caracterizar os isolados por meio da inducdo e quantificagcdo da toxina
cercosporina pelo fungo Mycosphaerella spp. provenientes de trés estados

brasileiros.
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Cultura da bananeira

A bananeira (Musa spp.) pertencente a familia botanica Musaceae, tem
origem no Sudeste Asiatico (SIMMONDS, 1962). De acordo com Borges et al,
(2006), a maior parte das cultivares de bananeira originaram-se a partir da
evolucdo das espécies selvagens Musa acuminata Colla e Musa balbisiana Colla.

A fruta apresenta-se como uma fonte alimentar acessivel e bastante
energética, sendo rica em vitaminas A, B2, B6 e C, além de carboidratos e sais
minerais, tais como fdsforo, potassio, s6dio e magnésio. Possui expressiva
importancia na alimentacdo mundial, sendo, a cultura responsavel pela geracéo
de emprego e renda para uma parcela representativa da populacdo mundial
(PERRIER et al., 2011).

A banana esta entre os oito alimentos mais importantes do mundo, ocupa a
quarta posicéo, considerando-se apenas paises em desenvolvimento, em especial
no continente africano (PLOETZ; EVANS, 2015). Em 2015, o Brasil produziu sete
milhdes de toneladas da fruta, cultivada em aproximadamente 478 mil hectares,
ocupando a quinta posi¢cdo no cenario mundial. Essa producdo gerou uma receita
bruta ao pais de aproximadamente 9,5 bilhdes de reais (FGV, 2017).

Dentre as variedades cultivadas no Brasil as cultivares triploides do grupo
AAB, tais como Maca, Pacovan, Prata Ana, Prata, Mysore, D'’Angola e Terra
(Platanos), sdo comercializadas no mercado interno. Ja as variedades do grupo
AAA, tais como Nanica, Nanicao e Grande Naine sdo destinadas ao mercado
interno e externo. Dentre as cultivares mencionadas predominam no cultivo
brasileiro a Pacovan, Prata e Prata And, sdo responsaveis por cerca de 60% da
area cultivada no pais (SILVA et al., 2016).

A cultura da bananeira é afetada constantemente por variados patégenos
gue causam diversos problemas fitossanitarios. Os fungos representam o grupo
de microrganismo que mais causa danos a cultura. Dentre tais patégenos
destacam-se Mycosphaerella musicola, Leach (Sigatoka-amarela),
Mycosphaerella fijiensis, Morelet, (Sigatoka-negra) e o Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, (Murcha de Fusarium).

A maioria das cultivares utilizadas pelos produtores e de maior aceitagao

pelos consumidores sdo suscetiveis a estes fitopatdgenos, o que pode ser um
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fator limitante para o cultivo desses materiais (KIMATI et al., 1997; CORDEIRO et
al., 2005).

Sigatoka-amarela e Sigatoka-negra

A Sigatoka-amarela foi notada pela primeira vez em Java por Zimmermann
no ano de 1902. No ano de 1912 surgiram novos relatos de ocorréncia da doenca
no distrito de Sigatoka na ilha de Viti Levu, em Fiji. Posteriormente, foram
observados casos da doenca na Asia, Africa, Américas Central e do Sul e Caribe,
tornando-se ligeiramente um dos mais importantes problemas fitossanitarios que
afetam a cultura da bananeira (MEREDITH, 1970).

No Brasil a presenca da doenca foi constatada inicialmente nos estados da
Regido Norte, em 1944 no Amazonas, disseminando-se, posteriormente, a todos
os estados brasileiros. Atualmente o agente causal da Sigatoka-amarela, o fungo
Mycosphaerella musicola encontra-se disseminado em todas as regides de cultivo
da bananicultura no Brasil e no mundo, gerando prejuizos na producao de frutos,
resultando em impactos econdmicos e sociais (CORDEIRO; MATOS; KIMATI,
2005, CORDEIRO et al., 2011 apud FOURE, 1994).

Ja a Sigatoka-negra foi descrita pela primeira vez nas llhas Fiji, vale de
Sigatoka, em 1963, denominada por estria negra. Na década de 1970 ocasionou a
primeira epidemia em Honduras, exibindo maior agressividade comparando-se a
Sigatoka-amarela. No ano de 1979 chegou a Costa Rica, onde acredita-se ter
encontrado condicdes propricias para 0 seu estabelecimento. A Sigatoka-negra
encontra-se disseminada por toda a América Central, algumas regides da Africa,
da Asia e, na América do Sul, ja foi relatada na Colémbia, Equador e Venezuela.

De acordo com Pereira et al. (1998) no Brasil, a Sigatoka-negra foi relatada
inicialmente no ano de 1998 no estado do Amazonas. Posteriormente, no mesmo
ano, a doencga foi constatada no estado do Acre. No ano de 1999, a doenca foi
constatada em Rondbénia e Mato Grosso. Em 2000 houve relatos no estado do
Para, Roraima e Amapa. No ano de 2004, o patdgeno foi detectado, no Vale do
Ribeira em Sao Paulo. Posteriormente, no mesmo ano, a presenca do fungo foi
constatada no Rio Grande do Sul, Parana, Mato Grosso do Sul, Sul de Minas
Gerais e Santa Catarina (PEREIRA; GASPAROTTO, 2005; GASPAROTTO et al.,
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2006). Recentemente, no ano de 2015, a doenca foi identificada no estado da
Bahia (EMBRAPA, 2016).

Etiologia

O fungo Mycosphaerella musicola, Leach, agente causal da Sigatoka-
amarela, corresponde a forma perfeita ou sexuada de Pseudocercospora musae
(Zimm) Deighton, que corresponde a forma imperfeita ou assexuada do mesmo
fungo. A doenca se origina através de necroses causadas por dois tipos de
esporos, um corresponde a fase sexuada, conhecido como ascosporo (bicelular e
hialino), e outro correspondente a fase assexuada, conhecido como conidio
(longos e multiseptados, produzidos em conidiéforos reunidos em esporoddquio)
(CORDEIRO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2014).

Quanto a morfologia dos conidiéforos, apresentam-se quase retilineos,
hialinos, apresenta septacao ou ramificacao e a cicatriz do esporo néo é evidente.
Ja em relacdo aos conidios, estes sao cilindricos obclavados, retos ou curvos,
claros a claro-olivacos, apresentam septos 0s quais variam entre um a seis e 0
hilo basal apresenta-se indistinto (STOVER,1972).

Em relacdo a Sigatoka-negra, o agente causal da doenca é o fungo
Mycosphaerella fijiensis (Morelet). Assim como, o agente causal da Sigatoka-
amarela, este apresenta dois tipos de reproducdo, sexuada ou teleomorfica, e
assexuada ou anamorfica representada por Paracercospora fijiensis (M. Morelet)
Deighton ou Pseudocercospora fijiensis (M. Morelet) Deighton (CORDEIRO et al.,
2011). Atualmente a nomenclatura Pseudocercospora fijiensis (M. Morelet)
Deighton, tem sido utilizada para designar a forma anamoérfica do fungo (CROUS
et al., 2003).

O estadio assexual (conidial) do fungo Mycosphaerella fijiensis se faz
presente nos primeiros estadios da lesdo (estrias, manchas), onde pode ser
observada a presenca em quantidade reduzida de conidioforos, principalmente na
superficie abaxial da folha. Quanto a morfologia, os conidios sdo hialinos a
clavos-olivaceos, obclavados a cilindricos, retos ou curvos, apresentam septos,
podendo variar entre um a dez, apresentam hilo basal ligeiramente espessado,
com cicatriz evidente (STOVER,1972).
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Quanto a morfologia dos ascésporos, apresentam-se fusiformes, clavados
hialinos, bicelulares e ligeiramente constritivos no septo, medindo de 14 a 20 uym
de comprimento e 4 a 6 um de largura. Tanto a fase sexuada ou teleomorfica,
quanto a fase assexuada ou anamorfica sdo consideradas relevantes para o
desenvolvimento da doenca. Todavia, a fase sexual (Mycosphaerella fijiensis) é
relatada como mais importante para a reproducdo da doenca, tendo em vista, o
namero expressivo de asclOsporos que sao produzidos nos peritécios
(CORDEIRO et al., 2011).

Epidemiologia

Diversos fatores estdo associados a dispersdo dos patdgenos
Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella fijiensis, a longas e pequenas
distancias. Cordeiro et al. (2011), mencionam que a dispersdo da Sigatoka-negra
entre os diversos continentes, ocorreu provavelmente pela movimentacdo de
material infectado, sendo inclusive, uma das causas relacionadas a rapida
dispersdo do patégeno Mycosphaerella fijiensis na América Central. Desta
maneira, a movimentacdo de folhas de bananeiras infectadas, € um dos fatores
gue estdo relacionados a rapida dispersdo e disseminacdo do patdégeno entre
continentes (MOURICHON; FULLERTON, 1990).

Os esporos de ambos os fungos, sdo disseminados por meio de fatores
ambientais como o escorrimento da dgua da chuva, por meio do orvalho presente
na superficie foliar, além da dispersdo por meio do vento o qual desloca os
ascosporos a longas distancias e os conidios a pequenas distancias (CORDEIRO
et al., 2005). Em relacdo a sobrevivéncia destes patdgenos, 0s mesmos podem
sobreviver na superficie de frutos, nos variados tipos de embalagens, em veiculos
qgue circulam nas areas de plantio, além de vestimenta de trabalhadores. Sendo
deste modo, fatores que influenciam de maneira efetiva na dispersdo destes
microrganismos, tanto a curtas quanta a longas distancias (CORDEIRO et al.,
2011)

As condi¢Bes climaticas para ocorréncia das sigatokas sdo: clima umido,
alta pluviosidade e temperaturas em torno de 25°C, nas condi¢bes mencionadas,

o fungo Mycosphaerella musicola, encontra um ambiente propicio para o
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estabelecimento da doenca. Nas condi¢cdes anteriormente citadas, ocorre a
producdo de esporos assexuados (conidios) de forma continua. Ao ocorrer a
deposicdo do esporo sobre a superficie foliar, ocorrerd a germinacdo em
presenca de um filme de agua.

Sobre a Sigatoka-amarela, Cordeiro et al. (2005) mencionam que
temperaturas abaixo de 21°C provocam consideravel declinio na taxa de infec¢éo
e no desenvolvimento da doenca, mesmo em condi¢des de umidade adequadas.
O mesmo ocorre em estacdes secas com baixa producdo de orvalho a noite,
mesmo em temperatura adequada. A producdo de ascosporos € maior nas folhas
que ocupam as posi¢des de cinco a dez e quando ocorrem periodos chuvosos,
com temperaturas de 21°C, atingindo o maximo de producéo no inicio da estacdo
seca.

Com relacdo ao fungo causador da Sigatoka-negra, Mycosphaerella
fijiensis Morelet, tem sido identificado uma maior sensibilidade as temperaturas
mais baixas. De acordo com Cordeiro et al. (2011) temperaturas que variam entre
20 °C a 35 °C propiciam a germinacao dos esporos, todavia entre 26 °C - 27 °C foi
considerada a faixa de temperatura ideal para o processo de germinagdo e
desenvolvimento da doenga.

A infeccdo ocosionada por ambas as espécies de Mycosphaerella spp. em
estudo, tem seu inicio ap0s a deposi¢cdo dos esporos nas superficies das folhas
da bananeira, conforme pode ser observado na (Figura 1) (STOVER, 1980). Ha
depender da temperatura, a germinagcdo ocorre entre 2 & 6 horas. Em seguida,
hifas crescerdo sobre a superficie foliar por 2 a 6 horas até encontrar um
estbmato. No estdmato sera formado um apressorio, seguindo-se a penetracao
(CORDEIRO et al., 2005).
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Esporodéquio fungico na folha Conidio tipo - Pseudocercospora

Manchas e
area necrotica
na folha

Espermagonia
na folha

Peritécio com ascos e
ascosporos na folha

Espermacia

i ) » . Padrio de Germinagdo do esporo e
pananeira anchase manchas na Lesdes na folha penetragdo na folha Bananeira sadia
infectada necrose folha através do estdmato

Figura 1: Ciclo de vida de Mycosphaerella spp. em bananeira (adaptado de AGRIOS,
2005).

Os ascosporos, esporos sexuados surgem tardiamente em relagdo aos
conidios e sdo ejetados a partir dos peritécios, em climas umidos ou, até mesmo,
em climas secos com prevaléncia de orvalhos intensos (SIMMONDS,1966). Com
relacdo ao patégeno Mycosphaerella fijiensis, a fase anamoérfica esta presente na
superficie abaixial da folha em estrias e manchas em estadios iniciais, onde se
observam conidioéforos saindo do estdmato infectado, isoladamente ou em
pequeno numero (CORDEIRO et al., 2011).

Sintomatologia

As infeccbes ocasionadas pelos fungos Mycosphaerella musicola e
Mycosphaerella fijiensis ocorrem inicialmente nas folhas jovens do hospedeiro. A
folha designada como vela, tem a sua estrutura arranjada em lébulos foliares de
forma perfeita e compactada, o I6bulo foliar esquerdo é enrolado sobre si e 0
direito, envolve o primeiro, a vela permanece ereta por cerca de um a dois dias,
em seguida a vela comeca a desenrolar aos poucos até apresentar a
configuracéo de folha aberta (GUERRA; MENDONCA, 2009).
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Guerra e Mendonca (2009) mencionam que na configuracdo de vela e até
atingir o desenrolamento completo, a folha fica exposta aos fatores ecoldgicos,
deste modo acredita-se que a configuracdo espacial da folha vela tem favorecido
a infeccéo do hospedeiro pelo patégeno na medida em que esta fica disposta de
modo a facilitar o contato dos esporos quando estao sendo disseminados.

Os sintomas iniciais da Sigatoka-amarela sao reconhecidos no hospedeiro
através do surgimento de uma leve descoloracdo em forma de ponto entre as
nervuras secundarias das folhas vela ou zero até a quarta folha. Com o decorrer
do processo de infeccdo, as descoloracdes em forma de ponto expandem,
progredindo para estrias de coloragdo amarela. Em decorréncia do avango da
infeccdo as estrias aumentam, desenvolvendo manchas necroticas com formatos
elipticos e alongados. Em estagios mais avancados desenvolvem-se lesfes com
centro deprimido, de coloragdo cinza, circundadas por halos amarelados
(CORDEIRO; KIMATI, 1997).

Os sintomas da Sigatoka-negra iniciam-se com manchas diminutas e
cloréticas na superficie abaxial da terceira ou quarta folha aberta. As manchas
evoluem para estrias finas e marrons entre as nervuras secundarias das folhas. A
coloracdo das estrias se intensifica adquirindo coloracdo marrom escuro,
tornando-se visiveis na superficie adaxial das folhas. As lesbes aumentam em
tamanho, tornando-se fusiformes ou elipticas, apresentando o aspecto estriado
tipico das folhas infectadas, por fim, as manchas coalescem induzindo a morte
prematura do limbo foliar (GASPAROTTO et al., 2006; CORDEIRO et al., 2016).

Os fatores climaticos que estdo associados a epidemiologia da Sigatoka-
negra sdo basicamente as mesmas condicfes necessarias para a Sigatoka-
amarela, deste modo, Cordeiro et al. (2016), mencionam a condi¢cdo de orvalho,
temperatura e chuva, sendo imprescindiveis para que ocorra a infeccdo, e
consequentemente o estabelecimento da doenca.

Para a classificacdo das lesdes caracteristicas das sigatokas e avaliacdo
do progresso da doenca no hospedeiro, tem sido utilizado a escala diagramética
de Stover modificada por Gauhl (1994). A escala propde a atribuicdo de notas de
acordo com o progresso da doenca que vai do estadio zero, onde a planta nao
apresenta sintomas até o estadio VI, no estadio VI a planta apresenta entre 51% a

100% do limbo com sintomas, caracterizando-se pela fase final da mancha.
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Em relacdo as distingbes microscopicas entre as duas especies,
Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella fijiensis, podem ser diferenciadas
inicialmente, examinando-se a estrutura do conidiéforo. O fungo Mycosphaerella
fijiensis produz conidiéforos em pequenos grupos, 0os quais emergem diretamente
dos estbmatos (CORDEIRO et al.,, 2005). Enquanto que 0 microrganismo
Mycosphaerella musicola produz conidioforos em feixes sobre estromas
(esporodoquios). Outra distincdo entre os patdgenos € a presenca de cicatriz
ligeiramente espessada na base dos conidios em Mycosphaerella fijiensis, sendo
uma caracteristica ausente no fungo Mycosphaerella musicola.

A maior parte dos esporos assexuais (conidios) e estruturas que produzem
Seus esporos sexuais (espermacias em espermogobnios) sdo produzidas na
superficie abaxial da folha, enquanto que o fungo Mycosphaerella musicola
produz conidios predominantemente na superficie adaxial da folha.

A identificacdo de ambos os patdgenos, pode ser realizada examinando-se
as estruturas da forma assexuada, tendo em vista que, as distincbes nas
estruturas sexuadas de Mycospharella musicola e Mycosphaerella fijiensis séo de
dificil deteccdo. Todavia, para a caracterizacdo precisa do patdégeno, tém sido
utilizadas técnicas moleculares, tais como, o uso de marcadores moleculares e
por meio da técnica de PCR (CORDEIRO et al., 2011).

Metabdlitos secundérios produzidos por fitopatégenos

Determinados fungos fitopatogénicos possuem mecanismos
especificos para a producdo de substancias téxicas, entretanto tais fitopatégenos
apresentam grandes diferencas taxondmicas e no mecanismo de interacdo entre
0 patégeno e o hospedeiro. Toxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por
fungos, geralmente de baixa massa molecular, moveis, ativas em concentracdes
fisiolégicas (< 10-6 - 10-8 M), ndo apresentam caracteristicas enzimaticas,
hormonais ou de acidos nucléicos, sendo capazes de causar doencas ou até
mesmo a morte de plantas (GOODMAN et al., 1986; SCHMELZ et al., 2003;
TRUCKSESS, 2004).

Nedelnik; Repkova (1998) mencionam que as toxinas podem ser
agrupadas de acordo com suas propriedades quimicas, além de serem agrupadas

de acordo com o tipo de organismo produtor, a exemplo de fungos ou bactérias.
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Ainda podem ser agrupadas com base no processo ou atividade biol6gica onde
sua agéo ir4 atuar. Sdo exemplos de mecanismos de acao, a inibicdo enzimética
e a degradacdo de parede celular. Tais metabdlitos ainda sdo classificados
guanto a especificidade ou ndo ao hospedeiro.

Segundo Knogge (1996), as interagcbes entre plantas e microrganismos
produtores de toxinas se baseiam na producédo da toxina versus detoxificacdo, no
reconhecimento versus ndo reconhecimento e na supressdo do reconhecimento
versus respostas de defesa. Ainda de acordo com o autor “as toxinas nao
seletivas ao hospedeiro agem primariamente inibindo os processos de defesa das
plantas, como a detoxificacdo ou a atividade de enzimas localizadas na
membrana”.

Tais metabolitos sdo toxicos a uma variedade de espécies de plantas,
independente das mesmas serem ou nao hospedeiras do fungo toxigénico, sao
vistas como fatores de viruléncia, pois contribuem para a severidade da doenca
sem serem essenciais para sua ocorréncia (KNOGGE, 1996). A cercosporina &
um exemplo de toxina que atua de forma nao-seletiva.

A cercosporina foi isolada em 1956, utilizando-se culturas de C. kikuchii
(KUYAMA; TAMURA, 1956). Propriedades fotodinAmicas e toxicas da
cercosporina foram descritas inicialmente na década de 70, mais tarde, foi
confirmada a importancia da incidéncia luminosa para ativar a producao da toxina,
assim como, desencadear os efeitos téxicos (BATCHVAROVA et al., 1992;
DAUB, 1982). Neste periodo também foi detectado correlacdo positiva entre a
intensidade luminosa e toxidez em células vegetais de hospedeiros afetados por

microrganismos Cercospora (DAUB, 1982).

Cercosporina

A cercosporina é uma toxina nao seletiva a qual atua de forma prejudicial a
inlmeros organismos. Pertence ao grupo quimico perilenoquinona, contém
moléculas fotossensibilizadoras capazes de absorver luz e gerar espécies
reativas de oxigénio, causando danos a membrana celular (DAUB; CHUNG,
2009).

A producao de tal metabdlito in vitro ocorre por meio de hifas em meio de

cultura, resultando em acumulo da toxina nas proximidades das hifas e na
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superficie do meio. A toxina cercosporina apresenta coloracdo avermelhada,
todavia em condicfes alcalinas como na presenca de KOH, a mesma apresenta
coloracdo esverdeada variando de verde claro a verde intenso. Ao realizar testes
de absorbancia da toxina Jenns et al. (1989) observaram que a mesma apresenta
maior absor¢cdo a um comprimento de onda de 480 nm.

Daub e Chung (2009) mencionam que o fator mais importante para a
ativacdo da toxina e para sua biossintese é a presenca de luz, por menor que seja
a exposicdo a intensidade luminosa ocorre a ativacdo da toxina, enquanto na
auséncia de luz a producédo de cercosporina € interrompida. Acredita-se que a luz
visivel dos comprimentos de onda absorvidos pela molécula cercosporina
(aproximadamente 400-600 nm) séo responsaveis tanto para induzir a producao
guanto por causar toxicidade.

In vitro a cercosporina € produzida pelo patbgeno apenas em meios de
cultura que favorecam o crescimento vegetativo, e é inibido em meios nutritivos
gue induzam o processo de esporulagéo, tal como na forma de suco V8. Diversos
parametros fisioldgicos, incluindo temperatura, condi¢cdes nutritivas, pH e fonte de
carbono, afetam a producdo do metabdlito. A sintese de metabdlitos também
varia entre espécies e entre populacbes de isolados de uma Unica espécie. A
producdo de toxinas também pode variar de acordo com a temperatura e regime
de luz variada, temperaturas elevadas (30° C, 86° F) também inibem a producao
de cercosporina (DAUB; CHUNG, 2007).

Diversidade genética de Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella fijiensis

Considerando a importancia econdmica e social da bananicultura e a
amplitude dos danos causados pelos fungos Mycosphaerella musicola e
principalmente Mycosphaerella fijiensis em bananais no Brasil, identificar,
caracterizar isolados desses microrganismos, assim como compreender a
estrutura genética e distribuicdo do patdgeno se faz necessario. Desta forma, as
informacgdes geradas em pesquisas desta amplitude favorecem a obtencdo de
dados que fomentam a busca por alternativas que visam o controle das sigatokas.

Para a realizacdo da identificacdo e classificagdo de patdgenos
relacionados, a compreensao da variabilidade genética e o estudo dos processos

evolutivos em popula¢des de microrganismos, técnicas da biologia molecular tem
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sido constantemente empregadas. Queiroz et al., (2013) mencionam a técnica de
PCR (Polymerase Chain Reaction) como uma ferramenta eficiente e répida,
constituindo assim um meétodo eficaz para a amplificacdo de diferentes genes,
podendo revelar polimorfismo ao nivel de sequéncias de DNA suficientes para
estabelecer diferencgas inter e intraespecificas.

Desta maneira, primers especificos tem sido utilizados como ferramentas
para a diagnose de fungos por meio da técnica de PCR, sendo considerada uma
técnica bastante sensivel (BOREM; CAIXETA, 2009). Dentre as técnicas
moleculares em constante uso, a analise da regido ITS vem sendo utilizada para
a identificacdo molecular de fungos por conta do alto grau de variabilidade
interespecifica, da presenca de sitios conservados para primers e por apresentar
multiplas cépias naturais no genoma (BLAALID et al., 2013). Em fungos, ocorre
variacdo da regiao ITS, com algumas excecoes, cerca de 450 a 750 pares de
base de comprimento (CROUS et al., 2011; BLAALID et al., 2013).

O gene B-tubulina também vem sendo usado em estudos de filogenia por
apresentar alta conservacéo da sequéncia de nucleotideos. Arzanlou et al. ( 2008)
e Crous et al. (2009), realizaram andlises filogenéticas da regido ITS (Internal
transcribed spacer) do DNA ribossdmico e do gene B-tubulina, entre espécies de
Mycosphaerella spp. e seus anamorfos de variadas plantas hospedeiras.

Os fungos Mycosphaerella musicola, fijiensis e emusae foram identificados
e diferenciados por Crous et al. (2001) e Hayden et al. (2003) com base no
polimorfismo da regido ITS do rDNA gendmico. Crous et al. (2011) usaram a
regido ITS do rDNA gendbmico para analisar filogeneticamente o complexo
Mycosphaerella, tendo em vista a insercdo de espécies novas ao género.

Sobre o estudo da diversidade genética de populacdes de Mycosphaerella
musicola, existem variados trabalhos, que investigam a variabilidade genética
entre isolados de diferentes regides brasileiras, dentre eles podemos mencionar,
Moreira et al. (2003), onde avaliou a variabilidade genética entre isolados de
Mycosphaerella musicola oriundos de diferentes estados brasileiros, utilizando a
técnica de RAPD. Os resultados deste estudo evidenciaram alta diversidade
genética ndo havendo correlagdo com as origens geograficas.

Montarroyos (2005) analisou a diversidade genética de Mycosphaerella
musicola proveniente do estado de Pernambuco, neste estudo também néo foi

estabelecido correlacdo entre a alta diversidade e as origens geograficas dos
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isolados. Rocha (2008) avaliou a variabilidade genética entre 11 isolados de
Mycosphaerella musicola oriundos de variadas regifes brasileiras, sendo um
destes isolados proveniente do norte de Minas Gerais, onde foi constatada alta
variabilidade genética.

Conhecer a variabilidade genética de microrganismos subsidia o
entendimento das dindmicas de populacbes e a estrutura genética, além de
possibilitar inferéncias sobre a evolucdo das espécies. A diversidade genética
interespecifica e intraespecifica nas populacdes estdo sob influéncia de fatores
biolégicos e ecologicos, podendo ser influenciados pelas condigbes a qual o
individuo for exposto (HAMRICK, 1982; SUNNUCKS, 2000).

Variacbes genéticas entre individuos podem ser resultantes de diversos
processos e forcas evolutivas, tais como, mutacdes, fluxo génico ou migracao,
reproducdo sexual, selecdo natural, deriva genética entre outros. Tais adventos
evolutivos acabam por acumular efeitos nas populacdes, as quais, por sua vez,
influenciam na especiacao e na hierarquia taxonémica.

De acordo com Sunnucks (2000) estudos que visam investigar a
variabilidade genética de populacbes examinam as relacdes existentes entre os
processos evolutivos e padrées demograficos com variantes genéticas
moleculares permitindo assim, inferir sobre a biologia do organismo. Para Perea
et al. (2005) quantificar a diversidade genética de microrganismos patogénicos
favorece o planejamento e adogédo de medidas que visam o desenvolvimento de
cultivares resistente a doencas, subsidiando assim programas de melhoramento

genético de plantas.
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Caracterizacdo molecular e agressividade de isolados de

Mycosphaerella spp. da bananeira (Musa spp.)’

: Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periddico cientifico
Plant Disease, em versao na lingua inglesa.
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Caracterizacdo molecular e da agressividade de isolados de

Mycosphaerella spp. da bananeira (Musa spp.)

RESUMO

O sequenciamento do rDNA, € uma técnica constantemente aplicada para a
identificacdo de fungos, seu uso tem contribuido para distinguir diferencas entre
isolados de uma mesma espécie ou género e expandir o conhecimento acerca da
diversidade. Sendo assim, a diagnose de fitopatdgenos tem sido realizada por
meio da técnica de PCR (Reac¢do em Cadeia da Polimerase). Os objetivos deste
trabalho foram caracterizar isolados de Mycosphaerella spp. obtidos de bananeira
a nivel de espécie, por meio do sequenciamento do rDNA da regido (ITS1-ITS4) e
do gene RB-tubulina e avaliar a patogenicidade e agressividade desses isolados
em mudas de bananeira. A correlacdo entre a agressividade e producdo de
cercosporina também foi testada. Para a caracterizacao genética foram utilizados
trinta e um isolados de Mycosphaerella spp. coletados em trés estados brasileiros
em diferentes localidades. O DNA genbmico dos isolados foi extraido para
amplificagéo parcial do rDNA (ITS) e do gene R-tubulina. As sequéncias obtidas
foram alinhadas com sequéncias depositadas no GenBank e com o auxilio do
BLASTNn. As sequéncias com alta similaridade foram utilizadas no conjunto de
dados para reconstrucdo filogenética. Para a avaliacdo da agressividade e
correlacdo com producdo de cercosporina, 18 isolados de Mycosphaerella
musicola e 1 isolado de Mycosphaerella fijiensis foram inoculados em mudas das
variedades Prata And e Grande Naine. A avaliagdo da severidade ocorreu, em
intervalos de 4 dias, por meio de escala de notas para obtencao das AACPDs em
um periodo de 50 dias. Vinte e quatro isolados agruparam com sequéncias de
Mycosphaerella musicola e dois isolados coletados no municipio de Séo Felipe -
BA agruparam com sequéncias de Mycosphaerella fijiensis. As analises da
AACPD revelaram diferencas na agressividade dos isolados, o periodo de
incubacdo, variou entre 25 a 29 dias. Quanto a producdo de metabdlito fitotoxico
versus agressividade dos isolados, houve correlacdo positiva em 50% dos
isolados.

Palavras-chave: Diagnose de microrganismo; metabdlitos

secundarios; epidemiologia.
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ABSTRACT

The sequencing of rDNA is a technique constantly applied to the identification of
fungi, its use has contributed to distinguish differences between isolates of the
same species or genus and to expand the knowledge about diversity. Thus, the
diagnosis of phytopathogens has been performed using the PCR (Polymerase
Chain Reaction) technique. The objectives of this work were to characterize
isolates of Mycosphaerella spp. (ITS1-ITS4) and the B-tubulin gene and to
evaluate the pathogenicity and aggressiveness of these isolates in banana tree
seedlings. The correlation between aggressiveness and cercosporine production
was also tested. For the genetic characterization, thirty one isolates of
Mycosphaerella spp. collected in three Brazilian states in different localities. The
genomic DNA of the isolates was extracted for partial amplification of the rDNA
(ITS) and the B-tubulin gene. The sequences obtained were aligned with
sequences deposited on GenBank and with the aid of BLASTn. Sequences with
high similarity were used in the dataset for phylogenetic reconstruction. For the
evaluation of the aggressiveness and correlation with cercosporine production,
18 isolates of Mycosphaerella musicola and 1 isolate of Mycosphaerella fijiensis
were inoculated on seedlings of Prata And and Grande Naine. The severity
assessment was performed at 4-day intervals using a score scale to obtain
AACPDs over a period of 50 days. Twenty - four isolates grouped with
Mycosphaerella musicola sequences and two isolates collected in the
municipality of S&o Felipe - BA grouped with Mycosphaerella fijiensis
sequences. The AACPD analyzes revealed differences in the aggressiveness of
the isolates, the incubation period ranged from 25 to 29 days. Regarding the
production of phytotoxic metabolites versus aggressiveness of the isolates, there
was a positive correlation in 50% of the isolates.

Keywords: Diagnosis of microorganism, secondary metabolites, epidemiology.
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INTRODUCAO

A cercosporiose da bananeira causada pelos patdogenos Mycosphaerella
musicola Leach e Mycosphaerella fijiensis Morelet estdo entre as principais
doencas que acomete a bananicultura no Brasil e no mundo. Tais moléstias tém
gerado impactos econdmicos e sociais em regides produtoras. No Brasil a
Sigatoka-amarela foi constatada inicialmente nos estados da Regido Norte, em
1944 no Amazonas (ARZANLOU et al., 2008; CROUS et al., 2009; QUEIROZ et
al., 2013). Atualmente o fungo Mycosphaerella musicola Leach, encontra-se
disseminado em todas as regides de cultivo da bananicultura no Brasil e no
mundo, gerando prejuizos na producado de frutos (CORDEIRO; MATOS; KIMATI,
2005, CORDEIRO et al., 2011 apud FOURE, 1994).

Ja a Sigatoka-negra foi identificada no Brasil na década de 90, inicialmente
no estado do Amazonas, posteriormente disseminou-se para outras regides
produtoras do pais. Estima-se que o0s prejuizos decorrentes das lesbes
provocadas pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, podem impactar cerca de
100% da producédo na ocorréncia de epidemias severas (CORDEIRO et al., 2016).

A identificacdo de patdgenos, em hospedeiros acometidos inicialmente
pode ser realizada com base nos sintomas da doenca e em caracteristicas
morfologicas. Todavia, 0s patdgenos causadores de Cercosporiose em Musa spp.
causam sintomas similares, podendo coexistr em uma mesma folha de
bananeira, o que dificulta a constatacédo da doenca.

Desta maneira, para identificacdo e diagnose com precisdo, ferramentas
moleculares para a andlise de diferentes regides do genoma tem sido utilizada
favorecendo assim, a compreensado sobre relacdes filogenéticas e diversidade
genética de populacbes de fungos. Tais mecanismos moleculares apresentam
vantagens como rapidez, versatibilidade e eficiéncia (ARZANLOU et al., 2007,
GOMES et al., 2013).

Dentre as ferramentas moleculares em uso, destaca-se a técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase). A mesma é utilizada para a caracterizagéo e
diagnose de microrganismos, além de estudos das relacdes filogenéticas em
diversos organismos. A técnica baseia-se, no uso de primers especificos para

amplificar diferentes genes. Os primers especificos sédo pares de oligonucleotidios
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sintéticos de fita simples, utilizados para iniciar a sintese de um segmento de
DNA-alvo, constituindo assim, um importante instrumento para a identificacdo e
diferenciacéo de fungos (CROUS et al., 2006; BOREM; CAIXETA, 2009).

Andlises da regido ITS (Internal transcribed spacer) do DNA ribossémico e
do gene [B-tubulina, tém sido frequentemente empregados em estudos de
relacOes filogenéticas entre espécies de Mycosphaerella spp. e seus anamorfos
de diferentes plantas hospedeiras (ARZANLOU et al., 2008; CROUS et al., 2009;
QUEIROZ et al., 2013).

Cordeiro et al. (2004), mencionam as sigatokas como um dos principais
problemas fitossanitarios da bananicultura. Tais microrganismos provocam no
hospedeiro afetado, a reducdo da éarea foliar sadia e fotossintetizante, como
consequéncia ocorre a morte prematura das folhas. Com isso, o0 crescimento e a
produtividade das plantas séo afetados.

Acredita-se que dentre as raz0es advindas do sucesso no estabelecimento
de populacdes desses patdégenos estejam relacionadas a producdo da toxina
cercosporina, a qual apresenta toxidez em indmeras espécies vegetais. A
producdo de metabdlitos fitotoxicos por membros do género Cercospora tem
ocasionado consideraveis impactos sociais e econdmicos em variadas culturas
hospedeiras, incluindo a cultura da bananeira. Esse mecanismo é considerado um
dos fatores associados a severidade da doenca e as variacdes entre a producao
da toxina cercosporina por diferentes isolados. Acredita-se que tudo iSso possa
refletir na agressividade dos mesmos (DAUB et al., 2005).

Além da producdo de cercosporina, 0s microrganismos Mycosphaerella
musicola e Mycosphaerella fijiensis, garantem sucesso na dispersdo para outras
areas, devido a maneira como ocorre a disseminacdo da doenca, sendo o vento
um dos principais agentes responsaveis pela liberacdo dos esporos, disperséo a
pequenas e longas distancias. Além disso, as aguas das chuvas também
favorecem a disseminacéo do patdégeno. Outro fator favoravel ao estabelecimento
de populacdes desses patdégenos esta relacionada a alta variabilidade genética
(MOREIRA et al., 2003; CARLIER et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2013; PEIXOUTO
et al. 2015).

Diante do exposto, o estudo das relagcbes entre a severidade da doenca,
producdo de cercosporina e a agressividade dos fungos Mycosphaerella musicola

e Mycosphaerella fijiensis, torna-se um campo de pesquisa promissor, haja vista
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que essa interacdo entre a producdo de cercosporina, patdgeno e hospedeiro
pode ser crucial para a colonizacéo e infeccao da planta afetada.

Deste modo, os objetivos deste estudo foram caracterizar isolados de
Mycosphaerella spp. obtidos de bananeira a nivel de espécie por meio do
sequenciamento do rDNA da regido (ITS1-ITS4) e do gene B-tubulina e avaliar a

patogenicidade e agressividade desses isolados em mudas de bananeira.

MATERIAL E METODOS

Obtencéao dos isolados

Os isolados de Mycosphaerella spp. foram adquiridos por meio de coletas
em regides produtoras de banana no Brasil nos estados da Bahia (BA), Minas
Gerais (MG) e Rio Grande do Norte (RN). Folhas de bananeiras apresentando
sintomas caracteristicos de Sigatoka-amarela e Sigatoka-negra provenientes de
seis genétipos de Musa spp. foram coletadas, em seguida, realizada uma
desinfestacdo superficial em agua corrente, seguido de agua destilada. Areas
com maior proporgdo de lesbes foram selecionadas, recortadas e colocadas em
placas de Petri com papel filtro em camara imida, foram mantidas a 25 + 2 °C por
48h.

Posteriormente, os fragmentos vegetais incubados foram observados sob
microscépio estereoscopio para averiguar o0 surgimento de esporoddquio
(Sigatoka-amarela) e conidiéforos (Sigatoka-negra) (Figura 1). Os conidios foram
coletados por meio de agulha de ponta fina e transferidos assepticamente para
placas de Petri contendo meio BDA. As placas foram mantidas em BOD a 25 + 2
°C por 5 dias para obtencédo de culturas puras. A fim de preservar os isolados
obtidos, todos foram preservados por meio do método Castellani e tiras de papel

filtro.
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Figura 1. Isolamento do patégeno. A. Manchas caracteristicas da Sigatoka-amarela. B.
Preparo de cémara Umida apoOs assepsia do fragmento vegetal. C. Captura de

esporoddquios na regido central das les6es. D. Esporoddquios na regido central da leséo.

Extracdo do DNA

A extracdo do DNA dos isolados de Mycosphaerella spp. foram feitas
utilizando o método CTAB (DOYLE e DOYLE, 1990) adaptado. Col6nias fungicas
cultivadas em meio BDA por 30 dias a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas foram
retiradas do meio de cultura e acomodadas em papel de filtro por 72h para
secagem em camera de exaustdo. ApoOs esse periodo foram maceradas em

microtubos de 1,5 mL com nitogénio liquido até a obtencdo de um pé fino.
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Uma fracdo do macerado obtido, foi transferido para microtubos de 1,5 mL,
cada amostra foi acrescida de 1,5 mL de tampé&o de extracdo (CTAB 2%, NaCl
1,4 M, Tris-HCI 0,1 M pH 8,0,EDTA 2%, Na Sulfite 1%, PVP 1% -
Polivinilpirrolidona 1mg) sendo mantidos em banho Maria por 1 h a 65 °C sob
agitacdo mecanica a cada 10 min. Posteriormente os tubos foram centrifugados a
10000 RPM por 5 min em temperatura ambiente. Foi coletado 1 mL do
sobrenadante em novo tudo de 2 mL.

Em seguida foi adicionado 800 pL de cloroformio alcool isoamilico (24:1)
sendo agitado no vortex. Apds, os tubos foram novamente centrifugados a 10000
RPM por 10 min em temperatura ambiente, 800 mL do sobrenadante foi coletada
e transferido para novos tubos de 1,5 mL.

Adicionou-se 600 pL de alcool isopropilico gelado, homogeinizou-se
suavemente e incubou-se a -20 °C por 30 min. Posteriormente os tubos foram
centrifugados a 10000 RPM por 10 min, foi descartado o sobrenadante. Foi
acrescentado 500 uL de etanol 70%, agitado para remocé&o do pellet, novamente
centrifugados a 10000 RPM por 2 min.

O sobrenadante foi descartado, deixou-se secar o pellet por 30 a 40 min,
em seguida foi acrescentado 50 pL de solugéo de tampé&o TE (Tris-HCI 10 mM pH
8,0,EDTA 1 mM),+ 1 yL de Rnase / amostra). As amostras foram colocadas em
banho Maria por 30 min a 37 °C, em seguida foram conservadas a -20 °C.

O DNA dos isolados foram purificados, em seguida, submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1%, contendo brometo de etidio (1 pg/mL), onde
foram quantificados visualmente comparando-se com o marcador padrao de 1kb
(Ladder®). As amostras foram submetidas a um campo elétrico a 110 V por 60
minutos, posteriormente o gel foi visualizado no transiluminador para a

determinacao da quantidade do DNA.

Amplificagédo e sequenciamento da regido ITS e gene 3-tubulina

O DNA genbmico foi utilizado para a amplificacdo da regiao ribossémica
envolvendo a regido ITS1 e ITS4 (WHITE et al.,1990) e o gene [-tubulina,
utilizando os iniciadores 3-tub 2b e RB-tub T1l (GLASS; DONALDSON, 1995).
Foram realizados o sequenciamento de trinta e um isolados para a regiao ITS e

para o gene RR-tubulina (Tabela 1).
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Tabela 1. Isolados de Mycosphaerella spp. utilizados no sequenciamento. Cruz
das Almas-BA, Embrapa/UFRB, 2018.

Amostra Cultivar Microrregiao Municipio
001 BA Prata ana Velho Chico/BA Bom Jesus da Lapa
018 BA  Prata comum Baixo Sul/BA Presidente Tancredo
Neves
033 BA Prata ana Sertéo Produtivo/BA Sebastido Laranjeiras
034 BA Grande Velho Chico/BA Bom Jesus da Lapa
Naine
040 MG Prata ana Lavras/MG Lavras
044 RN Caipira Chapada do Apodi
Apodi/RN

056 BA Macé/Leite Litoral Sul/BA Itajuipe

066 BA Prata Baixo Sul/BA Gandu

075 RN Pacovan Mossor6/RN Barauna
0166 MG Prata Jaiba/MG Jaiba
0167 MG Prata Velho Chico/BA Bom Jesus da Lapa
0168 MG  Grand Naine Jaiba - MG Jaiba
0169 MG Prata Velho Chico/BA Bom Jesus da Lapa
0170 MG Prata Jaiba - MG Jaiba
0171 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0172 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0173 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0174 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0175 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0176 MG  Grand Naine Jaiba — MG Jaiba

0178 BA Ouro Séo Felipe/BA Séo Felipe
0179 MG Grand Naine Jaiba — MG Jaiba

0180 BA Ouro Séo Felipe/BA Séo Felipe
0181 BA Ouro Sao Felipe/BA Séo Felipe
0182 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0183 MG Prata Jaiba — MG Jaiba

0184 BA Ouro Séo Felipe/BA Séo Felipe
0185 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0186 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0187 MG Prata Jaiba - MG Jaiba

0188 BA Ouro Sao Felipe/BA Sao Felipe

*Valores numeéricos representam o codigo de registro das amostras no laboratoério de

fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

As reacoes de amplificacdo do rDNA foram realizadas em um volume final
de 50 pL, contendo: 2,0 pL de DNA gendmico a 10 ng/pL; Tris-HCl a 1M (pH
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8,0);2 uL de Tampéao para Taq DNA Polimerase; 2 ul de dNTPs (2,5 mM); 0,5 ul
de MgCl, (50mM); 2,5 ul de cada primer (10 uM) e 0,2 ul de enzima Tag DNA
Polimerase recombinante Invitrogen® (5u/ul). A amplificacdo foi executada em
termociclador VeritiTM 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). As reacdes
foram submetidas a um ciclo de desnaturacéo inicial do DNA (94 °C, 5 min), 35
ciclos de desnaturagcdao (94 °C por 30 s), anelamento (52 °C por 45 s),
polimerizacao (72 °C 2 min) e extensao final (72 °C por 7 min).

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose
corado com brometo de etidio (1,0%) e observados sob luz ultravioleta. Os
fragmentos de DNA tiveram suas bandas purificadas utilizando-se o Kit de
purificacdo (Ludwing Biotec®) por coluna, seguindo as recomendacdes do
fabricante. Em seguida foram encaminhados para sequenciamento pela empresa

Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul), em duas direcdes (direta e reversa).

Tratamento dos dados moleculares

As sequéncias diretas e reversas de cada isolado foram alinhadas com
auxilio do programa SegManll para obtencdo das sequéncias complementares.
As sequéncias completas de nucleotideos da regido (ITS1 e ITS4) e do gene
Btubulina dos 31 isolados de Mycosphaerella spp. foram usadas para buscas de
sequéncias similares por meio do programa BLASTn do NCBI (Natinonal Center
for Biotechnology Information), onde foram comparados o0s percentuais de
similaridade com as sequéncias disponiveis no banco de dados, visando a
confirmagéo da espécie de cada isolado.

O alinhamento das sequéncias foi feito no programa ClustalW
(THOMPSON et al., 1994) e as arvores filogenéticas foram processadas com o
programa MEGA v. 6.0 (TAMURA et al., 2007). As arvores filogenéticas foram
construidas utilizando-se o método de distancia de Neighbor-Joining (NJ). As
sequéncias foram agrupadas com base no modelo evolutivo Kimura 2 parametros

e o suporte dos clados foi testado por meio de 10000 replicagbes bootstrap.
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Teste de patogenicidade, avaliagcdo da agressividade dos isolados e busca
por correlacdo com producdo cercosporina - Condigdes de cultivo para

inoculacao

Isolados do patdgeno Mycosphaerella spp. pertencentes a colecdo de
fungos do laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
oriundos de coletas, foram utilizados no teste de patogenicidade e na avaliacido
da severidade da doenca (Tabela 2). O microrganismo foi cultivado no meio de
cultivo V8 (9 g de Agar, 1 g de CaCOg3 (carbonato de calcio), 100 ml de suco V8 e

400 ml de agua destilada), acrescido de 500pl de antibiético amoxicilina.

Tabela 2. Isolados de Mycosphaerella spp. utilizados no teste de severidade da
Sigatoka. Cruz das Almas-BA, Embrapa/UFRB, 2018.

Amostra Cultivar Microrregido Municipio
001 BA Prata ana Velho Chico/BA Bom Jesus da Lapa
018 BA Prata comum Baixo Sul/BA Presidente Tancredo
Neves
033 BA Prata ana Sertdo Produtivo/BA Sebastido Laranjeiras
034 BA Grandee Velho Chico/BA Bom Jesus da Lapa
Naine
066 BA Prata Baixo Sul/BA Gandu
075 RN Pacovan Mossoro/RN Baralna
0168 MG Grande Naine Jaiba - MG Jaiba
0169 MG Prata Velho Chico/BA Bom Jesus da Lapa
0170 MG Prata Jaiba - MG Jaiba
0172 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0173 MG Prata Jaiba - MG Jaiba
0181 BA Ouro Séo Felipe/BA Séo Felipe
0182 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0183 MG Prata Jaiba - MG Jaiba
0184 BA Ouro Séo Felipe/BA Séo Felipe
0186 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0187 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0188 BA Ouro Séo Felipe/BA Séo Felipe

*Valores numéricos representam o cédigo de registro das amostras no laboratério de

fitopatologia Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Os isolados foram repicados, macerados e transferidos uma aliquota de 1
ml por placa para o meio de cultivo, usando-se uma al¢ca de Drigalski foi
espalhado por toda a placa de Petri (Figura 2). Posteriormente foram incubados
em estufa tipo BOD com temperatura ajustada para 25 °C + 2 por 11 dias. Ap0s 0
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periodo de cultivo mencionado, procedeu-se com o preparo de suspensdes de
esporos para a inoculacdo em plantas teste (CORDEIRO et al., 2011).

Figura 2. Procedimentos de multiplicacdo do fungo Mycosphaerella spp. (A — B).
Obtencdo de macerado a partir de colénias do fungo. (C) Transferéncia de aliquota do
macerado para cultivo em meio V8. (D) Espalhamento do fungo por toda a placa
contendo o meio de cultivo fazendo uso da al¢a de Drigalski.

Preparo de suspenséo de esporos e inoculagdo em plantas teste

Visando a inoculacdo do patégeno nas variedades teste, foram cultivadas
10 repeticbes de cada isolado, sendo cada repeticdo representada por uma placa
de Petri. Apos 11 dias de cultivo sobre as condi¢fes anteriormente mencionadas,
adicionou-se 15 mL de agua destilada por placa sobre as col6nias, procedendo-se
com a liberacdo dos conidios por meio de raspagem com escova de cerdas
rigidas. Apos 15 minutos da obtencdo das suspensfes, estas foram filtradas

utilizando-se uma peneira fina.
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Posteriormente as suspensfes foram quantificadas em céamara de
Neubauer e as concentracbes de esporos foram ajustadas a 1.10* conidios/mL.
As folhas de nimero 1 e 2 de cada planta, foram inoculadas na superficie abaxial
do limbo, até o ponto de escorrimento, conforme a metodologia descrita por
(CORDEIRO et al., 2011). ApGs a inoculacao, as folhas foram revestidas com
sacos plasticos transparentes umedecidos, visando o favorecimento de condi¢des
propicias para a germinacdo, colonizacdo e infeccdo do tecido vegetal pelo

microrganismo (Figura 3).

Figura 3. Inoculacdo do fungo Mycosphaerella musicola e fijiensis. (A.B.C) Preparo de
suspenséo de esporos ( 1.10* conidios/mL). (A) Acréscimo de aliquota de agua para
liberacdo de esporos. (B) Raspagem das colonias com escova. (C) Filtracdo da
suspensdo em peneira de poro fino. (D) Inoculacdo do fungo nas folhas 1 e 2 na
superficie abaxial do limbo. (E) Identificacdo das folhas inoculadas. (F) Folhas inoculadas

em camara Umida revestidas com sacos plasticos transparentes.
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Teste de Patogenicidade e avaliacdo da agressividade

Com base nos resultados da caracterizagdo molecular e nos resultados de
producdo de cercosporina, 17 isolados de Mycosphaerella musicola ( Iso 01, Iso
168, 1s0169, Iso0170, Isol72, Isol73, Isol8, Iso 181, Is0l182, 1sol83, Iso 184,
Iso186, 1s0l187, 1s033, Iso 34, Is066, Iso75) e 01 isolado padrédo de
Mycosphaerella fijiensis (Iso 188) foram selecionados para o teste de
agressividade nas cultivares Prata Ana (Subgrupo Prata, AAB) e Grande Naine
(Subgrupo Cavendish, AAA).

As mudas cultivadas in vitro foram obtidas na biofabrica Campo situada na
Unidade da Embrapa — CNPMF, as mudas foram aclimatadas por 15 dias em
casa de vegetacdo e transplantadas em sacos de polietileno contendo solo
acrescido de potéassio, fibra de coco e esterco, sendo transferidos para o telado.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC),
em esquema fatorial. O teste foi composto por dezenove tratamentos,
correspondente a 17 isolados de Mycosphaerella musicola, 01 isolado de
Mycosphaerella fijiensis e um tratamento testemunha sem inoculacéo. Para isso,
foram utilizadas um total de duzentas e vinte e oito plantas, sendo cento e

qguatorze de cada cultivar (Prata Ana e Grande Naine).

Avaliacdo do progresso da doenca

Para avaliar o progresso da doenca, as folhas 1 e 2 foram marcadas com
fitas plasticas, onde foi feita a avaliacdo da severidade da doenca em cada planta.
As avaliacbes foram efetuadas a cada quatro dias a partir do periodo
compreendido entre a inoculacdo e a manifestagdo dos primeiros sintomas
(periodo de incubacao). O periodo de incubacao, variou entre 25 a 29 dias. A
metodologia para avaliacdo da severidade pautou-se na escala de notas posposta
por Stover (1971) e modificada por Gauhl (1994) descrita conforme (Figura 4)

abaixo:
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Figura 4: Escala de severidade para avaliagdo da intensidade do mal-de-sigatoka em
folha de bananeira proposta por Stover (1971) modificada por Gauhl (1994).

Descricao da escala de notas posposta por Stover (1971) e modificada por Gauhl
(1994) (Figura 4):

0 - Auséncia de sintomas;

1 - Menos de 1% da lamina foliar com sintomas (presenca de estrias/ou superior a
10 manchas);

2 - De 1 a 5% da lamina foliar com sintomas;

3 - De 6 a 15% da lamina foliar com sintomas;

4 - De 16 a 33% da lamina foliar com sintomas;

5 - De 34 a 50% lamina foliar com sintomas;

6 - De 51 a 100% da lamina foliar com sintomas;

- - Indica auséncia de folha, folha morta ou caida junto ao pseudocaule.

Apbs a coleta dos dados, foi determinado o indice de doenca (ID) de cada

genaotipo por meio da seguinte férmula:
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indice de infecgéo: % (IF): [Zn*b/(N-1)*T]*100

Onde: n = numero de folhas em cada nivel de escala de Stover (1971), modificada
por Gauhl (1994); b = grau da escala;

N = namero de graus empregados na escala (7); T = numero total de folhas

avaliadas.

Ao final das avaliacbes foram calculados os valores do indice de doenca
em relacdo ao tempo para cada genotipo, posteriormente foi calculada a Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD) para cada gendtipo.

Para andlise dos dados (AACPD) foi utilizada a andlise de componentes
principais (PCA), técnica usada para gerar indices e agrupamento de individuos.
Estes sdo agrupados de acordo com seu comportamento dentro da populacgéo,
conforme suas caracteristicas. Considerando o tipo de analise utilizada, (PCA),
esta € caracterizada por ndo reconhecer padrées. Desse modo, € possivel
averiguar similaridades ou discrepancias de um dado conjunto de amostras,
assim como a influéncia das variaveis estudadas na sua diferenciacdo (OSUMA,
2004).

Para definicdo do numero de grupos, nesse estudo foi usado indice
Pseudo-t2 do pacote Nbclust do programa R. Assim, o nimero 6timo de grupos
indicado nesse indice, foi usado para a separacao de dois grupos na analise de
agrupamentos pelo método K-means, utilizando o pacote factoextra. Para tanto,
formaram-se dois grupos, um com os isolados mais agressivos e outro com
menos agressivos. Dentro da distribuicdo dos isolados, realizada pela analise de
componentes principais, foi avaliado os isolados quanto a agressividade em cada

variavel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificac&o e caracterizagdo molecular

Das 33 amostras de DNA gendmico obtidas, todas tiveram fragmentos
amplificados por meio da técnica de PCR passiveis de serem sequenciados.

Entre as 33 amplificacbes realizadas, 26 fragmentos geraram sequéncias em
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condi¢cdes de uso para a realizacdo da analise filogenética. Assim, a busca por
similaridade no banco de dados GenBank, através da ferramenta BLAST, revelou
que as sequéncias obtidas correspondiam de fato as regides de ITS e B-tubulina

desejadas.

Relagoes filogenéticas com base na regiao ITS e gene B-tubulina

Para a construcédo das arvores filogenéticas com base na regido ITS, as
sequéncias geradas no estudo foram alinhadas com outras 37 obtidas no banco
de dados do CNBI (GenBank) pertencentes ao género Cercospora e a familia
Mycosphaerellacea. Para tanto, foram utilizadas duas sequéncias do género
Passalora loranthi para fazer o enraizamento da &rvore, como grupo externo,
totalizando 64 sequéncias neste alinhamento. Ja a construcdo da arvore
filogenética com base no gene [-tubulina, foram alinhadas com outras 6
sequéncias obtidas no banco de dados do CNBI (GenBank) pertencentes ao
género Cercospora.

Para tanto, o melhor modelo para a analise nesse estudo foi 0 método de
distancia de Neighbor-Joining (NJ), aplicado com base no modelo evolutivo
Kimura 2 parametros. Neste, a robustez dos ramos das arvores foi estimada por
bootstrap, empregada 10000 replicacdes para cada analise. Para a confirmacéao
dos resultados obtidos por meio do método Neighbor-Joining, foram construidas
arvores filogenéticas, utilizando-se o método de méxima verossimilhanca. A partir
disso, foram observadas pequenas alteragbes na alocacdo das espécies,
contudo, a conformacao da arvore nao sofreu alteracfes significativas.

Assim, a maioria dos isolados agruparam-se com as seguéncias
depositadas no Genbank para a espécie Mycosphaerella musicola (M. musicola
DQO01956) (Figura 5), comprovando que as caracteristicas morfologicas
observadas nos isolados correspondem as caracteristicas da espécie. Dessa
forma, dentre os isolados estudados foram identificados e caracterizados
molecularmente dois isolados correspondentes ao fungo Mycosphaerella fijiensis
(AF181705) (Figura 6).

Diante da referida préatica de estudo, os resultados mostraram a espécie

Mycosphaerella musicola em um clado de unido com espécies (M. musicola
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DQO01956), com alto valor de suporte (bootstrap 97%). Assim sendo, analisando a
arvore gerada para o gene B-tubulina, o0 mesmo grupo de isolados foi agrupado
formando um clado com alto valor de supote (bootstrap 99%). Da mesma forma,
na analise filogenética da regiao ITS, em B-tubulina houve formacédo de um clado
distinto sendo alocados dois isolados correspondentes ao patdgeno
Mycosphaerella fijiensis com alto valor de suporte (bootstrap 99%). Logo,
baseando-se na sequéncia de nucleotideos de B-tubulina e de ITS, € possivel
observar nas arvores, o alto grau de similaridade entre os isolados identificados

como Mycosphaerella musicola, tendo em vista a formacéao de uma politomia.
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Figura 5. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento da sequéncia de DNA do

espacador transcrito interno (ITS) de Mycosphaerella spp. ocorrendo em bananeiras. O

filograma baseia-se no método Neighbor-Joining (NJ), com base no modelo evolutivo

Kimura 2 parametros. Os valores de suporte Bootstrap de 10000 repeticdes sé&o

mostrados como porcentagem nos nos.
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Figura 6. Arvore filogenética gerada a partir do alinhamento da sequéncia parcial do
gene codificador da [B-tubulina de Mycosphaerella spp.O comprimento dos ramos
horizontais é proporcional a distancia genética entre as espécies. A arvore foi obtida
usando o método NJ (Kimura 2 Parametros). NUmeros proximos aos ramos indicam a

porcentagem de repeticdes da analise de bootstrap (10000).
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Teste de Patogenicidade, avaliacdao da agressividade dos isolados e
estabelecimento de correlagdo entre a produgao cercosporina

Fajola (1978) e Almeida et al. (2005) mencionam existir uma correlacéao
entre o nivel de producdo da toxina cercosporina in vitro e os niveis de producao
in vivo, impactando assim, na severidade da doenca causada pelos isolados
estudados. Desta maneira este estudo buscou avaliar a existéncia de interacdo
entre a agressividade de isolados com base na producédo de cercosporina, para
isso foram inoculados 18 isolados caracterizados como Mycosphaerella musicola
e 01 isolado caracterizado como Mycosphaerella fijiensis (Iso 188) (Figura 7).

Logo, diversos autores ja mencionaram que as ceélulas de varios
organismos nao produtores de metabalitos fitotdxicos, tais como plantas, fungos e
bactérias sdo sensiveis a toxina cercosporina. Além disso, ja existem indmeros
relatos sobre a importancia da toxina na patogénese. Assim sendo, considera-se
que a producdo da toxina esteja relacionada com a intensidade dos sintomas
causados em hospedeiros parasitados por espécies de género Cercospora spp.
Com isso, 0 metabdlito também tem sido relatado como fator que confere
agressividade ao microrganismo produtor (BATCHVAROVA et al.,1992; DAUB;
EHRENSHAFT, 2000; DAUB et al., 2005; DAUB; CHUNG, 2007).
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Figura 7. Sigatoka-amarela, sintomas da doenca (A,B,C): A - Sintomas iniciais, B -
Lesdes necrdticas elipticas, deprimidas com centro cinza e halo amarelado, C - Seca das
folhas devido as lesdes necréticas. Sigatoka-negra, sintomas da doenca (D,E,F): D e E -
Lesdes iniciais em forma de listras marrom café na fase abaxial da folha, em (E) Lesbes
ao longo da nervura principal; F — Progresséo das lesdes por toda a superficie foliar, do

limbo foliar para a nervura principal.

A avaliagdo da agressividade dos isolados foi verificada por meio da
analise de componentes principais utilizando-se dados da (AACPD). Dessa forma,
dois grupos foram formados, um contendo os isolados mais agressivos e outro
contendo os isolados identificados como menos agressivos (Figura 8).

Os isolados que obtiveram melhor representatividade quanto a
agressividade tanto na cultivar Prata And, quanto na cultivar Grande Naine estao
alocados no grupo circundado pela elipse verde. Este grupo foi formado pelos
isolados (1so0188, Iso 172, Iso 173, Iso 170 em Prata e Iso 181, Iso 183, Iso 182,

Iso 169 em Grande Naine) considerados mais agressivos. Ja o0s isolados
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alocados no grupo circundado pela elipse azul, possuem uma menor
representatividade em relagdo a agressividade, estando estes isolados
localizados mais préximos da origem.

Com isso, pode-se inferir ainda sobre a (Figura 8), o evidente agrupamento
dos isolados, e suas relagbes com 0s eixos, componente 1 e componente 2, 0s
isolados que melhor representam a agressividade sdo os que estdo mais
distantes da origem ponto (0.0), em relacdo ao eixo do X, representados pela
elipse maior. Os isolados que obtiveram menor agressividade estdo contidos na

elipse menor, ou seja, estdo mais proximos da origem em relagéo ao eixo y.

-2 0 2 4
is0181
=i = is0183 ~ =
iso182
50169 Grand Naine
g 7 ~
o™
L
c
)
& is0186
S0 )
g' o iso184 Is0170 o
8 o iso168
~N + =
o is0172 is0188 o
Prata
iso173
T T T T
-0.2 0.0 0.2 0.4

Componente 1

Figura 8. Distribuicdo dos isolados Mycosphaerella spp. inoculados em cultivares de
bananeira Prata And e Grande Naine, ordenados com base na AACPD (Area abaixo da
curva de progresso da doenga). As AACPD foram agrupadas pelo método k-means,

elipses indicam grupos formados de acordo com agrupamento k-means.
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Fajola (1978) e Jenns et al. (1989), mencionaram a existéncia de variacéo
entre a producéo de cercosporina in vitro entre espécies e entre isolados de uma
mesma espécie, neste trabalho também foi observado prevaléncia de variacao
quanto a producdo do metabdlito por diferentes isolados. Levando-se em conta o
estudo dos autores citados acima, houve correlagdo positiva entre a produgéo de
cercosporina na espécie em que foi observada a producdo in vitro, valor
quantificado e a agressividade dos patdgenos nas respectivas plantas
hospedeiras.

Almeida et al. (2005) observaram que na espécie C. kikuchii, houve
correlacdo de 83% entre a concentragdo da toxina detectada in vitro e a
severidade da doenca em plantas de soja inoculadas com isolados do patégeno.
Callahan et al. (1999) menciona que isolados de C. kikuchii, com producdo de
cercosporina em diferentes proporg¢des infectam plantas de soja. Todavia, aqueles
isolados com percentuais mais elevados, sdo considerados mais severos.

Nesse sentido, no presente trabalho foi observada correlacdo entre
agressividade e cercosporina em 50% dos isolados. Resultados equivalentes de
interacdo positiva cercosporina e severidade ja foram relatados para outras
espécies de Cercospora (ALMEIDA et al., 2005; CHOQUER et al., 2005).

Observando-se ainda a (Figura 8), pode-se concluir que o isolado (Is0188)
€ 0 que apresenta maior agressividade, em relacdo aos demais. Assim, 0S
isolados (Iso 186, Iso 184 e Iso 168) estdo agrupados em posi¢cdes similares na
figura, sugerindo que tais isolados nao diferiram ou diferiram pouco entre si,
guanto a agressividade, relacionando-se com a toxina, e obtiveram niveis de
absorcao similares.

Feito isso por meio da andlise ndo paramétrica, utilizando-se o teste
Kruskal-Wallis, foram identificados sete grupos distintos, onde os isolados mais
agressivos correspondem aos isolados representados na (Figura 8), sendo
representados na tabela pelos trés primeiros grupos (a, ab, abc) conforme pode

ser observado na (Tabela 3) abaixo:
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Tabela 3. Area abaixo da curva de progresso da doenca obtida por meio do Indice
de doenca (Mckinney, 1923).

Isolado AACPD*
Iso 188 1612.18?2
Iso 172 1469.672°
Iso 170 1451.05%°
Iso 173 1373.28%
Iso 181 1345.143
Iso 169 1293.86%
Iso 184 1280.943
Iso 168 1261.923¢
Iso 186 1254.543
Iso 183 1201.813°
Iso 182 1136.18%°
Iso 66 1087.01°
Iso 187 1067.01%
Iso 01 1041.98%
Iso 18 977.86¢
Iso 34 962.53¢
Iso 33 876.381
Iso 75 875.23¢

*AACPD: Area abaixo da curva de progresso da doenca estimada por meio do indice de
doenca (Mckinney, 1923). Médias seguidas da mesma letra nao diferiram

estatisticamente por meio do teste Kruskal Wallis ao nivel de 5% de significancia.

Comparando-se as médias de absorbancia da producédo de cercosporina
(Ver cap 3), com as analises da AACPD por meio do teste Kruskal-Wallis,
percebe-se a existéncia de correlacdo entre a agressividade dos isolados e a
producdo da toxina cercosporina in vitro. Todavia, essa correspondéncia néao foi
observada para todos os isolados testados no estudo. Dentre os isolados com
maiores valores de absorbancia encontram-se os isolados (Iso172, Iso 181, Iso
173), os quais encontram-se entre 0s que apresentaram maior agressividade.

Sendo assim, o isolado que apresentou maior agressividade in vivo (Iso
188), diferindo-se dos demais tratamentos, ndo apresentou correspondéncia entre
o valor de absorbancia e a AACPD. Todavia, este isolado foi caracterizado
molecularmente pertencente ao género Mycosphaerella fijiensis. Deste modo,
apesar de ser quantificada a producdo do metabdlito, ndo houve neste studo,

outros isolados dessa espécie para que seja feita inferéncia quanto a
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agressividade e producdo de toxina. Logo, j& existem inumeros relatos na
literatura acerca da agressividade deste patégeno ser superior ao fungo
Mycosphaerella musicola.

Diante disso, o fungo Mycosphaerella fijiensis, € considerado mais
destrutivo que o patégeno Mycosphaerella musicola, apresenta maior velocidade
e intensidade de ataque, além de infectar as folhas mais jovens, destruindo assim,
maior area foliar fotossintetizante. Assim sendo, 0s niveis de agressividade
superiores atribuidos ao microrganismo Mycosphaerella fijiensis estaria
relacionado as caracteristicas bioldgicas que o torna mais competitivo em ralacéo
ao patdégeno Mycosphaerella musicola, como maior producdo de ascésporos,
maior quantidade de ciclos sexual anual e taxa elevada de colonizacdo do tecido
do hospedeiro (STOVER, 1980; SIMMONDS, 1986; JONES, 1990; MOULIOM
PEFOURA et al., 1996).

Peixouto et al. (2015), estudando a variabilidade genética de isolados de
Mycosphaerella musicola de diferentes regides do Brasil, ndo observou diferengas
significativas em relacdo a origem dos isolados. Contrariamente a isto, n0ssos
resultados demostraram haver existéncia de variagdo na agressividade dos
isolados. Os isolados provenientes do estado de Minas Gerais, se sobressairam
guanto a agressividade em relacdo aos demais. Neste contexto, observou-se a
formacdo de grupos de isolados em relacdo a agressividade pela analise da

AACPD, dentre os grupos formados, os isolados de MG foram mais prevalentes.

CONCLUSOES

Nao foi identificada Mycosphaerella fijiensis entre os isolados de Minas
Gerais.

Foi confirmada a ocorréncia de Mycosphaerella fijiensis no estado da
Bahia.

O isolado (Iso 188-BA) de Mycosphaerella fijiensis € o mais agressivo.

Os isolados de Minas Gerais apresetam maior agressividade.

Todos os isolados sdo patogénicos para as cultivares Pata Ana e Grande

Naine.
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CAPITULO 3

Caracterizacdo de isolados de Mycosphaerella spp. quanto a

producéo de cercosporina in vitro®

* Artigo a ser ajustado para posterior submisséo a revista PAB (Pesquisa Agropecuaria Brasileira)
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Caracterizacao de isolados de Mycosphaerella spp. quanto a

producédo de cercosporinain vitro

RESUMO

A cercosporina € uma micotoxina com atividade toxica contra um amplo espectro
de organismos, e que pode ter sua producdo induzida em meios de cultura
especificos, in vitro. O objetivo deste trabalho foi caracterizar isolados de
Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella fijiensis quanto a producédo de
cercosporina, sob diferentes condi¢cdes de cultivo e regime luminoso. Em vista
disto foram testados 08 meios de cultivo a fim de verificar o mais propicio para
induzir a produgdo da toxina. Os testes foram realizados sobre condigbes
controladas em estufa incubadora tipo BOD a 25 + 2 °C, sob duas condi¢cbes
luminosas, luz constante e fotoperiodo de 12h. Para a extracdo e quantificacdo da
toxina cercosporina, discos miceliais foram imersos em solugdo de KOH por 16
horas em condicdo de auséncia luminosa, apds esse periodo as solucbes
resultantes foram filtradas e quantificadas por meio da absorbancia. Os resultados
evidenciaram influéncia entre a composicdo do meio de cultura e a producdo da
toxina in vitro, também foi estabelecida variacbes entre os isolados quanto a
producdo da toxina. Dentre os meios testados o cultivo em meio de cultura Agar
leite de coco dextrose (ALCD) foi o Unico que apresentou resultado positivo para
inducao e producdo da toxina, quanto aos regimes luminosos testados, em ambas
as condi¢des luminosas foi induzida e quantificada a producdo da toxina. Os
resultados obtidos neste estudo, quanto a inducédo, producdo e quantificacdo da
toxina cercosporina in vitro, geraram informagfes cientificas que subsidiam

estudos sobre relagfes entre a variabilidade do patdgeno e a producado da toxina.

Palavras-chave: Cercosporiose da bananeira, fungos, metabdlitos secundarios.
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ABSTRACT

Characterization of Mycosphaerella spp. in vitro production of cercosporin

Cercosporin is a mycotoxin with toxic activity against a broad spectrum of
organisms, and which may have its induced production in specific culture media,
in vitro. The objective of this work was to characterize isolates of Mycosphaerella
musicola and Mycosphaerella fijiensis for the production of cercosporin, under
different growing conditions and light regime. In view of this, 8 culture media were
tested in order to verify the most conducive to induce the production of the toxin.
The tests were carried out under controlled conditions in incubator type BOD at 25
+ 2 °C, under two light conditions, constant light and photoperiod of 12 h. For the
extraction and quantification of the cercosporin toxin, mycelial discs were
immersed in KOH solution for 16 hours in the absence of light conditions, after
which the resulting solutions were filtered and quantified by absorbance. The
results evidenced influence between the composition of the culture medium and
the production of the toxin in vitro, also it was established variations among the
isolates regarding the production of the toxin. Among the media tested, the
cultivation in culture medium Agar coconut milk dextrose (ALCD) was the only one
that presented positive result for induction and toxin production, as for the light
regimes tested, in both light conditions was induced and quantified the production
of the toxin. The results obtained in this study, regarding the induction, production
and quantification of the cercosporin toxin in vitro, generated scientific information
that subsidizes studies on the relationship between the variability of the pathogen

and the production of the toxin.

Key words: Cercosporiosis of banana, fungi, secondary metabolites.
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INTRODUCAO

Diversos géneros de fungos produzem substancias toxicas, tais
substancias podem ser associadas a mecanismos de interacdo patdégeno-
hospedeiro para o estabelecimento da doenca. Dentre os patdgenos produtores
de toxinas encontram-se o0 grupo Cercospora, que possue mecanismos
especificos para a producdo de substancias toxicas. Entretanto, apresentam
especificidades no mecanismo de interacéo entre o patdgeno e o hospedeiro.

Duab et al. (2005) mencionam que fungos patogénicos de plantas usam
variadas estratégias para colonizar e infectar plantas hospedeiras. Dentre tais
mecanismos encontra-se a producdo de metabdlitos secundarios, sendo a
producdo de toxinas uma estratégia bem desenvolvida nas espécies do género
Cercospora.

Logo, as toxinas caracterizam-se por apresentarem baixa massa molecular,
nao apresentam caracteristicas enzimaticas, hormonais ou de acidos nucléicos
(GOODMAN et al.,1986; SCHMELZ et al., 2003; TRUCKSESS, 2004). Toxinas
produzidas por fungos patogénicos de plantas diferem em estrutura na funcéo
desempenhada na doenca e modo de acao. Sendo assim, exercem funcdes
diferenciadas podendo impactar na expressdo de sintomas e no progresso da
doenca, tornando-se fundamentais ou ndo para o estabelecimento da doenca.

Sendo assim, as toxinas podem ser agrupadas com base em propriedades
quimicas de acordo com o grupo de organismos produtores da mesma, como por
exemplo, fungos ou bactérias e ainda baseada no processo ou atividade biologica
onde ira exercer acdo. Logo, tais metabdlitos podem atuar nos processos de
inibicdo enzimatica e na degradacdo de parede celular. As toxinas podem ainda
ser classificadas quanto a especificidade ou ndo ao hospedeiro (NEDELNIK;
REPKOVA, 1998).

Dessa forma, espécies pertencentes ao género Cercospora produzem a
cercosporina, toxina nao seletiva atuante de forma prejudicial a inameros
organismos. Pertencente ao grupo quimico perilenoquinona, é caracterizada
como fotossensibilizantes. Desse modo, sua ativacdo ocorre por meio da
absorcdo de energia luminosa, ocasionando a producdo de espécies reativas de
oxigénio, que danificam as membranas celulares de plantas hospedeiras (DUAB
et al., 2005).
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Assim, os danos causados a membrana das células do hospedeiro pela
toxina cercosporina, de acordo com Daub; Briggs (1989) podem ser considerados
um fator importante no estabelecimento da infec¢cdo considerando que espécies
Cercospora nao penetram nas paredes celulares de plantas hospedeiras, porém
se estabelecem nos espacgos intercelulares de seus hospedeiros. Com isso, ao
romper as membranas das células hospedeiras o patégeno é favorecido na
obtencdo de nutrientes necessarios para o crescimento e a esporulacdo no
hospedeiro (DAUB; BRIGGS, 1989, DAUB et al., 2005, DAUB; CHUNG, 2009).

Desse modo, a cercosporina pode reagir diretamente com moléculas
celulares ou com oxigénio, levando a producdo de radicais livres de lipidios e
espécies de oxigénio ativo como o superoxido e peroxido de hidrogénio. Com
isso, a maior parte das macromoléculas nas células da planta hospedeira sao
suscetiveis ao dano oxidativo causado por moléculas fotossensibilizadoras.
Assim, os fotossensibilizadores danificam lipidios, proteinas e DNA. O dano
causado é determinado pelo local onde a molécula fotossensibilizadora localiza-
se nas células, mais especificamente nas membranas, citoplasma ou nucleo.

Logo, a toxina apresenta coloragdo avermelhada em condi¢des alcalinas.
Entretanto, na presenca de KOH, a mesma apresenta coloracao verde. Tal toxina
apresenta maior absor¢cdo a um comprimento de onda de 480 nm (JENNS et
al.,1989). Levando-se enconta Daub e Chung (2009), estes mencionam que 0
fator mais importante para a ativacdo da toxina e para sua biossintese é a
presenca de luz.

Por menor que seja a exposicao a intensidade luminosa ocorre a ativagcao
da toxina, enquanto na auséncia de luz a producdo de cercosporina €
interrompida. Diante disso, a luz visivel dos comprimentos de onda absorvidos
pela molécula de cercosporina (aproximadamente 400-600 nm) é responsavel
tanto para induzir a producdo quanto por causar a toxicidade (DAUB; CHUNG,
2009).

In vitro a cercosporina € sintetizada apenas em meios de cultura que
favorecam o crescimento vegetativo, e é reprimida em condi¢gdes nutricionais que
induzem o processo de esporulacdo, tal como na forma de suco V8. Diversos
parametros fisioldgicos, incluindo temperatura, condi¢des nutricionais, pH e fonte
de carbono afetam a producdo da cercosporina. Assim, a producdo da toxina

também varia entre espécies e isolados de uma mesma espécie, sob diferentes
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ambientes de culturas. Dessa forma, a producdo da toxina também varia em
funcéo da temperatura e regime luminoso. Temperaturas elevadas em torno de
30°C, também inibem a producéo de cercosporina (DAUB; CHUNG, 2007).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi caracterizar isolados de
Mycosphaerella spp. da bananeira quanto a producdo da toxina cercosporina.
Para isso os isolados de Mycosphaerella spp. foram submetidos a oito condicdes
de cultivo distintas e duas condi¢cdes luminosas (luz constante e fotoperiodo de
12h), visando assim, estabelecer condicGes para a producdo e quantificacdo da

toxina, e caracterizar os isolados quanto a producéo do metabadlito.

MATERIAL E METODOS

Origem dos isolados de Mycosphaerella spp.

Os isolados de Mycosphaerella spp. utilizados no desenvolvimento desta
pesquisa foram adquiridos a partir do isolamento direto de estruturas do patdégeno
provenientes de folhas de bananeiras infectadas coletadas no municipio de S&o
Felipe-Bahia, Bom Jesus da Lapa- Bahia e no municipio de Jaiba, Norte de Minas
Gerais. As folhas coletadas foram transportadas em sacos de papel identificados,
para a unidade da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada no municipio de
Cruz das Almas - Bahia, sendo realizado o isolamento do patégeno no laboratorio
de Fitopatologia.

Para tanto, foram coletadas um total de 60 amostras dentre as localidades
mencionadas, destas conseguiu-se isolar e obter culturas puras de 23 amostras
(Tabela 1) as quais foram conservadas na micoteca do laboratério utilizando-se o
método de conservacao Castellani e tiras de papel filtro.

Parte dos isolados utilizados foram provenientes da colecéo ja existente no
laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Estes
encontram-se conservados por meio do método Castellani, estes fazem parte da
colecdo obtida por Peixouto (2013) onde foi avaliada a estrutura genética de
isolados de Mycosphaerella musicola por meio da utilizagdo de marcadores

molecular.
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Isolamento direto de estruturas do patégeno

O isolamento direto foi efetuado no laboratorio de Fitopatologia na
Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, Bahia. As folhas de
bananeira coletadas apresentando manchas necréticas caracteristicas aos
sintomas de Sigatoka-amarela e Sigatoka-negra foram lavadas em agua corrente,
em seguida em agua destilada.

Posteriormente, foram selecionadas, nas amostras ja desinfestadas, as
regides que apresentavam maior proporcao de lesdes por area. Apos a selecéo e
corte dos fragmentos do material vegetal, estes foram mantidos em céamaras
Umidas, em placas de Petri ou Gerbox, contendo papel filtro umedecidos e
incubados em estufa incubadora tipo BOD por 48 horas com temperatura ajustada
para 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12h.

Em seguida foi observada a esporulacdo do patégeno utilizando-se
microscopio estereoscopico binocular, onde as estruturas fungicas foram
identificadas e localizadas. Nas lesdes caratreristicas de Sigatoka-amarela,
inicialmente localizou-se os esporodoquios, em seguida procedeu-se a coleta dos
conidios. Para as lesdes caracteristicas da Sigatoka-negra, prosseguiu-se com a
identificacdo e localizacdo dos conidioforos e captura dos conidios (CORDEIRO
et al., 2011).

Dispondo de uma agulha de ponta fina, os conidios foram capturados das
lesbes e transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura batata
dextrose agar (BDA), onde foram incubadas em estufa incubadora tipo BOD por
cinco dias a 25°C +2. Apds o periodo mencionado, colbnias compactas foram

observadas crescendo na superficie do meio de cultivo (CORDEIRO et al., 2011).

Repicagem de isolados da Micoteca do laboratério de Fitopatologia

Foram selecionados aleatoriamente 30 isolados de Mycosphaerella
musicola oriundos da micoteca do laboratério de Fitopatologia, posteriormente
estes isolados foram repicados em camara de fluxo laminar. Dentre os isolados
selecionados, apenas nove (Tabela 1) apresentaram viabilidade para o0 uso na
pesquisa. Quanto a repicagem, procedeu-se com a retirada de fracbes das

coloénias acondicionadas em tubos Ependorf fazendo uso de um bisturi. Em
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seguida, foi realizada a maceracao das fragbes de cada isolado usando-se um
almofariz e pistilo.
Em seguida, utilizando uma pipeta graduada foram acrescidos ao
macerado 2 ml de agua destilada autoclavada. A suspensdo de fragmentos de
micélio produzida foi transferida para placas de Petri contendo meio de cultura
BDA, sendo distribuido 1 ml de cada macerado por placa. Posteriormente as
fracOes dispostas nas placas foram espalhadas utilizando-se a alca de Drigalski.
Em seguida, as placas foram vedadas com filme plastico e transferidas para
estufa tipo BOD, com temperatura ajustada para 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12h

(CORDEIRO et al., 2011).

Tabela 1. Isolados de Mycosphaerella spp. obtidos por meio do isolamento direto
e repicagem de isolados provinientes da micoteca do laboratério de Fitopatologia
da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Cruz das Almas-BA, Embrapa/UFRB, 2018.

Amostra Cultivar Microrregiao Municipio
001 BA Prata ana Velho Chico/BA Bom Jesus da Lapa
018 BA Prata Baixo Sul/BA Presidente Tancredo
comum Neves
033 BA Prata ana Sertado Produtivo/BA Sebastido Laranjeiras
034 BA Grande Velho Chico/BA Bom Jesus da Lapa
Naine
040 MG Prata ana Lavras/MG Lavras
044 RN Caipira Chapada do Apodi
Apodi/RN
056 BA Macé/Leite Litoral Sul/BA Itajuipe
066 BA Prata Baixo Sul/BA Gandu
075 RN Pacovan Mossor6/RN Baralna
0166 MG Prata Jaiba/MG Jaiba
0167 MG Prata Velho Chico/BA Bom Jesus da Lapa
0168 MG Grand Naine Jaiba — MG Jaiba
0169 MG Prata Velho Chico/BA Bom Jesus da Lapa
0170 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0171 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0172 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0173 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0174 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0175 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0176 MG Grand Naine Jaiba — MG Jaiba
0177 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0178 BA Ouro Séao Felipe/BA Sao Felipe
0179 MG Grand Naine Jaiba — MG Jaiba
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0180 BA Ouro Séo Felipe/BA Séo Felipe
0181 BA Ouro Séo Felipe/BA Séo Felipe
0182 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0183 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0184 BA Ouro Séo Felipe/BA Séo Felipe
0185 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0186 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0187 MG Prata Jaiba — MG Jaiba
0188 BA Ouro Séo Felipe/BA Séo Felipe

*Valores numeéricos representam o cédigo de registro das amostras no laboratério de

fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Inducéo da producéo de Cercosporina — Selecao de meio de cultivo

Para induzir a producdo da toxina cercosporina, inicialmente os isolados
foram macerados usando-se o almofariz e pistilo. Em seguida, utilizando uma
pipeta graduada, foi acrescido ao macerado 2 ml de agua destilada autoclavada.
A suspensao de fragmentos de micélio produzida foi transferida para placas de
Petri contendo meio de cultura BDA, sendo distribuido 1 ml de cada macerado por
placa. Posteriormente as fracGes dispostas nas placas foram espalhadas com o
auxilio de uma alca de Drigalski. Depois, as placas foram vedadas e transferidas
para estufas tipo BOD, com temperatura ajustada para 25 + 2 °C e fotoperiodo de
12h (CORDEIRO, 2011).

Apo6s 11 dias de cultivo, foram feitos discos de 8 mm de didmetro nas
placas contendo as col6nias fangicas. Os discos fungicos foram transferidos para
placas de Petri contendo os oito meios de cultura testados (Tabela 2), em
triplicata, foram dispostos trés discos por placa. Em seguida, as placas foram
vedadas e transferidas para estufas tipo BOD, com temperatura ajustada para 25
*+ 2 °C e luz constante.

Para averiguar a producdo da toxina pelo patégeno Mycospharella spp.,
tendo em vista caracterizar os isolados quanto a producdo do metabdlito, foram
testados vinte e trés isolados, em oito meios de cultivos distintos e dois regimes
luminosos, para cada condigdo luminosa trés repeticdes por isolado.

Apés 10 dias de incubagdo, a producdo da toxina foi determinada pelo

acumulo de pigmentacdo de coloracdo vermelha sobre a superficie do meio de
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cultura, as colbnias foram fotodocumentadas. Apos a identificacdo do meio de
cultivo o qual favoreceu a producdo do metabdlito (Agar leite de coco dextrose -

ALCD), foi realizado um novo ensaio visando quantificar a toxina produzida.

Tabela 2. Componentes dos meios de cultura utilizados para induzir a producéo
de Cercosporina. Cruz das Almas - BA, Embrapa/UFRB, 2018.

Meio de cultura Siglas Componentes do meio pH

Agua-agar AA 9 g de agar + 500 ml agua 5,51
destilada autoclavada

Suco V8 agar V8 9g de agar + 100 ml de suco V8 + 6,39

1g CaCo3 + 400 ml agua estéril

BDA BDA 20g de BDA + 500 ml 4gua 5,5
destilada autoclavada

Agua de coco (Natural) AC 100 ml de &gua de coco + 9g agar 5,7
+ 400 ml agua destilada

autoclavada
Agua de coco (Natural) + ACC 100 ml de agua de coco + MgCI2 6.9

Cloreto de Magnésio,Cloreto
de Manganés + Cloreto de

20,3 ¢g; CaCl210,29g; MnCI2 1,09
+ 400 ml agua destilada

Célcio autoclavada
Leite de coco (Sococo) + ALCD 9g agar + 9g Dextrose + 100ml de 5,3
Dextrose leite de coco (Sococo) + 400 ml
agua destilada autoclavada
Leite de coco (Sococo) + LCEL 9g agar + 3g Extrato de levedura 5,95
Extrato de Levedura + 100ml de leite de coco (Sococo)
+ 400 ml agua destilada
autoclavada
Extrato da folha de bananeira  EBA 100 ml de extrato de folha+9g -

+ Agar agar+ 400 ml agua destilada

autoclavada

*Todos 0s meios de cultura preparados foram autoclavados a 120°C por 20 minutos.

Extracdo e quantificacdo da Cercosporina

Para quantificar a producdo da toxina, apds a identificacdo do meio
nutritivo que propiciou a indugdo desta toxina, foi conduzido um ensaio em
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
composto por 31 isolados, duas condi¢des luminosas, um meio de cultivo e seis

repeticoes, totalizando 372 placas. Destas 186 foram incubadas sob fotoperiodo
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de 12h e a mesma quantidade de placas foram incubadas sob intensidade
luminosa constante.

Inicialmente foi realizado todo o processo ja descrito de maceracdo e
inducdo da esporulacdo do patégeno em meio BDA. Apés 11 dias de cultivo,
foram feitos discos de 8 mm de diametro nas placas contendo as colonias
fungicas. Os discos fangicos foram transferidos para placas de Petri contendo o
meio de cultura (Leite de coco + Dextrose (ALCD)). Em seguida, as placas foram
vedadas e transferidas para estufas tipo BOD, com temperatura ajustada para 25
+2°C.

Apés 10 dias de incubacdo, procedeu-se a realizacdo da extracdo e
quantificacdo da toxina, de acordo com a metodologia descrita por Chung (2003)
com algumas modificacbes. Para a extracdo foram feitos trés discos miceliais,
com 6 mm de diametro de cada placa de Petri, estes foram colocados em 8 ml de
KOH (5 mol.L™) por 16 horas a temperatura de 25°C + 2 na auséncia de luz. Ap6s
o periodo mencionado as amostras foram filtaradas utilizando-se gaze estéril
visando a retida dos discos de micélio para posterior leitura de absorbancia.

Foram realizadas trés leituras de absorcdo da toxina por isolado. As
leituras da absorbancia foram feitas no espectrofotometro Thermo Scientific™
Genesys 10S UV-Vis nos comprimentos de onda de 480 nm, 595 nm e 640 nm. O

experimento foi realizado por trés vezes.

Anélise Estatistica

O delineamento foi inteiramente casualisado (DIC) com 62 tratamentos,
constando de 3 repeticdes para cada placa de Petri, onde foram feitas 3 leituras
de absorbéancia da toxina nos trés comprimentos de onda testados (480 nm, 595
nm e 640 nm). As meédias foram comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Assim, os dados resultantes da analise por meio de espectrofotometria,
valores de absorbancia de cada isolado, foram submetidos a analise de variancia,
onde as variaveis estudadas foram as interacbes entre, Isolado x Periodo
luminoso, Isolado x Comprimento de onda e Periodo luminoso x Comprimento de

onda. Para andlise dos dados foi utilizado o programa R.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Inducéo da producéo de Cercosporina — Selecao de meio de cultivo

A producdo de pigmentacdo pelos isolados de Mycosphaerella spp.
testados teve inicio a partir do terceiro dia apOs a transferéncia dos discos de
micélio para o meio de cultura (ALCD). Ha relatos que a producdo de
cercosporina inicia-se dois dias ap0s a transferéncia da colbnia fungica para o
meio de cultura ou tecidos lesionados de plantas infectadas (JENNS et al., 1989;
ROBESON et al., 1993). Apés 10 dias de incubacéo, a producdo da toxina foi
determinada pelo acumulo de pigmentacdo de coloracdo vermelha sobre a
superficie do meio de cultura.

Logo, entre os oito meios de cultura testados foi possivel induzir a
producdo da toxina cercosporina apenas no meio de cultura composto por Agar
leite de coco dextrose (ALCD). Dentre os demais meios ndo houve producédo de
pigmentacdo. No meio (ALCD) foi observada a presenca de pigmentacao
vermelha ao redor das colbnias fungicas com tonalidades variando entre vermelho
claro a vermelho escuro. A pigmentacdo vermelha concentrou-se nas bordas e
embaixo das colbnias havendo expansdo da pigmentacdo no meio formando um

halo bem definido (Figura 1).
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Figura 1. Colbnias de Mycosphaerella spp. aos 15 dias de producéo da toxina. (A) Seta
indicando halo vermelho caracteristico da producéo de cercosporina no meio de cultivo
(ALCD), isolado 66 sobre luz constante. (B) Seta indicando o crescimento micelial versus
tamanho do halo. (C) Producao de cercoporina, isolado 34 sob fotoperiodo de 24h. (D)
Producéo de cercoporina, isolado 34 sobre fotoperiodo de 12h.

Fajola (1978) desenvolveu um estudo onde foi induzida a producdo de
cercosporina, por vinte isolados do género Cercospora, em seis meios de cultivo
diferentes (Agar agua, Agar suco V8, Agar suco de cenoura, Agar batata
sacarose, Agar batata, Agar batata dextrose), foi obtido melhor resultado para a
producéo da toxina no meio BDA. Resultados inferiores foram encontrados para o
meio Agar-agua.

Com isso, 0 autor relatou a producdo da toxina, por dez dos isolados
testados. Todavia, foram observadas variagbes no grau de producdo entre os
diferentes isolados. Dentre as espécies de Cercospora investigadas, foi
guantificado a maior producdo de cercosporina em Cercospora ricinella. Ja em
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Cercospora nicotianae a producédo foi pouca, enquanto outros oito isolados ndo
produziram a toxina.

Apo6s 15 dias da inducdo da producdo da toxina, por meio de medicéo
utilizando-se régua, foi observado que o diametro médio das colbnias cultivadas
no meio (ALCD) variou de 1,0 a 1,5 cm enquanto o didametro do halo formado na
superficie do meio pela producdo de cercosporina variou 1,2 & 2,5 cm. Apos
quarenta dias de incubacédo, foi observado que a producdo do metabdlito
continuava intensa em uma parcela dos isolados (03 isolados). Esta producéo
justifica-se pela variacdo entre as condicdes ideais para inducdo e producgéo da
toxina entre isolados de uma mesma espécie.

Assim, de acordo com Daub e Chung (2009) a toxina cercosporina é
preferivelmente sintetizada em meios de cultivo que favorecam o crescimento
vegetativo, a exemplo do meio BDA, sendo reprimida quando o patégeno é
cultivado em meio favoravel a esporulacdo, a exemplo do meio de cultivo V8. Isso
ocorre devido ao fato das condicBes nutricionais necessarias para cada processo
serem antagoénicas.

Todavia, neste estudo os resultados diferiram dos obtidos por Fajola,
(1978) e Daub; Chung, (2009) tanto o meio de cultivo BDA quanto o meio de
cultivo V8 ndo estimularam a producdo da toxina pelo patégeno. Ambos
favoreceram o crescimento micelial, sendo o meio BDA responsavel pelo maior
deles em todos os isolados testados, enquanto o meio V8 promoveu a
esporulacéo do patégeno.

Os meios a base de suco V8 e Agua de coco ndo induziram a producéo da
toxina ndo corroborando Santos et al. (2015), que observaram a presenca desta
por Cercospora capsicum em pimenteiras. Koshikumo (2013) induziu a producao
da toxina em Cercospora zeina e Cercospora sorghif sp.maydis, em meio a base
de agua de coco enriquecido por leveduras e ou sais como: MgCl, CaCl e MnCI.

Diante disso, a autora verificou que a adicdo de extrato de levedura e de
sais favoreceu significativamente a producao de cercosporina, apesar de nao
haver diferenga significativa entre as concentragdes da toxina nos meios. N&o
houve inducdo da producédo da toxina cercosporina nos meios compostos por
agua de coco natural 4gar e agua de coco natural acrescido de sais pelos

isolados de Mycosphaerella spp. da bananeira no presente estudo.
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Portanto, o0 meio a base de leite de coco acrescido de extrato de levedura
ndo apresentou producdo de coloracdo compativel com a pigmentacdo vermelha
caracteristica de cercosporina, corroborando You et al. (2008) que mencionam a
possibilidade do extrato de levedura de estimular ou ndo a producédo de toxinas, a
depender do meio de cultura utilizado, sem alterar a expressdo dos genes
envolvidos na biossintese, indicando a existéncia de outros mecanismos
possivelmente envolvidos.

Neste meio, foi verificada uma mudanca de coloracdo nas bordas das
colonias, entretanto o pigmento apresentou-se com uma coloracdo marrom
diferindo da caracteristica observada por patdégenos produtores de cercosporina,
essa pigmentacdo observada pode estar associada a producdo de outros
metabdlitos secundarios produzidos pelo microrganismo.

Sendo assim, no meio a base de extrato da folha de bananeira ndo houve
producgéo de pigmentagao vermelha, podendo estar relacionado aos componentes
do meio de cultura a exemplo de sais, fontes de nitrogénio, além dos nutrientes
que favorecem a esporulacao do patégeno in vivo obtida a partir do extrato.

Estes componentes podem estar associados ao favorecimento do processo
de esporulacdo do fungo. Desta maneira, pode estar contribuindo para a inducao
da esporulacdo. Daub e Chung (2009) mencionam que meios de cultura que
favorecem a esporulacdo ndo induzem a producdo da toxina cercosporina.
Resultado semelhante foi descrito por Santos et al. (2015) onde o meio de cultivo
produzido a base de folhas de pimenteira ndo induziu a produgdo da toxina,
entretanto favoreceu a esporulacéo.

A constituicdlo do meio Agar-agua apresenta menor proporcdo de
nutrientes, sendo composto apenas pelos constituintes da agua destilada provida
de concentracbes menores ou auséncia de cloretos, apresentam quantidades
reduzidas de minerais, como P, Fe, K, Cl, | e Ca e ions, sendo constituidos
também por celulose, anidrogalactose e proteinas (KOSHIKUMO et al., 2014).

O meio de cultivo composto apenas por agar-agua neste estudo nao
favoreceu a inducdo da producédo da toxina, corroborando com o trabalho de
Santos (2015) em que também nao foi possivel observar a producéo da toxina por
Cercospora Capsicum. Entretanto ainda que em baixas propor¢des nutricionais
neste meio Koshikumo et al., (2014) observaram a presengca da toxina por

Cercospora sorghi f. sp. maydis.
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Com base nos resultados observados neste estudo e em comparagéo com
a producdo de cercosporina por diferentes patdégenos causadores de
cercosporiose, pode-se inferir que diferentes meios de cultivos podem favorecer a
producdo da toxina, haja vista as variadas fontes de nutrientes fornecidas,
contudo neste estudo a indugéo e producdo da toxina foi verificada apenas no
meio (ALCD).

Andlise quantitativa da producdo de cercosporina por meio de

espectrofotometria

A cercosporina apresenta solubilidade moderada em &gua e alta
solubilidade em variados solventes organicos. Devido a solubilidade reduzida em
agua, sao formados cristais vermelhos da toxina que se acumulam na superficie
do meio de cultivo, sendo visiveis com facilidade por meio do pigmento produzido.

Desse modo, para a extracdo e posterior quantificacdo por meio da leitura
de absorbéncia, os discos fungicos foram adicionados ao solvente (KOH 5N). Ao
serem imersos na solucado (KOH 5N), todos os isolados apresentaram mudanca
de coloracdo adquirindo coloracdo esverdeada instantaneamente, caracteristica
esperada para isolados produtores de cercosporina.

Com relacéo aos dados resultantes da andlise de variancia (ANOVA) para
a variavel absorbancia houve diferenca significativa entre os valores médios da
absorcdo da toxina. Conforme pode ser observado na (Tabela 3), foi obtido efeito
significativo entre as interacdes, Isolado x Periodo luminoso, Isolado X
Comprimento de onda e, Periodo luminoso x Comprimento de onda. Os
resultados dessas interacdes foram significativos a 1% de probabilidade pelo teste

F, ou seja, os tratamentos diferem entre si.

Tabela 3: Analise de variancia (ANOVA): Variavel absorbancia da toxina

cercosporina em relacdo aos tratamentos testados.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Isolado 31 1,43 0,05 14,71 0,0000
Periodo 1 0,01 0,01 3,29 0,0707
C_onda 2 1,34 0,67 214,28 0,0000

Isolado*Periodo 31 0,52 0,02 5,39 0,0000
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Isolado*C_onda 62 0,40 0,01 2,04 0,0000
Periodo*C_onda 2 0,03 0,02 4,86 0,0083
Isolado*Periodo*C_onda 62 0,25 0,00 1,30 0,0747
Erro 384 1,20 0,00
Total 575 5,182799
CV (%) 48,23

**e* significativo pelo teste F a 1% e 5%, respectivamente.

Apbs o periodo de dezesseis horas de escuro a solu¢do adquiriu coloracéo
esverdeada variando de verde claro a translicido, a variagdo na intensidade da
coloracdo evidencia diferencas entre isolados quanto a producéo da toxina. Feito
as leituras de absorbancias, todos os filtrados apresentaram picos de absorcdo
nas trés faixas analisadas (480nm, 595nm e 640nm). Todos os isolados foram
caracterizados como produtores de cercosporina (Tabela 4).

Tabela 4. Médias da absorbancia da toxina cercosporina para diferentes isolados
de Mycosphaerella spp. submetidos a diferentes comprimentos de onda, Cruz das
Almas-BA, Embrapa/UFRB, 2018.

Comprimento de Onda

Isolados 480nm 595nm 640nm
Iso 01 0,132 dA 0,054 cB 0,043 cB
IS0 166 0,514 aA 0,181 aB 0,138 bB
Iso 167 0,145 dA 0,061 cB 0,044 cB
Iso 168 0,175 dA 0,082 cB 0,065 cB
Iso 169 0,116 dA 0,065 cB 0,056 cB
Iso 170 0,101 dA 0,042 cB 0,035 cB
Iso 171 0,187 cA 0,100 cB 0,087 bB
Iso 172 0,341 bA 0,146 bB 0,122 bB
Iso 173 0,224 cA 0,139 bB 0,120 bB
Iso 174 0,105 dA 0,045 cB 0,033 cB
Iso 175 0,177 dA 0,099 cB 0,088 bB
Iso 176 0,136 dA 0,062 cB 0,050 cB
Iso 178 0,124 dA 0,053 cB 0,043 cB
Is0 179 0,215 cA 0,106 bB 0,092 bB
Iso 18 0,241 cA 0,107 bB 0,089 bB
Iso 180 0,133 dA 0,073 cB 0,067 cB
Iso 181 0,276 cA 0,126 bB 0,104 bB
Iso 182 0,151 dA 0,074 cB 0,061 cB
Iso 183 0,142 dA 0,066 cB 0,057 cB
Iso 184 0,157 dA 0,060 cB 0,044 cB
Iso 185 0,244 cA 0,138 bB 0,116 bB

Iso 186 0,182 dA 0,063 cB 0,049 cB
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Iso 187 0,123 dA 0,047 cB 0,037 cB
Iso 188 0,143 dA 0,081 cB 0,073 cB
Iso 33 0,196 cA 0,110 bB 0,093 bB
Iso 34 0,222 cA 0,113 bB 0,098 bB
Iso 40 0,264 cA 0,217 aA 0,198 aA
Iso 44 0,144 dA 0,066 cB 0,054 cB
Iso 56 0,115 dA 0,050cB 0,040 cB
Iso 66 0,177 dA 0,089 cB 0,081 cB
Iso 75 0,151 dA 0,088 cB 0,075 cB

*Médias seguidas pelas mesmas letras minuUsculas nas colunas pertencem ao mesmo
grupo pelo teste de Scott-Knott & 5% de significancia. Médias seguidas pelas mesmas
letras mailsculas nas linhas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott & 5% de

significancia.

Comparando os isolados dentro de cada comprimento de onda, houve
resultados de absorcéo superiores no comprimento de 480 nm, todavia o isolado
(Iso 40), ndo diferiu estatisticamente em relacdo aos trés comprimentos de onda.
No comprimento de 480 nm, observa-se a formagdo de quatro grupos onde
ocorreram variagdes quanto a producao da toxina. Em relagdo aos comprimentos
de onda de 595 nm e 640 nm, os valores de absorbancia foram equivalentes.

Fajola (1978) testou a producédo da toxina. Oito isolados foram classificados
como ndo produtores e ao fazer a extracdo em acetona, a solugcdo apresentou
uma coloracdo vermelha brilhante. O autor mencionou existir tendéncias na
taxonomia do grupo Cercospora, as quais indicam que isolados néo produtores da
toxina, ndo sejam verdadeiros Cercospora, podendo pertencer a outros géneros
relacionados.

Para tanto, no trabalho em questédo a parcela de isolados considerados
gualitativamente como ndo produtores da toxina por ndo apresentarem producao
de pigmento ao realizar a extracdo em KOH, apresentaram a mesma coloracao
verde translicido similar aos isolados produtores da toxina. Desta maneira, com
base nas leituras de absorbancia e producéo de pigmento todos os isolados foram
caracterizados como produtores de cercosporina. Todavia, ainda fazem-se
necessarias pesquisas que investiguem outros mecanismos relacionados a
producdo e expressdo da toxina pelo fungo Mycosphaerella spp. e patdégenos
causadores de Cercosporiose.

A producdo da toxina estad relacionada a fatores ambientais como

temperatura, meio de cultivo e a condi¢cao luminosa na qual o microrganismo seja
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submetido. Fajola (1978), ao testar seis meios de cultura distintos, notou que a
melhor temperatura para o crescimento micelial (30 °C) divergiu da temperatura
ideal (22,5°C) para producdo da toxina. Nesta pesquisa ndo foram testadas
diferentes temperaturas para induzir a producédo da toxina. A temperatura usada
nos testes foi de 25°C £ 2, considerada ideal para o crescimento micelial de
Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella fijiensis.

Visando ampliar variaveis a serem testadas para producdo de metabolitos
secundarios por microrganismos, a utilizacdo de diferentes condicbes de
temperatura para a inducdo de toxina se torna uma alternativa viavel tendo em
vista que outros estudos, j& mencionaram a ocorréncia de variacdo na producao
da toxina in vitro entre isolados de espécies diferentes e entre isolados de uma
mesma espécie (FAJOLA, 1978; JENNS; DAUB; UPCHURCH, 1989).

Assim, os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram variagdes entre a
producdo da toxina por isolados da mesma espécie onde dos trinta e um isolados
testados, foi observada a producéo qualitativa de pigmentacdo em doze isolados,
sendo eles, (Iso 01, 18, 33, 34, 40, 66, 75, 168, 170, 179, 186, 187) (Tabela 4).
Entretanto, houve variagdo quanto a intensidade da coloracdo e tamanho do halo
formado pela producé@o do metabdlito ao redor das colbnias.

Com relacéo as propriedades fotodinamicas foram comparadas as médias
das absorbéancias da toxina cercosporina por isolado dentro dos comprimentos de
onda. Ao comparar as médias (Tabela 5) foi verificado que o isolado, (Iso 40)
obteve valor de absorbancia de (0,282), sendo estatisticamente superior aos
demais isolados para o fotoperiodo de 12 horas (P12). JA para o P24, (luz
constante), o isolado (Iso 166) obteve valor de absorbancia (0,370), sendo
estatisticamente superior aos demais isolados, neste periodo. Ambos os isolados
mencionados, foram considerados maiores produtores de cercosporina para cada
periodo testado.

Comparando-se 0s periodos, nota-se que a maioria dos isolados, nao
diferiram significativamente por meio do teste de Scott-Knott & 5% de
significancia, desta maneira, a producédo da toxina pode ser induzida em ambos
os periodos. Contudo, analisando os valores de absorgéo entre os isolados dentro
do mesmo periodo, os valores de absorbancia foram em grande parte superior na
interacdo isolado versus P12, sendo deste modo, o periodo luminoso mais

indicado.
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Tabela 5. Médias das absorbancias da toxina cercosporina por isolado dentro

dos regimes luminosos, P12 (alternancia luminosa 12h claro e escuro) e P24 (luz
constante). Cruz das Almas-BA, Embrapa/UFRB, 2018.

Periodo

Isolados P12 P24
Iso 01 0,056 dA 0,096 dA
Iso 166 0,185 bB 0,370 aA
Iso 167 0,073 dA 0,094 dA
Iso 168 0,135 bA 0,080 dB
Iso 169 0,096 cA 0,062 dA
Iso 170 0,037 dA 0,082 dA
Iso 171 0,160 bA 0,089 dB
Iso 172 0,167 bB 0,239 bA
Iso 173 0,209 bA 0,113 cB
Iso 174 0,056 dA 0,066 dA
Iso 175 0,134 bA 0,108 cA
Iso 176 0,081 dA 0,085 dA
Iso 177 0,068 dA 0,082 dA
Iso 178 0,074 dA 0,073 dA
Iso 179 0,150 bA 0,125 cA
Iso 18 0,173 bA 0,118 cB
Iso 180 0,053 dB 0,129 cA
Iso 181 0,207 bA 0,130 cB
Iso 182 0,109 cA 0,082 dA
Iso 183 0,059 dB 0,117 cA
Iso 184 0,086 cA 0,088 dA
Iso 185 0,200 bA 0,133 cB
Iso 186 0,080 dA 0,116 cA
Iso 187 0,051 dA 0,087 dA
Iso 188 0,087 cA 0,111 cA
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Iso 33 0,178 bA 0,087 dB
Iso 34 0,178 bA 0,111 cB
Iso 40 0,282 aA 0,170 cB
Iso 44 0,110 cA 0,066 dB
Iso 56 0,070 dA 0,067 dA
Iso 66 0,122 cA 0,110 cA
Iso 75 0,119 cA 0,090 dA

*Médias seguidas pelas mesmas letras minlsculas nas colunas pertencem ao mesmo
grupo pelo teste de Scott-Knott & 5% de significancia. Médias seguidas pelas mesmas
letras mailUsculas nas linhas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott & 5% de

significancia.

Comparando-se as médias da interacdo entre o periodo luminoso e o
comprimento de onda (Tabela 6), os resultados demostram que para quantificar a
producdo da toxina, o comprimento de onda de 480nm obteve destaque, sendo
observados valores de absorcdo maior que nas demais faixas. Contudo,
analisando as médias entre os periodos luminosos e a faixa de 480nm, os

resultados para absorbancia foram estatisticamente semelhantes.

Tabela 6. Comparacdo das médias das absorbancias da toxina cercosporina nos
periodos (P12), 12h de luz e (P24) 24h de luz, nos trés comprimentos de onda
testados 480nm, 595 nm e 640 nm.Cruz das Almas-BA, Embrapa/UFRB, 2018.

Comprimento de Onda

Periodo 480nm 595nm 640nm
P12 0178 aA 0.099 aB 0,084 aB
P24 0,190 aA 0,080 bB 0,065 bB

*Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas pertencem ao mesmo
grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Médias seguidas pelas mesmas

letras nas linhas mailsculas nédo diferem entre si pelo teste F.

Os resultados obtidos neste estudo corrobora Fajola (1978), onde foram
testadas trés condi¢des luminosas: luz continua, escuriddo continua e periodos

alternados de luz e escuriddo 12 h. Diante disso, constatou-se que a condi¢do
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mais favoravel a producgéo de toxina foi sob alternancia luminosa de 12 h de luz e
escuridado, seguida por luz continua, enquanto a condicdo de escuriddo continua
nao foi significativa.

Desta maneira, podemos inferir que independente da condi¢cdo luminosa
testadas in vitro neste estudo, foi possivel induzir a producdo da toxina. Contudo,
o (P12), foi estatisticamente, mais favoravel a producdo do metabdlito. Diante
desses esulltados, Duab (2005), menciona que patégenos que evoluiram usando
a producdo de metabdlitos téxicos como estratégia para estabelecer relacdes
patégeno-hospedeiro, requer luz para o crescimento e a sobrevivéncia.

Sendo assim, diversos autores relatam que a intensidade luminosa
correlaciona-se com a atividade e producdo da toxina. Ainda ha relatos que
mencionam a existéncia de correlagdo entre a exposicdo a luz e o
desenvolvimento de manchas necréticas tipicas de cercosporioses, sendo uma
das razdes, pela qual, em geral, as cercosporioses sejam mais severas em
plantas expostas ao sol (BATCHVAROVA et al.,, 1992; DAUB, 1982; 1982,
LYNCH ; GEOGHEGAN, 1979).

CONCLUSOES

O meio de cultivo Agar leite de coco acrescido de dextrose (ALCD) é o que
melhor induziu a producédo de cercosporina por isolados de Mycosphaerella spp.

A producdo de cercosporina é dependente de cada isolado de
Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella fijiensis.

O melhor regime luminoso para producdo de cercosporina €, P12. O
comprimento de onda de 480 nm € o recomendado para quantificar a

cercosporina.
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Consideracg0des Finais

Os resultados encontrados no presente trabalho ampliam os
conhecimentos sobre os fungos Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella
fijiensis. A identificacdo e caracterizacdo dos isolados por meio das relagdes
filogenéticas, assim como a caracteriza¢do quanto a agressividade e producgéo de
cercosporina geraram informacgfes Uteis para programas de melhoramento de
bananeira, visando a producéo de variedades resistentes ao patégeno.

Dessa forma, estudos adicionais utilizando um maior numero de isolados,
que representem as duas espécies Mycosphaerella musicola e Mycosphaerella
fijiensis, com vistas a investigar as interacdes patdgeno-hospedeiro e
agressividade dos isolados, correlacionando a producédo de cercosporina, ainda
sdo necessarios. Haja vista que nao foram encontrados outros trabalhos
relacionando a poducao de toxina por Mycosphaerella spp. da bananeira.

Por fim, pesquisas com vistas a compreender o mecanismo de acéo e a
biossintese da toxina, podem ser um caminho para a melhor compreensédo da
atuacdo do metabdlito produzido pelo fungo na patogenicidade. Podendo ser
investigado genes envolvidos na ativacdo da toxina cercosporina relacionados a
patogenicidade do microrganismo.

Dada a realizacdo desse trabalho apds selecionar contedudo a pesquisar,
organizar estudos e experimentos, chegou-se a conclusdo a cerca da
variabilidade de mycosphaerella spp. da bananeira com base na caracterizacéo
molecular, agressividade e producdo de cercosporina, com buscas de
informacBes apresentada nesta pesquisa. Deseja-se poder contribuir no

conhecimento e dominio pratico do material estudado.



