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RESUMO

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) € uma espécie de origem
amazonica com grande potencial econébmico devido as diferentes propriedades quimicas de
interesse farmacéutico e industrial. O Brasil é o Unico produtor de guarana sendo a Bahia seguida
do Amazonas 0s principais produtores. Entre os principais fatores responsaveis pela reducéo da
producdo no Amazonas estdo as pragas e doencas causadas por fungo. Por muitos anos
considerados uma doenca secundaria, o superbrotamento causado por Fusarium decemcellulare
atualmente constitui um problema para a cultura do guarana no Amazonas e foi recentemente
também reportada na Bahia. A doenca apresenta pelo menos trés sintomas bem caracteristicos
como o superbrotamento de gemas vegetativas, hipertrofia floral e galhas no caule. O presente
trabalho teve como objetivo analisar a diversidade e estrutura da populacdo, bem como a filogenia
de F. decemcellulare proveniente dos principais municipios produtores de guarana no estado do
Amazonas. Foram analisados 299 isolados de F. decemcellulare coletados de nove municipios do
estado do Amazonas com base em 10 marcadores ISSR que geraram 167 bandas polimérficas. O
numero de alelos observados (Na) variou entre 1,48 para Presidente Figueiredo a 1,98 para
Manaus e o nuimero efetivo de alelos (Ne) foi de 1,55 para Maués e de 1,41 para Presidente
Figueiredo, os valores para Heterozigosidade (H) e indice de Shannon (1) foram muito similares
entre as nove populagGes, com minimo para Rio Preto da Eva (H=0.29 e 1=0.43) e maximo para
Manaus (H=0.39 e 1=0.48). A andlise de variancia molecular (AMOVA) revelou que a maior
variabilidade genética esta dentro das populacbes de F. decemcellulare (83%) do que entre as
populagbes. E nenhuma correcdo genética foi verificada entre sintomas do qual o isolado foi
obtido ou por local de coleta. Nas analises de estrutura de populacdo e relacionamento genético
entre 0s 299 isolados das nove populacdes foram estruturados em dois grupos (K=2) indicando a
ocorréncia de duas populacGes do patdgeno na regido. Para verificar se os diferentes grupos
identificados correspondem a mesma espécie filogenética sequenciamento parcial do gene EF-1a
foi obtido com sucesso para 288 isolados e com base em 19 hapldtipos identificados na populacéo,
34 isolados foram selecionados para analise filogenética com mais trés regides (rpbl, rpb2 e
ITS+LSU rDNA). As quatro regibes concatenadas formaram trés diferentes clusters sugerindo a
ocorréncia de trés possiveis espécies de F. decemcelluare em guaranazeiro. A anédlise dos 34
isolados com ISSR também indica a ocorréncia de trés clusters com 54% de similaridade, embora

0 marcador ndo tenha sido capaz de diferenciar as possiveis espécies identificadas na filogenia.

Palavras chaves: Superbrotamento; Gemas vegetativas; Hipertrofia floral; Galhas;



ABSTRACT

Guarana plant (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) is an Amazonian species
with great economic potential because of the different chemical properties of pharmaceutical and
industrial interest. Brazil is the only of guarana seeds producer and Bahia followed by Amazonas
major producers. Pests and diseases caused by fungi are among the main factors responsible for
low production in the Amazon region. For many years considered a disease with no economic
importance the oversprouting caused by Fusarium decemcellulare that is becoming a serious
problem for the guarana culture in the Amazon and was also recently reported in guarana crops in
the Bahia state, the disease has at least three characteristic symptoms: oversprouting of vegetative
buds, floral hypertrophy and stem galls. This study aimed to analyze the diversity and genetic
structure of F. decemcellulare from the main producing area of guarana in the Amazonas by
molecular ISSR marker and conduct phylogenetic analysis to determine the occurrence of species
complex in guarana plant. We analyzed 300 isolates collected from eight districts of Amazonas
state based on 10 ISSR markers that generated 167 polymorphic bands. The number of observed
alleles (Na) ranged from 1.48 (Presidente Figueiredo to 1.98 (Manaus) and the effective number of
alleles (Ne) was 1.54 (Urucard) and 1.41 (Presidente Figueiredo), the values for heterozygosity (H)
and Shannon Index (1) were very similar among the eight populations, with minimal to Rio Preto
da Eva (H = 0:29 and | = 0:43) and maximum to Manaus (M = 0:39 and | = 0:48). The analysis of
molecular variance (AMOVA) showed high genetic variability within populations (77%).
Population genetic analysis by PCO (Principal coodenates analysis) and genetic structure of 300
isolates identified two populations from F. decemcellulare in guarana plant in Amazon. To verify
if the different populations identified represent the same phylogenetic species, partial sequencing
of the EF-1a was successfully obtained for 275 isolates and based on 19 haplotypes identified in
the population 34 isolates were selected to phylogenetic analysis with (rpbl, rpb2 and ITS + LSU
rDNA). The concatenated data from four regions grouped isolates in three different cluters
suggesting the occurrence of three putative species in guarana plant. The analysis of 34 isoltes
with ISSR also revealed the occurrence of three clusters with 54% similarity, although the marker
has not been able to differentiate the putative species identified in the phylogeny. In both cases
isolates were not grouped by symptoms, geographical origin or mating type, indicating the
occurrence of different species can be the main factor to cluster distribution of F. decemcellulare

from guarana plant.

Key words: oversprouting; vegetative buds; floral hypertrophy; galls; molecular marker
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1. INTRODUCAO

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma espécie nativa da
Amazobnia de grande importancia econdmica para a regido, pois suas sementes sdo matéria-prima
para a producdo de bebidas industrializadas e energéticos pois sdo ricas em cafeina alem de
apresentar outros compostos quimicos como flavonoides, teobromina, teofilina e taninos, que Ihes
conferem caracteristicas estimulantes e medicinais (Campos et al., 2011).

No cenério mundial, o Brasil é praticamente o Unico produtor de guarana em escala
industrial, sendo que o estado da Bahia contribui com 72,4% da producdo e o Amazonas com
19,5% (CONAB 2014). Até a década de 80 o principal produtor nacional era o municipio de
Maueés, seguido por outros como Parintins, Itacoatiara, Manacapuru e Manaus, nessa mesma época
a plantacdo de guarana vinha sendo introduzida no estado da Bahia (Correa et al., 1979).

As doencas sdo os principais fatores que contribuem para essa baixa produtividade no
Estado do Amazonas, dentre elas, esta o superbrotamento que tem como agente etioldgico
Fusarium decemcellulare, que afeta desde o estddio de mudas as plantas adultas impedindo seu
desenvolvimento consequentemente acarretando um problema sério para a cultura do guarana no
estado (Batista e Bolkan 1982).

De acordo com Araujo e colaboradores (2007), o superbrotamento tem ocorréncia
generalizada nos municipios produtores do estado do Amazonas, contudo a maior prevaléncia foi
observada em Urucara (41,36%), ltacoatiara (31,43%), Maués (27,89%) e Boa Vista do Ramos
(23,77%). O estado da Bahia teve os primeiros sintomas da doenca reportados em novembro de
2013.

A doenca afeta 6rgdos em crescimento ativo como as gemas vegetativas e apresentam
pelo menos trés sintomas bem caracteristicos como o superbrotamento das gemas vegetativas
(caracteristica pela presenca de inimeras brotagdes a partir de uma gema, apresentando entrends
curtos a partir dos quais surgem varios ramos secundarios), hipertrofia floral (caracterizada pela
méa formacéo do tecido, endurecimento e secamento das flores) e galhas no caule (caracterizadas
por inimeros brotos numa mesma gema, formando uma massa desordenada e compacta) (Araujo
etal., 2007).

Desde a identificagdo do agente etioldgico na decada de 80 por Batista e Bolkan (1982) e
os trabalhos epidemiologicos realizados por Araujo e colaboradores (2007), pouca importancia foi
dada a este patossistema e indmeras questdes ainda continuam sem respostas, ndo se sabe

exatamente como esse fungo penetra no hospedeiro, se em guaranazeiro existe a ocorréncia de
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formas homotalicas (ndo patogénicas) e heterotalicas (patogénicas) como observado em cacaueiro,
muito menos sobre a diversidade e comportamento da populacdo nas areas produtoras de guarana.

Diante disso, a presente pesquisa visa analisar a estrutura e diversidade genética F.
decemcellulare isolado de mudas e plantas adultas de guaranazeiro com superbrotamento,

hipertrofia floral ou galhas por meio do marcador molecular ISSR.
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2. REVISAO

2.1 - Guaranazeiro

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma espécie nativa da
Amazobnia de grande importancia econémica para a regido, de cultura perene sua producao inicia
em torno dos trés anos e segue produzindo até vinte anos. Seus frutos apresentam a coloragédo
vermelha e, em menores proporcdes, alaranjada e amarela, sdo colhidos quando a casca esta
parcialmente aberta evitando a queda das sementes (Figura 1). As sementes sdo ricas em cafeina,
flavonoides e taninos, que lhes conferem caracteristicas estimulantes e medicinais (Campos et al.,
2011). O extrato das sementes de guarana em forma de p6 ou xarope € matéria-prima para a
producdo de bebidas industrializada e energética. Ja na inddstria farmacéutica os compostos ativos
sdo utilizados como antitérmico, antidiarreico, estimulante, analgésico e antigripal (Costa et al.,
2005).

Figura 1 - Frutos do guaranazeiro.

O Brasil é praticamente o Gnico produtor de guarana em escala industrial, o estado da
Bahia contribui com 72,4% da producdo e 0 Amazonas com 19,5% (IBGE 2014). Até a década de
80 o principal produtor nacional era o municipio de Maués com 90% da pequena producdo
brasileira, seguido por outros como Parintins, Itacoatiara, Manacapuru e Manaus (Correa et al.,
1989), nessa época com a ampliacdo do uso comercial da semente, varios agricultores no baixo sul
da Bahia onde havia a antiga zona cacaueira iniciaram o cultivo de guarana. Em menos de dez

anos, com plantios mais novos e produtivos, a Bahia se transformou no maior produtor mundial,
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com 2.800 mil toneladas de sementes anuais enquanto o0 Amazonas fica em segunda posicao sendo

responsavel por em média 1.100 toneladas na safra de 2014 (IBGE 2014).

Atualmente o baixo sul da Bahia é responséavel por exportar o produto em po6 e em graos
para diversos paises como: Estados Unidos, Alemanha, Italia e Franca (EBDA 2014). Nas
condi¢des do Sul da Bahia, praticamente ndo havia problemas de pragas e doengas que causam
danos econémicos aos guaranazeiros, ao contrario do municipio amazonense de Maués, que teve
seu plantio atingido pela antracnose em associacdo com outras doengas como 0 superbrotamento
causado F. decemcellulare, que afeta desde o estadio de mudas as plantas adultas impedindo seu
desenvolvimento, consequentemente acarretando um problema sério para a cultura do guarana no
estado onde houve coevolucdo entre os patégenos e hospedeiros. Contudo, em 2013, sintomas de
superbrotamento foram reportados no baixo sul da Bahia (Relatério da Camara Setorial de
Guarand, 2013) e pragas como o tripes também ja foram relatadas na regido (Lucio Pereira Santos,
comunicacdo pessoal 2015). Por mais que relatos oficiais destas pragas e doencas ndo estejam
disponiveis, isto s reforca a necessidade de pesquisa e estudos visando o desenvolvimento de
estratégias de resisténcia.

2.2 - Género Fusarium

O género Fusarium apresenta mais de 780 espécies e subespécies descritas (Zipcodezoo,
2016), tem como caracteristica crescimento rapido, coldnias com coloracdo palida ou colorida
variando do violeta a purpuro escuro ou do creme ao laranja, com micélio aéreo difuso (Dosmsch,
et al., 1980), com distribuicdo cosmopolita sendo encontrado no solo, ar, plantas e alimentos
(Urben et al., 2010), bastante ativo na decomposicdo de substrato celulésicos das plantas, sendo
que alguns isolados sdo parasitas de plantas. Em humanos, cujo sistema imunoldgico esta
enfraquecido, podem ocorrer infecgbes disseminadas, espalhando-se pelo corpo inteiro. Os
responsaveis por essas patogenicidades em humanos sdo os membros do complexo F. solani, F.
oxysporum, F. verticillioides, F. proliferatum e raramente outras espécies de Fusarium
(Zipcodezoo, 2016).

O género produz duas formas de conidios, os microconidios que sdo unicelulares e
uninucleados e os macroconidios que sdo multicelulares onde cada célula possui somente um
nicleo, sendo essa segunda, a forma mais comum encontrada, todos os nucleos de um
macroconidios sdo geneticamente idénticos por serem descendentes mitdticos de um mesmo
nucleo (Puhalla 1981).

2.2.1 - Fusarium decemcellulare
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F. decemcellulare (teleomorfo Albonectria rigidiuscula) possui crescimento rapido em
placa de petri contendo batata-dextrose-agar, produzindo pigmento roseo (Gerlach e Nirenberg,
1982), culturas com cinco a sete dias de cultivo ja produzem macroconidios que contém
geralmente de 7 a 9 septos, com uma parede espessa, curvados e fusoides, possuem morfologia
celular apical arredondada, enquanto que a morfologia basal tem o formato de um pé, séo
encontrados em uma massa de cor amarelada conhecido como esporoddquio (Leslie e Summerell,
2006). Os microconidios sdo produzidos em micélios aéreos algodonosos podendo ser formados
em cadeias ou falsas cabecas, sdo transparentes em formato oval e ndo possuem septos (Gerlach e
Nirenberg, 1982; Leslie e Summerell, 2006).

O estadio sexual de F. decemcellulare, o peritécio varia a coloracéo de branco ao palido,
possuindo forma subglobosa, globosa ou elipséide. Diversos trabalhos mostram a ocorréncia das
formas homotalica e heterotalica e consequentemente dos alelos funcionais idiomorfos conhecidos
como MAT-1 e MAT-2 presentes no mesmo cromossomo (Wollenweber e Reinking 1935;
Alexander e. Carmichael, 1973; Leslie e Summerell, 2006, Guimarées 2013).

Isolados homotalicos possuem os MAT-1 e MAT-2 podendo se autofecundar, nesses
casos sdo raros recombinantes serem produzidos, ja a forma heterotélica para sua reproducédo é
indispensavel o encontro de isolados que possuem mating-types distintos e tem como
consequéncia o aumento da diversidade genética da populacdo (Blakeslee, 1904; Duarte et al.,
1999; Leslie e Summerel, 2006).

O F. decemcellulare possui uma clara diferenciacdo morfolégica no nimero de
ascosporos entre isolados homotalicos e heterotalicos, sendo encontrado quatro a oito ascdsporos
por ascos respectivamente (Wollenweber e Reinking 1935; Alexander e Carmichael, 1973; Leslie
e Summerell, 2006, Guimar&es 2013).

Trabalhos realizados por de Alexander e Carmichael, (1973) revelam que os isolados
heterotalicos possuem um padrdo aleatorio de ascosporos variando de um a oito ascosporos por
asco e sugerem ainda que a variacdo pode estar relacionada com deficiéncia nutricional. E que
apesar dos homotalicos coexistirem com os heterotalicos, se houver a ocorréncia de troca de genes
entre os dois grupos deve ser extremamente rara, 0 que indica a existéncia de espécies bioldgicas
diferentes, o que corrobora com trabalhos anteriores que ja indicavam a existéncia de duas
espécies (Ford et al., 1967; Alexander e Carmichael, 1973; Guimaraes 2013).

Em trabalhos publicados na década de 70, € comum encontrar a descri¢do da fase sexuada
apenas com a formagdo de quatro ascosporos por ascos (Booth 1960, Alexander e Cook 1965,
Bourret e Ford et al., 1965). Para Alexander e. Carmichael, (1973), possivelmente, essas

descricdes foram feitas baseadas apenas nos grupos homotalicos. Os autores ainda levantam a
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hipdtese de que esses resultados provavelmente podem ser atribuidos ha uma possivel abundancia
maior de homotélicos na natureza, o que aumenta a probabilidade de serem coletados para estudo.

A diferenca na patogenicidade entre isolados homotalicos e heterotélicos j& havia sido
relatada nos estudos de Ford et. al., 1967, Thomas e Snyder 1970, utilizando isolados de cacaueiro
observaram que as formas homotalicas ndo causam a doenca, diferentemente da heterotélica.
Guimaraes (2013) trabalhando com isolados de cacaueiro, confirmou a diferenciagdo morfoldgica
existente entre isolados homotalicos que possuem quatro ascOsporos por asco e isolados
heterotalicos com oito ascosporos por asco, assim como o modo de vida endofitico de um isolado
homotalico inoculado em Theobroma cacau.

Anadlise filogenética realizada por Guimardes (2013) com base em sequéncias parciais dos
genes tef-1a, rpb2, acll e da regido ITS-LSU de isolados obtidos de sintomas como galha-floral e
superbrotamento de mangueira, cacaueiro, Spathodea campanulata (Espatodea), pimenta do reino,
serrapilheira, solo e guaranazeiro, mostrou a ocorréncia de duas espécies filogenética uma
homotalica e outra heterotalica indicando a ocorréncia de um complexo de espécies em F.
decemcellulare ja relatadas desde 1967.

Segundo Almeida e Araujo (2013), o termo “complexo de espécies” indica organismos
que pertencem a diferentes espécies, mas que apresentam um padrdo morfoldgico, fisioldgico e/ou
outros caracteres fenotipicos similares. Contudo, do ponto de vista de estrutura e genética de
populagéo, assim como mostrado em F. decemcellulare, pode ocorrer distingdo em aspectos como
patogenicidade e suscetibilidade, bem como em sua epidemiologia tornando critica sua correta

identificacéo e distribuicdo na populacéo.

2.2.3 - Doengas causadas por Fusarium decemcellulare

De acordo com Farr e Rossman (2016) ja foram realizados 134 registros em 73 espécies
hospedeiras diferentes principalmente em plantas dicotiledoneas. Entretanto ja foram relatados
casos em monocotiledénea como arroz e milho. Além dos casos reportados na lista da USDA
mencionada acima, o patégeno também foi encontrado em mais seis espécies como seringueira
(Hevea brasiliensis), erva-mate (llex paraguariensis), limao-de-Caiena (Averrhoa bilimbi L.), café
(Coffee arabica) e Cedrelinga cateniformis e em 2015 foi reportado em rambutan (Nephelium
lappaceum), longan (Dimocarpus longan) ambos da mesma familia do guaranazeiro (Bastos e
Santos, 2001; Poletto et al., 2004; Lombard et al., 2008; Ms. Luz M. Serrato-Diaz et al., 2015).

Os sintomas causados por F. decemcellulare, sdo muito varidveis e dependem muito do
hospedeiro e do tecido ou 6rgédo atingido. S&o observados sintomas como a formacao de cancros
em orgdos lenhosos da planta, podendo causar rachaduras longitudinais e deformacéo nos galhos,
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impedindo a circulacdo da seiva causando a morte prematura da planta, essa doenca ja foi descrita
em hospedeiros como a fruteira-do-conde (Annona squamosa L.), seringueira (H. brasiliensis) e
cedro-branco (C. cateniformis) (Junqueira et al., 2001; Lombard et al., 2008; Déria, 2012). A
podriddo de raizes com consequente amarelecimento e perdas das folhas é relatada em erva-mate
(llex paraguariensis) (Grigoletti e Auer 2001).

O sintoma mais comumente relatado é o superbrotamento de estruturas como flor, gemas
e caule reportado em varios hospedeiros como a mangueira, cacaueiro, limao-de-caiena e
guaranazeiro (Ploetz et al., 1996; Junqueira et al., 2001; Bastos e Santos, 2001, Vicente et al.,
2012).

Em guaranazeiro o superbrotamento atinge plantas nos diferentes estadios de
desenvolvimento desde a fase de mudas e pode atacar diferentes 6rgdos ou tecidos como flor,
gemas vegetativas e caule causando sintomas variados, classificados como hipertrofia/hiperplasia
floral, superbrotamento da gema e galha no caule, em todos os sintomas temos morte precoce dos
tecidos afetados (Batista e Bolkan 1980, Batista, 1982; Araujo et al., 2006). O tripes artrépode
recentemente reclassificado como Pseudophilothrips adisi (zur Strassen, 1978) comb. nov.
descrito de Liothrips (Mound et al., 2010), foi confirmado como inseto transmissor do
superbrotamento em guaranazeiro em 1985 por Adis e colaboradores que isolaram F.
decemcellulare a partir do tripes e confirmaram a habilidade deste em transmitir a doenga.

A hiperplasia ou hipertrofia em inflorescéncia é caracterizado pela ocorréncia da
multiplicacdo exagerada de células (hiperplasia) e aumento de tamanho de parte das células no
tecido das flores, deixando-as compactas e endurecidas (Figura 2). Essa anomalia ocorre no
segundo semestre do ano, seguida da morte do tecido e secamento precoce da inflorescéncia
(Aragjo et al., 2006).

O superbrotamento das gemas vegetativas ocorre no primeiro semestre do ano e se
caracteriza pelo aparecimento de uma ou vérias brotacfes a partir de uma gema vegetativa,
resultando na proliferacdo de ramos vegetativos com entrends curtos, a partir dos quais surge nova
onda de ramos secundarios, resultando numa massa densa e irregular (Figura 3) acompanhadas de
hiperplasia e hipertrofia com secamento e morte precoce dos tecidos (Batista, 1982; Aradujo et al.,
2006).

A galha ocorre nas gemas terminais de plantas jovens, ou nas gemas sucessivas de
entren0s de ramos maduros de plantas adultas, se caracterizando pela proliferacdo de brotos
diminutos numa mesma gema, formando uma massa compacta e desorganizada (Figura 4), o

aparecimento de galha se dar em toda planta, nas regiées do caule e galhos, sem formacéo de
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novos ramos a partir destas gemas ocorrendo 0 secamento e morte precoce destas massas de
brotac6es (Aradjo et al., 2006).

Figura 2 — Inflorescéncia do guaranazeiro. A e B — Inflorescéncia saudavel;, C e D —

Inflorescéncia doente com hipertrofia e hiperplasia floral

Figura 3 — A - Superbrotamento das gemas vegetativas; B — Foto ampliada do superbrotamento
da gema vegetativa; C- Encurtamento dos entrenos
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e vn

Figura 4 —A - Galha no caule; B — Galha no caule com gemas compactadas e hipertrofiadas

Como mencionado anteriormente ha indicios que F. decemcellulare em seu modo de vida
endofitico (homotéalica) pode ser uma espécie diferente da patogénica (heterotalica) (Ford et al.,
1967; Alexander e Carmichael, 1973; Guimarées 2013). Contudo estudos mais aprofundados tanto
sobre a interacdo, quanto acerca da biologia reprodutiva, filogenia e analise de genomas completos
poderiam dar uma melhor compreensao do que levou as diferencas fisioldgicas, genémicas e

evolutivas que podem ser a chave para a compreensao da patogenicidade causado por este fungo.

2.3 - Diversidade e Estrutura de Populacdo de Patdgeno

Segundo Leboldus et al (2015), em virtude do foco na resisténcia de plantas, estudos e
ferramentas genética e gendmica foram desproporcionalmente direcionadas para o hospedeiro,
embora o entendimento da genética do patdgeno seja igualmente importante.

O conhecimento sobre a dindmica na populacdo do patdogeno € fundamental para
determinacdo do risco na quebra de resisténcia e adequado controle do patdgeno. As diferentes
ferramentas moleculares, o custo mais acessivel do sequenciamento de nova geracdo, permite
atualmente combinar a andlise da estrutura da populacdo com a identificacdo de genes de
viruléncia podem em conjunto ajudar no estabelecimento de uma resisténcia duravel (MCDonalds
& Linde 2002; Hammond-Kosack et al 2004; Leboldus et al 2015).

Com micro-organismos podem ser considerados dois tipos de diversidade genética, a
diversidade génica que se refere ao nimero e frequéncias de alelos em loci individuais numa
populacdo, e a diversidade genotipica que diz respeito ao nimero e frequéncia de gendtipos

multilocus, ou individuos geneticamente distintos numa populacéo, essa Gltima comum quando se
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refere a individuos que se reproduzem de forma assexuada, as duas juntas contribuem para forma

a estrutura genética e diversidade da populagdo (MCDonalds e Linde 2002).

A estrutura da populacéo refere-se a quantidade da diversidade genética e sua distribuicdo
dentro e entre as populacdes (Brown 1978). E é uma conseqiiéncia das interacfes entre as cinco
forcas que afetam a evolucédo das populacdes: 1- mutacdo, 2-fluxo génico e genotipico, 3- sistema
de reproducéo, 4- selecdo e 5- tamanho da populacdo. Portanto, um desequilibrio em qualquer
uma dessas cinco forgas pode influenciar na estrutura da populagéo (McDonalds e Linde 2002). O
estudo da estrutura de populacdo é importante por proporcionar uma melhor compreensdo da
histdria ecoldgica e evolutiva da espécie analisada (Hall et al., 1994; Nason et al., 1997; Rocha e
Lobo, 1998).

O conhecimento da estrutura de populagdes do patogeno assim como seu potencial
evolutivo é essencial para o controle da doenca, o gerenciamento de genes de resisténcia e a
elaboracdo de fungicidas e antibidticos eficazes (Palumbi, 2001).

Pat6genos que possuem fluxo genotipico representa um risco maior do que o patdgeno
que possue o fluxo génico, pois o fluxo genotipico envolve um pacote de alelos ligados e
coadaptados que ja foram selecionados, enquanto o fluxo génico diz respeito apenas a frequéncia
alélica, outra fator importante que aumenta o risco para a quebra da resisténcia do hospedeiro.

Além disto, devido a quantidade populacional do patégeno comparado a do hospedeiro,
associado ao tipo de reproducdo que pode ser sexuada/fluxo génico, assexuada/fluxo genotipico
ou mista, o patdgeno leva vantagem nessa briga, pois a capacidade de mutacdo e selecdo de genes
de viruléncia é maior que a capacidade de mutacdo e selecdo de gene de resisténcia do hospedeiro.

Estudos sobre a interacdo patégeno-hospedeiro, com a identificacdo de genes de
resisténcias da planta e genes de aviruléncia do patégeno demonstram muitos avancos desde 0
primeiro modelo gene-a-gene proposto por Flor em 1956, principalmente com as novas
ferramentas moleculares disponiveis, que permite uma rapida e ampla identificacdo de genes
viruléncia, e efetores do patdgeno que podem ser utilizados no combate a doenga (Hammond-
Kosack et al., 2004; Gawehns et al., 2012; Leboldus et al., 2015).

No que concerne F. decemcellulare, ainda ndo existem estudos sobre 0s mecanismos
moleculares a interacdo patdgeno-hospedeiro (fatores de patogenicidade ou viruléncia) utilizados
no processo de infecgdo ou a respeito da variabilidade, diversidade e estrutura da populagdo. E
muitas perguntas ainda estdo sem respostas como, por exemplo: existe alta ou baixa diversidade
genética de F. decemcellulare isolados de guaranazeiro? F. decemcellulare possuem popula¢tes

estruturadas?
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O conhecimento sobre a diversidade e estrutura de populacdo de F. decemcellulare
fornecera subsidios para o desenvolvimento de estratégia controle da doenca em guaranazeiro. O
estudo de diversidade sera de suma importancia para conhecer e entender os aspectos evolutivos
da espécie, sua patogenicidade, viruléncia e dispersdo no Estado do Amazonas. Neste sentido, sera
atil a identificacdo de diferentes haplotipos que poderdo ser avaliados durante a fenotipagem para
o desenvolvimento de plantas resistentes. Além disto, este foi o primeiro estudo em genética de
populacBes deste patdgeno e poderd servir de referéncia para estudos futuros nas varias culturas

afetadas.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Geral

Analisar estrutura e diversidade da populacdo de Fusarium decemcellulare, visando

fornecer suporte aos programas de melhoramento do guaranazeiro.

3.2 - Especificos

Obter isolados a partir de material vegetal com sintomas de superbrotamento em

guaranazeiro no estado do Amazonas;
Determinar se existe correlagdo genética entre isolados obtidos do mesmo sintoma;

Identificar diferentes haplétipos na populacdo de F. decemcellulare visando a selecéo de

isolados na populacéo do patdgeno que possam ser utilizados na obtencéo de plantas resistentes;
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4 - MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no laboratoério de Biologia Molecular na Embrapa da Amazonia
Ocidental (CPAA) localizada na cidade de Manaus-AM.

4.1 - Isolamento de F. decemcellulare

O isolamento foi realizado conforme descrito por Batista e Bolkan (1982) a partir de trés
diferentes sintomas de superbrotamento: hiperplasia de gemas vegetativas, galhas do caule e
hipertrofia floral (Figura 5). Para obtencdo da populacdo de isolados representativa dos diferentes
municipios produtores de guarana do estado do Amazonas, as coletas foram realizadas em nove
municipios: Maués, Presidente Figueiredo, Boa Vista do Ramos, Itacoatiara, Itapiranga, Urucara,
S&o Sebastido de Uatuma, Rio Preto da Eva e Manaus (Tabela 1), os isolados de cada local foram
denominados de populacBes, sendo assim trabalhamos com nove populacbes de F.
decemcellulare. A fim de obter uma amostra mais representativa possivel, o material foi coletado
de acordo com a disponibilidade de sintomas no campo em cada area amostrada (Tabela 9,
Apéndice A).

Tabela 1 — Distribuicdo da populacdo de Fusarium decemcellulare do Estado do Amazonas por

local de coleta

Populacao Municipio N° de Isolados
1 Manaus 90
2 Maués 52
3 Presidente Figueiredo 19
4 Boa Vista do Ramos 37
5 Itacoatiara 20
6 Itapiranga 04
7 Urucara 45
8 S&0o Sebastido do Uacuma 15
9 Rio Preto da Eva 17

299
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Figura 5 - Sintomas de supebrotamento em guaranazeiro. 1- hipertrofia/hiperplasia floral; 2-
superbrotamento da gema; 3- galhas do caule

4.2 - Cultivo monospérico

As culturas provenientes dos isolamentos com morfologia tipica de F. decemcellulare
foram transferidas para SNA (Synthetic Nutrient-poor Agar) para esporulacdo. A cultura
monosporica foi obtida a partir de uma suspensdo de esporos plagueado em agar-agua (AA)
incubadas a 25 °C por 12 horas. Para o isolado de um Unico conidio germinado foi utilizado um
microscopio estereoscopico e cada isolado monospérico obtido foi preservado em agua destilada
esterilizada pelo método de Castellani e armazenados a 10 °C (Castellani 1939) e a -80°C.

4.3 - Extracdo de DNA

Os isolados monospdricos foram repicados e colocados em frascos com 50 mL de meio
de cultura BD (batata, dextrose) sob agitagdo 125 rpm e temperatura de 25 °C por quatro dias para
obtencdo de massa micelial, que foi filtrada e seca para posterior extracdo de acido nucléico.

Os micélios foram macerados em nitrogénio liquido para extracdo de DNA total
conforme metodo CTAB (Doyle & Doyle, 1990). A quantificagdo do DNA extraido foi feita por
meio do espectrofotdometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) e em gel de agarose 0,8%

para analise da quantidade e qualidade das amostras.

4.4 - Genotipagem por ISSR

Com o intuito de avaliar a diversidade genética e estrutura da populacdo de F.
decemcellulare, 299 isolados foram genotipados com 10 marcadores previamente selecionados
(Tabela 2) a partir de 100 primers de ISSR (UBS set#9).

As reacOes de PCR foram realizadas em volume de 20 pL utilizando 50 ng de DNA,
tampdo 1X com 1,5 mM de MgCl,; 0,5mM de dNTPs; 1U de Taq DNA Polimerase e 0,25 uM de
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primer. As condicOes para amplificacdo foram de desnaturacao inicial a 94 °C por 3 minutos, 40
ciclos de desnaturacdo a 92 °C por 30 segundos, anelamento por 1 minuto (com temperatura
variando de acordo com cada primer selecionado), sintese a 72 °C por 2 minutos e extensdo final
por 10 minutos a 72°C. Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose 1,0% e

fotodocumentados para posterior analise do perfil de bandas obtido para cada isolado.

Tabela 2 - Marcadores ISSR selecionados para analise da diversidade em Fusarium

decemcellulare

Primer Sequéncia Repeticéo Anelamento
UBC 807 AGAGAGAGAGAGAGAGT (AG)gT 49°C
UBC 811 GAGAGAGAGAGAGAGAC (GA)sC 51°C
UBC 826 ACACACACACACACACC (AC)sC 49°C
UBC 827 ACACACACACACACACG (AC)sG 50°C
UBC 828 TGTGTGTGTGTGTGTGA (TG)sA 49°C
UBC 830 TGTGTGTGTGTGTGTGG (TG)sG 49°C
UBC 835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC (AG)gYC 49°C
UBC 836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA (AG)gYA 49°C
UBC 840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT (GA)YT 50°C
UBC 842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG (GA)YG 50°C

4.5 - Andlises da diversidade e estrutura da populacéo de F. decemcellulare

O polimorfismo gerado pelos marcadores ISSR foram convertidos em uma matriz
binéria, onde (1) indica a presenca e (0) a auséncia de cada banda produto da PCR para cada
isolado das nove populagdes amostradas. A diversidade genética foi estimada método hierarquico
de ligacdo média entre grupos UPGMA (-Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
com base no coeficiente de Dice com o auxilio do programa Popgene 1.31 Yeh et al. (1999).

Os parametros de genética populacional foram estimados para analisar as relagdes
geneticas entre as nove populacbes e a AMOVA (Analise de Variancia Molecular) foi
implementada para verificar a distribuicdo hierdrquica de diversidade genética entre e dentro das
populagGes. Essas informacdes foram inferidas com auxilio do software GenAlex 6.1 (Peakall and
Smouse, 2006).

A estrutura genética da populacéo foi estimada por meio de analise bayesiana utilizando o
programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) como proposto por Falush et al. (2007). Para cada
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valor de numero de populagdes K (1 a 5), foram feitas vinte simulacdes independentes, onde em
cada simulacdo foram feitas 100.000 interagdes com um descarte inicial (burn-in), para evitar
distor¢do dos resultados. O nimero provavel de populacBes (K) foi determinado por meio dos
valores de AK, segundo Evanno et al. (2005). O limite arbitrario de 80% foi considerado para a
inclusdo de determinado isolado de acordo com o nimero de populacédo determinado pelo valor de
K.

4.6 - Andlise filogenética de Fusarium decemcellulare

Triagem e selecdo de isolados foram realizadas com base em 324 isolados por meio da
amplificacdo e sequenciamento parcial do gene EF-1a, cujos haplétipos gerados foram utilizados
para selecdo de 34 isolados os quais foram sequenciados com mais trés regides (RPB1, RPB2 e
ITS+LSU rDNA). Os primers utilizados e as condi¢des de amplificacdo foram realizadas
conforme descrito por (O’Donnel et al., 1998) e (O’Donnel et al.,2008).

Os fragmentos foram purificados com Clean-up (Thermo) para remogdo dos primers e
posterior sequenciamento, usando o kit BigDye® Terminator v3.1 sequenciamento usando 3500

Genetic Analyser.

Os alinhamentos das sequéncias de nucleotideos foram realizados no programa
utilizando-se a ferramenta CLUSTALW (Thompson; Higgins; Gibson 1994), implementado pelo
programa MEGA 7 (Kuma et al. 2016).

As inferéncias filogenéticas foram realizadas pelo método de Maxima verossimilhanca,
utilizando o modelo evolutivo Kimura-2 parametros, com bootstrap de 1000 repeticdes, com o

auxilio do programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 (Mega 7.0).
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Analise da populacéo de F. decemcellulare com marcador ISSR

Com base em 299 isolados analisados foram geradas 167 bandas. O numero de bandas
por marcador utilizado variou de 11(UBC 811) a 22 (UBC 842) e o tamanho dos fragmentos de
~250 a 4000 pares de base. Todas as bandas geradas foram polimérficas, indicando que os primers
de ISSR selecionados foram altamente informativos para a populacdo de F. decemcellulare
(Tabela 3).

Tabela 3 — Primers de ISSR utilizados para analise da diversidade em Fusarium decemcellulare

Primer Motivos N? P (%)°
UBC 807 (AG), T 15 100
UBC 811 (GA)C 11 100
UBC 826 (AC)sC 15 100
UBC 827 (AC):G 16 100
UBC 828 (TG)sA 15 100
UBC 830 (TG)sG 17 100
UBC 835 (AG)gYC 19 100
UBC 836 (AG)sYA 21 100
UBC 840 (GA)YT 16 100
UBC 842 (GA)RYG 22 100

N?®NGmero de bandas; P (%)° Percentagem de bandas polimérfica por primer

O marcador ISSR tem sido largamente usado para o estudo genético de fitopatdgenos por
ser um dos marcadores genéticos mais versateis por reunir a simplicidade e baixo custo (Capote et
al., 2012), além de ndo necessitar de informacdo prévia da sequéncia de DNA em estudos de
diversidade e variabilidade genética (Barth et al., 2002). Diversos trabalhos utilizando ISSR para
analise da diversidade em diferentes espécies ou forma specialis (f. sp) do género Fusarium
obtiveram numero de bandas polimérficas entre 92,3 a 99,6% mostrando a habilidade do marcador
em detectar variacOes genética entre os isolados (Hinz et al. 2009, Yuan et al. 2013, Dariva et al.
2015). Resultados que se assemelham ao do presente estudo, onde 100% das bandas foram
polimorficas para todos os dez marcadores utilizados.

30



5.2 - Diversidade genética de F. decemcellulare isolados de guaranazeiro

A andlise de nove populacbes de F. decemcellulare revelou que a maior similaridade
genética entre os 299 isolados foi de 0.49%. O numero efetivo de alelos (Ne) foi de 1,41 em
Presidente Figueiredo e 1,55 em Maués. A heterozigosidade (He) foi utilizada para avaliar o
conteudo polimorfico de cada loco, variando de 0,238 em Presidente Figueiredo a 0,322 em
Maués. J& o indice de Shannon proporcional a heterozigosidade teve a variacdo entre 0,353 para
Presidente Figueiredo a 0,484 em Maués (Tabela 4), esses resultados revelam uma grande

diversidade genotipica nas populacdes analisadas.

A maioria dos indices de diversidade depende da estimativa da heterozigosidade na
populacdo, contudo, o indice de Shannon apresenta vantagem nesse sentido, pois tem sido
utilizado em analise populacional com marcadores dominantes, por ndo se basear na

heterozigosidade.

Resultados semelhantes aos obtidos no presente estudo foram encontrados por outros
autores. Na pesquisa Shanshan e Lin (2011) utilizando dez marcadores de ISSR com 48 isolados
de F. oxysporum f. sp. lini obtiveram através do indice de Shannon (I) os valores de 0,478 a
0,1809, demostrando uma abundante diversidade nas populacdes analisadas. Ja no trabalho de
Yuan e colaboradores (2013) utilizando o marcador ISSR encontraram uma variacao de 0,0675 a
0,1117 para o indice de Shannon, revelando uma grande diversidade genotipica para as seis
populacBes de espécie F. oxysporum f. sp. lini. No estudo de Nourollahi e Madahjalali (2016)
analisando isolados de F. oxysporum f. sp. lentis, obtiveram um total de 28 alelos produzidos por
marcadores SSR, a diversidade genética de acordo com o indice de informacdo de Shannon

various entre 0,252 a 0,374, sendo a variabilidade genética considerada baixa.

As estimativas de identidade e de distancia genética de Nei (1978) para F. decemcellulare
nas nove populacbes sdo mostradas na Tabela 5. As populacGes que apresentaram a maior
identidade genética entre elas foram as de Urucara e Sdo Sebastido de Uatuma 0,2110, ja os
municipios de Itapiranga e Itacoatiara apresentaram a menor identidade genética 0,809, indicando
que entre as nove populacdes de F. decemcellulare as dos municipios de Urucaréd e S&o Sebastido
de Uatuma estdo mais proximos geneticamente e as popula¢fes dos municipios de Itacoatiara e
Itapiranga estdo geneticamente mais distantes. A distancia genética foi consistente com a
identidade genética entre as mesmas populacdes, esses resultados podem estar relacionados as
distancias geograficas entre as regides de coleta, que variou entre de 50,9 km a 339 km a partir de
Manaus. O dendrograma foi construido entre as nove populagdes a partir desta matriz de
identidade genética de Nei (1978) pelo método UPGMA (Figura 6).
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Tabela 4 - Parametros de diversidade genética das nove populacdes de Fusarium decemcellulare
coletadas em guaranazeiros no Estado do Amazonas

Popula¢do N Pp Na Ne | He uHe
Manaus 90 97,63 1,981 1,543 0,473 0,301 0,320
Maués 52 97,01 1,964 1,553 0,484 0,322 0,325
Presidente Figueiredo 19 67,66 1,485 1,417 0,353 0,238 0,244
Boa Vista do Ramos 37 94,01 1,916 1,491 0,430 0,285 0,289
Itacoatiara 20 89,22 1,838 1,531 0,452 0,304 0,311
Itapiranga 04 87,04 1,822 1,523 0,433 0,317 0,312
Urucara 45 89,82 1,838 1,544 0,476 0,319 0,323
S80 Sebastido de Uatuma 15 84,43 1,766 1,528 0,453 0,305 0,315
Rio Preto da Eva 17 85,03 1,778 1,505 0,435 0,291 0,299
Media Geral 299 89,06 1,831 1,516 0,447 0,300 0,305

N=Numero de Isolados; Pp=Percentagem de locos polimérficos; Na=Numero de alelos diferentes; Ne=Numero de alelos efetivos;
I=Indice de informag&o de Shannon; He=Heterozigosidade; uHe=Heterozigosidade enviesada

Os valores demonstrados no dendrograma baseado na distancia genética de Nei (1978) indica
uma alta divergéncia genética entre as populacdes em funcdo da eficiéncia do fluxo alélico. O fluxo
de genes pode ter uma forte implicacdo na diversidade genética da populacdo. Na auséncia deste, a
deriva genética causa o desenvolvimento de diferentes frequéncias alélicas em locus neutros, levando

a diferenciacdo na populacéo de isolados (Keller et al., 1997)

Tabela 5 - Identidade (acima diagonal) e a distancia genética (abaixo diagonal) de Nei (1978)
entre as nove populacGes de Fusarium decemcellulare

Pop 1D BOVDR PFIGU ITACO ITAPI MANAU MAUES RPDEV SSDUA URUCA
BOVDR faleleled 0.9695 0.8631 0.9386 0.9643 0.9238 0.8707 0.8728 0.8704
PFIGU 0.0310 Fkkk 0.8483 0.9350 0.9637 0.9174 0.8580 0.8675 0.8827
ITACO 0.1472 0.1645 folalalal 0.8098 0.8643 0.8223 0.8597 0.8833 0.8910
ITAPI 0.0633 0.0672 0.2110 falaleled 0.9559 0.9073 0.8534 0.8656 0.8764
MANAU 0.0364 0.0370 0.1458 0.0451 Fkxk 0.9471 0.8894 0.8958 0.9108
MAUES 0.0792 0.0862 0.1956 0.0973 0.0544 Fkxk 0.8497 0.8461 0.8700
RPDEV 0.1385 0.1531 0.1511 0.1585 0.1172 0.1629 Fkxk 0.9444 0.9409
SSDVA 0.1361 0.1421 0.1241 0.1443 0.1100 0.1671 0.0572 faleleled 0.9801

URUCA 0.1388 0.1247 0.1154 0.1319 0.0934 0.1393 0.0609 0.0201 folalelel

BOVDR - Boa Vista do Ramos MAUES — Maugés;

PFIGU - Presidente Figueiredo; RPDEV - Rio Preto da Eva;

ITACO - Itacoatiara; SSDUA — Séo Sebastido de Uatuma;

ITAPI — Itapiranga; URUCA — Urucara. 32
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Figura 6 - Dendrograma baseado na identidade genética de Nei (1978) entre as nove populagdes
de Fusarium decemcellulare

O dendrograma com os 299 isolados de F. decemcellulare obtido pelo agrupamento
UPGMA utilizando o coeficiente de Dice mostra que os isolados foram agrupados independentes
do local de coleta, sintomas ou mating type (Figura 7) e (Figura 12, Apéndice B). Resultados
diferentes foram obtido por Shanshan e Lin (2011) que utilizando os dados de ISSR obtiveram um
dendrograma agrupados pelo método de UPGMA, que indicou uma clara relacdo entre a distancia
genetica das populacdes e a distancia geografica em trés grupos de Fusarium oxysporum f. sp. lini,
analisados apesar da alta diversidade encontrada nessas populacdes. No estudo de Momeni e
Nazari (2016) um dendrograma baseado na distancia genética de Nei (1978) mostrou as
populagcdes de F. verticillioides separadas em cinco grupos distintos com base na origem

geografica.
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Figura 7 — Dendrograma obtido pelo agrupamento UPGMA de 299 isolados de Fusarium
decemcellulare pelo coeficiente de Dice. ll Boa Vista do Ramos; I Presidente Figueiredo; ||

ltacoatiara; B Itapiranga; Manaus; Maués; B Rio Preto da Eva; Bl s:0 Sebastido de
Uatuma e IMUrucara

A alta diversidade encontrada para F. decemcellulare, pode ser explicado devido a forma de
reproducédo, possivelmente mista, visto que esta espécie pode reproduzir-se de forma sexuada/fluxo

génico o que permite recombinacdo genética aumentando a diversidade como de forma
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assexuada/fluxo genotipico. Essas diferentes formas de reproducdo contribuem para 0 sucesso
evolutivo do patdégeno aumentando capacidade de mutagdo e selecdo de genes de viruléncia para a
quebra da resisténcia do hospedeiro (Blakeslee, 1904; Duarte et al., 1999; Leslie e Summerel, 2006).
Os resultados verificados através do dendrograma obtido pelo agrupamento UPGMA
sugerem que outro fator tem atuado para a formacgdo dos agrupamentos e possivel estruturacdo da
populacdo do patégeno em guaranazeiro. Os dados obtidos neste trabalho combinado com a anélise
da diversidade e filogenia indicam que os grupos formados, possivelmente estdo relacionados com a

formacéo de pelo menos duas diferentes espécies do patégeno (item 5.5).

5.3 - Estrutura da populacéo de F. decemcellulare isolado de guaranazeiro

As relacbes genéticas entre os isolados das nove populacdes utilizando a analise
bayesiana implementada pelo programa STRUCTURE, foi K=2, demonstrando que os 299
isolados de F. decemcellulare estdo estruturados em duas populagdes distintas representadas pelas
cores vermelho e verde (Figura 8 e 9), onde o primeiro grupo em vermelho foi formado por 166
isolados distribuidos em 33 de Boa Vista do Ramos, 16 de ltacoatiara, 68 de Manaus, 36 de
Maués, e 13 de Presidente Figueiredo, ja o segundo grupo em verde foi formado por 100 isolados
sendo quatro de Boa vista do Ramos, quatro de Itacoatiara, 14 de Manaus, quatro de Maués, trés
de ltapiranga, 14 de Rio Preto da Eva, 14 de S8o Sebastido de Uatumd e 43 de Urucara. Os
isolados que tiveram fidelidades estimadas menores que 80% foram atribuidas a um grupo
admixture, totalizando 33 isolados, sendo um de Itapiranga, oito de Manaus, 12 de Maués, seis de
Presidente Figueiredo, trés de Rio Preto da Eva, um de S&o Sebastido de Uatumé e dois de
Urucara (Pritchard et al., 2000). E possivel observar que a popula¢do do municipio de Urucaré é a

Unica que esta presente exclusivamente no grupo admixture
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Figura 8 - Numero de (K) que melhor explica a estrutura das nove populacfes de Fusarium
decemcellulare
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Figura 9 — Analise de agrupamento k=2 para Fusarium decemcellulare isolado de guaranazeiro
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w

7



Os dados obtidos por meio da analise de PCoA (Figura 10) mostram o agrupamento dos
individuos independente de sua origem amostral.

N
u Principal Coordinates (PCoA)

# Boa Vista dos Ramos
M Itacoatiara
A ltapiranga

> Manaus

Coord. 2

£ Maués

@ Presidente Figueiredo

Rio Preto daEva

[ S3o Sebastido de Uatum3a

Coord. 1 Urucard

¢pl
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Hp2

Coord. 1

. J/

Figura 10 - Analise de coordenadas principais (PCoA). A- Representacdo grafica dos 299
isolados de nove populagdes de Fusarium decemcellulare coletados em guaranazeiros do Estado

do Amazonas; B- os grupos identificados por STRUCTURE em azul a populagdo um e em
vermelho a populagéo dois

A analise de variancia molecular (AMOVA) revelou alta variabilidade genética dentro
das populacdes de F. decemcellulare (83%) para o conjunto das populacbes e diferenciagdo
genetica significativa (P < 0.01) nas duas analises (Tabela 6).

38



Tabela 6 — Sumério da AMOVA expondo a distribuicdo de variacdo dentro e entre as nove
populagdes de Fusarium decemcellulare

Fonte de d.f. SSD MSD Est. Variation PhiPT P-
variagéo Var. (%) value
Entre as 8 1417.761 157.529 4,711 17%
populacGes
Dentro das 298 6710.493 23.220 23.220 83% 0,169 P
populacGes <0.001
Total 297 8128.254 27.931 100%

d.f.= Graus de liberdade; SS-soma das observagdes ao quadrado;

MS= média de observagdes ao quadrado;
Est. var.= variancia estimada; %

Var.= percentual da variancia total;
PhiPT= proporcéo da variancia genética total entre individuos dentro das populagdes.
P-value estimativas sdo baseadas em 999 permutagdes;

O maior nimero de bandas polimorficas e as bandas mais frequentes respectivamente

foram de 164 e 159 na populacdo um e dois. Na primeira populacdo, foi observado sete bandas

exclusivas desse grupo, enquanto que na segunda populacdo foram observadas apenas duas

(Tabela 7).

Tabela 7- Padr@es totais de bandas para dados binarios (diploide) dos grupos identificados por

STRUCTURE para populacdo de Fusarium decemcellulare

Populacéo Popl Pop?2
N° Bandas 164 159
N° Bandas Freg. >= 5% 147 155
N° Bandas Privadas 7 2
N° Bandas L Comum (<=25%) 0 0
N° Bandas L Comum (<=50%) 0 0
Média H 0.268 0.301
Média do desvio padrdo H 0.012 0.013
Média Uh 0.269 0.304
Média do desvio padrdo uh 0.013 0.013

*N° Bandas = N° de Bandas Diferentes

*N°. Bandas Freq. > = 5% = N.° de Bandas Diferentes com Frequéncia> = 5%

*N° Bandas privadas = Nimero de bandas exclusivas para uma Unica populacdo

*N°. Bandas L Comum (<= 25%) = N° de Bandas Locais Comuns (Freq.> = 5%) Encontradas em 25% ou Menos Populagdes

*N°. Bandas L Comum (<= 50%) = N° de Faixas Locais Comuns (Freq.> = 5%) Encontradas em 50% ou Menos Populagdes

*H = Heterozigosidade Esperada=2 *p * g
*uH = Unbiased Expected Heterozygosity = (2N / (2N-1)) * H

* Onde para Diploid Dados binarios e assumindo Hardy-Weinberg Equilibrium, g = (1 - Band Freq.)*0.5andp =1 - q.
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Assim como no dendrograma gerado pelo método UPGMA e programa Structure, 0s
dados obtidos por meio da analise de PCoA indicaram que os individuos estdo agrupados
independente da origem das amostras. Resultado semelhante foi relatado nos trabalhos de Leong
et al., (2009), onde realizando a caracterizacdo molecular de F. oxysporum f.sp. cubense nao foi
encontrado nenhuma correlacéo entre o perfil genético dos isolados em relacdo ao hospedeiro ou
localidade. Maior diversidade genética dentro da populagdo em relacdo a diversidade entre
populagbes foi observada em outras espécies de Fusarium como Fusarium poae isolado da
Argentina e Inglaterra (Dinolfo et al., 2010) e Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (Bayraktar et al.,
2008). Em F. oxysporum coletado a partir de espécies hospedeiras diferentes, a variabilidade
genética de isolados coletados do mesmo hospedeiro foi maior (67,4%) quando comparada entre
hospedeiros diferentes (32,4%) (Klassen et al., 2007).

5.4 — Selecdo de haplétipos EF-1a

Dos 299 isolados monospoéricos de nove locais de coleta no estado do Amazonas. A
sequéncia parcial do fator de elongacdo 1 alfa (EF-1a) foram obtidos com sucesso para 288
isolados e identificados 19 hapldtipos, dentro de cada haplotipos foram identificados isolados de

diferentes locais de coleta, sintomas e mating type (Tabela 9, Apéndice A).

5.5 - Analise filogenética de F. decemcellulare obtido de guaranazeiro

Com base nos haplétipos identificados foram selecionados 34 isolados para a analise
filogenética utilizando o sequenciamento parcial das regides rpbl, rpb2 e ITS+LSU rDNA
(Tabela 8). A anélise combinada das sequéncias das quatro regides agrupou os 34 isolados de F.
decemcellulare em trés diferentes clusters. Embora o suporte entre os grupos formados apresente
baixa resolugdo, provavelmente isso se deve ao numero de regides utilizadas, estes dados podem
ser um indicativo da ocorréncia de trés possiveis espécies de F. decemcellulare em guaranazeiro.

Anélise comparativa dos dados filogenéticos com as 167 bandas do marcador multilocus
ISSR a partir da genotipagem dos 34 isolados com base no coeficiente de Dice, também indicam a
ocorréncia de trés clusters com 54% de similaridade (Figura 11). Embora o marcador ISSR ndo
tenha sido capaz de gerar a mesma distribuicdo da analise filogenética dos 34 isolados. Da mesma
forma que a anédlise filogenética com as quatro regifes sequenciadas, o marcador ISSR néo

agrupou os isolados por sintomas, locais de coleta.
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Tabela 8 - Relacdo dos isolados de Fusarium decemcellulare separados em cluster de acordo com
o filograma obtido com base na anélise combinada de ef-/a, rpbl, rpb2 e ITS+LSU rDNA

ISOLADO HAPLOTIPO LOCAL DE COLETA SINTOMAS

F356 Fd-14 RIO PRETO DA EVA HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F132 Fd-14 MANAUS HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F167 Fd-17 MANAUS GALHA

F168 Fd-16 MANAUS GALHA

F234 Fd-03 BOA VISTA DO RAMOS HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA
Cluster 1 F244 Fd-16 ITACOATIARA HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F261 Fd-04 ITACOATIARA HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F266 Fd-05 ITACOATIARA GALHA

F274 Fd-15 URUCARA HIPERTROFIA FLORAL

F298 Fd-12 URUCARA HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F308 Fd-03 URUCARA HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F333 Fd-04 SAO SEBASTIAO DO UATUMA HIPERTROFIA FLORAL

F117 Fd-18 MANAUS GALHA

F278 Fd-06 URUCARA HIPERTROFIA FLORAL

F281 Fd-06 URUCARA HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F193 Fd-13 MAUES HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F187 Fd-11 MAUES HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA
Cluster 2 F189 Fd-11 MAUES HIPERTROFIA FLORAL

F280 Fd-07 URUCARA HIPERTROFIA FLORAL

F334 Fd-07 RIO PRETO DA EVA HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F299 Fd-18 URUCARA HIPERTROFIA FLORAL

F02 Fd-19 MANAUS HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F10 Fd-18 MAUES HIPERTROFIA FLORAL

F155 Fd-15 MANAUS HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F191 Fd-08 MAUES HIPERTROFIA FLORAL

F256 Fd-02 ITACOATIARA HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F331 Fd-19 SAO SEBASTIAO DO UATUMA HIPERTROFIA FLORAL

F48 Fd-10 MAUES HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA
ST FO8 Fd-01 MAUES HIPERTROFIA FLORAL

F173 Fd-01 MAUES HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F182 Fd-02 MAUES

F194 Fd-09 MAUES HIPERPLASIA DA GEMA VEGETATIVA

F264 Fd-10 ITACOATIARA HIPERTROFIA FLORAL

F269 Fd-13 ITAPIRANGA HIPERTROFIA FLORAL
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Figura 11- Dendrograma obtido pelo agrupamento UPGMA dos 34 isolados de Fusarium
decemcellulare pelo coeficiente de Dice. Os trés cluster identificados por cor, cluster 1 na cor

lilas, cluster 2 na cor vermelha e na cor verde o cluster 3

O agrupamento independente do sintoma ou local de coleta é um indicativo que as trés
possiveis espéecies tém ocorréncia nas diferentes regides produtoras e ndo existe especializagédo
fisiolégica para o desenvolvimento de sintomas especificos, ou seja, todos os isolados tem a
mesma habilidade em causar os diferentes sintomas dependendo do tecido no qual a infecgéo e
colonizagéo ocorra.

A ocorréncia de um complexo de espécies em F. decemcellulare ja havia sido descrita
por Guimardes (2013) com base em sequéncias parciais dos genes tef-/a, rpb2, acll e da regido
ITS-LSU, utilizando isolados de F. decemcellulare de diferentes hospedeiros como cacaueiro,

mangueira, pimenta-do-reino, espatddea e guaranazeiro.
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Diferente dos dados mostrados em guaranazeiro neste trabalho, Guimardes (2013) obteve
duas possiveis espécies filogenética com base no mating type, onde isolados heterotélicos e
possivelmente patogéncios, formam uma espécie distinta dos homotélicos ditos ndo patogénicos.

Trabalhos da década de 60 e 70, com base nos caracteres morfologicos da fase sexuada ja
indicavam uma diferenca no nimero de ascésporos entre homotalicos (quatro ascésporos por
asco) dos heterotélicos (oito ascosporos por asco), embora ambos sejam morfologicamente
semelhantes na fase assexuada, onde por meio dos caracteres usualmente utilizados para
diferencia-los como a andlise de macro e microconidios (Wollenweber e Reinking,1935;
Alexander e Carmichael, 1973; Guimaraes 2013).

Os resultados aqui obtidos indicam que na populacdo de F. decemcellulare de
guaranazeiro o marcador foi eficaz em detectar a variabilidade, mas ndo foi capaz de separar
espécies muito préximas que provavelmente ainda compartilham grande numero de alelos. Esse
resultado difere do encontrado por Dariva, J. et al., (2015) que utilizando nove primers de ISSR
em 37 isolados de Fusarium solani e 13 isolados de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
verificou-se a alta variabilidade genética intraespecifica, além de auxiliar na classificacdo
morfoldgica das espécies. No estudo de Bayraktar e Dolar (2011) ao analisarem a diversidade
genética de 70 isolados de Fusarium spp., utilizando primers ISSR obtiveram sete grupos distintos
de isolados compostos por F. oxysporum, F. equiseti, F. proliferum, F. redolens, F. acuminatum,
F. culmorum e F. solani. O que nos leva a cré que as putativas espécies de F. decemcellulare
identificadas em guaranazeiro por meio da filogenia, caso confirmadas, ainda sdo espécies muito
proximas que possivelmente tem pouco tempo de divergéncia e este poderia ser um dos motivos
pelo qual o ISSR nédo foi capaz de agrupar os isolados conforme os dados observados pela
filogenia. E preciso considerar também que em termos epidemioldgicos F. decemcellulare foi
identificado pela primeira vez em guaranazeiro em 1980 por Batista e Bolkan indicando pouco

tempo de distribuicdo e divergéncia da populagéo.
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6- CONCLUSAO

Isolados de F. decemcellulare obtidos de guaranazeiro das diferentes regides produtoras
do estado do Amazonas estdo estruturados em duas populagfes sem nenhuma correlagdo entre
local de coleta ou sintomas.

Populacdo de F. decemcellulare apresenta alta diversidade genética, e maior variacdo €
encontrada dentro das populagbes do que entre populacdes de F. decemcellulare isolado de
guaranazeiro.

Em guaranazeiro, foi detectado a ocorréncia de um complexo de espécies em F.

decemcellulare, formado possivelmente por trés diferentes espécies.

7- RECOMENDACOES E PERSPECTIVAS

Andlises filogenéticas com maior nimero de regides sdo necessarias para confirmar o
numero de diferentes espécies de F. decemcellulare em guaranazeiro;

Testes de patogenicidade sdo necessarios para verificar a viruléncia entre as diferentes
espécies;

Cultivares resistentes de guaranazeiros deve ser testadas com base nos diferentes grupos
de isolados obtidos por meio do marcador ISSR a fim de verificar o potencial dessas linhagens na

quebra de resisténcia em guaranazeiro.
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APENDICE A - Relacio dos isolados de F. decemcellulare

Tabela 9 - Relacdo dos isolados de Fusarium Decemcellulare com sintomas e locais de coleta

ISOLADOS EF3 HAPLOTIPOS LOCAL DE COLETA SINTOMAS

F227 X Fd-10 Boa Vista do Ramos Galha

F207 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Galha

F221 X Fd-13 Boa Vista do Ramos Galha

F232 X Fd-18 Boa Vista do Ramos Galha

F242 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Galha

F224 Boa Vista do Ramos Galha

F234 X Fd-3 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F236 X Fd-3 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F238 X Fd-13 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F239 X Fd-13 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F213 X Fd-16 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F217 X Fd-16 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F235 X Fd-16 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F214 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F219 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F237 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F240 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F241 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F243 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F267 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F212 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F215 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F223 Boa Vista do Ramos Hiperplasia da gema vegetativa
F268 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F233 X Fd-1 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F208 X Fd-13 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F209 X Fd-13 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F220 X Fd-13 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F222 X Fd-13 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F225 X Fd-13 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F226 X Fd-13 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F231 X Fd-18 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F210 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F211 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F228 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F229 X Fd-19 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F216 Boa Vista do Ramos Hipertrofia floral

F266 X Fd-5 Itacoatiara Galha

F253 X Fd-19 Itacoatiara Galha

F251 X Fd-2 Itacoatiara Galha
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APENDICE B - Dendrograma obtido pelo agrupamento UPGMA dos isolados de F.

decemcellulare
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Figura 12 - Dendrograma obtido pelo agrupamento UPGMA dos isolados de Fusarium

decemcellulare pelo coeficiente de Dice, utilizando o programa NTSYS
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