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RESUMO

JESUS; JEFERSON GONCALVES; M. Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso
- Carlos Alberto Reyes Maldonado; janeiro de 2021; VARIABILIDADE GENETICA DE
ISOLADOS DE Ceratocytis fimbriata; Orientadora: Leonarda Grillo Neves.
Conselheiros: Dr. Thiago Alexandre Santana Gilio, Dr. Marco Antonio Aparecido
Barelli e Dra. Sandra da Costa Preisigke.

No setor florestal o acometimento por pragas e doencas podem ocorrer
principalmente via irrigagdo, tratos culturais, falta de cuidados fitossanitarios com as
ferramentas, material propagativo contaminado, e outros, dentre as doencgas que
ocorrem com mais frequéncia em teca, vale ressaltar a causada pelo fungo
Ceratocystis fimbriata que causa reduc¢des na produtividade e danos a qualidade da
madeira. Para a prevencdo ou manejo de doencas em plantas, estudos quanto a
variabilidade genética da populacdo do agente causal torna-se de extrema
importancia, sendo assim o objetivo com esse trabalho foi investigar a diversidade
genética de isolados de Ceratocystis fimbriata provenientes de teca, utilizando-se
marcadores microssatélites. Foram coletados 70 isolados do fungo a partir de coletas
nos estados do Mato Grosso e Para. O fungo foi cultivado em meio MYEA por cerca
de 14 dias para posterior extracdo de DNA, realizada com o kit Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega). O DNA obtido desta extracdo foi submetido a PCR
com primers para 14 loci alvos deste estudo. Posterior a PCR, foi realizada a
eletroforese em gel de agarose em concentracdo de 2,5%, para a separacao dos
produtos oriundos da amplificacdo via PCR. As imagens obtidas a partir dos géis,
foram submetidas a verificacdo do tamanho em pares de bases de cada amplicom
para cada amostra e cada locos microssatélite. Para a andlise de estrutura
populacional foi realizada estimativa bayesiana pelo método MCMC. foi elaborada a
matriz de distancia genética foi estimada pelo método de Provesti, e o0 dendograma
representativo desta variabilidade genética foi elaborado pelo método do vizinho mais
proximo (Neigbor-joining Tree) por meio do programa “R”. Dos 14 loci estudados todos
foram polimorficos, e através de analises de estrutura de populacéo foi possivel a
identificacdo de duas populacdes com introgressao génica entre elas. Ja nas andlises
de variabilidade genética o dendrograma do vizinho mais proximo dividiu os isolados
em em trés diferentes grupos distintos onde o primeiro grupo foi formado por quatro
isolados, o segundo formado por cinco isolados, e o terceiro grupo formado por 61

isolados de C. fimbriata. Conclui-se que a variabilidade entre os isolados coletados



em Mato Grosso e Para € alta, fato este que evidencia a necessidade de estudos
qguanto a variabilidade patogénica, para definicAo de melhores estratégias para o

controle genético deste patégeno em teca.

Palavras-chave: Tectona grandis; murcha de Ceratocystis; resisténcia genética;

diversidade genética.



ABSTRACT

JESUS; JEFERSON GONCALVES; M. Sc.; Mato Grosso State University - Carlos
Alberto Reyes Maldonado; January 2021; GENETIC VARIABILITY OF Ceratocytis
fimbriata ISOLATES; Advisor: Leonarda Grillo Neves. Counselors: Dr. Thiago
Alexandre Santana Gilio, Dr. Marco Antonio Aparecido Barelli and Dr. Sandra da Costa
Preisigke.

In the forestry sector, the attack by pests and diseases can occur mainly via irrigation,
crop treatments, lack of phytosanitary cares with tools, contaminated propagating
material, and others, among the diseases that occur most frequently in teak, it is worth
mentioning the one caused by the fungus Ceratocystis fimbriata that reduces
productivity and damage to the wood quality. To prevention or disease management
in plants, studies of population genetic variability of the causal agent become extremely
important, so the objective of this work was to investigate the genetic diversity of
Ceratocystis fimbriata fungi from teak, using microsatellite markers. Seventy collected
of the fungus were collected from collections in the states of Mato Grosso and Para.
The fungus was grown in MYEA medium for about 14 days for subsequent DNA
extraction, performed with the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega). The
DNA of this extraction was prepared using PCR with primers for 14 loci targeted in this
study. After PCR, 2.5% agarose gel electrophoresis was performed to separate
products from PCR amplification. The images made from the gels were subjected to
verification of the size in base pairs of each amplicon for each sample and each
microsatellite locus. For a population structure analysis carried out by Bayesian
encounters using the MCMC method. the genetic distance matrix was elaborated, it
was estimated by the Provesti method, and the dendogram representative of this
genetic variability was elaborated by the method of the nearest neighbor (Neigbor-
joining Tree) through the “R” program. Of the 14 loci studied, all were polymorphic, and
through structure of population analyzes it was possible to identify two populations with
gene introgression between them. In the analysis of genetic variability, the dendrogram
of the nearest neighbor divided those granted into three distinct groups where the first
group was formed by four granted, the second formed by five submitted, and the third
group formed by 61 of C. fimbriata. It is concluded that the variability among the
collected collected in Mato Grosso and Para is high, a fact that highlights the need for
studies regarding the pathogenic variability, in order to define better strategies for the
genetic control of this pathogen in teak.

Keywords: Tectona grandis; withered; genetic resistance; Genetical diversity.



1. INTRODUCAO

As florestas plantadas sdo uma realidade no Brasil, segundo o ultimo censo
realizado em 2018 pelo IBA (Industria Brasileira de Arvores) o pais possuia 7,83
milhdes de hectares plantados, sendo a maior parte ocupada pela cultura do eucalipto
com 5,7 milhdes de hectares, porém existem ainda outras espécies florestais que
contribuem neste censo como por exemplo: a seringueira, acacia, parica, araucaria,
teca dentre outras. Os plantios de teca no pais ocupam aproximadamente 93 mil
hectares, tornando a teca a quarta espécie mais plantada no Brasil, de acordo com
0s sensos realizados desde o ano de 2010 estes numeros demonstram um aumento
de mais de 28 mil hectares plantados entre os anos de 2010-2018 (IBA, 2019).

Tendo em vista esta expansdo de area plantada, e aumentode demanda
guanto a producdo de mudas, e sabe-se que de maneira geral que em plantios
florestais sdo praticadas a monocultura que aliada a um inadequado manejo
fitossanitério, pode favorecer a dispersao de doencas no campo (Nascimento, 2019).

No setor florestal o acometimento por pragas e doencas ocorrem
principalmente nos viveiros, esta disseminacdo ocorre via irrigacao, tratos culturais
sem os cuidados fitossanitarios com as ferramentas, alta densidade de plantas no
viveiro, material propagativo contaminado, e outros, dentre as doengas que ocorrem
com mais frequéncia em viveiros de mudas florestais, as principais sdo caudas por
fungos (Arco-Verde e Moreira, 1998; Grigoletti Junior et al., 2001).

Na cultura da teca (Tectona grandis), dentre as principais doencas que
ocorrem na espécie vale ressaltar a causada pelo género Ceratocystis (Velastegui et
al., 2010; Caldeira et al., 2014), esta importancia deve-se ao fato deste patégeno
causar doencas nos fustes das arvores, prejudicando a produtividade e qualidade da
madeira, ou causando até mesmo a morte das arvores (Caldeira et al., 2014). No
Brasil, o primeiro relato da ocorréncia da doenca em teca ocorreu no ano de 2009,
pelo fungo Ceratocystis fimbriata Ell. e Haslt. na regido do municipio de Caceres-MT
(Firmino et al., 2012). Posteriormente a ocorréncia deste patdgeno em teca, também
foi registrada em outras localidades, como no Equador (Belezaca-Pinargote et al.,
2018; 2020).

Quando se trata de prevencao ou manejo de doencas em plantas, estudos
guanto a variabilidade genética da populagcéo do agente causal torna-se de extrema

importancia, tendo em vista que nestes casos a alternativa viavel € a utilizacdo de



genatipos resistentes a determinada espécie (Ferreira et al. 2013). Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi investigar e estimar a diversidade genética de isolados de

C. fimbriata de plantios comerciais de teca coletados nos estados de Mato Grosso e
Para.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da teca

A teca é pertencente ao reino Plantae, ordem Lamiales, familia Lamiaceae,
género Tectona, espécie Tectona grandis (APG Ill, 2009) é uma espécie
predominantemente aldgama, com taxa de cruzamento de até 98% (Kertadikara; Prat,
1995), monoica e diploide (2n=2x=36 cromossomos) (Gill, 1983; Mathew et al., 1987).

Originaria das regifes sul e sudeste da Asia, onde ocorre naturalmente em
quatro paises: india, Laos, Mianmar e Tailandia (Kollert e Kleine 2018). Os plantios
florestais da espécie existem em pelo menos trés continentes, sendo os maiores
plantios concentrados na Asia (83%), Africa (11%) e Américas (Sul e Central) (6%),
estes plantios representam uma area plantada estimada de 4,35 milhdes de hectares
(Kollert e Kleine, 2018).

As caracteristicas segundo Lamprech (1990) e Lorenzi et al. (2003) a Tectona
grandis L. f. pode atingir altura médias entre 25 e 35 m, com variantes capazes de
alcancar 45 metros de altura e diametro de 2,5 m. O tronco é reto, com variacfes
guanto a posicionamento de ramos, a casca € de cor parda e fissurada
longitudinalmente. O sistema vascular é superficial, podendo ou ndo haver raizes
tabulares. O albuno é estreito e claro, bem distinto do cerne, de coloracdo marrom
viva e brilhante.

A madeira dessa espécie possui alburno amarelado a marrom, que uma vez
exposta ao ar livre adquire um tom mais escuro. Os anéis de crescimento sao nitidos
e diferenciados em cortes transversais, textura grosseira, gra reta e de aparéncia
oleosa ao tato (Higuchei, 1979). As folhas sdo opostas, elipiticas, do tipo coriaceas
com peciolos pequenos ou ausentes. A espécie apresenta alta deciduidade foliar, nos
periodos de seca e inverno (Figueiredo et al., 2005).

Devido sua qualidade de madeira, aliada a beleza, estabilidade, durabilidade
e resisténcia, € uma espécie muito procurada no mercado internacional. Suas
principais utilizagdes sdo na construgao naval, fabricacdo de moveis, estruturas,
pisos, painéis, postes e dormentes, com aplicacdes especiais na producdo de pecas
de uso nobre e fino (Gomes 2002; Cruz et al., 2008).

Gracas a caracteristicas como durabilidade, cor suave, e forca, € a madeira

tropical mais utilizada em aplicacdes de luxo, como movelaria, construgdo naval e



decoracao, desta forma possui grande importancia no setor econémico de florestas,
mesmo com uma produgéo de volume de madeira inferior quando comparada a outras
espécies (Pandey e Brown, 2000).

Devido a versatilidade de utilizacdo esta espécie segue crescendo no setor
florestal brasileiro, com maiores areas plantadas nosestados de Mato Grosso,
Rond6nia e Par4 (da Rocha et al., 2015). Segundo os ultimos censos realizados pelo
IBA — IndUstria Brasileira de Arvores, o Brasil passou de 87 mil ha em 2016 para 93
mil ha em 2018, o que representou um crescimento de aproximadamente 7% em area
plantada no pais (IBA, 2019).

2.2 Murcha de Ceratocystis

Vérias doencas ja foram relatadas na cultura da teca, entretanto as que
ocorrem no fuste possuem maior importancia na cultura da teca, tendo em vista que
de maneira geral podem ocasionar mortalidade ou prejudicar a qualidade da madeira
(Caldeira et al., 2014). Dentre as preocupacdes quanto as doencas do fuste a murcha
de Ceratocystis € a de maior importancia (Velastegui et al., 2010; Caldeira et al.,
2014).

A murcha de Ceratocystis é causada pelo fungo fitopatogénico Ceratocystis
fimbriata, O género Ceratocystis inclui 36 espécies, em sua maioria fitopatogénicas
(Marin-Felix et al., 2017), infectando espécies florestais e frutiferas (Van Wyk et al.,
2013; De Beer et al.,2014), e varias tuberculosas (Wingfield et al., 2013; Harrington
et al., 2014). As espécies deste género infectam seus hospedeiros através de
ferimentos, e apds a do xilema, super brotacbes e morte das plantas em reboleira
poderao aparecer (Van Wyk et al.., 2013).

O primeiro relato da ocorréncia da murcha de Ceratocystis causada pelo
patégeno C. fimbriata em teca no Brasil ocorreu no ano de 2009 em plantios na regiao
do municipio de Caceres-MT (Firmino et al., 2012). Este patdgeno possui uma ampla
gama de hospedeiros, ja foi relatado em Mangifera indica nos estados de
Pernambuco e Sdo Paulo (Viégas, 1960), Eucalyptus spp. na Bahia (Ferreira et al.,
1999), Minas Gerais, Maranhédo e Mato Grosso do Sul (Alfenas et al., 2004).

A infeccdo dos hospedeiros pelo C. fimbriata, podem ocorrer via raizes
(Ferreira et al., 2013), outra forma comum de disseminacdo da doenca em novas

areas € através de ferramentas contaminadas e propagacdo de plantas infectadas



(Harrington, 2000; Baker et al., 2003; Cabi, 2005), ou também via insetos (Harrington,
2009; Ferreira et al., 2010). Apds a penetracdo, o fungo coloniza o xilema, incluindo
as células do parénquima radial, eventualmente escurecendo os tecidos infectados e
causando murcha e morte de toda a planta ou ramos individuais (Alfenas et al., 2004,
Ferreira et al., 2006).

Os sintomas externos da murcha de Ceratocystis em espécies lenhosas
geralmente sdo observados iniciando-se pela murcha de galhos e ramos, e por meio
de seccdes no fuste € possivel observar lesbes que podem ser continuas ou
descontinuas, podendo ocorrer em forma de estrias escuras ou descoloracdo do
lenho (Ferreira et al., 2013). Este escurecimento radial da madeira pode ser
observado ao longo do caule infectado, desde as raizes até os ramos superiores e
podem ser observados também cancros no colmo e morte do tecido em forma de
coroa nos galhos podados (Laia et al., 2000, Alfenas et al., 2004).

Os estudos existentes na literatura sobre a sintomatologia da infec¢éo por C.
fimbriata em espécies lenhosas sdo em sua maioria sobre a ocorréncia da doenca em
eucalipto, sobre a ocorréncia em teca o Unico sintoma relatado por Firmino et al.
(2012) foi o da murcha caracteristica da doenca e recentemente pelo estudo de
Oliveira et al. (2020) foi possivel verificar também a ocorréncia dos sintomas internos
caracteristicos da doenca, onde o autor relatou a ocorréncia de lesdes escuras no

tecido vascular da teca.

2.3 Variabilidade Genética do fungo C. fimbriata

A espécie denominada C. fimbriata e descrita por Ellis & Halsted, pertence a
classe Pyrenomicetes, ordem Ophiostomatales, subdivisdo Ascomycotina, do género
Ceratocystis (Trindade e Furtado, 1997; Delgado e Suarez, 2003; Valdetaro et al.,
2018; Brito et al., 2019). E um ascomiceto, caracterizado por apresentar em sua fase
de reproducgéo sexual ascos e ascosporos, e para reproducdo assexuada produzir
conidios, estes conidios podem ser cilindricos, barriliforme e aleuroconidios (Van Wyk
et al., 1991; Marincowitz et al., 2020).

Com base em estudos anteriores foi possivel dividir o género Ceratocystis em
trés complexos de espécies: C. coerulescens, C. fimbriata e C. moniliformis

(Marincowitz et al., 2020; Harrington et al., 1996, Johnson et al., 2005). O complexo



C. fimbriata, pode ser dividido em trés clados geograficos sendo eles: da América do
Norte, América Latina e Asia (Harrington, 2000; Baker et al., 2003).

Sabe-se que no Brasil existem popula¢gdes naturais e introduzidas de C.
fimbriata (Ferreira et al.,, 2013), segundo a literatura a espécie possui uma
variabilidade genética relevante, e a especificacdo do patdgeno quanto a seus
hospedeiros pode estar relacionada a variabilidade existente (Baker et al., 2003;
Firmino et al., 2015).

Um dos principais desafios da fitopatologia é entender detalhadamente como
patdgenos sao reconhecidos por seus hospedeiros e como a resisténcia e a
suscetibilidade s&o estabelecidas. Neste campo, a biologia molecular, a
bioinformética e o estudo da expressdo génica nos eventos de patogenicidade tém
amparado significativamente (Verhage et al., 2010; Lodha e Basak, 2012; Schenk et
al., 2012; Sedano e Carrascal, 2012).

Com o aprimoramento tecnoldgico, as técnicas moleculares tém ganhado
destaque em sua utilizacdo em programas de melhoramento, acelerando o
desenvolvimento destes, como por exemplo com a utilizacdo de marcadores
moleculares. Um fator determinante, que impulsiona a utilizacdo destes em
programas de melhoramento, é a possibilidade de uma ampla amostragem do
genoma dos individuos, capacitando a identificacdo de origem, e mutacdes em
regides ndo codificadoras que podem estar presentes no DNA (Toppa e Jadoski,
2013).

Dentre os marcadores, os marcadores em regides microssatélites (Simple
Sequence Repeat) tem se destacado como uma possibilidade eficiente para
caracterizacdo de genomas complexos. Este, foi desenvolvido com o intuito de
explorar repeticbes microssatélites sem a necessidade de utilizagdo do
sequenciamento do DNA (Zietkiewicz et al. 1994). O tamanho dos fragmentos
amplificados varia de 200 a 2000 pb e apresentam alta reprodutibilidade, devido ao
uso de iniciadores longos (16 a 25 pares de bases) que sao capazes de reconhecer
multiplos loci no genoma para amplificar em especial as sequéncias microssatélites
de distintos tamanhos (Zietkiewicz et al. 1994). Além do que, de acordo com estudos
de Harrington et al. (2011), o gene "tipo de acasalamento” MAT1-2 correspondeu
melhor com o host de origem, sendo, portanto, mais apropriada para separar espécies

de o complexo C. fimbriata.



Além da escolha correta da regido génica, a incluséo de populac¢des naturais
do patdgeno € imensamente importante para o reconhecimento de espécies. Sem
isto, cada populacéo introduzida pode aparecer como uma linhagem distinta e poderia
ser descrito como uma nova espécie (Harrington et al., 2014; Oliveira et al., 2015).
Contudo, o deslocamento de material vegetal infectado em varias regifes do mundo
torna dificil analisar se as populacées C. fimbriata sdo nativas ou oriundas de
introducdo em uma determinada regido (CABI, 2005).

Além disso, populacdes que foram introduzidas recentemente pela atividade
humana podem ser altamente diferenciadas de outras popula¢des devido a distancia
limitada de dispersao e a muita reproducao auto-reprodutiva ou assexual (Ferreira et
al. 2010; Engelbrecht et al. 2004).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéao dos isolados de C. fimbriata

Foram utilizados 70 isolados de C. fimbriata de localidades distintas dos
Estados do Mato Grosso e Para (Tabela 1). Os isolados do fungo foram obtidos a
partir de coletas realizadas em areas de plantios comerciais de teca com variacdo de
idade entre cinco e doze anos de plantio, com ocorréncia de sintomas de murcha e
seca de plantas em reboleira nos municipios de Barra do Bugres, Céaceres, Gloria d'
Oeste, Indiavai, Porto Esperidido e Rosario Oeste, Pau d'arco e Santana do Araguaia.

Tabela 1. Relacédo das localidades e quantidade de isolados de C. fimbriata utilizados
neste estudo.

Estado Municipio Quant. de
isolados
. Santana do Araguaia 13
Para ,
Pau d’arco 2
Barra do Bugres 21
Céceres 10
Mato Gloria d’ Oeste 4
Grosso Indiavai 3
Porto Esperidido 12
Rosario d’ Oeste 5
Total 70

Para a coleta das amostras era retirado um feixe do lenho da arvore

sintomatica, a aproximadamente 40 centimetros do solo com auxilio de machado.



Estes feixes coletados eram entdo armazenados em saco de papel, identificados com
0 numero da coleta, nome da fazenda e numero do ponto de GPS (Tabela 2) e
posteriormente eram encaminhadas ao Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV) da UNEMAT — Campus Caceres, para isolamento, analise e

identificacédo de fungos presentes.

Tabela 2. Identificacdo na micoteca da UNEMAT, municipio de coleta e localizacao
dos isolados de C. fimbriata.

Isolado Municipio - UF Localizacao
UNEMATCO007 Céceres - MT 16°04'59.6"S 58°12'29.7"W
UNEMATCO010 Céceres - MT 16°05'08.4"S 58°12'06.5"W
UNEMATCO014 Céceres - MT 16°04'10.2"N 58°12'18.8"W
UNEMATCO015 Céceres - MT 16°04'09.7"S 58°12'13.4"W
UNEMATCO016 Céceres - MT 16°04'11.8"S 58°11'42.2"W
UNEMATCO022 Gloria d' Oeste - MT 15°51'33.7"S 58°12'20.0"W
UNEMATCO030 Gloria d' Oeste - MT 15°51'10.4"S 58°12'20.6"W
UNEMATCO034 Gloria d' Oeste - MT 15°51'01.1"S 58°13'20.3"W
UNEMATCO049 Barra do Bugres - MT 14°57'06.3"S 57°58'16.3"W
UNEMATCO053 Barra do Bugres - MT 14°57'03.6"S 57°58'34.2"W
UNEMATCO059 Barra do Bugres - MT 14°57'14.9"S 57°59'09.6"W
UNEMATCO074 Barra do Bugres - MT 14°52'45.4"S 58°00'00.4"W
UNEMATCO76 Barra do Bugres - MT 14°52'58.9"S 57°59'32.8"W
UNEMATCO089 Barra do Bugres - MT 14°54'48.9"S 57°59'00.2"W
UNEMATCO090 Barra do Bugres - MT 14°54'29.3"S 57°59'12.5"W
UNEMATC092 Barra do Bugres - MT 14°54'15.4"S 57°58'29.0"W
UNEMATC103 Barra do Bugres - MT 14°47'56.6"S 57°58'56.3"W
UNEMATC132 Porto Esperidido - MT 15°49'31.0"S 58°31'53.3"W
UNEMATC134 Porto Esperidido - MT 15°50'19.9"S 58°32'23.1"W
UNEMATC136 Porto Esperididao - MT 15°49'08.2"S 58°32'32.7"W
UNEMATC144 Indiavai - MT 15°26'23.2"S 58°34'26.8"W
UNEMATC146 Indiavai - MT 15°26'43.6"S 58°33'24.4"W
UNEMATC150 Indiavai - MT 15°26'37.2"S 58°34'13.0"W
UNEMATC153 Rosério Oeste - MT 14°49'08.5"S 56°29'49.9"W
UNEMATC173 Pau d'arco - PA 7°52'57.6"S 50°11'12.3"W
UNEMATC176 Santana do Araguaia - PA 8°34'53.3"S 50°34'53.2"W
UNEMATC177 Santana do Araguaia - PA 8°35'13.6"S 50°35'42.6"W
UNEMATC197 Santana do Araguaia - PA 8°57'20.4"S 50°29'31.5"W
UNEMATC210 Céaceres - MT 16°06'54.0"S 58°12'17.1"W
UNEMATC213 Céceres - MT 16°06'01.6"S 58°10'19.0"W
UNEMATC220 Céaceres - MT 16°04'55.6"S 58°11'52.1"W
UNEMATC221 Céaceres - MT 16°04'50.9"S 58°12'38.1"W
UNEMATC233 Céceres - MT 16°07'57.7"S 58°30'34.2"W
UNEMATC253 Gloria d' Oeste - MT 15°49'51.5"S 58°13'39.4"W
UNEMATC255 Barra do Bugres - MT 14°58'40.9"S 57°59'29.4"W

*Continua...



Continuacgéo da Tabela 2. Identificagdo na micoteca da UNEMAT, municipio de
coleta e localizacdo dos isolados de C. fimbriata.

Isolado Municipio - UF Localizagdo
UNEMATC256 Barra do Bugres - MT 14°58'45.7"S 57°59'06.0"W
UNEMATC261 Barra do Bugres - MT 14°58'45.7"S 57°59'06.0"W
UNEMATC264 Barra do Bugres - MT 14°57'47.4"S 57°59'07.4"W
UNEMATC266 Barra do Bugres - MT 14°57'13.9"S 57°58'26.3"W

Isolado Municipio - UF Localizagdo
UNEMATC269 Barra do Bugres - MT 14°55'64.1"S 57°58'17.9"W
UNEMATC270 Barra do Bugres - MT 14°55'39.0"S 57°58'12.0"W
UNEMATC271 Barra do Bugres - MT 14°55'14.0"S 57°58'10.8"W
UNEMATC278 Barra do Bugres - MT 14°53'58.7"S 57°58'30.0"W
UNEMATC279 Barra do Bugres - MT 14°53'55.5"S 57°58'39.6"W
UNEMATC282 Barra do Bugres - MT 14°54'16.1"S 57°58'57.0"W
UNEMATC283 Barra do Bugres - MT 14°54'42.5"S 57°59'10.7"W
UNEMATC292 Rosério Oeste - MT 15°06'11.0"S 56°43'46.4"W
UNEMATC297 Rosario Oeste - MT 15°07'23.9"S 56°44'38.1"W
UNEMATC299 Rosario Oeste - MT 15°07'42.3"S 56°45'03.1"W
UNEMATC305 Rosério Oeste - MT 15°04'39.8"S 56°33'23.1"W
UNEMATC335 Santana do Araguaia - PA 8°57'32.2"S 50°31'44.5"W
UNEMATC336 Santana do Araguaia - PA 8°56'26.0"S 50°31'03.7"W
UNEMATC338 Santana do Araguaia - PA 8°56'48.0"S 50°29'53.7"W
UNEMATC345 Santana do Araguaia - PA 8°55'59.8"S 50°29'08.6"W
UNEMATC348 Santana do Araguaia - PA 8°56'17.9"S 50°20'35.1"W
UNEMATC350 Santana do Araguaia - PA 8°36'18.6"S 50°28'44.5"W
UNEMATC351 Santana do Araguaia - PA 8°51'53.6"S 50°26'25.9"W
UNEMATC354 Santana do Araguaia - PA 8°53'01.7"S 50°26'15.6"W
UNEMATC361 Santana do Araguaia - PA 8°37'45.4"S 50°38'02.5"W
UNEMATC362 Santana do Araguaia - PA 8°37'53.5"S 50°38'14.4"W
UNEMATC371 Pau d'arco - PA 8°56'15.2"S 50°29'52.0"W
UNEMATC653 Porto Esperidido - MT 15°46'42.4"S 58°35'47.6"W
UNEMATC659 Porto Esperidido - MT 15°46'31.6"S 58°35'30.8"W
UNEMATC660 Porto Esperidido - MT 15°46'32.4"S 58°35'25.3"W
UNEMATC662 Porto Esperidido - MT 15°46'39.1"S 58°35'26.9"W
UNEMATC666 Porto Esperidido - MT 15°46'24.2"S 58°35'31.4"W
UNEMATC667 Porto Esperididao - MT 15°46'21.9"S 58°35'31.9"W
UNEMATC669 Porto Esperidido - MT 15°46'32.8"S 58°35'38.5"W
UNEMATC672 Porto Esperidido - MT 15°46'55.6"S 58°35'49.2"W
UNEMATCG673 Porto Esperididao - MT 15°47'00.2"S 58°35'41.3"W

O isolamento do fungo C. fimbriata foi realizado conforme proposto por
Moller e Dévay (1968) com modificagGes. As amostras coletadas foram fragmentadas
em pequenos filetes onde o escurecimento dos vasos era mais nitido, estes

fragmentos foram entdo posicionados entre discos de cenoura com cerca de 4-5 mm



de espessura e colocados em camara umida a uma temperatura de + 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas durante todo o periodo de avaliagcdo, a primeira avaliagcao
deu-se no quinto dia apOs deposicdo em camara Umida e posteriormente todas as
amostras foram avaliadas diariamente para verificacdo da ocorréncia das estruturas
do patogeno.

Com a formacdo do peritécio, estrutura caracteristica de C. fimbriata, foi
coletado uma porcédo da massa de ascOsporos presente no apice da estrutura com
auxilio de uma agulha devidamente esterilizada fixada em um cabo de kolle. Os
ascosporos coletados foram entdo transferidos para placas de Petri contento meio
MYEA (2% de Malte, 0,2% de extrato de levedura e 2% de Agar) e colocadas em
B.O.D e incubados em condi¢Bes controladas a 25 + 2 °C sob 24 horas de escuro. Os
isolados de C. fimbriata coletados foram identificados morfologicamente, através de
caracteristicas especificas da espécie, considerando caracteristicas como: coloracédo
da colbnia, formato e tamanho dos ascoOsporos, clamidésporos e endoconidios e
endoconidioforos (Engelbrechte e Harrington, 2001; Johnson et al. 2005).

Os isolados obtidos foram armazenados em trés tipos de preservacao, papel
de filtro, &gua destilada esterilizada (Catellani) e Congelamento a -80 na Micoteca do
Laboratorio de Melhoramento Genético Vegetal da Universidade do Estado de Mato

Grosso (UNEMAT), campus Céceres.

3.2 Extracéo e Quantificagdo de DNA

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Recursos Genéticos &
Biotecnologia (LRG&B) da UNEMAT — Céceres, e para a extracdo de cada isolado,
foi utilizado uma placa de Petri de 60mm toda ocupada pela col6nia do fungo. Esta
colonia foi cultivada em MYEA (Malt Yeast Extract Agar) e incubado a £ 25 °C por
cerca de 10-14 dias antes da extracdo do DNA usando o Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega Corp., Madison, WI, USA) seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante, com algumas modificagbes para uso em TissueLyser
LT (QIAGEN).

A confirmagéo da qualidade e quantidade do DNA extraido foi realizada por
meio da eletroforese em gel de agarose 1%. O DNA extraido foi comparado com DNA
padrdo (lambda), com um fluorbmetro Qubit® 2.0 (Invitrogen) e foram obtidas
amplitudes de variagado entre 10 e 300 ng/uL. O DNA quantificado foi diluido e

ajustado para a obtencao das solugdes de trabalho para 5 ng yL*.



3.3 Amplificagdo e genotipagem de loci microssatélites

Foram utilizados 14 iniciadores microssatélites (SSR), para as amplificacoes
iniciais, desenvolvidos por (Steimel et al. 2004) estes, (Tabela 2), foram selecionados
com base em padrdes de bandeamento como: intensidade, polimorfismo e
repetitividade

As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador Amplitherm
Thermalcycles com volume final de 25ul, onde em cada amostra utilizou-se 25 ng de
DNA total (5 uL), 2,5 yL de tampéo de PCR 10x, 0,75uL de MgClz2a 50mM, 0,31uL de
dNTP a 20 mM, 1,25U de taq polimerase, 2,5 yL de cada primer e 13,68 pL H20
ultrapura g.s.p. O programa de amplificacdo foi proposto por Harrington (2001) sendo
um passo de desnaturacao inicial a 94°C por 4 minutos, seguido por 35 ciclos a 94°C
durante 30 segundos, 56-62°C (dependendo do iniciador) por 60 segundos, e 72°C
por 45 segundos, e um ciclo de extenséo final por 72°C durante 5 minutos.

Tabela 3. Relacdo das sequéncias (F: forward; R: reverse) e temperatura de
anelamento para os 14 iniciadores utilizados neste estudo.

Temperatura
. a Y de
Primers Sequéncias (5’- 3’) Anelamento
(°C)
AAGI1F 5-CCTGAACTGACAGAGACACTT-3’ 58
AAG91R 5-GCACCAGCTGTTCCTAATCGT-3’
CCAA9F 5-GGCTGGTTCATCATGATGTT-3 58
CCAA9R 5-CTATGGCACCTAAGCAATCT-3’
CCAA1O0F 5-TGACACGCGCTTCACTAACAG-3 56
CCAA10R 5-TGCACCATACCCAGGGGACA-3
CCAAI15F 5-GCTACAGCAGCCGCAGTG-¥ 50.8
CCAA15R 5-GATTGGCGTTAGTGTTAGGT-3’ '
CAA381F 5-AATTCGGGAGCTGCTGTGAG-3’ 59.8
CAA381R 5-GAGCCCCAGCCTCAAACTCA-3’ '
CCAAB80F 5-ACCCGTCTCGTATTGGCTAT-3 58
CCAAS80R 5-AATCGTTCGCATTCAGGTGG-3’
DBVCAT11F 5-CCCAATTTCCCATTCTGATTC-3 59 8
WCAT11R 5-AGTACAGGATCAACTATGGCATTTCAA-3 !
WCAT3K1F 5-AGGTGCCCTACACTTTTTGAA-3 58
WCAT3KI1R 5-GTTTTGCTTCTGGCTACTTTGGTACTG-3’
CATOX1F 5-CCTCGCCTTAAGTTGAAGAAG-3’ 53
CATIX2R 5-GCGGTTGAGGTTGAAGTGTAGAGTGGT-3
CAT12X1F 5-ACAAAAGACGGCACGCATACA-3’ 58
CAT12X1R 5-TGGGGAGAAGTCTGAGTAGAGGGACAA-3
CAGDL251F 5-AAGCCCGGTTACAGAAGCAAG-3 62

CAGDL251R 5-GTGCTTGAGTTTGTCCAGGGTTCGGTA-3’
*Continua...




Continuagcdo da Tabela 3. Relacdo das sequéncias (F: forward; R: reverse) e
temperatura de anelamento para os 14 iniciadores utilizados neste estudo.

Temperatura
. . Y de
Primers Sequéncias (5’- 3') Anelamento
(°C)
CAG9001F 5-CTTTGCTAGTCCCCAGTTCCA-3 58
CAG9002R 5-GCGGACATGGGATTGTAAGAGCCTGAG-3’
GACAG01F 5-GGCGACGGCAAATAGCAAAAT-3 58
GACAG601R 5-GATGTGTGGTGCTGTGGTATGCTGCTG-3’
GACAG6K1F 5-AAACATCTCGGCAGAACAGC-3’ 59.8

GACAG6X2R 5-TGCCGCTTTTGCTTTGTAGTGTTCTTG-3

3.4 Analise estatistica com base nos marcadores SSR

As imagens obtidas a partir dos géis com os fragmentos de DNA, amplificados
e separados, foram submetidas a verificacdo de pesos moleculares para obtencéo de
dados sobre os alelos, por meio da comparacao entre as bandas e o padrao (Ladder)
de 100 pares de bases (pb). Esta avaliagédo foi realizada por meio do programa de
fotodocumentagéo LABIMAGE 1D, verséo 2.3 (Loccus Biotecnologia).

Na andlise de estrutura populacional dos 70 isolados em estudo, foi utilizado
o Programa Structure 2.3.4. Esta analise foi realizada com 10.000 repeticdes em burn-
in e 100.000 repeticbes na Cadeia de Markov-Monte Carlo — MCMV (Evanno et al.,
2005). Com base nos parametros padrédo do programa e mantendo o modelo de
mistura populacional (admixture model), foram efetuadas 100 simulacGes de
agrupamento, com o fator K (nUmero de grupos ou populacées) variando de 1 a 10,
sendo avaliadas, no arquivo de saida, as probabilidades P(K) dos individuos
pertencerem ao k-ésimo grupo, tanto numericamente como na forma grafica (bar plot)
gerada pelo programa.

A analise de Variancia Molecular foi realizada (Peakall e Smouse, 2006;
2012). Foi calculada a matriz de distancia Provesti, determinado pelas frequéncias
alélicas em cada loco avaliado. Com base na matriz de distancias obtida, foi
elaborada a arvore do vizinho mais proximo (Neigbor-joining Tree). Todas as andlises
foram realizadas utilizando o pacote Poppr (Kamvar et al.,, 2015), por meio do

programa R.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 14 loci microssatélites testados nos 70 isolados, todos foram polimorficos
(Tabela 4) com a variacdo de ao menos dois alelos. O marcador microssatélite com
maior numero de variacao alélica foi o CAA381 com sete alelos, seguido pelo CCAA9
com seis alelos. Para os marcadores CCAA10, CCAA15 e GACAG6K1 foi observado
um total de cinco alelos. Ja para o marcador WCAT3K1 foi observado quatro alelos,
seguido pelos marcadores CCAA80, DBVCAT11, CAT12X1 e CAGDL251 com trés
alelos para cada locus. Os marcadores AAG91, CAT9X1, CAG9001 e GACA601

foram bi-alélicos para essa populacao de 70 isolados de C. fimbriata.

Tabela 4. Marcadores moleculares microssatélites, nimero de alelos e tamanho dos
amplicons em pares de bases (pb) de C. fimbriata.

Locus (Numero) e tamanho
AAGI1 (2) 385-400
CCAA9 (6) 190, 210, 220, 230, 235, 240
CCAA10 (5) 130, 140, 150, 160, 180
CCAA15 (5) 230, 250, 260, 270, 290
CAA381 (7) 160, 170, 180, 190, 200, 210, 240
CCAA80 (3) 380, 400, 420
DBVCAT11 (3) 250, 270, 290
WCAT3K1 (4) 320, 330, 340, 350
CAT9X1 (2) 300, 310
CAT12X1 (3) 390, 400, 410
CAGDL251 (3) 320, 330, 350
CAG9001 (2) 210, 225
GACA601 (2) 200, 210
GACA6K1 (5) 230, 240, 250, 270, 300
Total (52) 130-420

O programa Structure fornece um grafico em barras, que permite visualizar a
alocacdo de cada individuo a sua provavel populacédo. Cada individuo € representado
por uma barra vertical e cada populacdo € identificada por cores distintas. A
representacéo do numero de populagdes definido pelo Structure € indicada pelo valor
de K. Observa-se a partir da analise dos resultados obtidos pelo Structure Harvester
(Earl & vonHoldt, 2012), que implementa o método de Evanno (Evanno et al., 2005),
que o valor de K com maior valor de AK associado foi igual a 2 (Figura 1). Sugerindo

gue a analise genética dos 70 isolados permitiu a identificacdo de duas populacdes.
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Figura 1. Gréfico gerado a partir do software Structure Harvester. No eixo x, tem-se
0 numero de subgrupos avaliados (K). No eixo y, a estatistica AK, obtida de acordo
com o método de Evanno et al. (2005).

Na Figura 2 é apresentado os resultados obtidos pelo Structure admitindo-se
o valor detectado de K=2 onde foi discriminado os 70 isolados em duas populacfes
(vermelho e verde) e as possiveis introgressdes génicas em ambas as direcdes. Na
populacédo 1 foram agrupados os isolados 53, 59, 74,76, 92, 132, 144, 153, 210, 213,
220, 233, 253, 255, 256, 261, 270, 271, 278, 282, 283, 297, 299, 338, 348, 351, 354,
361, 653, 659, 660, 662, 666, 667, 669, 672 e 673, totalizando 37 isolados
pertencentes a este grupo. A populacdo 2 em verde foi composta pelos isolados 7,
10, 14, 15, 16, 22, 30, 34, 49, 89, 90, 103, 134, 136, 146, 150, 173, 176, 177, 197,
221, 264, 266, 269, 279, 292, 305, 335, 336, 345, 350, 362 e 371 (Figura 2).

Houve introgresséo génica da populacdo 2 na populacdo 1 para os isolados
253, 255, 256, 270 e 348, sendo os isolados 255 e 270, com maior nivel de
introgressao. Ja as introgressdes da populacdo 1 em isolados da populacéo 2 estao
presentes nos isolado 7, 22, 30, 34, 49, 89, 90, 103, 134, 136, 150, 173, 176, 197,
266, 269, 305, 335, 336, 345, 350, 362 e 371, sendo os isolados 34, 136, 345 e 362,



os isolados com maiores niveis de introgressdo da populacdo 1 na populacdo 2
(Figura 2).

Figura 2. Alocacdo dos 70 isolados avaliados as duas populacdes detectadas na
analise dos gendtipos dos marcadores microssatélites. Os comprimentos relativos
das barras em verde e vermelho, em cada coluna (isolado) representam as
probabilidades de alocacéo dos individuos a cada uma das populacfes detectadas.

As estimativas de introgressodes e trocas génicas podem ser importantes para
0 entendimento da geracédo de viruléncia. A pelo menos dois cenarios pelo qual essas
trocas génicas podem influenciar de forma evolucionaria na viruléncia. A primeira é
gue agentes causadores de doencas podem fazer trocas génicas, e assim interagir
para adaptar ou ainda transmitir a capacidade de viruléncia (Coyne e Orr 2004; Arnold
2006). Em um segundo cenario, se espécies em comum divergem devido suas
estratégias de viruléncia, hibridos interespecificos podem se formar gerando
variantes com fatores de viruléncia das duas espécies (Kasuga et al 2003; Sepulveda
et al., 2017).

O género Ceratocystis abrange 36 espécies até o momento, que que a maioria
delas sdo patogénicas (De Beer et al., 2014; Marin-Felix et al., 2017), e sao
patogénicas a varios hospedeiros com plantas florestais, frutiferas e vérias
tuberculosas (Van Wyk et al., 2013; De Beer et al., 2014; Harrington et al., 2014;
Valdetaro et al., 2018). Devido a proximidade estas espécies podem gerar hibridos
interespecificos, gerando introgressdes, que a vezes geram variabilidade quanto a
viruléncia (Molano et al., 2018). Dai a importancia de se verificar o nimero de
populacées de um determinado fitopatdégeno e a quantidade de introgressdes entre
estas populagdes, para assim definir as melhores estratégias para o controle genético
da murcha de Ceratocystis na teca.


about:blank#evl359-bib-0011
about:blank#evl359-bib-0002
about:blank#evl359-bib-0050

A diversidade genética de Nei (H) e a diversidade genotipica de Stoddart e
Taylor (G) foram estimadas considerando todos os isolado de C. fimbriata,
considerando a estrutura genética populacional pelo método de método de Evanno e
por fim considerando as regifes de coleta (Tabela 5). Considerando todos os isolados
as estimativas de quanto a diversidade genética de Nei foi de 4,17 e a diversidade
genotipica foi de 62,8. Ja considerando a estrutura genética populacional a populacao
1 apresentou maior diversidade genética e genotipica (H = 3,50; G = 33,0) do que a
populacédo 2 (H = 3,46; G = 30,4) (Tabela 5).

Tabela 5. Estimativas de diversidade genética de Nei (H) e a diversidade genotipica
de Stoddart e Taylor (G) para populacdo geral, para populacdes subdividas por
estrutura genética de populacédo e para as regides de coleta dos isolados de C.
fimbriata.

Populacdes N° de isolados H G
Populacao 1 37 3,50 33,0
Populacéo 2 33 3,46 30,4
Populacdes de
coleta
Barra do Bugres 21 17,60 29
Céceres 10 2,30 10,0
Gloria d’ Oeste 04 1,38 4,0
Indiavai 03 1,01 3,0
Pau d’arco 02 0,69 2,0
Porto Esperidido 12 2,48 12,0
Rosario d’ Oeste 05 1,61 5,0
Santana do Araguaia 13 2,56 13,0
Geral 70 4,169 62,8

Também foi estimada a diversidade genética e a diversidade genotipica por
regido de coleta, sendo as maiores estimativas de diversidade Genéticas em Barra
do Bugres (H = 17,60), Santana do Araguaia (H = 2,56) e Porto Esperidido (H=2,48).
As maiores estimativas de diversidade genotipica foram observadas em Santana do
Araguaia (G = 13,0), seguida de Porto Esperidido (G = 12,0) e Céaceres (G = 10,0).

Valdetaro et al. (2018) também trabalhando com 14 marcadores
microssatélites em populacéo de 13 isolados de teca teve estimativas de H e G (1,74
e 0,09, respectivamente), inferiores as encontradas neste trabalho. Os mesmos
autores trabalharam com isolados de C. fimbriata isolados de outras espécies

hospedeiras Carapa guianensis, Colocassia esculenta, Mangefira indica e Eucalyptus



spp., em que nestas populacdes as maiores estimativas de G e H foram de 8,23 e
0,38, respectivamente, estimativas estas inferiores as deste trabalho.

Em outro trabalho com 60 isolados de C. fimbriata, obtidos de gendtipos de
Kiwi, Eucalyptus e de espécies da Mata Atlantica, Ferreira et al. (2017), observaram
valores de G que variaram de 2,84 a 3,52, proximos aos encontrados neste trabalho,
0 que indica que a variabilidade deste patégeno como hospedeiro na Teca é enorme.

A partir das frequéncias alélicas das populacdes foi estimada a distancia
genética de Provesti, e o dendrograma foi gerado pelo método do vizinho mais
préximo (Figura 3). Com alto suporte de bootstrap (100%), os isolados foram divididos
em trés grupos distintos

O primeiro grupo foi formado por quatro isolados, sendo trés coletados no
municipio de Caceres-MT (213, 220 e 233) e um coletado no municipio de Barra do
Bugres-MT (59). O segundo grupo foi formado por cinco isolados, sendo dois (297 e
299) coletados em e Rosério Oeste, outros dois em Barra do Bugres (283 e 278) e
um no municipio de Porto Esperidido (669).

O terceiro grupo foi formado por 61 isolados de C. fimbriata, sendo este
subdivididos em dois subgrupos claros. O primeiro subgrupo foi formado pelos
isolados 361, 338, 354, 351, 653, 253, 270, 667, 673, 672, 666, 662, 660, 659, 92,
282, 271, 261, 132, 76, 153, 74, 53, 144 e 210, com quatro isolados de Santana do
Araguaia- PA, nove isolados coletados de Porto Esperidido - MT, dois isolados de
Indiavai — MT, oito isolados de Barra do Bugres — MT, um isolado de Gloria d’ Oeste
— MT e um Isolado de Indiavai.

No segundo subgrupo do terceiro grupo foram agrupados 36 isolados, sendo
este subgrupo composto por metade dos isolados deste estudo. Este subgrupo foi
composto pelos isolados 256, 348, 255, 136, 34, 336, 350, 362, 345, 371, 7, 134, 103,
305, 335, 269, 266, 177, 264, 292, 221, 279, 176, 197, 173, 89, 49, 22, 90, 150, 30,
146, 10, 15, 16 e 14, sendo dois isolados coletado de Pau d’arco — PA, dez isolados
de Barra do Bugres — MT, nove isolados de Santana do Araguaia — PA, dois isolados
de Porto Esperididao — MT, trés isolados de Gloria d’ Oeste, seis isolados de Caceres

— MT, dois isolados de Indiavai — MT e dois isolados de Rosario Oeste — MT.
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Figura 3: Dendrograma pelo método de Vizinho mais Proximo a partir das estimativas
de distancia genética de Provesti obtidas por meio del4 marcadores microssatélites
em 70 isolados de C. fimbriata.



Nos trabalhos conduzidos por Valdetaro et al. (2018), ao utilizar 14 loci
microssatélites em isolados de C. fimbriata isolados de teca coletados somente no
estado de Mato Grosso, obtiveram estes isolado agrupados em um mesmo grupo. O
mesmo ocorreu nos trabalhos conduzidos por Oliveira et al. (2015) com Eucalyptus
spp. e Oliveira et al. (2016) com Mangifera indica em que a variabilidade observada
entre os isolados de C. fimbriata foi baixa. Estes resultados s&o diferentes dos
encontrados neste trabalho, que a principal diferenca esta no nimero e abrangéncia
geografica dos isolados coletados e estudados no Mato Grosso pertencem ao clado
latino-americano (LAC — Latin America Clade) (Harrington et al., 2015; Oliveira et al.,
2015; Li et al., 2016), sugerindo de acordo com os autores Valdetaro et al. (2018),
gue os isolados de C. fimbriata coletados em Mato Grosso ndo sejam de origem
natural. Sendo assim nesta populacdo de 70 isolados de C. fimbriata torna-se
necessario estudo filogenéticos por meio de sequenciamento de regides gendémicas
especificas, para comparar estes isolados a nivel de espécie e clado com outros
trabalhos ja realizados por Harrington et al. (2014), Harrington et al. (2015), Li et al.
(2016) e Valdetaro et al. (2018).

6. CONCLUSOES

Foi identificado a formacdo de duas populacdes genéticas dentre os 70
isolados de Ceratocystis fimbriata estudados, sendo essas podendo ser de clados
diferentes. Dentre esses isolados foram formados trés grupos distintos quanto ao
tamanho dos seus amplicons, mostrando assim alguma similaridade entre eles.

Com o resultado desde trabalho conclui-se que a variabilidade ndo é téo
estreita com ja citado em outros trabalhos com populagdes menores, fato este que
evidencia a necessidade de estudos quanto a variabilidade patogénica, para definicdo
de melhores estratégias para o controle genético deste patdgeno em teca. Também
evidencia que séo necessarios mais estudos de filogenia para determinar se todos os

isolados deste trabalho pertencem ao mesmo clado, bem como a mesma espécie.
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