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RESUMO

GUSMAO, Elizabete Neta dos Santos, M.Sc. Universidade Estadual de Santa Cruz, marco de
2018. Variabilidade Genética de Ceratocystis cacaofunesta em cacaueiros no Sul da
Bahia. Orientadora: Karina Peres Gramacho. Co-orientadora: Fernanda Amato Gaiotto.

A Murcha de Ceratocystis do Cacaueiro (Theobroma cacao L) tem como agente
causal o fungo Ceratocystis cacaofunesta Engelbrecht & Harrington. Esta doenca letal ao
cacaueiro foi identificada pela primeira vez no Sul da Bahia em 1997 e atualmente esta
estabelecida nas plantacGes de cacau do estado. O conhecimento sobre a diversidade genética
de C. cacaofunesta é importante para o programa de melhoramento genético, principalmente
na busca de fontes de resisténcia genética a doenca. Sob a hipétese de que as populagdes de C.
cacaofunesta apresentam pouca diversidade genética no Sul da Bahia, este trabalho teve como
objetivo analisar a diversidade genética de populacbes de C. cacaofunesta em cacaueiros
oriundos de varios plantios comerciais do Sul da Bahia. Inicialmente, foi validado um método
in house para extracdo de DNA, que incluiu testar as condi¢des de crescimento para obtengédo
de micélio (meios de cultivo malte e mineral) e extracdo de DNA (SDS, CTAB e MATAB).
Aplicou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (5 isolados x 2 meios de
cultivo x 3 repeticdes) e os s dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
Teste de Tukey a 5% (p<0,05). Diferenca significativa foi observada entre os métodos
testados para o crescimento e extracdo de DNA (p<0,05), sendo o crescimento fungico em
meio malte, associado ao protocolo SDS, o que apresentou o melhor resultado em relacdo a
concentracdo e pureza de DNA. No segundo capitulo foi realizado o estudo da variabilidade
genética populacional, utilizando 106 isolados, agrupados em 4 supostas subpopulagdes da
Bahia (Ilhéus-Itabuna, Extremo Sul, Vale do Jiquirica, Baixo Sul), e genotipados com 11
locos microssatélites. Estimou-se o nivel de estruturacdo genética, a diversidade genética e
genotipica, distribuicdo da riqueza génica e genotipica e foi testada também a hipotese de
acasalamento aleatério. A populacdo total apresentou uma moderada estruturacdo genética
(fst =0,07), havendo uma maior diferenciacdo (91,41%) dentro das populacdes do que entre.
A subpopulacdo llhéus-Itabuna apresentou diferenciacdo em relacdo as subpopulacbes Vale
do Jequiricd (fst =0,06) e Baixo Sul (fst =0,08). A populacdo total apresentou alta
diversidade genética (H=0,59) e genotipica (Gs=5,0). Houve compartilhamento de alelos entre
as subpopulacgdes, no entanto, ndo houve de genotipos. A hipotese de acasalamento aleatorio
foi rejeitada, sugerindo que a reproducdo é predominantemente clonal. A alta variabilidade
genética observada neste estudo € compativel com a diversidade de populacGes nativas,
sugerindo que as populacbes de C. cacaofunesta analisadas sejam nativas do Sul da Bahia.
Este estudo representa a primeira andlise detalhada de genética de populacbes de C.
cacaofunesta no estado da Bahia e pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias de
manejo da doenca Murcha de Ceratocystis do Cacaueiro na regido.

Palavras-chave: Theobroma cacao. Fitopatdgenos. Marcadores microssatélites. PopulacGes
nativas



ABSTRACT

GUSMAO, Elizabete Neta dos Santos, M.Sc. Universidade Estadual de Santa Cruz, marco de
2018. Genetic variability of ceratocystis cacaofunesta in cacao trees in southern Bahia.
Adviser: Karina Peres Gramacho. Co-Adviser: Fernanda Amato Gaiotto.

The Ceratocystis wilt of the cacao tree (Theobroma cacao L.) has as causal agent the
fungus Ceratocystis cacaofunesta Engelbrecht & Harrington. This lethal disease to cacao tree
was first identified in southern Bahia in 1997 and is currently established in the cacao
plantations of the state of Bahia. Knowledge about genetic diversity of populations of C.
cacaofunesta is important for the genetic breeding program, especially in the search for
sources of genetic resistance to this disease. Under the hypothesis that C. cacaofunesta
populations in Southern of the Bahia show a low genetic diversity, this work aimed to analyze
the genetic diversity of this pathogen in cacao trees from several commercial plantations in
the South of Bahia. First of all, an in-house method for DNA extraction was validated, which
included testing the growth conditions to obtain mycelium (malt and mineral culture media)
and DNA extraction (SDS, CTAB and MATAB). The experimental design was completely
randomized (5 isolates x 2 culture media x 3 replicates) and the data were submitted to
Analysis of Variance (ANOVA) and Tukey's test at 5% (p <0.05). Statistical difference was
observed between the methods tested for DNA growth and extraction (p <0.05). The fungal
growth in malt medium, associated with the SDS protocol, showed the best result in relation
to the concentration and purity of DNA. Second, 11 microsatellite loci were used to
investigate the genetic diversity of 106 isolates, grouped into four subpopulations of Bahia
(IIhéus-Itabuna, Extremo Sul, Vale do Jiquirica, Baixo Sul). The level of genetic structure,
genetic and genotypic diversity, gene and genotypic richness distribution were estimated, and
the hypothesis of random mating was also tested. The total population showed a moderate
genetic structure (6st = 0.07), with a greater differentiation (91.41%) within the sub-
populations than between. IIhéus-Itabuna subpopulation showed differentiation in relation to
the subpopulations of Vale do Jequiriga (6ST = 0.06) and Southern Low (6st = 0.08). The
total population presented high genetic diversity (H = 0.59) and genotype (Gs = 5.0). There
was allele sharing among the subpopulations, however, there was no genotype sharing. The
hypothesis of random mating was rejected, suggesting that reproduction is predominantly
clonal. The high genetic variability observed in this study is compatible with the diversity of
native populations, suggesting that the populations of C. cacaofunesta analyzed are native to
the South of Bahia. This study represents the first detailed analysis of genetics of C.
cacaofunesta populations in the state of Bahia and may contribute to the development of
management strategies for the Ceratocystis wilt of the cacao tree disease in the region.

Key words: Theobroma cacao. Plant pathogen. Molecular markers. Native populations.



INTRODUCAO

Detentora de um lugar de destaque na producdo nacional de cacau, a regido cacaueira
baiana passou a ter o cultivo do cacaueiro comprometido, principalmente pela ocorréncia do
fungo causador da vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Moniliopthora perniciosa) (COUTO,
2000) e da Murcha de Ceratocystis do Cacaueiro (Theobroma cacao), causado pelo
ascomiceto Ceratocystis cacaofunesta. A Murcha de Ceratocystis é uma doenca que leva a
murcha foliar, seca e morte da planta, especialmente, em plantios com material genético
suscetivel. (ENGELBRECHT et al., 2007; BAKER et al., 2003).

A doenca foi identificada pela primeira vez no Equador em 1918, e posteriormente em
paises como Coldémbia, Venezuela, Peru, Costa Rica, Equador e Trinidad (BAKER et al.,
2003; ENGELBRECHT et al., 2007). No final dos anos de 1970 a Murcha de Ceratocystis foi
relatada no Brasil, em Ronddnia, e em 1997 foi identificada pela primeira vez na sul da Bahia,
em mudas para enxertia em viveiros (BEZERRA 1997). Estima-se que 24% das plantacdes
do cacaueiro, no sul baiano, tenham sido infectadas pela doenga (CABRERA et al., 2016).

Devido a natureza sistémica da infeccdo, a Murcha de Ceratocystis, nos dias atuais, €
vista como uma das mais importantes doencas do cacaueiro (ENGELBRECHT et al., 2007;
ENGELBRECHT et al., 2007b). Considerada emergente e de dificil controle, a doenca esta
amplamente distribuida nos agrossistemas do sul da Bahia, sendo relevante o
desenvolvimento de estratégias de mitigacdo da doenca e fontes resistentes podem representar
uma alternativa no controle da doenca (DELGADO; SUAREZ, 2003). Atualmente, o enfoque
do programa de melhoramento genético do cacaueiro na CEPLAC ¢ a obtencdo de clones
produtivos com resisténcia quantitativa as varias doencas que infectam o cacaueiro. Mas, sdo
poucos 0s clones de cacau com resisténcia a Murcha de Ceratocystis. A variabilidade
genética da populacdo do patdgeno é um fator que pode explicar este comportamento.

O conhecimento sobre a variabilidade genética e a estrutura genética populacional do
patégeno pode auxiliar os programas de melhoramento genético, no estabelecimento de
estratégias de manejo e na identificacdo de genes de resisténcia (FERREIRA et al., 2007,
TSCHURTSCHENTHALER et al., 2012). Pois a estrutura genética populacional ¢ um
importante componente epidemiolégico de um patossistema e a variabilidade genética do
patogeno tem importante papel no potencial de adaptacdo de um organismo as diversas
condi¢es do ambiente (McDONALD; LINDE, 2002). Este conhecimento pode ser usado



para entender o desenvolvimento da doenca e prever a evolugdo da Murcha de Ceratocystis e
principalmente, prolongar a vida util dos materiais resistentes selecionados.

Os estudos de variabilidade genética do género Ceratocystis teve como foco a espécie
Ceratocystis fimbriata, patogeno de plantas como o eucalipto, mangueira e a batata doce.
Estudos utilizando marcadores do tipo microssatélites realizados com populacdes de C.
fimbriata de mangueira no Rio de Janeiro e S&o Paulo, de eucalipto em Minas Gerais e de
kiwi no Rio Grande do Sul mostraram alta diversidade genética em alguns locais, 0 que
suporta a hipdtese de que o fitopatdgeno estava presente na regido antes de ocorrer o
desmatamento florestal para a agricultura (FERREIRA et al., 2010, FERREIRA et al., 2011,
Ferreira et al.,2017).

Dos poucos estudos sobre a variabilidade genética de C. cacaofunesta, Engelbrecht et
al. (2007) analisaram a diversidade genética e possiveis origens de isolados coletados no
Brasil, Costa Rica, Equador e Coldmbia. Utilizando marcadores microssatélites e mMDNA, 0s
autores verificaram alta variabilidade genética entre populacdes coletadas em Rondénia e
Equador, sugerindo que essas sdo naturais dessas regioes.

Até 0 momento, ndo existem estudos sobre a genética molecular da populacdo do
patdgeno na Bahia. Sob a hipdtese de existir pouca diversidade genética da espécie e a
auséncia de estruturacdo genética de C. cacaofunesta na Bahia, este estudo teve como
objetivos: otimizar e aplicar um método in house de extracdo de DNA total de isolados de C.
cacaofunesta; e determinar a estrutura genética da populacdo do patégeno na Bahia em escala
local e regional. O estudo utilizou 11 marcadores microssatélites desenvolvidos para a espécie
por STEIMEL (et al., 2004).

Esta dissertacdo representa a primeira analise detalhada da genética populacional de
C. cacaofunesta no estado da Bahia, por incluir isolados de uma ampla area geografica do
estado e pode contribuir para trazer novos dados sobre a diversidade da espécie e consolidar

as informacdes ja expostas por estudos anteriores.



REVISAO DE LITERATURA

O género Ceratocystis

O género Ceratocystis foi identificado pela primeira vez em 1890 como patdgeno da
batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.). No ano seguinte Halsted e Fairchild fizeram a
descricdo completa do fungo, o qual recebeu 0 nome de Ceratocystis fimbriata Ellis e Halsted
(HALSTED; FAIRCHILD, 1891). Ao longo do tempo a classificacdo taxondmica da espécie
foi reavaliada de tal forma que género Ceratocystis chegou a ser incluido em géneros tais
como Leptographium, Raffaelea e Ophiostoma (CABRERA et al., 2016).

O primeiro equivoco em relacdo a classificacdo taxonémica das espécies do género
Ceratocystis ocorreu em 1919 com a descri¢cdo do género Ophiostoma, devido principalmente
a similaridade morfoldgica e ecoldgica entre as espécies desses géneros. Em ambos 0s
géneros, as espécies apresentam como corpo de frutificacdo peritécios com bases globosas
escuras € pescocos longos, 0s quais possuem em seu apice uma matriz hidrofébica e pegajosa
que mantém os ascésporos unidos, o que favorece a sua dispersdo por determinados insetos (
De BEER, et al., 2014).

Com o advento das técnicas de sequenciamento de DNA em meados dos anos 80, as
disponibilidade de sequéncias de biomoléculas, como de DNA ou de proteina, tém aumentado
significativamente na ultima década. A disponibilidade de sequéncias de DNA tem tornado
possivel esclarecer as relagbes filogenéticas dos géneros Ophiostoma e Ceratocystis (De
BEER et al.,, 2014) e as primeiras arvores filogenéticas ndo demonstram relacdo de
parentesco, sugerindo que as semelhangas morfoldgicas observadas e a associacdo com
insetos sejam caracteristicas de convergéncia adaptativa e ndo de divergéncia evolutiva
(MALLOCH; BLACKWELL, 1993; SPATAFORA; BLACKWELL, 1994). Por conseguinte,
Ophiostoma foi descrito como pertencente a familia Ophiostomataceae e a ordem
Ophiostomatale, enquanto Ceratocystis foi incluso na ordem Microascales e na familia
Ceratocystidaceae (SPATAFORA; BLACKWELL, 1994; KAMGAN et al., 2008).

Uma vez esclarecido a posicdo taxonémica de Ceratocystis, analises filogenéticas,
morfoldgicas e recentes estudos baseados em sequéncias de genes B-tubulina e mating type
sugeriram a existéncia de complexos de espécies dentro do género (JOHNSON et al., 2005;
HARRINGTON, 2000). De acordo com Cabrera et. al (2016), o conceito tradicional de

espécies bioldgicas ndo é sempre aplicavel aos fungos, principalmente quando se refere a



complexos de espécies com alta taxa de reproducdo assexuada e caracteres morfoldgicos
muito semelhantes, aspectos comuns em Ceratocystis.

Harrington e Rizzo (1999) debatem sobre o conceito bioldgico de espécies que se
baseia apenas na delimitacdo pré e pos zigdticas ndo € sempre aplicavel ao reino Fungi, pois
ha de se considerar também as variacbes morfoldgicas e a especializagdo por hospedeiros.
Portanto, uma espécie fungica pode se referir também ao menor conjunto ou agregado de
populacdes que apresentam uma linhagem comum e que compartilham entre si caracteres
fenotipicos exclusivos e detectaveis. Com base nesses conceitos de espécie biologica e
também em dados moleculares, o género Ceratocystis foi dividido nos complexos
Ceratocystis fimbriata sensu lato, Ceratocystis moniliformis, Ceratocystis paradoxa e
Ceratocystis coerulescens (JOHNSON et al., 2005; PAULIN-MAHADY et al., 2002). O
complexo C. fimbriata abriga diversas espécies cripticas, as quais estdo distribuidas em clados
associados a regifes geogréficas: o clado da América do Norte, o clado da América Latina, o
clado da Asia e as espécies africanas de C. albifundus (HARRINGTON, 2000; ROUX et. al,
2001; JOHNSON; HARRINGTON; ENGELBRECHT, 2005).

O clado da América Latina € considerado um dos mais importantes, pois apresenta
varias espécies com nivel variado de agressividade tanto em plantas autéctones como também
em hospedeiros ndo nativos (JOHNSON et al., 2005; ENGELBRECHT; HARRINGTON,
2005). Muitos ascomicetos sdo heterotélicos e a reproducdo sexual ocorre apenas se houver o
cruzamento de isolados de mating opostos (MAT1 e AT2). Mas de acordo com Harrington e
McNew (1997), os membros do clado da América Latina sdo homotalicos, através de um
sistema mating type unidirecional. Ou seja, apresentam micélios autoférteis, capazes de
completar o ciclo sexual de forma independente (POEGGELER, 1999) e produzir tanto
linhagens autoférteis como autoestéreis (WITTHUHN et al., 2000). Essa autofertilizacdo
promove uma interrupcdo do fluxo génico e permite uma rapida especiacdo desse grupo
(ENGELBRECHT et al., 2007; CABRERA et al., 2016). Também pode limitar a diversidade
genética dentro das populacdes de Ceratocystis (HARRINGTON et al., 1998), de modo que,
grande parte da variacdo genética dentro do complexo C. fimbriata ocorre entre os clados ou
por especializacdo para o hospedeiro (FERREIRA et al., 2010).

Baker et al. (2003) estudaram as relacdes filogenéticas e a especializagdo por
hospedeiros entre linhagens do clado da América Latina, em isolados obtidos em Theobroma
cacao, Xanthosoma sp., Ipoema batatas, Mango indica, Platanus sp., Annone sp., Eucalyptus

sp., Coffea arabica, Colocasia esculenta e Herrania spp. Por meio de filogenia baseada em
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sequéncias rDNA-ITS e patogenicidade cruzada, verificaram que as linhagens patogénicas ao
cacaueiro, batata doce e Platanus demonstraram especificidade em relagdo ao hospedeiro.
Com base em dados morfologicos, especializacdo por hospedeiros e testes de interesterelidade
entre grupos de isolados, C. cacaofunesta e C. plantani foram descritas como espécies
hospedeiras especializadas dentro do clado da América Latina, sendo C. cacaofunesta o
agente causal da Murcha de Ceratocystis do Cacaueiro (ENGELBRECHT; HARRINGTON,
2005).

O patossistema cacaueiro — Ceratocystis cacaofunesta

A doenca Murcha de Ceratocystis do Cacaueiro, também conhecida como mal do
facdo, foi relatada pela primeira vez no Equador em 1918, na época o agente causal foi
identificado como C. fimbriata (RORER, 1918). A doenca ndo recebeu atencdo em razéo da
variedade de T. cacao predominante naquele pais apresentar resisténcia a essa. Todavia,
posteriormente foi identificada uma forma mais agressiva do fungo em variedades do cacau
Criollo, e que aparentavam serem menos agressivas nas variedades Trinitario e Forasteiro
(WOOD; LASS, 2001).

A doenca se disseminou por paises da América Central e América do Sul
(ENGELBRECHT; HARRINGTON, 2005) e entre os anos de 1940 e 1960 foram relatados
prejuizos em lavouras cacaueiras na Colémbia, Venezuela, Costa Rica, Equador, Guatemala,
Peru e Trinidad (THOROLD, 1975; ENGELBRECHT; HARRINGTON; ALFENAS, 2007).
Em 1978 foi relatada sua presenca no Brasil, no estado de Ronddnia e em 1997 surgiu o
primeiro relato da doenca no Sul da Bahia, em mudas para enxertia (BEZERRA, 1997) um
ano mais tarde foi observada infectando plantas adultas no campo (BEZERRA et al., 1998).

Os sintomas da doenca no cacaueiro se expressam por meio de clorose e murcha foliar
e as folhas secas permanecem aderidas aos galhos apds a morte da planta durante semanas.
Aparecem no caule da planta lesbes de coloragdo marrom acastanhada (Figural)
(DELGADO; SUAREZ, 2003; SANTOS et al., 2013).
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Figura 1: Sintomas da Murcha de Ceratocystis em cacaueiro. (a) Planta adulta com folhas
apresentando clorose; (b) folhas secas ainda aderidas a planta morta; (c) necrose interna
atingindo o lenho (Fotos: Acervo Karina Gramacho/ Ceplac-Cepec-Fitomol).

A infeccdo do cacaueiro pelo fungo C. cacaofunesta ocorre principalmente via lesdes
no caule do hospedeiro, causadas pela poda ou corte realizados com ferramentas
contaminadas pelo patdgeno. A infeccdo pode ocorrer também por vetores como insetos
Scolitidae e Platipodinae (ENGELBRECHT et al., 2007). Como outras espécies do género, 0
fungo produz compostos volateis com aromas frutais. Tais aromas sdo em virtude da presenca
de acidos e ésteres graxos e, acredita-se que esse seja um mecanismo que atua na atracao dos
insetos vetores (ENGELBRECHT et al., 2004). Os insetos sdo atraidos aos locais infectados,
pelo aroma exalado pelo fungo e as massas mucilaginosas de ascosporos do patégeno se
ligam no exoesqueleto dos insetos. Dessa forma, a producdo de volateis e a morfologia séo
fatores importantes para o ciclo de vida desses fungos (MALLOCH; BLACKWELL, 1993;
ENGELBRECHT et al., 2004).

Apos a infeccdo do hospedeiro, o patdgeno atinge células do parénquima da planta e
vasos do xilema (SANTOS et al., 2013), se movendo por meio do Xxilema secundario
(MALAGUTI, 1952). Com a liberagéo de esporos do fungo no xilema, ocorre a colonizacdo
de vasos importantes levando ao bloqueio do transporte hidrico e acarretando a murcha e
morte do cacaueiro (DELGADO; SUAREZ, 2003). Ha relato que em outros hospedeiros seja
possivel a infeccdo através do contato de raizes lesionadas com o patdgeno (BAKER et al.,
2003; HARRIGNTON, 2009; FERREIRA et al., 2010).



A reproducéao de C. cacaofunesta

A reproducdo de C. cacaofunesta pode ocorrer por meio de propagagdo vegetativa,
assexuadamente e também por reproducdo sexual. Em sua forma vegetativa o fungo possui
hifas septadas de paredes lisas que vao do marrom claro ao hialino. A propagacgédo vegetativa
ocorre quando uma por¢do nao especializada do micelio é separada do micélio principal e
forma uma nova colénia (CABRERA et al., 2016). Em sua forma anamorfa (assexuada), o
fungo produz os esporos assexuais (conidios) em estruturas especializadas denominadas
conidiéforos, as quais se desenvolvem a partir de hifas especializadas (Figura 2)
(ENGELBRECHT; HARRINGTON, 2005).

Na forma sexuada, C. cacaofunesta apresenta peritécios (ascocarpo) com bases
globosas com cores que variam do marrom escuro ao preto, e se estendem em um rostro longo
também de cor escura, cilindrico e fimbriado. Os ascosporos sdo hialinos, unicelulares,
produzidos em ascos dispostos no ascocarpo, e quando atingem a maturidade as paredes dos
ascos se desintegram expondo 0s ascdsporos, 0s quais sdo envolvidos por uma massa
mucilaginosa e por meio de pressdo hidrostatica essa massa é levada até o ostiolo, sendo
depositada no topo do rostro do peritécio, (ENGELBRECHT; HARRINGTON, 2005;
CABRERA et al., 2016). O sistema de acasalamento de C. cacaofunesta é determinado por
um mecanismo bipolar de mating, o qual apresenta as formas idiomorfas MAT1 e MAT2 no
loco MAT1. A reproducdo sexual de C. cacaofunesta ocorre por homotalismo via um
mecanismo unidirecional de troca de mating-type, no qual linhagens MAT2 podem se
converter em MATY, se tornando autoestéreis, por meio da delecdo do gene MAT2, sendo
essa conversao irreversivel (CABRERA et al., 2016; HARRIGTON; McNEW, 1997).

W\
A
T\
Figura 2: reproducdo de Ceratocystis cacaofunesta. 1. Peritécio; 2. Hifa ostiolar; 3. AscoOsporos; 4.

Conidioforo; 5. Endoconidiéforos de hifas vegetativas; 6. Aleurioconidioforos. Escala: 4 5 100 mm; 5-9 5 10
mm. (ENGELBRECHT; HARRINGTON, 2005, p. 65).
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Genética populacional e o controle da Murcha de Ceratocystis do Cacaueiro

A genética populacional permite descrever como ocorre a distribuicdo genética e
genotipica de populacBes no tempo e no espaco, considerando a acdo das forcas evolutivas:
selecdo, mutacdo, deriva genética e migracdo (HAMRICK, 1982). O estudo da genética
populacional possibilita a quantificacdo da variabilidade genética existente no nivel de espécie
e de populacdes (TORGGLER et al., 1995). Em fitopatdgenos essa variacdo pode ser
estimada através da analise da frequéncia alélica, heterozigosidade observada e esperada,
indice de fixacdo e porcentagem de locos que apresentam polimorfismo (MCDONALD,
2004).

A frequéncia alélica pode ser obtida por meio do numero médio de alelos por loco, 0
qual representa a riqueza alélica (NEI, 1978). A heterozigosidade esperada é uma medida de
genética intrapopulacional, a qual descreve toda a variacdo genética em uma populagdo, por
meio da mensuragdo da proporgdo de heterozigotos dentro da populagdo (NEI, 1978). A
porcentagem de locos polimdrficos indica quantos apresentam polimorfismo. Essa medida se
baseia na frequéncia de alelos existentes nos locos. A estrutura genética de uma populacédo
pode ser quantificada por meio de modelos estatisticos derivados do teorema de Hardy-
Weinberg (MOURA, 2005). Esse teorema pressupde que em uma populacdo de tamanho
infinito, com auséncia das forcas evolutivas e prevaléncia de panmixia, as frequéncias génicas
e genotipicas tendem a se manter constantes ao longo das geracdes (FUTUYMA, 1992).
Nessa situacdo ndo havera estruturacdo genética da populacdo, porém, eventos que levam a
diminuicdo de heterozigotos e ao aumento de homozigose tendem a desviar a populacéo desse
equilibrio e o indice de fixacao possibilita estimar esse desvio (MOURA, 2005).

McDonald e Linde (2002) defendem que os principios da genética populacional
podem contribuir como guia para o desenvolvimento de estratégias de controle de
fitopatdgenos em agrossistemas. McDonald (2004) expde que 0s principios da genética
populacional podem ser utilizados para compreender como populacdes de patégenos irdo
evoluir e a partir desse conhecimento tracar estratégias para o controle. McDonald (2015)
argumenta que o conhecimento de aspectos da genetica de populagdo, como a origem do
patogeno e filogeografia, por exemplo, podem auxiliar na busca de um germoplasma
resistente para programas de melhoramento e também oferecer uma visdo sobre o modo de

disseminacédo do patégeno.



Em se tratando da genética populacional de C. cacaofunesta, um importante estudo foi
o realizado por Engelbrecht et al. (2007), o qual comparou a diversidade genética de
populacdes de C. cacaofunesta coletados em diversos paises, incluindo isolados de 4 cidades
da Bahia. Por meio de marcadores microssatélites e rDNA-ITS, os autores verificaram pouca
variabilidade entre os grupos encontrados na Bahia, Coldombia, e Costa Rica, diante disto,
propuseram que essas populagdes foram introduzidas. Novos estudos utilizando isolados de
uma maior area geograficas da Bahia podem contribuir para trazer dados mais recentes sobre
a diversidade da espécie nessa regido, bem como servir para consolidar as informacdes ja
expostas por estudos anteriores, contribuindo para o delineamento de estratégias de manejo da
Murcha de Ceratocystis.

Uma ferramenta apropriada para contribuir na elucidacdo da biologia populacional de
Ceratocystis cacaofunesta sdo os marcadores moleculares microssatélites. De acordo com
Vieira et al. (2016), os microssatélites sdo marcadores de grande utilidade em estudos de
estrutura populacional, mapas genéticos e processos evolutivos. Os microssatélites ou
Sequéncias Simples Repetitivas sdo repeticbes em tandem de heranca co-dominante,
compostas de 1 a 6 pares de bases que por seu alto polimorfismo e reprodutibilidade séo Uteis
em estudos de diversidade genética (GEMAYEL et al., 2012; VIEIRA et al., 2016). Muitos
desses sitios irdo apresentar variagdo polimorfica no nimero de copias que estdo em tandem, e
a partir de iniciadores desenvolvidos para os sitios invariantes do DNA que flanqueiam a
regido microssatélite e da amplificacdo com esses iniciadores obtém-se produtos de DNA que
apresentam variacdo quanto ao tamanho, em virtude do namero de repeticdes (TEMPLETON,
2011). Os microssatélites estdo presentes ao longo do genoma de eucariotos e procariotos, em
regides codificantes e ndo codificantes e devido & sua instabilidade (taxa de mutacéo entre 10°
e 10°%), possuem um importante papel nos processos evolutivos, por meio da criacdo e
manutencdo da variabilidade genética quantitativa (GEMAYEL et al., 2012; VIEIRA et al.,
2016; TOTH; GASPARI; JURCA, 2000). Portanto, esses marcadores sdo propicios para o
estudo da genética populacional de C. cacaofunesta.



CAPITULO 1

VALIDACAO DO METODO IN HOUSE E EXTRACAO DE DNA DE Ceratocystis
cacaofunesta

Resumo

Ceratocystis cacaofunesta Engelbrecht & Harrington é o agente causal da Murcha de
Ceratocystis do Cacaueiro (Theobroma cacao L.), uma doenca letal a planta. O conhecimento
sobre a variabilidade deste fitopatogeno é uma importante ferramenta para um manejo
eficiente da doenca. Nesse sentido, para a andlise molecular de estudos de genética
populacional, é importante que se obtenha DNA em quantidades adequadas e com boa
qualidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de massa micelial de C.
cacaofunesta em dois meios de cultura e analisar a quantidade e a qualidade do DNA extraido
a partir de massa micelial obtida em cada meio e analisar a pureza do DNA extraido,
utilizando-se trés métodos de extracdo de DNA (CTAB, SDS e MATB). O experimento
indicou ndo haver diferenca significativa entre os meios testados quanto a quantidade de
micélio produzida. Em relacdo aos protocolos de extracdo, foi observado que o meio malte em
interacdo com o protocolo de extracdo SDS apresentou melhores resultados em relacdo as
razdes de pureza do DNA como também a concentracdo de DNA obtida.

Palavras-chave: Microssatélites, DNA, Theobroma cacao, Fitopatdgenos.

1. Introducéo

Ceratocystis cacaofunesta Engelbrecht & Harrington € um ascomiceto, hospedeiro
especializado do cacaueiro (Theobroma cacao L.) e agente causal da Murcha de Ceratocystis
do Cacaueiro, uma doenca que pode levar a murcha foliar e morte da planta
(ENGELBRECHT et al., 2007). Desde o seu primeiro relato no Equador em 1918 (RORER,
1918), a Murcha de Ceratocystis do Cacaueiro causou prejuizos econdémicos em lavouras
cacaueiras da Colombia, Equador, Colémbia, Venezuela, Peru, Costa Rica, Equador e
Trinidad (BAKER et al., 2003; ENGELBRECHT et al., 2007). E mais recentemente a doenca
foi identificada no Brasil (BEZERRA, 1997). De acordo com McDonald e Linde (2002) o
manejo eficiente de doengas causadas por fitopatdgenos depende também da compreensdo da
variabilidade e biologia do agente causal.

Diversos marcadores moleculares tém sido utilizados para o estudo de genética
populacional de fitopatdgenos, entre esses, 0s marcadores microssatélites se caracterizam
como um método bem reconhecido para analises moleculares de genética populacional,
relagOes filogenéticas e aspectos evolutivos (CARDOSO; WILKINSON, 2008). As analises
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de genética de patdgenos requerem o uso de um elevado nimero de individuos, o qual
possibilite a comparacgéo entre e dentro de populacées (ZELAYA-MOLINA et al., 2011).
Assim como a obtencdo de massa micelial suficiente para a extracdo de DNA em quantidade e
qualidade adequada (FALEIRO et al., 2003).

O co-isolamento de polissacarideos, nucleases, melaninas e compostos secundarios
presentes na parede celular fangica dificultam a lise da célula e exposicdo dos acidos
nucléicos (FREDRICKS et al., 2005). Este € o principal problema encontrado no isolamento e
purificacdo de DNA fungico, podendo danificar o DNA e inibir a acdo da enzima Taq
polimerase.

De modo geral, o protocolo de extracdo de DNA mais utilizado para a extracdo de
DNA de C.cacaofunesta, a partir de massa micelial para as diferentes espécies é o detergente
aniénico SDS (sodium dodecyl sulfato) (DESCENZO; HARRIGNTON 1994). Pequenas
variacfes no método de extracdo de DNA sdo relatadas na literatura tais como a mudanca de
concentragdo de um ou outro componente do tampdo de extracdo, tempos e forga
gravitacional das centrifugacbes e a utilizacdo ou ndo de fenol no processo de retirada de
proteinas.

Portanto, o método utilizado deve ser capaz de gerar DNA de qualidade e de
concentracdo adequados para estudos moleculares e livres de inibidores de PCR (TEDERSOO
et al., 2010). A diferenca bésica entre esses protocolos estd na composi¢do do tampdo de
extracdo que normalmente utilizam um detergente catibnico CTAB (Brometo de
cetiltrimetilam6nio), ou um anidnico SDS (Dodecil sulfato de so6dio) ou MATAB para
solubilizar as membranas e auxiliar na inativacao de algumas enzimas. O Tampé&o de extragédo
ainda integra um sal para dissociar as proteinas do DNA e um inibidor de DNAses para
proteger o DNA

Assim, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a producdo de massa
micelial de C. cacaofunesta em dois meios de cultura e analisar a quantidade e a qualidade do
DNA extraido a partir de massa micelial obtida em cada meio e analisar a pureza do DNA
extraido, utilizando-se trés métodos de extracdo de DNA (CTAB, SDS e MATB).
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2. Material e Métodos

Selecéo e ativagéo dos isolados

As atividades foram realizadas nos laboratorios de Ceratocystis e de Fitopatologia
Molecular da Secéo de Fitopatologia do Centro de Pesquisas do Cacau - CEPEC (CEGEN N°
133/2015/SECEX/CGEN), situado na sede da Comissdo Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira (CEPLAC), em llhéus, BA.

Foram utilizados cinco isolados de C. cacaofunesta (CC20, CC14, CC82, CC86,
CC87) que estavam preservados na colecdo de Ceratocystis (CEGEN N°
133/2015/SECEX/CGEN) do Centro de Pesquisas do Cacau- CEPEC (CEPLAC, Illhéus-Ba).
Os isolados foram removidos da cole¢do, onde estavam preservados agua destilada
esterilizada (CASTELLANI, 1939) e cultivados em meio seletivo (batata, dextrose, &gar -
BDA e &cido tartarico a 1%), em placas de Petri e mantidos a temperatura de 24°C £1 °C por
7 dias no escuro. Este procedimento foi realizado para ativacdo das coldnias dos isolados e
confirmacdo através de identificacbes morfoldgica das estruturas. Apds o crescimento em
meio seletivo, foi feita nova repicagem e as bordas das coldnias foram retiradas e transferidas
para placas de Petri contendo apenas meio BDA. As placas foram mantidas sob iluminacédo

constante a temperatura de 24°C +1 °C durante 7 dias.

Crescimento de C. cacaofunesta em diferentes meios de cultura

Foram utilizados dois meios de cultura liquidos: Extrato de malte e levedura (extrato
de malte 2% e levedura 0,2% - MYE) e meio mineral (glicose 1%, cloreto de potassio 0,02%,
sulfato de magnésio heptahidratado 0,02 e extrato de levedura 0,5%). N&o foi feito ajuste de
pH nos respectivos meios. O crescimento do micélio em cada meio de cultura foi iniciado a
partir de um unico disco de 5mm de cultura axénica C. cacaofunesta, o qual foi colocado no
centro de cada erlenmeyer de 250mL contendo 30 mL de meio liquido, sendo estas
armazenadas a 24 = 1 °C em incubadora B.O.D. por 5 dias.

Decorrido o periodo de incubagdo, a massa micelial foi lavada com agua destilada
estéril e filtrada com o uso auxilio de bomba de vacuo (Quimis®). O micélio ap6s drenagem
foi secado em papel filtro, pesado e acondicionado em microtubos de 2 mL e estocada a —20C

para uso posterior.
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Extracdo de DNA

O DNA de C. cacaofunesta foi obtido utilizando-se trés métodos de extracdo: SDS de
DeScenzo e Harrington (1994) com modificacdes (GUSMAO et al. 2018, dados ndo
publicados); CTAB de Doyle e Doyle (1987) e o protocolo MATAB de Risterucci et al.
(2000).

Protocolo CTAB: o micélio foi macerado em nitrogénio liquido e acrescentados 800
uL de tampdo de extracdo (2% de CTAB; 100 mM de Tris-HCI pH8; 20 mM de EDTA pH 8;
1.4 M de NaCl; 0.2% de p-Mercaptoetanol ), homogeneizadas e incubadas em banho-maria a
65°C por 1h e posteriormente centrifugadas a 14000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante
foi recuperado e adicionado a este uma proporcdo de 1:1 de cloroférmio-alcool isoamilico —
CIA (24:1), seguido por homogeneizacdo por inversao de tubos durante 5 minutos e depois
centrifugacdo a 14000 rpm, por 10 minutos, sendo esta etapa repetida por 2 vezes. Seguiu-se
entdo com a adicao de isopropanol na proporgédo 1:1, sendo as amostras incubadas em freezer
-20°C durante 30 minutos e depois centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado resultante foi lavado em 200 pL de etanol a 95%,
depois etanol a 70% e ap6s a completa evaporacdo do etanol, o sobrenadante foi
ressuspendido em 150 puL de RNAse e incubado em banho-maria a 37°C por 2 horas.

Protocolo SDS: as amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e adicionadas
800 uL de tampao de extracdo (1.25% de SDS; 100 mM de Tris-HCI pH8; 500 mM de EDTA
pH 8; 0.1 M de NaCl; 0.2% de B-Mercaptoetanol), sendo em seguida homogeneizadas e
incubadas em banho-maria a 65°C por 1h. Apds esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi recuperado e adicionado CIA
na proporcao 1:1, seguido de homogeneizacdo por inversdo de tubos por 7 minutos e
centrifugacdo a 14000 rpm por 10 minutos. Ao sobrenadante recuperado foram adicionados
70 UL de SDS 10% e a mistura incubada em banho-maria a 65°C por 30 minutos, sendo
repetida entdo a etapa do CIA. Ao sobrenadante resultante ap6s a centrifugacgdo foi adicionado
isopropanol na propor¢do 1:1, e as amostras foram homogeneizadas gentilmente, incubadas
em freezer -20°C durante 30 minutos e depois centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante gerado foi descartado e o precipitado lavado em 200 L de etanol 95% e depois
etanol a 70%, ap0Os a evaporacdo do etanol o precipitado foi ressuspendido em 150 pL de

RNAse, sendo as amostras incubados em banho-maria a 37°C por 2 horas.
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Protocolo MATAB: as amostras foram também maceradas em nitrogénio liquido,
seguido por adigcéo de 800 uL de tampéo de extracdo (2% de MATAB; 150 mM de Tris-HCI
pH8; 40 mM de EDTA pH 8; 0.7 M de NaCl; 1% de PEG 600; 10 mM de sulfate de sodio).
As amostras foram homogeneizadas, incubadas em banho-maria 65°C por 1h e apds adicédo de
CIA na proporgéo de 1:1, essas foram homogeneizadas por 5 minutos e centrifugadas a 14000
rpm por 10 minutos, sendo essa etapa repetida por 2 vezes. Ao sobrenadante recuperado foi
adicionado isopropanol na proporcdo 1:1 e as amostras foram incubadas em freezer -20°C
durante 30 minutos e centrifugadas mais uma vez a 14000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante resultante foi descartado e o precipitado foi lavado em 200 pL de etanol 95% e
70% e depois ressuspendido em 150 uL RNAse e levado a banho-maria 37°C por 2 horas.

O experimento foi realizado em arranjo fatorial (5 isolados x 2 meios de cultura x 3

protocolos de extracdo) com 3 repeti¢des, totalizando 90 amostras.

Verificacdo da integridade e qualidade do DNA

A integridade e a quantidade do DNA foram verificadas usando eletroforese em gel de
agarose 1% coradas com GelRed® e visualizadas em transiluminador L-Pix/Loccus. A
quantidade e a qualidade do DNA foi estimada em espectrofotometria no NanoDrop ND-
1000/ThermoFisher, observando as razfes de absorbancia Azso/Azso € Azso/A2z0. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando verificada diferenca
significativa aplicou-se o teste Tukey a 5% de significancia. As analises foram feitas
utilizando o software RStudio versdo 1.0.153.

A qualidade do DNA extraido foi verificada por meio de amplificacgdo em PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) com o loco de microssatélite CFCAA80 foward (5’
ACCCGTCTCGTATTGGCTAT 3’) e reverse (5> AATCGTTCGCATTCAGGTGG 37)
(FERREIRA et al., 2010). As reag0es de PCR foram preparadas em volume final de 20uL
contendo 10x de tampdo (Fermentas), 25mM de BSA, 2,5mM de dNTPs, 25mM de MgCI2
(Fermentas), 2pmol de primer forward, 2pmol de primer reverse 5U/uL de Taqg DNA
polimerase (Sinapse Biotecnologia) e 20ng de DNA. Os ciclos de amplificacbes foram
realizados no Applied Biosystems Veriti (ThermoFisher Scientific) seguindo as condigdes
descritas por Ferreira et al. (2010): desnaturacao inicial de 94°C por 5 minutos, seguidos de
94°C por 30 segundos, 35 ciclos de 57°C por 60 segundos, 72°C por 72 segundos e extensdo
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final de 72°C por 30 minutos. O produto das amplificagdes foi analisado em gel de agarose
2% com 5pL de produto de PCR e corado com GelRed®.

3. Resultados e Discussao

Em ambos os meios de cultura testados o diametro das colbnias e a formacdo de
estruturas reprodutivas foi similar. Abundantes peritécios foram observados em meio de
cultura cerca de 5 a 7 dias da repicagem. Observou-se que aos 12 dias ap0s a repicagem as
colbnias apresentaram 6 cm de didmetro atingindo todo o diametro da placa de petri. Mas, ndo
foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) na quantidade de micélio produzido de
acordo com o meio de cultivo utilizado (p>0,05) (Tabela 1). Estes resultados sdo relevantes,
tendo em vista a necessidade de se obter ascosporos e outras estruturas reprodutivas em
menor tempo para o preparo de suspensdes assim como uma massa micelial com quantidade

suficiente para obtencdo de DNA gendmico visando a realizac@o de estudos moleculares.

Tabela 1: Producdo média de massa micelial de Ceratocystis cacaofunesta por frasco apds
sete dias de crescimento em dois meios de meios de cultivo

Meio de cultivo Quantidade de amostras Meédia da quantidade de micélio (mg)
Malte 90 436,37*
Mineral 90 414,93*

*Resultados néo obtiveram diferengas estatisticas significativas ao nivel de 5%

Foi possivel a obtencdo de DNA integro e de qualidade em todos os tratamentos
testados (Figura 1). No geral, todos os isolados apresentaram DNA de qualidade e boa pureza
(relagdo A260/A28 maior ou igual 1,56, (Figura 1).

CTAB

ININRSTE a0, 2 2 2

'—--—--u—--—

Figura 1: comparacéo de métodos de extracdo de DNA gendmico de C. cacaofunesta. Da esquerda para a direita
estdo os resultados referentes aos protocolos SDS, CTAB e MATAB. Os nimeros 1 e 2 que aparecem na figura
referem-se respectivamente ao meio de cultivo malte e ao meio mineral.
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N&o houve diferenca significativa entre a quantidade de DNA obtida e o peso de
miceélio produzido nos dois meios de cultura (Material Suplementar).

Com base na ANOVA, houve interacdo significativa entre o meio de cultura e a
quantidade de DNA obtida a partir do peso de micelio de 250 mg de micélio produzido nos
dois meios de cultura (Material Suplementar) (Figura 2). O meio malte + levedura (ML) em
interacdo com o protocolo SDS foi 0 que apresentou DNA integro de alto peso molecular
permitindo inferir que o protocolo ML+ SDS possibilitou a melhor eliminacdo de impurezas,
e amostras de DNA mais puro, o que foi observado pela espectrofotometria, com base na
relacdo de absorbancia a 260 e 280 nm (A260/A280) que alcancaram valores =1,8. Valores
inferiores a esse padrdo provavelmente indicam a presenca de contaminantes que absorvem
luz no comprimento de onda de 280nm, como, por exemplo, proteinas (Thermo Fisher
Scientific (2008).
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Figura 2: Razdo de absorbancia (Ajeloge) estimada em NanoDrop ND1000/ThermoFisher de DNA de
Ceratocystis cacaofunesta obtidos de micélios crescidos em dois meios de cultura e trés protocolos de DNA.

A pureza do DNA extraido pelos diferentes protocolos foi avaliada pela razdo Azeo/230
(Figura 3). O DNA obtido com o protocolo SDS em interacdo com o meio malte e mineral
exibiu absorbancia média de Azso/230 proximas de 2.0. Resultados similares foram observados
com o protocolo MATAB tanto em associacdo com 0 meio malte, como também com meio
mineral (média de 1,99). Por outro lado, o DNA obtido com o protocolo CTAB apresentou
médias inferiores a <1,8 tanto em interagdo com o meio malte como com o mineral (Tabela
2). De acordo com o boletim técnico Thermo Fisher Scientific (2008), uma amostra de DNA
é considerada pura quando os valores para essa razdo variam de 2,0 a 2,2, sendo que indices
inferiores a esses podem sinalizar a presenca de contaminantes que absorvem luz no

comprimento de 230nm. Valores significativamente inferiores a 2,0, para a razdo Azsol230,
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refletem a n&o remocao completa de alguns contaminantes durante a extragéo (Zelaya-Molina
et al. (2011). E, segundo Hansen et al. (2007) pode também indicar a presenga de impurezas

como fendis, residuos de sais de tamp&o ou outros compostos aromaticos.

P D ey SDS
TEem—— MATAB
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Figura 3: Razéo de absorbancia Ajgo230 estimada em NanoDrop ND1000/ThermoFisher

Tabela 2: Média total das razbes de absorbancia Azsor2s0, A23or260 € CONcentracdo de DNA por
ng.

Protocolo-Meio de cultivo Aoeo280 A301260 Média da concentracéo de DNA (ng)
CTAB
Malte 2,39 15 199,71
Mineral 2,45 151 186,48
SDS
Malte 1,81 1,98 506,93
Mineral 2,14 1,99 374,76
MATAB
Malte 2,43 1,83 170,91
Mineral 2,44 1,99 229,88

Em um estudo sobre métodos de extracdo de DNA para comunidades microbianas,
Ning et al. (2009), discorrem sobre o papel das relacbes de absorbancia (Azso2s0 € Aze0/230) €M
estudos moleculares, e defendem que em resultados de PCR a qualidade das bandas de DNA é
mais influenciada pela razao Azso2so do que Azso23o.

O DNA obtido com o auxilio dos 3 protocolos de extracdo testados em interagcdo com
0s 2 meios de cultivo, foi bem sucedido em relacdo & amplificacdo por PCR. Com a

amplificagdo dos primer microssatélite CFCAA80, as amostras geraram produtos de PCR com
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bandas de aproximadamente 300pb, as quais foram visualizadas ap6s eletroforese em gel de
agarose a 2% (Figura 4).

Pares de bases

1000
500
300
100

$181 81 81 S1 S2 8282 82 82 S2 C1C1 C1 C1 C1 C2 C2 C2 C2

PR ————
L — — — — — D  —— | —

M1 M1 M1 M1 M1 M1 M1 M1 M2 M2 M2 M2 M2 M2 M2 M2

L — it D D S i Wl L ...

Figura 4: Produtos de PCR em gel de agarose a 2% (loco microssatélite CfCAA80 com bandas de
aproximadamente 300pb) comparando os 3 protocolos de extracdo testados. S=SDS; C=CTAB; M=MATAB. Os
nameros 1 e 2 referem-se aos meios mineral e malte, respectivamente. DNA ladder 100pb.

Assim, com base nos resultados obtidos, e nas condi¢gdes em que se realizou o presente
estudo, conclui-se que os 3 métodos foram eficientes para a obtencdo de DNA de qualidade e
em concentracBes suficientes para a realizacdo da técnica PCR-SSR. De forma anéaloga, os
dois meios de cultivo forneceram massa micelial em quantidade similar. Sugere-se, portanto,
a preferéncia pelo meio malte também pela facilidade e praticidade de preparo do meio de
cultivo malte, quando comparado ao meio mineral, sendo inclusive um meio utilizado em
trabalhos anteriores com o género Ceratocystis (FERREIRA et al., 2010; ENGELBRECHT et
al., 2007). No que diz respeito aos protocolos de extracdo testados, foi observada uma
diferenga significativa entre esses, e apesar dos 3 protocolos terem sido bem sucedidos no
teste de amplificacdo de PCR, o protocolo SDS em interacdo com o meio de cultivo malte foi
0 que apresentou melhores resultados em relagdo a concentracdo de DNA obtida e qualidade

da amostra de acordo com as razdes de absorbancia A260/280 mineral.
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CAPITULO 2:
VARIABILIDADE GENETICA DE Ceratocysis cacaofunesta EM CACAUEIROS NO
SUL DA BAHIA

Resumo

A Murcha de Ceratocystis do Cacaueiro (Theobroma cacao), causada pelo fungo Ceratocystis
cacaofunesta, foi identificada pela primeira vez no Sul da Bahia em 1997 e atualmente esta
disseminada no estado. Este trabalho teve como objetivo analisar a diversidade genética de
populacdes de C. cacaofunesta em cacaueiros oriundos de varios plantios comerciais do Sul
da Bahia. Cento e vinte e seis isolados de 4 macro regides (Ilhéus-ltabuna, Extremo Sul, Vale
do Jiquirica, Baixo Sul) foram genotipados com 11 locos microssatélites. Avaliou-se o nivel
de estruturacdo genética, a diversidade genética e genotipica e testada a hipoOtese de
acasalamento aleatorio. A populacdo total apresentou uma moderada estruturacdo (6ST
=0,07), havendo uma maior diferenciacdo (91,41%) dentro das subpopulages. A
subpopulacdo llhéus-Itabuna apresentou diferenciacdo genética em relacdo as subpopulactes
Vale do Jequiriga (6ST =0,06) e Baixo Sul (6ST =0,08). A populagdo total apresentou alta
diversidade genética (H=0,59) e genotipica (G5=5,7). A hipdtese de acasalamento aleatério
foi rejeitada, sugerindo que a reproducdo ocorra via autofecundacdo. Os indices de
diversidade genéticas encontrados nas subpopulacdes C. cacofunesta foram similares ao
esperado para populaces. Assim, as linhagens de C. cacaofunesta, isoladas de cacaueiro
parecem ser nativas do Sul da Bahia.

Palavras-chave: Theobroma cacao. Microssatélites. Estrutura genética. Fitopatdgenos.

1. Introducéo

A Murcha de Ceratocystis do Cacaueiro (Theobroma cacao), causada pelo ascomiceto
Ceratocystis cacaofunesta Engelbrecht & Harrington, causa clorose foliar, lesdes no caule do
cacaueiro que vdo da coloracdo marrom acastanhada ao marrom escuro, murcha total das
folhas que permanecem aderidas aos galhos e por fim, morte da planta, (DELGADO;
SUAREZ, 2003; SANTOS et al., 2013). A infeccdo ocorre principalmente via lesées no caule
do hospedeiro, por meio da poda utilizando ferramentas contaminadas com o patdgeno
(BAKER et al., 2003). A disseminacdo também pode ocorrer por meio de espécies de insetos
Scolitidae e Platipodinae, ao carregar esporos sexuais do fungo de uma planta doente para
uma saudavel (ENGELBRECHT et al., 2007).

A Murcha de Ceratocystis foi relatada pela primeira vez em cacaueiros no Equador em
1918 (RORER, 1918). E depois atingiu os diversos paises das Americas do Sul, América

Central e nas ilhas de Haiti e Trinidad, a doenca causou prejuizos no cultivo do cacaueiro
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(BAKER; HARRINGTON, 2003). Em 1978 a Murcha de Ceratocystis do Cacaueiro foi
constatada pela primeira vez no Brasil, no estado de Ronddnia (BASTOS; EVANS, 1978), e
em 1997 foi oficialmente relatada no Sul da Bahia, em viveiros voltados para a producdo de
mudas para enxertia (BEZERRA, 1997), em 1998 foi observada em plantas adultas no campo
(BEZERRA, 1998).

Ap0s sua introducdo na Bahia a Murcha de Ceratocystis causou grandes prejuizos a
cacauicultura da Bahia sendo considerada como uma das mais severas enfermidades do
cacaueiro. Em um levantamento realizado no sul baiano, entre 2000 e 2005, pela Comisséo
Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira-CEPLAC, foi confirmada a disseminacdo da
doenca pelos cacauais da regido, sendo na época detectada em 42 fazendas ao longo de 22
municipios (ALMEIDA et al., 2005). Maior incidéncia (30 %) foi encontrada no municipio de
Urucguca, mas 0s demais municipios apresentaram uma incidéncia média inferior a 1 %. A alta
incidéncia deve-se, provavelmente, pela prevaléncia da variedade THEOBAHIA altamente
suscetivel a Vassoura de Bruxa do Cacaueiro.

Ceratocytis cacaofunesta pertence ao complexo C. fimbriata, o qual abriga uma série
de espécies cripticas fitopatdgenas de inumeras culturas de importancia econémica. Esse
complexo é formado pelos clados da América Latina, América do Norte, Asia e das espécies
africanas de C. albifundus (HARRINGTON, 2000; FERREIRA et al., 2010). De acordo com
Engelbrecht e Harrington (2005), as espécies pertencentes ao complexo C. fimbriata séo
homotalicas e devido a autofecundacdo as populacGes geradas podem ser essencialmente
clonais. C. cacaofunesta faz parte do clado latino americano, considerado um dos importantes
grupos geograficos, por englobar espécies agressivas para diversas culturas (JOHNSON; et
al., 2005).

Baker et al. (2003) estudaram diferentes isolados do género Ceratocystis em diversos
hospedeiros e verificaram, por meio de testes de inoculacdo cruzada, que as linhagens
encontradas no cacaueiro (Teobroma cacao), batata doce (Ipomoea batatas) e Platanus
apresentavam caracteristicas de especializacdo para 0 hospedeiro. Posteriormente,
Engelbrecht e Harrington (2005) analisaram diferencas morfoldgicas, moleculares e testes de
interesterilidade entre isolados de C. cacaofunesta encontrados em Platanus, batata-doce e do
cacaueiro, e verificaram que esses isolados eram interestéreis ao serem cruzados entre si,
assim, mantiveram o patégeno da batata-doce como C. fimbriata e reclassificaram os

patdgenos do Platanus e do cacaueiro como C. plantani e C. cacaofunesta, respectivamente.
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O agente causal da murcha de Ceratocystis, C. cacaofunesta, é hospedeiro
especializado, tido como originario da regido do Alto da Amazénia (HARRINGTON et al.,
2011). Apesar do conhecimento que se tem sobre C. cacaofunesta sdo poucos os estudos
referentes a variabilidade genética. Supde-se que a doenca tenha sido introduzida na Bahia
juntamente com o plantio de variedades resistentes a Vassoura de Bruxa do Cacaueiro em
materiais de propagacdo vegetativa (Engelbrecht &Harrington, 2005; Engelbrecht et al.,
2007b). De fato o patdgeno pode facilmente ser introduzido para novas areas em material de
embalagem de madeira solida, ferramentas contaminadas e material propagativo infectado
(Harrington, 2000; Baker et al., 2003; Engelbrecht et al., 2007a).

McDonald (2015) discorre que o conhecimento sobre a biologia da populagdo de um
fitopatdgeno, o qual inclui a genética populacional, pode oferecer informacdes que servem de
base para a implementacdo de estratégias de manejo de doencas. McDonald e Linde (2002)
argumentam que a estrutura genética de populacdes de fitopatdgenos tem implicacdo direta
nos mecanismos de disseminacao de doencas e nos padroes de desenvolvimento de epidemias.

Atualmente, o enfoque do programa de melhoramento genético do cacaueiro na
CEPLAC é a obtencdo de clones produtivos com resisténcia quantitativa as varias doencas
que infectam o cacaueiro. Mas, sdo poucos os clones de cacau com resisténcia ao mal do
facdo. A variabilidade genética da populagdo do patdégeno é um fator que pode explicar este
comportamento.

Esta pesquisa apresenta uma andlise detalhada sobre a variabilidade genética de C.
cacaofunesta no estado da Bahia e incluiu 126 isolados de toda a regido cacaueira do estado
utilizando 11 marcadores microssatélites polimorficos, desenvolvidos a partir do DNA
gendmico de C. cacaofunesta (STEIMEL et al., 2004), previamente utilizados em diversos
estudos com o género Ceratocystis (Engelbrecht et al.,, 2007; FERREIRA et al., 2010;
Ferreira et al. 2011; Oliveira et al., 2015).

Sob a hipotese de que as populacBes de C. cacaofunesta do Sul da Bahia apresentam
pouca variabilidade, o que é compativel com popula¢des introduzidas. De acordo com
McDonald (1997) populacdes introduzidas em comparacdo as populacdes nativas apresentam
substancialmente baixos niveis de diversidade genética com poucos genotipos na populacao.

O objetivo geral deste estudo foi analisar a diversidade genética de C. cacaofunesta
em cacaueiros oriundos de varios plantios comerciais do Sul da Bahia. O trabalho teve como
objetivos especificos: investigar a existéncia de populagdes de C. cacaofunesta na Bahia;

analisar os niveis de diversidade dentro e entre as populagdes; e avaliar como essas
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populagdes estdo interagindo entre si, de modo a obter informacgdes que possam subsidiar a
selecdo de materiais resistentes para plantio comercial, 0 que constitui a melhor alternativa de

controle da doenca

2. Material e Métodos

Obtencéao de isolados

Foram obtidos 126 isolados de C. cacaofunesta que estavam preservados na colegéo
de Ceratocystis (CEGEN N° 133/2015/SECEX/CGEN) do Centro de Pesquisas do Cacau-
CEPEC (CEPLAC, llhéus-Ba), os quais foram coletados de plantas com sintomas da Murcha
de Ceratocystis ao longo de 22 municipios do estado da Bahia-Brasil (Tabela 1) pela
pesquisadora Dilze Argolo. Vinte isolados foram excluidos das analises por apresentarem
incongruéncias. Assim, foi utilizado para este estudo um total 106 isolados. O registro dos

isolados foi preservado da Colecdo de Ceratocystis, que € patrimonio genético do pais.

Tabela 1: Registro e origem de isolados de Ceratocystis cacaofunesta utilizados para estudo
de genética populacional no estado da Bahia, Brasil.

Subpopulacdes Agrossistema N° de isolados Registro do Isolado

Cc01-Cc17; Cc19-Cc25; Cc28-
Cc34; Cc37-Cc41l; Ccd6-Cc4r,
Cc58-Cch9; Cc72-Cc73; Cc75;
Cc77; Cc79; Cc83-Cc89; Cc90-
66 Cc95; Cc120-Cc126; Cc159;

Ccl71; Ccl75

Cc181; Cc183; Cc188; Cc194-
Cc196; Cc200; Cc211; Cc229-

Almada, Canavieiras,

I1héus-1tabuna i
Camacan, Ipiau

Cc239
Porto Seguro, Caravelas,
Extremo Sul ltamaraj 05 Cc48-Cc49: Cc55-Ce57; Cc228
Cc61-Cc68; Cc71; Cc78;
Vale do Jiquirica Jiquirica 18 Cc103; Cel05; Cc109-Cello0;

Cc163-Ccl64,; Ccl67,;

Cc184-Cc186

Cc26; Cc36; Cc51; Cc53-Ccb4;

Cc97; Cc99-Cc100; Ccl62;

Baixo Sul Recbdncavo, Valenca 17 Ccl72; Cc102; Ccl115; Ccl30;
Cc135; Cc143; Cc145; Ccl47-
Cc150; Cc197; Cc207-Cc226
*0 codigo mais o nimero dos isolados referem-se ao registro dos isolados na colecdo de Ceratocystis
cacaofunesta (Cc) (CEGEN N° 133/2015/SECEX/CGEN) do Centro de Pesquisas do Cacau- CEPEC (CEPLAC,
Ilhéus-Ba).
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Os isolados foram removidos da colecdo onde estavam preservados em agua destilada
esterilizada (CASTELLANI, 1939) e cultivados em meio seletivo (batata, dextrose, agar -
BDA e &cido tartarico a 1%), contido em placas de Petri de 9 cm de didmetro, as quais foram
mantidas a temperatura de 24°C £1 °C por 7 dias no escuro. Este procedimento foi realizado
para ativacdo das coldnias dos isolados e confirmacédo atraves de identificacbes morfoldgica
das estruturas. Apos o crescimento em meio seletivo, foi feita nova repicagem, para a
obtencéo de culturas monoasporicas (CHOI; HYDE; HO, 1999).

A massa de ascosporo de um Unico peritécio, por isolado, foi homogeneizada em 20 pl
de &gua destilada estéril. A suspensdo obtida foi espalhada de forma homogénea na superficie
do meio utilizando semeadura por espalhamento, em formato de um 7 com o auxilio de uma
alca de vidro estéril, em placa de Petri contendo apenas meio BDA. As placas foram mantidas
sob iluminacdo constante a temperatura de 24°C +1 °C durante 5 dias. As colbnias
desenvolvidas individualmente foram recuperadas e inoculadas em placas de Petri contendo
meio BDA.

Massa de um Gnico ascosporo
[solados sao reativados : foi coletada e e
Isolados conservados um Unico ascosporo foi homogeneizada em 20 ul de
em agua destilada transferido para meio aga destilada a suspensdo foi
(CASTELLANI, 1939) BDA seletivo a 24°C espalhada (forma de 7) em
] °C por 7 dias BDA nio seletivo a 24°C =1 °C
por 5 dias

Ascosporos de colonias
individuais foram
coletadas e transferidos
para meio BDA nao
seletivo

Figura 1: Fluxograma do processo de obtencdo de culturas monoaspéricas.

Os isolados obtidos foram agrupados em 4 macrorregides com 0S aspectos

edafoclimaticos e agricolas dos locais de coleta. De acordo com a classificag&o utilizada neste
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estudo, as macrorregides foram: llhéus-Itabuna, Extremo Sul, Vale do Jiquirica e Baixo Sul
(Figura 2).
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Figura 2: Distribui¢do geogréfica por macro regido dos isolados de Ceratocystis cacaofunesta na Bahia
que foram utilizados neste estudo. As siglas no mapa significam B-Sul= Baixo Sul; Jig= Vale do Jiquiri¢a; los-
Itb= Ilhéus-Itabuna; E-Sul= Extremo Sul.

Extracdo de DNA

Um disco de 5mm de cultura monoasporica foi transferidas para 30 mL meio malte
liquido - ML (2% malte e 0.2% extrato de levedura) e incubadas por 5 dias a 25°C. Os
micelios crescidos foram filtrados com o uso de bomba a vacuo (Quimis®). A extra¢do do
DNA foi realizada utilizando o método SDS- Cacaofunesta de acordo com Gusméo et al.
(2018) (Capitulo 1, dados ndo publicados). A quantificacdo de DNA foi avaliada em
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eletroforese em gel de agarose a 1%, coradas com GelRed® e visualizadas em transluminador
L-Pix/Loccus. A quantidade e a qualidade do DNA foram estimadas em espectrofotometria
em NanoDrop ND-1000/Thermo Fisher Scientific.

Marcadores microssatélites

Um total de 11 locos microssatélites foi utilizado para genotipar os 106 isolados de C.
cacaofunesta; sendo 5 primers (CfCAA9, CfCAA38, CfCAAL5, CfCAA80, CfCAG15,
CfGACAG60) marcados com HEX (hexachloro-6-carboxyfluorescein), NED (N(1-naphytyl)
ethylenediamine) e FAM (6-carboxyfluorescein).  Seis primers (CfCAA10, CfCAT1,
CfCAT3K, CfCAT9X, CfCAT1200, e CfGACAG650) acrescidos de cauda M13 e sua
sequéncia complementar marcados com uma das fluorescéncias 6-FAM, NED e VIC
(STEIMEL et al., 2004)

As amplificacdes de PCR dos locos microssatélites marcados com fluorescéncia foram
realizadas em triplex, usando termociclador de 96 pocos Applied Biosystems Veriti
(ThermoFisher Scientific), seguindo as condi¢Ges descritas por Ferreira et al. (2010):
desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos, seguidos de 94°C por 30 segundos, 35 ciclos de
57°C por 60 segundos, 72°C por 72 segundos e extensdo final de 72°C por 30 minutos. As
reacOes de volume final 20 pL continham 10x de tampdo (Fermentas), 25 mM de BSA, 2,5
mM de dNTPs, 25 mM de MgCI2 (Fermentas), 2 pmol de primer forward, 2 pmol de primer
reverse 5U/UL de Taq DNA polimerase (Sinapse Biotecnologia) e 5uL de DNA.

Para a amplificacdo dos locos microssatélites com cauda M-13, a termociclagem
usada foi: desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos, 94°C por 30 segundos, seguidos de 35
ciclos de 58°C por 60 segundos, 72°C por 72 segundos, mais 8 ciclos de 94°C por 30
segundos, 53°C por 60 segundos, 72°C por 72 segundos e extensdo final de 72°C por 72
segundos. Cada reacdo conteve um volume final 20 uL continha 10X de tampéo (Fermentas),
25 mM de BSA, 2,5 mM de dNTPs, 25 mM de MgCI2 (Fermentas), 2 pmol de primer
reverse, 2 pmol de primer forward acrescido da cauda M13 (CACGACGTTGTAAAACGA)
e 2 pmol de primer com sequéncia complementar a cauda M13 e marcado com o fluorocromo
(6-FAM, VIC, ou NED), 5U/uL de Tag DNA polimerase (Sinapse Biotecnologia) e 5uL de
DNA (SCHUELKE, 2000; FERREIRA et al., 2010).
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Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 2%, corados com GelRed®
e visualizados em transiluminador L-Pix/Loccus para se confirmar a amplificacdo, apds
confirmagdo, os amplicons foram genotipados em sequenciador automatico ABI 3500
(Applied Biosystems). A identificacdo e os tamanhos de bandas foram determinados usando o
software GeneMarker 3.7. Cada comprimento de produto dentro de 3 pb foi considerado
como um alelo diferente, com excecdo dos locos microssatélites CFGACA6 e CFGACAG50,
os quais as diferencas de alelo foram consideradas dentro do comprimento de 4 pb. A
reprodutibilidade das amplificacbes de PCR e analise de fragmentos foi confirmada por

repeticdo de 20% das amostras

Teste de mating- type

A presenca de MAT2 idiomorfos foi determinado por amplicons produzidos ap6s PCR
usando o primer CfMAT2-2 (5-TAGTGGGGATATGTCAACATG-3’) seguindo as
condicdes de amplificacdo estabelecidas no protocolo de Ferreira et al. (2010). A presenca de
amplicons significaram a presenca do gene MAT2 e auséncia sugeriu a presenca do gene
MAT1. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 3%, corados com GelRed®
e visualizados em transiluminador L-Pix/Loccus. Foram realizadas 3 repeticdes de cada etapa
e os resultados foram descritos em uma matriz em que a presenca de banda foi representada

com 1 e a auséncia com 0.

Andlise de dados

Para a obtencdo da distribuicdo de variagfes entre os isolados analisados, por meio da
observacdo da variacdo alélica, foi realizada andlise fatorial de correspondéncia (AFC), com o
auxilio do software Genetix 4.0 (Belkhir et al., 1999) A AFC equivale a analise de
componentes principais (PCA) e por meio de uma andlise exploratoria, busca a melhor
combinagdo linear entre as variaveis avaliadas, locos e alelos, descrevendo a variagéo
existente entre os isolados. A diferenciacdo genética entre as subpopulagdes foi calculada por
meio do theta (0) de Weir e Cokerham (1984) e F¢ de Wright com o auxilio dos softwares

Genetix 4.03 e Fstat 2.9.3. As estimativas de distribui¢do de variagdo genética entre e dentro
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das subpopulacbes foram obtidas por meio da Andlise de Variancia Molecular (AMOVA)
com o software Arlequim 3.5.1 com 1000 randomizagdes (EXCOFFIER; LISCHER, 2010).
As estimativas de frequéncia alélica e diversidade genética de Nei (h) (NEI, 1978)
entre subpopulacdes, bem como entre e dentre peritécios foram calculadas com o Genetix 4.0.
Para se verificar a homogeneidade das frequéncias alélicas foi realizado o teste da razéo de
verossimilhanca (teste G2) por meio do software Genepop 4.1 (ROUSSET, 2008). O indice de
associacdo (IA) e sua medida alternativa ry foram calculados para se verificar a hipdtese de
equilibrio gamético (Ho= populacdo em equilibrio) ou completa panmixia com o auxilio do
programa Multilocus 1.3. com 1000 randomizagdes. Os indices de H’(SHANNON; WIENER,
1949) G (STODDART E TAYLOR, 1988) foram utilizados para estimativa de diversidade
genotipica e suas mensuracGes foram obtidas por meio do software R versdo 3.3.1 (R
Development Core Team, 2016), com 1000 randomizacdes. Em razdo das diferencas
amostrais das subpopula¢des, foi utilizado o método de rarefacdo para estimar a riqueza
genotipica (GRUNWALD et al., 2003). A equitabilidade das subpopulag@es foi obtida por
meio da formula Es=G-1/N;-1. E a fracdo clonal de cada subpopulacdo foi calculada como

descrito em 1 - (nimero de diferentes gen6tipos / nimero total de isolados).

3. Resultados

Todos os 11 locos microssatélites utilizados para a analise de diversidade genética
populacional de C.cacaofunesta foram polimorficos, apresentando uma variacdo de 3
(CfCAA38) a 12 (CFCAA1S5 e CFCAG15) alelos por loco, com média de 6,8 alelos por loco e
amplitude alélica de 104 pb (CfGACAG650) a 429 pb (CFCAT1200). Os locos CfCAG15 e
CfCAAL5 apresentaram o maior polimorfismo, com 12 alelos cada (Tabela 2 ). As
subpopulacBes apresentaram uma alta diversidade genética com um H; total de 0,59, com a
subpopulacdo Baixo Sul apresentando maior diversidade (He=0,66) e 0 Extremo Sul com a
menor (He=0,41).
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Tabela 2: Andlise descritiva do polimorfismos dos 11 locos microssatélites e diversidade
genética das subpopulagdes de Ceratocystis cacaofunesta

Subpopulacdes

. Amostra IIhéus- Extremo Vale do
Loco Arg{)e,lllitgade total Itabuna Sul Jiquirica Baixo Sul
(106) (66) (5) (18) (17)

Na He Na He Na He Na He Na He
CfCAA9 212-304 8 0,31 7 0,33 1 0,00 2 0,22 5 0,63
CfCAA38 153-270 3 0,16 3 0,19 1 0,00 1 0,00 2 043
CfCAAI15 226-366 12 0,74 11 0,63 2 053 6 0,80 8 085
CfCAA80 230-329 4 0,58 4 0,48 2 0,53 3 0,55 3 0,64
CfCAGI15 191-296 12 0,65 6 0,48 2 0,53 4 0,71 3 0,62
CfGACAG60 134-321 4 0,35 4 0,18 2 0,53 2 0,20 2 0,43
CfCAA10 108-129 3 0,38 3 0,46 1 0,00 2 0,44 2 0,51
CfCAT1 176-275 5 0,67 5 0,78 2 0,35 4 0,70 4 0,71
CfCAT3K 240-366 7 0,86 7 0,81 6 0,89 7 0,85 7 0,84
CfCAT1200 266-429 9 0,70 9 0,73 2 057 5 0,64 5 073
CfGACA®650 104-272 8 0,74 6 0,72 2 057 5 0,65 7 082
Total 0,59 0,53 0,41 0,52 0,66

Na= nimero de alelos; He=heterozigosidade esperada. Em negrito os locos que apresentaram maior diversidade
e maior polimorfismo.

A maioria dos locos (92%) apresentou resultado significativo para o teste de
homogeneidade alélica, indicando frequéncias alélicas distintas. De acordo com as
frequéncias alélicas, a subpopulacdo Ilhéus-Itabuna apresentou diferenciacdo em relacdo as
subpopulacdes Vale do Jiquiricd em 50% dos locos e Baixo Sul em 83% dos locos. Para
exemplificar esses resultados as tabelas 3 e 4 mostram 4 dos locos que contribuiram para essa

diferenciagéo.

Tabela 3: Frequéncia alélica dos locos CFCAA15 e CFCAAS80. Resultado estatisticos sobre a
homogeneidade alélica entre os locos nas 4 subpopulacoes.

IIhéus -ltabuna Extremo Sul Vale do Jiquiriga Baixo Sul
IIhéus-1tabuna _ 0,72 0,00** 0,00**
Extremo Sul 0,24 _ 0,01* 0,07
Vale do Jiquirica 0,00** 0,42 _ 0,00**
Baixo Sul 0,00** 0,16 0,35

Na diagonal superior 0 loco CFCAA15 e na inferior o loco CFCAAS8O.
** Significativo a 1%. *Significativo a 5%.
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Tabela 4: Frequéncia alélica dos locos CFGACAG60 e CFCAG15. Resultado estatisticos sobre
a homogeneidade alélica entre os locos nas 4 subpopulagdes.

Ilhéus -Itabuna Extremo Sul Vale do Jiquirica Baixo Sul
llhéus-Itabuna 0,63 0,00** 0,00**
Extremo Sul 0,00** 0,15 0,08
Vale do Jiquiriga 0,01* 0,16 0,01*
Baixo Sul 0,01* 0,00** 0,00*

Na diagonal superior o loco CFCAG15 e na inferior o loco CFGACAG0.
** Significativo a 1%. *Significativo a 5%.

Dos 106 isolados analisados, foram encontrados 105 hapl6tipos na populacéo
analisada. A analise fatorial de correspondéncia mostrou existir indicios de estruturacéo e
isolados coletados na subpopulacdo Ilhéus-Itabuna demonstraram uma tendéncia de separacdo

com a subpopulacédo do vale do Jiquirica e isolados do Baixo Sul (Figura 3).

Analise Fatorial de Correspondéncia da distribuigio de variagdo de
populagdes de C. cacaofunesta
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Figura 3: Gréfico apresentando resultados da Analise Fatorial de Correspondéncia da distribuicdo de variacdo de
populac6es de Ceratocystis cacaofunesta. (FONTE: GENETIX 4.0).

De fato, a estimativa theta st de Weir e Cokerham (1984) suporta esta observacéo

(fst =0,07 com p<0,001), indicando uma moderada estruturagdo (Tabela 2). A variacgéo total

31



entre e dentro das subpopulacgdes foi estimada pela AMOVA, a qual revelou uma maior
variacdo (91,41% com p<0,001) dentro das subpopulagdes do que entre (8,59 com p<0,001).
Na comparacdo entre os pares de subpopulacdes observou-se diferenca significativa apenas
entre a subpopulacdo Ilhéus-Itabuna com o Vale do Jiquirica (fst=0,06 com p<0,001) e a
subpopulacao Ilhéus-Itabuna com a subpopulacéo Baixo Sul (8st=0,08 com p<0,05). O fluxo
génico entre as subpopulagdes foi estimado e seus valores variaram de 2,73 (1lhéus-Itabuna

com Extremo Sul) a 6,13 (Vale do Jiquirica com Baixo Sul).

Tabela 5: Medidas de diferenciacdo genética entre as subpopulacbes de Ceratocysitis
cacaofunesta e nimero de migrantes

Vale do

Subpopulagdes Ilhéus -Itabuna Extremo Sul S Baixo Sul
Jiguirica
IIhéus-Itabuna - 0,09 0,06*** 0,07**
Extremo Sul 2,73 - 0,05 0,07
Vale do Jiquirica 3,99 4,93 - 0,04
Baixo Sul 3,08 3,22 6,13 -

*** Significativo a 1%. **Significativo a 5%. Na diagonal superior estdo as medidas de diferenciacdo genética
entre as subpopulagdes e na diagonal inferior estdo os valores de fluxo génico.

A caracterizacdo da diversidade das subpopulagdes esta descrita na tabela 7. A riqueza
alélica com base no indice H’(Shannon-Wiener) foi maior na subpopulagéo de Ilhéus-Itabuna
(4,17). A riqueza genotipica calculada a partir da curva de rarefacdo para Gs foi 5,0 para todas
as subpopulacbes. A andlise descritiva no que se refere a fracdo clonal corrobora com os
resultados obtidos acerca da riqueza genotipica, variando de 0,00 (Extremo Sul, Vale do
Jiquirica e Baixo Sul) a 0,02 (llhéus-Itabuna), sem haplétipos compartilhados entre as
subpopulacBes. As 4 subpopulacdes apresentaram altos indices de equitabilidade sugerindo
existir uma uniformidade na distribuicdo dos genotipos. Alelos privativos foram encontrados
apenas nas subpopulac@es llhéus-Itabuna e Baixo Sul.

A hipotese nula de recombinacao foi rejeitada para todas as subpopulac@es pelo indice
de associacdo (I) e desequilibrio de ligacdo multilocus (rg), com excecdo da Regido Extremo
Sul onde as medidas de associagdo multilocus nao foram significativas (P >0,01), com valor
de la de 0,52 (Tabela 6).
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Tabela 6: indices de diversidade, equitabilidade, e ndmero de alelos privativos para as
subpopulagdes de Ceratocystis cacaofunesta.

Fracao He e E5 G5 Alelos

Subpopulagdes N g Ma Ia rg

clonal privativos
Ilhéus-Itabuna 66 65 6,2 002 055 417 10 5,0 20 0,05%**  (,09%**
Extremo Sul 5 5 26 0 045 160 1,0 5,0 0 0.52 0,07
Vale do 18 18 1,7 0 055 2,89 1,0 50 0 0,46%**  (,05%**
Jiquirica
Baixo Sul 17 17 21 0 067 283 1,0 50 6 1,13%**  0,10%**
Total 106 105 7,3 001 059 465 10 57 26 0,95*** 0,09%**

N= ndmero de isolados por subpopulacdo. g= nimero de gendtipos por subpopulagdo. Ma=média de alelos por
populagdo. Fragdo clonal= fracdo clonal calculada pela fomula 1-(g/N). He=Diversidade genética de Nei (ou
heterozigosidade), calculado pelo Genetix 4.0. H’=indice de Shannon calculado pela formula Hmax=1n(1/S), em
que S é o nimero total de gendtipos. E5= indice de equitabilidade baseado na razéo entre (G-1/N;-1). Gs= indice
de diversidade genotipica para 0 menor n amostral escalonado para 0 maximo de 5 amostras. I.- Indice de
associacao.

rs= Indice de associacdo multilocus

*** Significativo a 1% de probabilidade.

O teste de mating- type mostrou que 95% dos isolados analisados apresentaram o gene
MAT2 e apenas os isolados Cc48, Cc58, Cc163 e Ccl64 (5%) ndo amplificaram nos testes
realizados. Os resultados sugerem que as maiorias dos isolados apresentam o gene MAT?2

(figura 4), o que significa que esses isolados sejam autoférteis (WITTHUHN et al., 2000).

Pares de
bases (pb)

il 1 000
Cc48 Cc58 — N
i 300
il 100

1000
500
300
100

Figura4: Produtos de PCR em gel de agarose a 3%. DNA ladder de 100 pb. Na imagem aparecem 3 (Cc33,
Cc48, Cc58 e Ccl163) dos isolados que tiveram auséncia de bandas.
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4. Discussao

O nuamero de alelos encontrados por loco (3 a 13) foram proximos aos resultados
obtidos por Engelbrecht et al. (2007) (2 a 10) ao comparar a diversidade genética entre
populacgdes de C. cacaofunesta do Equador, Costa Rica, Colémbia e Brasil. Neste trabalho, 0s
locos mais polimdrficos foram CfCAT9X (13 alelos), CFCAG15 (12 alelos), CFCAA15 (12
alelos), o que diferiu dos resultados do trabalho de Ferreira et al. (2010), no qual para
populacbes de C. cacaofunesta o loco mais polimorfico foi o CFCAA9 (7 alelos), que no
presente estudo apresentou 8 alelos. A variagdo alélica identificada pode estar relacionada a
caracteristicas especificas das populacdes analisadas.

Os indices diversidade genética (H) observados neste estudo foram diferentes dos
achados de Engelbrecht et al. (2007) e semelhantes aos resultados reportado por Ferreira et al.
(2011), em um estudo que envolveu populacdes de uma espécie correlata, C. fimbriata, em
plantacdes de eucalipto em Minas Gerais e algumas regides da Bahia. De acordo com
McDonald (1997) os sistemas agricolas, praticas agrondmicas, diferencas ambientais podem
influenciar na diversidade genética dos fitopatogenos.

No presente estudo, a maior diversidade foi encontrada na subpopulagdo do Baixo
Sul, regido onde as culturas agricolas predominantes sdo o tabaco, citros e a cana-de-agUcar
(PAZ et al., 2016), diferente, por exemplo, da subpopulacdo IlIhéus-Itabuna, na qual a
principal cultura agricola é o cacaueiro. As populacdes de C. cacaofunesta na Bahia
apresentaram uma alta diversidade genética, o que indica que essas populaces sejam nativas
do local e ndo introduzidas como sugerido nos resultados obtidos por Engelbrecht et al.,
(2007).

Os indices de diversidade das subpopulacfes e da populacdo total podem também ser
considerados altos para espécies que se reproduzem por homotalismo (HARRIGNTON et al.,
1998). O tipo de reproducdo ou sistema de acasalamento do fitopatdgeno tem influéncia na
distribuicdo da diversidade genética dentro e entre populacdes, contribuindo com a existéncia
de diferentes graus de diversidade genotipica. Fitopatdgenos que apresentam reproducao
sexuada apresentam uma maior diversidade genotipica quando comparados aos de reproducgéo
assexuada, isso porque, a reproducdo sexual permite a recombinagéo de alelos (McDONALD;
LINDE, 2002). O tipo de reproducdo pode facilitar a ocorréncia de mudancas evolutivas
rapidas e a adaptacdo de fungos ao ambiente (GLADIEUX, 2015) e apesar do homotalismo

limitar a diversidade, nessa via de reproducdo ainda ocorre recombinacdo. No presente estudo

34



as frequéncias de ambos os mating-types sugerem uma baixa ocorréncia de recombinacéo,
visto que, a segregacdo desses genes tem sido observada nas espécies de Ceratocystis a uma
proporcéo de 1:1 (WITTHUHN et al., 2000). Os resultados obtidos nos testes de mating-type
também sugerem que os isolados analisados onde foi detectada a auséncia do gene MAT?2,
pode ter havido a delecdo dessa regido. Witthuhn et al. (2000) sustentam que nas espécies de
Ceratocystis que sdo homotalicas, a autofecundacéo resulta em progénies com ascosporos que
se comportam como autoférteis (MAT2) e outros como autoestéreis (MAT1). Pois, durante o
acasalamento ha uma aparente delecdo do gene mating-type MAT2 e as progénies se
comportardo como MAT1, sendo essa mudanca de expressdo irreversivel e possivel apenas
para as linhagens MAT2, por isso chamada de troca unidirecional de mating-type.

A alta diversidade genética observada nas subpopulacdes de C. cacaofunesta pode
estar relacionada também a mutacbes (WHITLLE et al., 2011), uma vez que eventos de
mutacdo levam a mudancgas em sequéncias génicas e geram novos alelos e populagdes com
mais alelos apresentardo uma maior diversidade genética (McDONALD, 2004). Neste estudo
ndo foram realizados experimentos voltados para investigar as taxas de mutacfes existentes
na espéecie, mas essa hipotese pode ser valida. De acordo com D’avila et al., (2016) as
mutacdes se caracterizam como uma das principais fontes de variacdo genética em fungos,
principalmente em populagdes com altos indices de endogamia ou nos casos de espécies com
reproducéo clonal.

A populacdo de C. cacaofunesta na Bahia mostrou uma moderada estruturacdo
(6s7=0.07). Engelbrecht et al. (2007) analisara a diferenciagdo entre as populacbes de
C.cacaofunesta encontradas na Bahia com as populac6es do Equador, Costa Rica, Colémbia e
Rondbnia, e sugeriram que as populacdes baianas se diferenciava das demais e apresentava
caracteristicas de populacfes introduzidas. Todavia, os resultados encontrados neste estudo,
apesar de apontarem para uma moderada estruturacdo genética, mostraram alta diversidade o
que contrapBe a hipétese de introducdo. Foi observada diferenciacdo genética entre as
subpopulacdes Baixo Sul e Vale do Jiquirica com a subpopulacdo Ilhéus-Itabuna. Uma das
hipoteses para essa diferenciacdo é que as regides localizadas no Vale do Jiquirica e no Baixo
Sul apesar de diferirem nos tipos de culturas agricolas, essas possuem caracteristicas relativas
a macro e micro clima, solo, mais semelhantes entre si. A analise de variancia molecular
(AMOVA) mostrou que a diferenciacdo genética ocorreu principalmente dentro das
populacdes (92.26%) e que entre as subpopulacdes, ocorreu menor variagdo (7,74%). Os

resultados obtidos neste estudo trazem uma importante contribui¢éo ao evidenciar que o nivel
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de diversidade genética foi alto, quando comparado aos observados por Engelbrecht et al.
(2007) que sinalizavam pouca diversidade da espécie na Bahia. A diversidade encontrada nas
populacdes atuais de C. cacaofunesta na Bahia possivelmente pode estar relacionada as
caracteristicas tanto da espécie como proprias do local e sdo condizentes com populacdes
nativas.

Os valores de indice de associacdo detectados foram condizentes com os observados
em outros estudos realizados com C. cacaofunesta (ENGELBRECHT et al., 2007) e com
outras espécies do género (Ferreira et al., 2010). O alto indice de associacdo apresentado tanto
entre as subpopulagdes como na populacdo total, demostram desequilibrio gamético e
sugerem que a reproducdo ocorre principalmente via autofecundacdo (FERREIRA et al.,
2010) e, portanto, a hipoOtese de acasalamento aleatorio foi rejeitada. A deriva genética ou
subdivisdo da populacéo, o fluxo génico e a selecdo sdo alguns dos fatores que favorecem ao
desequilibrio gamético (BURGER; AKERMAN, 2011). Uma das possibilidades para explicar
0 desequilibrio gamético observado nas subpopulagdes analisadas, pode ser a existéncia de
fluxo génico. Mesmo nédo sendo observado o compartilhamento de gendtipos, observou-se o
compartilhamento de alelos entre as 4 subpopulacdes.

Apesar dos indices de associacdo sugerirem baixa frequéncia de recombinacdo, foi
verificado um alto nimero de gendtipos distintos na populacdo. McDonald e Linde (2002)
sustentam que a diversidade genotipica diz respeito a frequéncia de gendtipos multilocus ou
gendtipos distintos presentes em uma populacdo, estando essa sob a influéncia de eventos de
selecdo, mutacdo e sistemas de acasalamento. Segundo Lehner (2011) em situacGes em que
ha auséncia de forte pressdo seletiva € comum se observar um alto nimero de genotipos, 0s
quais aparecem em baixa frequéncia na populacdo. Neste estudo, mesmo diante de um
elevado numero de diferentes gendtipos, a analise multilocus mostrou similaridade dos
isolados e, portanto, a riqueza genotipica observada pode estar relacionada eventos de
mutacdo pontuais combinados a eventos de recombinacdo, que mesmo em baixa frequéncia
ocorrem. Sob o ponto de vista da mutacdo, essa variacdo genotipica pode ser esperada,
especialmente pela sensibilidade da técnica utilizada, visto que regides microssatélites sdo
instaveis e podem mutar a uma taxa entre 10° e 10° por célula (GEMAYEL et al., 2012;
VIEIRA et al., 2016).

Foi testada a hipotese nula de que as populacGes de C. cacaofunesta no Sul da Bahia
apresentam pouca diversidade genética. Os resultados obtidos forneceram evidéncias de alta

diversidade genética nas populagbes analisadas, como também da existéncia de uma
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estruturacdo moderada na populacdo total, com uma tendéncia de separacdo entre a
subpopulacao llhéus-Itabuna com o Vale do Jiquirica e Baixo Sul, rejeitando assim a hipétese
nula.

A diversidade exibida por um fitopatdgeno e o padrdo de distribuicdo desta
diversidade, tem implicacdo nas préaticas de manejo de doengas, tanto em nivel de selecdo de
fontes mais resistentes, como na adocéo de medidas fitossanitarias (McDONALD, 2015). Os
resultados deste estudo possuem relevancia para o delineamento de estratégias de controle da
Murcha de Ceratocystis. Entre as possibilidades de controle esta a ado¢do de um manejo
integrado que inclua, melhoramento genético, praticas fitossanitarias a nivel local e medidas

quarentendrias a nivel regional, no sentido de se reduzir o movimento do patégeno.
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CONCLUSOES GERAIS

v' Diferenca significativa entre os protocolos de extracdo X meio de cultivo, sendo que o
protocolo SDS em interagdo com o meio de cultivo malte apresentou melhores
resultados em relacdo a concentracdo de DNA obtida e qualidade da amostra de

acordo com as razdes de absorbancia Asgo/2s0 € Azso230-

v A populacgdo apresentou alta diversidade, o que é compativel com populagdes nativas.
O que sugere que as subpopulacfes estudadas sdo nativas do Sul da Bahia. A maior

diversidade foi exibida pela subpopulacdo do Baixo Sul e a menor no Extremo Sul.
v A populagdo de C. cacaofunesta na Bahia apresenta baixa estrutura¢do, havendo uma

maior diferenciacdo dentro das subpopulacdes do que entre. Houve diferenciacdo

apenas entre as subpopulac6es Baixo Sul e Vale do Jiquiricd com Ilhéus-Itabuna.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 2: Quantificacdo das amostras de DNA obtidas com os meios SDS, MATAB e SDS
em associa¢do com os meios de cultivo malte e mineral.

Protocolo Meio de Cultura Aocozs0 Aoeoi230 Concentracdo de DNA em ng
CTAB Mineral 2,50 1,58 228,8
CTAB Mineral 2,54 1,41 218,6
CTAB Mineral 2,49 1,39 252,8
CTAB Mineral 2,32 1,71 119
CTAB Mineral 2,47 1,62 209
CTAB Mineral 2,49 1,29 169,4
CTAB Mineral 2,41 1,52 199,6
CTAB Mineral 2,38 1,34 211
CTAB Mineral 2,54 1,75 143,6
CTAB Mineral 2,48 1,70 217
CTAB Mineral 2,31 1,70 120,2
CTAB Mineral 2,39 1,56 246,2
CTAB Mineral 2,52 1,31 1958
CTAB Mineral 2,47 1,53 160,4
CTAB Mineral 2,50 1,31 105,8
CTAB Malte 2,38 1,72 198,2
CTAB Malte 2,37 1,49 142,6
CTAB Malte 2,35 1,68 188,8
CTAB Malte 2,33 1,51 156,2
CTAB Malte 2,26 1,33 138,4
CTAB Malte 2,45 1,74 104
CTAB Malte 2,44 1,44 105,2
CTAB Malte 2,43 1,52 112,8
CTAB Malte 2,40 1,29 240,2
CTAB Malte 2,37 1,69 293,2
CTAB Malte 2,43 1,34 180,8
CTAB Malte 2,37 1,43 103
CTAB Malte 2,36 1,54 342,2
CTAB Malte 2,53 1,34 294
CTAB Malte 1,82 1,54 396

SDS Malte 1,81 1,99 532,8
SDS Malte 1,86 2,01 539

SDS Malte 1,77 1,86 635,4
SDS Malte 1,80 1,99 463,2
SDS Malte 1,80 2,01 515,4
SDS Malte 1,81 2,05 523

SDS Malte 1,80 1,99 528,6
SDS Malte 1,79 1,95 462,2
SDS Malte 1,82 2,02 403,2
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Protocolo Meio de Cultura Aseorso Aoso30 Concentracdo de DNA em ng

SDS Malte 1,83 2,00 470,8
SDS Malte 1,82 1,98 568
SDS Malte 1,78 2,00 470,8
SDS Malte 1,83 2,00 524,8
SDS Malte 1,85 1,94 410,8
SDS Malte 1,90 1,98 556
SDS Mineral 2,45 1,88 288,4
SDS Mineral 2,30 1,98 345,6
SDS Mineral 1,97 1,90 471,6
SDS Mineral 2,43 1,82 469,4
SDS Mineral 2,00 1,81 388,6
SDS Mineral 1,73 2,02 450,6
SDS Mineral 2,07 1,83 522
SDS Mineral 1,96 1,84 469,8
SDS Mineral 2,07 2,53 503,6
SDS Mineral 2,05 2,35 228,6
SDS Mineral 2,35 2,34 237,6
SDS Mineral 2,20 1,32 237,2
SDS Mineral 2,43 2,01 311,2
SDS Mineral 2,16 2,01 330,8
SDS Mineral 2,03 2,33 366,4
MATAB Mineral 2,39 1,51 205,6
MATAB Mineral 2,46 2,28 131,2
MATAB Mineral 2,55 1,38 189,6
MATAB Mineral 2,52 1,54 101
MATAB Mineral 2,55 1,49 100,2
MATAB Mineral 2,43 2,20 108,6
MATAB Mineral 2,48 2,04 104,6
MATAB Mineral 2,55 2,18 104,4
MATAB Mineral 2,37 2,05 203,6
MATAB Mineral 2,44 2,54 213,6
MATAB Mineral 2,63 2,00 211,6
MATAB Mineral 2,15 1,36 246
MATAB Mineral 2,26 1,45 233
MATAB Mineral 2,51 1,55 239,8
MATAB Mineral 2,45 2,00 266,2
MATAB Malte 2,48 2,03 298,2
MATAB Malte 2,43 1,99 226,4
MATAB Malte 2,39 2,07 221,4
MATAB Malte 2,48 1,82 228,6
MATAB Malte 2,44 1,84 237,6
MATAB Malte 2,51 1,99 137,2
MATAB Malte 2,64 1,97 197,8
MATAB Malte 2,21 2,02 195,6
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Protocolo Meio de Cultura Asois0 Assoi230 Concentracédo de DNA em ng

MATAB Malte 2,32 2,00 113,6
MATAB Malte 2,54 2,00 112,8
MATAB Malte 2,33 2,05 202,4
MATAB Malte 2,42 1,99 304,8
MATAB Malte 2,37 2,02 346,2
MATAB Malte 2,36 2,04 395,8
MATAB Malte 2,53 2,08 360,4
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