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EXTRATO

Pimenta, Lucas Veiga Ayres. Monografia do curso de graduagdo em Engenharia
Florestal. Universidade Federal de Vicosa, Setembro de 2014.Diversidade genética
de Ceratocystis fimbriata em Eucalyptus spp. no sul da Bahia. Orientador: Acelino
Couto Alfenas. Co-orientadores: Lucio Mauro da Silva Guimaraes eLeonardo Sarno
Soares Oliveira.

A murcha-de-ceratocystis causada pelo fungo Ceratocystis fimbriataem eucalipto &,
atualmente, uma das mais importantes doencas que ocorre na cultura do eucalipto. Seu
controle € realizado mediante o plantio de plantas resistentes. Embora a selecdo de
genotipos resistentesseja eficiente para o controle da doenca, recentes estudos tem
revelado uma alta variabilidade genética e patogénica nas populacdes de isolados de C.
fimbriata, o que pode comprometer a correta selecdo de materiais resistentes. Assim, o
presente estudo teve como objetivo determinar a diversidade genética de isolados de C.
fimbriata obtidos de Eucalyptus spp. na regido do sul da Bahia, Brasil, por meio de
marcadores microssatélites. Dos 36 isolados obtidos, 31 foram distribuidos em quatro
diferentes populactes, que foram divididas de acordo com os municipios da obtencédo
dos isolados. Os cinco isolados pertencentes aos municipios que ndo conseguiram gerar
uma populacdo, foram utilizados somente nas andlises de individuos. Dos 13
marcadores SSR utilizados sete marcadores foram polimorficos para os isolados

estudados, obtendo25 gendtipos dentre os 36 isolados. Uma baixa movimentacéo dos



genotipos foi observada entre as populacdes estudadas. Altos valores de diversidade
génica de Nei (H) e diversidade genotipica (G) foram observados, principalmente, nas
populacdes de Porto Seguro e Canavieiras. Esses altos valores de diversidade génica e
genotipica nas populagdes de C. fimbriata em Eucalyptus no sul da Bahia indica que o
fungo é nativo desta regido.A analise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que a
principal fonte de variagdo ocorre dentro de populagbes, o que indica a existéncia de

baixo fluxo génico.



ABSTRACT

Pimenta, Lucas Veiga Ayres. Monograph of course Forest Engineering. Universidade
Federal de Vicosa, September, 2014. Genetic variability ofCeratocystis
fimbriataonEucalyptusspp. in southern Bahia. Advisor: Acelino Couto Alfenas. Co-
advisers: Lucio Mauro da Silva Guimaraes, Leonardo Sarno Soares Oliveira.

Currently, Ceratocystis wilt caused byCeratocystis fimbriata is one of the most
important diseases in Eucalyptus. The main strategy for controlling the disease is
done by planting of resistant genotypes. Although the selection of
resistantEucalyptusis effective, recent studies have revealed a high pathogenic
variability among isolates ofC. fimbriata. Thus, the present study aimed to
determine the genetic diversity of C. fimbriata isolates obtained from Eucalyptus
in Southern Bahia, Brazil. Samples were collected in two different regions from
four Eucalyptus clones. Samples were collected from plants exhibiting typical
symptoms of the disease such as wilting and xylem discoloration and then sent to
the Forest Pathology Lab at UFV for isolation of the fungus using carrot baits. A
total of thirty six isolates were obtained and distributed into four different
populations. The DNA was extracted from all isolates and subsequently submitted
to PCR wusing 13 microsatellites markers. Seven microsatellite loci were
polymorphic, and high values of Nei's gene diversity (H) and genotypic diversity
(G) was observed in populations from Porto Seguro and Canavieiras. These high



values of gene and genotypic diversity of populations of C. fimbriataon Eucalyptus
in southern Bahia indicate that the fungus is native to this region. The analysis of
molecular variance (AMOVA) showed that the main source of variation occurs within

populations, and indicate that low gene flow is occurring.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Histdria e importéncia do eucalipto no Brasil

O Eucalyptusspp. é nativo da Austrélia e ocupa cerca de 80% do territdrio
florestal australiano, onde sdo encontradas mais de 700 espécies do género (ASFM,
2007). No Brasil, o seu cultivocomercial iniciou em 1904, por Edmundo Navarro de
Andrade, para atenderademanda de dormentes para as ferrovias da Companhia Paulista
de Estradas de Ferro do Estado de S&o Paulo (BRACELPA, 2014).

Até 1965, haviam sido plantados, aproximadamente, 470.000 ha de eucalipto em
todo Brasil, e, em torno de 80% do plantio, situava-se no estado de Sdo Paulo. Entre
1966 e 1986, ultimo ano vigente da lei dos incentivos fiscais, foram plantados 3,2
milhdes de hectares de Eucalyptus spp. (Pereira et al., 2000). Contudo, mesmo depois
da abolicdo dos incentivos fiscais, a implantacdo de eucalipto no Brasil continuou
crescente,devido a boa adaptacao do eucalipto a diversas regides do territdrio brasileiro;
crescimento relativamente rdpido e alta capacidade de rebrota permitindo sua
exploracdo por talhadia em relagdo a outras esséncias florestais; por apresentar um facil
manejo tecnoldgico e silvicultural (Ferreira et al., 2006); e porque a tecnologia
desenvolvida no cultivo do eucalipto esta fortalecida e completamente absorvida pelas
industrias florestais (Pereira et al, 2000). Além disso, a madeira do eucalipto apresenta
caracteristicas fisicas e mecanicas favoraveis ao desenvolvimento de diversos produtos,

tais como: carvéo, celulose e papel, produtos serrados, laminados, moirdes, dormentes,



dentre outros(Valverde, 2009)o que fortalece a preferéncia pela utilizacdo das espécies
do género Eucalyptus.

A receita bruta do setor florestal brasileiro de 2013,girou em torno de 60 bilhdes
de reais, correspondente a6% PIB do pais e gerou cerca de 5 milhdes de empregos
diretos e indiretos, ou seja, aproximadamente 5% da populagdo brasileira
economicamente ativa (ABRAF, 2013). Ha, atualmente, no Brasil 7,2 milhdes de
hectares de plantacbes florestais, sendo 5 milhdes de hectaressomente de
eucalipto(ABRAF, 2013).

1.2 Murcha-de-ceratocystis

Com a crescente expansédo da cultura do eucalipto, doencas causadas por fungos
e bactérias tem ocorrido com mais frequéncia, ocasionando perdas econémicas
importantes. Dentre as principais doencas destaca-se quanto aos prejuizos que podem
ocasionar a ferrugem, causada pelo fungo Puccinia psidii, a murcha-de-ceratocystis,
causada por Ceratocystis fimbriata, a mancha-de-pteridis, causada por Calonectria
pteridis; além de duas doencas de origem bacteriana, a murcha-de-ralstonia e a murcha
e seca-de-ponteiros, causadas respectivamente por Ralstonia solanacearum e Erwinia
psidii (Alfenas et al., 2009). Das doengas citadas acima, a murcha-de-ceratocystis tem
sido considerada por muitos como a doencga que pode se tornar limitante para a cultura.

1.2.1 Importancia da murcha-de-ceratocytis

Ceratocystis fimbriata foi relatado causando doenca em eucalipto no final da
década de 1990 no estado da Bahia (Brasil) (Ferreira et al., 1999), embora o fungo ja
tenha sido identificado desde a década de 1960, causando doenca em mangueira
(Mangifera indica) (Batista, 1960).Ap0s o relato da doenca no Brasil, C. fimbriatafoi
identificado em Eucalyptus spp.na Republica do Congo (Roux et al., 2000), em Uganda
(Roux et al., 2001), no Uruguai (Barnes et al., 2003b), na Africa do Sul (Roux et al.,
2004). Em materiais suscetiveis, a doenca pode reduzir 87% do crescimento
volumetrico e 13,7% do rendimento em celulose, além de inviabilizar o uso damadeira

para a serraria(Maffia et al 2013).



Ceratocystis fimbriata tem grande relevancia na area da Patologia Florestal

porter uma ampla dispersdo geogréfica, variada gama de hospedeiros (Tabela 1) e

causar perdas significativas aos hospedeiros (Alfenas et al., 2009).

Tabela 1 — Gama de hospedeiros e distribuicdo de Ceratocystis fimbriata s.l., em

culturas agrondmicas e florestais no Brasil

Plantas Familia Estado Referéncia
hospedeiras
Acaciadecurrens  Leguminosae SP Ribeiro et al., 1988
Acaciamearsnii Leguminosae RS Santos e Ferreira, 2003.
Annona squamosa Annonaceae RJ Silveira et al., 2006.
Cajanus indicus Leguminosae SP Viégas, 1944.
Cassia renigera Leguminosae SP Ribeiro et al., 84; 1987.
Cassia fistula Leguminosae SP Galli, 1958.
Colocasia SP Harrington et al., 2005.
esculenta
Crotalaria juncea Leguminosae SP/IMG/CE  Costa e Krug 1935, Chardon et al.,
/PE/DF 1940; Viégas, 1944, Batista, 1947,
1960; Melo Filho et al., 2002.
Crotalaria Leguminosae SP Viegas, 1944.
expectabilis
Crotalaria retusa  Leguminosae SP Galli, 1958.
Daucus carota RJ Carvalho e Carmo, 2003.
Eucalyptus Mirtaceae BA/MS/MG/ Ferreira, et al., 1999; Ferreira, 2005;
SP/MAJ/ES  Alfenas et al., 2004.
Ficus carica Moraceae SP Figueiredo e Pinheiro, 1969; Valarini
e Tokeshi, 1980.
Gmelina arbérea  Verbenaceae PA/SP Muchovej et al., 1978; Ribeiro, 1982.
Hevea brasiliensis  Euphorbiaceae PA/SP Albuquerque et al. 1972; Silveira et
al., 1986; 1994,
Lactuca sativa Chiocoriaceae RR Halfeld-Vieira e Nechet, 2006.
Mangifera indica  Anacadiaceae = SP/PE/BA/RJ/ Arruda, 1940; Viegas, 1960; Batista,
MG/CE/PI  1960; Lima et al., 2000; Silveira et al.,
2006; Rossetto e Ribeiro, 2001.
Nicotiana Solanaceae SP Viégas, 1944,
tabacum
Persea americana Lauraceae PE Mariano e Menezes, 1989.
Ricinus communis  Euphorbiaceae SP Viégas, 1944.
Spathodea Bignoniaceae PE Mariano e Menezes, 1989.

campanulata

Além da Bahia, onde foi relatado inicialmente, C. fimbriata ja foi relatado em

plantios de eucalipto nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Maranh&o, Para, Mato



Grosso do Sul e Alagoas, afetando, aproximadamente, 15 diferentes clones comerciais
(Alfenas et al., 2009; Oliveira, 2010). Acredita-se, porém, que atualmente, a doenca
afete um ndmero maior de clones. Em torno de 75% dos clones, inoculados no
Laboratorio de Patologia Florestal da UFV e na Clonar Resisténcia a Doencas

Florestais, sdo suscetiveis a esta enfermidade (Alfenas, A. C. informacéo pessoal 2014).

1.2.3. Sintomatologia

A murcha-de-ceratocystis € considerada uma doenca vascular. O patégeno
progride no interior do lenho do eucalipto, com infec¢Ges iniciadas a partir das
raizes,atingindo depois o colo e tronco, via parénquima medular, de onde, em diversas
alturas, surgem estrias escuras.Estas progridem, pelo parénquima radial, matando uma
porcdo de cambio vascular, de floema e de feloderme (Ferreira et al., 2006). Dessa
progressdo vascular do patégeno de forma ascendente e radial, resulta uma leséo
longitudinal externa ao tronco, continua ou descontinua, marrom-avermelhada, coriacea,
que passa a sulcada e, posteriormente, a cancro longitudinal, com seus calos longilineos
nas duas laterais (Figural) (Ferreira et al., 2006). As plantas infectadas geralmente
murcham, porém suas folhas tendem a permanecer presas aos ramos, dando origem a
brotacGes epicdrmicas ao longo do fuste, devido as decorrentes alteragdes hormonais.
Outros sintomas pela doenca sdo “die-back™, cancro, morte de ponteiros, 0 que pode
levar a morte da planta (Alfenas et al., 2009). Cortes perpendiculares ao eixo principal
das arvores afetadas evidenciam a descoloracéo radial, o que é sintoma tipico da doenga
(Figura 2)(Alfenas et al., 2009). As lesbes longitudinais sdo continuas ou descontinuas,
negras a arroxeadas. A inativacdo de xilema em raizes, colo e em diferentes alturas do
tronco ou galho da-se pelo adensamento das estrias radiais escuras no lenho (Ferreira et
al., 2006), o que leva a reducdo do didametro de elementos condutores. Essa redugdo
pode ser influenciada por diferentes fatores, incluindo a prdpria presenca de estruturas
do patégeno, seus metabolitos, enzimas extracelulares ou, ainda,pela formacdo de

substancias como gomas e tiloses (Aguirreolea et al., 1995; Pascual et al., 2010).
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Fonte: (Ferreira et al., 1997). Figural- Desenho esquematico do externamento de
lesbes longitudinais causadas por Ceratocystis fimbriata em Eucalyptus grandis e

respectivas seccdes transversais

Fonte: (Alfenas al., 2009).
Figura2 — Sintomas causados por Ceratocystis fimbriata em eucalipto:A -

Escurecimento dos vasos do xilema. B - Planta murcha.



1.2.4. Disseminacao

Sabe-se que a disseminacdo deC. fimbriata ocorre por meio de suas estruturas
fangicas, como micelio, conidios, aleuroconidios ou ascésporos. Os aleuroconidios
constituem, provavelmente, a unidade de sobrevivéncia mais eficiente, devido a sua
parede celular compacta, o que facilita, também, a sobrevivéncia no solo (Accordi,
1989). O patdgeno produz um odor frutado e forte, o que é uma adaptacdo favorecedora
da sua dispersdo por insetos, que sdo atraidos para as plantas doentes e podem ficar
cobertos por estruturas do fungo (Teviotdale & Harper, 1991). Coleobrocas daFamilia
Scolytidae, pertencente aos géneros Xyleborus e Hypocryphalus, foram identificadas,
envolvidas na dispersdo e disseminacdo do fungo em Populus (Hinds, 1972), Prunus
(Moller et al., 1969) e em M. indica (Viégas, 1960; Ribeiro, 1980; Yamashiro &
Myazaki, 1985). Sugere-se que o0s insetos coleobrocas adquirem o indculo de C.
fimbriata e contribuem para a dispersdo em plantas suscetiveis. Além disso, 0s esporos
de C. fimbriata também podem ser carregados sobre os corpos de besouros Ambrosia e
podem sobreviver ao passarem pelo intestino do inseto (Iton, 1960; Crone, 1963). As
coleobrocas ainda perfuram o lenho das arvores infectadas, produzindo galerias e
expulsando serragem (Goitia & Rosales, 2001), e este material infectado contém
estruturas infectivas que podem ser disseminadas pelo vento (Iton, 1960). A maioria das
coleobrocas pertencem aos géneros Xyleborus e Hypocryphalus (Goitia & Rosales,
2001; Wingfield& Robinson, 2004).

Foi constatada, também, a infecdo por C. fimbriata em Ipomoea, através de
ferimentos feitos por insetos e roedores. Em eucalipto, porém, de acordo com Ferreira et
al. (2006), foram observadas perfuragdes, ocasionadas por insetos, somente em lesdes
mais velhas, sendo essa associacdo interpretada como ndo precursora da doenca.
Contudo, quando os insetos saem das galerias de lenho infectado, eles podem transmitir
endoconidios e clamiddsporos do patdgeno para outras plantas lenhosas, que estiverem
com o xilema alterado por fator abidtico ou bidtico (Sinclair et al., 1987; Baker &
Harrington, 2004).

Um dos métodos mais efetivos de disseminacdo da doenca é por meio de

material propagativo infectado. Sabe-se que o fungo tem sido disseminado para novos



paises e regides por estacas de Populus sp., Theobroma sp., Eucalyptus spp. e
Syngonium sp., e, por raizes de Ipomoea sp (Bakeret al., 2003). Existem evidéncias de
que a introducdo, na Europa, deC. fimbriata f. platani, que em Platanus, tenha ocorrido
devido a entrada de embalagens contaminadas com o indculo do fungo, enviadas da
América do Norte para a Europa, na época da Segunda Guerra Mundial (Panconesi, 1981,
1999).Isto ocasionou danos significativos aos individuosde Platanus no sul da Europa,
sendo listada como praga quarentenaria A2 (OEPP/EPPQO, 1986). No campo, ferimentos de
poda constituem portas de entrada para C. fimbriata, ja que o fungo pode ser transmitido
por facdo ou por outras ferramentas (Walter, 1946; Walter et al., 1952; Teviotdale &
Harper, 1991). Alfenas et al. (2006) comprovaram que € possivel a transmissdo do patégeno
durante o corte com motosserra, demonstrando, assim, o risco de conducdo de brotacdes, a

partir de plantios sabidamente infectados pela doenca.

1.2.5. Controle e prevencao da murcha-de-ceratocystis

Em Platanus sp. (Walter, 1946; Walter et al., 1952) e em Prunus sp. (Teviotdale e
Harper, 1991), a desinfestacdo,com solucdo de hipoclorito de s6dioa 2% em &gua,das
ferramentas de poda, auxilia no controle da doenca. No caso do eucalipto, em funcéo da sua
grande escala, essas medidas podem e devem ser adaptadas. Sendo assim, recomenda-se
que a colheita, bem como todos os tratos culturais, seja realizada, primeiramente, em areas
sem a doenca e, somente depois, nas areas sabidamente infectadas. Além disso, recomenda-
se a desinfestacdo de ferramentas e equipamentos, apds a utilizacdo, em areas com a
doenca. Recomenda-se, em relagdo as mudas para plantio, eliminar qualquer material
propagativo infectado e comprovar a sanidade das cepas ou minicepas utilizadas para a
producdo de propagulos vegetativos.

O controle quimico, também, tem sido utilizado em alguns casos especificos,
como em seringueira (Chee, 1970; Albuquerque, 1972; Silveira et al., 1985). Todavia,
para o eucalipto, ndo se recomenda controle quimico devido a natureza vascular das
lesGes.

A existéncia da variabilidade genética inter e intraespecifica para a resisténcia a
murcha-de-ceratocystis em eucalipto faz com que a selecdo de genotipos resistentes seja

a melhor estratégia de controle da doenca (Zauza et al., 2004; Fonseca et al., 2010).



Além do eucalipto, a utilizacdo de genotipos resistentes no plantio tem sido um método
de controle eficiente para mangueira (M. indica)(Ribeiro et al., 1984; Ribeiro et al.,
1986; Ribeiro et al., 1995; Rossetto et al., 1997);Ipomoea (Martin, 1954) eCrotalaria
(Ribeiro et al., 1977).Sabe-se, no entanto, que com o tempo a resisténcia pode ser
suplantada, semelhante ao ocorrido no Equador, em 1957, onde mais de 40.000

cacaueiros morreram em uma unica plantag&o.

1.3. Marcadores Moleculares

1.3.1. Técnicas moleculares utilizadas para o estudo de estrutura genética

Os marcadores moleculares sdo qualquer fenotipo molecular, proveniente de um
gene expresso (isoenzima) ou de um segmento especifico de DNA, que correspondem a
regides expressas ou ndo do genoma (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores tém sido utilizados, em analises genéticas, para varias
finalidades, como: identificacdo de clones, linhagens, hibridos, cultivares; em teste de
paternidade; em estimativa de diversidade, taxa de cruzamento, parentesco e na
construcdo de mapas genéticos (Buso et al., 2003).

Os marcadores moleculares mais comumente utilizados para estudos de estrutura
genética de populacdes sdo o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), o
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), o AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms), SSR (Simple Sequence Repeats) (Baker et al., 2003; De Beer et al.,
2006). Atualmente, os microssatélites, desenvolvidos por Steimel et al. (2004),sd0 0s

marcadores mais usados nos estudos de diversidade genética de C. fimbriata.

1.3.2. Marcadores microssatélites



Microssatélites ou sequéncias simples repetidas (simple sequence repeats; SSRs)
sdo marcadores moleculares codominantes, relativamente abundantes em fitopatdgenos
eucariotos e estdo distribuidos por todo genoma (Weising et al., 1995), apresentam
variaces de comprimento entre os alelos (Hancock, 1999; Schlotterer & Wiehe, 1999).
As regides microssatélites consistem de unidades mono, di, tri, tetra ou
pentanucleotidica repetidas ao acaso, dispersas por todo o genoma (Hamada et al.,
1982). Os microssatélites sdo classificados de acordo com a composicao das sequéncias
repetidas: (a) repeticdes perfeitas, quando ndo apresentam interrupcdo, por exemplo:
CACACACACACACA,; (b) repeticdes imperfeitas, quando séo interrompidas por bases
que ndo correspondem ao padrdo, por exemplo: CACACACATCACACA; (c)
repeticdes compostas, quando duas ou mais classes de repeticbes de microssatélites
estdo dispostas de forma adjacente, por exemplo: CACACACACAGTGTGTGTGT
(Borém & Caixeta, 2006).

S&o necessarios, no minimo, oito nucleotideos repetidos em tandem (Chamber &
Macavoy, 2000), para se iniciar um processo de origem de uma regido de microssatélite.
Estudos tém apontado, como o principal mecanismo de formacdo e amplificacdo de
SSR, o slippage ou deslizamento da polimerase. Acredita-se que, durante a replicagdo
de uma regido repetitiva, as fitas de DNA separam-se e se unem, novamente, de forma
incorreta. Isto geraria copias de trechos de DNA com diferentes tamanhos ou nimeros
de repeti¢bes no proximo ciclo de replicacdo, por meio da insercdo ou delecdo de uma
unidade de repeticdo (Schlotterer & Tautz, 1992; Fields & Wills, 1996).0 grande valor
desta classe de marcadores moleculares reside em sua natureza multialélica e em sua
transmissdo co-dominante; por ser de facil deteccdo por PCR; ser de relativa
abundancia; ter extensiva cobertura do genoma; por necessitar de quantidade minima de
DNA para andlise genética (Johansson et al., 1992); ter alta reprodutibilidade e
polimorfismo; e, ser uma técnica simples de ser realizada e de baixo custo (Borém &
Caixeta, 2006).

Os microssatélites permitem analisar, com eficiéncia, a estrutura genética das
populacbes por apresentarem um conteudo informativo por locus génico maior do que
outros marcadores moleculares. Permitem observar diferencas genéticas em populagdes
separadas por poucos quildmetros (Costa-Ribeiro et al., 2006), ou ainda, analisar a

mesma populagdo, em momentos temporais distintos (Lehmann et al., 2003). Segundo



Hanski & Gilpin (1997), a detec¢do da variabilidade genética, em nivel intra-especifico
ao longo de gradientes geograficos e, ou temporais, é capaz de fornecer dados

suficientes para estimar se uma populacao esta em extin¢do, expansdo ou em equilibrio.

2. INTRODUCAO



O eucalipto (Eucalyptusspp.) é a principal espécie florestal cultivado no Brasil.
Ocupa, atualmente, mais de 5 milhdes de hectares (ABRAF, 2013). Possui grande
importancia comercial e estratégica, por tratar-se de matéria-prima destinavel a
diversossegmentos econdmicos importantes, como: celulose e papel, siderurgia de
carvao vegetal, painéis de madeira, produtos sélidos de madeira, entre outros (ABRAF,
2013). A larga utilizacdo das espécies do género Eucalyptusnas plantacGes florestais do
pais decorre de sua boa adaptacdo nas diferentes regibes do seu territdrio; do seu
crescimento relativamente rapido, comparado a de outras esséncias florestais (Ferreira
et al., 2006);de seu facil manejo tecnoldgico e silvicultural (Alfenas et al., 2004).

A grande expansdo da cultura do eucalipto nas ultimas décadas no Brasil levou
ao surgimento de doencas que se encontravam endémicas em determinadas regides ou
foram introduzidas. Dentre as doencas da eucaliptocultura a murcha-de-ceratocystis é
considerada como uma das mais importantes, devido a ampla dispersdo geografica do
patdgeno, a variada gama de hospedeiros e por causar perdas significativas na cultura
(Alfenas et al., 2009).

A murcha-de-ceratocystis em eucalipto foiconstatada, pela primeira vez no
Brasil,em 1997, no sul da Bahia (Ferreira et al., 1999). Hoje, porém, ha relatos da
ocorréncia desta doenca nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Maranhdo, Mato
Grosso do Sul, Alagoas e Espirito Santo (Acelino et al., 2009). Entre os sintomas
causados por esta doenca, pode-se citar o cancro, escurecimento radial do lenho, a partir
da medula, o “die-back™ ¢ a murcha,o que pode ocasionar a morte da planta (Acelino et
al., 2009). E provavel que a disseminacdo do C.fimbriata,ocorra através do vento, da
agua, de materiais vegetais propagativos infectados e, também, em razdo das atividades
de manejo, como producdo e transporte de mudas (Zauza et al., 2003). CondicGes de
umidade elevada e altas temperaturas favorecem o estabelecimento da doencga (Alfenas
et al., 2009).

A utilizacdo de materiais resistentes (Alfenas et al., 2009) é, atualmente, o Unico
método de controle da doenga em eucalipto. Entretanto, a selecdo de gendtipos
resistentes ndo garante a completa eficiéncia do controle se ndolevar em consideracéo a
variabilidade genética do patdgeno nas areas de plantio.O ndo conhecimento da

variabilidade genética do patdgeno na area estudada, pode favorecer a ocorréncia da



suplantacdo da resisténcia por parte do patdgeno, tornando um clone resistente em

susceptivel.

3.0BJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética entre
isolados de Ceratocystis fimbriata,em plantios de Eucalyptus spp., localizados no sul da

Bahia, utilizando marcadores moleculares microssatélites.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolamento do fungo

Foram coletadas amostras de caule de plantas com sintomas da doenca, em
plantios de seisclones de eucalipto no sul da Bahia (Figura3). As amostras de madeira
foram acondicionadas em saco de papel, identificadas e enviadas para serem
processadas no Laboratdrio de Patologia Florestal, do DFP/BIOAGRO da Universidade
Federal de Vicosa (UFV). O fungo foi isolado, utilizando-se o método de isca com
cenoura (Alfenas & Mafia, 2007; Laia et al., 2000). Para isso, dois discos de cenoura
foram desinfestados superficialmente com detergente e hipoclorito,e entre eles foram
adicionadospedacos de madeiras supostamente infectadas. Em seguida dos discos foram
incubados em caixas tipo Gerbox® a temperatura ambiente por 10 dias (Figura 4). Ap6s
o desenvolvimento do fungo na cenoura, ele foi transferido para placas de Petri (90 x
15mm),contendo o0 meio de cultura EMLA (2% extrato de malte, 0.2% extrato de
levedura, e 2% Agar) (Figura 4).



LEGENDA:

B santa Cruz Cabralia

|| Porto Seguro
- Monte Pascoal
|| Canavieiras

B 'tabela/Queimados*

|| Eunapolis

Figura3 -Em destague no mapa os municipios onde foram coletadas as amostras de

madeira com sintomas de murcha-de-ceratocystis, no sul da Bahia. Fonte: Mapa
adaptado de Abreu (2006).

*Por serem municipios proximos foram representados juntos no mapa.

Figura4- Método de isolamento de Ceratocystis fimbriata. A — Sanduiches de cenoura
utilizados como isca com crescimento do fungo. B — Coldnias de C. fimbriata em meio
EMLA (Extrato-Malte-Levedura-Agar).



4.2. Obtencao das culturas monoascosparicas

As culturas isoladas foram cultivadas por 21 dias em placas de Petri, contendo o
meio de cultura EMLA no qualfoi acrescido a Rifamicina, na concentragdo de 100
puL/mL. Depois deste periodo, transferiu-se a massa de acosporos de um unico peritécio
de cada cultura isolada para uma nova placa, contendo 0 mesmo meio. Posteriormente,
as placas foram mantidas a 28°C, com fotoperiodo de 12 horas, em BOD, por 24 horas.
Apbs esse periodo, um dnico ascosporo ou conidio (formacdo em cadeia de
endoconidios) foi transferido para o centro de outra placa de Petri, contendo o meio
EMLA. Estas placas foram mantidas nas mesmas condi¢des por 21 dias e, em seguida,

as culturas foram armazenadas em glicerol 15% a -80°C.

4.3. Extracédo e quantificacdo do DNA

Para extrair o DNA, o fungo foi cultivado em placas de Petri, contendo meio de
cultura EMLA, forradas com papel celofane, incubadas a 28°C, por um periodo que
variou de 14 a 21 dias dependendo do isolado. Apds esse periodo, extraiu-se 0 DNA,
utilizando o Kit de extracdo Wizard Genomic DNA Purifiction Kit® (Promega Inc.),
com as seguintes modificacdes: inicialmente, transferiu-se o micélio do meio de cultura
para um microtubode 2 mL, contendo 200 uL de solucédo de lise de ndcleo. Em seguida,
o micélio foi macerado no Tissuelyser 11l (Quiagen ®) a 30HZ por 2 min. Depois, foi
incubado a -20°C por 5 min. No periodo seguinte, foram acrescentados 400 pL de
solucdo de lise de nuacleo, e novamente o micélio foi macerado no aparelho
Tissuelyserlll (Quiagen ®), a 30HZ, por 2 min., seguindo de nova incubagdo a 65°C,
por 15min, sendo invertido a cada 5 min.Ap6s a incubacdo as amostras foram
centrifugadas por 5 min., a 13000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubode 1,5 mL ondeadicionou-se300 pL de solucdo de precipitacdo de proteina.
Os microtubosforam agitados, invertendo-os com cuidado, e centrifugados a 13000 rpm,
por 10 min. Em seguida, transferiu-se 500 pL da fase aquosa (sobrenadante) para um

novomicrotubode 1,5 mL e a eles adicionou-se 500 pL de Fenol:Cloréformio:Alcool



Isoamilico (25:24:1),agitando-se cuidadosamente. As amostras foram centrifugadas a
13000 rpm, por 5 min, e a fase sobrenadante (aquosa) transferida para um novo
microtubode 1,5 mL, contendo 600 pL de isopropanol gelado. Posteriormente, as
amostras foram incubadas por 12 horas a -20°C, e, logo depois, procedeu-se uma
centrifugacdo por 7 min., a 13000 rpm, e o sobrenadante foi descartado. Em seguida,
adicionou-se 600 pL de etanol gelado 70%, agitou-se cuidadosamente os microtubose
centrifugaram-se as amostras por 13000 rpm por 5 min. Esta etapa de lavagem foi
repetida trés vezes para remover o excesso de sais do DNA. O pellet resultante foi seco
em temperatura ambiente, por 30 min. O DNA foi ressuspendido, acrescentando-lhe 50
pL de solugéo de reidratagdo de DNA, acrescida de 1 pL de solucdo de RNase e
incubado a 37°C overnight e, posteriormente, foi incubado a 65°C, por 10 min. O DNA
obtido de cada isolado foi quantificado no Nanodrop® 2000c (Thermo Fisher Scientific

Inc.) e a concentracdo ajustadas para 50 ng.uLL™.

4.4. Genotipagem (Marcadores microssatélites — SSRs)

Foi realizada a PCR com treze pares de primers microssatélites para se proceder
a comparacao de diversidade genética entre os isolados de C. fimbriata(Tabela 2). Um
primer marcado com pigmento fluorescente e outro ndo marcado, flanqueando cada
regido de trés ou quatro pares de bases repetidas, foram usados nas reacdes de
amplificacdo de PCR (Steimel et al., 2004).

As reacOes de amplificacdo dos locos de SSRs foram operadas utilizando-se
25uL de reacdo, que continha 1,5uL de cada primer, em uma concentracdo de 10 mM,
10,75uL de agua MiliQ,2uL de DNTP’s, 2uL do DNA flngico na concentracdo de
50ng/uL, 5uL de Buffer, 2uL de MgCI, 0,25uL de Taq polymerase, sendo os trés
ultimos reagentes pertencentes do Kit da Promega®.Os ciclos da PCR foram realizados
no Termociclador Veriti® 96 well Thermal cicler (Applied Biosystems Inc., EUA). Tal
processo € constituido de trés etapas. A primeira etapa que é responsavel pela
desnaturacdo do DNA foi constituida de um aquecimento de 95°C por 2 min. A etapa
seguinte, responsavel pela amplificagdo do DNA possui 35 ciclos, com 0s seguintes
passos: 94°C por 1 min, 60°C por 1 min. e de 72°C também por 1 min. A terceira e

ultima etapa é constituida de uma extenséo final realizada a 72°C, por 30min. As PCR’s



foram realizadas com apenas um primer marcado com fluorescéncia (6-FAM, VIC,
NED ou PET) por reacdo. Posteriormente, as amostras foram injetadas por eletroforese
capilar no analisador ABI 3500 (Applied Biosystems Inc., EUA), para analises. Os
tamanhos dos picos foram determinados com o auxilio do software GeneMapper
(Applied Biosystems Inc., EUA).

4.5 Analises SSRs

Os locos se diferenciam pelos tamanhos dos fragmentos. A diversidade génica
de Nei (que serve para avaliar a divergéncia entre as popula¢des por meio da frequéncia
de alelos) foi calculada pelo software PopGen 1.32 (Yeh & Boyle, 1997). Devido ao
diferente tamanho entre as populac@es obtidas, além do calculo simples de diversidade
genotipica, calculou-se a diversidade genotipica com rarefacdo por meio do indice G de
Stoddart e Taylor's (Stoddart & Taylor, 1988)utilizando-se um pacote especifico no
programa estatistico R. As relacdes entre os gendtipos obtidos e também entre as
populacdes dos isolados, foram examinadas usando matrizes de distancia genética
baseadas na frequéncia alélica e os dendrogramas gerados por UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean) através do software PAUP* (Swofford,
1998). Particdo da variancia total utilizando Analise de Variancia Molecular em
distancia euclidiana, foi realizada com o auxilio do software Arlequin 1.0 (Excoffier et

al., 2005), de modo a determinar a variacdo dentro e entre as populagdes.



Tabela 2- Locos, primers, e numero de acesso no GenBank de marcadores
microssatélite desenvolvidos para isolados de Ceratocystis fimbriata

NUmero de
Acesso
Locos Primers Sequéncias dos primers (Genbank)
CfAAGS AAGS8-1F 5 -TAG-ACA-GGG-GGT-GCG-TCA-AA AY494859
AAGSB-1R 5-TGT-CTG-CCC-TCC-ACA-TTT-GGT-CTC-TTC
CfAAGY AAGO-1F 5'-CCT-GAA-CTG-ACA-GAG-ACA-CTT AY494860
AAGY-1R 5-GCA-CCA-GCT-GTT-CCT-AAT-CGT
CfCAA9 CCAA9-F 5-GGC-TGG-TTC-ATC-ATG-ATG-TT AY494861
CCAA9-R 5'-CTA-TGG-CAC-CTA-AGC-AAT-CT
CfCAAL0 CCAA10-F 5-TGA-CAC-GCG-CTT-CAC-TAA-CAG AY494862
CCAA10-R 5-TGC-ACC-ATA-CCC-AGG-GGA-CA
CfCAA15 CCAA15-F 5'-GCT-ACA-GCA-GCC-GCA-GTG AY494863
CCAA15-R 5-GAT-TGG-CGT-TAG-TGT-TAG-GT
CfCAA38 CAA38-1F 5'-AAT-TCG-GGA-GCT-GCT-GTG-AG AY494864
CAA38-1R 5'-GAG-CCC-CAG-CCT-CAA-ACT-CA
CfCAA80 CCAAB80-F 5'-ACC-CGT-CTC-GTA-TTG-GCT-AT AY494865
CCAAB80-R 5-AAT-CGT-TCG-CAT-TCA-GGT-GG
CfCAT1 DBVCATI-1F 5'-CCC-AAT-TTC-CCA-TTC-TGA-TTC AY494866
WCATI-1R 5'-AGT-ACA-GGA-TCA-ACT-ATG-GCA-TTT-CAA
CfCAT1200 CAT12X-1F 5'-ACA-AAA-GAC-GGC-ACG-CAT-ACA AY494869
CAT12X-1R 5-TGG-GGA-GAA-GTC-TGA-GTA-GAG-GGA-CAA
CfCAG5 CAGDL2-5-1F 5'-AAG-CCC-GGT-TAC-AGA-AGC-AAG AY494870
CAGDL2-5-1R 5-GTG-CTT-GAG-TTT-GTC-CAG-GGT-TCG-GTA
CfCAG15 CCAG15-F 5'-GGG-CTA-GTA-GCA-GAG-TTG-G AY494871
CCAG15-R 5'-GCC-AAT-GTC-TTC-ACA-CCA-C
CfCAG900 CAG900-1F 5'-CTT-TGC-TAG-TCC-CCA-GTT-CCA AY494873
CAG900-2R 5'-GCG-GAC-ATG-GGA-TTG-TAA-GAG-CCT-GAG
CfGACAB50 GACABK-1F 5'-AAA-CAT-CTC-GGC-AGA-ACA-GC AY494875
GACA6X-2R 5-TGC-CGC-TTT-TGC-TTT-GTA-GTG-TTC-TTG

Steimel et al., 2004.



5. RESULTADOS

5.1. Isolamento do C. fimbriata

Foram coletadas 84 amostras de tecido de lenho infectado, em diferentes
plantios de seis clones hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla.Do total de
amostras coletadas, foram obtidos 36 isolados (Tabela 3). Em apenas um clone
amostrado, ndo foi possivel o isolamento do fungo, sendo que 75% dos isolados eram
provenientes somente deum unico clone(Clone 1). Dentre 0s seis municipios que
abrangem os plantios de eucalipto, Porto Seguro e Canavieiras foram responsaveis pela
obtencdo de mais de 60% dos isolados, sendo 13 isolados de Porto Seguro e 9 de
Canavieiras. Os demais municipios apresentaram o seguinte nimero de isolados: cinco
de Santa Cruz de Cabrélia, quatro de Queimados, trés de Eunapolis e dois de Monte

Pascoal. No caso de Itabela ndo houve isolamento do fungo nas amostras coletadas.



Tabela 3 —Isolados de Ceratocystis fimbriata obtidos e suas respectivas regites de

plantio, locais de coleta, clone e coordenadas geogréficas.

Cédigo Regido Municipio Clone Coordenadas

VER02 sul Porto Seguro 1 S16°40'09,7" W 039°24'17,4"
VER03 sul Queimados o S16°35'048" W 039°25 124"
VER04 sul Queimados 1 S16°35'07,8" W 039°24'49,0"
VERO7 sul Queimados 1 S16°35'29,7" W 039°25' 44,8"
VER03 sul Monte Pascoal 1 S16°40'30,7" W 039°24' 47,2"
VERO09 sul Monte Pascoal 1 S16°40'27,8" W 039°24'57,1"
VER10 sul Queimados 1 S16°35'312" W 039°25' 46,3"
VER11 sul Porto Seguro 1 S16°40'17,0" W 039°24' 156"
VER15 sul Porto Seguro 1 S16°41'06,4" W 039°14'30,2"
VER16 sul Porto Seguro 1 S16°41'03,8" W 039°14'32,3"
VER17 sul Porto Seguro 1 S16°41'16,9" W 039°13' 465"
VER20 sul Porto Seguro 1 S16°41'17,7" W 039° 13' 432"
VER25  Central B Sta. CruzCabralia 5 ~ S16°15'552" W 039°19'46,1"
VER26 Central B Sta. Cruz Cabrélia 5  S16°1575297 W039°1945.2”
VER28  Central B Sta. Cruz Cabralia 1 $16°15'59,9" W 039°19'39,3"
VER29  Central B Sta. Cruz Cabralia 1 $16°16'40,1" W 039°20'50,4"
VER30  cCentral B Sta. Cruz Cabralia 1 $16°16'552" W 039°20'57,8"
VER32  Central A Eunéapolis 1 S16°09'57,9" W 039°30 11,7"
VER34  Central B Porto Seguro 5 S16°19'057" W 039°17'40,6"
VER36  Central B Porto Seguro 4  S16°18'52,1" W O039°17' 275"
VER37  Central B Porto Seguro 1 S16°21'215" W 039°20'33,8"
VER39  Central B Porto Seguro 1 S16°19'222" W 039°16' 56,3"
VER40  Central B Porto Seguro o S16°19'03,1" W 039°17'47,9"
VER41  Central B Porto Seguro 1 S16°18'59,4" W 039°17'51,8"
VER43  Central B Porto Seguro 1 S16°19'055" W 039°18'33,9"
VER44  Norte Canavieiras 1 S16°19'00,6" W 039°18' 43,7"
VER45  Norte Canavieiras 1 S15°51'19,1" W 039° 12'46,5"
VER46  Norte Canavieiras 1 S15°51'224" W 039°12' 459"
VER47T  Norte Canavieiras 1 S15°51'02,1" W 039°12' 514"
VERS50 Norte Canavieiras 1 S15°52'28,2" W 039°16'30,0"
VER53 Norte Canavieiras 2 S15°50'18,5" W 039°13'26,5"
VER54 Norte Canavieiras 2 S15°49'53,3" W 039°13'23,7"
VER58 Norte Canavieiras 1 S15°49'56,1" W 039°13'24,4"
VER59 Norte Canavieiras 1 S15°50'34,4" W 039°13'27,3"
VER72  Central A Eunépolis 3 - -

VER75  Central A Eunépolis 3 - -



5.2.Analise da diversidade genética

Dos 13 marcadores microssatélites analisados, sete foram polimorficos para os
trinta e seis isolados utilizados. Apenas a populacéo de Porto Seguro (EucaPTS) (Tabela
4) apresentou polimorfismo no locus CAG15. Foram encontrados 25 genotipos entre 0s
36 isolados de C. fimbriata avaliados, o que demonstra uma alta diversidade genotipica
(Figura 5).0s cinco isolados pertencentes aos municipios que ndo conseguiram gerar
uma populacdo, foram utilizados somente nas analises de individuos. Tanto a
diversidade genotipica (G) quanto a diversidade génica de Nei (H) foram calculadas
para as populacdes (Tabela 5). A diversidade genotipica foi calculada com rarefacéo,
devido ao fato de as populacdes ndo possuirem o mesmo numero de individuos. Todas
as populagdes tiveram diversidade genotipica acima de 3,00, demonstrando que as
populacBes possuem uma alta diversidade genotipica. Também foram encontrados
niveis altos de diversidade génica de Nei para as populacGes, que variaram entre 0,1108
e 0,2374. A analise de variancia molecular (AMOVA) foi calculada entre as populacdes
e dentro das populagdes. Da AMOVA, obteve-se uma porcentagem de variagao entre as
populacbes de 11,50% e uma porcentagem de variacdo dentro das populacdes de
88,50% (Tabela 6), demonstrando que a diversidade genética foi maior intra do que
inter populac@es. Este padrdo observado pela AMOVA e tipico de populacdes nativas

gue se encontram proximas geograficamente e geneticamente.



Tabela 4 - Alelos de mircossatélite de populagdes de Ceratocystis fimbriata obtidos de Eucalyptus spp, baseados no tamanho aproximado das
bandas, determinado pelo software PeakScanner, com o nimero de isolados testados e nome do municipio de cada populacdo mostrado em

parénteses.
Loci EucMPC (2) EucENA_(B) EucQ_MD (@) EucSCC (5) N EucCN_\_/ 9) EucPTS (13)
(Monte Pascoal) (Eunapolis) (Queimados) (Santa Cruz de Cabralia) (Canavieiras) (Porto Seguro)
AAGS 180 180 180 180 180 180
AAG9 397 397 397 397 397 397
CAA9 174 171,174 174 174 174, 177 174, 208
CAA10 131 131, 134 131 131 131, 134 131, 134
CAA15 321 321 321, 324 321, 324 321, 324 321, 324
CAA38 238 217, 238 217, 238, 255 174, 238, 255 195, 229, 238, 247, 255 174, 195, 238, 247, 255
CAAS80 311 311, 317 311, 317 311, 317 308, 311, 317 311, 317
CAG5 317 317 317 317 317 317
CAG15 259 259 259 259 259 259, 283, 286
CAG900 194 194 194 194 194 194
CAT1 261 261 261 261 261 261
CAT1200 377 377 377 377 377 377

GACAGK 215 215, 221 215 215 215, 221 215, 221




Tabela 5 - Diversidade genética de populagcbes de Ceratocystis fimbriata de
Eucalyptusspp. no sul da Bahia, baseada em 13 marcadores microssatélite.

Diversidade o )
o N° N° . Diversidade génica
Populacao Municipio . genotipica ]
Isolados  haplotipos de Nei (H)
Gy

EucQMD Queimados 4 3 3.00 0.1250

St Cruz
EucSCC . 5 4 3.40 0.1108

Cabralia
EucCNV Canavieiras 9 8 3.83 0.2374
EucPTS Porto Seguro 13 11 3.78 0.1839

Diversidade genotipica de Stoddart and Taylor's com rarefagdo. Valores de G, com
rarefacdo para populacdes individuais variando de 1.00 (um Unico genétipo na
populacdo) até um valormaximo de 4.00 (cada isolado da populacdo representa um
genotipo diferente).

Foram construidos dois dendrogramas UPGMA, sendo um dendrograma
relacionando os genotipos (Figura 5) e o outro fazendo uma relacéo entre as populacbes
(Figura 6). O dendrograma UPGMA de gen6tipos, mostrou que eles se repetiram muito
pouco entre os isolados, tendo apenas dois genotipos que se repetiram mais vezes, no
caso, 0 gendtipo que pertence aos isolados VER 10, VER 17, VER 34 e VER 36, e 0
gendtipo que é representado pelos isolados VER 8, VER 9, VER 28 e VER 32. No
dendrograma UPGMA de populacgdes, foram comparadas as populaces obtidas neste
trabalho com algumas das populag6es estudadas por Ferreira et al., 2010, o0 que permitiu
constatar uma clara diferenciacdo entre as populagfes do estado da Bahia e as
populacbes do estado de Minas Gerais. Das populagdes pertencentes a Bahia, a mais
proxima das populac@es de isolados de Minas Gerais é a populacdo EucBal, estudada

por Ferreira et al., 2010, localizada no municipio de Eunapolis.
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Figura 5-Dendrograma de UPGMA de genotipos de Ceratocystis fimbriata obtidos de
Eucalyptus spp., baseado em 13 marcadores microssatélites. VValores de bootstrap estdo
representados ao longo das ramificacdes. Populacdo de cada isolado esta representada

em parénteses. Escala e arepresentacdoda distancia genética.
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Figura 6-Populacdes de Ceratocystis fimbriata obtidas de Eucalyptus spp., baseado na
frequéncia alélica de 13 marcadores microssatélite. Setas conectam referéncia
geogréfica das populacbes. Valores de bootstrap maiores que 50% estdo representados
ao longo das ramificagdes. Numero de isolados / numero de gendtipos estdo

representados em parénteses. Escala e a representacdoda distancia genética.



Tabela 6 - Analise de variancia molecular (AMOVA) de populacdes de Ceratocystis
fimbriata, obtidos de Eucalyptus spp. no sul da Bahia, Brasil, baseada em 13

marcadores microssatélites.

Fonte de Variacdo G.L Soma de Componentes  Porcentagem de P valor®

Quadrados de Variacdo Variacéo (%)

Entre populacgdes 3 7.873 0.1761 11.49 0.001
Dentro das populagbes 27 36.61 1.3559 88.51 0.001
Total 30 44.484 1.5320

®P valor representa a hipotese de nulidade de que ndo existe variacio significativa ao nivel baseado em
1023 permutagdes.



6. DISCUSSAO

Os isolados de C. fimbriata estudados possuem diversidade genotipica
caracteristica de alta diversidade genética, tipico do observado para populagGes naturais
(Engelbrecht et al 2004, 2007; Ferreira et al., 2010, 2011; Ocasio-Morales et al., 2007)
Entre as populacfes estudadas, a populacdo de Canavieiras (EucCNV) e Porto Seguro
(EucPTS) foram as que apresentaram maior diversidade génica de Nei (H) e maior
diversidade genotipica(G), mostrando que essas populacbes representam,
possivelmente, individuos nativos do sul da Bahia.

Apenas dois gendtipos se repetiram mais de duas vezes, nos permitindo dizer
gue esses genotipos estdo sendo disseminados para essas regides, provavelmente através
de materiais propagativos, compartilhados entre as areas, como observados em outros
trabalhos (Ferreira et al., 2010, 2011; Rosseto & Ribeiro, 1990). Outro trato cultural que
pode ajudar na disseminacdo do patdgeno € a realizacdo da poda ou desrama, sem a
devida higienizacdo das ferramentas utilizadas nas atividades (Harrington et al., 2011).

A maioria dos isolados obtidos (72%)é oriunda de um unico clone (Clone 1),
sugerindo que este clone € o mais suscetivel aos isolados locais em relacdo aos
demaisclonesou que € o clone mais plantado na regido. De acordo com os resultados
encontrados deve-se suspender o plantio Clone 1 na regido avaliada, dada a incidéncia
do patogeno observada nesse clone, sendo recomendavel, assim, a sua substitui¢cdo por

outros clones considerados resistentes. E importante, também, confirmar se existe uma



grande diferencas de niveis de agressividade entre os isolados. O estudo de
variabilidade patogénica, por sua vez, permite conhecer, entre os isolados, aquele com
maior espectro de acdo e agressividade aos clones de eucalipto plantados. Com isso,
garante-se mais eficacia na selecdo de materiais resistentes durante o programa de
melhoramento (Oliveira, 2010).

O que se pode deduzir através do dendrograma UPGMA, que relacionou as
populacdes estudadas neste trabalho com populagdes estudadas por Ferreira et al. (2010)
€ que ocorreu um agrupamento geogréafico, ou seja, as populacdes do fungo na Bahia
EucBA1, EucBA2b, EucaCNV, EucQMD, EucPTS, EucSCC, se diferenciaram das
populagfes emMinas Gerais, EucMG1, EucMG2 e EucMG3.A principal fonte de
variacdo ocorredentro das populacdes e ndo entre as populacfes. Isto determina uma
maior variabilidade genética entre os isolados da mesma populacdo do que uma
variabilidade entre populacgdes diferentes, demonstrando que existe baixo fluxo génico
(Ferreira et al., 2010; Oliveira, 2014). Esses resultados confirmam que o patgeno é
nativo da regido estudada e esta ocorrendo baixa disseminacdo do fungo entre as
regides.

A auséncia de disseminacdo de genotipos observada no presente trabalho, deve-
se provavelmente ao método atual de produgdo de mudas onde se coletam brotacdes
sadias em mini-jardins clonais. O processo de macroestaquia, adotado antigamente pelas
empresas florestais, consiste da busca de brotos a partir de matrizes no campo, podendo
ser esta a principal fonte de indculo (Ferreira et al., 2011, 2013).

Ceratocystis fimbriata, além de causar grandes perdas e ser de dificil controle,
apresenta, especialmente na regido estudada, grande diversidade genética, o que
dificulta a eficiéncia dos programas de melhoramento genético que focam na resisténcia
ao patdgeno. A determinacdo da variabilidade genéticae de agressividade do patégeno é
fundamental para a escolha de isolados do fungo altamente agressivos a serem
empregados na selecdo de materiais genéticos resistentes a doenca.



7. CONCLUSOES

- A frequéncia de plantas infectadas variou com o clone, sendo o clone 1 o com maior

incidéncia da doenca.

- A técnica de marcadores microssatélites foi eficiente para a caracterizacdo da

diversidade genética dos isolados em estudo.

- O patdgeno &, provavelmente, nativo da regido do sul da Bahia, devido a alta

diversidade genética encontrada nas populac6es estudadas.

- As populagdes do patdgeno se agrupam de acordo com a regido geografica.
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