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DIVERSIDADE GENETICA DE ISOLADOS DE Thielaviopsis paradoxa EM CANA-
DE-ACUCAR

RESUMO - Uma vez que a mecanizacao possibilita o plantio da cana-de-
acucar em épocas desfavoraveis e também estimula a ocorréncia de ferimentos nos
toletes, o aumento na utilizacdo desse tipo de plantio favorece algumas podriddes,
como a podriddo abacaxi, a qual pode ser considerada uma das mais importantes
doencas da cultura da cana-de-agucar. No entanto, ha poucos estudos sobre a
variabilidade genética do seu agente causal, Thielaviopsis paradoxa, fato que
dificulta os programas de melhoramento genético da cultura para essa doenca.
Assim sendo, esse estudo teve como objetivo avaliar, por meio de marcadores AFLP
(Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado) a diversidade genética
existente em 11 isolados de T. paradoxa provenientes de cinco diferentes regides
produtoras de cana-de-acucar no Brasil. Foram obtidas 298 bandas polimérficas,
mas, excluindo isopolimorfismos restaram 174 bandas com correlagdes diferentes
de (1) ou (-1) nos 11 isolados, evidenciando diversidade entre os isolados de T.
paradoxa em estudo, a qual pode ser explicada, principalmente pela caracteristica
polifaga do patégeno e sua conseqliente baixa especificidade. Os valores médios de
PIC (Conteudo Informativo de Polimorfismo) de cada combinagdo de “primers”
apresentaram uma média de 0,406, valor que pode ser considerado alto, ou seja,
informativo, tratando-se de marcador dominante. O fenograma construido com as
174 bandas reuniu os 11 isolados em trés diferentes grupos. O grupo | incluiu cinco
isolados e trés Estados (BA, GO e SP), o grupo Il incluiu cinco isolados e trés
Estados (SP, PR e MG) e o grupo lll incluiu apenas um isolado e um Estado (SP).
Portanto, o presente estudo demonstrou haver alto polimorfismo entre os isolados de
de T. paradoxa, fato que sinaliza a existéncia de alta variabilidade genética dessa

espécie de fitopatégeno.
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GENETIC DIVERSITY AMONG Thielaviopsis paradoxa ISOLATES FROM
SUGARCANE

ABSTRACT - Once mechanization allows sugarcane planting in almost all year and
increases mechanical injuries, this type of planting provides the occurrence of many
diseases, as pineapple disease, which is an economically important sugarcane
disease that occurs in almost all sugarcane commercial planting areas. The genetic
improvement of sugarcane to this disease is affected because of the lack of studies
about genetic diversity of Thielaviopsis paradoxa, causal agent of pineapple disease.
Thus, the genetic diversity study of 11 isolates of T. paradoxa from five different
sugarcane commercial planting areas was accomplished using AFLP technique. A
total of 298 polymorphic bands were obtained, but only 174 polymorphic bands had
correlation different than (1) or (-1) in the 11 isolates of T. paradoxa. Based on our
result was possible to infer genetic variation among T. paradoxa isolates. Once T.
paradoxa is parasitic on a range of economic and food crops, this fact can explain
the detected genetic variation among T. paradoxa isolates. The medium values of
PIC (Polymorphism Information Content) of each primers combination revealed an
average of 0,406, which can be considered high (informative), once the molecular
marker is dominant. The phenogram, obtained by 174 polymorphic bands, separated
the 11 isolates in three different groups. The group | contained five isolates and three
Brazilian States (BA, GO e SP), the group Il contained five isolates and three
Brazilian States (SP, PR e MG) and the group Il contained only one isolate and one
Brazilian State (SP). Therefore, this study showed high polymorphism among T.
paradoxa isolates, what reveal high genetic variability in this phytopathogenic specie.

Keywords:

AFLP, fungus, Saccharum, Pineapple disease



1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acgucar. Segundo
o levantamento realizado pela Conab (Companhia Nacional de Abastecimento), a
area cultivada com cana-de-acucar na safra 2013/14 foi estimada em 8.799.150
hectares, a qual estava distribuida, principalmente, entre os Estados de Sao Paulo,
permanecendo como o maior produtor (51,31% da éarea plantada), Minas Gerais
(8,0%), Goias (9,3%), Parana (7,04%), Mato Grosso do Sul (7,09%), Alagoas
(5,02%) e Pernambuco (3,25%) (CONAB, 2013). Ja na safra 2015/2016, estima-se
produzir aproximadamente 655,16 milhdes de toneladas de cana-de-aglUcar em
cerca de 8,95 milhdes de hectares (CONAB, 2015).

As condicoes mais adequadas ao cultivo da cana-de-acucar encontram-se no
Brasil, como disponibilidade de recursos naturais, clima e solo adequados e suporte
tecnologico (EMBRAPA, 2008). Em virtude disso, a cana-de-aglucar (Saccharum
spp.) vem sendo cultivada e industrializada no Brasil desde o ano de 1532 para a
producédo de acucar. No entanto, algumas mudancas no cenario atual promoveram

alteracdes no panorama canavieiro no Brasil.

A escassez de chuvas e o aumento do consumo de energia foram
responsaveis pela ocorréncia da crise energética em 2001 e, consequentemente,
pelo aparecimento de um novo panorama de incertezas quanto a garantia de oferta
de energia no Brasil (JUNIOR, 2009). Nesse sentido, a contribuicdo energética do
setor sucroalcooleiro, por meio da utilizagdo da biomassa de cana-de-agucar no
processo de cogeracdo, consiste em uma importante alternativa para suprir esse
déficit de eletricidade (CORREA; RAMON, 2002).

Além disso, no Estado de Sao Paulo, foi aprovada em 2002, a Lei n.11.241,
que trata sobre a eliminacdo da queima da palha da cana-de-aglcar e estabelece
um cronograma para esse novo cenario. Esse cronograma teve inicio no ano 2002 e
finaliza em 2031, sendo que dispbe sobre as porcentagens de areas plantadas em
gue a queima deve ser eliminada, as quais variam de 20% no primeiro ano a 100%

em 2021, para areas mecanizaveis, e até 2031 para areas ndao mecanizaveis



(RIBEIRO; PESQUEOR, 2010). A proibicdo da queima de cana-de-acucar consiste
tanto em um problema socioambiental quanto em wuma oportunidade de
aproveitamento da palha para geracao de energia. Assim, ha alguns anos, passou a
ser discutido o melhor aproveitamento da biomassa da cana de aglucar como um

potencial econémico.

Nesse cenario, o plantio mecanizado de cana-de-agucar tem aumentado de
importancia nos canaviais brasileiros. As principais vantagens desse sistema de
plantio sd&o o menor custo, quando comparado ao sistema convencional, e a
possibilidade da realizacdo do plantio em praticamente qualquer época do ano
(SEGATO et al., 2006).

Assim sendo, esse sistema viabiliza o plantio das mudas inclusive em
periodos com condi¢cdes desfavoraveis (solo seco e baixas temperaturas) a brotacao
das gemas. Por outro lado, favorece a ocorréncia de ferimentos nos toletes, levando
ao atraso na brotacdo das mudas, as quais, consequentemente, sofrem maior
incidéncia de podriddes. A podriddo-abacaxi destaca-se entre essas podriddes que
atacam as mudas recém-plantadas de cana-de-agucar (ALFONSI et al., 1987;
CASAGRANDE, 1991; GHELLER, 1995).

A podriddao abacaxi da cana-de-acucar € uma doenga que prejudica o
desenvolvimento das gemas e dos brotos, causando falhas no estande de plantas,
reducdo na producdo e produtividade do canavial e, em situacées mais severas,
antecipa a necessidade de replantio das mudas de cana (WISMER, 1961;
MATSUOKA et al., 1981; TOKESHI; RAGO, 2005; RAID, 2009). O agente causal
dessa doenca, Thielaviopsis paradoxa, € um fungo que ocorre no solo, fato que
facilita tanto sua sobrevivéncia em restos culturais, quanto a infeccao de toletes de
cana-de-agucar. Além disso, o fungo € polifago, sendo que ja foi observado em
varias espécies tropicais, como o0 coqueiro, a bananeira, o abacaxi, entre outras
plantas (WISMER, 1961; TOKESHI, 1980).

O método mais viavel economicamente para o controle de doencas é o uso
de variedades resistentes. No entanto, de acordo com Comstock et al. (1984), a

quantidade de inéculo, em ensaios de campo, muitas vezes nao é suficiente para



realizar testes com os genétipos de cana-de-acucar de resisténcia ao patégeno.
Além disso, uma vez que o patégeno é polifago, aumenta a dificuldade de obtencao
de materiais resistentes. Dessa forma, ndo ha relatos de variedades resistentes ou
tolerantes a T. paradoxa. Por outro lado, informacbdes sobre a extensdo da
diversidade genética dentro da populacdao do agente causal sdo de fundamental
importancia para o desenvolvimento varietal e estabelecimento de sistemas de
manejo. No entanto, é importante destacar que, apesar da importancia dessa
doenca para a cana-de-agucar, as referéncias sobre esse patdégeno nessa cultura

S80 escassas.

Nesse contexto, os marcadores moleculares apresentam-se como
ferramentas valiosas para estudos da dindmica de patégenos, em virtude da
precisao, rapidez e sensibilidade (WARD; DE BOER, 1990), sendo os marcadores
AFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado) adequados para o
estudo da diversidade genética de T. paradoxa.

Na técnica de AFLP, descrita por Vos et al. (1995), enzimas de restricdo sao
responsaveis por clivar o DNA de interesse em inUmeros fragmentos, 0os quais sao
posteriormente ligados a adaptadores (sequéncias de DNA) em suas extremidades,
permitindo que as etapas de pré-amplificacdo e amplificacdo seletiva ocorram por
meio do anelamento de “primers” especificos. Os fragmentos gerados apds todas
essas etapas sdo separados por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante.
Sendo assim, a andlise AFLP reune os polimorfismos gerados por enzimas de
restricdo com a capacidade de deteccdo da técnica de PCR. Além disso, a técnica
de AFLP apresenta vantagens comparativas, como detec¢cdo de maior numero de
loci, cobertura ampla do genoma e baixo custo (LOPES et al., 2002).

Esse trabalho teve por objetivo avaliar, por meio de marcadores AFLP, a
variabilidade genética em 11 isolados de T. paradoxa provenientes de cinco regides
produtoras de cana-de-agucar do Brasil e mantidos na colecdo de isolados do
Instituto Agronémico de Campinas (IAC) — Centro de Cana, de modo a contribuir

com o estabelecimento de estratégias de manejo da doenca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia econémica da cana-de-agucar

Apesar de ser uma cultura tipica de climas tropicais e subtropicais,
atualmente, a cana-de-agucar é plantada e comercializada no mundo como um todo.
Especialmente no Brasil, a cultura exerce enorme influéncia na economia, sendo
que a estimativa para a safra 2015/2016 é de que haja um aumento de 3,2% na
producdo do pais e de 3,8% na produtividade, passando de 70.495 kg/ha para
73.163 kg/ha quando comparado a safra passada (CONAB, 2015).

Segundo os dados do ultimo monitoramento agricola realizado pela CONAB,
a area cultivada no Brasil com cana-de-acucar na safra 2015/16 €& de
aproximadamente 9 milhdes de hectares. Atualmente, oito estados sao responsaveis
por 94,7% da producao nacional, sendo que o estado de Sdo Paulo, maior produtor,
possui 51,8% (4.648,2 mil hectares), seguido por Goias com 10,1% (908 mil
hectares), Minas Gerais com 8% (715,3 mil hectares), Mato Grosso do Sul com 8%
(713,7 mil hectares), Parana com 6,8% (613,4 mil hectares), Alagoas com 4,2%
(380,3 mil hectares), Pernambuco com 3,1% (273,4 mil hectares) e Mato Grosso
com 2,6% (230,3 mil hectares).

O setor sucroalcooleiro apresenta e sempre apresentou uma importante
funcdo no agronegécio brasileiro, produzindo n&o apenas acgucar e &lcool
combustivel, mas também outros subprodutos com destaque de utilizacdo na
economia nacional (DIAS NETO, 2001).

Até meados de 1970, o cultivo de cana-de-acucar era destinado,
principalmente, & producdo de agticar. A criagdo do PROALCOOL e o aumento
mundial nos precos do petréleo de 1973 a 1979 proporcionaram o aumento da
participacao do etanol na producao das usinas, sendo que entre as décadas de 80 e
90, essa producao de alcool superou a de acucar, em virtude do aumento do uso de
veiculos movidos a alcool. Segundo Veiga et al. (2006), entre 1983 a 1989, as
vendas de veiculos movidos a etanol foram maiores que as de veiculos movidos a

gasolina, fato que influenciou diretamente no consumo de alcool hidratado.



Atualmente, as empresas sucroalcooleiras vém diversificando seus produtos e
utilizando subprodutos, sendo a utilizacdo do bagagco de cana-de-aglcar para co-
geracao de energia elétrica uma dessas possibilidades. Em decorréncia da crise no
setor de energia elétrica em 2001, a cogeracdo de energia, a partir do bagaco de

cana, apresenta-se como uma boa alternativa para matriz energética brasileira.

No Estado de Sao Paulo, as usinas produzem, atualmente, cerca de 700 MW
de energia e o excedente vendido é de apenas 40 MW, o que é suficiente para
iluminar uma cidade de 600 mil habitantes. As 240 milhées de toneladas de cana
moidas anualmente no estado resultam em, aproximadamente, 60 milhdes de
toneladas de bagaco. Se totalmente aproveitadas, esse subproduto poderia render
2.000 MW, correspondente a 16,5% da capacidade instalada do setor elétrico em
Sao Paulo (MANFRIN; SEVERI, 2000).

Associada a utilizacdo da biomassa de cana-de-aglcar no processo de
cogeracao, a proibicdo da queimada da cana-de-acucar favorece a colheita de cana
crua. Segundo IEA (2008), a Lei n® 11.241 de 19/09/2002 impde a eliminacéo
gradativa da queima da palha de cana-de-agucar em um prazo de 20 anos para
areas mecanizaveis e de 30 anos para areas nao mecanizaveis. Esse fato provoca
reflexos diretos no aumento da area de colheita mecanizada de cana-de-agucar crua
no Pais, sendo que aquelas usinas que cumprirem as regras estabelecidas sera

garantido o selo ambiental, o qual facilitara a comercializagéo do etanol.

Dessa forma, atualmente, a colheita e também o plantio mecanizados tém
aumentado suas participagcdes nos canaviais brasileiros. Uma vez que o plantio
mecanizado possibilita a mecanizacdo de todas as operacdes de plantio (sulcagao,
adubacao, distribuicdo de rebolos e cobrimento), esse sistema favorece a eliminacao
de mao de obra, reduzindo os custos e aumentando a facilidade de gerenciamento
do sistema (PINTO; MORAES, 1997).

Como, atualmente, os produtores realizam o plantio de cana-de-agucar em
diversas épocas do ano, de modo a escalonar a colheita da cultura e a melhorar o
aproveitamento dos recursos tecnoldgicos € humanos (FERREIRA et al., 2008), a

incidéncia de pragas e doencas tém aumentado nos canaviais. Além disso, no



plantio mecanizado, a cana € colhida mecanicamente e picada em toletes,
proporcionando o aumento de ferimentos nas mudas (EMBRAPA, 2012). Aqueles
patdgenos que sao incapazes de penetrar diretamente em tecidos integros ou por
aberturas naturais da planta, colonizando a planta somente por ferimentos sao

favorecidos por esse sistema de plantio mecanizado.

Sendo assim, esse sistema contribui para 0 aumento da ocorréncia de
doencas no canavial, sendo que a podriddao abacaxi € uma das mais importantes
doencas favorecidas por esse sistema, principalmente, quando o plantio da cana-de-
acucar é realizado nas épocas mais secas do ano (ALFONSI et al., 1987;
CASAGRANDE, 1991).

2.2. Podridao abacaxi da cana-de-acucar

A podridao abacaxi € uma doenca economicamente importante para o setor
canavieiro devido ao fato do seu agente causal ser um fungo polifago, o qual pode
ser encontrado em praticamente todas as regides onde a cana-de-agucar é cultivada

comercialmente.

A podriddo abacaxi da cana-de-agucar € causada pelo fungo Thielaviopsis
paradoxa na sua fase anamoérfica, correspondente a Ceratocystis paradoxa na fase
teleomérfica, na qual sdo produzidos peritécios (EDGERTON,1958). Nas condicoes
brasileiras, o fungo nunca foi encontrado na sua fase teleomorfica, sendo
encontrado na sua fase anamoérfica (TOKESHI; RAGO, 2005).

Os primeiros relatos de T. paradoxa sao datados de 1886 na Franga, onde foi
estudado por de Seynes causando doenca em frutos de abacaxi (WISMER, 1961).
Ja em 1893, Went verificou em Java uma podridao em cana-de-acucar e classificou
o fungo causador dessa doenca Thielaviopsis ethaceticus Went. Como, nos
primeiros estadios da doenca, a cana-de-agucar liberava um odor semelhante ao
odor de abacaxi, o pesquisador nomeou a doenca como “podriddao abacaxi’. Von
Hohnel, enquanto estudava uma doenga em coqueiro em 1904, suspeitou que o
fungo isolado de plantas doentes era idéntico a Thielaviopsis ethaceticus, suspeita

que foi confirmada por Went, sendo que o fungo foi reclassificado como



Thielaviopsis paradoxa (de Seynes) v. Hohn. A fase sexual do patégeno foi descrita
por Dade em 1928, sendo classificada como Ceratostomella paradoxa (de Seynes)
Dade. Essa classificacdo foi alterada em 1952 por Moreau que transferiu
Ceratostomella paradoxa para o género Ceratocystis.

O género Thielaviopsis abrange fungos sapréfitas causadores de podridao
preta de raizes em diversas espécies. T. paradoxa é considerado patégeno nas
culturas Plumeria sp. e Saccharum officinarum (Gonsalves & Ferreira, 2002b) e esta
classificado na divisdo eumicota, subdivisdo deuteromicota, classe hifomicetes e
ordem hifales (moniliales). O género Ceratocystis contempla varias espécies
consideradas patogénicas em diversos hospedeiros. Por exemplo, C. paradoxa é
patdbgeno em Cocos nucifera, Musa acuminata, S. officinarum, entre outros. Esse
género esta classificado na divisdo eumicota, subdivisdo ascomicotina, classe

pirenomicetes e ordem esfaeriales (Gonsalves & Ferreira, 2002a).

Uma vez que a podridao abacaxi afeta gravemente a brotacao das gemas e o
desenvolvimento dos brotos, os canaviais afetados por essa doenga apresentam
muitas falhas, as quais podem atingir grandes extensdes e, em determinadas
situacoes, toda a operacao de plantio deve ser refeita (SORDI, 1983). No entanto,
quando a doenca afeta a brotacao inicial, os prejuizos podem ultrapassar as falhas
no estande de plantas, ocasionando o menor desenvolvimento das plantas
(CHAPOLA, 2010). A brotacdo da cana-de-acucar pode ser reduzida em até 47%,
fato que tera reflexo na produtividade final, a qual pode sofrer uma reducao de 31%
a 35% (RAHMAN; MONDAL, 2010).

Como T. paradoxa infecta a cana-de-agucar por meio de ferimentos
existentes nas mudas, uma vez que nao é capaz de penetrar diretamente ou por
meio de aberturas naturais, o patégeno aumenta de importdncia em plantio
mecanizados, no qual os colmos sao seccionados, facilitando a entrada do patégeno
(WISMER, 1961; KILE, 1999; TOKESHI, 1980).

Os sintomas iniciais da doenga consistem em um encharcamento que tem
inicio nas extremidades das mudas e que se aprofunda com rapidez, sendo
acompanhado, simultaneamente, pela formacao de um tecido avermelhado, o qual
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contém substancias de defesa da planta. Apesar de os nés representarem uma
barreira ao avanco do patégeno, em variedades altamente suscetiveis, as mudas

inteiras podem ser colonizadas.

De acordo com o progresso da doenca, a coloracao dos tecidos é alterada,
chegando a pardo-escura e negra, momento em que os feixes fibrovasculares
internos encontram-se desprendidos e recobertos por uma massa negra de esporos.
O sintoma caracteristico da doenca é a fermentacdo das mudas, as quais exalam
um odor tipico da esséncia de abacaxi, sendo que a fermentagdo € mais acentuada
nas fases iniciais da infeccdo, uma vez que as mudas ainda possuem reservas de
acucar (WISMER, 1961; MATSUOKA et al., 1981; TOKESHI; RAGO, 2005; RAID,
2009).

Uma vez que o fator determinante para a manifestacdo da doenca € o atraso
na brotacdo das mudas, a ocorréncia de baixas temperaturas, a utilizacdo de gemas
velhas no plantio, a cobertura muito profunda das mudas e os plantios realizados em
solos secos ou encharcados favorecem o aumento da intensidade da doenca
(MATSUOKA et al.,, 1981; CROFT et al., 2000; TOKESHI; RAGO, 2005; RAID,
2009).

Dessa forma, medidas que estimulem a brotagcdo rapida das gemas
configuram 6timas alternativas no controle da podridao abacaxi, como por exemplo o
uso de variedades com rapida brotacdo, ja que nao ha relatos de variedades
resistentes a T. paradoxa, o qual seria o0 método de controle mais adequado.

Em virtude da dificuldade na obtencdo de materiais resistentes a T. paradoxa,
o estudo da estrutura genética do patégeno, com o auxilio de marcadores
moleculares, se faz necessario, de modo a determinar sistemas de manejo da

doenca mais eficientes.

2.3. Marcadores moleculares

Marcadores moleculares consistem em Joci cromossémicos, genes ou

sequéncias de DNA que apresentam segregacdo mendeliana, podendo ter acao
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dominante ou codominante e sdo usados em andlises genéticas (FUNGARO;
VIEIRA, 2001; BOREM et al., 2009).

Devido a complexidade genética e diferentes niveis de ploidia da cana-de-
acucar, o estudo da variabilidade genética é essencial nos programas de
melhoramento dessa espécie (Saccharum spp.) (STUPIELLO, 2002). Assim, 0 uso
de ferramentas biotecnoldgicas, como os marcadores moleculares, nesse tipo de
estudo auxilia na ampliacdo dos conhecimentos existentes sobre a estrutura e o
comportamento de genomas complexos, reduzindo, significativamente, o tempo de

desenvolvimento de novas variedades (FIGUEIRA, 2008).

Além de anteciparem a obtencao de gendtipos desejaveis (FUGANTI et al.,
2004), os marcadores moleculares, quando usados nos programas de
melhoramento genético de cana-de-aglcar, apresentam a vantagem de
representarem o genoétipo proveniente de um grande numero de marcadores
agrondmicos e morfolégicos (WUNSCH; HORMAZA, 2002). Segundo Leal et al.
(2010), os marcadores moleculares RAPD e SSR podem ser citados como os mais
utilizados para determinacdo da divergéncia genética em cana-de-agucar. No
entanto, técnicas como o RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorfism”)
(BOTSTEIN et al., 1980) e o AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism”)
(VOS et al.,, 1995) foram amplamente utilizados em diversas culturas, incluindo a
cana-de-agucar.

Dentre os marcadores moleculares disponiveis, os marcadores AFLP
demonstram ser indicados ao estudo da diversidade genética de C. paradoxa, por
fornecer muitos detalhes quanto a variabilidade genética dessa espécie de fungo,
além de estarem sendo utilizados com sucesso para analisar 0 genoma de varias
espécies de fungos, entre as quais Fusarium spp., Colletotrichum gossypii e
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides (SILVA-MANN et al., 2002). Como
exemplo, a técnica AFLP foi utilizada por Alvarez et al. (1997) no estudo da
diversidade genética entre isolados de T. paradoxa obtidos da palma.
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Marcadores AFLP também tém apresentado bons resultados no mapeamento
genético (ZIMNOCH-GUZOWSKA et al., 2000; KATENGAM et al., 2002;
STROMMER et al., 2002; KIDO, 2003), DNA fingerprinting (POWELL et al., 1996),
estudos de diversidade genética (RUSSELL et al., 1997), entre outras aplicagdes,

confirmando a importancia dessa ferramenta biotecnolégica na analise genética.

Apesar de ser trabalhosa, a técnica AFLP detecta um grande numero de
bandas polimorficas, com alto nivel de polimorfismo, sendo mais confiavel que
outras técnicas como o RAPD. De acordo com Gerber et al. (2000), o alto nUmero de
loci polimérficos revelados pelo AFLP compensa a perda de informacao resultante
da dominéancia. Sabe-se também que a técnica AFLP tem custo inicial baixo e é

mais transferivel entre as espécies que o método SSR (GERBER et al., 2000).

Na técnica de AFLP, desenvolvida por Zabeau e Vos em 1993, apés a
digestao e amplificagdo do DNA genbémico, os polimorfismos genéticos sao
identificados no gel pela presenga ou auséncia de fragmentos de DNA (DINIZ,
2007). Essa técnica envolve quatro etapas basicas, as quais consistem em digestao
do DNA gendmico, ligacdo de adaptadores, amplificacdo e analise dos fragmentos

através de gel.

Na etapa de digestdao do DNA genbémico, fragmentos de restricdo sdo gerados
por meio da utilizacdo de endonucleaeses, as quais sdao enzimas com alto nivel de
especificidade (BACHEM et al.,1996). Na etapa seguinte, nucleotideos
complementares as extremidades cortadas sdo ligados a esses fragmentos com o
auxilio da T4 DNA ligase. Apds as reacdes de restricdo e ligacdo, um numero
limitado de fragmentos é amplificado seletivamente por iniciadores AFLP, os quais,
posteriormente, sdo separados em gel e padrbes tipicos de AFLP sao visualizados
por autorradiografia ou por coloracdo com prata (BLEARS et al., 1998).

Dessa forma, uma das principais vantagens da técnica de AFLP consiste na
capacidade de detectar inumeras bandas polimérficas, mais do que qualquer outra
técnica disponivel baseada em PCR, as quais sdo analisadas simultaneamente,
fazendo com que a técnica seja muito eficiente (BLEARS et al., 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolados de Thielaviopsis paradoxa e extracao de DNA

Neste trabalho, uma colecédo de 11 isolados de T. parodoxa, obtida de colmos
de cana-de-aclcar infectados', provenientes de cinco diferentes estados do Brasil,
mantida no Centro de Cana - Instituto Agronémico - Ribeirdo Preto-SP, foi utilizada
para andlise de diversidade genética (Tabela 1 e Figura 1). Trés isolados foram
gentiimente cedidos pelo Departamento de Fitopatologia, ESALQ, USP. Para
extracdo do DNA, cada isolado foi plaqueado em meio de cultura BDA (Batata-
Dextrose-Agar) e incubado a 28°C, por cinco dias (MILANES et al., 1986). Ap6s
esse periodo, 0 micélio, que foi coletado por raspagem e macerado com nitrogénio
liquido, foi utilizado para a extracado de DNA (ALJANABI et al., 1999).

! Débora Maria Sansoli Chanquini, Ribeirao Preto-SP, 2012. Dado nao publicado.
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Tabela 1. Variedade hospedeira, origem e ano do isolamento dos isolados de T.

paradoxa utilizados neste estudo.

Isolados Variedade Cidade/Regiao Ano
1 n.r.” n.r. /BA 2004
2 n.r. Buritizal/SP 2006
3 RB 72-454 Barrrinha/SP 2004
4 n.r. Pradopolis/SP n.r.
5 RB 86-7515 Agua Emendada/GO 2012
6 SP 81-3250 Santa Juliana/MG 2012
7 SP 81-3250 Guaira/SP 2012
8 SP 81-3250 Guaira/SP 2012
9 SP 81-3250 Guaira/SP 2012
10 RB 86-7515 Conceigao das Alagoas/MG 2012
11 RB86-7515 Colorado/PR 2012

*n.r. informag&o nao registrada
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Figura 1. Localizacdo no mapa do Brasil dos isolados de Thielaviopsis paradoxa
coletados de colmos de cana-de-acucar de cinco diferentes estados brasileiros.

3.2. Analise com marcadores moleculares AFLP

A analise com marcadores moleculares AFLP foi realizada segundo a
metodologia proposta por Vos et al. (1995), com modificagdes. As sequéncias dos
“primers” e dos adaptadores utilizados estdo descritas na Tabela 2. O DNA
gendmico (400 ng) foi digerido com 4 unidades de cada enzima EcoRl (Invitrogen) e
Msel (New England Biolabs, USA) e mantido a 37 °C por 3 h. Apé6s, as amostras
digeridas foram incubadas a 70 °C por 5 min para desativar as enzimas de restricao.
Apés a digestao, os adaptadores [(EcoRI (5 pmol) e Msel (50 pmol)] foram ligados
as extremidades coesivas dos fragmentos de DNA digeridos usando 0,51 pl de T4
DNA ligase (New England Biolabs, USA) e incubados a 37 °C por 3 h. O DNA ligado
e diluido (6 vezes) foi pré-amplificado com “primers” (complementares ao



16

adaptadores de EcoRl e Msel) em termociclador [BIO-RAD thermocycler (My
Cycler)] programado com 29 ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por 60 s e 72 °C por 60
s. Apds, os produtos amplificados foram diluidos 10 vezes e utilizados na
amplificagé@o seletiva, a qual foi realizada com 12 combinac¢des de “primers” seletivos
de EcoRI (marcados com Dyl 700 e 800) e Msel (Tabela 3), sendo que a mistura das
reagdes com Dyl 700 e 800 foi realizada na proporgéo de 4 ul de cada uma delas. As
amplificagdes foram conduzidas em termociclador BIO-RAD thermocycler (My
Cycler), programado por 12 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 65 °C, e 60 s a 72 °C,
reduzindo-se 0,7° C a cada ciclo, seguido por 23 ciclos de 30 s a 94 °C, 60 s a 56 °C
e 60 s a 72 °C. Os produtos de PCR foram aplicados em um gel de poliacrilamida a
6.5% e a eletroforese conduzida em analisador automatico de DNA Li-Cor 4300 DNA

Analyzer (LI-COR Biosciences).
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Tabela 2. Sequéncias dos adaptadores e “primers” usados na andlise com marcadores

moleculares AFLP.

Nome Cadigo Sequéncia

EcoRI adapter 5-AAT TGG TAC GCA GTC TAC-3

3-CC ATG CGT CAG ATG CTC-5

Msel adapter 5-TAC TCA GGA CTC AT-3’

3'-G AGT CCT GAG TAG GAG-5

EcoRlI “primer” 5-GTA GAC TGC GTA CCA ATT C A-3
Msel “primer” 5-GAT GAG TCC TGA GTAAC-3

EcoRI +3-AAC E-AAC* 5-GTA GAC TGC GTA CCA ATT C AAC-3
EcoRI +3-AGA E-AGA* 5-GTA GAC TGC GTA CCA ATT C AGA-3’
EcoRI +3-ACA E-ACA* 5-GTA GAC TGC GTA CCA ATT C ACA-3
EcoRI +3-AGC E-AGC* 5-GTA GAC TGC GTA CCA ATT C AGC-3
EcoRI +3-ACG E-ACG 5-GTA GAC TGC GTA CCA ATT C ACG-3
EcoRI +3-AGG E-AGG 5-GTA GAC TGC GTA CCA ATT C AGG-3’
EcoRI +3-ACC E-ACC 5-GTA GAC TGC GTA CCA ATT C ACC-3’
EcoRI +3-ACT E-ACT 5-GTA GAC TGC GTA CCA ATT C ACT-3
Msel + 3-CGC E-CGC 5-GAT GAG TCC TGA GTA A CGC-3’
Msel + 3-CGT E-CGT 5-GAT GAG TCC TGA GTA A CGT-3’

* “Primers” marcados com IR 700 e IR 800.
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3.3. Analise dos dados

Os fragmentos amplificados foram categorizados para presenca ou auséncia de
bandas em todos os 11 isolados. Inicialmente foram eliminadas as bandas néo
polimorficas (mesmo valor, 1 ou 0, nos 11 isolados) e elas foram enumeradas para
cada combinagédo de “primers”, conforme Tabela 3. Foram calculados o Conteudo
Informativo de Polimorfismo (PIC), de cada combinacdo de “primers”, usando a
seguinte féormula: PIC; = 2fi (1 - f), onde PIC; é o conteludo informativo de
polimorfismo do marcador i (variando de 1 a 11), f; é a freqliéncia das bandas
presentes e 1 - f; é a freqliéncia das bandas ausentes (ROLDAN-RUIZ et al., 2000).

Na sequéncia, foram determinadas as correlacdes lineares entre os valores (1 ou
0), classificando os fragmentos como isopolimérficos, quando apresentavam a
mesma polimorfia nos 11 isolados, ou seja, correlacdo (1) ou (-1). As isopolimorfias
de bandas foram classificadas dentro da combinacédo de “primers” ou com bandas
de outras combinacdes de “primers” (Tabela 3).

Com as bandas polimérficas (grupos isopolimérficos representados por uma sé
banda polimérfica) (Tabela 4), a similaridade genética entre os isolados foi estimada
usando o coeficiente de similaridade de Jaccard (Jaccard, 1908): GSjk = a/(a+b+c),
onde GSjk é a medida da similaridade genética entre os individuos j e k, a € 0
namero de bandas polimérficas presentes em ambos os individuos, b € o nimero de
bandas presentes em j e ausentes em k, e ¢ € o numero de bandas presentes em k
e ausentes em j. A dissimilaridade genética (D) foi estimada pelo complemento da
similaridade (GSjk), ou seja, D = 1 — GSjk. As relacdes entre os isolados foram
exploradas por meio de uma analise filogenética, usando o método UPGMA e o
resultado foi expresso em um dendrograma utilizando o software NTSYS-PC version
2.0j (Exeter Software,Setauket, NY, USA). A estabilidade dos nés do dendrograma
foi verificada pelo programa DBOOD versao 1.1 (COELHO, 2001). Também foi
realizada analise de componentes principais, sendo que as coordenadas principais
PCoA foram determinadas pelo programa DARwin5. As coordenadas principais
PCoA foram extraidas do primeiro eixo segundo a férmula  ;; (dj— 6,-,-)2, em que d;é
a distancia observada entre i e j e §; € a distancia das projegdes de i e j sobre esse
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eixo. Em seguida, as coordenadas principais PCoA foram extraidas do segundo

eixo, ortogonal ao anterior.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagcdo molecular de 11 isolados de Thielaviopsis paradoxa com 12
combinacgdes de “primers” gerou um total de 330 bandas (Figura 2), sendo que 32
sdo monomorficas e 298 sao polimoérficas, as quais foram denominadas de X1 a
X298, conforme descrito na Tabela 3. Dessas bandas, 49 mostraram igual
polimorfismo nos 11 isolados, com correlacdo linear (1), e, assim, foram
denominadas bandas isopolimérficas (Tabela 4). Fixando cada um dos grupos que
contém bandas com isopolimorfismos, como uma banda, restaram 174 bandas
(Tabela 4), as quais sdo polimoérficas, com correlagdes diferentes de (1). E
importante ressaltar que a colecao de T. parodoxa utilizada foi composta por poucos
isolados, 0 que pode ser explicado, em parte, pelo fato de os trabalhos com esse
patdgeno serem recentes. Portanto, essa informacao deve ser considerada para a
analise e interpretacao dos resultados desse estudo.
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Figura 2. Bandas em gel de poliacrilamida obtidas por meio de analise AFLP com os
isolados de Thielaviopsis paradoxa coletados de colmos de cana-de-aglcar de cinco
diferentes estados brasileiros.
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Tabela 3. Bandas detectadas (X1 a X298) na analise com marcadores moleculares AFLP
nas 12 combinagdes de “primers” utilizadas e seus respectivos valores de PIC médio.

Combinagoes de “primers” Bandas PIC médio da Isopolimorfismo na Isopolimorfismo
detectadas combinagao combinagao com outras

combinagdes

Msel + 3-CGT/ EcoRI +3-ACC X1 a X30 0,348 5/30 268/144
Msel + 3-CGC/ EcoRI +3-AGG X31 a X55 0,390 4/25 273/149
Msel + 3-CGC/ EcoRI +3-ACC X56 a X85 0,368 7/30 268/144
Msel + 3-CGC/ EcoRI +3-ACT X86 a X103 0,439 3/18 280/156
Msel + 3-CGT/ EcoRI +3-AAC X104 a X123 0,406 2/20 278/154
Msel + 3-CGC/ EcoRI +3-AGC X124 a X150 0,427 5/27 2711147
Msel + 3-CGC/ EcoRI +3-ACG X151 a X173 0,383 2/23 275/151
Msel + 3-CGT/ EcoRI +3-AGG X174 a X202 0,364 4/29 269/145
Msel + 3-CGC/ EcoRl +3-ACA X203 a X223 0,443 2/21 277/153
Msel + 3-CGT/ EcoRI +3-AGC X224 a X245 0,430 2/22 276/152
Msel + 3-CGC/ EcoRI +3-AAC X246 a X268 0,441 2/23 275/151

Msel + 3-CGT/ EcoRI +3-AGA X269 a X298 0,438 1/30 268/144
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Tabela 4. Bandas polimérficas e seus isopolimorfismos identificados na analise dos 11

isolados de T. paradoxa com marcadores moleculares AFLP.

Bandas polimérfica

Bandas isopolimérficas

X1

X2
X3
X4
X5
X7
X9
X10
X11
X12
X13
X15
X16
X17
X19
X20
X21
X22
X23
X25
X26
X27
X28
X29
X30
X31
X32
X33
X35
X36

X1 =X14 = X53 = X54 = X94 = X128 = X147 = X151 = X177 = X199 = X249 = X259 =

X261
X2 = X8 = X155 = X225

X3 =X18
X4 = X150
X5 = X6
X7 =X52 = X101 = X102 = X116 = X169 = X198
X9 = X24 = X40 = X105 = X149
X10
X11 = X232 = X242
X12 = X93 = X99 = X136 = X196 = X224
X13
X15
X16 = X80
X17 = X255
X19 = X34 = X95 = X153 = X222 = X223
X20 = X129 = X178
X21
X22 = X194
X23
X25 = X62 = X85 = X87 = X100 = X120
X26 = X51 = X71 = X98 = X132 = X135 = X138 = X205
X27
X28
X29
X30 = X220
X31
X32 = X44 = X204
X33 = X65 = X154 = X208
X35
X36
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Continuacao Tabela 4. Bandas polimérficas e seus isopolimorfismos identificados na analise

dos 11 isolados de T. paradoxa com marcadores moleculares AFLP.

Bandas polimérficas

Bandas isopolimdrficas

X37
X38
X39
X42
X43
X45
Xa7
X48
X49
X50
X55
X57
X60
X63
X64
X66
X67
X68
X69
X70
X73
X75
X77
X78
X79
X81
X83
X84
X86
X88
X89
X90
X92
X96

X37 = X256
X38 = X46 = X163 = X170 = X176 = X206 = X228 = X229 = X251 = X279

X39 = X41

X42 = X82
X43
X45
Xa47

X48 = X144

X49 = X56 = X207
X50
X55
X57 = X58 = X59 = X61 = X124 = X148 = X193 = X212 = X214 = X226
X60 = X74 = X91 = X158 = X286
X63
X64
X66
X67 = X103 = X125 = X126 = X266
X68 = X133 = X230
X69 = X72 = X167 = X227 = X292
X70
X73 = X76 = X143 = X246

X75 = X239

X77 = X250
X78
X79
X81
X83
X84
X86

X88 = X115
X89
X90
X92
X96
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Continuacao Tabela 4. Bandas polimérficas e seus isopolimorfismos identificados na andlise
dos 11 isolados de T. paradoxa com marcadores moleculares AFLP.

Bandas polimérficas Bandas isopolimérficas
X97 X97
X104 X104
X106 X106 = X108 = X123 = X160
X107 X107
X109 X109
X110 X110
X111 X111 = X183
X112 X112
X113 X113 = X202
X114 X114
X117 X117
X118 X118
X119 X119
X121 X121 = X215
X122 X122
X127 X127
X130 X130
X131 X131
X134 X134
X137 X137
X139 X139
X140 X140
X141 X141
X142 X142
X145 X145
X146 X146
X152 X152
X156 X156
X157 X157
X159 X159
X161 X161
X162 X162
X164 X164 = X173

X165 X165
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Continuacao Tabela 4. Bandas polimoérficas e seus isopolimorfismos identificados na
analise dos 11 isolados de T. paradoxa com marcadores moleculares AFLP.

Bandas polimérficas Bandas isopolimérficas
X166 X166
X168 X168
X171 X171
X172 X172
X174 X174 = X175
X179 X179
X180 X180
X181 X181 = X235
X182 X182 = X248
X184 X184
X185 X185 = X187
X186 X186 = X192
X188 X188
X189 X189
X190 X190
X191 X191
X195 X195
X197 X197
X200 X200
X201 X201 = X257
X203 X203
X209 X209
X210 X210
X211 X211 = X294
X213 X213 = X243
X216 X216
X217 X217
X218 X218
X219 X219
X221 X221
X231 X231
X233 X233
X234 X234

X236 X236
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Continuacao Tabela 4. Bandas polimoérficas e seus isopolimorfismos identificados
na andlise dos 11 isolados de T. paradoxa com marcadores moleculares AFLP.

Bandas polimérfica: Bandas isopolimorficas
X237 X237
X238 X238
X240 X240
X241 X241
X244 X244
X245 X245 = X297
X247 X247
X252 X252
X253 X253
X254 X254
X258 X258
X260 X260
X262 X262
X263 X263
X264 X264
X265 X265
X267 X267
X268 X268
X269 X269
X270 X270 = X272
X271 X271
X273 X273
X274 X274
X275 X275
X276 X276
X277 X277
X278 X278
X280 X280
X281 X281
X282 X282
X283 X283
X284 X284
X285 X285

X287 X287
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Continuacao Tabela 4. Bandas polimoérficas e seus isopolimorfismos identificados
na andlise dos 11 isolados de T. paradoxa com marcadores moleculares AFLP.

Bandas polimérfica: Bandas isopolimorficas
X288 X288
X289 X289
X290 X290
X291 X291
X293 X293
X295 X295
X296 X296
X298 X298

Os valores de PIC (variabilidade potencial do material) médio de cada
combinacao de “primers” utilizada na analise AFLP variaram de 0,348 (Msel + 3-
CGT/ EcoRI +3-ACC) a 0,443 (Msel + 3-CGC/ EcoRI +3-ACA), com média de 0,406,
conforme descrito na Tabela 3. Esses valores de PIC calculados segundo o critério
préprio para marcadores dominantes, no caso AFLP, sado valores altos e podem ser
considerados informativos, uma vez que o maximo valor possivel € 0,5 (ROLDAN-
RUIZ et al., 2000; DE RIEK et al., 2001). O polimorfismo genético dos /oci em analise
pode ser quantificado por meio do PIC, possibilitando a otimizacdo do numero de
marcadores utilizados nos estudos moleculares, uma vez que os maiores valores de

PIC estao associados a maior conteudo de informagéo de ligagédo (LIU, 1997).

A combinacdo Msel + 3-CGC/ EcoRI +3-ACA foi a que proporcionou maior
conteudo de polimorfismo para os isolados de T. paradoxa em estudo, com valor de
PIC de 0,443. No mesmo sentido, a combinacédo Msel + 3-CGT/ EcoRI +3-ACC foi a
que proporcionou o menor conteudo de polimorfismo para os isolados de T.
paradoxa avaliados (PIC = 0,348).

E interessante destacar que o isopolimorfismo pode ocorrer entre bandas da
mesma combinacao de “primers” (Tabela 3) e isso afeta o PIC, reduzindo-o, ou com
bandas de outras combinacdes de “primers” (Tabela 3). Esse segundo tipo dificulta
interpretacbes de possiveis associagdes com atributos fenotipicos, como, por

exemplo, a severidade, pois a associacdo medida sera a mesma com qualquer uma
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das bandas do grupo isopolimérfico e a causa-efeito, mais provavelmente se deve a

apenas uma das bandas.

Sendo assim, com base na Tabela 3, é possivel inferir que as combinacoes
de “primers” Msel + 3-CGC/ EcoRIl +3-ACT e Msel + 3-CGT/ EcoRI +3-AGA podem
ser consideradas mais discriminatorias com relagdo ao PIC, uma vez que possuem
menor isopolimorfismo entre bandas da mesma combinagdo e com bandas de

outras combinagdes de “primers”.

As matrizes de dissimilaridade entre os 11 isolados obtidas a partir da 174
bandas polimérficas e a partir das 298 bandas polimérficas estdo apresentadas,

respectivamente, nas Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5. Matriz de dissimilaridade genética entre os isolados de Thielaviopsis paradoxa,
provenientes de colmos de cana-de-acgucar de cinco diferentes estados, obtida a partir das 174

bandas polimérficas, por meio da técnica de AFLP.

Cp1-BA Cp2-SP Cp3-SP Cp4-SP Cp5-GO Cp6-MG Cp7-SP Cp8-SP Cp9-SP Cp10-MG Cp11-PR

(G ) (G1) (G Iy~ Gl (G1) G1m Gl (G 1) (G I)* Gm G1m
Cp1-BA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
(€})
Cp2-SP
G 0,500 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp3-SP
Gy 0,808 0,862 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp4-SP
G 0,515 0,553 0,768 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp5-GO
G1) 0,658 0,640 0,810 0,580 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp6-MG
(G 0,678 0,759 0,694 0,670 0,694 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp7-SP
G 0,685 0,711 0,755 0,716 0,752 0,699 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp8-SP
Gy 0,735 0,787 0,768 0,798 0,743 0,654 0,800 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp9-SP
(G 1) 0,787 0,837 0,725 0,835 0,868 0,732 0,775 0,789 0,000 0,000 0,000
Cp10-
MG (G ) 0,733 0,785 0,755 0,764 0,729 0,650 0,656 0,690 0,761 0,000 0,000
Cp11-PR
(G 0,704 0,766 0,660 0,722 0,698 0,682 0,755 0,709 0,828 0,731 0,000

*G I: Grupo |, G II: Grupo I, G llI: Grupo lll, conforme os dendrogramas de dissimilaridade genética que
serao apresentados nas Figuras 3 e 4.
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Tabela 6. Matriz de dissimilaridade genética entre os isolados de Thielaviopsis paradoxa,
provenientes de colmos de cana-de-acgucar de cinco diferentes estados, obtida a partir das 298

bandas polimérficas, por meio da técnica de AFLP.

Cp1-BA Cp2-SP Cp3-SP Cp4-SP Cp5-GO Cp6-MG Cp7-SP Cp8-SP Cp9-SP Cp10-MG Cp11-PR

(G ) (G1) (G Iy~ (G1) (G1) Gm (G 1)* (G 1) (G 1) (G 1y Gm
Cp1-BA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
(€})
Cp2-SP
G 0,427 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp3-SP
Gy 0,863 0,884 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp4-SP
G 0,456 0,489 0,823 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp5-GO
G1) 0,674 0,651 0,847 0,602 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp6-MG
(G 0,769 0,810 0,718 0,741 0,746 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp7-SP
(G 1y 0,755 0,759 0,766 0,771 0,784 0,736 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp8-SP
Gy 0,784 0,806 0,789 0,814 0,759 0,703 0,831 0,000 0,000 0,000 0,000
Cp9-SP
(G 1) 0,853 0,877 0,736 0,873 0,892 0,743 0,792 0,817 0,000 0,000 0,000
Cp10-
MG (G 0,000
1)) 0,809 0,833 0,769 0,818 0,778 0,696 0,696 0,737 0,723 0,000
Cp11-PR
(G 0,778 0,809 0,686 0,787 0,753 0,712 0,782 0,735 0,838 0,757 0,000

*G I: Grupo |, G II: Grupo I, G llI: Grupo lll, conforme os dendrogramas de dissimilaridade genética que
serao apresentados nas Figuras 3 e 4.

Com base na Tabela 5, é possivel inferir que a menor dissimilaridade (0,5)
ocorreu entre os isolados 1 e 2, provenientes dos estados da Bahia e de Sao Paulo,
respectivamente. A maior dissimilaridade (0,868) ocorreu entre os isolados 5 e 9,
provenientes dos estados de Goias e de Sao Paulo, respectivamente, sendo que a
dissimilaridade genética média foi de, aproximadamente, 0,74.
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Com base na Tabela 6, € possivel inferir que a menor dissimilaridade (0,427)
ocorreu entre os isolados 1 e 2, provenientes dos estados da Bahia e de Sao Paulo,
respectivamente. A maior dissimilaridade (0,892) ocorreu entre os isolados 5 e 9,
provenientes dos estados de Goias e de Sao Paulo, respectivamente, sendo que a
dissimilaridade genética média foi de, aproximadamente, 0,76.

O agrupamento dos isolados, baseado no polimorfismo molecular obtido com
as 174 bandas polimorficas, esta representado na Figura 3. Os isolados agruparam-
se em trés grupos principais (Grupo I, Grupo Il e Grupo ).

O grupo | foi formado por cinco isolados, sendo um deles proveniente do
estado da Bahia, um deles proveniente do estado de Goids e os outros trés
provenientes do estado de Sao Paulo. O grupo Il foi constituido por cinco isolados,
sendo dois provenientes do estado de Sdo Paulo, um do estado do Parana e dois
provenientes do estado de Minas Gerais. Finalmente, o grupo Il foi composto por
apenas um isolado (isolado 9), sendo ele proveniente do estado de Sao Paulo, o
qual mostrou-se distante dos demais no que se refere as caracteristicas genéticas
discriminadas pela analise AFLP.
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Figura 3. Dendrograma de dissimilaridade genética, obtido a partir das 174 bandas
polimoérficas por meio de andlise AFLP, usando o método UPGMA, entre os isolados
de Thielaviopsis paradoxa coletados de colmos de cana-de-agucar de cinco
diferentes estados brasileiros.

O agrupamento dos isolados, baseado no polimorfismo molecular obtido com
as 298 bandas polimorficas, esta representado na Figura 4. Os isolados agruparam-

se em trés grupos principais (Grupo |, Grupo Il e Grupo IlI).

O grupo | foi formado por quatro isolados, sendo um deles proveniente do
estado da Bahia, um deles proveniente do estado de Goids e os outros dois
provenientes do estado de Sao Paulo. O grupo Il foi constituido por quatro isolados,
sendo dois provenientes do estado de Sao Paulo, um do estado do Parana e um
proveniente do estado de Minas Gerais. Finalmente, o grupo Il foi composto por trés
isolados, sendo dois provenientes do estado de Sao Paulo e um proveniente do

estado de Minas Gerais.
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Figura 4. Dendrograma de dissimilaridade genética, obtido a partir das 298 bandas
polimorficas por meio de analise AFLP, usando o método UPGMA, entre os isolados
de Thielaviopsis paradoxa coletados de colmos de cana-de-agucar de cinco
diferentes estados brasileiros.

De acordo com as Figuras 3 e 4, é possivel inferir que os dendrogramas
apresentaram padrao relativamente semelhante de dissimilaridade entre os isolados
de T. paradoxa. A principal diferenca presente entre esses dendrogramas consistiu
nos isolados Cp7-SP e Cp10-MG, sendo que, enquanto na Figura 3 o isolado Cp7-
SP pertencia ao Grupo | e o isolado Cp10-MG pertencia ao Grupo Il, na Figura 4
ambos os isolados pertenciam ao Grupo lll. Sendo assim, analisando tanto a Figura
3 quanto a Figura 4, evidencia-se a formagédo de grupos entre os 11 isolados de T.
paradoxa, sendo que existe similaridade genética dentro do grupo e dissimilaridade

genética entre os grupos.

As coordenadas foram calculadas para os dois primeiros eixos com
autovalores positivos, 0s quais estdo descritos na Tabela 7. As coordenadas

principais obtidas para os dois primeiros eixos estdo descritas na Tabela 8 e o
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grafico com dois eixos obtido pela analise de componentes principais esta

apresentado na Figura 5.

Tabela 7. Autovalores e porcentagem de retencao obtidos para os dois primeiros eixos na andlise de
componentes principais entre os isolados de Thielaviopsis paradoxa, provenientes de colmos de

cana-de-agucar de cinco diferentes estados.

Eixos Autovalores Porcentagem de retencao Porcentagem de retencéo total

PCo(1) 0,09076 27,33 41,07

PCo(2) 0,04562 14,74
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Tabela 8. Coordenadas principais obtidas para os dois primeiros eixos na analise de componentes
principais entre os isolados de Thielaviopsis paradoxa, provenientes de colmos de cana-de-agucar de

cinco diferentes estados.

Acessos Eixo 1 Eixo 2
1 0,411412984796114 0,0841231259019415
2 0,45299580161856 0,0968309936239551
3 -0,347600076350924 -0,06038684 18615944
4 0,406539677150854 0,0336173202103681
5 0,250114704672482 -0,176642405581853
6 -0,187258333030488 -0,0831513851818635
7 -0,0852045568376906 0,289347767175235
8 -0,13859326351613 -0,327928014529851
9 -0,353348502512917 0,351564747040769
10 -0,255544530816585 0,126682881461662

11

-0,153513905173276

-0,334058188258768




Factorial analysis: (Axes 1/2)

v

e
Ge

Figura 5. Diversidade dos acessos em funcdo das duas coordenadas principais.
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Por meio da analise da Tabela 7, é possivel inferir que os dois eixos explicam
41,07% da diversidade existente. Analisando a Figura 5, nota-se um grupo similar
formado pelos acessos 1, 2 e 4, com valores superiores a 0,4 no eixo 1 e valores
inferiores a 0,1 no eixo 2. Relativamente perto, embora em outro quadrante, esta o

acesso 5. Ou seja, ha relativa concordancia com o Grupo | da Figura 4.

Destaca-se o acesso 9, com valor mais negativo (-0,35) no eixo 1 e valor
positivo (0,35) no eixo 2. Relativamente préximos, mais para o centro, estdo os
acessos 7 e 10, concordando relativamente com o Grupo Ill da Figura 4.

Outros dois destaques similares sao os acessos 11 e 8 com valores negativos
(-0,33) no eixo 2 e respectivamente (-0,15 e -0,14) no eixo 1. Os acessos 6 e 3 estao
no mesmo quadrante, mostrando relativa concordancia com o Grupo Il da Figura 4.

Em resumo, tanto o dendograma (Figura 4) quanto as coordenadas principais
(Figura 5) mostram diversidade dos acessos com formacdo de pelo menos trés

grupos.

Estudos moleculares evidenciaram que a espécie Thielaviopsis paradoxa esta
relacionada de maneira proxima as espécies Ceratocystis fimbriata, C. adiposa, C.
radicicola, C. coerulescens e C. fagacearum (HAUSNER et al., 1993).

Andlises RFLPs usando DNA nuclear e mitocondrial de C. fagacearum
indicaram que essa espécie do género Ceratocystis apresenta baixos niveis de
diversidade genética (KURDYLA et al., 1995), ao contrério dos resultados obtidos no

presente trabalho para T. paradoxa usando a técnica AFLP.

No entanto, em espécies de fungos que possuem genomas mitocondriais
grandes, como ocorre com C. fagacearum, € comum encontrar variagao genética em

populacdes geograficamente distintas (KURDYLA et al., 1995).

Grande parte da variacdao detectada em analises RFLP provém de pequenas
insergcdes ou delecdes (estimadas em 20 a 200 pb). Assim sendo, muitas das
diferencas entre os isolados poderiam ser detectadas apenas quando os fragmentos
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hibridizados tivessem de 500 a 4000 pb, gerando condi¢des de resolugao étima para

a eletroforese.

Uma vez que na técnica AFLP sao produzidos fragmentos de 80 a 500 pb e
grande numero de polimorfismos por reagédo (FALEIRO et al., 2001), fica constatada
a eficiéncia da técnica AFLP no estudo da diversidade genética entre isolados de
espécies do género Ceratocystis, em detrimento da técnica RFLP para esse uso em
especifico. Tal fato pode explicar, em parte, a baixa diversidade genética encontrada
em C. fagacearum quando foi utilizada a técnica de RFLP por Kurdyla et al. (1995).

Na literatura ndo ha trabalhos sobre a variabilidade genética de T. paradoxa
em cana-de-acucar. No entanto, Alvarez et al. (1997) relataram haver alta
variabilidade genética entre isolados de T. paradoxa obtidos da palma quando
fizeram uso da técnica de AFLP, em contraste com uma menor variabilidade obtida

por meio das técnicas de PCR e RAPD.

A caracterizacdo molecular, realizada no presente trabalho por meio da
técnica de AFLP, evidenciou a existéncia de alta variabilidade genética entre os
isolados de T. paradoxa obtidos das regides produtoras de cana-de-agucar no Brasil.
No entanto, ndo foi possivel estabelecer uma conexao entre a similaridade genética
e a regidao do Pais de onde esses isolados foram obtidos. Essa questdao pode ser
explicada, em parte, pelo fato de o patégeno ser polifago e ocorrer no solo, sendo
encontrado em praticamente todas as regides em que a cana-de-agucar € cultivada.

Em 1960, George L. McNew apresentou uma classificacao para doencgas de
plantas, que tinha como base os processos fisioldgicos vitais da planta interferidos
pelo patégeno, de modo que foram propostos seis grupos de doencas segundo essa
classificacdo. Segundo Bedendo (1995), por meio dessa classificagdo também é
possivel identificar graus de agressividade, parasitismo e especificidade entre os
agentes causais de doencas, de modo que os patégenos que constituem o grupo VI
S0 menos agressivos, com maior evolucdo do parasitismo e maior especificidade
em relacdo ao hospedeiro quando comparados aos patégenos constituintes do

grupo .
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Visto que a podridao abacaxi afeta, principalmente, o desenvolvimento de
tecidos jovens (brotacdo das gemas), causando falhas na brotacdo, e,
consequentemente, o processo de absorcdo de agua e elementos minerais,
podendo retardar ou inibir o desenvolvimento das raizes (WISMER, 1961;
MATSUOKA et al.,, 1981; TOKESHI; RAGO, 2005; RAID, 2009), ela pode ser
enquadrada tanto no grupo de doencas Il — “damping-off’ ou tombamento de
plantulas - quanto no Ill — podriddes de raizes e de colo - , segundo a classificacao
proposta por McNew em 1960.

Ambos 0s grupos de doencas abrigam parasitas facultativos, os quais, por
apresentarem baixa especificidade em relagdo ao hospedeiro, podem infectar uma
gama de diferentes espécies de plantas. Sendo assim, a alta variabilidade genética
entre os isolados de Thielaviopsis paradoxa identificada por marcadores AFLP neste
trabalho, pode ser explicada, entre outros fatores, pela baixa especificidade desse
fungo em relacdo aos seus hospedeiros, visto que T. paradoxa é um patdégeno

polifago.

Os principais fatores que geram a variabilidade genética e amplificacdo da
diversidade nas populacbes naturais sdo, respectivamente, a mutagcdo e a
recombinacdo, os quais possuem papel essencial no processo evolutivo das
espécies (BRAMMER, 1993).

Uma vez que T. paradoxa pode sobreviver no solo por periodos superiores a
15 meses, segundo Rott et al. (2000), a variabilidade genética observada entre os
isolados de T. paradoxa também pode ser explicada por uma recombinacdo, que
pode ocorrer em regides de cultivo, decorrente da permanéncia de estruturas do
patégeno de uma safra para a outra .

Dessa forma, acredita-se que a recombinacao genética entre os fitopatdégenos
pode ocorrer em regides onde a producao de cana-de-acucar € intensiva. Kaufmann
e Weidmann (1996) propuseram que variabilidade em fitopatogenos pode ser
decorrente de reproducdo sexuada ou mesmo de outros mecanismos de

recombinacao genética.
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Do ponto de vista evolutivo, essa variabilidade genética das populacdes é
essencial na determinagcao do potencial de adaptacéao as diversas condicées sob as
quais um organismo se encontra (MCDONALD; LINDE, 2002). Nesse cenario, 0
desenvolvimento de variedades resistentes torna-se inviavel, uma vez que a
natureza virulenta do patdégeno, associada a baixa especificidade em relacdo ao
hospedeiro, proporciona alta variabilidade genética ao patdgeno, dificultando a
obtencao de materiais resistentes.

5. CONCLUSAO

O estudo de diversidade genética de 11 isolados de Thielaviopsis paradoxa
obtidos de regides de cultivo comercial de cana-de-agucar resultou na formacéao de 3
grupos entre esses isolados, com dissimilaridade genética entre os grupos,
demonstrando alto polimorfismo entre esses isolados, fato que sinaliza a existéncia

de alta variabilidade genética dessa espécie de fitopatdgeno.
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