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RESUMO

COSTA, S.N. Caracterizagdo molecular de isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense do Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil. Cruz das Almas, 2013.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do
Recobncavo da Bahia.

A bananicultura é fundamental para o agronegdcio brasileiro. Contudo,
diversos problemas fitossanitarios limitam a sua producdo. O mal-do-Panama,
causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), € uma das principais
preocupacdes, visto que esse fungo € endémico em todas as regides produtoras
e é habitante do solo, o que dificulta o manejo da doenca. O objetivo deste
trabalho foi compreender a estrutura populacional de Foc em diferentes regides
produtoras do Brasil, uma vez que essas informagcdes sao relevantes para o
entendimento desse patossistema. Para isso, foram utilizados 214 isolados de
Foc das regides Nordeste, Sudeste e Sul do pais, os quais foram caracterizados
por meio de marcadores microssatélites (SSR). Os marcadores separaram 0S
isolados em 52 haplotipos distintos. Ndo foi encontrada correlacdo entre
distancias genéticas e distancias geograficas para as regides Sudeste e Nordeste.
No entanto, para a regido Sul a correlacao foi moderada, e significativa. Por meio
da AMOVA constatou-se que 67,9% da variacao total ocorreu dentro dos estados,
ou seja, entre 0s municipios, e 25,3% entre os estados. Com base na composi¢cao
genética dos isolados, foi verificada a existéncia de 16 provaveis grupos genéticos
ancestrais. Entretanto, tais grupos estdo distribuidos nas diferentes regibes
geograficas e cultivares de onde foram obtidos. Os resultados indicam que 0s
isolados dos diferentes estados compdem uma Unica populacdo. Assim, as
diferencas genéticas entre isolados podem ser, devidas a mistura de diferentes
linhagens clonais. A diversidade encontrada reafirma a necessidade de estudos
com este patdébgeno, pois essa caracteristica pode estar relacionada ao seu
potencial evolutivo e, possivelmente, a sua capacidade de suplantar a resisténcia

das cultivares geradas por programas de melhoramento genético.

Palavras chave: mal-do-panama, microssatélite, diversidade genética



ABSTRACT

COSTA, S.N. Molecular characterization of Fusarium oxysporum f. sp. Cubense
isolates. Cruz das Almas, 2013. Dissertation (Master’'s Degree in Agricultural

Microbiology). Universidade Federal do Reconcavo da Babhia.

The banana production is a major component of Brazilian agribusiness. However,
several problems limit the production of this crop. Panamé disease, caused by the
fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), is a major concern since the
only control measure is the use of resistant varieties. Foc is endemic to all
producing regions, and is soilborne, which hinders this disease’s management.
The objective of this study was to understand the population structure of Foc in
different producing regions of Brazil. Therefore, 214 Foc isolates from the
Northeast, Southeast and Southern regions were used and characterised by
microsatellite markers (SSR). The markers sorted the isolates into 52 distinct
haplotypes. There was no correlation between the genetic and geographical
distances for the Southeast and Northeast region. However, a moderate significant
the correlation was moderate and highly significant for the Southern region. The
AMOVA analysis showed that 67.9% of the total variation occurred within the
states. Based on the isolates’ genetic constitution, 16 genetic clusters were
formed. These were distributed into different geographical regions and cultivars
from which they were obtained. Results indicate that isolates from different states
comprise a single population, which is predominantly clonal. Moreover, the genetic
differences between isolates are due to the mixture of different clonal lineages.
The encountered diversity points to the need for additional studies since that
characteristic might be related to Foc’s evolutionary potential and possibly to its

ability to overcome the resistance of by breeding programs’ generated cultivars.

Keywords: Panama-disease, microsatellite, genetic variability
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.0 Aspectos gerais da cultura da bananeira

A banana é a fruta mais consumida no mundo (FAO, 2013). O Brasil ocupa a
5° posi¢cdo na producdo mundial, e tem uma é&rea cultivada de 512 mil hectares
(FAO, 2013), sendo que quase a totalidade dessa producdo é destinada ao
consumo interno.

A bananicultura estd entre as atividades agricolas de maior expressao
econdmica e de elevado alcance social no Brasil. A banana € cultivada em todos
os Estados brasileiros. No entanto, a regido Nordeste se destaca com 38% da
producéo, sendo a Bahia responsavel por mais de 15% desse total produzido
nessa regido. (IBGE, 2013).

A bananeira (Musa spp.) pertence a familia Musaceae e seu provavel
centro de origem é regido sudoeste da Asia (DE LANGHE et al., 2009). A planta é
uma herbacea de caule subterraneo (rizoma), a partir do qual formam-se as
folhas, raizes e inflorescéncias. De acordo com Cordeiro (2000), diversos fatores
podem influenciar no desenvolvimento e producdo da cultura, tais como o0s
relacionados as caracteristicas genéticas de cada variedade, condi¢cdes
edafoclimaticas, fatores bidticos e a intervencdo humana.

Como ocorre em qualquer espécie cultivada, a bananeira € afetada por
diversos problemas fitossanitarios causados por fungos, bactérias, virus,
nematoides e insetos. Entre as principais doencas fungicas destacam-se a
Sigatoka-negra, causada por Mycosphaerella fijiensis Morelet, a Sigatoka-
amarela, causada por Mycosphaerella musicola Leach, e o mal-do-Panama,
causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense E.F. Smith Sn. & Hansen (Foc)
(CORDEIRO et al., 2005; PLOETZ, 2006).

Ao contrario da Sigatoka-negra, o mal-do-Panama é endémico em todas as
regides bananicultoras do mundo. Seu controle com fungicidas € inviavel, sendo
reconhecida como uma das principais ameacas a producdo da banana (DITA et
al., 2010). A medida de controle mais eficiente € o uso de variedades resistentes,
mas sua utilizacdo estad condicionada as racas do patégeno (GERLACH et al.,
2000; GROENEWALD et al., 2006; SMITH et al., 2006). Um exemplo, € a cultivar
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Cavendish, que é resistente as ragas 1 e 2 de Foc, mas ndo aracga 4, a qual esta
presente nos paises asiaticos. No entanto, cultivares apreciadas pela populacéo,
como a banana ‘Macd’, estdo desaparecendo do mercado devido a alta
suscetibilidade ao mal-do-Panama. Altos niveis de incidéncia da doenca tém sido
constatados nos ultimos anos em variedades dos subgrupo Prata, principalmente
em perimetros irrigados, aumentando a preocupa¢do com a doenca no Brasil

(Zilton Cordeiro, Embrapa CNPMF, comunicagao pessoal).

1.1 O mal-do-Panama

O mal do Panama foi descrito pela primeira vez na Austrélia, em 1876,
sendo em seguida disseminado para paises da América do Central e do Sul.
(STOVER, 1972).

No Brasil o mal-do-Panama foi inicialmente observado em 1930, em
Piracicaba-SP, e em menos de 4 anos dizimou cerca de um milh&o de plantas de
banana cv. ‘Mac¢ad’ (CORDEIRO et al., 2005). Posteriormente, grandes areas de
banana ‘Macgad’ foram dizimadas em outras regides daquele Estado e também em
Minas Gerais, Goias e Espirito Santo. Neste ultimo, mais de 20% das plantas
pertencentes ao grupo ‘Prata’ também foram eliminadas (PLOETZ, 1990; MATOS
et al., 1998).

A infeccdo da-se pelas raizes, seguidas do sistema vascular da planta, em
um processo sistémico, atingindo o0s tecidos parenquimaticos anexos
(CORDEIRO et al., 2005). Em algumas cultivares resistentes a formacao de géis
e tiloses foram relatados como mecanismos de defesa (ASCENSAO e DUBERY,
2003). Tiloses sao modificacdes da parede celular, que crescem a partir dos
plasmodesmas obstruindo parcialmente ou totalmente os vasos do xilema
(HARPER et al., 2012). Ocorre em respostas a injarias mecanicas ou, aguelas
causadas por microrganismos. Vandermolen et al. (1987) avaliando plantas da
cultivar Valery, resistente a Foc, observaram a formacéao de tiloses apds 8 dias de
inoculacao.

Nas doencas vasculares, a producdo de tiloses pode ocorrer em
associacao a formacdo de géis. Os géis sdo compostos de pectinas produzidas
nas células do parénquima adjacentes aos vasos do xilema (SUN et al., 2008). De

acordo com Beckman e Zarrogian (1967), variedades suscetiveis de banana,
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como ‘Magd’, respondem com formacéo de tiloses, porém tardiamente, permitindo
a colonizacdo de Foc. Além da formacdo de gel e tiloses como respostas de
defesa, Ascensao e Dubery (2000) comprovaram acumulo de compostos fendlicos
e lignina nas paredes celulares como parte dos mecanismos de defesa nas raizes
de bananeiras.

Os sintomas exibidos pelas plantas infectadas podem ser observados
interna ou externamente. Externamente nota-se um amarelecimento progressivo,
das folhas mais velhas para as folhas mais novas, comecando pelos bordos do
limbo em direcdo a nervura principal. Posteriormente ocorre murcha, seguida da
guebra do peciolo junto ao pseudocaule, o que da a planta o aspecto tipico de um
guarda-chuva fechado (CORDEIRO et al., 2005).

Frequentemente, também podem ser encontradas rachaduras na base do
pseudocaule. O tamanho de tais lesdes varia conforme a area afetada no rizoma.
Esses sintomas sdo mais comuns em plantas mais velhas, no entanto isso néo
descarta a possibilidade de plantas jovens serem afetadas (CORDEIRO et al.,
2005).

Pontuacdes pardo-avermelhadas e descoloracdo vascular caracterizam 0s
sintomas internos (DITA et al., 2010). Estes podem ser observados ao se
realizarem cortes transversais ou longitudinais no pseudocaule ou rizoma. As
pontuacdes pardo-avermelhadas tem origem na oxidacdo de fenol quando na
presenca do patogeno (CORDEIRO et al., 2005).

A descoloragcdo vascular no pseudocaule concentra-se mais
perifericamente, mantendo-se o centro claro. No rizoma, a descoloracdo € mais
visivel na area de densa vascularizacdo, onde o estelo se junta ao cortex,
podendo-se observar a evolucdo dos sintomas do rizoma para as brotacfes a ele
aderidas (CORDEIRO et al.,, 2005). Dependendo do nivel de resisténcia da
cultivar, plantas doentes ndo chegam a produzir cachos ou, quando produzem,
tém frutos com valor comercial comprometido.

O controle é dificultado pelo fato de a murcha ser causada por um fungo
habitante do solo que sobrevive por periodos prolongados mesmo na auséncia da
cultura (STOVER, 1962, 1990). Existem medidas preventivas que podem impedir
o0 aumento da intensidade da doenca, como, por exemplo, evitar areas
encharcadas e cultivadas anteriormente com bananeira; controlar nematoides e

insetos e efetuar adubacdes equilibradas.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-3059.2009.02221.x/full#b30
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Nesse sentido, o uso de variedades resistentes € a medida de controle
mais efetiva. No entanto, o surgimento de novas racas € uma preocupacao para
os programas de melhoramento genético, pois uma cultivar pode apresentar
diferentes niveis de resisténcia, a depender das condi¢cdes locais. Isso torna
imprescindivel o conhecimento da biologia de populacdo desse patdgeno.

1.3 Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Fusarium oxysporum f. sp. cubense € um fungo habitante de solo. Os
esporos por ele produzidos sdo os macroconidios e microconidios. Clamidésporos
séo produzidos como estruturas de resisténcia e sobrevivéncia (ALEXPOULOS et
al., 1996).

A classificacdo atual de Fusarium oxysporum é dividida em secdes: formae
speciales e racas (SNYDER e HANSEN, 1940). Esses autores usaram 0 conceito
forma specialis para distinguir isolados patogénicos que sdo morfologicamente
semelhantes a isolados da mesma espécie, mas que diferem quanto a habilidade
em parasitar hospedeiros especificos. Assim, cada forma specialis possui um
elevado grau de especificidade ao hospedeiro (NELSON et al., 1983). Na cultura
da banana o agente etioldgico é F. oxysporum f. sp. cubense.

Quanto as racas, 0 patdgeno é especifico a cultivares. Para a bananicultura
ha 3 racas predominantes (GROENEWALD et al., 2006), as quais sao
diferenciadas por variedades indicadoras. A variedade Gros Michel e Macéa séao
indicadoras da raca 1, a Bluggoe, indicadora da raca 2, e as variedades do
subgrupo Cavendish (Nanica, Nanicado e Grande Naine) séo indicadoras da raca 4
(SU et al., 1986; CORDEIRO et al., 2005).

A Raca Tropical 4 (TR4) e a subtropical (ST4) foram descritas como
bidtipos da Raca 4 (SU et al.,, 1986; BENTLEY et al., 1998). Desde seu
aparecimento, a TR4 vem causando sérios problemas em plantacdes comerciais
de banana na Australia, China, Filipinas, Malasia, Sulawesi, Sumatra, Taiwan e
Vietnd (MOLINA et al., 2008; BUDDENHAGEN, 2009). A TR4 é patogénica tanto
nos subtrépicos quanto nos tropicos (BUDDENHAGEN, 2009), enquanto que a
ST4 se torna mais agressiva quando bananas Cavendish sdo expostas a

estresses abidticos nos subtropicos. O surgimento dessa nova raca €
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preocupante, pois além do subgrupo Cavendish, também afeta as cultivares
susceptiveis asracas 1 e 2 (SU et al., 1986).

A dispersao de Foc pode ocorrer a partir de rizomas, raizes e pseudocaule
de plantas doentes. Além disso, animais, o0 homem, equipamentos e ferramentas
podem ser agentes de disseminacdo (VENTURA e HINZ, 2002). Para que n&o
ocorra a disseminacdo da doenca, as mudas devem ser provenientes de areas
sem histérico da doenca, ou de preferéncia deve-se utilizar mudas
micropropagadas para a instalagéo dos novos plantios de banana.

Ha duas portarias referentes ao transito para a cultura da banana,
considerando a Sigatoka- amarela (N°235 de 21/09/2004 e N° 220 de
19/08/2004), para o Estado da Bahia as quais sé permitem o transito e comércio
de materiais propagativos (mudas, rizomas, etc.) frutos e flores originarios do
proprio Estado, se essas cargas estiverem acompanhadas de Permissao de
Transito Interno de Vegetais — PTIV. Essas portarias dificultam também o
transporte de mudas de banana infectadas com Foc.

2.0 Marcadores moleculares

Nas Ultimas décadas varias metodologias moleculares tém sido
desenvolvidas, contribuindo significativamente para o0 conhecimento da
variabilidade genética dos microrganismos. A técnica molecular da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) é uma ferramenta robusta para diagnosticar e
detectar fungos fitopatogénicos e tem contribuido na geracao de informacdes para
programas de melhoramento genético visando resisténcia a fitopatdgenos.

A sua utilizacdo tem aumentado a cada ano possibilitando a ampliagdo dos
conhecimentos dos aspectos da diversidade genética dos fitopatdgenos
(DUTECH et al., 2007). Dentre as técnicas mais utilizadas destacam-se: RAPD
(Polimorfismo de fragmentos amplificados ao acaso), AFLP (Polimorfismos do
comprimento de fragmentos amplificados) e microssatélites ou SSR
(GROENEWALD et al., 2006; DUTECH et al., 2007).

Os microssatélites (SSR) sdo caracterizados por, ao longo do genoma,
possuirem repeticbes em cadeia de mono, di, tri, tetra, penta ou
hexanucleotideos. Para amplificacdo dessa regido, utilizam-se iniciadores

especificos de 20 a 30 bases. De acordo com Dutech et al.(2007), cada segmento
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amplificado de tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo locos
dentro da populagéo.

Os marcadores moleculares SSR tém sido bastante utilizados,
principalmente em funcdo do polimorfismo e locos especificos (YANG e ZHONG,
2008). As sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente
conservadas entre os individuos de uma mesma espécie, ou até mesmo entre
espécies geneticamente relacionadas. Isso permite a selecdo de iniciadores
especificos que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em
todos os gendtipos. Esse marcador tem sido aplicado em estudos de genética de
populacBes e biologia evolutiva de muitos organismos, incluindo as espécies
fungicas (BALMAS et al., 2005).

Njambere et al. (2010) desenvolveu 33 loci microssatélite para caracterizar
uma populacado de 42 isolados de Sclerotinia trifoliorum. Esses loci mostraram-se
Uteis para a avaliacdo da estrutura de populacéo, e para analises ecologicas em
S. trifoliorum e em outras espécies de Sclerotinia.

Xu et al. (2012) desenvolveram 109 marcadores microssatélites para
analise de diversidade genética de isolados de Fusarium verticillioides, com base
em informacdes do seu genoma. Esses marcadores mostraram-se altamente
polimorficos e detectaram a diversidade entre os isolados, sendo que a
diversidade nao apresentou correlacdo com a distribuicdo geografica do fungo.

Nesse contexto, os marcadores moleculares microssatélites podem ser
utlizados de maneira complementar para o entendimento de eventos em diversas
escalas temporais, revelando diferentes aspectos e percepcdes de uma histéria
evolutiva (ZHANG e HEWITT, 2003). Assim, muitos estudos estdo sendo
conduzidos separadamente, com o objetivo de se conhecer os efeitos da
fragmentacdo histérica versus contempordnea ha estrutura genética de
populacdes com o auxilio de diferentes marcadores, os quais refletem respostas
distintas nas escalas temporais (KEYGHOBADI, 2007).

Contudo, trabalhos que incluem diversidade de fungos com reproducéo
assexuada sdo complexos e requerem nao a simples utilizacdo de ferramentas
gue avaliem o gendtipo, mas sim uma combinacdo que avaliem o fendtipo e o

gendtipo.
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2.1 Variabilidade genética em Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Ha diversos mecanismos evolutivos que podem criar novos tipos de
variacao genética nas populacdes de microrganismos, ou até mesmo promover a
reorganizagao da variagdo preexistente. Dentre esses mecanismos podem ser
citados a mutagéo, a recombinacao e a migragédo (HARTL e CLARK , 2010).

A mutacao é a responsavel pelo surgimento de novos alelos na populacgéo,
e por isso, pela geracao de variabilidade. De acordo com Pierce (2003), ela é a
matéria-prima da evolucdo. JA4 a recombinacdo é responsavel pelo rearranjo
alélico, ou seja, ela une em um Unico cromossomo mutacfes que ocorrem em
diferentes genes, ampliando a variabilidade criada pela mutagcédo. A migracdo € o
evento que favorece a ampliacdo das mutacdes entre as subpopulagdes, por meio
do fluxo génico (PIERCE, 2003).

O surgimento de individuos com diferencas no padrao de viruléncia e/ou
agressividade esta intimamente relacionado a esses mecanismos evolutivos
(MILLER e JOHNSON, 2000). Sendo assim, a migracao é responsavel pelo
influxo de novos genotipos do patégeno em diferentes areas. A introducdo de
novas variantes de um patdégeno ocasiona o aumento da diversidade e diferencas
na patogenicidade (GOODWIN 1997; LINDE et al., 2010).

Assim, quanto a especificidade a cultivar, Foc permanece dividido da
seguinte forma: a raca 1 afeta ‘Gross Michel’ e ‘Macgé’, a raga 2 afeta ‘Bluggoe’ e
outras bananas de cocc¢éo e a raca 4 afeta as variedades do subgrupo Cavendish
(SU et al., 1986; BENTLEY et al., 1998). Outros métodos tem sido utilizados para
classificacdo das racas de Foc. Dita et al. (2010), desenvolveram um primer
especifico para raca TR4, com base nos polimorfismos encontrados na regido
IGS , para identificacdo dessa raca, pertencente ao VCG 01213.

Outros critérios baseados na estrutura dos grupos de compatibilidade
vegetativa (VCG — Vegetative Compatibility Groups) e diversidade molecular
também tém sido adotados (PLOETZ, 1990; BENTLEY et al., 1998; FORIE et al.,
2009).

Thangavelu et al. (2012), por meio de marcadores ISSR, estudaram a
diversidade genética de 107 isolados de Foc de diferentes regides da india e com
base nas analises filogenéticas foi possivel inferir a ampla diversidade genética

existente, assim como a origem polifilética dos isolados. Além disso, esses
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marcadores separaram os isolados de Foc em sete grupos com base nas racas e
grupo de compatibilidade vegetativa.

No Brasil, poucos estudos tém sido realizados visando caracterizar a
estrutura das populagbes de Foc em bananeiras. No entanto, segundo Goes e
Moreto (2001), no Brasil ocorrem as ragas 1 e 2, com predominancia da raca 1.
Silva et al. (2010), utilizaram marcadores SSR e RAPD para caracterizar a
variabilidade genética de Foc no Estado de Santa Catarina, os quais foram
eficazes na deteccédo da variabilidade existente entre os isolados, e permitiu a
separacao desses em 3 grupos distintos.

Em relacdo aos VCGs, isolados brasileiros tem sido agrupados em 0120,
0124, 0124/5, 0125, 0129 e 01210 (PLOETZ, 1990; MATOS et al., 2009). Todavia
sabe-se da existéncia de outros grupos, pois estudos em andamento, isolados
brasileiros ndo foram alocados nesses VCGs (DITA et al.,, resultados nao
publicados).

Para a estimativa da influéncia de cada um dos mecanismos evolutivos sao
utilizados os marcadores genéticos neutros, como RAPD, RFLP, AFLP e
microssatélites ou SSR (MCDONALD, 1997; MEEUS et al., 2007). Quanto maior a
resolucdo dos marcadores, maior é a capacidade de responder a perguntas mais
complexas associadas a diversidade (riqueza e equitabilidade) genética.

Até a presente data, ndo ha marcadores moleculares desenvolvidos para
Foc. No entanto, Bogale et al. (2005) desenvolveram alguns SSR para Fusarium
oxysporum utilizando 21 formae speciales. Sendo estes testados por Silva et al.
(2010) para analise da diversidade em Fusarium oxysporum f. sp. cubense no
Estado de Santa Catarina, conseguindo separar os isolados em grupos distintos.
Demonstrando a possibilidade de utilizacdo destes em estudos de diversidade de

Foc.

2.3 Biologia de populacées

A biologia de populacédo de fitopatdgenos estuda os aspectos ecolégicos e
genéticos de populacdes, portanto é importante para o0 conhecimento de
epidemiologia de doencas de plantas (MILGROOM e PEEVER, 2003).

Evolutivamente, a variabilidade genética das populacdes pode determinar o

potencial adaptativo de uma organismo diante de fatores bi6ticos e abidticos. A
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variabilidade afeta diretamente o manejo de doencas. Logo, o fluxo de genes
pode resultar na introducdo de isolados mais agressivos e a selecdo vai
influenciar a eficacia e durabilidade de cultivares resistentes (McDONALD e
LINDE, 2002).

Nesse sentido, conhecer a variabilidade genética de uma populacdo é
importante para determinacdo de estratégias que visam o manejo das doencas,
pricipalmente aquelas relacionadas a resisténcia do hospedeiro. Ja que a
estrutura genética reflete a historia e o potencial evolutivo de uma populacdo
(LEUNG et al., 1993), programas de melhoramento de plantas que visam a
resisténcia a doencas podem ser beneficiados com os estudos de biologia
populacional de fitopatdgenos (McDONALD e LINDE, 2002)..

A estrutura genética mostra a distribuicdo aleatoria dos alelos e genétipos,
espacial e temporalmente. Tal distribuicdo € o resultado da acédo de forcas
evolutivas como, por exemplo, mutacdo, migracédo e deriva genética, que atuarao
dentro do contexto de cada espécie e populacdo (HAMRICK, 1982).

Duas questdes sdo imprescindiveis no estudo da variagdo genética
populacional de uma espécie: a quantificacdo da variabilidade genética dentro da
populacéo, e a caracterizacdo de sua estruturacdo (HAMRICK, 1982).

Para a quantificacdo da variabilidade genética em populacdo de fungos
fitopatogénicos, tém-se usado o indice de fixacdo e porcentagem de locos
polimorficos (McDONALD, 2004).

As mudancas nas frequéncias gendtipicas e génicas numa populacdo sao
promovidos por processos microevolitivos, tais como, sistematicos e evolutivos.
Os processos sistematicos tendem a mudar as frequencias génicas de uma
maneira prevista, tanto em quantidade como em direcao, jA o dispersivo, surge
em pequenas populacdes por efeitos de amostragem, no entanto ndo é possivel
prever a direcdo (MAYR, 1977).

Além disso, o conhecimento da frequéncia génica ou alélica, permite
avaliar as mudancas genéticas de uma populacdo (NEI, 1978), sendo que o
namero de alelos observados por loco tende a aumentar em funcdo do tamanho
da amostra, assim quanto maior a amostragem, maior a chance de deteccéo de

alelos raros.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DE Fusarium
oxysporum f. sp. cubense DO NORDESTE, SUDESTE E SUL DO
BRASIL
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RESUMO

COSTA, S.N. Caracterizagdo molecular de isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense do Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil. Cruz das Almas, 2013.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do
Recobncavo da Bahia.

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) é o agente etiolégico do mal-do-
Panama. Essa doenca vem destruindo inUmeras plantacdes de banana em
diferentes regides produtoras. A medida de controle mais eficiente para Foc é a
utilizacéo de variedades resistentes, no entanto o surgimento de novas racgas que
suplantem a resisténcia de cultivares € uma preocupacado constante. Assim,
estudos de variabilidade genética da populacdo deste patdogeno sdo importantes
para determinacdo de estratégias que visem o manejo da doenca. O objetivo
deste trabalho foi conhecer a estrutura populacional de Foc em diferentes regides
produtoras do Brasil. Para tanto, 214 isolados de Foc foram caracterizados com a
utilizacdo de marcadores microssatélites (SSR). Os isolados foram separados em
52 hapldtipos distintos. A correlagcdo observada entre distancias genéticas e
geograficas para as regides Sudeste e Nordeste foi baixa, e nédo foi verificada
significancia. Para regido Sul houve correlacdo moderada e significativa. Foi
verificado por meio da AMOVA que a maior variacdo total ocorre dentro dos
Estados, ou seja entre os municipios. Com base na composi¢cdo genética dos
isolados constataram-se 16 provaveis grupos genéticos ancestrais, no entanto os
isolados compdem uma unica populacédo. A diversidade encontrada pode estar
relacionada a mistura de diferentes linhagens clonais. Nesse sentido, estudos
envolvendo este patdgeno, sdo fundamentais para o0 conhecimento do seu

potencial evolutivo, assim como para estudos de agressividade e viruléncia.

Palavras chave: banana, patdgeno, populacdo
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ABSTRACT

COSTA, S.N. Molecular characterization of Fusarium oxysporum f. sp. cubense
isolates. Cruz das Almas, 2013. Dissertation (Master’'s Degree in Agricultural

Microbiology). Universidade Federal do Reconcavo da Bahia.

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) is the etiologic agent of evil-the-
Panama. This disease has destroyed many banana plantations in different
regions. The most effective control measure for Foc is the use of resistant
varieties, however the emergence of new breeds that can outperform the
resistance of cultivars, is a constant concern. Thus, genetic variability of the
population of this pathogen are important in determining strategies to manage the
disease. The aim of this study was to identify the population structure of Foc in
different regions of Brazil. For this purpose, Foc 214 isolates were characterized
using microsatellite markers (SSR). The isolates were divided into 52 distinct
haplotypes. The observed correlation between genetic and geographic distances
for the Southeast and Northeast regions was low, and no significance was found.
To the South there were significant and moderate correlation. Was verified by
means of AMOVA that most total variation occurs within states, ie between the
municipalities. Based on the genetic makeup of the isolates found were 16
probable ancestral genetic groups, however the isolates comprise a single
population. The diversity could be related to mixing of different clonal lineages. In
this sense, studies involving this pathogen, are fundamental to the understanding

of evolutionary potential, as well as for studies of aggressiveness and virulence.

Keywords: banana, pathogen, population.
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INTRODUCAO

O mal-do-Panama, causado pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense
E.F. Smith Sn. & Hansen (Foc), € um doenca endémica em todas as regides
produtoras de banana. A forma de controle mais eficiente € o uso de variedades
resistentes (PLOETZ, 2006). Na metade do século passado, muitas empresas
bananiculturas foram a faléncia devido a essa doencga (CORDEIRO et al., 2005).

Foc € um fungo habitante do solo e pode sobreviver por muitos anos sob a
forma de clamidosporos, sua estrutura de resisténcia e sobrevivéncia
(ALEXPOULOS et al., 1996). Vinte e um grupos de compatibilidade vegetativa
(VCG — Vegetative Compatibility Groups) e trés ragas fisiologicas do patdgeno ja
foram descritas (PLOETZ e PEGG, 1987; FOURIE et al., 2009), o que dificulta o
desenvolvimento de medidas de controle.

A classificacdo das racas de Foc segue o seguinte padrdo: a raca 1 afeta
‘Gros Michel’ e ‘Magd’, a raca 2 afeta ‘Bluggoe’ e outras bananas de cocgao, e a
raca 4 afeta as variedades do subgrupo Cavendish. A raca 4 foi dividida em
subtropical e tropical para diferenciar populacdes que afetam Cavendish em
condicdes subtropicais ou tropicais (PLOETZ, 1990).

A raca 4 tropical (RT4) foi descrita no inicio da década de 1990 no Sul da
Asia, onde tem se disseminado rapidamente, causando severos danos e
inviabilizando o plantio de banana nos locais afetados (SU et al., 1986). Embora
ainda restrita aquela regido, RT4 € considerada a maior ameaca a bananicultura
mundial, pois as grandes empresas exportadoras produzem variedades do
subgrupo Cavendish, que s&o resistentes as racas 1 e 2, mas altamente
suscetiveis a RT4 (DITA et al., 2010). Adicionalmente, outras variedades utilizadas
para consumo local de alta importancia na seguranca alimentar, S80 suscetiveis.
Estima-se que mais de 80% das bananas cultivadas sejam suscetiveis a essa
raca.

Independentemente da ameaca representada pela dispersdo da RT4, o
mal-do-Panama é de grande importancia para o Brasil, pois as variedades mais
consumidas no pais sdo suscetiveis. De acordo com Cordeiro et al. (2005),
fatores abidticos, como baixas temperaturas associadas a chuvas, seriam

determinantes para a expressao de sintomas.



30

E necessario entender o nivel de variabilidade genética e fenotipica dos
fitopatégenos, uma vez que isso implica na compreensédo do processo evolutivo
dessas populagbes. Esse entendimento pode ser traduzido na duracdo da
efetividade da adocdo de uma planta hospedeira resistente (MILGROOM e
PEEVER, 2003).

Em relagéo a populagdo de Foc torna-se imprescindivel entender a estrutura
genética, uma vez que a biologia populacional esta intimamente relacionada ao
manejo de doencas. Além disso, diferencas nesses grupos genéticos podem estar
vinculadas a resposta de variedades ao mal-do-Panama, assim como, nos

parametros de viruléncia e agressividade em cultivares diferenciadoras.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade genética de isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense oriundos de diferentes cultivares e regides
geograficas do Brasil, para tanto, se fez necessario identificar a origem da
diversidade de Foc, verificar se a estrutura populacional estava correlacionada
com origem geografica e /ou a hospedeira, além de definir grupos de isolados que

representariam a populacéo para estudos de agressividade e viruléncia .
MATERIAL E METODOS

1.0 Coleta de amostras, isolamento e obtencéo de culturas monosporicas

Por ocasido da coleta foram registrados dados sobre a cultivar, idade do
plantio, ciclo e coordenadas geograficas. A coleta foi realizada de forma
hierarquica, com pelo menos trés isolados por campo, e quatro campos
amostrados por municipio, dentro do Estado.

Amostras de tecido vascular de plantas de bananeiras com sintomas
tipicos do mal-do-Panama foram levadas e processadas no Laboratério de
Fitopatologia e Biologia Molecular da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Os

tecidos vasculares infectados foram desinfestados em alcool 70% e em hipoclorito
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de sodio a 0,5%, transferidos para placas de Petri contendo meio de batata-
dextrose-agar (BDA), e as placas incubadas em BOD a 25 °C por 8 dias (Figura
1). Culturas monosporicas foram obtidas e preservadas pelo método de Castellani
(1967) ou em papel filtro com silica gel, e depositados na micoteca do referido
laboratdrio. Alguns isolados foram avaliados quanto a coloracdo, morfologia de

macroconidio e fidlides para caracterizagdo como Foc.

ri»rf?ua:: 3

Figura 1. Amostra de pseudocaule de bananeira com sintoma tipico do mal-do-
Panama (A) e crescimento micelial de fungo em meio BDA, ap6s oito dias de

incubacéao (B).

2.0 Estudo da estrutura populacional

2.1 Extracao de DNA

Culturas monospdéricas de cada isolado foram crescidas em placas de Petri
contendo BDA e mantidas a 25 °C durante 8 dias. Discos de micélio com 6 mm de
diametro foram transferidos para erlenmeyers contendo meio BD (batata e
dextrose) e crescidos durante 7 dias. Apés esse periodo a cultura foi filtrada em
papel filtro e o micélio coletado foi armazenado a -22°C. O DNA dos isolados foi
extraido pela metodologia de Doyle e Doyle (1990) modificada e quantificado em
gel de agarose 1,0%. Em seguida, o DNA foi diluido para a concentracéo final de
trabalho (20 ng pL-1).
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2.2 Estudos moleculares de diversidade genética por meio de marcadores SSR
Para a analise da variabilidade dos 214 isolados de Foc, testaram-se nove

iniciadores SSR (Tabela 2) desenvolvidos por Bogale et al. (2005).

Tabela 2 - Iniciadores SSR (simple sequence repeats) utilizados na analise de
variabilidade dos isolados de Foc. Cruz das Almas, 2013.

Temperatura de anelamento

Iniciadores Sequéncia dos nucleotideos “C)
MB2 F: TGCTGTGTATGGATGGATGG 57
R: CATGGTCGATAGCTTGTCTCAG
MB5
F: ACTTGGAGGAAATGGGCTTC 54
R: GGATGGCGTTTAATAAATCTG
MB9
F: TGGCTGGGATACTGTGTAATTG 51
R: TTAGCTTCAGAGCCCTTTGG
MB10
F: TATCGAGTCCGGCTTCCAGAAC 48
R: TTGCAATTACCTCCGATACCAC
MB11
F: GTGGACGAACACCTGCATC 68
R: AGATCCTCCACCTCCACCTC
MB13
F: GGAGGATGAGCTCGATGAAG 68
R: CTAAGCCTGCTACACCCTCG
MB14
F: CGTCTCTGAACCACCTTCATC 57
R: TTCCTCCGTCCATCCTGAC
MB17
F: ACTGATTCACCGATCCTTGG 57
R: GCTGGCCTGACTTGTTATCG
MB18
F: GGTAGGAAATGACGAAGCTGAC 57
R: TGAGCACTCTAGCACTCCAAAC
F: Forward

R: Reverse
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As reacoes de amplificacdo dos loci microssatélites foram feitas em volume
final de 15 pL, utilizando: 20,0 ng de DNA, tampao de PCR 10X (Invitrogen), 50
mM de MgCI2, 2,5 uM de dNTP, 0,3 uM de cada iniciador e 1,0U de Taqg DNA
Polimerase (Invitrogen).

As amplificagbes foram feitas em termociclador PTC-100 (MJ Research),
de acordo com o seguinte programa: 94 °C por 4 min; 30 ciclos a 94 °C por 50s,
(temperatura de anelamento variando de 55 a 68 °C de acordo com o iniciador),
72 °C por 60s; e extensao final a 72 °C por 7 min.

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
(1%), corados com brometo de etideo e visualizados sob luz UV (Figura 2) para
verificar-se a amplificacdo da regido desejada. Confirmada a amplificacdo, os
produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida a
6%, por um periodo de cinco horas, a 600v e 180mA. Os perfis de bandas
gerados pela amplificacdo foram convertidos em dados binarios, atribuindo-se um

para presenca e zero para auséncia de bandas.

1

M
=

Figura 2. Padrdo de amplificacdo do Iniciador MB13. M: Marcador de massa

molecular 50 pb. 15 amostras de isolados de Foc.

3.0 Analises dos dados

Os haplétipos foram identificados por meio dos 5 loci microssatélites. O
polimorfismo de cada loci foi inferido utilizando o programa POPGENE 1.32. (YEH
e BOYLE, 1999). Os valores de riqueza foram estimados com base no nimero de

haplotipos para a populacdo total e suas subpopulagbes (localidades). Para
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mensurar a diversidade genotipica (riqueza e equitabilidade), foram calculados os
indices de Shannon-Wiener (1949), Hill (1973), indice de Simpson (A) (1949) e
Stoddart e Taylor (G’) (1988), além do indice E5 = [(G-1) /(N1-1)] (1988) que mede
guao equanime é a distribuicdo da variabilidade. As diferencas nas amostragens
dos isolados por localidades foram corrigidas pela curva de rarefacéo,
considerando os menores valores obtidos para Estados (5), e para regides (10)
(GRUNWALD et al., 2003).

Para calcular a diferenciacdo genética entre as regides foi utlizada a
estatistica F de Wright (1965), e seu estimador o Gsr, comumente usado para
analises de biologia populacional em fungos haploides. Os valores de Gsr foram
utilizados para calcular o nimero de migrantes por geracédo (Nm), com a férmula
Nm = 0.5 (1 - Gg1)/Gst (McCDERMOTT e McDONALD, 1993). J4 a matriz de
distancia em funcéo da distancia genética de Nei (1973) foi usada para gerar o
dendrograma no critério de agrupamento UPGMA (unweighted pair group method
with arithmetic mean) (SNEATH e SOKAL, 1973), considerando niveis
hierarquicos. Ou seja, isolados foram agrupados em subpopulacdes conforme
local de coleta e hospedeiro, considerando 0s municipios nas regides
amostradas.

Para testar a relacdo entre distancia genética e geografica dos isolados de
Foc foi usado o teste de Mantel, com 1000 permutacdes, por meio do pacote
“ecodist” implementado no programa de analise estatistica R (MANTEL, 1967; R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).

A hipotese de acasalamento aleatorio (recombinacdo sexual) foi testada

usando os indicies I e o R , no programa Multilocus 1.3 (AGAPOW e BURT,
A D

2001). A estimativa do desequilibrio de ligacdo (I e R ) foi estimada em
D

comparacao com a distribuicdo esperada para os loci quando em associagao. Foi
realizada uma simulacdo com 1000 permutacdes.

Para inferir a estrutura da populacdo, foi realizada uma analise de
agrupamento genética utilizando o programa Structure 2.3.3 (PRITCHARD et al.,
2000). O conjunto de dados foi analisado utilizando o modelo de mistura. O
namero de Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) foi de 30.000 repeticdes,

com o burnin de 10.000. Os demais parametros foram definidos com os valores
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padrdo. O namero de grupos de base (k) variou de 1 a 10 e a analise foi realizada
cinco replicatas independentes. A analise de variancia molecular (AMOVA) foi
realizada com o programa Arlequin 3.5.1.2 (EXCOFFIER e LISCHER, 2010) para

testar a variancia significativa entre as regioes.

RESULTADOS

Um total de 336 isolados foi obtido de diferentes regides do Brasil
(Nordeste, Sudeste e Sul). Todas as amostras foram preservadas pelo método de
Castellani (1967) e em tiras de papel com silica gel para criagdo de uma micoteca
de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, no laboratdrio de Fitopatologia da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, de Cruz das Almas, Bahia.

Dos 336 isolados obtidos, apenas 214 (Tabela 1) foram utilizados no
presente estudo. A populacdo de Foc foi analisada com 9 iniciadores
microssateélites (Bogale et al., 2005) no entanto, apenas cinco foram capazes de
amplificar para todos os isolados (MB02, MB11, MB13, MB14 e MB18), gerando
um total de 28 loci polimérficos. Os fragmentos gerados pelos iniciadores
variaram entre 125 a 330 pb, sendo que para maior parte dos loci, foram
verificadas mais que uma copia do fragmento amplificado para cada isolado. As
proporcdes de loci polimorficos variaram de 21,43 % para a regidao Sul, 42,86 %
para a regidao Sudeste e 100% para regidao Nordeste. Esses dados confirmam a
eficacia dos marcadores SSR para estudos de variabilidade genética

Para a populacéo total, 52 haplotipos distintos foram encontrados, sendo a
diversidade haplotipica (Hd): 0,8361. Foram observados 34 haplétipos unicos (H1,
H4, H5, H6, H8, H9, H10, H14, H15, H16, H17, H19, H22, H24, H25, H26, H28,
H32, H33, H34, H35, H36, H38, H39, H41, H44, H45, H46, H47, H48, H49, H50,
H51 e H52).

O estado da Bahia apresentou 79,43% dos isolados coletados, Minas
Gerais 10,28%, Rio Grande do Sul 4,67%, Rio Grande do Norte 3,27% e o Ceara
2,33%. Como a amostragem da populacéo foi desigual para os estados, entéao foi
realizada uma padronizac&o por meio da curva de rarefacdo. Quando os dados de
rigueza (numero de haplétipos) foram rarefeitos com base no menor tamanho de

amostra para estados (n = 5), identificou-se a maior riqueza para o estado do
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Ceara. O numero de haplétipos para os estados da Bahia e Minas foram
similares, diferenciando-se dos estados do Rio Grande do Norte e Rio Grande do
Sul, os quais assumiram os menores valores (Tabela 3).

Quando o valor da curva de rarefacao foi alterado para 10, os valores de
riqgueza para os Estados de Minas Gerais e Bahia, foram 8 e 6, respectivamente.
Contudo, o valor de riqueza observado para o estado do Rio Grande do Sul, n&o
foi diferente daquele encontrado na populacéo real, pois o nimero de amostras
antes e depois da rarefacdo foi o mesmo. Nao foi possivel fazer essa rarefacéo
para o estado do Ceard, uma vez que sua amostragem real era igual a 5, logo
superestimar esse valor, ocasionaria resultado impreciso (Tabela 3).

Os haplotipos H2 e H7 foram encontrados na maioria dos isolados, sendo
mais frequentes na populacdo da Bahia. Além disso, o haplétipo 7 foi verificado
em todas as regides, Nordeste, Sudeste e Sul (Tabela 1).

Foram encontradas diferencas para os indices de diversidade nas
populacdes. Considerado o indice de Shannon, a diversidade encontrada na
Bahia foi similar a de Minas Gerais (2,4), no entanto difere das do Rio Grande do
Norte (0,79), Rio Grande do Sul (0,63) e Ceara (1,61). O Rio Grande do Sul
apresentou o menor valor de diversidade. Os valores do indice e Hill foram
semelhantes aos do indice de Shannon (Tabela 3).

O indice de Simpson indicou diversidades similares nos Estado da Bahia
(0,20) e Cearé (0,20) diferindo daquelas encontrados para os Estados de Minas
Gerais (0,11), Rio Grande do Norte (0,55) e Rio Grande do Sul (0,66). Ja o indice
de G’, mostrou diversiadade proxima para os Estados de Bahia (4,81) e Ceara
(5) diferindo do Rio Grande do Norte (1,81) e Rio Grande do Sul (1,51). O Estado
de Minas Gerais (8,64) apresentou o maior valor para este indice de diversidade
(Tabela 3).

Para equitabilidade, o Estado do Cear& apresentou o valor maximo (1), e o
menor valor foi encontrado no Estado da Bahia (0,36).

Quanto a diferenciacao populacional, estimada pelo Gsr, foi observado que
a diferenciacdo genética entre as regides Sul e Sudeste foi de 0,17, entre as
regides do Sudeste e Nordeste 0,02, e entre Nordeste e Sul 0,06. J4 o niumero de
migrantes por geracdo para as regifes estimado com base em célculos do Gsr
entre as regides geograficas foi de 23,32 entre o Nordeste e o Sudeste, 7,29 entre
Nordeste e Sul e 2,28 entre Sudeste e Sul (Tabela 4).
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J& para os Estados, o maior Gsr foi observado entre o Rio Grande do Norte
e Rio Grande do Sul (0,44), e 0 menor entre Bahia e Ceara (0,024). Quanto ao
ndamero de migrantes, o valor obtido entre Bahia e Ceara (19,61) também foi o
maior, ja o valor para Rio Grande do Norte e Rio Grande do Sul (0,62) foi o menor
(Tabela 5).

O indice de associacdo (IA) para todas as regides, assim como os valores
de desequilibrio de ligagcdo (RbarD) foram significativamente diferente da
expectativa do acasalamento ao acaso, revelando que a populacdo ndo esta
tendo recombinagédo sexual. O mesmo resultado foi encontrado para os estados
da Bahia, Minas Gerais, Rio Grande do Norte, Ceard e Rio Grande do Sul.
Algumas localidades ndo apresentaram amostragem suficiente para testar se a
populacédo estava ou ndo em equilibrio de ligacao p(Tabela 6).

N&o foi possivel estabelecer grupos, a partir dos isolados das diferentes
regides e estados, mesmo com alguns dados inferido correlacdo moderada e
significativa (Figura 2). N&o houve correlagéo entre a localidade e a diversidade
genética, ou seja, entre 0os haplotipos formados para regido Nordeste e Sudeste,
exceto para a regido Sul, e a populacdo total. Os isolados de Foc ficaram
dispersos no dendrograma, mostrando variabilidade. Entretanto, os isolados das
subpopulac¢des do Rio Grande do Sul mostram-se geneticamente préximos (DPA-
CT, DPA-P, MP-Pe MS-P), exceto para subpopulacdo (MS-TP) (Tabela 8). As
diferencas nas amostragens podem ter contribuido para os dados obtidos. Nao foi
possivel observar correlacdo entre os isolados de Foc e seus respectivos
hospedeiros.

O valor para correlacdo total entre distancias genéticas e geograficas foi
significativa (0,15; p=0,005), sendo que para a regido Nordeste foi de 0,09 (p=
0,06), nédo significativa, para o Sul 0,31 (p=0,02), significativa, e para a regido
Sudeste o valor foi de 0,10 (p=0,24), nado significativa.

A AMOVA foi usada para estimar a origem da variabilidade genética nas
diferentes localidades. Foi observado que 67,86% da variacdo total ocorreu dentro
dos estados, ao passo que 25,28% entre os estados e 6,85% ocorreu entre as
regides (Tabela 7), porém a variacdo encontrada entre as regides nao foi
significativa. Logo, apenas a variacdo dentro dos estados e entre os estados

permitiram separar os isolados em subpopulagdes.
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Os isolados de cada localidade também foram avaliados quanto a
composigcdo genética, utilizando-se o programa Structure versdo 2.3.3. A andlise
inferiu a presenca de 16 provaveis grupos ancestrais para localidades em estudo.
Contudo, cinco provaveis grupos ancestrais foram mais evidentes, representados
pelas cores, roxo, lilas, verde, verde escuro e vermelho conforme o grafico (Figura
3).

Os isolados dos demais grupos foram formados por uma mistura dos 16
provaveis grupos ancestrais (cores), tendo uma composi¢do variada. Por
exemplo, o isolado 102, possui aproximadamente 5% do grupo representado pelo
vermelho, e o restante de sua composi¢cdo é dada pelos demais grupos (cores).
(Figura 3). Isso ocorre com 0s outros isolados que se apresentam posteriormente
a ele, evidenciado a formacéo de uma populacao clonal (Figura 3).



Tabela 1. Isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense utilizados para as analises. Cruz das Almas, 2013.

Isolados Municipios Variedade Haplétipos Latitude Longitude
2011.06A Porteirinha- MG Prata ana H1 S 15°5524" W 43°22'24"
2011.07A Porteifinha- MG Prata an& H2 S15°55'24" W 43°22'24"
2011.08A Bom Jesus da Lapa- BA Prata ana H2 S$13°20'58" W 43°52'29"
2011.09A Bom Jesus da Lapa- BA Prata ana H3 S13°15011" W 43°39'58"
2011.11A Guanambi-BA Prata ana H2 S 14°27'55" W 42°52'25"
2011.12B Jaiba - MG Prata ana H3 S 15°51'13" W 43°03'52"
2011.13A Jaiba-MG Prata an& H3 S151810" W 43°497.42"
2011.14A Jaiba-MG Prata ana H4 S151819" W 43°49'7.42"
2011.15A Jaiba-MG Prata ana H5 S15°31'37" W 43°58'12"
2011.15B Jaiba-MG Prata ana H2 S 15°31'37" W 43°58'12"
2011.16A Jaiba-MG Prata ana H2 S 15°16'022" W 43°58'14"
2011.16B Jaiba-MG Prata ana H7 S15°16'022" W 43°58'14”
2011.17B Jaiba-MG Prata ana H8 S 15°29'30" W 43°50'56"

2011.18A Jaiba-MG Prata and H3 S 15°30'05” W 43°58'59"



2011.18B

2011.19A

2011.20A

2011.20B

2011.21B

2011.21C

2011.22A

2011.22C

2011.23A

2011.23B

2011.24A

2011.25B

2011.25C

2011.26A

2011.26B

2011.27A

2011.28A

Jaiba-MG
Porteirinha- MG
Porteirinha- MG
Porteirinha- MG
Porteirinha- MG
Porteirinha- MG
Porteirinha- MG
Porteirinha- MG

Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA

Bom Jesus da Lapa- BA

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

Prata ana

H3

H2

H2

H2

H9

H7

H10

H11

H11

H12

H12

H13

H14

H2

H2

H15

H2

S 15°30'05”

S 15°57'44"

S 14°57'56"

S 14°57'56"

S 15°58'01"

S 15°58'01"

S 15°45'45"

S 15°45'45"

13°25'3.96"

13°25'3.96"

S 13°14'28"

S 13°14'18"

S 13°14'18"

S 13°15'02"

S 13°15'02"

S 13°14'22"

S 13°22'02"

W 43°58'59"

W 43°23'44"

W 43°24'30"

W 43°24'30"

W 43°23'16"

W 43°23'16"

W 4315'35"

W 4315'35"

W 43°44"36"

W 43°44"36"

W 46°36'33"

W 43°40'36"

W 43°40'36"

W 43°55'19.8"

W 43°55'19.8"

W 43°38'33"

W 43°27'0"

40



2011.29A

2011.30A

2011.30B

2011.31A

2011.31B

2011.32A

2011.32B

2011.33A

2011.34A

2011.34B

2011.35A

2011.36A

2011.36B

2011.37A

2011.38A

2011.39A

2011.39B

Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Tancredo Neves-BA
Tancredo Neves-BA
Tancredo Neves-BA
Juazeiro- BA
Juazeiro- BA
Juazeiro- BA
Juazeiro- BA
Juazeiro- BA
Juazeiro- BA
Juazeiro- BA
Juazeiro- BA

Juazeiro- BA

Prata ana
Prata ana
Prata ana
Prata ana
Prata ana
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca

Maca

H2

H16

H17

H18

H18

H19

H20

H18

H21

H20

H20

H13

H20

H22

H21

H20

H20

S 13°22'08"

S 13°12'23"

S 13°12'23"

S 13°21'13"

S 13°21'13"

S 13°34'56"

S 13°34'56"

S 13°34'20"

S 09°28'25"

S 09°28'25"

S 09°28'34"

S 09°28'10"

S 09°28'10"

S 09°27'57 "

S 09°32°27"

S 09°32'26"

S 09°32'26"

W 43°25'04"

W 43°24'0"

W 43°24'0"

W 43°35'02"

W 43°35'02"

W 039°31'09"

W 039°31'09"

W 039°31'23"

W 40°23'41"

W 40°23'41"

W 40°24'00"

W 40°23'57"

W 40°23'57"

W 40°23'51"

W 40°20'16"

W 40°20'35"

W 40°20'35"

41



2011.40A

2011.40B

2011.41A

2011.41B

2011.42B

2011.43B

2011.44A

2011.44B

2011.45A

2011.46A

2011.48A

2011.50A

2011.51A

2011.51B

2011.52A

2011.52B

2011.53A

Juazeiro- BA

Juazeiro- BA

Juazeiro- BA

Juazeiro- BA

Juazeiro- BA

Juazeiro- BA

Juazeiro- BA

Juazeiro- BA

Juazeiro- BA

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Lavras- MG

Lavras- MG

Lavras- MG

Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA

Bom Jesus da Lapa- BA

Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Prata ana
Prata ana
Prata ana
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca

Maca

H23

H24

H25

H23

H26

H13

H21

H27

H2

H28

H29

H30

H21

H31

H2

H31

H2

S 09 32'20"

S 09 32'20"

S 09°32'41"

S 09°32'41"

S 09°30'52"

S 09°31'18"

S 09°31'38"

S 09°31'38"

S 09°31'44"

S 10°57'01"

S 10°57'01"

S 21°13'53"

S 21°13'53"

S 21°13'53"

S 13°20'39"

S 13°20'39"

S 13° 31'21"

W 40° 20'55"

W 40° 20'55"

W 40°20'28"

W 40°20'28"

W 40°25'34"

W 40°25'26"

W 40°24'57"

W 40°24'57"

W 40°24'053"

W 40°21'59"

W 40°21'59"

W 44°59'29"

W 44°59'29"

W 44°59'29"

W 43°52'11"

W 43°52'11"

W 43°40'050"

42



2011.54B

2011.55A

2011.56A

2011.56B

2011.57A

2011.58A

2011.58B

2011.59A

2011.60A

2011.61A

2011.62A

2011.63A

2011.64B

2011.65A

2011.65B

2011.66A

2011.68A

Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA

Bom Jesus da Lapa- BA

Guanambi-BA

Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca

Prata Ana

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H7

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

S 13°21'09"

S 13°17'49"

S 13°20'34"

S 13°20'34"

S 13°26'31"

S 13°29'32"

S 13°29'32"

S 13° 24'41"

S 13°27'43"

S 13° 21'08"

S 13°30'30"

S 13°18'32"

S 13°30'19"

S 13°15'028"

S 13°15'028"

S 13° 16'00"

S 14°51'53"

W 43°49'30"

W 43°41'23"

W 43°51'49"

W 43°51'49"

W 43°52'36"

W 43°48'14"

W 43°48'14"

W 43°44'40"

W 43°52'12"

W 43°51'45"

W 43°48'10"

W43°41'00”

W 43°48'02"

W 43°55'11"

W 43°55'11"

W 43°55'00"

W 42°51'59"
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2011.68B

2011.68C

2011.69A

2011.70A

2011.70B

2011.71A

2011.72B

2011.73A

2011.73C

2011.74A

2011.75A

2011.76A

2011.77A

2011.77B

2011.78A

2011.79A

2011.80A

Guanambi-BA
Guanambi-BA
Bom Jesus da Lapa- BA

Bom Jesus da Lapa- BA

Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA

Bom Jesus da Lapa- BA

Barra do Choga- BA

Barra do Choga- BA

Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Bom Jesus da Lapa- BA
Guanambi-BA
Guanambi-BA

Guanambi-BA

Prata Ana
Prata Ana
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Prata Ana
Prata Ana
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Prata Ana
Prata Ana

Prata Ana

H2

H2

H7

H32

H33

H34

H35

H31

H29

H36

H2

H37

H2

H2

H38

H27

H30

S 14°51'53"

S 14°51'53"

S 13°20'12"

S 13 °25'04"

S 13°25'04"

S 13°26'46"

S 13°20'50"

S 14° 51'06”

S 14° 51'06”

S 13°18'49"

S 13°2517"

S 13°16'46"

S 13°31'29"

S 13°31'29"

S 14 °49'34"

S 14°50'07"

S 14°49' 38"

W 42°51'59"

W 42°51'59"

W 43°41'20"

W 43°44'36"

W 43°44'36"

W 43°52'20"

W 43° 49'38"

W 40°34'50"

W 40°34'50"

W 43°41'07"

W 43°44'00"

W 43°44'30"

W 43°40'56"

W 43°40'56"

W 42°53'17"

W 42°5322"

W 42°53'40"
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2011.81A

2011.82B

2011.83A

2011.83B

2011.83C

2011.84A

2011.86A

2011.87A

2011.87B

2011.88B

2011.88C

2011.89A

2011.89B

2011.89C

2011.90A

2011.90C

2011.91A

Guanambi-BA
Guanambi-BA
Guanambi-BA
Guanambi-BA
Guanambi-BA
Guanambi-BA
Guanambi-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA

Itajuipe-BA

Prata Ana

Prata Ana

Prata Ana

Prata Ana

Prata Ana

Prata Ana

Prata Ana

Prata Comum

Prata Comum

Prata Comum

Prata Comum

Prata Comum

Prata Comum

Prata Comum

Prata Comum

Prata Comum

Prata Comum

H30

H30

H31

H30

H30

H30

H30

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

S 14°46'39"

S 14°47'33"

S 14°46'43"

S 14°46'43"

S 14°46'43"

S 14°49'03"

S 14°48'26"

S 14°49'20"

S 14°49'20"

S 14°50'24"

S 14°50'24"

S 14°50'53"

S 14°50'53"

S 14°50'53"

S 14°48' 18"

S 14°48'18"

S 14°46'35"

W 42°54'40"

W 42°59'59"

W 42°59'59"

W 42°59'59"

W 42°59'59"

W 42°59'16"

W 42°59'23"

W 39°35'12"

W 39°35'12"

W 39°35'28"

W 39°35'28"

W 39°35'23"

W 39°35'23"

W 39°35'23"

W 39°23'07"

W 39°23'07"

W 39°23'030"
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2011.91B

2011.91C

2011.92A

2011.92B

2011.92C

2011.93B

2011.94A

2011.94B

2011.95A

2011.95B

2011.96A

2011.96B

2011.96C

2011.97A

2011.97B

2011.97C

2011.98A

Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA

Itajuipe-BA

Prata Comum
Prata Comum
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Prata
Prata
Prata
Prata
Prata
Prata

Prata

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H39

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

H2

S 14°46'35"

S 14°46'35"

S 14°44'41"

S 14°44'41"

S 14°44'41"

S 14°59'31"

S 14°57'59"

S 14°57'59"

S 14°57'23"

S 14°57'23"

S 14°37'35"

S 14°37'35"

S 14°37'35"

S 14°56'23"

S 14°56'23"

S 14°56'23"

S 14°46'13"

W 39°23'030"

W 39°23'030"

W 39°23'031"

W 39°23'031"

W 39°23'031"

W 39° 23'000"

W 39°23"029"

W 39°23"029"

W 39° 23'010"

W 39° 23'010"

W 39°37'42"

W 39°37'42"

W 39°37'42"

W 39°24'53"

W 39°24'53"

W 39°24'53"

W 39°24'05"
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2011.99A

2011.99B

2011.100A

2011.100B

2011.101A

2011.101B

2011.103A

2011.103B

2011.103C

2011.104A

2011.104B

2011.105A

2011.105B

2011.106A

2011.106B

2011.107A

2011.107B

Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA

Itajuipe-BA

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

H2

H2

H40

H41

H42

H40

H40

H42

H30

H2

H2

H2

H31

H2

H31

H2

H2

S 14°57'57"

S 14°57'57"

S 14°43'03"

S 14°43'03"

S 14°45'47"

S 14°45'47"

S 14°45'24"

S 14°45'24"

S 14°45'24"

S 14°46'42"

S 14°46'42"

S 14°49'29"

S 14°49'29"

S 14°48'45"

S 14°48'45"

S 14°48'36"

S 14°48'36"

W 39°25'54"

W 39°25'54"

W 39°25'43"

W 39°25'43"

W 39°25'37"

W 39°25'37"

W 39°2527"

W 39°2527"

W 39°2527"

W 39° 27'35"

W 39° 27'35"

W 39° 26'32"

W 39° 26'32"

W 39°25'34

W 39°25'34

W 39°25'31"

W 39° 25'31"
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2011.108A

2011.108B

2011.108C

2011.109A

2011.109B

2011.110A

2011.110B

2011.110C

2011.111A

2011.111B

2011.111C

2011.112A

2011.112B

2011.113A

2011.113B

2011.113C

2011.114A

Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Itajuipe-BA

Itajuipe-BA

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

Prata

H2

H43

H31

H2

H2

H2

H43

H31

H2

H2

H2

H2

H7

H7

H7

H7

H7

S 14°47'38"

S 14°47'38"

S 14°47'38"

S 14°47'10"

S 14°47'10"

S 14°46'15"

S 14°46'15"

S 14°46'15"

S 14°45'38"

S 14°45'38"

S 14 45'38"

S 14°45'52"

S 14°45'52"

S 14°42'09"

S 14°42'09"

S 14°42'09"

S 14°47'33"

W 39°23'05"

W 39° 23'05"

W 39° 23'05"

W 39° 22'12"

W 39° 22'12"

W 39°37'05"

W 39°37'05"

W 39°37'05"

W 39°35'47"

W 39°35'47"

W 39°35'47"

W 39° 35'05"

W 39° 35'05"

W 39°35'43"

W 39°35'43"

W 39°35'43"

W 39°34'48"
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2011.114B

2011.114C

2011.115A

2011.115B

2011.116A

2011.116B

2011.117A

2011.117B

2011.117C

2011.119B

2011.120A

2011.120B

2011.121A

2011.121B

2011.121C

2011.122A

2011.122B

Itajuipe-BA
Itajuipe-BA
Gandu-BA
Gandu-BA
Gandu-BA
Gandu-BA
Wenceslau-BA
Wenceslau-BA
Wenceslau-BA
Teolandia-BA
Pedra Branca- CE
Pedra Branca- CE
Pedra Branca- CE
Pedra Branca- CE

Pedra Branca- CE

Mossoro- RN

Mossoré- RN

Prata
Prata
Prata
Prata
Prata
Prata
Prata
Prata
Prata
Prata
Maca
Maca
Maca
Maca
Maca
Tropical

Tropical

H7

H7

H7

H7

H7

H44

H7

H21

H7

H45

H46

H47

H48

H7

H27

H13

H13

S 14°47'33"

S 14°47'33"

S 13°53'51"

S 13°53'51"

S 13°56'52"

S 13°56'52"

S 13°47'32

S 13°47'32

S 13°47'32

S 13°47'28"

S 05°27'35"

S 05°27'35"

S 05°27'35"

S 05°27'35"

S 05°27'35"

S 05°11'16"

S 05°11'16"

W 39°34'48"

W 39°34'48"

W 39° 31'36"

W 39° 31'36"

W 39°42'36"

W 39°42'36"

W 39°54'31'

W 39°54'31'

W 39°54'31'

W 39°35'03"

W 39°43' 0"

W 39°43' 0"

W 39°43' 0"

W 39°43' 0"

W 39°43' 0"

W 37°20'38"

W 37°20'38"
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2011.122C

2011.123A

2011.123C

2011.124A

2011.124B

2011.125A

2011.126A

2011.127A

2011.127B

2011.128A

2011.128B

2011.130A

2011.135A

2011.139B

2011.140A

2011.142A

2011.143A

Mossoré- RN
Mossoré- RN
Mossoré- RN
Mossoré- RN
Mossoré- RN
Morrinhos do Sul-RS
Dom Pedro de Alcantara- RS
Mampituba-RS
Mampituba-RS
Dom Pedro de Alcantara- RS
Dom Pedro de Alcantara- RS
Dom Pedro de Alcantara- RS
Mampituba-RS
Trés Cachoeiras-RS

Trés Cachoeiras-RS

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Tropical
Tropical
Tropical
Tropical
Tropical
Prata
Caturra
Prata
Prata
Prata
Prata
Prata
Prata
Prata

Prata

Prata Gorutuba

Grand Naine

H13

H13

H13

H49

H11

H7

H7

H7

H7

H7

H7

H7

H7

H50

H51

H52

H7

S 05°11'16"
S 05°11'16"
S 05°11'16"
S 05°11'16"
S 05°11'16"
S 29°23'26"
S 29°21"36,9
S 29°23'30,9"
S 29°23'30,9"
S 29°21'08,8"
S 29°21'08,8"
S 29°21'49,5"
S 29°23'45,8"
S 29°27'20"
S 29°27'20"
S 10°57'01"

S 10°57'01"

W 37°20'38"
W 37°20'38"
W 37°20'38"
W 37°20'38"
W 37°20'38"
W 49°56'46"
W 49°51'51,9"
W 49°57'1,3"
W 49°57'1,3"
W 49°52'17,9"
W 49°52'17,9'
W 49°50'50,7"
W 49°56'7,6"
W 49°55'28"
W 49°55'28"
W 40° 21'59"

W 40° 21'59"
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2011.143B

2011.144A

2011.144B

2011.145B

2011.145C

2011.146A

2011.1468B

2011.146C

2011.147A

2011.147B

2011.147C

2011.148A

2011.148B

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Ponto Novo-BA

Grand Naine
Prata Gorutuba
Prata Gorutuba

Grand Naine

Grand Naine

Tap Maeo

Tap Maeo

Tap Maeo
Prata Gorutuba
Prata Gorutuba
Prata Gorutuba
BRS Conquista

BRS Conquista

H7

H7

H7

H7

H7

H7

H7

H7

H7

H7

H7

H7

H7

S 10°57'01"

S 10°57'01"

S 10°57'01"

S 10°57'01"

S 10°57'01"

S 10°57'01"

S 10°57'01"

S 10°57'01"

S 10°57'01"

S 10°57'01"

S 10°57'01"

S 10°57'01"

S 10°57'01"

W 40° 21'59"

W 40° 21'59"

W 40° 21'59"

W 40° 21'59"

W 40° 21'59"

W 40° 21'59"

W 40° 21'59"

W 40° 21'59"

W 40° 21'59"

W 40° 21'59"

W 40° 21'59"

W 40° 21'59"

W 40° 21'59"
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Tabela 3 - Célculos da riqueza, diversidade e equitabilidade para populacdes de Fusarium oxysporum f. sp. cubense em
diferentes localidades. Cruz das Almas, 2013.
Estatistica PT NORDESTE RN CE BA SUDESTE MG SuUL RS
Tama”ho(lﬂ;" amostra 214 182 7 5 170 22 22 10 10
indice de riqueza
Pobs 52 43 3 5 39 14 14 3 3
P(r5) 4 4 2 5 4 4 4 2 2
P(r10) 6 6 - - 6 8 8 3 3
indice de diversidade
" 2,687 2,549 0,796 1,609 2,427 2,410 2,410 0,639 0,639
(2,47 - 2,91) (2,31-2,79) (0,22-1,37) (1,12-2,09) (2,17-2,67) (2,06-2,75) (2,06-2,75) (0,12-1,15) (0,12 - 1,15)
N1 14,680 12,803 2,217 5 11,333 11,136 11,136 1,894 1,894
(11,75-17,61)  (10,08-15,52) (1,14-3,29) (3,50-6,49) (8,85-13,81) (8,37-13,89) (8,37-13,89) (0,99-2,79) (0,99 - 2,79)
A 0,167 0,186 0,551 0,2 0,207 0,115 0,115 0,66 0,66
(0,13- 0,21) (0,14-0,23)  (0,19-0,91) (0,08-0,39) (0,15-0,26) (0,04-0,18) (0,04-0,19) (0,33-0,98) (0,33 - 0,98)
G 5,958 5,349 1,814 5 4,813 8,642 8,642 1,515 1,515
(4,54 - 7,37) (3,96-6,74) (0,85-278) (3,58-6,41) (3,61-6) (582-11,45 (582-11,45) (0,73-2,29) (0,73 - 2,29)
indice de Equitabilidade
ES5[((1/A)-1)/(N1-1)] 0,362 0,368 0,669 1 0,369 0,754 0,754 0,575 0,575

PT= Populacgéo total; RN= Rio Grande do Norte; CE= Ceard; BA=Bahia; MG= Minas Gerais; RS= Rio Grande do Sul; Pobs= Populacéo observada; H'=
indice de Shannon; N1= Indice de Hill; A= indice de Simpson; G'= indice de Stoddart e Taylor; Pobs= haplétipos observados, P(r5)- (r10)= Rarefacdo da

populagéo.
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Tabela 4 — Diferenciacdo genética estimada pelo indice de Gsr (diagonal acima) e
fluxo génico (diagonal abaixo, Nn) para as trés regides: Nordeste Sul e Sudeste.
Cruz das Almas, 2013.

Populagéo Nordeste Sul Sudeste
Nordeste - 0,06 0,02
Sul 7,29 - 0,17
Sudeste 23,32 2,28 -

N, = fluxo génico estimado por Gg= 0.5(1 — Gg)/Gg;
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Tabela 5 — Diferenciacdo genética estimada pelo indice de Gsr (diagonal acima) e fluxo génico (diagonal abaixo, Ny) para os
cinco estados: Bahia, Ceara, Rio Grande do Norte (R. Norte), Minas Gerais e Rio Grande do Sul ( R.Sul). Cruz das Almas, 2013.

Populagéo Bahia Ceara R. Norte Minas Gerais R. Sul
Bahia - 0,024 0,10 0,026 0,06
Ceara 19,61 - 0,13 0,09 0,20

R. Norte 4,08 3,16 - 0,24 0,44
Minas Gerais 18,70 4,63 151 - 0,17
R. Sul 6,77 1,93 0,62 2,28 -

Nm = fluxo génico estimado por Gg= 0.5(1 — Gg)/Gs
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Tabela 6- Valores de Ix e Rp para as diferentes localidades dentro das regides, Nordeste, Sudeste e Sul para Foc. Cruz das

Almas, 2013.
Localidades *N [ Min. Ia Max. IaObs.  P< Valor Rp Min. Rp Max. Rp Obs. P<valor
Nordeste
182 -0.189061  0.220323 1.99493 <0.001 -0.0071160 0.0106869  0.0957838 < 0.001
Bahia 170 -0.193121 0.254593 1.90391 <0.001 -0.0114039 0.0122051  0.0956660 < 0.001
B. Jesus da Lapa 45 -0.409831 0.661605 2.33773 <0.001 -0.0194655 0.0267005 0.111033 < 0.001
Guanambi 14 -0.224799 0.803449 0.370503 <0.038 -0.0767765  0.126539 0.274405 <0.038
Gandu 4 - - - - - - - -
Iltajuipe 63 -0.224896 0.608192 1.02531 <0.001 0.0850582  0.208344  -0.0557393 <0.001
Juazeiro
18 -0.346306 0.723816 2.25126 < 0.001 -0.0181346 0.0486986  0.166163 <0.001
Ponto Novo 17 -0.350548 0.883881 1.11800 <0.005 -0.0709877  0.347079 0.226400 <0.005



Tancredo Neves

Teolandia

Wenceslau Guimaraes

Ceara

Pedra Branca

R. Grande do Norte

Mossoré

Sudeste

Minas Gerais

22

22

0.722222

-0.722222

-0.693617

-0.693617

-0.339552

-0.339552

0.944444

0.944444

1.80851

1.80851

0.600651

0.600651

2.88889

2.88889

6.42553

6.42553

1.66621

1.66621

< 0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

-0.101852

-0.101852

-0.0496348

-0.0496348

-0.0305207

-0.0305207

0.280093

0.280093

0.148600

0.148600

0.0551252

0.0551252

0.361111

0.361111

0.459807

0.459807

0.157014

0.157014

< 0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001
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Jaiba

Lavras

Porteirinha

Sul

R. Grande do Sul

Dom Pedro de Alcantra

Mampituba

Morrinhos do Sul

Trés Cachoeiras

10

10

10

-0.560102

-0.467066

-0.555556

-0.555556

0.993606

0.988024

0.925926

0.925926

1.22379

2.76647

2.03704

2.03704

< 0.001

< 0.001

< 0.001

< 0.001

-0.0652272

-0.0587026

-0.111111

-0.111111

0.196327

0.158045

0.333333

0.333333

0.206015

0.347700

0.407407

0.407407

< 0.001

< 0.001

< 0.001

< 0.001
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*=nlmero de amostras; | obs= indice de associacio observado; Rp obs= indice de associaco corrigido observado; IaMax= = indice de associagdo maximo; [aMin= =

indice de associagdo minimo; RpMéx= indice de associacao corrigido maximo; RpMin= indice de associacio corrigido minimo. P= significancia.
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Tabela 7- Distribuicdo da variabilidade genética de Fusarium oxysporum f. sp. cubense entre regides, entre estados dentro de

regides e dentro dos estados com base na andlise de variancia molecular (AMOVA). Cruz das Almas, 2013.

) Componente de Percentual de F P
Fonte de variacdo  GL L L
variagao variagéo

Entre regides 2 0.03038 6.85 0,06855 0,12512

Entre Estados 24 0.11206 25.28 0,27146*** 0,00000
dentro das regides
Dentro dos Estados 197 0.30074 67.86 0,32140** 0,00000

Total 223 0.44318

F= indice de Fixacao; P= Significancia, GL= Grau de liberdade. " P < 0,001
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Figura 2 — Dendrograma de similaridade genética das 27 subpopula¢des (subpop) de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense , considerando os municipios e hospedeiros (Tabela 8), utilizando 5

iniciadores SSR pelo método de agrupamento UPGMA.
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Tabela 8- 27 subpopula¢bes de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, considerando

0S municipios e hospedeiros. Cruz das Almas, 2013.

Cadigo Localidade Variedade
BJL-PA Bom Jesus da Lapa-Bahia Prata Ana
BJL-M Bom Jesus da Lapa-Bahia Macéa
GUA-PA Guanambi-Bahia Prata Ana
ITA-P Itajuipe-Bahia-Bahia Prata
ITA-M Itajuipe- Bahia Maca
TC-M Tancredo Neves-Bahia Macéa
PN-PA Ponto Novo- Bahia Prata Ana
PN-TM Ponto Novo- Bahia Thap Maeo
PN-GN Ponto Novo- Bahia Grand Naine
PN-PG Ponto Novo- Bahia Prata Gorutuba
PN-BRS Ponto Novo- Bahia BRS Conquista
POR-PA Porteirinha-Minas Gerais Prata Ana
JA-PA Jaiba-Minas Gerais Prata Ana
JUA-PA Juazeiro-Bahia Prata Ana
JUA-M Juazeiro-Bahia Maca
MS-TP Mossoré-Rio Grande do Norte Thap Maeo
PB-M Pedra Branca- Ceara Maca
LA-M Lavras-Minas Gerais Maca
MP-P Mampituba-Rio Grande do Sul Prata
TC-P Trés Cachoeiras- Rio Grande do Sul Prata
MS-P Morrinhos do Sul- Rio Grande do Sul Prata
DPA-C Dom Pedro de Alcantra-Rio Grande do Sul Caturra
DPA-P Dom Pedro de Alcantra-Rio Grande do Sul Prata
TEO-P Teolandia- Bahia Prata
GD-P Gandu-Bahia Prata
WEN-P Wenceslau Guimarées- Bahia Prata
BC-PA Barra do Chocga- Bahia Prata Ana
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DISCUSSAO

A alta resolucdo dos marcadores microssatélites (SSR) utilizados nesse
estudo permitiu acessar a variabilidade existente nos isolados de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense das diversas regides. O conhecimento e a distribui¢cao
da variabilidade genética destes isolados € essencial para adocdo de estratégias
de controle da doenca e manutencédo de uma resisténcia duravel.

Para os 214 isolados analisados foi verificado a presenca de 52 haplétipos,
sendo que os haplétipos H2 e H7 foram mais frequentes na populacéo, e o H7 foi
observado em todas as regides. Esse evento pode ter sido favorecido pelo fluxo
génico entre as diversas regides produtoras de banana, provavelmente pelo
transporte de mudas contaminadas pelos agricultores. Além disso, mecanismos
adaptativos podem ter favorecidos estes haplotipos, uma vez que o H7 foi
encontrado em todas as regides, as quais possuem diferencas quanto a sua
classificacao climatica e variedades de banana cultivaveis.

Ariqueza de haploétipos observada no Estado da Bahia, ndo esta distribuida
de maneira uniforme, o que pode ser observado pelo valor indice de
equitabilidade, diferente do que ocorre nos Estados de Minas Gerais, Rio Grande
do Norte e Ceard, 0s quais apresentaram os maiores valores de equitabilidade. O
fato dos haplétipos do Estado da Bahia ndo estarem distribuidos de forma
homogénea, ou seja, ter um baixo valor de equitabilidade, pode indicar diferentes
padrbées adaptativos para estes isolados, jA que ha maior predominancia de
alguns.

Com base nos valores de RbarD e de In ndo houve indicios de
recombinacdo sexual para as populacdes em estudo. Assim, pode-se inferir que
este mecanismo evolutivo ndo esta atuando no processo de diferenciacdo nas
populacdes, ou se estiver ocorrendo, € um evento muito raro. N&o ha relatos na
literatura para reproducdo sexuada em Foc, sendo assim, seu modo de
reproducéo é predominantemente clonal, o que muitas vezes dificulta estudos de
diversidade genética para este patogeno (GROENEWALD et al., 2006). Por outro
lado, esse evento reduz as possibilidades de recombinacao entre os isolados, o
que dificulta o aumento da variabilidade para este fitopatogeno, fazendo com que

a principal mecanismo evolutivo seja o processo de mutagdo. Além disso, a
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auséncia de reproducdo sexuada vai favorecer estudos que visam o0
desenvolvimento de medidas de controle para a doenca, pois se a populagéo de
Foc em diferentes regides sdo similares, muitos estudos de agressividade e
viruléncia poderé&o ser realizados com uma pequena amostra desta populacéo.

O numero de migrantes entre o Sul e Sudeste (2,28) foi menor que aqueles
encontrados entre as populacdes Nordeste/Sudeste (23,32) e Nordeste/Sul (7,29).
Assim, o Nordeste recebeu muito mais migrantes da regido Sudeste, do que da
regido Sul. No entanto, diferengcas nas amostragens de Foc para as regides
podem ter introduzidos algum erro nos dados obtidos, ja que a amostragem
populacional para as regides Sudeste assumiram 0s menores valores
respectivamente. Considerando que as regides Sudeste e Nordeste sédo as
maiores produtoras de banana, o fluxo génico pode estar ocorrendo com maior
frequéncia devido o transporte de materiais propagativos contaminados entre
essas localidades. Além disso, esses dados corroboram com os resultados
encontrados no indice Gst, uma vez que a diferenciacao entre essas duas regides
assumiram o0s menores valores, diferente daquele observado para regiao
Sul/Sudeste e Nordeste/Sul.

Para os Estados o maior fluxo génico ocorre entre Bahia e Ceara, assim
como a menor diferenciacéo, e o menor fluxo génico entre Rio Grande do Norte e
Rio Grande do Sul, assim como a maior diferenciagéo.

O namero de migrantes indica o fluxo génico entre as populagcdes, portanto
guanto menor o numero de migrantes, menor o fluxo génico. Esse mecanismo é
responsavel pela introducdo de novas variantes de um potdogeno em um
determinando local, podendo alterar as relacées em um patossitema. Um exemplo
claro seria a introducdo de novos alelos que conferem viruléncia para um isolado
numa cultivar inicialmente resistente. Para McDonald e Linde (2002), o fluxo
génico é um processo em que alelos especificos ou individuos séo trocados entre
populacbes separadas geograficamente. E, em organismos com reproducdo
assexuada, genatipos inteiros podem ser trocados entre populacdes. Logo, se o
namero de migrantes por geracdo entre essas localidades foi alto, a estabilizacéo
populacional deveria ocorrer em um tempo reduzido.

Assim, a estrutura de uma populacdo, onde eventos de recombinacao
podem ser raros, o fluxo génico e as mutacdes assumem um papel extremamente

importante, uma vez que eles sdo responsaveis pelas modificacbes na
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composicdo genética desses patdgenos, além disso, podem conferir variabilidade
dentro e entre as localidades (McDonald e Linde, 2002).

A variabilidade encontrada dentro dos Estados em Foc também pode ter
sido um artefato de sua origem polifilética, a qual também foi citada por
Thangavelu et al. (2012), analisando a diversidade genética de 107 isolados de
Foc de diferentes regides da india por meio de marcadores ISSR e analises
flogenéticas.

Mesmo com a diversidade encontrada nas localidades aqui em estudo, ha
fortes indicios de uma estrutura clonal na populacdo de Foc, uma vez que a
maioria dos isolados foram inclusos em dois haplétipos, reforcando mais uma vez
a origem polifilética, a qual foi evidenciada pela primeira vez em estudos de
O'DONNELL et al. (1998). Evolutivamente, a variabilidade genética das
populacdes € importante, pois pode determinar o potencial adaptativo de uma
organismo diante de fatores bidticos e abidticos (KATO et al., 1997). Quanto aos
haplotipos Unicos, esses podem ter se mantido na populacdo por diferentes
processos de selecéo, onde 0s mais aptos permaneceram, ou até mesmo, podem
ter passado por varios eventos de mutacdo ao longo do tempo.

A correlacado baixa, mas significante encontrada para a populacéao total, das
diferentes regides, pode estar relacionada ao valor da correlacdo encontrada para
a populacéo da regido Sul, que foi moderada e significante. No entanto o tamanho
reduzido da populacdo dessa regido, podem ter interferido neste resultado, uma
vez que a correlacdo entre distancias genéticas e geograficas para a populacao
das regibes Nordeste e Sudeste, foi baixa, e nao significante, as quais
apresentaram um maior numero de isolados respectivamente.

Leong et al. (2009) também n&o encontraram nenhuma correlagdo entre o
perfil genético de Foc, hospedeiro e localidade, sugerindo que a variabilidade
encontrada e a auséncia de correlacdo podem ter sido uma consequéncia da
dispersdo do fungo por meio de materiais propagativos infectados. Outra
suposicdo foi dada por Bentley et al. (1995) para explicar a variabilidade
encontrada em Foc, onde esta pode ser devido a adaptacédo e co-evoluacao do
fungo com seu hospedeiro, além de fatores ambientais.

Com base na composicdo genética dos isolados, foi verificada a formacéo
de 16 grupos genéticos, entretanto estes estdo distribuidos nas diferentes regides

geograficas e cultivares de onde foram obtidos. Os resultados indicam que 0s
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isolados dos diferentes estados compdem uma Unica populacdo, sendo que esta
€ predominantemente clonal, e as diferencas genéticas entre isolados é devida a
mistura de diferentes linhagens clonais. Contudo, Estado do Rio Grande do Norte
esta quase que inteiramente dentro do grupo de cor roxa. Desses 16 grupos,
cinco foram mais evidentes (roxo, lilas, verde, verde escuro e vermelho), nao
apresentando muita variagcdo quanto a sua composi¢cao quando comparados com
os demais isolados que possuem uma composicao extremamente mista. Koenig
et al. (1987) e Ploetz (2006) forneceram evidéncias genéticas que apoiaram esta
hipétese, inferido que F. oxysporum f. sp. cubense, tem uma estrutura de
populacdo predominantemente clonal.

A estrutura revelada pela composicdo genética dos isolados de Foc nessas
localidades fornecera subsidios para estudos epidemioldgicos de agressividade e
viruléncia. Para tanto, os isolados que mais se diferenciaram quanto a sua
composicao genética serdo utilizados para estudos de agressividade e viruléncia
visto que esses representam a diversidade encontrada nas subpopulacdes aqui
estudadas, utilizando marcadores SSR. Além da composicdo genética, dados
como locais de coleta e variedades hospedeiras também serdo utilizados para a

escolha dos isolados.

CONSIDERACOES FINAIS

* Nenhuma estruturacéo populacional foi observada;

» Existe correlagdo moderada entre distancia genética e distancia geografica
para a regido Sul, no entanto, o numero reduzido de isolados podem ter

contribuido para este resultado.

» Na&o ha evidéncias de recombinacao sexual nas subpopulacdes avaliadas.

* H&a mais variabilidade dentro dos Estados, do que entre os Estados ou

entre regides;
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* Os grupos de isolados que mais se diferenciaram serdo utilizados para

estudos de agressividade e viruléncia,

+ O fluxo génico esta contribuindo para a variabilidade encontrada;
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