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EXTRATO

CAMPOQOS, Nicolle Araujo. Monografia de graduacdo. Universidade Federal de Vicosa,
agosto de 2013. Diversidade genética de isolados de Ceratocystis fimbriata em
plantios de Eucalyptus spp. no extremo sul da Bahia. Orientador: Acelino Couto
Alfenas, Co-orientador: Lucio Mauro da Silva Guimaraes e Daniela Andrade Neves.

Dentre as doencas que ocorrem na eucaliptocultura destaca-se, quanto aos
prejuizos causados, a murcha-de-ceratocystis, causada pelo fungo Ceratocystis
fimbriata. A melhor forma de controle da doenga é o plantio de materiais resistentes. A
variabilidade genética para resisténcia dentro do género Eucalyptus é considerada boa,
sendo eficaz a sele¢do de gendtipos resistentes. Entretanto, recentes estudos tém revelado
uma alta variabilidade patogénica entre isolados de C. fimbriata. Assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar a diversidade genética entre isolados do patdgeno em areas de plantio
de Eucalyptus spp. no extremo sul da Bahia. Foram coletadas amostras de madeira em seis
municipios que abrangem diferentes plantios de seis clones hibridos de Eucalyptus grandis
x E. urophylla. Tecidos do lenho de arvores com sintomas de murcha foram enviados ao
Laboratorio de Patologia Florestal (UFV) para o isolamento, pelo método iscas de
cenoura. Foram obtidos 36 isolados a partir da analise de 84 amostras. Cinco dos seis
clones amostrados apresentaram a doenca, sendo que apenas um dos clones foi
responsavel por 75% dos isolados obtidos. A partir dos isolados foram obtidas 24
culturas monoascosporicas e destas extraiu-se 0 DNA, que foi amplificado pela reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) utilizando primers RAPD. Para a caracterizagdo da

diversidade genética intrapopulacional foi utilizado o programa PopGene, versdo 1.31, e

Vil



para as analises de similaridade genética o programa Genes. Foram analisados 57 locos
RAPD sendo 28 polimorficos. A diversidade media de Nei (He) para a populacéo foi de
0,15 e o indice de Shannon (I) igual a 0,23. Em relacdo a similaridade genética, a maior
proximidade foi de 1,00 e a menor foi de 0,67. De acordo com os resultados obtidos
verifica-se que houve baixa diversidade entre os isolados, indicando que podem

pertencer a uma mesma populacéo.



1. INTRODUCAO

Atualmente no Brasil mais de cinco milhdes de hectares correspondem a area de
plantios de Eucalyptus spp. (ABRAF, 2013) e o grande interesse pelo uso das espécies
deste género nas plantacOes florestais ocorre pela boa adaptacdo das mesmas nas
diferentes regides do pais, por apresentarem crescimento relativamente rapido e por
serem de facil manejo tecnologico e silvicultural (Ferreira et al., 2006). A maior parte
da matéria-prima proveniente das plantaces de eucalipto brasileiras, cerca de 35%,
destina-se a producdo de celulose (ABRAF, 2013). Recentemente, tem sido constatada
em plantios nos diversos estados do pais uma enfermidade causada pelo fungo
Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted que, além de letal, inviabiliza o uso da madeira
para a geracdo deste tipo de produto florestal.

A murcha-de-ceratocystis foi relatada pela primeira vez causando a morte de
individuos em plantios clonais de eucalipto no sudeste da Bahia, em 1997 (Ferreira et
al., 1999). O fungo é causador de cancro, escurecimento radial do lenho a partir da
medula e murcha que pode culminar com a morte da planta (Alfenas et al. 2009). E
provavel que, para o eucalipto, a disseminacdo do patdgeno seja através do vento, agua,
material vegetal propagativo infectado e atividades de manejo como producdo e
transporte de mudas (Zauza et al., 2003). Condi¢cdes de umidade elevada e altas
temperaturas favorecem o estabelecimento da doenca (Alfenas et al., 2009).

A melhor alternativa de controle da doenca é o uso de materiais resistentes

(Alfenas et al., 2009). Contudo, preocupar-se somente em selecionar gendtipos



resistentes ndo garante a completa eficiéncia do controle. H& que se atentar para o
conhecimento da variabilidade genética do patdgeno nas areas de plantio, a fim de
garantir o sucesso do programa de melhoramento visando resisténcia a murcha-de-
ceratocystis. Para a andlise de diversidade genética sdo utilizados diversos tipos de
marcadores moleculares, dos quais se destacam os marcadores RAPD.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - DNA polimorfico amplificado ao
acaso) (Williams et al., 1990) é uma técnica molecular rapida, barata e informativa, ja
que ndo € necessario conhecer previamente a sequéncia de DNA a ser amplificada e o
par de iniciadores utilizado é construido com sequéncias arbitrarias (Xavier et al.,
2005). Estes marcadores vém sendo utilizados em diversos estudos de diversidade
genética de fungos, como Fusarium sp., Colletotrichum spp. e Ophiostoma spp., e tem

se mostrado eficientes na identificacdo da variabilidade existente nestes patdgenos.



2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética entre
isolados de C. fimbriata em areas de plantio de Eucalyptus spp. no extremo sul da

Bahia, utilizando marcadores moleculares RAPD.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Murcha-de-ceratocystis

O fungo Ceratocystis fimbriata incita uma das principais enfermidades da
eucaliptocultura brasileira na atualidade. Tal designacdo é em funcdo das perdas
econdmicas induzidas, dos poucos conhecimentos adquiridos e das caracteristicas do
patossistema que dificultam o controle.

A murcha-de-ceratocystis € uma doenca de natureza sistémica, na qual o agente
causal coloniza os tecidos vasculares das plantas infectadas. Com a desintegracdo das
células, ha o escurecimento radial do lenho que pode ser visualizado por meio de cortes
perpendiculares ao tronco e ramos afetados. Além deste tipico sintoma, observa-se
reducdo no crescimento, surgimento de brotacdes epicdérmicas no fuste, murcha, cancros
e, até, morte das arvores doentes.

Plantas infectadas por este patdgeno ja foram detectadas em diferentes paises e
diversos estados do Brasil, aléem de pertencerem as mais variadas espécies (Mafia et al.,
2011)



3.1.1. Distribuigdo geografica do patégeno e gama de hospedeiros

Em dezembro de 1997 foi constatada pela primeira vez a murcha-de-ceratocystis
em plantios de eucalipto no Brasil (Ferreira et al., 1999). No primeiro ano de
acompanhamento, a enfermidade limitava-se a plantacbes monoclonais de dois
gendtipos. Posteriormente, verificou a presenca do patdgeno em cultivos de outros trés
clones (Ferreira et al., 2006). De acordo com resultados de inoculagdes do patdégeno sob
condigdes controladas, sabe-se que VAarios outros materiais genéticos sdo suscetiveis
(Zauza et al., 2004).

Somando-se as ocorréncias registradas no Espirito Santo, em Mato Grosso do Sul,
em Minas Gerais, em Sdo Paulo, Maranhdo, Para e, recentemente, Alagoas a doenca
tem acometido aproximadamente 15 clones comerciais (Alfenas et al., 2009; Oliveira,
2010). Atualmente, entretanto, acredita-se que a doenca afete um nimero muito maior
de clones. Cerca de 60% dos clones inoculados no Laboratorio de Patologia Florestal da
UFV e na Clonar Resisténcia a Doencas Florestais sdo suscetiveis a murcha-de-
ceratocystis (Alfenas, A.C. informacdo pessoal 2012). Além do Brasil, a enfermidade
foi relatada em eucalipto no Uruguai (Barnes et al., 2003b), na Republica do Congo
(Roux et al., 2000), em Uganda (Roux et al., 2001) e na Africa do Sul (Roux et al.,
2004).

C. fimbriata ja foi detectado em 31 espécies de 14 familias diferentes (Baker et al.,
2003) dentre as quais destacam-se espécimes florestais e agronémicas importantes
como mangueira (Mangifera indica), ficus (Ficus caica), seringueira (Hevea
brasilienses), crotalaria (Crotalaria juncea), inhame (Colocasia esculenta), batata-doce
(Ipomea batatas), acacia (Acacia mearnsii), cafeeiro (Coffea arabica), gmelina
(Gmelina arborea), espatdédea (Spathodea campanulata), kiwi (Actinidia deliciosa),
andiroba (Carapa guianensis), entre outros, além do eucalipto.

H& grande variabilidade fisiolégica na populacdo do patdgeno, de modo que
determinada espécie vegetal pode ou ndo ser infectada por isolados do fungo oriundos
de outros hospedeiros (Harrington et al., 2001; Baker et al., 2003). Para eucalipto, por
exemplo, pode se observar especializa¢do do patdgeno em relacdo ao hospedeiro, ja que

os isolados oriundos desta espécie aparentemente foram patogénicos somente a ela



mesma (Baker et al., 2003; Zauza et al., 2004). H& também variabilidade do fungo em
relacdo ao isolado do patdgeno e do clone inoculado (Zauza et al., 2004; Oliveira, 2010).

Além de C. fimbriata, novas espécies deste género tém sido descritas causando doenca
em eucalipto pelo mundo. C. atrox (van Wyk et al., 2007) e C. corymbiicola (Kamgan
Nkuekam et al., 2012) na Australia, C. pirilliformis (Barnes et al., 2003a; Roux et al.,
2004), também, na Australia e Africa do Sul, C. neglecta (Rodas et al., 2007), C.
curvata e C. ecuadoriana (van Wyk et al., 2011) na Colémbia, C. fimbriatomima (van
Wyk et al., 2009) na Venezuela, C. zombamontana (Heath et al., 2009) no Malaui, C.
eucalypticola (van Wyk et al., 2012) na Africa do Sul, C. moniliformis (Heath et al.,
2009) na Africa do Sul e Tanzania, C. salinaria e C. decipiens (Kamgan Nkuekam et
al., 2013) , também, na Africa do Sul.

3.1.2. Disseminacdo do patogeno e transmissdo da doenca

Para C. fimbriata sabe-se que sua disseminagdo ocorre por meio de suas estruturas
fangicas como fragmentos de micélio, conidios, aleuroconidios (clamiddsporos) ou
ascosporos. Os aleuroconidios constituem, provavelmente, a unidade de sobrevivéncia
mais eficiente, em virtude da parede celular compacta, o que facilita também a
sobrevivéncia no solo (Accordi, 1989) e no interior de insetos envolvidos na dispersdo
(Iton, 1960). Para Platanus sp. foi observada dispersdo do patégeno a partir de inéculo
no solo via contato radicular (Accordi, 1986, 1989) e ferimento na raiz (Vigouroux et
al., 1999; Vigouroux & Olivier, 2004). A mesma forma de infecgéo foi verificada em
eucalipto (Ferreira, 2004) e em manga (Rossetto & Ribeiro, 1990).

Plantas doentes produzem uma grande variedade de aromas, similares aos de
frutas, que atraem insetos. Cupins e coleobrocas sdo alguns tipos de insetos que
promovem a dispersdo do fungo comportando-se como vetores. Em Prunus (Moller &
DeVay, 1968) e em Populus (Hinds, 1972), existem evidéncias da transmissdo do
patdgeno na medida em que insetos adquirem o fungo e visitam ferimentos frescos em
arvores suscetiveis. Especialmente coleobrocas dos géneros Xyleborus e Hypocryphalus
sdo atraidas para arvores doentes onde realizam galerias e expulsam para fora a
serragem (Goitia & Rosales, 2001). Este material contém estruturas infectivas que

podem ser disseminadas pelo vento (lton, 1960). Sabe-se também que C. fimbriata pode



ser carreado externamente nos insetos (Iton, 1966) ou sobreviver ap6s a passagem pelo
intestino dos mesmos (lton, 1960; Iton, 1966; Crone, 1963). Para eucalipto, Ferreira et
al. (2006) constataram perfuracfes de insetos somente em les6es mais velhas, sendo esta
associacao interpretada como secundaria ou ndo precursora da doenca. Todavia, esses
insetos, ao sairem das galerias do lenho infectado, podem transmitir estruturas infectivas
do patdgeno para outras plantas lenhosas. (Sinclair et al., 1987; Wingfield et al., 1993;
Baker & Harrington, 2004).

Outro mecanismo de disseminacdo da doenca sdo 0s materiais propagativos e estes
podem ser um método bem efetivo de dispersdo. Como exemplos, estacas
aparentemente sadias de Populus apresentaram infeccBes de C. fimbriata (Vujanovic et
al., 1999) e estacas infectadas de Syngonium constituem, aparentemente, o meio de
dispersdo do fungo através de viveiros (Walker et al., 1988). Ferimentos de poda
constituem portas de entrada para C. fimbriata, sendo que o fungo pode ser transmitido
por facdo ou por outras ferramentas (Walter, 1946; Walter et al., 1952; Teviotdale &
Harper, 1991). Alfenas et al. (2006) comprovaram que € possivel a transmissdo do
patdgeno durante o corte com motosserra, evidenciando o risco de conducdo de

brotagdes a partir de plantios sabidamente infectados pela doenga.

3.1.3. Sintomas da doenca

Nas primeiras investigagOes da enfermidade, em plantas de quatro a seis meses de
idade, de plantacGes monoclonais de eucalipto de primeiro ciclo e de brotacbes no
sudeste da Bahia, observou-se inicio de murchamento da copa ou de apenas um galho.
Com o passar do tempo, essa murcha progredia, afetando toda a planta e levando-a a
morte. Esses sintomas apresentavam-se em plantas isoladamente, ou agrupadas em
algum(ns) setor(es) do talhdo, sem a caracterizacdo de uma reboleira tipica (Ferreira et
al., 2006).

Outro sintoma tipico é visivel nas sec¢des transversais de 6rgaos lenhosos, na forma de
estrias radiais escuras. Essas estrias no lenho séo visiveis quando um ramo afetado é cortado
transversalmente, pois o patégeno provoca a desintegragdo do sistema vascular da planta

(Ferreira & Milani, 2002). Quando o adensamento das estrias radiais escuras toma toda a



circunferéncia interna do lenho das raizes ou da base do tronco, ocorre a inativacdo de
xilema e a arvore morre. Se a inativacdo do xilema ocorrer em uma altura elevada do tronco
principal, se tem a murcha e a subsequente morte do segmento terminal, havendo, por isso,
alteracdo do balan¢o hormonal, resultando na emissdo de brotacdes adventicias em setores
medianos e basais do tronco (Ferreira, 1989; Ferreira & Milani, 2002).

Ferreira et al. (2006), em funcdo do estudo sintomatologico detalhado,
caracterizaram a murcha-de-ceratocystis como doenca vascular em planta lenhosa. Tal
caracterizacdo é em razdo do progresso do patdgeno via parénquima medular na dire¢éo
ascendente e via parénquima radial, a partir da medula, na direcdo radial, lesionando
sequencialmente uma porcdo ou a totalidade do cdmbio e da feloderme, que resulta em

lesdo longitudinal externa na forma de cancro.

3.1.4. Controle da doenga

O plantio de materiais resistentes tem sido utilizado com sucesso para Mangifera
(Ribeiro et al., 1984; Ribeiro et al., 1986; Ribeiro et al., 1995; Rossetto et al., 1997),
Theobroma (Desrosiers, 1956; Delgado & Echandi, 1965; Gardella et al., 1982;
Ocampo et al., 1982; Simmonds, 1994), Ipomoea (Martin, 1954), Coffea (Castilla,
1982), Crotalaria (Ribeiro et al., 1977) e eucalipto (Zauza et al., 2004, Alfenas et al.,
2009, Fonseca et al., 2010). Espécies e variedades de citrus também variam muito em
suscetibilidade a isolados do fungo na Colémbia (Paez-Redondo & Castano-Zapata,
2001).

Para eucalipto, também se recomenda que a colheita, bem como todos os tratos
culturais, seja realizada primeiramente em areas sem a doenca e somente depois nas
areas sabidamente infectadas. Além disso, recomenda-se a desinfestacdo de ferramentas
e equipamentos apos a utilizacdo em areas com a doenca. Em relacdo as mudas para
plantio, é recomendado eliminar qualquer material propagativo infectado e comprovar a
sanidade das cepas ou minicepas utilizadas para producdo de propagulos vegetativos.
Qualquer tipo de intervencdo quimica ndo é recomendado em plantios de eucalipto,
sendo o plantio de materiais resistentes 0 metodo mais eficiente de controle da doenga.
(Alfenas et al., 2009).



3.2. Marcadores Moleculares

A deteccdo da variabilidade genética em microrganismos pode ser feita através de
técnicas cldssicas ou moleculares. Como as técnicas classicas, que se baseiam na anélise
fenotipica, limitam os estudos populacionais, a andlise a partir de marcadores
moleculares tornou-se amplamente utilizada para diferenciacdo dos individuos
estudados (Stringari, 2009).

As técnicas moleculares que identificam o polimorfismo, ou seja, a variacdo de
uma mesma sequéncia génica em individuos diferentes sdo divididas de acordo com
duas metodologias béasicas: os marcadores que hibridizam e os que amplificam o0 DNA
(Coutinho et al., 2006). Entre os identificados por hibridizacdo estdo os marcadores
RFLP (Restriction Fragment of Length Polymorphism) e Minissatélites ou locos VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats). Ja aqueles que amplificam o DNA, incluem os
marcadores do tipo: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions); STS (Sequence Tagged Sites); Microssatélite ou
SSR (Simple Sequence Repeats) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
(MILACH, 1998). Dentre estas, as mais utilizadas em estudos com fungos sdo RFLP,
RAPD, AFLP, SSR, entre outras (Stringari, 2009).

3.2.1. Marcadores RAPD

Inicialmente nos estudos de variacdo genética os principais tipos de marcadores
utilizados eram as isoenzimas (Alfenas et al, 2006). Com o surgimento da técnica de
PCR (Polymerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia da Polimerase) a avali¢do da
diversidade passou a ser diretamente ao nivel do DNA. Entretanto, para a sua aplicacéo
era necessario o conhecimento prévio da sequéncia-alvo. Esse fator, somado com os
gastos para a realizacdo das analises, tornou os custos da técnica de PCR elevados
limitando seu emprego como ferramenta de rotina (Lacerda et al., 2002).

Contudo, derivagOes do protocolo de PCR permitiram o surgimento de novos
marcadores moleculares. No inicio dos anos 90, trés grupos de pesquisadores

descreveram simultanea e independentemente uma nova técnica. Esta se baseava na



utilizacdo de iniciadores (primers) de sequéncia menor e arbitraria na conducgdo da
reacdo de amplificacdo. Williams et al. (1990) descreveram a técnica mais popular de
todas denominada RAPD. Por sua vez, Welsh & McClelland (1990) propuseram o
nome de AP-PCR (Arbitrarily Primed-Polymerase Chain Reaction), uma vez que a
amplificacdo do material genético ndo ocorre ao acaso, mas em lugares especificos do
genoma, mesmo sendo arbitraria a sequéncia do iniciador. Semelhantemente a essas
tecnologias, em 1991, Caetano-Anolles et al. publicaram a técnica chamada DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) para detectar diferencas genéticas entre organismos
(Lacerda et al., 2002; Castiglioni et al., 2003).

A técnica de RAPD consiste na amplificacdo de DNA gendémico, baseado no
principio da PCR, utilizando um unico oligonucleotideo de sequéncia arbitraria como
primer. Este é formado por diferentes combinacfes das quatro bases nitrogenadas,
devendo o conteudo de guanina (G) e citosina (C) ser em torno de 50 a 70%, e possuir
tamanho igual a 10 bases (Lacerda et al., 2002). Para que um fragmento de DNA seja
amplificado, o primer deve ser complementar a um sitio em uma das fitas e a um
mesmo sitio, em orientacdo invertida, na outra fita de DNA. Além disso, essas regides
do genoma precisam estar separadas por no maximo 4000 pares de base (Stringari,
2009; Lacerda et al., 2002).

Por serem pequenos e terem suas sequéncias determinadas aleatoriamente, 0s
primers podem encontrar varias regides complementares em diversos pontos do genoma
para se ligarem. Por isso, resulta um grande numero de fragmentos (bandas) com
diferentes tamanhos. A deteccéo dos produtos de amplificagdo pode ser feita em gel de
agarose, com concentracdo variando entre 0,8 e 2%, corado com brometo de etidio e
visualizado sob luz ultravioleta. Alternativamente, podem ser separados em gel de
poliacrilamida (Lacerda et al., 2002; Caixeta et al., 2009).

O polimorfismo revelado pelo RAPD é em funcéo de alteracdes de uma unica base
(mutacdo de ponto) no sitio de ligagdo do primer, inviabilizando o seu pareamento e
impedindo a amplificacdo do fragmento de DNA. Outras fontes de polimorfismo podem
ser decorrentes de delecbes em sitio e delecbes ou insercdes entre dois sitios de
pareamento adjacentes, gerando auséncia de amplificagdo ou amplificacdo de fragmento
com tamanho diferente correspondendo a uma nova banda no gel (Lacerda et al., 2002;

Caixeta et al., 2009). A deteccdo de polimorfismo por estes marcadores é feita através
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da analise de auséncia ou presenca de determinado fragmento, o que caracteriza
natureza binaria (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Marcadores RAPD sdo dominantes, impossibilitando a distin¢do entre individuos
homozigotos dominantes e heterozigotos de uma populacdo através do padrdo de
amplificagdo. Isto porque ambos serdo representados pela presenga de determinada
banda no gel. Portanto, a auséncia da banda é correlacionada ao gendtipo homozigoto
recessivo. Por estarem distribuidos ao acaso no genoma, os marcadores RAPD podem
representar desde DNA de coOpia Unica até altamente repetitivo (Lacerda et al., 2002;
Caixeta et al., 2009).

RAPD é uma técnica que permite a caracterizacdo e avalia¢do, bem sucedidas, da
similaridade genética entre individuos de forma inter e intra-especifica, uma vez que é
capaz de detectar diferencas de até um unico nucleotideo entre o primer e 0 DNA alvo
(Stringari, 2009). Outra importante vantagem é a simplicidade, sendo um procedimento
de féacil execucdo que ndo requer profundo conhecimento de biologia molecular e nem
equipamentos sofisticados. Portanto, dispensa 0 uso de mao-de-obra altamente
especializada, tornando o custo relativamente reduzido comparado com as demais
técnicas moleculares (Stringari, 2009; Caixeta et al., 2009). Além disso, permite a
rapida obtencdo de dados e resultados podendo ser imediatamente aplicada a qualquer
tipo de organismo (Caixeta et al., 2009).

Os marcadores RAPD néo exigem o sequenciamento de nucleotideos, a construgédo
de primers especificos e, consequentemente, a ndo criacdo prévia de bibliotecas de
sondas especificas para o organismo de interesse. E a ndo utilizacdo de sonda elimina o
emprego de isétopos radioativos e marcacbes ndo radioativas (Stringari, 2009; Caixeta
et al., 2009).

Diferentemente de outros marcadores, como os RFLP, cujas sondas sdo pré-
selecionadas para hibridizar com regides de DNA de copia Unica, 0 RAPD permite a
amostragem de regides de DNA repetitivo. Isto porque os primers utilizados na
identificacdo das varia¢Oes da sequéncia de bases so arbitrarios (Caixeta et al., 2009).

A técnica oferece ainda a possibilidade de automatizacdo do processo de aquisicéo
de dados, uma vez que o polimorfismo RAPD apresenta natureza binaria adequando-se
a sistemas computacionais (Stringari, 2009). Por fim, tem se constatado em diversos

trabalhos o sucesso do uso de marcadores RAPD para caracterizar a diversidade
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genética em populacdo de fungos fitopatogénicos (MA et al., 2001; WEEDS et al.,
2003; BELABID et al., 2004; DAVIS et al., 2005).

Analises por marcadores RAPD permitiram a Brancdo et al. (2008) caracterizarem
molecularmente uma colecdo de isolados de Fusarium graminearum obtidos de
diferentes localidades triticolas do estado do Rio Grande do Sul. Neste estudo foram
utilizados 12 primers para a caracterizacao de 20 isolados. Os autores encontraram por
volta de 59% de polimorfismo e a técnica permitiu a separacdo dos isolados em dois
grupos distintos.

Silva-Mann et al. (2002) avaliaram a diversidade genética de 10 isolados do
complexo Colletotrichum, sendo trés da espécie da C. gossypii e sete da espécie C.
gossypii var. cephalosporioides causadores, respectivamente, de antracnose e ramulose
em algodoeiro. Os autores utilizaram 10 primers que geraram 41 bandas polimérficas,
encontrando um valor de divergéncia genética de 48,3% entre os dois grupos. Os
resultados da anélise com os marcadores RAPD foram confirmados com o teste de
patogenicidade, também conduzido no estudo, evidenciando a potencialidade da técnica
para diferenciar tais fungos.

Yu et al. (2011) utilizaram a técnica RAPD para caracterizar a variabilidade
genética da populagdo chinesa de C. fimbriata. As 69 amostras foram comparadas com
isolados de C. fimbriata de diferentes regides da india, Brasil, Estados Unidos, Nova
Zelandia e Papua Nova Guiné. Os autores encontraram alto grau de homogeneidade
(indice de similaridade: 1,00) na populacdo de C. fimbriata de rom& na China, sendo
estes agrupados com os isolados chineses de inhame. Os isolados do outros paises
apresentaram certa diversidade, sendo os isolados de roma da India diferentes dos da
China e os isolados de inhame do Brasil filogeneticamente mais proximos aos de roma e
inhame chineses.

Marin et al. (2003) analisando a variabilidade genética de isolados de C. fimbriata
oriundos de plantacfes de café na Colémbia, verificaram alto nivel de diversidade na
populacdo. Foram observados 67 locos polimérficos, um indice de divergéncia de
50,6% e os isolados separados em dois grandes grupos.

A tecnica RAPD tambéem foi utilizada por Santini & Capretti (2000) na avaliacéo
da populagdo de C. fimbriata f.sp. platani na Italia. Os 48 isolados de C. fimbriata f.sp.

platani foram comparados com gendtipos de C. fimbriata de diferentes hospedeiros e

12



paises. Por meio do uso de quatro primers, 0s autores encontraram alto nivel de
homogeneidade na populacdo italiana e certa variabilidade nos isolados de outros

hospedeiros.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolamento do fungo

Amostras de caule infectado foram coletadas em plantios clonais de eucalipto no
extremo sul da Bahia (FIGURA 1). Os fragmentos de madeira foram acondicionados
em saco de papel identificado e enviados ao Laboratorio de Patologia Florestal, do
DFP/Bioagro da Universidade Federal de Vicosa (UFV), onde foram processados. O
fungo foi isolado empregando-se 0 método de isca de cenoura (Alfenas & Mafia, 2007;
Laia et al., 2000). Para isso, sanduiches de discos de cenoura desinfetados
superficialmente com pedacos de madeira infectados foram incubados em gerbox a
temperatura ambiente por 10 dias (FIGURA 2A).

4.2. Obtencéo de culturas monoascosporicas

As culturas isoladas (FIGURA 2B) foram cultivadas por 21 dias em placas de Petri
contendo meio MEYA (Extrato-Malte-Levedura-Agar) acrescido de rifamicina na
concentracdo de 100 pL.mL™. Para o preparo do meio, em um litro de 4gua destilada,
foram adicionados 20 gramas de extrato de malte em po refinado (HIMEDIA
Laboratories PVT. LTD.), 2,43 gramas de extrato de levedura em pd (Vetec Quimica

Fina Ltda) e 15 gramas de agar em po bacterioldgico puro (Vetec Quimica Fina Ltda).
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ApoOs esse periodo, transferiu-se a massa de ascosporos de um Unico peritécio de cada
cultura para uma nova placa contendo o0 mesmo meio. Em seguida, as placas foram
mantidas a 28°C com fotoperiodo de 12 horas. Apds esse periodo, um Unico ascosporo
germinado ou conidio (formagdo em cadeia de endoconidios) foi transferidopara o
centro de outra placa de Petri contendo meio MEYA. Essas placas foram mantidas nas
mesmas condi¢des por 21 dias e, em seguida, as culturas do fungo foram armazenadas
em glicerol 15% a -80°C.

LEGENDA:

I Santa Cruz Cabrélia
| Porto Seguro

B Itabela

[ Belmonte

I Eunépolis

[ Itagimirim

FIGURA 1 — Mapa dos municipios onde foram realizadas as coletas de amostras de
madeira com sintomas de murcha-de-ceratocystis no extremo sul da
Bahia. Fonte: Adaptado Abreu (2006).
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FIGURA 2 - Método de isolamento de Ceratocystis fimbriata. A — Sanduiche de
cenoura utilizada como isca. B — Colonia de C. fimbriata em meio de
Extrato de Malte e Agar.

4.3. Extracgao e quantificacdo de DNA

O fungo foi cultivado em placas de Petri contendo meio de cultura MEY A forradas
com papel celofane, incubadas a 28°C por um periodo que variou de 14 a 21 dias,
dependendo do isolado. Apbs esse periodo, extraiu-se 0 DNA utilizando o kit de
extracdo Wizard Genomic DNA Purifiction Kit® (Promega Inc.) com as seguintes
modificacdes: inicialmente transferiu-se o micélio do meio de cultura para um
microtubo de 2 mL contendo 200 pL de solucdo de lise de niacleo. Em seguida, o
micélio foi macerado no Tissuelyser 111 (Quiagen ®) a 30HZ por 2 min. Posteriormente,
incubou-se a -20° C por 5 min. Apés esse periodo, acrescentaram-se 400 pL de solucdo
de lise de nacleo, e macerou-se novamente no Tissuelyser Il a 30HZ por 2 min,
seguindo-se de uma nova incubacdo a 65°C por 15 min. Os microtubos foram invertidos
a cada 5 min. Em seguida, centrifugaram-se as amostras por 5 min a 13000 rpm. O
sobrenadante foi entdo transferido para um microtubo de 1,5 mL e as amostras
incubadas por 5 min a temperatura ambiente. Apos a incubacdo adicionaram-se 300 uL
de solugdo de precipitagdo de proteina. Os microtubos foram agitados, invertendo-os

cuidadosamente, e centrifugados a 13000 rpm por 10 min. Em seguida, transferiram-se
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500 pL da fase aquosa (sobrenadante) para um novo microtubo de 1,5 mL e
adicionaram-se a esse 500 pL de Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1)
agitando-se cuidadosamente. As amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 5 min e
a fase superior (aquosa) transferida para um novo microtubo de 1,5 mL contendo 600
pL de isopropanol gelado. Apos incubar as amostras por 12 horas a -20°C, procedeu-se
uma centrifugagéo por 7 min a 13000 rpm e o sobrenadante foi descartado. Em seguida,
adicionaram-se 600 pL de etanol gelado 70%, agitou-se cuidadosamente os microtubos
e centrifugou-se as amostras a 13000 rpm por 5 min. Essa etapa de lavagem foi repetida
trés vezes para remover o excesso de sais do DNA. O pellet resultante foi seco em
estufa a 37°C por 30 min. O DNA foi ressuspendido em 50 pL de solugdo de
reidratacdo de DNA acrescido de 1 pL de solucdo de RNase e incubado a 37°C
overnight e, posteriormente a 65°C por 10 min. O DNA obtido de cada isolado foi
quantificado no Nanodrop® 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.) e a concentragdo

ajustada para 10 ng.uL™.

4.4. Andlise da diversidade genética

4.4.1. Amplificacdo dos produtos por PCR e analise eletroforética

Para amplificacdo dos fragmentos de DNA foram utilizados 10 primers RAPD
OPA-03, OPA-13, OPC-17, OPC-19, OPD-16, OPF-12, OPF-20, OPH-02, OPI-10 e
OPL-03 (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA). Empregou-se 24 isolados de
eucalipto e quatro comparadores de diferentes hospedeiros, que foram: um isolado de
kiwi (Actinidia deliciosa) oriundo de Farroupilha-RS, um de seringueira (Hevea
brasiliensis) de ltubera-BA, um de mangueira (Mangifera indica) de Frutal-MG e um
de eucalipto (Eucalyptus spp.) de Teixeira de Freitas —BA.

As PCRs foram amplificadas usando um termociclador Veriti 96 Well Thermall
Cycler (Applied Biosystems™) ¢ cada reagao teve um volume final de 15 pL contendo
2 UL de DNA genémico, 5 uL de Dream Tag PCR Master Mix 2X (Thermo Scientific),
5 yL de Water nuclease-free (Thermo Scientific) e 3 uL de primer. As condic¢des de
amplificagdo foram um ciclo para desnaturagdo de 94°C por 5 min e 40 ciclos para
amplificacdo de 94°C por 60s, 35°C por 60s e 72°C por 2 min, seguido de uma etapa de
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extensdo final de 72° por 5 min. Os produtos resultantes foram separados por
eletroforese em géis de agarose 1,4% a 90V durante 95 min.

Para determinar o tamanho dos fragmentos amplificados, foi utilizado o padréo de
peso molecular de 1 Kb Plus DNA Ladder. Os géis foram corados em uma solu¢do com
brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta pelo sistema de fotodocumentagédo
modelo Molecular Imaging (Loccus Biotecnologia).

O experimento foi executado com duas repeticbes de amplificacdo para cada

primer.
4.4.2. Analise dos dados

A partir das fotografias dos géis foi realizada a genotipagem, construindo-se uma

matriz binaria com a presenca (1) ou auséncia (0) dos fragmentos.
4.4.3. Diversidade genética

A caracterizacdo da diversidade genética intrapopulacional foi realizada por meio

do programa PopGene, versdo 1.31 (YEH et al., 1997), uma vez que os locos de RAPD
segregam como marcadores dominantes, assumindo-se que as populagdes estdo em
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Os parametros estimados foram:
a) porcentagem de locos polimérficos (P): obtida pela média aritmética do nimero de
locos polimorficos pelo numero total de locos. Os locos foram considerados
polimorficos quando a frequéncia do alelo mais comum ndo excedesse a 0,95, conforme
sugerido por Nei (1978).

b) indice de diversidade genética de Shannon (1)

| =-pi.log;pi

Onde pi € a frequéncia da presenca ou auséncia de uma dada banda.

c) Diversidade Genética de Nei

He(sie)= (1- Zpiz)
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Onde pi € a frequéncia da presenca ou auséncia de uma dada banda
d) Numero de alelos observados (Na)

e) Numero de alelos efetivos (Ne)

4.4.4. Similaridade genética

A estimativa da similaridade genética (sgi), entre cada par de genotipos, foi

efetuada pelo coeficiente de Jaccard, por meio da seguinte expressao:

a
a+b+c

Sgij =
Sendo,
a, presenca do alelo nos gendtiposii e j
b, presenca do alelo apenas no gendtipo i

¢, presenca do alelo apenas no genotipo j

Posteriormente, foi realizada a representacdo simplificada das distancias por meio
de um dendograma obtido pelo método hierarquico aglomerativo da média aritmética
entre pares ndo ponderados (UPGMA). As analises de similaridade genética foram

realizadas por meio do programa Genes 5.1.

19



5. RESULTADOS

5.1. Isolamento do fungo

Foram coletadas 83 amostras de tecido de lenho infectado em diferentes plantios de
seis clones hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla. O nimero de amostras para
cada clone foi de 60 para o clone 1, 11 para o clone 2, 2 para o clone 3, 6 para o clone 4,
3 para o clone 5 e 1 para o clone 6. Do total de amostras coletadas, foram obtidos 36
isolados perfazendo uma eficiéncia de isolamento de aproximadamente 43,4%
(TABELA 1).

Em apenas um clone amostrado ndo foi possivel o isolamento do fungo, sendo
75% dos isolados provenientes somente do clone 1 (FIGURA 3). Dentre os seis
municipios que abrangem os plantios de eucalipto, Porto Seguro e Santa Cruz Cabrélia
foram responsaveis pela obtencdo de mais de 60% dos isolados, tendo 12 cada um. Os
demais municipios apresentaram o seguinte nimero de isolados: trés de Eunapolis, oito
de Belmonte e um de Itagimirim (FIGURA 4). Para Itabela ndo houve isolamento do

fungo nas amostras coletadas.
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TABELA 1 - Isolados de Ceratocystis fimbriata obtidos e suas respectivas regides de

plantio, locais de coleta, clone e coordenadas geograficas.

Cddigo Regido Municipio Clone Coordenadas

VER02* gy Porto Seguro 1 S16°40'09,7" W 039°24' 174"
VERO3* gy Porto Seguro 5 S16°35'04,8" W 039°25 124"
VEROA* gy Porto Seguro 1 S16°35'07,8" W 039°24'49,0"
VEROT* gy Porto Seguro 1 S16°35'29,7" W 039° 25 44,8"
VEROS* gy Porto Seguro 1 S16°40'30,7° W 039°24'47,2"
VERO9* gy Porto Seguro 1 S16°40'27,8" W 039°24'57,1"
VERIO* gy Porto Seguro 1 S16°35'31,2" W 039°25'46,3"
VERI1* gy Porto Sequro 1 S16°40'17,0" W 039°24' 156"
VERI5* gy Porto Seguro 1 S16°41'06,4" W 039°14'30,2"
VER16* gy Porto Seguro 1 S16°41'03,8" W 039°14'32,3"
VERI7* gy Porto Sequro 1 S16°41'16,9" W 039°13 46,5"
VER20* gy Porto Sequro 1 S16°41'17,7" W 039°13 432"
VER25*  Central B Sta. Cruz Cabralia 5 $16°15'552" W 039°19'46,1"
VER28*  Central B Sta. Cruz Cabralia 1 $16°15'59,9" W 039°19'39,3"
VER29*  Central B Sta. Cruz Cabrélia 1 $16°16'40,1" W 039°20'50,4"
VER30* Central B Sta. Cruz Cabrélia 1 $16°16'55,2" W 039°20'57,8"
VER32  Central A Eunapolis 1 S16°09'57,9" W 039°30'11,7"
VER34*  Central B Sta. Cruz Cabrélia 2 S16°19'05,7" W 039°17'40,6"
VER36* Central B Sta. Cruz Cabrélia 4 $16°18'52,1" W 039°17'27,5"
VER37*  Central B Sta. Cruz Cabrélia 1 $16°21'21,5" W 039°20'33,8"
VER39* Central B Sta. Cruz Cabrélia 1 $16°19'22,2" W 039° 16'56,3"
VERA40*  Central B Sta. Cruz Cabrélia 2 $16°19'03,1" W 039°17'47,9"
VERA1*  Central B Sta. Cruz Cabrdlia 1 $16°18'59,4" W 039°17'51,8"
VER43*  Central B Sta. Cruz Cabrélia 1 S16°19'055" W 039°18'33,9"
VER44*  Central B Sta. Cruz Cabrélia 1 S16°19'00,6" W 039°18'43,7"
VER45  Norte Belmonte 1 S15°51'19,1" W 039° 12'46,5"
VER46  Norte Belmonte 1 S15°51'224" W 039°12' 459"
VER47  Norte Belmonte 1 S15°51'02,1" W 039°12' 514"
VER50  Norte Belmonte 1 S15°52'282" W 039°16' 30,0"
VER53 Norte Belmonte 2 S$15°50'18,5" W 039°13'26,5"
VER54 Norte Belmonte 2 S15°49'53,3" W 039°13'23,7"
VERS8 Norte Belmonte 1 S15°49'56,1" W 039°13'24,4"
VER59 Norte Belmonte 1 S15°50'34,4" W 039°13'27,3"
VER72  Central A Eunépolis 3 - -

VER75  Central A Eunapolis 3 - -
VERS3 Oeste Itagimirim 1 - -

*Isolados utilizados nas analises de diversidade genética.
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FIGURA 3 - Porcentagem de isolados de Ceratocystis fimbriata
coletados por clone de eucalipto (Eucalyptus grandis x

E. urophylla).
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m Sta. Cruz Cabrélia
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m Belmonte
Itagimirim

FIGURA 4 — Porcentagem de isolados de Ceratocystis fimbriata pelos
municipios onde foram feitas as coletas.
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5.2. Analise da diversidade genética

Dos 10 primers selecionados para a caracterizacdo da diversidade genética dos
isolados, apenas um néo foi utilizado para o estudo de diversidade (TABELA 2). A
FIGURA 5 mostra o padrdo de amplificacdo obtido para os primers OPI 10 e OPF 12.

Os nove primers utilizados geraram um total de 57 locos, dos quais 28 foram
polimérficos. Analisando os 24 isolados separadamente por municipio, ndo se observou
diferenga significativa entre a porcentagem de polimorfismo dos mesmos. Porto Seguro
apresentou 40,35% e Santa Cruz Cabralia 43,86%. Ja os comparadores mostraram
63,16% de polimorfismo em relacdo aos isolados estudados. N&o se utilizou todos 0s
isolados para a analise, visto que a coleta de certas amostras ocorreu ap6s o inicio desta.

A diversidade genética de Nei (He) para a populacdo foi de 0,15 e o indice de
Shannon (1) igual a 0,23, sendo semelhante aos valores encontrados quando se avaliou a
populacdo de cada municipio. Os comparadores mostraram maior diversidade,
apresentando estes parametros com valores iguais a 0,25 e 0,37, respectivamente. O
namero de alelos observados foi de 1,49 e o ndmero de alelos efetivos igual a 1,25
(TABELA 3).

TABELA 2 — Sequéncia e numero de fragmentos gerados pelos primers RAPD
utilizados para a caracterizacdo da diversidade genética dos isolados

de Ceratocystis fimbriata.

Primer Sequéncia (3°-5) Numero de fragmentos
OPA 03 AGTCAGCCAC 7
OPA13 CAGCACCCAC 6
OPC 19 GTTGCCAGCC 5
OPD 16 AGGGCGTAAG 6
OPF 12 ACGGTACCAG 9
OPF 20 GGTCTAGAGG 2
OPH 02 TCGGACGTGA 10
OPI 10 ACAACGCGAG 7
OPL 03 CCAGCAGCTT 5
Total 57

23



[}
S
=
g
=

OPF 12

\
3
N

- ' VER 20

i

I8 1 Pveros

.'. VER 4

OPI 10

FIGURA 5 — Padrdo de amplificacdo dos isolados de Ceratocystis fimbriata e dos comparadores
com os primers OPF 12 e OPI 10. PBO1 = Actinidia deliciosa; A50 = Hevea brasiliensis; MGF03 =
Mangifera indica; SBS1 = Eucalyptus spp.; VER 02 a 20= isolados de Porto Seguro; VER 25 a 44=

isolados de Santa Cruz Cabralia. Seta indica polimorfismo na populacéo.
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TABELA 3 — Estimativas de diversidade genética da populacdo de Ceratocystis
fimbriata, por é&rea total, local de coleta e comparadores. He:
diversidade genética de Nei; I: indice de Shannon; Na: nimero de

alelos observados; Ne: nimero de alelos efetivos; Np: nimero de locos

polimorficos; P: porcentagem de locos polimdrficos.

Populacéo
Parametros Total Porto Seguro Senta Cl_fuz Comparadores
Cabralia

He 0,15 0,11 0,15 0,25

| 0,23 0,18 0,23 0,37
Na 1,49 1,40 1,44 1,63
Ne 1,25 1,17 1,25 1,43
Np 28 23 25 36

P 49,13% 40,35% 43,86% 63,16%

A similaridade genética variou de 0,67 a 1,00. O maximo grau de similaridade foi
observado entre dois pares de isolados, VER 4 — VER 7 e VER 9 - VER 10. Os isolados
agruparam-se em trés grupos. O primeiro formado pela maioria dos isolados, o0 segundo
composto de trés isolados (VER 28, VER 37 e VER 20), sendo dois de Santa Cruz
Cabrélia (VER 28 e VER 37) e um de Porto Seguro (VER 20) e o ultimo constituido
apenas do isolado VER 40. N&o houve agrupamento dos comparadores entre si e nem

com os demais isolados, exceto o para SBS1 (FIGURA 6).
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FIGURA 6 — Dendrograma UPGMA representando a similaridade genética entre os isolados de Ceratocystis fimbriata e

comparadores. PB01 = Actinidia deliciosa; A50 = Hevea brasiliensis; MGF03 = Mangifera indica; SBS1 = Eucalyptus spp.; VER 02 a

20 = isolados de Porto Seguro; VER 25 a 44 = isolados de Santa Cruz Cabralia.
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6. DISCUSSAO

O isolamento de C. fimbriata a partir das amostras coletadas foi relativamente de
baixa eficiéncia, ndo em funcdo do método utilizado, mas provavelmente pelas amostras
em si. A coleta foi realizada por pessoas ndo especializadas, que por nédo ter profundo
conhecimento a respeito da doenca, podem ter facilmente confundido arvores com
sintoma de murcha causada ndo pelo patdégeno e sim por fatores abidticos, tornando
impossivel o isolamento.

Os isolados do fungo, obtidos de eucalipto da regido estudada, apresentaram baixa
diversidade genética, sugerindo tratar-se apenas de uma populacdo. Com este resultado,
pode-se inferir que o patégeno nao é nativo da regido. Ferreira (2009) avaliando a
estrutura genética da populacdo de C. fimbriata no pais, verificou nivel de diversidade
maior. Para isolados de eucalipto na Bahia, os valores de diversidade de Nei foram entre
0,21 e 0,23. Vale salientar que foram usados marcadores microssatélites, que
diferentemente de RAPD, sdo codominantes e, portanto, permitem a diferenciacéo entre
individuos homozigotos e heterozigotos. No entanto, Yu et al. (2011) e Santini &
Capretti (2000) analisando através da técnica RAPD a diversidade, respectivamente, de
isolados de roma e inhame na China e de platanus na Italia, encontraram alto nivel de
similaridade nas populac6es assemelhando-se ao resultado deste trabalho.

Como previsto, a populacdo dos comparadores mostrou alto nivel de diversidade,
uma vez que os isolados sdo oriundos de diversos hospedeiros e distintos locais de

coleta no pais.
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Até 0 momento, os isolados coletados séo oriundos em sua maioria de um dnico
clone (Clone 1). O plantio de extensas areas com um clone suscetivel, como o clone 1,
pode ter sido um facilitador para o estabelecimento de uma populacdo do patégeno na
area. E recomendavel a substituicdo do clone 1 por outros resistentes aos isolados
coletados. Para isso, é fundamental confirmar se ha variabilidade patogénica entre os
isolados, mesmo com baixa diversidade genética entre eles. A partir do estudo de
variabilidade patogénica torna-se possivel conhecer dentre os isolados, aquele com
maior espectro de viruléncia e altamente agressivo aos clones de eucalipto plantados.
Com isso, garante-se eficacia na selecdo de materiais resistentes durante o programa de
melhoramento (Oliveira, 2010).

A formacdo de um grupo composto pela maioria dos isolados demonstra que o
local de coleta e seus fatores ndo influenciaram na diversidade genética do patdgeno. A
separacdo do isolado VER 40 ocorreu provavelmente em fungdo de problemas no
processo de amplificacdo do DNA para a maior parte dos primers empregados. J& o
agrupamento dos isolados VER 20, VER 28 e VER 37 demonstra que estes diferem da
populacdo. Contudo, outros primers e outros tipos de marcadores, como microssatélites,
devem ser testados para confirmacao do polimorfismo.

Com o agrupamento dos isolados apresentando nivel de similaridade entre 0,91 e
1,00, associado a baixa diversidade da populacdo, acredita-se que o fungo foi e, ou, esta
sendo introduzido nessas areas de plantio, provavelmente a partir de mudas infectadas
assintomaticas. No passado, em funcdo da propagacéo clonal do eucalipto ter ocorrido
via macroestaquia, constatou-se o risco de introducdo do patégeno em areas ainda sem a
doenca através de mudas infectadas assintomaticas. Em avaliacdes de bancos clonais no
sudeste da Bahia, Ferreira (2004) encontrou a murcha-de-ceratocystis em brotacdes de
tocos destinadas a confeccdo de estacas. A enfermidade também foi observada em
estacas na fase de enraizamento, no interior de casa de vegetacdo, e em mudas
enraizadas na fase de aclimatacao, no viveiro a céu aberto.

Ressalta-se a similaridade do comparador SBS1 com os demais isolados. Tal
associacdo pode ser em funcdo deste ser oriundo de amostras de eucalipto também
coletadas no extremo sul da Bahia, podendo indicar também a provavel fonte de indculo
do patdgeno nas areas em estudo. Observa-se que o comparador MGF03 apresentou

nivel de similaridade maior com a populacdo do que o A50, mesmo este sendo
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geograficamente mais proximo. Isto permite inferir que estd havendo disseminacdo do
fungo pelo pais. JA& o comparador PBO1 foi o mais divergente provavelmente por
originar-se de outro hospedeiro e de uma regido com caracteristicas bem diferentes do

local de origem da populacéo de C. fimbriata de eucalipto em estudo.
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7. CONCLUSOES

- A frequéncia de plantas infectadas no campo variou com o clone, sendo o clone 1
0 mais suscetivel representando 75% dos isolados.

- A técnica de marcadores moleculares RAPD foi eficiente para a caracterizacdo da
diversidade genética da populacdo em estudo.

- Os isolados estudados ndo diferiram quanto ao local de coleta.
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