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RESUMO

O fungo ascomyceto Corynespora cassiicola € um fitopatégeno de ampla distribuicdo
mundial, e ja foi relatado causando doencas em folhas, frutos, ramos, ovos de
nematoide, e inclusive na pele humana. No Brasil, C. cassiicola j& causou sérios
danos a soja, mamao e acerola, e na regido norte do pais, este patégeno tem
grande importancia nas culturas do mamé&o, pepino e tomate. Desenvolver
estratégias de controle para uma doenca, depende, entre outros fatores, de uma
compreensao acerca da variabilidade e da estrutura genética de populacdo do
patégeno, sendo esses 0s objetivos desse trabalho. Foram coletados 169 isolados
obtidos de mamao, tomate e pepino, oriundos dos municipios de Manaus, Iranduba
e Presidente Figueiredo, do estado do Amazonas, Brasil, totalizando 9 populagdes.
A diversidade genética de C. cassiicola foi analisada com 8 primers ISSR, obtendo
191 locus polimorficos, e o percentual de polimorfismo foi 100%. A diversidade
génica foi alta em todas as populacdes, onde o maior indice de diversidade génica
foi encontrado na populacdo MA2 (H=0,43), e os menores em populacdes do
municipio de Presidente Figueiredo: PE3 (H=0,13) e MA3 (H=0,15). Todos os
genotipos tiveram frequéncias idénticas na populacdo (Es= 1,0). Diversidade
genotipica (Go) variou de 0.7 a 2.2, e em geral foi baixa em todas as populacdes,
provando assim auséncia de recombinacdo nas populacdes. Os testes de
associacdo aleatdoria detectaram altos niveis de desequilibrio de ligacao,
dispensando a hipotese nula (Ia>0), sendo significativo a 1% de probabilidade, os
indices mais altos foram encontrados nas populacbes MAl (Ia= 6.08) e MA2
(Ia=5.24). Pela analise bayesiana detectou-se 4 grupos genéticos com mistura de
gendtipos nos grupos 2 e 3, sugerindo fluxo génico e com estruturacdo por
hospedeiro no grupo 1(maméao) e 4(tomate). A populacdo estad estruturada, com
grande diferenciacdo entre elas. Populacbes MA3 e TO1 apresentaram maior valor
(6= 0,27), e o menor valor de foi encontrado em TO3;TO2 e PE3;PE2 (6=0,05). A
analise da AMOVA mostrou que a maior variacdo esta ocorrendo dentro das
populacdes (84,3%), enquanto que 15.70% esta ocorrendo entre as populacoes.

Palavras-chave: estrutura de populacdo, reproducdo assexuada, ascomycota,
diversidade, variabilidade
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ABSTRACT

The fungus Corynespora cassiicola is a plant pathogen that has worldwide
distribution and has been reported causing disease on leaves, fruits, branches,
nematode eggs, and even human skin. In Brazil, this pathogen has already caused
serious damage to soybeans, papaya, acerola, and the northern region of the
country, this pathogen has great importance in papaya, cucumber and tomato crops.
Develop control strategies for a disease depends, among other factors, an
understanding of the genetic variability and structure of the pathogen population,
these being the goals of this work. We collected 169 isolates from papaya, tomato
and cucumber, coming from the cities of Manaus, Iranduba and Presidente
Figueiredo, Amazonas state, Brazil, 9 populations totaling.The genetic diversity was
analyzed with 8 ISSR primers, 191 polymorphic locus getting, and the polymorphism
rate was 100%. The genetic diversity was high in all populations, where the highest
genetic diversity index was found in MA2 population (M= 0.43), and the smallest in
population of Presidente Figueiredo: PE3 (H = 0.13) and MA3 (H = 0.15). All
genotypes showed similar frequencies in the population (Es = 1.0). Genotypic
diversity (Go) ranged from 0.7 to 2.2, and in general was low in all populations, thus
proving the absence of recombination. Random association tests detected high
levels of linkage disequilibrium, eliminating the null hypothesis (Ia> 0), being
significant at 1% probability, the highest rates were found in MA1 populations (Ia=
6.08) and MA2 (Ia= 5:24). Bayesian analysis detected four genetic groups with
mixture of genotypes in groups 2 and 3, suggesting gene flow and structure in a host
in group 1 (papaya) and 4 (tomato). The population is structured with great distinction
between them. MA3 and TO1 populations had higher (8 = 0.27), and the lowest value
was found in TO3; TO2 and PE3, PE2 (6= 0.05). Analysis of AMOVA, the biggest
change is occurring within populations (84.3%), while 15.70% is occurring among
populations.

Key words: structure population, asexual reproduction, Ascomycota, diversity,
variability
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1. INTRODUCAO

O fungo ascomiceto Corynespora cassiicola (Berk. e M.A. Curtis) C.T. Wei, é
0 agente causal da macha alvo, doenca que afeta folhas, flores, frutos, raizes e
ramos, conhecida por possuir uma ampla gama de hospedeiros, sendo relatada em
mais de 530 espécies vegetais, como ornamentais, fruticolas, horticolas (FARR et
al., 2014), plantas daninhas (PEREIRA e BARRETO, 2000; SOUZA e SILVA, 2001,
CUTRIM e SILVA, 2003) e também em plantas medicinais (YE et al., 2013; PARK et
al., 2013). Este fitopatogeno tem extensa distribuicdo mundial (ELLIS e HOLLIDAY,
1971; SILVA et al., 2003), estando presente em paises tropicais e subtropicais
(KURT, 2005).

Por ser patdégeno presente em quase todos os tropicos e por ter uma ampla
gama de hospedeiros, C. cassiicola foi alvo de varios estudos que se concentraram
principalmente em entender as relacfes existentes entre o patdgeno e seus
hospedeiros, no que diz respeito a origem, morfologia, diversidade genética,
filogenia e também com a possivel especializacdo da espécie (OLIVE et al., 1945;
SPENCER e WALTERS, 1969; DUARTE et al.,, 1983; CUTRIM e SILVA 2003;
PEREIRA et al., 2003; SILVA et al.,, 2003; DIXON et al., 2009; QI et al., 2011;
SHIMOMOTO et al., 2011; MACEDO et al.,, 2013). Estes estudos conseguiram
consolidar a hipotese de que C. cassiicola é uma espécie complexa, possuindo
populacdes especificas do fungo.

Em relac&o aos estudos genéticos com a espécie, muitos autores verificaram
gue C. cassiicola possui alta diversidade genética dentro da espécie (SILVA et al.,
1998; SAHA et al., 2000; SILVA et al., 2003; DIXON et al.,2009; QI et al., 2011). A

resposta a essa alta diversidade genética dentro da espécie, pode estar relacionada,



entre outros fatores, com o modo reprodutivo da espécie, visto que a maioria dos
fungos que possuem modo reprodutivo apenas assexuado, n&o sofrem
recombinacbes regulares, e a variagdo genética resulta principalmente da
acumulacao de mutacdes espontaneas em linhagens clonais (TAYLOR et al., 1999;
LEE et al.,, 2004; DIXON et al., 2009). Para inferir mais sobre este assunto, é
necessario conhecer a estrutura genética da populacdo do patdgeno, pois a partir
deste conhecimento podemos inferir sobre a histéria de vida e 0s processos
evolutivos que moldam essas populacdes nos diferentes agroecossistemas
(McDONALD e LINDE, 2002), assim também como investigar 0S mecanismos que
influenciam eventual processo de especiacdo (GREENBERG et al., 2003;
CRISCIONE et al., 2005; KOHN, 2005).

Atualmente, ndo existem trabalhos envolvendo a estrutura genética de C.
cassiicola, e os trabalhos referentes a diversidade genética, em sua maioria foram
limitados a cultura da seringueira (Hevea brasiliensis), com isolados obtidos do
continente Asiatico e Africano, e baseados na técnica envolvendo o marcador
molecular RAPD, que é uma técnica considerada problematica no que diz respeito a
repitibilidade, para mensurar tanto a diversidade genética quanto a estrutura de
genética em fungos (XU, 2006; BENALI et al., 2011).

Diante disso, o presente trabalho propds avaliar a diversidade e a estrutura
genética de isolados de C. cassiicola, obtidos de trés hospedeiros e oriundos de trés

municipios do Estado do Amazonas, utilizando marcadores ISSR.



2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Analisar a diversidade e estrutura genética de isolados de Corynespora

cassiicola.

2.2. Objetivos especificos

e Analisar a diversidade genética de isolados de C. cassiicola obtidos de trés
hospedeiros (mamao, pepino e tomate), oriundos dos Municipios de Iranduba,
Manaus e Presidente Figueiredo por meio do marcador ISSR;

e Determinar a estrutura genética de C. cassiicola.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1.0 patégeno

O agente etiolégico da mancha-alvo € o fungo Corynespora cassiicola (Berk.
e M.A. Curtis) C.T. Wei, que apresenta extensa distribuicdo em paises tropicais e
subtropicais (Figura 1) (ELLIS e HOLLIDAY, 1971; SILVA et al., 2003; KURT, 2005)
atacando uma ampla gama de plantas hospedeiras (BLAZQUEZ, 1993) como a soja
(YORINORI e HOMECHIN, 1977), cacaueiro (DUARTE et al., 1978), mamoeiro
(DUARTE et al., 1983), seringueira (GASPAROTTO et al., 1988), tomate (LEROY e
LOURD, 1989), algoddo (LAKSHMANAN et al.,, 1990), gergelim (WULFF e
PASCHOLATI, 1997), acerola (SILVA et al., 1997), horténsia (LEITE e BARRETO,
1997), pimenta-longa (POLTRONIERI et al., 1997), pepino (VERZIGNASSI et al.,
2003), falso-boldo (FERNANDES e BARRETO, 2003), e o alface (SANTOS et al.,

2007), pimentao (SHIMOMOTO et al., 2008), café (SOUZA et al., 2009) entre outros.

A cultura mais afetada atualmente no mundo por C. cassiicola é a seringueira.
O primeiro relato nesta cultura foi em Serra Leoa em 1936 (DEIGHTON, 1936),
seguido da india em 1958 (RAMAKRISHNAN e PILLAY, 1961), Malasia em 1960
(NEWSAM, 1962), Nigéria em 1969 (AWODERU, 1969), Indonésia em 1980 (TEOH,
1983), Brasil (JUNQUEIRA et al., 1985), Sri Lanka e Camarfes (LIYANAGE et al.,
1986), Tailandia em 1985 (PONGTHEP, 1987), Bangladesh (RAHMAN, 1988),
Vietnam em 1998 (DUNG e HOAN, 1999) e recentemente China em 2006 (JINJI et
al., 2007). Em 1985, C. cassiicola praticamente eliminou o maior clone rendimento
da industria da borracha, devastando mais de 3.000 hectares do clone RRIC 103
(SILVA et al., 1998). No Brasil, este patdgeno ja foi relatado causando grandes

prejuizos em culturas de grande expressdo econémica, como soja (YORINORI e



HOMECHIN, 1977), cacau (DUARTE et al., 1978), seringueira (GASPAROTTO et

al., 1988) e acerola (SILVA et al., 1997).

Figura 1. Atual distribuicdo mundial de Corynespora cassiicola. Foto: EOL, 2011.

Na regido Norte a mancha alvo esta entre as doencas mais importantes que
atacam a parte aérea do tomateiro (LOPES et al.,, 2005). Devido ao clima
normalmente muito quente e Umido nesta regido, a doenca vem causando surtos
severos nas lavouras, e as cultivares se tornam muito suscetiveis quando medidas
de controle ndo sédo aplicadas corretamente. Em outras partes do pais tem sido
relatadas epidemias de mancha alvo ocasionando perdas expressivas no cultivo do
mamao em campo e do tomate e pepino em ambiente protegido. Nestas epidemias,
0 patdégeno tem atacado preferencialmente os frutos, depreciando-os para o
comércio, levando os produtores a grandes prejuizos na auséncia de controle

preventivo (VERZIGNASSI et al., 2003; REIS e BOITEUX, 2007).



3.1.1. Etiologia

Corynespora cassiicola foi primeiramente classificado como Cercospora
melonis Cooke, C. vignicola Kawamura, Helminthosporium vignae Olive, e H.
vignicola (Kawamura) Olive (SNOW e BERGGREN JR., 1989), podendo ser
encontrado com outras sinonimias (WEI, 1950; ELLIS, 1971). A etiologia do género
vem do latim, onde coryne significa massa clava e spora significa esporo, ou seja,
esporo clavado. Ja a espécie, refere-se a planta do género Cassia sp., na qual o
patégeno foi isolado pela primeira vez, e a terminacdo icola significa viver ou se
desenvolver (VIEGAS, 1979; ULLOA e HANLIN, 2000).

Atualmente, C. cassiicola estd posicionado dentro Reino Fungi, filo
Ascomycota, classe Dothideomicetes, ordem Pleosporales e género Corynespora
(AGRIOS, 2005). A fase teleomérfica da espécie ainda nao foi descrita, embora ja
tenham descoberto esta fase para o género Corynespora, sendo entdo representada
pela espécie Pleomassaria swidae (TANAKA et al., 2005). Quanto a familia, este
fungo vem sofrendo algumas modificacdes ao longo dos anos. Em estudos iniciais,
C. cassiicola foi classificado dentro da familia Dematiaceae (BARNET e HUNTER,
1998), porém estudos filogenéticos envolvendo os genes nucSSU, nucLSU rDNA,
TEF1, RPB1 e RPB2 dentro da classe Dothideomicetes, revelaram que espécies
atualmente classificadas dentro do género Corynespora, incluindo C. cassiicola, ndo
sdo monofiléticas, sendo posicionadas na familia Massarinaceae e dentro de um
Clado genético k (SCHOCH et al., 2009).

De acordo com a primeira descricdo da espécie por Ellis e Holliday (1971), C.
cassiicola apresenta conidiéforos de coloracdo marrom-clara ou escura, com
comprimento variando de 110 a 850 ym e largura de 4-11 ym. Estes por sua vez

podem ser simples, individuais e livres conforme as caracteristicas descritas da



subclasse Hyphomycetidae (KRUGNER e BACCHI, 1995). Os conidios que sdo 0s
esporos assexuados do fungo sé&o de coloracao hialina, suab-hialina ou marrom
clara, com um hilo pronunciado na base (PERNEZNY e SIMONE, 1993). Os
mesmos podem estar isolados ou em cadeia, retos ou levemente curvos.
Apresentam de trés a 20 pseudoseptos, que medem 39 -520 x 7- 22 mm (ELLIS,
1971; SNOW e BERGGREN JR., 1989). A presenca de clamidésporos também foi
observada para a espécie, em geral sdo de coloracao hialina, com comprimento de
13.86-15 uym e largura de 13.12- 14.38 ym (DEMIDOVA, 1962; SARMA e NAYUDU,
1971; HARTMAN et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2012).

De modo geral, o crescimento e a esporulacdo de C. cassiicola apresentam
exigéncias diferentes em relacgdo ao meio de cultura. Alguns trabalhos
demonstraram que maximo do crescimento micelial ocorre em meios de cultura
como CA (cenoura-agar), V8, Alimento Infantil, extrato de soja e em meio BDA
(batata-dextrose-agar). Ja em relacdo a esporulacdo, os meios mais indicados sao
BDA, BSA (batata-sacarose-agar), V8, alimento infantil e Czapeck-agar (OLIVE et
al., 1945; ALMEIDA E YAMASHITA, 1976; SILVA et al., 1995; ROIM, 2001; SOUZA

e BENTES,2014).

3.1.2. Epidemiologia

C. cassiicola é um patdgeno necrotréfico, podendo sobreviver em restos
culturais por longos periodos (PERNEZNY e SIMONE, 1993; CARDOSO et al.,
2001) em hospedeiros alternativos (PEREIRA e BARRETO, 2001; SOUZA e SILVA,
2001; CUTRIM e SILVA, 2003;) e em sementes (ROIM, 2001). A forma endofitica e
saprofitica da espécie ja foram descritas em alguns hospedeiros (KINGSLAND,

1986; COLLADO et al, 1999; HYDE et al., 2001; PHOTITA et al., 2003,



SURYANARAYANAN et al., 2002; LEE et al., 2004; GOND et al., 2007
PROMPUTTHA et al., 2007; DEON et al., 2012; EBRAHIM et al., 2012).

A disseminacdo do patdégeno ocorre principalmente por gotas de chuva e
através do vento (ALMEIDA et al., 2005), sendo este ultimo o responsavel pela
disseminacdo do patdgeno a curtas distancias. (PERNEZNY e SIMONE, 1993), J4 a
longas distancias, a disseminacdo ocorre preferencialmente via sementes
(BLAZQUEZ, 1993).

A fase necrotroéfica do fungo tem inicio apds os esporos atingirem a superficie
da planta hospedeira, uma vez aderidos a superficie da planta hospedeira e sob
condicbes de molhamento foliar, estes esporos germinardo, e através do apressorio
irdo lancar seu tubo germinativo, comecando assim a relacao parasitaria patdgeno-
hospedeiro. Por ser um patégeno necrotrofico, C. cassiicola precisa inicialmente
matar as células do hospedeiro para poder retirar seus nutrientes. Para isso, o fungo
libera sob a planta uma série de toxinas, uma delas é a cassicolina, que € uma
toxina seletiva do hospedeiro, considerada como um agente primario de infeccao,
sendo indispensavel ao estabelecimento inicial do fungo (BRETON et al., 2000;
BARTHE et al., 2007). Esta toxina ao atingir a epiderme da planta, causa a morte
celular, e a partir deste momento o fungo inicia sua fase saprofitica, retirando
nutrientes das células mortas e em seguida, comeca a se reproduzir dando inicio a
um novo ciclo da doenca (FORCELINI, 2010).

As grandes epidemias da macha alvo sdo geralmente desencadeadas em
ambientes que apresentam temperaturas elevadas, variando de 20°C a 32°C, e
longos periodos de alta umidade relativa de aproximadamente 16 a 44 horas. Estas
faixas sdo consideradas o6timas ao desenvolvimento do patéogeno (BLAZQUEZ,

1993).



3.1.3. Sintomatologia

Os sintomas da mancha alvo variam de acordo com o hospedeiro, condicbes
climaticas e do 6rgdo da planta infectado (Figura 2), mas, em geral eles séo
expressos através de manchas foliares na forma de anéis concéntricos, mais
escuros no centro e com halos amarelos, que lembram o formato de um alvo. Em
virtude destas caracteristicas, foi atribuido o nome da doenca (SNOW e
BERGGREN JR., 1989).

Em maméo a infeccdo ocorre principalmente na fase abaxial (OLUMA e
AMUTA, 1999), e as lesbes sdo geralmente pequenas, medindo de 2 a 3 mm,
circulares, brancas e circundadas por um halo amarelado. No peciolo, caule e frutos,
as lesdes sao de coloracdo marrom-avermelhadas, com centro escuro, com formato
eliptico, medindo de 3 a 5 mm de comprimento, com largura constante de 2 mm

(OLIVEIRA e SANTOS FILHO, 2006).

Figura 2. Sintomas da mancha-alvo causada por Corynespora cassiicola em trés hospedeiros. A-
Tomate; B- Pepino; C-Mamé&o. Foto: FERREIRA, 2014.

Em tomateiro, as lesdes foliares tém inicio com peguenas manchas aquosas
na superficie da folha. Estas aumentam gradualmente em tamanho, e se tornam
circulares com coloracdo marrom clara, circuladas por halos amarelos (BLAZQUEZ,
1993). Em ramos e peciolos 0s sintomas sdo caracterizados por manchas marrons e

alongadas. Nos frutos jovens e maduros, 0s sintomas iniciais sdo representados por



pontuacdes marrom-escuras e circulares. Estas ao aumentarem em tamanho
tornam-se marrons com um centro mais claro, que pode rachar formando uma
espécie de “cratera” nos frutos (REIS e BOITEUX, 2007). Os ataques sobre frutos
traduzem-se por uma alteracdo da qualidade do produto comercial, além de uma
reducédo de produtividade.

Segundo Verzignassi et al. (2003), em pepino os sintomas surgem a partir do
transplantio, sendo caracterizados pelo aparecimento de pequenas manchas
angulares, com o centro de cor palha com halo claro, que vao se expandindo
admitindo um formato arredondado, com centro marrom claro e bordos encharcados
de coloracdo olivacea. Em casos de alta severidade da doenca, ocorre o

coalescimento das manchas provocando a seca do limbo foliar.

3.1.4. Controle

O controle genético da doenca pode ser feito através de cultivares resistentes
elou tolerantes, as quais ja foram desenvolvidas para alguns patossistemas. Na
cultura do pepino, o uso de plantas resistentes para controlar a mancha-alvo tem
sido uma pratica de controle na Europa ha mais de 15 anos. A resisténcia de plantas
a este patégeno também foi documentada na cultura da soja, e algumas fontes de
resisténcia ja foram identificadas para o tomate (PERNEZNY e SIMONE, 1993). A
soja possui 325 cultivares registradas, porém a reacdo a mancha-alvo é conhecida
apenas para 97 cultivares. Destas 3,7% séo resistentes e 12% sao consideradas
moderadamente resistentes.

O controle com uso de fungicidas especificos ou a mistura entre eles tem
apresentado bons resultados no controle da doenca (JONES, 1978; CASTRO, 1979;
KINGSLAND e SITTERLY, 1986; ARIAS et al., 1987; GASPAROTTO et al., 1988;

GONZALEZ, 1990; CARDOSO et al., 2001; VENTURA et al., 2003).



Estudando o controle da mancha alvo em tomateiro, Kingsland e Sitterly
(1986), observaram que o fungicida captafol isoladamente ou em combinagcdo com
oxicloreto de cobre, e zineb, tiveram bom efeito no controle da doenca. Jones e
Jones (1984) com 0 mesmo patossistema, observaram que o uso do clorotalonil em
combinacdes de mancozeb e outros compostos cupricos, conseguiram controlar a
doenca. Pernezny et al. (2002), no Estado da Florida, obteve um bom resultado no
controle da doenca utilizando Acibenzolar-S-Metil, que € um indutor de resisténcia
adquirida. Neste trabalho, este composto reduziu a desfolha das plantas de tomate
em 42%. Em mamao, a utilizacado de fungicidas do grupo de ditiocarbamatos e de
fitalonitrilas, tém apresentado eficiéncia no controle da doenca (VENTURA et al.,
2003).

No pais, o controle da doenca em tomateiro € feito com a maioria dos
fungicidas utilizados para o controle da pinta-preta com registro no Ministério da
Agricultura (BLAZQUEZ, 1993; LOPES et al., 2005). Praticas culturais como rotacéo
de cultura, destruicdo de lavouras velhas, eliminacdo de folhas com alto grau de
senescéncia altamente infectadas podem auxiliar positivamente no controle da
doenca (REIS e BOITEUX, 2007).

Na regido Norte do pais, o controle da macha alvo é o principal gargalo que
limita a producdo de varias solanaceas, cucurbitaceas e espécies frutiferas
hospedeiras do patdgeno. A auséncia de produtos quimicos eficientes registrados
para cada patossistema, juntamente com pesquisas sobre o patdégeno nas
condi¢cBes ambientais locais, faz com que hajam poucas ou inexistentes estratégias

de manejo da doenca na regido (REIS e MADEIRA, 2009).



3.2. Estrutura e diversidade genética

A estrutura genética de populacdo €é definida como a quantidade e
distribuicdo da variacdo genética dentro e entre populacbes, este atributo é
determinado pela histéria evolutiva e pelo potencial de altera¢do dos organismos de
uma populagéo, sendo um resultado da interacao entre 0s processos evolucionarios
como mutacdo, migracao, selecdo, deriva e recombinacdo (McDONALD, 1997;
McDONALD e LINDE, 2002).

A mutacdo € uma alteracdo na sequéncia de nucleotideos e € um dos
principais fatores evolutivos que influenciam uma populacéo. Dentro da populacéo a
mutacdo atua introduzindo novos alelos em linhagens clonais. A mutacdo em uma
populacdo é influenciada diretamente pelo tamanho, visto que populacbes que
apresentam tamanho grande tendem a ter um maior niumero de individuos mutantes
em relacdo a populacdes pequenas (McDONALD e LINDE, 2002).

A recombinacdo assim como a mutacdo € uma das principais fontes de
variagdo genética em fungos. A recombinacdo tem por funcdo reordenar as
sequéncias do genoma aleatoriamente, podendo ocorrer através da reproducéo
sexual ou por hibridizagcdo somatica, sendo que neste ultimo exemplo pode ocorrer
concomitantemente fusdo e recombinacdo (ciclo parassexual) (BURDON e SILK,
1997). Esses mecanismos tem a capacidade de aumentar a diversidade genotipica
em populacdes do patdbgeno, mas sua importancia varia dentro e entre as espécies.
A recombinacdo do ponto de vista evolutivo € importante, pois pode gerar novos
gendtipos que permitam melhor adaptacdo as mudancas no ambiente, resisténcia a
fungicidas ou a cultivares (MILGROOM, 1996).

A migracao é o movimento de individuos entre populacfes e sub-populacdes.

A semelhanca de alelos em populagbes separadas geograficamente evidencia a



presenca de fluxo génico entre as populagdes, e as populacdes podem divergir entre
si por deriva genética ou por selecdo. No caso de populacbes em que o modo
reprodutivo € em sua maioria assexuado, observa-se que genotipos inteiros podem
ser trocados entre as populacdes, visto que esses organismos raramente ha
recombinacdo de genes. Populacdes com alto nivel de fluxo génico geralmente
apresentam muita diversidade genética (BOEGER et al., 1993; McDONALD e
LINDE, 2002).

A selecdo conforme citado por McDonald e Linde (2002) € um processo
direcional que leva a um aumento ou uma diminuicdo na frequéncia de genes ou
genotipos, ou seja, atua selecionando genes ou genotipos que tenham vantagens
adaptativas para a populacdo. Este processo ndo é capaz de gerar variabilidade na
populacdo, porem pode estar atuando no aumento da variagcdo genética, através da
selecdo de um gene ou na combinacdo de varios, ou pode atuar também na
especiacdo através da acumulacdo de diferencas genéticas adaptativas entre as
populacdes isoladas, e também impedir tal especiacdo, homogeneizando a estrutura
genética da populacdo em todos os locais (ZHAN et al., 2002).

A deriva genética pode ser definida como mudanca nos alelos aleatoriamente
dentro da populacdo, podendo ocorrer com ou sem ag¢do do processo de selecao.
Dentro da deriva genética temos dois fatores atuando o efeito gargalo e o fundador.
O primeiro corresponde a reducdo no tamanho da populacdo aleatoriamente, devido
a alguma condicao desfavoravel, e o segundo é quando uma populagcdo pequena é
formada de forma aleatéria, e coloniza uma nova populacédo. A frequéncia de alelos
na populacdo sobrevivente (efeito gargalo) ou da nova populacéo (efeito fundador)
pode diferir significativamente da frequéncia dos alelos na populacdo original

(McDONALD e McDERMOTT, 1993; McDONALD e LINDE, 2002).



Em linhas gerais, o conhecimento da acerca da diversidade genética é
considerada vantajosa para a sobrevivéncia de uma espécie, por contribuir para a
diversidade fenotipica e também por determinar a forma como individuos da espécie
interagem com o0 ambiente e com outros organismos (PESSOA FILHO, 2008).
Essencialmente existem tipos de diversidade contribuindo para a estrutura genética:
génica e genotipica. A Diversidade génica refere-se ao namero e as frequéncias de
alelos em loci individuais numa populacdo, que aumenta a medida que o numero de
alelos aumenta as frequéncias relativas dos alelos mais semelhantes (McDONALD e
LINDE, 2002). Diversidade genotipica refere-se ao numero e frequéncias dos
genotipos multilocos, ou individuos geneticamente distintos numa populagéo
(ANDERSON e KOHN, 1995; TAYLOR et al., 1999; McDONALD e LINDE, 2002;
HALKETT et al.,, 2005). Entendendo a diversidade e a estrutura genética do
patdgeno, podemos inferir sobre o seu potencial de risco no ambiente e também

aplicar medidas de controle.

3.2.1. Marcadores ISSR (Inter simple sequence repeats)

Os estudos que abrangem a diversidade e estrutura genética em fungos tem
usado com frequéncia a biologia molecular como ferramenta, principalmente os
marcadores moleculares que sdo baseados nas reacbes de PCR. Dentre eles
destaca-se o0 marcador ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat). Este marcador é
considerado eficiente para diversos estudos, como por exemplo, em estudos de
hibridacdo e especiacdo hibrida (WOLFE e LISTON, 1998; ARCHIBALD et al.,
2004), genética de populacdes e conservacdo (CULLEY e WOLFE, 2001)

investigacbes sistematicas em populagbes naturais (CRAWFORD et al.,, 2001;



WOLFE e RANDLE, 2001) e em estudos populacionais de fungos (KERRIGAN et al.,
2003; SAWYER et al., 2003).

A técnica é baseada em PCR e envolve a amplificacdes de segmentos de
DNA presente numa regido de distancia amplificavel entre duas regides repetidas de
microssatélites idénticas orientadas em direcdes opostas. Os fragmentos
amplificaveis sdo geralmente de 200-2000 pb de comprimento, e apresentam alta
reprodutibilidade possivelmente devido ao uso de primers longos na qual permite um
subseqiente uso de alta temperatura de anelamento. As amplificacbes nao
requerem informacao previa da sequéncia do genoma e conduz a multilocos e altos
padrdes polimorficos (BORNET e BRANCHARD, 2001; REDDY et al., 2002). As
bandas visiveis sdo definidas como marcadores dominantes, e sao atribuidos a loci
genéticos com dois alelos: 1 considerado a presenca e 0 a auséncia (TSUMURA et
al., 1996).

Marcadores ISSR e caracteres morfologicos foram usados por Nghia et al.
(2008), para diferenciar 21 isolados de C. cassiicola obtidos de diferentes clones de
seringueira em plantios da Malasia. Neste estudo verificaram que os caracteres
morfoldgicos foram insuficientes para diferenciar os isolados, e que com auxilio de 8
primers ISSR foram obteve-se um total de 91,5% de bandas polimérficas, o que
reflete o nivel elevado de variacdo genética existente entre os diferentes isolados.
Além disso, foi observado a existéncia de pelo menos 2 grupos distintos de C.
cassiicola infectando plantacdes de seringueira na Malasia.

Qi et al. (2011), utilizaram 22 isolados de C. cassiicola obtidos de pepino,
mamao, berinjela, tomate, feijdo-caupi, gergelim e seringueira, oriundos da China,
para avaliar diferencas em caracteristicas morfolégicas e a variabilidade genética

através do rDNA-ITS e de marcadores ISSR. Um total de 114 fragmentos de DNA



foram amplificados com os 16 primers ISSR, dos quais 102 eram polimérficos
(89,5%). Os 22 isolados foram agrupados em trés grupos genéticos distintos,
mostrando a alta diversidade genética entre os isolados testados, indicando também
gue esses marcadores sdo Uteis para o estudo da populagéo intra-espécies em C.
cassiicola.

A alta variabilidade genética de C. cassiicola através do rDNA-ITS e de
marcadores ISSR foram confirmadas por (QI et al., 2011), com 22 isolados de C.
cassiicola obtidos de pepino, mamao, berinjela, tomate, feijao-caupi, gergelim e
seringueira, oriundos da China, onde 114 fragmentos de DNA foram amplificados
pelos primers ISSR, destes, 102 tiveram 89,5% de polimorfismo.

Estudos com C. cassiicola em relagdo a estrutura genética sao inexistentes e
guanto a diversidade genética, foram feitos em sua maioria com marcadores RAPD
e limitados a isolados da seringueira (Hevea brasiliensis) obtidos do continente
Asiatico e Africano, o que abre caminho para que sejam feitos novos trabalhos com
marcadores ISSR, e que possibilitem verificar esses estes parametros em diferentes

locais de amostragem e também em diferentes hospedeiros.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencé&o dos isolados

Os isolados utilizados neste trabalho foram obtidos a partir de folhas e frutos
de plantas de tomate, pepino e mamao com sintomas tipicos da mancha-alvo. As
coletas foram realizadas em areas de producdo comercial e em cultivo protegido
durante o periodo de agosto a novembro de 2012, em trés municipios do Estado do
Amazonas (Manaus, Presidente Figueiredo e Iranduba), que foram escolhidos por
serem 0s mais importantes produtores de hortalicas no Estado (REIS e MADEIRA,
2009). Em cada municipio foram coletados aproximadamente 20 isolados de cada
hospedeiro, obedecendo a uma distancia minima entre eles. Os isolados coletados
foram georeferenciados utilizando GPS (Garmin GPSmap 60CSx, Kansas, USA)
para a andlise de autocorrelacdo espacial através do programa R (R Core Team,
2014). Ao final, obteve-se 9 populacbes com os 169 isolados de C. cassiicola (3
hospedeiros e 3 municipios) que estdo organizados na Tabela 1. E a identificacdo de

cada isolado bem como procedéncia esta apresentado em anexo.

Tabela 1. Identificacdo das populacbes de Corynespora cassiicola coletadas no
Amazonas.

Local Hospedeiro Populacdes N° de isolados Ano da coleta

Tomate TO1 21 2012

Manaus Pepino PE1 22 2012
Mamaéo MA1 18 2012

Tomate TO2 21 2013

Iranduba Pepino PE2 18 2013
Mamaéo MA2 25 2012

Tomate TO3 7 2012

Presidente Figueiredo Pepino PE3 18 2012

Mamaéo MAS 19 2013




Isolamento Indireto

As amostras coletadas foram levadas ao Laboratério de Microbiologia e
Fitopatologia da Universidade Federal Amazonas, onde foi confirmada a etiologia da
doenca por meio da observacdo das estruturas do patdgeno em microscopio
estereoscopio. ApOs confirmar a presenca de C. cassiicola, as partes vegetais
coletadas foram lavadas em &gua corrente, visando reduzir a presenca de
microrganismos saprofiticos. De cada parte vegetal selecionada foi retirado um
pequeno fragmento da regido limitrofe entre a area lesionada e a area sadia de
aproximadamente 5 mm, os quais foram submetidos a desinfestacéo superficial em
alcool 70% (30 segundos), hipoclorito de sédio 2% (30 segundos), seguidos de
triplice lavagem em agua destilada. Em seguida, os fragmentos desinfestados foram
depositados equidistantemente em placas de Petri contendo meio de cultura BDA
(200 g de batata; 20 g de Dextrose; 17g de Agar; 1000 mL de agua destilada), e
posteriormente incubadas em camaras de crescimento do tipo BOD a 27 e 28 °C
com fotoperiodo de 12 horas durante 24-48 horas, até o surgimento de estruturas do
fungo (DHINGRA e SINCLAIR, 1985). Apoés este periodo, as hifas crescidas a partir
dos fragmentos foram repicadas para novas placas contendo o mesmo meio de
cultura utilizado anteriormente para individualizacao das coldnias. A preservac¢ao dos
isolados foi feita utilizando o método Castelani, 6leo mineral e glicerina 2%, em

microtubos de plastico de 1,5 mL, onde para cada isolado foi feito duplicata.

4.1.2. Obtencéo de culturas monoconidiais

A obtencdo de culturas monoconidiais foi realizada adicionando-se em cada
placa de Petri contendo col6nias do fungo 10 mL de agua destilada esterilizada. Em
seguida, com auxilio de um pincel de cerdas macias foi feita a remocdo dos

propagulos do fungo, e o sobrenadante foi coletado em um béquer. Desta



suspensao, foram retirados 100 pL e adicionados em microtubos contendo 900 pL
de &gua destilada esterilizada, os quais foram submetidos a diluigbes fracionadas
até a concentracdo 10°, onde foi retirado uma aliquota de 100 uL, e distribuido
uniformemente em placas de Petri contendo o meio BDA, e espalhadas com o
auxilio de uma alca de Drigalsky. As placas foram incubadas a 27 °C durante 24
horas. Apos este periodo, as placas foram observadas sob lupa para a repicagem

dos fragmentos de hifa originados a partir de um Unico conidio para novas placas.

4.2.Extragao e quantificagdo do DNA fungico

Para obtencdo do DNA fangico, pequenos fragmentos de culturas
monoconidiais (item 4.1.2) foram depositados em meio liquido BD (batata-dextrose)
em Erlenmeyers de 250 mL, onde permaneceram sob agitacdo moderada (150 rpm)
continua durante cinco dias em temperatura ambiente. O micélio produzido foi
coletado por filtracdo em papel de filtro esterilizado, em ambiente asséptico (camara
de fluxo laminar), e em seguida, armazenados a temperatura -20 °C até 0 momento
da extracao.

O DNA foi extraido de acordo com o protocolo de rotina do Laboratorio de
Biologia Molecular da Embrapa Amazoénia Ocidental, baseado no protocolo de Doyle
e Doyle (1987). Amostras de aproximadamente 3 g de micélio foram maceradas com
nitrogénio liquido até a completa homogeneizacdo do material. Em seguida o
macerado foi transferido para tubos de 15 mL, nos quais foram adicionados 7 uL do
tampéo de extracdo CTAB (2 g de CTAB-cetyl trimethyl ammonium bromide, 8,18 g
NaCl, 0,74 g EDTA, 1,5 g Tris- HCL, 100 mL de agua destilada, pH 8,0) e 2 uL/mL
de 2-B-mercaptoetanol. Apds a homogeneizacdo, o material foi incubado em banho-

maria a 65 °C durante 30 minutos, sendo agitado a cada 10 minutos. Apds este



periodo, adicinou-se 7 mL de CIA (24 partes de cloroformio e uma parte de alcool
isoamilico), e os tubos foram homogeneizados e centrifugados a velocidade de
14.000 rpm por 10 minutos. ApOs este periodo, os tubos foram retirados
cuidadosamente a fim de n&do perturbar a interface, e o sobrenadante foi coletado e
transferido para um novo tubo de 15 mL, onde foi adicionado isopropanol resfriado
na mesma quantidade. Para haver a precipitacdo do acido nucléico, os tubos foram
colocados a temperatura de -20 °C por duas horas, e apds este periodo foram
novamente centrifugados a 14000 rpm por sete minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado duas vezes com etanol na concentragdo 70% por
trés minutos, e por ultimo lavado com alcool absoluto. Apos esta ultima lavagem, os
tubos foram postos a secar em temperatura ambiente, e o precipitado foi
ressuspendido em 300 mL TE (Tris 10 mM e EDTA 5 mM pH 8,0). O produto final foi
mantido a -20 °C para uso nas reacdes de PCR.

A quantificacdo foi mensurada em espectrofotbmetro NanoDrop® 2000
Thermo Scientific, e também em eletroforese em gel de agarose (0,8%) corados com
brometo de etidio, e utlizando o marcador lambda (A). A visualizacdo dos
fragmentos amplificados foi feita em transiluminador de luz ultravioleta da marca

Loccus Biotecnologia.

4.3. Analise da diversidade e estrutura genética por meio de marcadores ISSR

Para selecionar quais primers seriam usados em estudo, inicialmente foi
realizada uma triagem com 30 primers ISSR, destes foram selecionados oito primers
gue apresentaram maior polimorfismo (Tabela 2), um primer obtido de regides
microssatélites de Ganoderma spp. (NGHIA et al.,, 2008) e os demais UBC (UBC

primer set No. 9, Biotechnology Laboratory, University of British Columbia,
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Vancouver, Canada, http://www.ubc.ca/) (QI et al.,, 2011). A amplificacao foi feita
para um volume final de 15 uL, com 1X do Tamp&o da Taq DNA polimerase KAPA
Biosystems, 0,2 mM MgClI2, 0,25 mM de dNTPs, 0,4 uM de primer, 1U de Taq DNA
polimerase KAPA Biosystems. As condi¢Oes para amplificacdo foram desnaturagéao
inicial a 94 °C/3 min, seguido de 40 ciclos de 94 °C/30, temperatura de anelamento
variou de acordo com cada primer, 72°C /1 s, e extenséo final de 72 °C/10 min. O
tamanho relativo dos fragmentos foi avaliado com o auxilio do marcador 1 Kb plus
DNA Ladder (Invitrogen by Life Technologies). Os produtos da reagdo foram
analisados em gel de agarose 1,2% e corados com brometo de etidio, e o gel foi

analisado em transiluminador com luz ultravioleta (Loccus Biotecnologia®).

4.4 .Analise dos dados

As bandas geradas pela amplificacdo com os oito primers ISSR foram
analisadas por meio de contagem visual, e os fragmentos de DNA amplificados
foram transformados em uma matriz de carater binario atribuindo 1 para presenca de
banda e 0 para auséncia. Através dessa matriz binaria foram feitas as demais
analises.

A estrutura genética da populacdo foi inferida através da Andlise
Discriminante de Componentes Principais (DAPC) (JOMBART et al. 2010) pelo
pacote adegenet (v. 1.3-0) implementado pelo programa R versdo 3.1.2 (R Core
Team, 2014). O método multivariado DAPC permite identificar agrupamentos de
individuos geneticamente relacionados independente de modelos de genética de
populacdes. O numero de agrupamentos (K) variou de 1 a 10 e o numero de
agrupamentos, que é o melhor valor de K foi determinado de acordo com o Critério

de Informacgéao Bayesiana (BIC).
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A diversidade genotipica foi feito conforme o indice G de Stoddart e Taylor
(1998) para cada local de amostragem, com bootstrap com 1000 permutacdes
utilizando o programa R versado 3.1.2 através do pacote vegan e vegetarian (R Core
Team, 2014). Foram também calculados os indices de riqueza genotipica E(gn),
utilizando curvas de rarefacdo (GRUNWALD et al. 2003) para diminuir as diferencas
no tamanho das populacdes, e a equitabilidade entre as populacbes através do
indice Es (Es= G-1/N1-1) (ZHAN et al. 2002). A diversidade genética de Nei (Hg)
(NEI, 1978) para cada subpopulacéo foi inferida através do programa GENEPOP
versao 4.2.2 (ROUSSET, 2008) com 1.000 permutacdes.

Para detectar se ha associacdo nao aleatéria de alelos em diferentes loci, foi
realizado o teste de desiquilibrio de ligacdo através do programa Multilocus 2.3
(AGAPOW e BURT, 2003) com bootstrap de 1000 permutacdes, e foram avaliados
os indices In e rd, trabalhando com a hipdtese nula de que existe associacao
aleatorio em diferentes loci (1a=0), sendo rejeitada quando I for >0.

Por meio da estatistica 8, foram feitas as analise de diferenciacdo genética
entre e dentro das populacbes (WEIR e COKERHAM 1984; WEIR, 1990), calculada
com o programa Multilocus, com bootstrap de 1000 permutacdes. A estatistica 0
varia de 0 (sem diferenciacdo populacdo) a 1 (diferenciacdo completa, onde as
populacdes séo fixadas para diferentes alelos). E para os grupos determinados de
acordo com a inferéncia bayesiana a diferenciacdo genética foi mensurada de
acordo com o indice de diferenciacdo génica (Gsr), calculado usando o programa
GENODIVE (MEIRMANS e VAN TIENDEREN, 2004). A analise da variancia
molecular (AMOVA) foi realizada para estimar a distribuicdo da variacdo genética
entre e dentro das populacbes atravées do programa Arlequin ver. 3.5.1.2

(EXCOFFIER e LISCHER, 2010).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Marcadores ISSR foram utilizados para analisar a variabilidade e a estrutura
genética de 169 isolados de C. cassiicola coletados em pepino, tomate e mamao
nas cidades de Manaus, Iranduba e Presidente Figueiredo no estado do Amazonas.
Os oito primers ISSR testados amplificaram 191 fragmentos, sendo todos
polimoérficos. O numero de fragmentos amplificados polimorficos variou de 18
(UBC12) a 36 (UBC890) (Tabela 2). O fragmento das bandas amplificadas variou de
300 a 5000 pb (Figura 3).

Apesar de serem desenvolvidos recentemente, marcadores ISSR tem sido
usados em estudos de diversidade genética por apresentarem uma série de
vantagens em relacdo as outras classes de marcadores genéticos. Segundo Bornet
e Branchard (2001), esse marcador possui alta resolucdo, revelando elevado
polimorfismo, 0 que é interessante para diferenciar individuos intra-especificos, ndo
precisam do conhecimento prévio da sequéncia, além de possuirem alta
estabilidade, baixo custo e serem passiveis de reproducéo.

A andlise da variabilidade genética de isolados de C. cassiicola foi estudada
na década passada utilizando em sua maioria marcadores de polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso (RAPD) e com polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP), e com isolados coletados em seringueiras (Hevea brasiliensis) no
continente asiatico e africano (SILVA et al., 1995, SILVA et al., 2003). Este é o

primeiro trabalho com isolados da regido Amazénica utilizando marcadores ISSR.



Tabela 2. Lista de primers ISSR utilizados na andlise da diversidade e estrutura genética de isolados de Corynespora cassiicola.

Primer Sequéncia (5’- 3°) Repeticdo T° Fragmentos Fragmentos Referéncias
anelamento amplificados polimdrficos
Mj5 CCGTCACCGTCAA (CCGTCA)A 49 21 21 Nghia et al., 2008

UBC807 AGAGAGAGAGAGAGAGT (AG)eT 51 25 25 Qietal., 2011
UBC834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT (AG)sYT 49 24 24 Qietal., 2011
UBC841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC (GA)sYC 48 25 25 Qietal., 2011
UBC842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG (GA)YG 49 21 21 Qietal., 2011
UBC890 VHVGTGTGTGTGTGTGT VHV(GT), 49 36 36 Qietal, 2011
uUBC812 GAGAGAGAGAGAGAGAA (GA),GAA 51 18 18 Qietal, 2011
UBC864 ATGATGATGATGATGATG (ATG)s 45 21 21 Qietal, 2011
Numero total de fragmentos amplificados 191 191

MJ: primers ISSR desenvolvidos a partir de regides microssatélite de Ganoderma spp.
UBC: primers ISSR do set No. 9, desenvolvidos pelo Laboratério de Biotecnologia da University of British Columbia, Vancouver, Canada, http://www.ubc.ca/)
Nomenclatura utilizada: Y=C/T, V=A/G/C, H=A/CI/T



Neste estudo, marcadores ISSR tiveram boa resolugdo para analisar a
variabilidade intra-especifica em C. cassiicola, revelando a elevada variabilidade
genética existente nas populacdes estudadas. Esta alta variabilidade genética
possivelmente esta por processos de mutagcdes espontaneas dentro das
populacdes, visto que fungo que se reproduzem apenas assexuadamente nao
sofrem recombinagdo regular e a fonte de variabilidade genética resulta de
acumulacdes de mutagcbes no genoma, 0 que € interessante do ponto de vista
evolutivo, pois o genoma desses organismos € ligado, e qualquer alteracdo é

passada de uma geracao pra outra (TAYLOR et al., 1999)
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Figura 3. Gel de agarose a 1,2% com os produtos da amplificacdo obtidos por oito primers ISSR. A
primeira faixa representa o marcador de 1 Kb DNA Ladder. As colunas de 1 a 20 representam o0s
isolados de diferentes hospedeiros e regides de Corynespora cassiicola, Amazonas, Brazil.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram demonstrados
diversos autores. Nghia et al. (2008), avaliou carateristicas morfologicas de 21
isolados de C. cassiicola obtidos de diferentes clones e plantios de seringueira na

Malasia utilizando 8 primers ISSR, e obteve 106 fragmentos amplificados, destes,



91,5% eram polimorficos. Qi et al. (2011), utilizaram 16 primers ISSR e a regido ITS
para analisar as caracteristicas morfologicas e moleculares de 22 isolados de C.
cassiicola obtidos de pepino, mamao, berinjela, tomate, feijao, soja, gergelim e
seringueira oriundos da China, e obtiveram 114 fragmentos amplificados, sendo 102
polimérficos. Esses resultados demonstram que a alta diversidade genética
encontrada, independe de populacbes de diferentes regides e/ou hospedeiro do
fungo, ou seja, é unicamente vinculada a uma caracteristica intra-especifica da
espécie.

Marcadores ISSR ja foram aplicados para importantes grupos de
fitopatdgenos como Fusarium graminearum (MISHRA, et al., 2004), Fusarium poae
(DINOLFO et al., 2010), Colletotrichum gloeosporioides (RAMPERSAD, 2013) e em
todos apresentou boa resolucao.

A diversidade génica (H) encontrada em cada populacéo de C. cassiicola esta
representada na Tabela 3. De maneira geral, a diversidade génica foi relativamente
alta em todas as populacdes estudadas. O numero de loci variou de 0 a 26, e 0
primer em que se obteve maior valor de diversidade génica foi UBC 807. O maior
indice de diversidade génica foi encontrado na populacdo MA2 (H=0,43), e os
menores valores foram observados para as populacées do municipio de Presidente
Figueiredo, PE3 (H=0,13) e MA3 (H=0,15), indicando que ha menor diversidade
neste municipio, independente do hospedeiro.

Analisando a populacdo com maior diversidade génica (MA2) comparando
com as outras populacdes deste mesmo hospedeiro, podemos observar que as
populacdes obtidas do mamoeiro apresentaram os maiores indices de diversidade
génica quando comparados com as populacées dos demais hospedeiros estudados.

A presenca do hospedeiro (mamao) por longos periodos em campo faz com que a



populagcdo do patdgeno possa evoluir, aumentando seu nimero de alelos, além da
contribuicdo da mutagédo introduzindo novas variantes na populacdo (MC DONALD,

1997).

Tabela 3. Numero de loci e diversidade génica por primer em cada populagcédo de
Corynespora cassiicola, Amazonas, Brasil.

Primer N° de loci Diversidade Génica (H)

TO1 TO2 TO3 PE1 PE2 PE3 MA1 MA2 MA3

Mj5 2-15 0.26 0.29 0.23 0.24 0.21 0.13 0.23 0.31 0.15
UBC807 0-24 0.37 0.39 0.39 0.31 0.37 0.40 0.35 0.43 0.42
UBC834 0-16 0.23 0.33 0.22 0.26 0.28 0.31 0.21 0.28 0.24
UBC841 3-21 0.21 0.30 0.26 0.37 0.35 0.30 0.39 0.32 0.30
UBC842 2-16 0.25 0.16 0.21 0.25 0.29 0.31 0.30 0.36 0.29
UBC890 0-25 0.27 0.28 0.24 0.34 0.30 0.31 0.27 0.33 0.27
UBC812 1-16 0.35 0.32 0.39 0.35 0.40 0.29 0.38 0.36 0.35
UBC864 1-15 0.31 0.28 0.29 0.35 0.30 0.27 0.31 0.30 0.23

Total 2,25 2,35 2,23 2,47 2,5 2,32 2,44 2,69 2,25

As populacdes de pepino (PE3) e mamao (MA3) oriundas deste municipio, se
comportam como populacbes recém formadas, que ainda estdo se estruturando,
visto que a diversidade génica observada com os isolados deste municipio € baixa.
Entretanto, as populagbes oriundas do municipio de Presidente Figueiredo
apresentaram menor diversidade génica quando comparadas com as demais
populacdes.

Uma das explicagcbes pode estar relacionada a alteragbes do tamanho
populacional, visto que quando ocorrem reducdes no tamanho efetivo da populacéo,
tanto por efeito fundador ou gargalo, ha uma diminuicdo no numero de alelos
daquela populacéo, e consequentemente ocorre deriva genética, resultando em uma

baixa diversidade génica (MC DONALD, 1997). Isto pode ter acontecido com as



populacdes de tomate e pepino, que apresentaram menor diversidade génica, visto
gue estas obedecem a um regime sazonal de plantio e sdo constantemente
renovadas. Além disso, a auséncia do hospedeiro e condi¢Bes climaticas adversas,
podem também causar a reducdo do tamanho da populacdo, fazendo com que
algumas populacdes sejam menos diversificadas que aquelas que mantém altas
populac¢des durante todo o ano (MCDONALD e LINDE, 2002).

Os valores de diversidade genotipica (Go), equitabilidade (Es) e desequilibrio
de ligacao (I e rq) das 9 populacdes de C. cassiicola estdo dispostos na Tabela 4.
Todos o0s gendtipos tiveram frequéncias idénticas na populagdo (Es= 1,0).
Diversidade genotipica foi baixa em todas as populacdes, principalmente em
populacées do municipio de Presidente Figueiredo, semelhante aos resultados
obtidos de diversidade génica apresentados na Tabela 3. A populacdo PE3 teve o
menor valor de diversidade genotipica (Go=0.7).

Diversidade genotipica baixa nas populacdes de C. cassiicola demonstra
auséncia de recombinacao nessas populagdes, o que ja € esperado para fungos que
se reproduzem assexuadamente. Diferentemente, populacdes que possuem modo
reprodutivo sexuado tem maior diversidade genotipica, devido a producdo de
gendtipos recombinantes ao longo do tempo recombinacdo (McDONALD e LINDE,
2002; MILGROOM, 1996).

Os testes de associacdo aleatoria detectaram altos niveis de desequilibrio de
ligacdo, dispensando a hipotese nula (IA>0), sendo significativo a 1% de
probabilidade, mostrando auséncia de recombinacdo entre as populacbes (Tabela
4). Quando os valores de |a sdo iguais a 0, entende-se que nesta populacdo esteja
acontecendo acasalamento aleatério, ou seja, a populacdo esta sob efeito da

recombinacdo. Neste estudo, os valores de Ia foram maiores que zero, descartando



a hipétese de acasalamento aleatdrio. As populacdes apresentaram de modo geral
altos niveis de desequilibrio de ligacdo, entretanto este indice foi mais alto nas

populagdes MAL (Ia=6.08) e MA2 (Ia=5.24).

Tabela 4. indice de diversidade genética e desequilibrio de ligagdo em nove
populacdes de Corynespora cassiicola, Amazonas, Brasil.

Populacdo N; MLG E(gn) Es Go Ia rq
TO1 21 21 18 1 037 355 32 o002~
PE1L 22 22 18 1 o e y 45 0.029**
MAL 18 18 18 1 o 551'_83_37) 6.08* 0.040%*
Total 61 61 18 1 0.022%
TO2 21 21 18 1 037 355 44T 0031~
PE2 18 18 18 1 o 551'_83_37) 4.72¢ 0.031**
MA2 21 21 18 1 (0.372;13'55) 5.24* 0.032+*
Total 60 60 18 1 0.017%
TO3 7 7 7 1 (1.1(172'82) 2.62* 0.020%*
PE3 18 18 7 1 o 551'_83'37) 3.32¢ 0.022%*
MA3 19 19 7 1 o P . 332 0.023*
Total 44 44 7 1 0.018*

N; Tamanho da amostra

MLG Numero de gendtipos multilocos observados

E(gn) Numero de MLG esperados para o menor tamanho da amostra baseado em métodos de
rarefacé@o

Es indice Evenness

G, indice de diversidade genotipica escalonado (GRUNWALD et al., 2003)

I, indice de associagio

r4 Indice padronizado de associacdo de desequilibrio de ligac&o

*significativo quando a = 0.5 ** altamente significativo a = 0.05

Diversos fatores podem causar desequilibrio de ligacdo em uma populacéo,
como por exemplo a selecéo, ligacdo entre locos, mistura populacional, fluxo génico
e deriva (MILGROON, 1996). O modo reprodutivo da espécie, também pode afetar o
desequilibrio de ligacao, logo, estes altos valores no indice de associacdo podem ter

sido gerados pelo modo reprodutivo da espécie, visto que C. cassiicola € um fungo



de reproducdo tipicamente assexuada, e fungos que apresentam este tipo de
reproducdo geralmente ndo sao submetidos recombinacdo regulares (ciclo
parassexual), e a variacdo genética resulta principalmente da acumulacdo de
mutacdes espontaneas (TAYLOR et al., 1999). Desta forma, a mutacao é a principal
fonte de variabilidade genética em fungos que apresentam esse modo reprodutivo.

A diferenciacdo genética entre as populacbes de C. cassiicola através do
estimador 6 (Weir e Cokerham 1984) é apresentado na Tabela 5. As populacdes
apresentaram niveis moderados e altos de diferenciagao genética, onde valores de 6
>0 indicaram essa diferenciacdo. As maiores diferenciacbes genéticas foram
observadas em populacbes de hospedeiro e municipios distintos como as
populacées MA3 e TO1 (8= 0,27), mostrando assim que a distancia geografica e o
hospedeiro exerceram um papel fundamental na diferenciacdo das populacdes. As
populacdes TO3;TO2 e PE3;PE2 apresentaram o menor valor de 8 (0,05), seguidos

da populacéo de MA3 e MA2 (0.08).

Tabela 5. Medidas de diferenciacéo entre as populacdes de Corynespora cassiicola,
Amazonas, Brasil.

Diferenciacdo da populacéo

Populagéo TO1 TO2 TO3 PE1 PE2 PF3 MA1l MA2 MA3

TO1

TO2 0.14°

TO3 013% 005°

PE1 020% 0.12% 0.12°

PE2 021% 0.16°% 0.15° 0.12°

PE3 022% 0.18% 0.19° 0.12° 0.05°

MA1 024% 020°% 0.22° 0.14° 0.11% o0.17°

MA2 019% 0.15% 0.15° 0.14° 0.12% 0.19° 0.13°

MA3 027% 019% 0.22° 0.14° 0.14% 0.19° 0.10° 0.08°%

valor de theta significante quando p< 0.001



Popula¢gbes do mesmo hospedeiro porém de municipios diferentes fornecem
indicios de que possivelmente a estrutura populacional esteja sendo moldada de
acordo com o hospedeiro, descartando também a hip6tese de que a diferenciacédo
genética esteja acontecendo por isolamento geogréfico, entretanto ndo podemos
afirmar esta hipotese.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) com as 9 populacdes de C.
cassiicola esta representada na Tabela 6. Os resultados da AMOVA para as
populacbes mostrou que a maior variagdo esta ocorrendo dentro das populacdes

(84,3%), enquanto que 15.70% esta ocorrendo entre as populacodes.

Tabela 6. Analise da variancia molecular entre e dentro das populacdes de
Corynespora cassiicola, Amazonas, Brasil.

Componente Porcentagem de
FV GL SQ de Variancia Variacédo
Entre populacbes 3 1946.267 648.756 19.80
Dentro de populacdes 161 9811.430 60.941 80.20
Total 164 11757.697 709.697 100

A estrutura de populacao inferida pela Analise discriminante de componentes
rincipais (DAPC), conforme o critério de Informacdo Bayesiana (BIC) e o numero de
agrupamentos (K) estao representados na Figura 4. Os 169 isolados de C. cassiicola
obtidos dos hospedeiros tomate, pepino e mamao, oriundos dos municipios de
Manaus, Iranduba e Presidente Figueiredo, através dessa analise se estruturaram

em 4 grupos genéticos distintos.
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Figura 4. Nimero de agrupamentos encontrados no DAPC para os 169 isolados de Corynespora
cassiicola conforme o critério de inferéncia bayesiana (BIC). O menor valor de BIC representa o
melhor nimero de grupos (K=4).

Pela analise bayesiana detectaram-se 4 agrupamentos de individuos, e com
ocorréncia de mistura entre eles (Figura 5). O grupo 1 (verde) foi composto apenas
por isolados obtidos de mamao dos municipios de Iranduba e Presidente Figueiredo.
O grupo 2 (amarelo) e 3 (vermelho) apresentaram mistura entre eles, onde o grupo 2
foi composto por isolados de todos os hospedeiros, e o grupo 3 por isolados de
pepino e mamao, ambos 0s grupos com representantes dos 3 municipios. O grupo 4
(azul) foi composto somente por isolados de tomate de todos o0os municipios

amostrados.
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Figura 5. Gréfico de disperséo da analise discriminante de componentes principais (DAPC) com os 4
grupos genéticos de Corynespora cassiicola. Amazonas, Brasil.

Esta claro a presenca de estruturacdo em funcdo do hospedeiro nos grupos
1(mamao) e 4(tomate) com altos valores de Gst (Tabela 7). O grupo 3 também
demonstra essa possivel estruturacdo por hospedeiro em pepino, visto que 87,7%

dos isolados presentes nesse grupo sao de pepino, e apenas 12,3% sdo de mamao.



Tabela 7. Medidas de diferenciagdo génica entre os grupos de Corynespora
cassiicola, Amazonas, Brasil.

Diferenciacdo (G"st)

Populacéo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Grupo 1

Grupo 2 0.333

Grupo 3 0.205 0.298

Grupo 4 0.302 0.353 0.199

Uma das explicagbes dessa estruturacdo seria a especializagdo do
hospedeiro ao longo do tempo através de mecanismos co-evolutivos. C. cassiicola
se comportava como um patdgeno generalista, e vem se especializando por
hospedeiro, 0 que explicaria, por exemplo, o fato de que populacbes de um
hospedeiro de diferentes regides encontram-se agrupadas.

A especializacdo por hospedeiro em C. cassiicola ja foi relata em alguns
estudos (ONESIROSAN et al., 1974; PEREIRA et al., 2003; TOSHIKO et al., 2008;
DIXON et al., 2009;) e inclusive mostrando a mesma especializacdo em mamao
Ccomo 0 proposto por este trabalho.

Nos trabalhos de Onesirosan et al. (1974), verificaram a especializacdo por
hospedeiro em mamoeiro. Neste estudo um isolado obtido mamédo da Nigéria
causou doenca apenas em mamoeiro. Outro exemplo dessa especializacdo por
hospedeiro em mamao € o trabalho de Dixon et al. (2009), onde em estudos com
inoculacao cruzada e também com analises moleculares, verificou a especializacdo
de isolados de C. cassiicola pelo hospedeiro mamao, visto que os isolados quando
inoculados em diversas plantas s6 manifestaram sintomas em plantas de mamao.
Além disso, verificou que esses isolados, apesar de pertencerem a regides

geograficas distintas, apresentavam o mesmo padrao genético.



O processo de especiagcdo geralmente esta associado com mudancas
ecologicas, como por exemplo, temperatura e umidade (STUKENBROCK, 2013).
Estes fatores podem estar influenciando a especializagdo por hospedeiro nas
populacdes de C. cassiicola.

A mistura de gendtipos geograficamente separados, como o grupo 2 e 3
fornece informacdes da possivel ocorréncia de fluxo génico. O fluxo génico é um
mecanismo que permite a troca de individuos separados geograficamente. No caso
de C. cassiicola genotipos inteiros podem ser trocados entre populacdes, devido ao
seu modo reprodutivo (McDONALD e LINDE, 2002).

O fluxo génico pode ser causado de forma aleatéria na populacéo ou induzida
através de atividades antropicas, como 0 movimento e troca de sementes e outros
materiais de plantios infectadas, regimes sazonais de plantio, e a ocorréncia de
hospedeiros alternativos (MCDERMOTT e MCDONALD, 1993; MCDONALD, 1997,
MCDONALD, 2004). Na regido norte, o compartilhamento de sementes de tomate e
pepino, além de material propagativo € uma pratica comum entre os produtores
rurais, desta forma alguns genoétipos acabam sendo introduzidos em areas onde néo

ocorriam anteriormente.



6. CONCLUSOES

- Marcadores ISSR tiveram boa resolucdo para avaliar a variabilidade de C.
cassiicola.

- As populacdes tiveram alta diversidade génica e desequilibrio de ligacédo, e baixa
diversidade genotipica, demonstrando auséncia de recombinacao.

- Quatro grupos genéticos foram detectados. Houve especializacdo por hospedeiro
nos gupos 1(mamao) e 4 (tomate), e evidéncias de fluxo génico nos grupos 2 e 3.

- C. cassiicola pode ser considerado um patdogeno de médio risco.
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ANEXO

Tabela 1
N° de isolados  Populagédo Municipio Hospedeiro Local de coleta/Proprietario

1 ToMAO Manaus Tomate Estacéo Experimental de Hortalicas Alejovon der Pahlen-INPA
2 ToMAO Manaus Tomate Estacé@o Experimental de Hortalicas Alejovon der Pahlen-INPA
3 ToMAO Manaus Tomate Estacé@o Experimental de Hortalicas Alejovon der Pahlen-INPA
4 ToMAO Manaus Tomate Estacé@o Experimental de Hortalicas Alejovon der Pahlen-INPA
5 ToMAO Manaus Tomate Estacé@o Experimental de Hortalicas Alejovon der Pahlen-INPA
6 ToMAO Manaus Tomate Universidade Federal do Amazonas
7 ToMAO Manaus Tomate Universidade Federal do Amazonas
8 ToMAO Manaus Tomate Universidade Federal do Amazonas
9 ToMAO Manaus Tomate Universidade Federal do Amazonas
10 ToMAO Manaus Tomate Universidade Federal do Amazonas
11 ToMAO Manaus Tomate Universidade Federal do Amazonas
12 ToMAO Manaus Tomate Universidade Federal do Amazonas
13 ToMAO Manaus Tomate Universidade Federal do Amazonas
14 ToMAO Manaus Tomate Escola Agricola Rainha dos Apéstolos
15 ToMAO Manaus Tomate Escola Agricola Rainha dos Apéstolos
16 ToMAO Manaus Tomate Escola Agricola Rainha dos Apéstolos
17 ToMAO Manaus Tomate Escola Agricola Rainha dos Apéstolos
18 ToMAO Manaus Tomate Escola Agricola Rainha dos Apéstolos
19 ToMAO Manaus Tomate Escola Agricola Rainha dos Apéstolos
20 ToMAO Manaus Tomate Escola Agricola Rainha dos Apéstolos
21 ToMAO Manaus Tomate Escola Agricola Rainha dos Apéstolos
22 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas
23 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas
24 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas
25 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas
26 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas
27 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas
28 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas
29 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas




Tabela

N° de isolados  Populagido Municipio Hospedeiro Local de coleta/Proprietario
30 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas
31 PeMAO Manaus Pepino Universidade Federal do Amazonas
32 PeMAO Manaus Pepino Universidade Federal do Amazonas
33 PeMAO Manaus Pepino Universidade Federal do Amazonas
34 PeMAO Manaus Pepino Universidade Federal do Amazonas
35 PeMAO Manaus Pepino Universidade Federal do Amazonas
36 PeMAO Manaus Pepino Universidade Federal do Amazonas
37 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas
38 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas
39 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas
40 PeMAO Manaus Pepino Ramal do Dantas
41 PeMAO Manaus Pepino Universidade Federal do Amazonas
42 PeMAO Manaus Pepino Universidade Federal do Amazonas
43 PeMAO Manaus Pepino Universidade Federal do Amazonas
44 MaMAO Manaus Mamao Ramal Brasileirinho, km 10, Francinor Raimundo Arauljo de Souza
45 MaMAO Manaus Mamao Ramal Brasileirinho, km 10, Francinor Raimundo Araljo de Souza
46 MaMAO Manaus Mamao Ramal Brasileirinho, km 10, Francinor Raimundo Araljo de Souza
47 MaMAO Manaus Mamao Ramal Brasileirinho, km 10, Francinor Raimundo Araljo de Souza
48 MaMAO Manaus Mamao Ramal Brasileirinho, km 10, Francinor Raimundo Araudjo de Souza
49 MaMAO Manaus Mamao Ramal do Pau Rosa
50 MaMAO Manaus Mamao Ramal do Pau Rosa
51 MaMAO Manaus Mamao Escola Agricola Rainha dos Apéstolos
52 MaMAO Manaus Mamao Escola Agricola Rainha dos Apéstolos
53 MaMAO Manaus Mamao Ramal do Pau Rosa
54 MaMAO Manaus Mamao Escola Agricola Rainha dos Apéstolos
55 MaMAO Manaus Mamao Ramal do Pau Rosa
56 MaMAO Manaus Mamao Ramal Brasileirinho, km 10, Francinor Raimundo Arauljo de Souza
57 MaMAO Manaus Mamao Ramal do Pau Rosa
58 MaMAO Manaus Mamao Escola Agricola Rainha dos Apéstolos
59 MaMAO Manaus Mamao Escola Agricola Rainha dos Apédstolos
60 MaMAO Manaus Mamao Ramal Brasileirinho, km 10, Francinor Raimundo Araujo de Souza

Tabela 00000



N° de isolados  Populagédo Municipio Hospedeiro Local de coleta/Proprietario
61 MaMAO Manaus Mamao Ramal do Pau Rosa
62 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Gaucho
63 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Gaucho
64 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Gaucho
65 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Gaucho
66 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Gaucho
67 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Gaucho
68 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Galego
69 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Galego
70 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Galego
71 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Galego
72 TolRA Iranduba Tomate Maria do Carmo Pacheco de Souza
73 TolRA Iranduba Tomate Sebastido Pereira
74 TolRA Iranduba Tomate Maria do Carmo Pacheco de Souza
75 TolRA Iranduba Tomate Maria do Carmo Pacheco de Souza
76 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Gaucho
77 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Galego
78 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Galego
79 TolRA Iranduba Tomate Maria do Carmo Pacheco de Souza
80 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Galego
81 TolRA Iranduba Tomate Sitio do Gaucho
82 TolRA Iranduba Tomate Maria do Carmo Pacheco de Souza
83 PelRA Iranduba Pepino Sitio do Catarino, Jaime
84 PelRA Iranduba Pepino Maria do Carmo Pacheco de Souza
85 PelRA Iranduba Pepino Maria do Carmo Pacheco de Souza
86 PelRA Iranduba Pepino Sitio do Catarino, Jaime
87 PelRA Iranduba Pepino Sitio do Rayol
88 PelRA Iranduba Pepino Sitio do Rayol
89 PelRA Iranduba Pepino Sebastido Pereira

Tabela



N° de

isolados Populacdo Municipio Hospedeiro Local de coleta/Proprietério
90 PelRA Iranduba Pepino Sebastido Pereira
91 PelRA Iranduba Pepino Maria do Carmo Pacheco de Souza
92 PelRA Iranduba Pepino Maria do Carmo Pacheco de Souza
93 PelRA Iranduba Pepino Maria do Carmo Pacheco de Souza
94 PelRA Iranduba Pepino Sebastido Pereira
95 PelRA Iranduba Pepino Sebastido Pereira
96 PelRA Iranduba Pepino Maria do Carmo Pacheco de Souza
97 PelRA Iranduba Pepino Sitio do Rayol
98 PelRA Iranduba Pepino Sitio do Rayol
99 PelRA Iranduba Pepino Sitio do Rayol
100 PelRA Iranduba Pepino Sitio do Catarino, Jaime
101 MalRA Iranduba Mamao Sitio do Gaucho
102 MalRA Iranduba Mamao Sitio do Galego
103 MalRA Iranduba Mamao Sitio do Catarino, Jaime
104 MalRA Iranduba Mamao Sitio do Catarino, Jaime
105 MalRA Iranduba Mamaéao Sitio do Macaco
106 MalRA Iranduba Mamao Jose Lopes de Souza
107 MalRA Iranduba Mamao Jose Lopes de Souza
108 MalRA Iranduba Mamao Antonio Paulo
109 MalRA Iranduba Mamao Maria do Carmo Pacheco de Souza
110 MalRA Iranduba Mamao Sitio do Macaco
111 MalRA Iranduba Mamao Sitio do Macaco
112 MalRA Iranduba Mamao Jose Lopes de Souza
113 MalRA Iranduba Mamao Sitio do Gaucho
114 MalRA Iranduba Mamao Jose Lopes de Souza
115 MalRA Iranduba Mamao Sitio do Gaucho
116 MalRA Iranduba Mamao Sitio do Galego
117 MalRA Iranduba Mamao Luis Braga
118 MalRA Iranduba Mamao Luis Braga
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N° de isolados  Populagédo Municipio Hospedeiro Local de coleta/Proprietario
119 MalRA Iranduba Mamao Jose Lopes de Souza
120 MalRA Iranduba Mamao Jose Lopes de Souza
121 MalRA Iranduba Mamao Jose Lopes de Souza
122 MalRA Iranduba Mamao Jose Lopes de Souza
123 MalRA Iranduba Mamao Jose Lopes de Souza
124 MalRA Iranduba Mamao Jose Lopes de Souza
125 MalRA Iranduba Mamao Jose Lopes de Souza
126 ToPF Presidente Figueiredo Tomate Lino Alves Lira Lira
127 ToPF Presidente Figueiredo Tomate Lino Alves Lira Lira
128 ToPF Presidente Figueiredo Tomate Lino Alves Lira Lira
129 ToPF Presidente Figueiredo Tomate Lino Alves Lira Lira
130 ToPF Presidente Figueiredo Tomate Lino Alves Lira Lira
131 ToPF Presidente Figueiredo Tomate Lino Alves Lira Lira
132 ToPF Presidente Figueiredo Tomate Lino Alves Lira Lira
133 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Marcelo
134 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Marcelo
135 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Marcelo
136 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Marcelo
137 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Marcelo
138 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Adéo
139 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Ad&ao
140 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Marcelo
141 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Ad&ao
142 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Adéao
143 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Marcelo
144 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Adéao
145 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Adéao
146 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Adéao
147 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Marcelo
148 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Adéao
149 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Marcelo
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150 PePF Presidente Figueiredo Pepino Ramal boa esperanca, sitio do Marcelo
151 MaPF Presidente Figueiredo Mamao Ramal boa esperanca, sitio do ariel
152 MaPF Presidente Figueiredo Mamao Ramal boa esperanca, sitio do ariel
153 MaPF Presidente Figueiredo Mamaéo Ramal boa esperanca, sitio do ariel
154 MaPF Presidente Figueiredo Mamaéo Jose Ribamar Alves Gouveia
155 MaPF Presidente Figueiredo Mamao Lino Alves Lira Lira
156 MaPF Presidente Figueiredo Mamaéo Ramal boa esperanca, sitio do ariel
157 MaPF Presidente Figueiredo Mamaéo Jose Ribamar Alves Gouveia
158 MaPF Presidente Figueiredo Mamaéo Jose Ribamar Alves Gouveia
159 MaPF Presidente Figueiredo Mamao Lino Alves Lira
160 MaPF Presidente Figueiredo Mamao Ramal boa esperanca, sitio do ariel
161 MaPF Presidente Figueiredo Mamaéao Jose Ribamar Alves Gouveia
162 MaPF Presidente Figueiredo Mamaéo Jose Ribamar Alves Gouveia
163 MaPF Presidente Figueiredo Mamao Lino Alves Lira Lira
164 MaPF Presidente Figueiredo Mamao Ramal boa esperanca, sitio do ariel
165 MaPF Presidente Figueiredo Mamao Jose Ribamar Alves Gouveia
166 MaPF Presidente Figueiredo Mamao Lino Alves Lira
167 MaPF Presidente Figueiredo Mamao Lino Alves Lira
168 MaPF Presidente Figueiredo Mamao Lino Alves Lira
169 MaPF Presidente Figueiredo Mamao Ramal boa esperanca, sitio do Ariel
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