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Resumo

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) € uma espécie de grande importancia
para a regido Amazonica, suas sementes sdo ricas em cafeinas sendo utilizadas como matéria-
prima para a produgdo de bebidas industrializadas e energéticos. O Brasil € o Unico produtor
mundial de guarana em escala comercial, sendo os estados do Amazonas e Bahia responsaveis
por 19,5% e 72,4% da producdo. Um dos principais responsaveis pela baixa producdo no
Amazonas sdo as doencas caudas por fungos, entre elas o superbrotamento que tem como
agente etioldgico Fusarium decemcellulare que vem se tornando um problema sério para a
cultura. Neste trabalho foram analisados 76 isolados obtidos dos trés principais sintomas 26 da
hipertrofia da gema vegetativa, 16 hipertrofia floral, 18 isolados de galha no caule e 16 isolados
de raiz, caule e folhas de guaranazeiro que apresentava sintomas. A diversidade foi avaliada via
marcador ERIC-PCR por meio de 18 bandas polimdrficas obtidas. A similaridade genética
variou de 0,43 a 1 e com base na similaridade genética maior que 0,48% foi possivel reunir os

isolados em trés grandes grupos independentes do local de coleta ou sintomas.

Palavras-chave: Superbrotamento, Hipertrofia floral, galhas e marcador molecular.
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Introducéo

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma espécie nativa da
Amazénia de grande importancia para a regido, pois suas sementes sdo ricas em cafeina,
matéria-prima para a producgdo de bebidas industrializadas e energéticos. Além da cafeina, o
guarana apresenta outros compostos quimicos como flavondides e taninos, que Ihes conferem
caracteristicas estimulantes e medicinais (Campos et al., 2011). O Brasil € praticamente o Unico
produtor de guarana em escala industrial, o Estado da Bahia contribui com 72,4% da producéo
e 0 Amazonas com 19,5% (IBGE 2013). Entre os varios fatores que contribuem para essa baixa
produtividade no Estado do Amazonas, 0 superbrotamento € uma doenca que foi detectada no
amazonas no inicio da década de 80 e s6 em 2014 nas plantacfes baianas, causada pelo agente
etiolégico Fusarium decemcellulare, atualmente vem se tornando um problema sério para a
cultura do guarand, pois afeta desde o estddio de mudas as plantas adultas impedindo seu
desenvolvimento (Aradjo et al., 2007).

Em levantamento realizado por Aradjo et al. (2007) constatou-se que a doenca tem
ocorréncia generalizada nos municipios produtores do estado do Amazonas, contudo a maior
prevaléncia foi observada em Urucara (41,36%), Itacoatiara (31,43%), Maués (27,89%) e Boa
Vista do Ramos (23,77%). A doenca afeta 6rgdos em crescimento ativo como as gemas
vegetativas e apresenta pelo menos trés sintomas bem caracteristicos como o0 superbrotamento
das gemas vegetativas (caracterizado pela presenca de inumeras brotacdes a partir de uma
gema, apresentando entrends curtos a partir dos quais surgem varios ramos secundarios),
hipertrofia floral (caracterizada pelo endurecimento e secamento das flores impossibilitando a
polinizacdo) e galhas no caule (caracterizadas por inumeros brotos numa mesma gema,
formando uma massa desordenada e compacta).

Desde a identificagdo do agente etiolégico na década de 80 por Batista e Bolkan
(1982) e os trabalhos epidemioldgicos realizados por Araujo et al. (2007), pouca importancia
foi dada a este patossistema e inUmeras questdes ainda continuam sem respostas, nao se sabe
exatamente como esse fungo penetra no hospedeiro, se em guaranazeiro existe a ocorréncia de
formas homotéalicas (ndo patogénicas) e heterotéalicas (patogénicas) como observado em
cacaueiro, muito menos sobre a diversidade e comportamento da populagdo nas area produtoras
de guarana. Diante disso, a presente pesquisa visa analisar a diversidade genética de F.
decemcellulare isolado de mudas e plantas adultas de guaranazeiro com sintomas de

superbrotamento, hipertrofia floral ou galhas por meio do marcador molecular ERIC-PCR.

302



Material e métodos

A presente pesquisa foi realiza no laboratorio de Biologia Molecular na Embrapa da
Amazodnia Ocidental (CPAA) localizada na cidade de Manaus-AM.

Isolamento de F. decemcellulare

O isolamento de F. decemcellulare foi realizado a partir dos trés diferentes sintomas
de 39 plantas de guaranazeiro de Manaus, Maués e Presidente Figueiredo em 2013. Todos 0s
tecidos coletados foram submetidos ao isolamento indireto conforme descrito por Santos
(1983). A partir do isolamento foi realizado o cultivo monospérico onde foram obtidos 76
isolados de F. decemcellulare (Tabela 1). Os isolados foram crescidos em meio batata-dextrose
BD sob agitacdo de 150 rpm para obtencdo de massa micelial, que foi filtrada e em seguida
realizada a extracdo de DNA utilizando o protocolo descrito por Doyle e Doyle (1990). A
quantificacdo de DNA foi mensurada por meio de espectrofotdmetro Nanodrop e em gel de
agarose (0,8%).

Marcadores ERIC-PCR

A diversidade genética de F. decemcellulare foi analisada por meio do marcador
molecular ERIC-PCR utilizando os primers ERIC 1R 5 -ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-
3" e ERIC F- 5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3". As reacdes de PCR foram realizadas
com: 1X de tampéo (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8.4, 1% de T), 1,5 mM de cloreto de
magnésio, 0,5mM de dNTP, 50ng de DNA, 0,2uM de cada primer e 1U de enzima Taq DNA
polimerase (Karpa). As reacdes foram realizadas nas seguintes condic¢des: desnaturacéo inicial
94 °C por 5 min, 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 48 °C por 1 min, 65 °C por 5 min, seguido pela
extensdo final de 65°C por 16 minutos.

Andlises de dados

A partir dos géis obtidos pelo marcador ERIC-PCR, foi construido uma matriz de
dados binarios onde 1 representa a presenca e 0 a auséncia da banda. A diversidade foi
calculada pelo coeficiente de similaridade de Dice usando o software NTSY Spc-2.02 (Rohlf et
al., 2009). A matriz de similaridade foi utilizada para construcdo do dendrograma baseada pelo
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method Averages).
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Tabelal- Isolados de Fusarium decemcellulare obtidos de mudas e plantas adultas de
guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) com sintomas de superbrotamento (hiperplasia da

gema vegetativa, hipertréfica floral ou galhas)

LOCAL ORIGEM SINTOMA LOCAL ORIGEM SINTOMA
DA DO DA DA DO DA
ISOLADOS COLETA GENOTIPO  TECIDO PLANTA ISOLADOS COLETA GENOTIPO TECIDO PLANTA

FO1 Mudas/Ma PL 001 RM HGV F82 Mudas/Ma 38 Flor HF
F02 Mudas/Ma PL 002 RM HGV F85 Mudas/Ma 41 Flor HF
FO4 Pl.Ad/Ma CL 003 RM HGV F86 Mudas/Ma 41 Flor HF
FO5 Pl.Ad/Ma CL 003 RM HGV F87 Mudas/Ma 41 Flor HF
FO7 Pl.Ad/Ma CL 001 RM HGV F89 Mudas/Ma 42 Flor HF
F08 Pl.Ad/Mu CL 601 Flor HF F90 Mudas/Ma  FMI 305 A RM HGV
F12 Mudas/Mu 626 RM HGV F92 Mudas/Ma  FMI 305 A RM HGV
F14 Mudas/Mu 3002 Flor HF Fo4 Mudas/Ma  FMI 305 A RM HGV
F17 Pl.Ad/Mu CL 300-C RM HGV F96 Mudas/Ma 306 B Ra Ga
F19 Pl.Ad/Mu CL 300-B Flor HF F97 Mudas/Ma 307 B Ra Ga
F19B Pl.Ad/Mu CL 300-B Flor HF F100 Mudas/Ma 310B Ra Ga
F20 Pl.Ad/Mu CL 300-C RM HGV F105 Mudas/Ma P384 Ra | Ga
F21 Pl.LAd/Mu CL 217-A RM HGV F109 Mudas/Ma P382 Ra Ga
F22 Pl.Ad/Mu CL 217-A RM HGV F112 Mudas/Ma P385 Fo TA
F23 PIl.LAd/Mu CL 300-A Flor HF F114 Mudas/Ma E29 Ra Ga
F24 Pl.Ad/Mu CL 300-A Flor HF F115 Mudas/Ma E29 Ra Ga
F26 Pl.Ad/Mu CL 619 RM HGV F119 Mudas/Ma E29 Ca Ga
F27 Mudas/Mu 021 Flor HF F120 Mudas/Ma E29 Ca Ga
F28 Mudas/Ma 022 (887) Ca Ga F121 Mudas/Ma E29 Ca Ga
F29 Mudas/Ma 023 (889) Ca Ga F125 Mudas/Ma E29 Fo TA
F30 Mudas/Ma 023 (889) Ca Ga F127 Mudas/Ma  FMI 305 A Ca Ga
F31 Mudas/Ma 023 (889) Ca Ga F129 Mudas/Ma 1816 Ca Ga
F34 Mudas/Ma 24 Fo TA F132 Mudas/Ma 1816 Ra HGV
F37 Mudas/Ma 24 Fo TA F134 Mudas/Ma 1816 Ca HGV
F38 Mudas/Ma 24 Fo TA F135 Mudas/Ma 1816 RM HGV
F40 Mudas/Ma 24 Fo TA F137 Mudas/Ma 575B Ca Ga
F41 Mudas/Ma 24 Fo TA F139 Mudas/Ma 576 B Ca Ga
F52 Mudas/Mu 12 RM HGV F141 Mudas/Ma 1752 Flor HF
F53 Mudas/PF 26 Flor HF F143 Mudas/Ma 1752 Flor HF
F54 Mudas/PF 26 Flor HF F145 Mudas/Ma 1752 Fo TA
F57 Mudas/PF 26 RM HGV F146 Mudas/Ma 1752 Fo TA
F58 Mudas/PF 26 RM HGV F147 Mudas/Ma 1752 Fo TA
F59 Mudas/PF 28 RM HGV F148 Pl.Ad/Ma 1779 (217) Fo TA
F60 Mudas/PF 28 RM HGV F149 Pl.Ad/Ma 1779 (217) Fo TA
F62 Mudas/PF 29 RM HGV F152 Mudas/Ma  (296) (145) Ca HGV
F63 Mudas/Ma 29 RM HGV F155 Mudas/Ma  (296) (145) Ca HGV
F80 Mudas/Ma 37 Flor HF F170 Mudas/Ma P 702 Ca Ga

‘Origem: PLLAd (Planta Adulta); Ma (Manaus); Mu (Maués); PF (Presidente Figueiredo).

“Sintomas Tecidos: HGV (Hiperplasia Gema Vegetativa); HF (Hiperplasia Floral); Ga (Galha); Ra
(Raiz); Ca (Caule); Fo (Folhas); RM (Ramo); TA (Tecido assintomatico).
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Resultados e Discussao

Com uma ampla gama de hospedeiros, F. decemcellulare ja foi reportado em mais de
75 diferentes espécies de plantas em regibes tropicais e subtropicais (Farr e Rossman 2016).
Porém recentes trabalhos indicam a existéncia de um complexo de espécies morfologicamente
semelhantes por meio dos caracteres usualmente utilizados para identificacdo como a analise de
macro e microconidios. Anéalise filogenética realizada por Guimardes (2013) confirmam a
separagdo entre homotalicos e heterotélicos, ja verificada deste a década de 70 por meio de
marcador morfoldégico no qual os homotalicos apresentam quatro ascOsporos por asco,
enguanto que os isolados heterotalicos possuem o0ito ascOsporos por asco.

Apesar da importancia econdémica deste patdgeno, ainda ndo foram realizados estudos
sobre a diversidade genética ou estrutura de populagdo. Neste trabalho foram analisados 76
isolados caracterizados morfologicamente como F. decemcellulare, obtidos de 38 plantas de
guaranazeiro, sendo 28 mudas mantidas em casa de vegetacao e 10 clones adultos. Dos tecidos
sintomaticos foram obtidos 26 isolados oriundos da hiperplasia da gema vegetativa, 16 da
hipertrofia floral e 18 das galhas do caule e 16 isolados foram obtidos da raiz, caule ou tecido
foliar de plantas que apresentavam sintomas de hiperplasia da gema vegetativa ou galhas
(Tabela 1).

A anélise da diversidade genética dos 76 isolados foi realizada por meio do marcador
ERIC-PCR por meio de 18 bandas polimoérficas foram obtidas. Com base na similaridade
genética maior que 0, 48% foi possivel verificar que a técnica de ERIC-PCR foi capaz de reunir
os isolados em grupos independentes do local de coleta ou sintomas (Figura 1). Demonstrando
que a variacdo do tipo de sintoma ndo estar relacionado com uma possivel especializacdo
fisiologica ou genética do patdgeno e sim com o local de infeccdo no hospedeiro que vai
expressar sintomas com morfologia diferentes.

A elevada diversidade observada para F. decemcellulare em guaranazeiro e a possivel
indicacdo de uma unica populacdo independentemente do local de coleta, pode ser um
indicativo de fluxo de material vegetal ou do patégeno entre as diferentes regides de coleta.
Outro fator determinante no aumento da diversidade genética de um patogeno é possibilidade
de terem diferentes tipos de reproducdo podendo ser sexuada/fluxo génico, assexuada/fluxo
genotipico ou mista, aumentando capacidade de mutacdo e selecdo de genes de viruléncia que €
maior que a capacidade de mutagdo e selecdo de gene de resisténcia do hospedeiro
(MCDonalds e Linde 2002).
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Outra explicacdo para essa alta diversidade seria a ocorréncia das formas homotalica e
heterotdlica em F. decemcellulare e consequentemente dos alelos funcionais idiomorfos
conhecidos como MAT-1 e MAT-2 presentes no mesmo cromossomo (Alexander e
Carmichael, 1973; Leslie e Summerell, 2006; Guimardes 2013). Isolados homotalicos possuem
0s MAT-1 e MAT-2 podendo se autofecundar, nesses casos é raro 0s recombinantes serem
reproduzidos, ja a forma heterotélica para sua reproducdo é indispensdvel o encontro de
isolados que possuem mating types distintos e tem como consequéncia 0 aumento da

diversidade genética da populacdo (Duarte et al., 1999; Leslie e Summerel, 2006).
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Figura 1 Dendrograma da similaridade entre os 76 isolados de Fusarium decemcellulare, obtido
pelo método UPGMA. Cada planta utilizada foi caracterizada de acordo com os sintomas em
hiperplasia da gema vegetativa, hipertrofia floral e galha. A origem de cada tecido € indicada
pelos circulos:

® Folha; ® Hipertrofia floral; ® Galha; ® Hipertrofia da gema vegetativa.

307



Resultado semelhante aos encontrados neste trabalho foram visto por Silva (2009) que
utilizando os marcadores RAPD e SSR em 66 isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
coletado em diferentes municipios em Santa Catarina, viu que 0s mesmos ndo se agruparam por
origens geograficas, os isolados foram distribuidos indistintamente nos grupos apresentando

uma alta diversidade entre eles.

Concluséao

Com a utilizacdo da técnica do ERIC-PCR foi possivel observar o agrupamento dos
isolados independente do sintoma ou local de coleta, confirmando uma alta diversidade

genética de F. decemcellulare em guaranazeiro.
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