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RESUMO

O mofo cinzento, causado pelo fungo Amphobotrys ricini, € um dos principais
problemas fitossanitarios da cultura mamoneira. Esta doenca causa prejuizos a
cultura podendo levar a perda total da produgdo caso medidas de controle ndo
sejam implementadas a tempo. A determinacdo da estrutura genética de
populacbes de patdgenos e o monitoramento sistematico das populagdes com o
intuito de compreender a dinamica de seus aspectos genéticos é importante para
que programas de melhoramento visando a resisténcia duravel tenham éxito. O
controle quimico do patégeno também é necessario, entretanto, ndo existem
fungicidas registrados para o controle da doenca. O objetivo deste trabalho foi
determinar a variabilidade genética entre e dentro de subpopulac¢des de A. ricini no
estado da Paraiba, empregando marcadores moleculares do tipo RAPD e analisar a
sensibilidade de isolados de A. ricini aos fungicidas carbendazim e azoxistrobina.
Para a determinag&o da estrutura genética foram analisados 23 isolados de duas
subpopulagdes (SPs), sendo a SP1 formada por isolados coletados nos municipios
de Campina Grande, Lagoa Seca e Esperanca e a SP2 com isolados oriundos dos
municipios de Areia, Remigio, Solanea e Alagoa Nova. Amostras de DNA
purificadas dos isolados foram submetidas a reagcdes RAPD com 22
oligonucleotideos da série OPERON, gerando 80 fragmentos polimérficos que
foram analisados pelo programa PopGene. Para verificar a sensibilidade a
fungicidas, 30 isolados de duas populagdes, sendo uma da Paraiba e outra de
Alagoas foram testados contra o Carbendazim avaliando-se o crescimento micelial
em meio V8 acrescido do fungicida nas dosagens 0, 0.01, 0.1, 1, 10 e 100 ug/ml; e
azoxistrobina avaliando-se a germinacao de esporos. Os dados foram analisados
pelo procedimento PROBIT do pacote estatistico SAS que calculou a dosagem
necessaria para inibir 50% do crescimento micelial (DLsp). A diversidade genética
total (H=0,293) é devida a diversidade genética dentro das SPs (Hs=0,271). O
numero de migrantes foi estimado em 6,15 individuos a cada geracédo entre as
subpopulagdes. A fragdo da variacao genética distribuida entre as subpopulagbes —
Gy foi 0,075. Houve baixa diferenciacédo entre as subpopula¢cdes com base na
média de identidade genética (Nei, 1973) entre as subpopulagbes em todos os
locos analisados (0,9468). Os valores de DLsy variaram entre 0,026 e 0,316 ug/ml
para carbendazim e 0,0036 e 0,168 pg/ml para azoxistrobina. Neste estudo, ha
evidéncias de que a estrutura genética da populagdo de A. ricini no estado da
Paraiba seja clonal e que ha intensa migracdo e que os isolados da Paraiba e
Alagoas sao sensiveis a carbendazim e azoxistrobina.
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ABSTRACT

The gray mold, causal organism Amphobotrys ricini, is one of the major diseases of
castor bean. Difficulties in managing plant disease arises form the limited
understanding of the genetic structure of A. ricini, their complexity and variability
make it difficult to control. Genetic structure can be used to infer the relative impact
of different forces that influence the evolution of pathogen populations, that allow to
predict the potencial for pathogen populations to envolve in agricultural ecosystems.
Growers protect their crop by applying fungicides, but there aren’t fungicides to
provide significant control of gray mold of castor bean. The objectives of this work
were use RAPD to determine the genetic structure of A. ricini subpopulations in
Paraiba and assay the sensitivity of A. ricini isolates to azoxystrobin and
carbendazim. To determine the genetic structure of A. ricini subpopulations in
Paraiba, 23 isolates were colleted from two different geographic location
(subpopulation). These isolates were analysed by RAPD using 22 random decamer
primers, purchased from OPERON, produced a total of 80 markers polimorphics.
The resulting matrixes were analysed using PopGene version 1.32. Sensitivity to
azoxystrobin and carbendazim of 30 isolates, colleted form Paraiba and Alagoas,
was estimated based on spore germination and colony growth inhibition. The stock
solutions were added toV8 medium after sterilization to produce final concentrations
of 0, 0.01, 0.1, 1, 10, and 100 pg/ml of carbendazim and 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, and
10 pg/ml of azoxystrobin. All statistical analyses were performed using SAS to
estimate the dose that inhibited fungal growth by 50% (EDso values). The genetic
diversity within subpopulations (Hs=0,271) accounted for 92% of the total genetic
diversity (H=0,293), while genetic diversity between subpopulations (Gs = 0,075)
represented only 7,5%. The estimated number of migrants per generation (Ny ) was
6,15. Nei’s average gene identity across 80 RAPD loci was 0,9468. Individual EDsg
values, for the 30 isolates screened for their sensitivity to azoxystrobin, ranged From
a maximum of 0,168 ug/ml to a minimum of 0,0036 ug/ml. The EDsy values for
carbendazim varied within the range of 0,026 to 0,316 pg/ml.
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1. INTRODUGAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma planta com grande potencial
econdmico com mais de 400 utilidades. Das suas sementes é extraida a torta,
utilizada como fertilizante e o 6leo, seu principal produto, é tido como um dos
mais versateis da natureza (Santos et al., 2001). Atualmente, o 6leo de
mamona é uma importante fonte de energia renovavel, podendo ser associado
ao diesel de petréleo para formar o biodiesel.

O cultivo da mamona esta em expansao no Brasil, tanto no Cerrado,
com cultivos mecanizados em grandes areas, quanto no Nordeste brasileiro,
com areas menores e mao-de-obra familiar. A produtividade média no pais teve
incremento positivo entre as safras 2005 e 2006, com uma variacao de 26,62%
(IBGE, 2006) assumindo um importante papel sécio-econdbmico em algumas
regides do Brasil.

Os problemas fitossanitarios relacionados a mamoneira tém sido pouco
estudados, contrastando com sua importancia atual. Apesar de ser considerada
uma planta rustica, € susceptivel a varias doencgas, dentre as quais se destaca
o mofo cinzento da mamoneira, causado pelo fungo Amphobotrys ricini, que
afeta as inflorescéncias em todas as fases de seu desenvolvimento podendo
causar perda total na produgéo de graos.

O mofo cinzento pode ocorrer em praticamente todas as regides
produtoras de mamona no Brasil. Muito embora a tatica mais aceitavel de
manejo da doenga encontra-se baseada no emprego de cultivares resistentes,
€ de extrema importancia conhecer alguns atributos inerentes ao patdgeno,
como variabilidade genética, modo de reproducdo, compatibilidade vegetativa e
resisténcia a fungicidas, de modo a implementar técnicas alternativas de
manejo da doenga, como uso de fungicidas e plantios em areas desfavoraveis
ao patogeno.

A presséao de selegéo exercida por fungicidas especificos contribui para
o estabelecimento de populagdes resistentes. A selegdo e a recombinagao séo,
do ponto de vista populacional, mecanismos evolutivos que tem implicacdes

para o manejo de doengas por interferirem na predominancia de individuos
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resistentes a fungicidas (Reis et al., 2006), portanto é necessario caracterizar
populagdes para que se conheg¢a seu potencial evolutivo (McDonald et al.,
2002).

O conhecimento da estrutura genética € um componente importante na
compreensao da biologia populacional de fungos patogénicos. A caracterizagéo
morfolégica dos isolados, embora util, é bastante limitada devido ao baixo
numero de caracteres passiveis de serem analisados (Fungaro, 2000), da alta
instabilidade e dependéncia da composi¢cado do meio utilizado, das condicdes
de incubacédo e das variagdes intrinsecas ao patégeno. Atualmente, com a
utilizacao de marcadores moleculares, que detectam polimorfismos de DNA, ha
um grande potencial para a diferenciacao de individuos, em menor tempo e
com maior precisao.

Nos ultimos anos tem aumentado significativamente a aplicacédo de
marcadores moleculares na detecgcdo de variabilidade genética. As técnicas
RAPD e AFLP estdo sendo utilizadas com sucesso para analisar o genoma de
varias espécies de fungos fitopatogénicos (Van der Lee et al., 1997; Baayen et
al., 2000; Bock et al., 2002; Silva-Mann et al., 2002; Tooley et al., 2002). Os
marcadores RAPD, sao dominantes e particularmente bem apropriados para
estudos genéticos de fungos hapléides, porque nao ha perda da informagéo

genética causada pela heranga dominante (Moyano et al., 2003).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. MOFO CINZENTO

2.1.1. Historico e distribuigao

A dimensdo do problema causado pelo mofo cinzento pode ser
visualizada pela investida dos Estados Unidos da América (EUA) no decorrer
da Primeira Guerra Mundial em produzir 6leo de mamona para uso como
lubrificante em seu arsenal bélico, uma vez que a india, principal produtor,
desviara toda sua producgao para a Inglaterra. Em todo o cinturdo sul dos EUA
foi cultivado mamona e os resultados foram desastrosos devido as condigdes
climaticas favoraveis ao patégeno (Godfrey, 1923).

O mofo cinzento da mamoneira, causado pelo fungo Amphobotrys ricini
(Buchwald), foi observado pela primeira vez em 1918, infectando as partes
florais e capsulas de sementes de mamoneira nos Estados Unidos,
particularmente no estado da Flérida, onde a cultura havia sido plantada em
larga escala. Esta doenga era nova em cultivos de mamoneira na América, e
devido a grande capacidade de disperséo e destruicdo do patdbgeno, passou de
algumas infecgbes primarias esporadicas para uma epidemia em poucos
meses onde as condi¢des de clima favoreciam o desenvolvimento da doenca
(Godfrey, 1923). As condigdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento do
fungo séo temperaturas amenas e alta umidade relativa (Godfrey, 1923). Sob
tais condigdes pode haver completa deterioragdo das inflorescéncias ou dos
frutos e os cachos tornam-se frouxos e com as capsulas pendentes. As perdas
variam de reducgao no teor de 6leo até nao desenvolvimento das sementes das
capsulas afetadas, dependendo do estagio em que ocorreu a infeccdo. No
Brasil, o mofo cinzento foi constatado em 1932, no Estado de Sio Paulo
(Gongalves, 1936). Atualmente € considerada, em algumas regibes do pais,

uma das principais doengas da cultura, ocasionando perdas na produgdo. Sua
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distribuicdo & praticamente generalizada, ocorrendo nas regibes produtoras
cujas condic¢des climaticas sao favoraveis ao seu desenvolvimento (Lima et al.,
2001).

No Nordeste, o mofo cinzento tem sido constatado nos estados da
Paraiba e Pernambuco. No municipio de Surubim, localizado na regidao Agreste
do Estado de Pernambuco, onde as condigbes ambientais s&o mais favoraveis
a doenga, observou-se alta incidéncia de plantas afetadas com alta severidade
que, expresso em indice de doenga variou; de 9,02 a 80,99%, dependendo da

cultivar (Lima e Soares, 1990).

2.1.2. Etiologia

O fungo Amphobotrys ricini (Buchwald) Hennebert, correspondendo em
sua forma teleomorfica a Botryotinia ricini (Godfrey) Whetzel, pertence a classe
dos Ascomycetes, ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae (Lima et al.,
2001). Inicialmente, o fungo foi descrito como Botrytis ricini Godfrey e o seu
teleomorfo foi denominado de Sclerotinia ricini Godfrey. O nome do género foi
modificado por Whetzel para Botryotinia e Hennebert estabeleceu o novo
género Amphobotrys para acomodar a forma conidial semelhante a Botrytis de
B. ricini (Hennebert, 1973). O género Amphobotrys possui uma unica espécie
tipica, A. ricini (Buchw.) Hennebert (Holcomb et al., 1989).

As colbnias de A. ricini sao efusas, tornando-se branco acinzentado
para castanho, com hifas hialinas, septadas e ramificadas. O conidiéforo é
ereto, Unico e grande; haste cilindrica, de coloragdo marrom claro, septada,
proximo a metade da altura bifurca-se formando um angulo largo, com
ramificacbes quase simétricas, longas e cilindricas, bifurcando-se
repetitivamente a intervalos curtos para produzir grupos aos pares, globosos,
inflados, células conidiogénicas terminais. Cada conidio desenvolve-se
simultaneamente em pedicelos curtos, que entram em colapso na maturidade.
Os conidios sdo regularmente globosos, sub-hialinos para castanho, lisos,
produzindo uma discreta ornamentacéo no septo basal (Hennebert, 1973), com
dimensbes de 6 a 12 ym, normalmente 7 a 10 um. Os microconidios sao

globosos, hialinos, com dimensées de 2 a 3,5 um (Godfrey, 1923).
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2.1.3. Sintomatologia

O fungo afeta principalmente a inflorescéncia ou racemo em qualquer
fase do seu desenvolvimento, causando, inicialmente, pequenas manchas de
coloragéo azulada nos frutos. Sob condicbes de alta umidade relativa, ocorre
abundante desenvolvimento de hifas do fungo na superficie dos tecidos,
seguido de esporulagao intensa, o que confere a area lesionada um aspecto
pulverulento de coloragdo cinza (Lima et al., 2001). Esse mofo a principio
cinzento, torna-se mais tarde de cor dlivacea (Figura 1). Retirando-se as
sementes das capsulas assim emboloradas nota-se que elas estdo chochas e
inteiramente inutilizadas (Gongalves, 1936). Os sintomas em folhas e hastes

ocorrem com menor freqiiéncia (Massola Jr. e Bendendo, 1997).

2.1.4. Gama de hospedeiros

Além da mamona, o fungo A. ricini foi detectado nos Estados Unidos
infectando plantas de Euphorbia supina, uma erva daninha anual, plantas
cultivadas de poinsétia (Euphorbia pulcherrima) (Holcomb et al., 1989), erva-
mexicana (Caperonia palustris (L.), presente em campos de arroz e soja
(Whitney e Taber, 1986).

2.1.5. Manejo

Os problemas com o mofo cinzento se agravam a partir da intensificacao
do cultivo da mamoneira e da introdugéo de variedades mais produtivas, porém
nem sempre mais resistentes (Lima et al., 2001).

O controle do mofo cinzento da mamoneira tem como base medidas
preventivas, uma vez que medidas curativas sao poucos eficazes ou
indisponiveis. O uso de sementes sadias, combinado com a escolha criteriosa
dos locais de plantio em areas isentas do patdgeno, podera resultar na
producao de uma cultura livre da doencga (Lima et al., 2001). Regides onde as
condi¢des climaticas sejam desfavoraveis ao desenvolvimento de epidemias

devem ser priorizadas.
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A utilizagdo de cultivares resistentes € o método mais recomendado
para o controle desta doencga. No entanto, cultivares com niveis elevados de
resisténcia a essa doencga ainda estdo sendo desenvolvidas, pois sdo poucas
as informagbes sobre a reacao de cultivares de mamoneira a infecgéo por A.
ricini no Brasil (Milani et al., 2005).

O tratamento quimico de sementes de mamoneira, visando a eliminagao
ou reducdo do in6culo de A. ricini, € uma tatica restrita na prevencao da
introdugcédo do patdégeno via sementes em novas areas de cultivo, pois o fungo
estd amplamente distribuido nas regiées produtoras e sua dispersao pelo ar €
muito eficiente. Também inexistem informacbes acerca da eficiéncia de
produtos nem registro de fungicidas para o controle do mofo cinzento da
mamoneira no Brasil (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
2006).

O controle quimico pode ser usado em regides de condi¢des climaticas
favoraveis ao desenvolvimento da doenca e com cultivares sensiveis, apesar

de ainda nao existirem produtos registrados (Cartaxo et al., 2004).

2.2. RESISTENCIA A FUNGICIDAS

A resisténcia a fungicida € um marcador fenotipico que tem sido
avaliado em estudos genéticos e concomitantemente com marcadores
moleculares para diversos fins, desde estabelecer a estrutura genética de
populagdes de patdogenos a identificagcdo de genes envolvidos na resisténcia a
fungicidas (Avila-Adame e Koller, 2003a; Cooke et al., 2004; Imazaki et al.,
2006; Judelson e Senthil, 2006)

Com Botrytis cinerea ja foi possivel estabelecer uma relacdo entre
fenotipos resistentes a fungicida e a diversidade genética revelada por RAPD.
(Paplomatas et al, 2004). Para o mofo cinzento causado pelo fungo B. cinerea
também existem muitos estudos inferindo sobre a perda de sensibilidade de
isolados a alguns fungicidas (Kimura 2001; Leroux et al, 2002). Entretanto para
o mofo cinzento da mamoneira, causado por Amphobotrys ricini, ndo existem
fungicidas registrados e praticamente ndo ha histérico de uso no Brasil, sendo
portanto, fundamental verificar em isolados nunca expostos a fungicidas qual a

sensibilidade destes, visando prever o risco de surgimento de resisténcia e
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uma possivel ralagdo dos fenétipos com a diversidade genética.

O fungicida carbendazim, pertencente ao grupo dos benzimidazoles, &
efetivo contra fungos da classe dos Ascomycetos, fungos mitésporicos e alguns
Basidiomycetos. Os benzimidazoles tipicamente param o crescimento de
patdégenos fungicos por interferir na formagao dos microtubulos (Imazaki et al.,
2006). Embora o fungicida carbendazim ou outros precursores de carbendazim
possam permitir um bom nivel de supressdo da doenca, estdo tendendo ao
fracasso comercial devido a evolugdo de isolados resistentes (Omar et al.,
2006).

Atualmente, o grupo de fungicidas das estrobilurinas, tais como
azoxistrobina, € o mais importante pois sdo altamente eficazes contra uma
ampla gama de patogenos fungicos em varias culturas (Ishii, 2004). Eles
inibem o transporte de elétrons entre o citocromo b e o citocromo ¢1 na cadeia
respiratoria mitocondrial, assim perturbando a producdo de ATP. Este novo
modo de acédo pode prevenir ou retardar o desenvolvimento de patogenos
resistentes a outros fungicidas (Bubici et al., 2006).

Inibidores de respiragdo com alta afinidade ao sitio Qo do citocromo b
constituem a principal classe de fungicidas da agricultura moderna. Muitos
organismos fungicos inclusive fitopatdgenos podem sobrepor este sitio de
inibicdo expressando respiragao alternativa, uma via dependente de oxidase
alternativa e outros produtos génicos nao identificados (Avila-Adame e Kéller,
2003b).

2.3. ESTRUTURA GENETICA DE POPULAGOES

A predicdo de estratégias sustentaveis de manejo de doencas é
claramente dependente da compreensao do patdégeno e da sua dindmica
populacional (Cooke e Lees, 2004), pois estes fatores podem predizer como as
populagdes irdo desenvolver respostas a diferentes estratégias de controle
(Alfonso et al., 2000). Patdbgenos com maior potencial evolutivo impéem um
maior risco de sobrepor os efeitos de genes de resisténcia ou o
desenvolvimento para anular outros métodos de controle como aplicagdes de
fungicida ou antibi6ticos (McDonald et al., 2002).

Varios marcadores sao utilizados para determinar a estrutura genética
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ao se estimar a diversidade genética total (Hy), a diversidade genética dentro
das populagbes (Hg) e entre as populagdes(Gsr). Os marcadores moleculares

sdo muito Uteis para este tipo de analise as primeiras foram feitas com RFLP
analisando a estrutura de varios fitopatdgenos como o Rhynchosporium
secalis; apds o desenvolvimento da técnica PCR os marcadores RAPD e AFLP
sdo usados para estas anadlises em muitos fungos como Erysiphe necator e
Botrytis cinerea por serem mais rapidos e simples em sua execuc¢ao (McDonald
et al., 1999; Nunez et al.,2006).

Inexistem estudos sobre a variabilidade de populagbes no caso de
Amphobotrys ricini. Estrutura genética pode ser definida como a quantidade e
distribuicdo da variacdo genética dentro e entre populagdes. A estrutura
genética € uma consequéncia de interagcdes entre as forgcas que afetam a
evolugdo das populagbes dando uma visdo dos processos evolutivos que
formaram uma populagédo no passado (McDonald e Linde, 2002). Entender a
contribuicdo relativa de taxas de mutagéo, recombinacéao, selecao natural, fluxo
génico, deriva genética e migragc&o para a geragédo e manutengao da variagao
genética nas populagbes de patdbgenos € importante, apesar de tais fatores
permanecem pouco estudados e, portanto, pouco compreendidos (Cooke e
Lees, 2004).

O sucesso evolutivo dos fitopatogenos pode ser atribuido a varios
fatores entre eles a alta capacidade em gerar diversidade permitindo uma
vantagem seletiva imediata dentro da populagdo de patégenos (Hammmond-
Kosack, 2000). A estrutura genética pode ser usada para inferir o impacto
relativo de diferentes forcas que influenciam a evolugcdo da populacéo de
patdégenos. O conhecimento da quantidade e distribuicdo da variagdo genética
dentro e entre populagdes € um componente importante na compreenséo da
biologia populacional de fungos patogénicos. Uma grande quantidade de
diversidade genética distribuida sobre uma pequena escala espacial sugere a
possibilidade de rapida adaptagdo por um patégeno a mudangas ambientais
(novos genes de resisténcia no hospedeiro ou fungicidas). Um alto grau de
similaridade genética, entre populagdes coletadas de regides geograficas
amplamente separadas, sugere a ocorréncia de disperséo a longa distancia e

fluxo génico (McDonald et al., 1999).
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O fluxo génico pode ser quantificado a partir de medidas diretas e
indiretas. As medidas diretas referem-se ao fluxo génico contemporaneo,
enquanto que as indiretas sdo baseadas na estrutura de populacdes e referem-
se ao fluxo génico historico ou passado (Zuchii, 2002)

Entre os métodos indiretos estdo aquele via Fst que € rotineiramente
utilizado para estimar o numero de migrantes por geragéo (Nm) pela formula:

Nm=i{1_—1} , Wright, 1951

4 | Fst

A estatistica F de Wright se aplica a estudos de populagdes com dois
alelos por loco, para estudar populacbes com multiplos alelos Nei (1973)
sugeriu um novo método de medir o grau de diferenciagdo génica entre
populagdes. No seu modelo a diferenciacdo génica entre populagbes é dada
pelo coeficiente Gsr que € equivalente ao Fsr de Wright. Mais tarde Nei(1987)
propds a seguinte férmula para calcular o Gst com base no Hr e Hs :

Gst = Hr—Hs

Hr

A probabilidade de dois genes escolhidos aleatoriamente serem
idénticos ou n&o idénticos pode ser é dada pela identidade génica ou
homozigosidade (J) e pela medida da variacédo génica de uma populacéo (H)
geralmente chamada de heterozigosidade ou diversidade génica. A diversidade
génica maxima é 1, o valor de H é dado pela férmula: H = 1 — J, em que a
variag&o génica da populacado estudada & igual a 1 menos o valor da identidade

génica encontrada nesta populagao (Nei, 1973).

2.4. MARCADORES MOLECULARES

As tecnologias de analise molecular da variabilidade do DNA permitem
determinar pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente denominados
marcadores moleculares. Por marcador molecular define-se todo e qualquer
fenétipo molecular oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas,

ou de um segmento especifico de DNA correspondente a regibes expressas ou
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ndo do genoma (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Marcadores moleculares
revelam polimorfismos de DNA entre individuos geneticamente relacionados.
Por isso, os marcadores de DNA se prestam para estudos de genética de
populagdo, mapeamento e analises de similaridade e distancia genética.
Também as marcas de DNA podem ser usadas para DNA fingerprinting isto €&,
visando a identificacdo de acessos de plantas ou isolados de um
microorganismo, para completar estudos de sistematica (Lopes et al., 2002).
Marcadores moleculares baseados no polimorfismo de DNA tém inumeras
vantagens, destacando-se o fato de ndo serem influenciados pelo meio

ambiente e serem independentes do estagio de vida (Sacchet, 1999).

2.4.1. Classes de Marcadores Moleculares

Ha varias técnicas disponiveis de marcadores moleculares, cada uma
usando uma estratégia em particular para determinar polimorfismos de DNA
(Lopes et al., 2002). Os marcadores moleculares tiveram inicio a partir dos
marcadores isoenzimaticos e, a medida que as técnicas de biologia molecular
se desenvolviam outros tipos foram surgindo. Muitas delas baseadas em duas
estratégias, a classica que é a hibridizagcdo que envolve o corte do DNA por
endonucleases de restricdo seguida pela separacdo eletroforética dos
fragmentos de DNA, o RFLP é um exemplo. A PCR ¢é a outra estratégia que
envolve a amplificagdo in vitro de sequUéncias particulares de DNA usando
oligonucleotideos especificos ou arbitrarios, os produtos amplificados sao
separados por eletroforese, o RAPD é uma das técnicas que usa esta

estratégia.

2.4.1.1. Polimorfismo do DNA Amplificado ao Acaso - RAPD

O polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (Random Amplified
Polymorphic DNA — RAPD) surgiu como um avango na area de marcadores
moleculares baseados em PCR (Williams et al, 1990). Weslh e McClelland

(1990), publicaram um trabalho utilizando o mesmo princi pio do RAPD e
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denominaram a técnica de AP-PCR (Arbitrarily Primer — Polimerase Chain
Reaction). Porém esta técnica utilizando oligunucleotideos arbitrarios ficou
mais conhecida por RAPD que € a denominagdo mais comumente encontrada
na literatura. Sua estratégia consiste em um unico oligonucleotideo de
seqUéncia arbitraria, eliminando a necessidade de conhecimento prévio da
sequéncia (Ferreira et al, 1998). Os oligonucleotideos usados nos
experimentos de RAPD s&o compostos de 10 pares de bases de sequéncia
arbitraria com no minimo 50% de GC (Lopes et al., 2002).

Os marcadores RAPD comportam-se como dominantes, assim nas
analises dos perfis eletroforéticos gerados, quando a banda esta presente nao
€ possivel saber se o segmento teve origem em uma ou duas copias da
sequéncia que foi amplificada, ou seja se o individuo era homozigoto ou
heterozigoto (Moreira et al., 1999). Para que haja amplificagdo duas
sequéncias de DNA complementares ao oligonucleotideo devem estar em
orientagdo oposta e suficientemente adjacentes menos que 4.000 pares de
bases (Ferreira et al., 1998). Alguns autores relatam que essa distancia nao
deve exceder 3.000 pares de bases. Como a seqiiéncia de cada iniciador &
determinada de modo aleatério, este pode encontrar varias regides
complementares a sua sequéncia e, por isso, revelar varios locos (Lopes et al.,
2002).

Desde a introdugao da analise RAPD, esta técnica tem provado ser uma
ferramenta muito poderosa nas analises genéticas e é aplicada a uma ampla
gama de organismos. No caso dos fungos especialmente os fitopatogénicos
esta técnica foi inicialmente empregada na caracterizagdo destes a exemplo de
Botrytis cinerea o qual pela analise de RAPD foi possivel identificar isolados
geneticamente diferentes empregando 50 oligonucleotideos resultando em 139
marcadores (Van der Vlugt-Bergmans et al. 1993). Ainda existem muitos
estudos de caracterizagéo de isolados atualmente (Colauto et al, 2002; Leisova
et al, 2005); entretanto, ha um maior interesse em estudar populacdes e
entender sua estrutura e dindmica como no estudo da diversidade genética
entre populagbes de Rhyncosporium secalis na Africa que revelou haver uma
diversidade entre populag¢des de 80 % indicando que estas surgiram de fontes
diferentes e assim requeriam estratégias de manejo diferentes (Korff et
al,2004).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
e Determinar a estrutura genética e a sensibilidade a fungicidas de

Amphobotrys ricini no estado da Paraiba e Alagoas.

3.2. Objetivos especificos
e Quantificar a variabilidade entre e dentro de populagbes de
Amphobotrys ricini com base no marcador molecular RAPD
e Testar a sensibilidade de isolados aos fungicidas

azoxistrobina e carbendazim
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4. Material e Métodos

4.1. Coleta das Amostras

Cachos de mamoneira apresentando sintomas tipicos do mofo cinzento
foram coletados entre os dias 06/09/06 e 20/10/06 em diferentes municipios do
estado da Paraiba, a localizagdo de cada isolado foi determinada por GPS
(Global Position System). No momento da coleta foi observada a cultivar de
mamoneira hospedeira do patégeno. As amostras foram acondicionadas em
sacos de papel e enviadas ao Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Algodéao onde o fungo foi isolado.

Sete isolados de A. ricini coletados nos municipios de Ceca, Estrela
(Lagoa Dantas), Olho d’agua, Santana do Ipanema e Satuba do estado de
Alagoas; foram cedidos pelo departamento de fitopatologia da UFAL, enviados

ao laboratério de Fitopatologia da Embrapa Algodao e incluidos nas analises.

4.2. Isolamento e Manutenc¢ao dos Isolados

O fungo A. ricini foi submetidos a isolamento direto com o auxilio de
bastdes de vidro com uma ponta bem fina retirando os esporos das estruturas
do fungo encontradas na lesao e transferidos a uma placa de Petri com meio
V8 10% (Miller, 1955). Os isolados foram identificados de acordo com sua
localidade de origem mantidos em meio V8 10% e incubados em B.O.D. a 25°C
com fotoperiodo de 12 horas por trés a cinco dias até a formagéo das coldnias.

As colbénias que surgiram apo6s o isolamento foram purificadas, sendo os
conidioforos contendo conidios observadas em lupa binocular retirados e
cultivados em outra placa. Foram obtidos 23 isolados a partir dos cachos

coletados na Paraiba.
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Tabela 1. Isolados de Amphobotrys ricini coletados na Paraiba, com as

coordenadas geograficas, cultivar do hospedeiro e numero do

isolado.

Local Latitude Longitude Cultivar N° do isolado
Campina Grande  07°.13'28,9” 035°54'26,4”  Mirante 10 CNPA0024
Campina Grande  07°.13'26,8” 035°54°'18,1” Pajé CNPA0025
Campina Grande  07°.13'29,3” 035°54°'15,2”  Vermelha CNPA0026
Campina Grande 07°.13'29,1” 035°54°’14,6” Nordestina CNPA0027
Areia 06°58'06,4” 035°44’33,5”  Nordestina CNPA0028
Areia 06°58°06,0” 035°44'04,3”  Nordestina CNPA0029
Areia 06°58°05,7” 035°44°03,9” Nordestina CNPAO0030
Areia 06°58°04,5” 035°44°'04,7”  Nordestina CNPA0031
Areia 06°58'04,2” 035°44'04,5”  Nordestina CNPA0032
Lagoa Seca 07°08,507” 035°55’00,7” Nativa CNPAO0033
Lagoa Seca 07°08,507” 035°55°'00,7” Nativa CNPA0034
Lagoa Seca 07°08,507” 035°55°'00,7” Nativa CNPAO0035
Lagoa Seca 07°08,507” 035°55’00,7” Nativa CNPA0138
Esperanca 07°00,096” 035°58°'867”  Paraguagu CNPAO0139
Esperancga 07°00,095” 035°50°'885”  Paraguacu CNPAO0140
Esperanga 07°01,420” 035°51°310”  Paraguacu CNPAO0141
Esperanga 07°00,095” 035°50'865”  Paraguagu CNPA0142
Remigio 06°08,105” 035°47'909”  Paraguagu CNPA0143
Remigio 06°58°'106” 035°47°909”  Paraguagu CNPAO144
Solénea 06°45,392” 035°40°731”  Paraguagu CNPAO0145
Solanea 06°45,423” 035°40'466”  Paraguacgu CNPA0146
Alagoa Nova - - Nativa CNPAQO147
Alagoa Nova - - Nativa CNPA0148

4.3. Ensaio de Resisténcia a Fungicidas

4.3.1. Teste preliminar para germinagao de esporos

Muitos fitopatégenos podem sobrepor in vitro o sitio de inibicado sobre o
qual atua o azoxistrobina expressando respiragdo alternativa, uma via
dependente de oxidase alternativa, podendo interferir no resultados dos testes
in vitro. Assim para validar os resultados quatro isolados de A. ricini foram
aleatoriamente selecionados e testados com uma concentragdo de 100 ug/mi

de acido salicil-hidroxamico (SHAM), inibidor de uma rota de oxidacao
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alternativa.

4.3.2. Germinagao de Esporos

Foram testados os fungicidas Azoxistrobin (nome comercial Priori)
diluido em dimetil sulféxido (DMSO) e Carbendazin (nome comercial Derosal)
diliido em etanol. O primeiro nas concentragbes de 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10
ppm e o controle sem fungicida; o ultimo nas concentragbes 0,01; 0,1; 1; 10 e
100 ppm e o controle.

Os ensaios foram conduzidos com placas de 15 cm de diametro
contendo 4 laminas de microscopia sobre as quais foram distribuidos 500 pl de
meio agar-agua acrescido com os fungicidas nas concentragdes testadas. Em
cada placa contendo 4 laminas foi colocada a mesma concentracdo de
fungicida e o mesmo isolado. Sobre o meio foram colocados 25 ul de
suspensao de esporos. A suspensio de esporos foi preparada acrescentando
10 ml de agua destilada esterilizada e uma gota de Tween 20 as placas de
Petri com os isolados esporulados.

As placas foram mantidas em B.O.D. por 5 horas a 25°C apé6s esse
periodo colocou-se 25 pl de sulfato de cobre, sobre o0 meio com a suspenséo
de esporos antes da avaliagdo, para impedir que os esporos continuassem
germinando. Cada lamina foi visualizada no microscépio onde foram feitas
contagem de 50 esporos por |lamina avaliando o numero de germinados e nao
germinados. Foi considerado como germinado o esporo com tubo germinativo
de comprimento igual ou superior ao diametro do esporo. O ensaio foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticoes,

sendo a unidade amostral uma lamina.

4.3.3. Crescimento Micelial

Em placas de Petri descartaveis foram distribuidos 10 ml de meio V8 em
concentracbées de 0; 0,01; 0,1; 1, 10 e 100 ppm do fungicida Carbendazin
(Derosal) diluido em etanol 95%. Em diferentes erlenmeyers cada um contendo
250 ml de meio V8 foram acrescentados 2,5 ul, 25 pl e 250 ul do fungicida

estoque com concentragédo de 1.000 ppm, gerando as concentragbes de 0,01;
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0,1 e 1 ppm, respectivamente; do fungicida estoque com concentracdo de
10.000 ppm foram acrescentados 250 yl e 2,5 ml aos erlenmeyers, neste
ultimo antes de adicionar o fungicida foi retirada uma aliquota de 2,5 ml , assim
obtendo as concentragdes de 10 e 100 ppm.

A partir de placas com os isolados foram retirados discos de micélio de
0,7 cm de didametro e colocados no centro de cada placa com as concentragdes
testadas. Cada isolado foi testado com as cinco concentragdes e o controle. As
placas foram mantidas em temperatura constante de 25°C com 12 horas de luz
por cinco dias. Apds cinco dias de crescimento micelial, foram realizadas duas
medidas perpendiculares do diametro da colbénia. O valor maximo foi de 8,5 cm
que é o diametro da placa e o minimo foi de 0,7 cm que foi o didametro do disco

de micélio colocado na placa. O ensaio foi realizado duas vezes.

4.3.4. Analise dos dados
Os dados foram analisados por meio do procedimento PROBIT do

pacote estatistico SAS, que gerou a DLgq (concentragéo do ingrediente ativo

capaz de inibir 50% do crescimento micelial) de cada isolado.

4.4. Extracao de DNA Gendémico

O micélio dos isolados foram coletados de culturas com 15 dias,
colocados em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml rotulados e congelados em
nitrogénio liquido. O DNA gendmico foi extraido utilizando o protocolo descrito
por Weising et al (1995) que consistiu em macerar o micélio congelado com o
auxilio de pistilos de vidro previamente resfriados até obter-se um pé, ao qual
foram adicionados 600 pl de tampéo de extragédo (SDS 0,5%, NaCl 250 mM,
EDTA 25 mM e Tris-HCI 200 mM). Os tubos foram misturados vigorosamente
por 30 segundos para misturar bem o tampdo ao micélio pulverizado e, em
seguida, colocados em banho-maria por 10 minutos a uma temperatura de
aproximadamente 90°C. Apos retirados do banho-maria foram adicionados 300
Ml de acetato de sédio 3 M, que foram misturados por inversao e, em seguida,
incubados por 20 minutos a -20°C. Finalizado o tempo de incubacao, os tubos

contendo as amostras foram centrifugados por 15 minutos a 12.000 g.
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Seiscentos microlitros de sobrenadante foram transferidos para outro tubo,
onde foi adicionado o0 mesmo volume de isopropanol. As amostras foram entao
incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas por 15
minutos a 12.000 g para precipitar os acidos nucléicos. Com o acido nucléico
precipitado o sobrenadante foi descartado, o precipitado foi entdo lavado com
etanol 70% e, em seguida, com etanol absoluto para acelerar a evaporacao e
secagem do precipitado. Ao precipitado seco foram adicionados 100 ul de
agua MilliQ™ para ressuspendé-lo.

A concentracdo dos DNAs extraidos foi estimada através de eletroforese
em gel de agarose 0,8% e TBE (Tris-borato 0,09 mM, EDTA 0,002 Mm, pH
8,0) 1X por meio da comparagdo de massa de padrdo comercial (Lambda

DNA) de concentracao conhecida.

4.5. Reacao de RAPD

Apds a quantificagdo, as amostras foram diluidas para 2,5 ng/ul com
agua MilliQ™, e foram armazenadas a -20°C. As reagbes de amplificagdo
foram realizadas em solucao total de 25 nul contendo: 0,2 mM de dNTP; tampéo
da Taqg DNA polimerase (200 mM de Tris-HCI, 500 mM de KCI); 0,3 mM de
oligonucleotideos; 10 ng de DNA total de A. ricini; 2,5 mM de MgCIz; 1 ul de

Tag DNA polimerase produzida no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa
Algodado. Cada um dos isolados foi amplificado com 20 oligonucleotideos
iniciadores com 10 pares de bases previamente selecionados para A. ricini
(Vidal, et al 2005), pertencentes aos Kits de oligonucleotideos A, C, E, M, e P
(OPERON Technologies, Inc. Alameda, CA), além deles foram testados outros
dois oligonuclotideos o OPA-09 e OPN-01, as sequUéncias de todos estdo na
tabela 2.

A ciclagem foi obtida em termocicladores (Eppendorf-Mastercycler
Gradient), com 45 ciclos de amplificagédo; cada ciclo foi constituido por uma
etapa de desnaturagdo do DNA a 94°C por 1 minuto, anelamento de
oligonucleotideos a 35°C por 1 minuto e amplificagcdo do DNA a 72°C, por 2

minutos e, ao final dos 45 ciclos, uma extensao adicional de 5 minutos a 72°C.
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Tabela 2. Seqiéncia e conteudo GC dos oligonucleotideos iniciadores

utilizados para analise de A. ricini por marcadores RAPD.

Oligonucleotideo Seqliéncia Conteudo GC (%)
OPA-01 CAGGCCCTTC 70
OPA-09 GGG TAACGCC 70
OPC-13 AAG CCTCGTC 60
OPE-06 AAG ACCCCTC 60
OPE-09 CTTCACCCGA 60
OPE-11 GAG TCT CAG G 60
OPE-12 TTATCG CCCC 60
OPE-14 TGC GGC TGA G 70
OPE-15 ACG CAC AACC 60
OPE-20 AAC GGTGACC 60
OPM-11 GTCCACTGT G 60
OPM-15 GAC CTACCAC 60
OPM-16 GTAACCAGCC 60
OPM-17 TCAGTCCGG G 70
OPN-01 CTCACGTTGG 60
OPP-03 CTGATACGCC 70
OPP-06 GTGGGCTGAC 70
OPP-11 AAC GCG TCG G 70
OPP-12 AAG GGCGAGT 60
OPP-13 GGAGTGCCTC 70
OPP-14 CCAGCCGAAC 70
OPP-15 GGAAGC CAAC 60

As reagbes com volume de 25 pl foram acrescentados 4 ul de tampao
de amostra (sacarose 4 g, azul de bromofenol 0,025 g) e, entdo, os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal, em gel de agarose
(agarose 1%, tampéao TBE 1X [Tris-borato 0,09 mM, EDTA 0,002 M, pH 8,0] e
brometo de etidio [12 ug/ml]) a uma corrente elétrica de 100 V. Visualizados em

transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentado.
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4.5.1. Analise dos dados

Para a determinagéo da estrutura genética foram analisados 23 isolados
de duas subpopulacdes (SPs), sendo a SP1 formada por isolados coletados
nos municipios de Campina Grande, Lagoa Seca e Esperanca e a SP2 com
isolados oriundos dos municipios de Areia, Remigio, Solanea e Alagoa Nova.
Os dados obtidos nos géis de eletroforese foram transformados em dados
binarios — 1 para presenca de bandas e 0 para auséncia de bandas. O
programa PopGene (Population Genetic Analisys — Version 1.32, University of
Alberta) foi utilizado para executar a analise combinada dos dados obtidos e
gerar os valores de diversidade génica (H), diversidade genética total (H7),
diversidade genética intrapopulacional (Hs), diferenciagdo genética

interpopulacional (Gst), Numero de migrantes (Np).
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5. RESULTADOS

5.2. Resisténcia a Fungicida

No teste de efeito dos fungicidas azoxistrobina e carbendazim sobre
germinacao de esporos in vitro de A. ricini, o carbendazim ndo impediu a
germinagdo dos esporos dos isolados testados em nenhuma das
concentracbes utilizadas. J& para o azoxistrobina com apenas 0,001 ppm
houve um pequeno declinio no percentual de germinagao de esporos, a medida
que a concentragéo utilizada foi maior, menor foi a germinacédo de esporos
chegando a menos de 2% de germinacdo em 10 ppm na populagado 1
composta por isolados da Paraiba e menos que 1% para a populagdo 2

composta por isolados de Alagoas (Figura 1).

80
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40 H — — mPop 2
30 4 o Total

20 - -
10 - -

0 T

0 0,001 0,01 0,1 1 10

percentual da germinagao de
esporos

concentragao do fungicida azoxistrobina

Figura 1: Percentual de germinac¢ao de esporos de duas populagdes de A. ricini
em diferentes concentragdes do fungicida azoxistrobina.

Nas duas repetigbes do ensaio avaliando o efeito do fungicida
Carbendazim sobre o crescimento micelial realizado in vitro todos os isolados
testados desenvolveram-se normalmente na testemunha, as concentragdes de
fungicidas de 0,01 e 0,1 ppm resultaram em valores nulos ou baixos de ICC (
inibicdo do crescimento da colénia) nos isolados o maior valor obtido foi de

19,37 para o isolado VI . A partir da concentracdo 1 ppm até a de 100 ppm
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nenhum dos isolados foi capaz desenvolver-se no meio de cultura, tendo um
ICG de valor 100 calculado para todos os isolados, ou seja para estas
concentragdes houve 100% de inibicao do crescimento da coldnia.

Os valores de DLgy variaram entre 0,0263 e 0,316 upg/ml para
carbendazim e para azoxistrobina os valores de DLg( ficaram entre 0,0036 e

0,168 pg/ml (Tabela 3). Para o carbendazim os isolados da populacdo 1 (
Paraiba) estiveram presentes em todas as Apesar da grande amplitude

encontrada de valores de DLgg, todos estdo compreendidos na faixa de

sensibilidade utilizada para outros patégenos.
Na presenca do inibidor da oxidase alternativa (acido salicil-hidroxamico
- SHAM) néo foi verificada interferéncia na germinagcéo esporos de A. ricini

assim a média de DLg n&o diferiu quando comparada a testemunha e as

doses do fungicida azoxistrobina utilizadas.

Tabela 3. Concentragdo de ingrediente ativo para inibir 50% (DLgg) do

crescimento micelial (carbendazim) ou germinacdo de esporos

(azoxistrobina).

Isolado DL5 DL5gg Isolado DL5g DL5g
Carbendazim Azoxistrobina Carbendazim Azoxistrobina
A1 0,31660 0,0174 i 0,15794 0,0773
A2 0,31660 0,0036 v - 0,0591
A3 0,31660 0,0167 L1 0,17879 -
A4 0,31660 0,0251 L2 0,18610 0,0781
A5 0,31660 0,0400 L3 0,31738 0,0248
C1 0,02634 0,1526 L4 0,18295 0,0242
C2 0,20061 0,1421 N1 0,10107 0,1680
C3 0,31660 0,0968 N2 - 0,0466
C4 0,31660 0,1290 R1 0,22524 0,1046
E1 0,31660 0,0123 R2 0,27635 0,0855
E3 0,31660 0,0398 S1 0,22152 0,0234
E4 0,31660 0,0469 S2 0,17694 0,0664
E5 0,14934 0,0350 Vv 0,24643 0,0248
I - 0,0366 Vi 0,12053 0,0176

Il - 0,0060 Vi 0,14841 0,0087
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5.4. Reagao RAPD

Os 20 oligonucleotideos pré-selecionados utilizados na analise foram
polimérficos confirmando os resultados obtidos por Vidal et al (2005), quanto
aos outros dois oligonucleotideos testados, OPN-01 também foi polimérfico
podendo ser utilizado em trabalhos com o A. ricini. Entretanto o
oligonucleotideo OPA-09 foi monomorfico.

Foram obtidos 80 fragmentos polimérficos, ou seja, fragmentos que
estiveram ausentes em pelo menos um isolado avaliado. A partir da analise
combinada dos 80 fragmentos polimérficos gerada pelo PopGene foi estimado

o valor da diversidade genética total (H;), diversidade genética dentro das
subpopulagdes (Hg) e entre as subpopulagdes — Gg; para cada loco e a média
da populagéo (tabela 4). O valor estimado de (H;) igual a 0,293 foi baixo, a
estimativa da diversidade genética dentro das subpopulagées (H) foi de 0,271,
muito proximo ao valor de Hy , representanto 92,5% da variagédo geneética total.

O numero médio de migrantes (N,) que deve ser trocado entre as
subpopulagdes foi de 6,15 individuos a cada geragcédo para manter o nivel de
similaridade genética observado. As frequiéncias alélicas dos 80 locos das duas
subpopulag¢des podem ser observadas na tabela 5.

A fragdo da variagao genética distribuida entre as subpopulagdes — Gy

foi, em média, 0,075, apenas 7,5% da variagdo génica foi distribuida entre as
subpopulag¢des. Houve baixa diferenciacéo entre as subpopula¢cdes com base
na média de identidade genética (Nei, 1978) entre as subpopulagbes em todos
os locos analisados (0,9468). A distancia genética entre as subpopulagdes foi
de 0,0362. Neste estudo, ha evidéncias de que a estrutura genética da
populagdo de A. ricini no estado da Paraiba seja oriunda de sistema
reprodutivo clonal e que ha intensa migracdo entre as subpopulacdes

estudadas.
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Tabela 4. FreqUéncia alélica de 80 locos RAPD na populagdo total de

Amphobotrys ricini.

Loco T Ht Hs Gst G* Loco T Ht Hs Gst G’
1 0,739 0,386 0,385 0,001 0,015 42 0,043 0,086 0,082 0,047 1,525
2 0,173 0,292 0,274 0,061 1,478 43 0,826 0,292 0,274 0,061 1,478
3 0,782 0,342 0,337 0,016 0,380 44 0,956 0,086 0,082 0,047 1,525
4 0,782 0,342 0,337 0,016 0,380 45 0,173 0,292 0,275 0,061 1,478
5 0,782 0,347 0,307 0,113 2,780 46 0,782 0,347 0,308 0,113 2,780
6 0,217 0,342 0,337 0,016 0,380 47 0,043 0,086 0,083 0,047 1,525
7 0,816 0,292 0,274 0,061 1,478 48 0,782 0,347 0,308 0,113 2,780
8 0,043 0,086 0,082 0,047 1,524 49 0,652 0,460 0,308 0,332 8,415**
9 0,173 0,292 0,274 0,061 1,478 50 0,043 0,086 0,083 0,047 1,525
10 0,173 0,287 0,287 0,001 0,009 51 0,869 0,230 0,225 0,021 0,496
11 0,739 0,393 0,324 0,175 4,360* 52 0,043 0,079 0,076 0,043 1,343
12 0,434 0,494 0,337 0,317 7,79** 53 0,043 0,086 0,083 0,047 1,525
13 0,695 0,428 0,386 0,096 2,295 54 0,173 0,292 0,275 0,061 1,478
14 0,913 0,165 0,148 0,100 3,159 55 0,217 0,347 0,308 0,113 2,780
15 0,782 0,347 0,307 0,113 2,780 56 0,869 0,235 0,198 0,158 4,920*
16 0,217 0,347 0,307 0,113 2,780 57 0,565 0,492 0,470 0,045 1,058
17 0,782 0,347 0,307 0,113 2,780 58 0,521 0,499 0,491 0,016 0,382
18 0,043 0,086 0,082 0,047 1,524 59 0,217 0,342 0,337 0,016 0,380
19 0,130 0,235 0,198 0,157 4.921* 60 0,043 0,086 0,083 0,047 1,525
20 0,782 0,347 0,307 0,113 2,780 61 0,826 0,292 0,275 0,061 1,478
21 0,782 0,347 0,307 0,113 2,780 62 0,782 0,347 0,308 0,113 2,780
22 0,217 0,347 0,307 0,113 2,780 63 0,782 0,347 0,308 0,113 2,780
23 0,043 0,086 0,082 0,047 1,524 64 0,173 0,293 0,275 0,061 1,478
24 0,782 0,347 0,307 0,113 2,781 65 0,695 0,428 0,387 0,097 2,295
25 0,217 0,347 0,307 0,113 2,781 66 0,173 0,293 0,275 0,061 1,478
26 0,565 0,491 0,491 0,001 0,033 67 0,826 0,293 0,275 0,061 1,478
27 0,826 0,292 0,274 0,061 1,478 68 0,869 0,230 0,225 0,021 0,496
28 0,347 0,456 0,435 0,045 1,066 69 0,173 0,293 0,275 0,061 1,478
29 0,782 0,347 0,307 0,113 2,780 70 0,173 0,288 0,287 0,001 0,009
30 0,826 0,292 0,274 0,061 1,478 71 0,130 0,224 0,221 0,013 0,296
31 0,173 0,292 0,274 0,061 1,478 72 0,782 0,343 0,337 0,016 0,380
32 0,478 0,498 0,474 0,048 1,120 73 0,130 0,230 0,225 0,021 0,496
33 0,695 0,428 0,386 0,096 2,295 74 0,782 0,347 0,308 0,113 2,780
34 0,043 0,086 0,082 0,047 1,525 75 0,782 0,343 0,337 0,016 0,380
35 0,956 0,086 0,082 0,047 1,525 76 0,956 0,087 0,082 0,047 1,525
36 0,956 0,086 0,082 0,047 1,525 77 0,652 0,452 0,441 0,023 0,528
37 0,608 0,475 0,474 0,003 0,068 78 0,652 0,452 0,441 0,023 0,528
38 0,782 0,347 0,307 0,113 2,780 79 0,956 0,087 0,082 0,047 1,525
39 0,782 0,342 0,337 0,016 0,380 80 0,087 0,159 0,159 0,001 0,004

40 0,826 0,287 0,287 0,001 0,009 Média 0,293 0,271 0,075
41 0,782 0,334 0,304 0,087 2,106 Desvio 0,015 0,013

G” = teste de X°. Hipotese de nulidade de nao haver diferenca na freqiiéncia

alélica entre subpopulagdes (* indica P<0,05; ** P<0,01).
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6. DISCUSSAO

6.1 Variabilidade genética em isolados de Amphobotrys ricini por

marcadores tipo RAPD

O valor estimado de variabilidade genética dentro das sub-populacdes

(Hg = 0,271) representa 92% da variabilidade genética total da populagéo
estudada (H; =0,293), portanto a diferenga genética entre as sub-populagdes é

baixa 7,5%, ou seja, a probabilidade de dois isolados, escolhidos
aleatoriamente nas subpopulagdes, possuirem alelos diferentes € de 7,5 a cada
100. Uma estrutura muito semelhante a deste estudo com A. ricini foi
encontrada com populacbes de um patégeno da mesma familia, Botrytis
cinerea, no sudeste da Espanha. A analise da estrutura genética revelou que
98% da diversidade genética total estava dentro das sub-populagbes e, apenas
2%, entre as sub-populacdes (Alfonso et al., 2000). Confirmando estes dados
uma outra analise de populacdes de B. cinerea do oeste da Espanha revelou
que a diversidade génica dentro das sub-populagdes representou 96% da
diversidade génica total, enquanto a diversidade entre as subpopulagcbes

representou apenas 4% (Moyano et al., 2003). Entretanto, o valor de H;

encontrado para populagdo de B. cinerea foi alto 0,518 sugerindo que deve
haver reproducéo sexual, diferente do encontrado para A. ricini, onde o menor

valor de H; sugere ndo haver reprodugdo sexual nas subpopulagbes
estudadas. Baixos valores de H; séo esperados em populagdes de patdgenos

onde a reproducao é assexuada (populagado clonal) e com alta disperséo de
individuos.

Para se manter um alto indice de similaridade genética interpopulacional
€ necessario que haja elevada migracdo entre os individuos das sub-
populagdes. Para haver diferenciagao entre sub-populagdes, € necessario que
além do surgimento de novos alelos por mutacao, estes sejam fixados na sub-
populacao e que o fluxo génico entre as sub-populagdes seja reduzido ou nulo.

Segundo Wright (1951), quando Nm > 1,0, ou seja, quando um ou mais
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individuos migram por geracgéo, os efeitos da migracdo sao suficientes para
contrapor os efeitos da deriva, e portanto o numero de migrantes por geracao
impede a divergéncia entre popula¢des. O numero de migrantes (Nn) estimado
para as subpopulacbes de A. ricini foi de 6,15 individuos a cada geracéo, ja
para sub-populacdes de B. cinerea avaliadas por Alfonso 2000 o N, foi de 8,6
e por Moyano 2003 foi de 13,3 indicando a importancia da migragcdo na
prevencao da diferenciagédo genética. Os resultados confirmam que a dispersao
da doenca de um para outro local ocorre freqientemente. Para fungos como A.
ricini e B. cinerea a migracao de individuos é facilitada pelo modo de dispersao
dos conidios, pois estes sao transportados pelo vento (Garrido e Sonego, 2005;
Milani et al., 2005). A migracao tem implicagdo para o manejo em particular a
resisténcia a fungicidas e praticas de manejo. As estratégias de controle devem
ser a nivel local ou mesmo regional, apenas um produtor ndo aplicando a
escala apropriada de fungicida ira resultar no aumento de fenétipos resistentes
que irdo competir com populagdes suscetiveis.

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que A. ricini € um
patdbgeno com reproducao assexuada que exibe alta taxa de migracao génica e
tem baixa diversidade genética. Estas caracteristicas o colocam numa
categoria de patégenos com fator de risco 3 , numa escala entre 1 e 9, por ter
um potencial evolutivo relativamente baixo. Esta escala elaborada por
McDonald (2002) tem como base o tipo de reproducéo e a taxa de migracéo, é
atribuido valor 1 para patégenos de reproducdo assexuada devido a auséncia
da recombinacao existente na reprodug¢ao sexuada diminuindo a velocidade de
surgir um gene de resisténcia nesses patdgenos

Apesar de ter um baixo potencial evolutivo devido ao seu modo de
reprodugao, o A. ricini tem uma alta taxa de migragdo assim, quando linhagens
virulentas surgem por mutacao sao movidas eficientemente a campos vizinhos
ou regibes agricolas adjacentes. Para estes patdgenos é sugerida como
estratégia de producéo a piramidizagdo de genes de resisténcia (que consiste
em ter os principais genes de resisténcia presentes no hospedeiro), devido a
maior probabilidade de ser duravel porque € improvavel que uma seqiiéncia de
multiplas mutagdes para viruléncia (perda de varios elicitores simultaneamente)
ira ocorrer na mesma linhagem clonal (McDonald et al., 2002)

O mofo cinzento esta crescendo em importancia e nao ha relatos prévios
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na literatura sobre o estudo da variabilidade genética do fungo Amphobotrys
ricini. Dessa forma a realizagdo do presente estudo representa um passo inicial

da obtencao de informacdes sobre a estrutura genética desse patégeno.

6.2. Resisténcia de Amphobotrys ricini a fungicida

A hipétese para o estudo do nivel de sensibilidade dos isolados de
Amphobotrys ricini aos fungicidas carbendazim e azoxistrobin foi que tais
isolados constituissem uma populagdo de base por terem sido coletados em
locais em que sofreram pouca ou nenhuma exposi¢éo a fungicidas.

Os valores de DLg( para todos os isolados variou entre 0,0036 e 0,168

ppm para azoxistrobin e entre 0,0263 e 0,314 para carbendazim. De acordo
com a escala de Edgington et al. (1971) para benzimidazoles:

DLgp < 1 ppm : alta fungitoxicidade e alta sensibilidade;

DLggp 1-10 ppm : moderada fungitoxicidade e moderada sensibilidade;
DLgq 10-50 ppm : baixa fungitoxicidade e baixa sensibilidade;

DLgg >50 ppm : ndo fungitoxico e insensibilidade;

como o maior valor de DLgq encontrado para os isolados de A. ricini foi

de 0,314 ppm, confirmando que estes isolados s&o altamente sensiveis aos
fungicidas estudados. Assim, estes isolados constituem uma populacéo de
base, e podem servir como referéncia para avaliacdes de acbes posteriores.
Estes resultados podem ser empregados no futuro para monitorar potenciais
mudancgas na sensibilidade a azoxistrobina e carbendazim entre populacdes de
A. ricini. Essas mudangas que surgem como uma potencial causa de falha
inesplicada de controle podem ser detectadas ao se testar periodicamente o
sucesso de programas do manejo de resisténcia (Wong e Wilcox, 2000)

A ineficiéncia do carbendazim em inibir a germinacédo dos esporos no
presente estudo atribui-se ao seu modo de agdo. O modo de acédo dos
benzimidazois € baseado na sua ligagdo a B-tubulina interferindo na mitose
durante a divisdo na metafase. O tubo mitético € distorcido e os nucleos filhos
fracassam em se separar resultando na morte da célula. A resisténcia ao

carbendazim, é causada pela mutacdo em um unico gene, resultando em
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ligeiras alteragbes na tubulina que leva a reducdo da afinidade entre ambos
(Reis et al., 2001). O carbendazim inibiu o desenvolvimento do fungo com
apenas 1 ppm, assim os isolados de A. ricini estudados sdo sensiveis ao
fungicida. Segundo Kimura (2001), B. cinerea apresentou baixa sensibilidade

ao carbendazim com DLg( entre 10 e 50 ppm

Todos os isolados analisados de A. ricini mostraram-se sensiveis ao

fungicida azoxistrobina com valores de DLgy entre 0,0036 e 0,168 ppm

provavelmente devido a auséncia da pressdo de selecdo imposta pela
aplicacao do controle quimico. Resultados semelhantes foram encontrados em
populagdes de base de Plasmopara viticola testada com azoxistrobina em que

a DLgq variou de 0,037 a 0,78 ppm (Wong e Wilcox, 2000) e Mycosphaerella

fijiensis testada trifloxistrobin, outro estrobilurina, com valores entre 0,0003 a
0,05 ppm (Chin et al., 2001). Kimura (2001) analisando a sensiblilidade de B.
cinerea a varios fungicidas verificou que o azoxistrobina nao foi fitotdxico
permitindo o desenvolviomento normal do fungo mesmo em altas
concentragdes concluindo que o B. cinerea € insensivel ao azoxistrobina com

valores de DLgn maiores que 50 ppm. A resisténcia a strobilurinas ocorre

devido a mutacdo no sitio alvo levando a troca do aminoacido glicina para
alanina na posigcdo G143 do gene do citocromo b (Sierotzki et al., 2000). Esta
troca resulta em um novo fendétipo, que é facilmente distinguido dos isolados
baseline por exibir pouca ou nenhuma resposta a dose de fungicida na

germinacao dos esporos (Chin et al., 2001)
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7. Conclusoes

o Os isolados de Amphobotrys ricini dos estados da Paraiba e

Alagoas séao sensiveis aos fungicidas carbendazim e azoxistrobina.

o As subpopulagbes de A. ricini, do estado da Paraiba apresentam
baixa variabilidade entre si, detectada por marcadores dominantes
RAPD.

o O fluxo génico estimado entre as subpopulagbes de A. ricini &

suficiente para impedir a divergéncia entre as populacdes
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