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RESUMO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) possui importancia econdmica e alimentar para as
regides tropicais e subtropicais do mundo. Essa cultura apresenta uma diversidade genética que
permite seu cultivo em areas com caracteristicas distintas, indicando adaptabilidade a condi¢des
bioticas e abidticas particulares de cada regido. Apesar da mandioca ter aspectos relevantes, ela
esta exposta a doengas causadas por fungos fitopatogénicos, dentre eles, o Fusarium spp., que
acomete a cultura e € um problema frequente, causando doencas de alto impacto econémico e
social, resultando em queda progressiva na producdo e inviabilizando areas de plantio. Diante
do exposto, este trabalho teve como objetivo: realizar a caracterizacdo molecular de acessos de
Manihot esculenta Crantz e isolados de Fusarium spp. através de marcadores de DNA ISSR.
Para a analise da mandioca, foram coletadas folhas de 63 acessos e 0 DNA foi extraido pelo
método CTAB. As amplificagdes foram realizadas via PCR utilizando 23 primers ISSR. A
analise de agrupamento foi realizada pelo método UPGMA utilizando o programa NTSY S-pc.
Para as analises com Fusarium spp. foram coletados nove isolados presentes em seis variedades
de mandioca e trés de macaxeira sintomaticas. Os isolados fungicos tiveram seus DNAS
extraidos e depois amplificados via PCR, utilizando 24 primers ISSR. Para a construcéo do
dendrograma, utilizou-se o0 método UPGMA. As amplificacdes com os DNAs de mandioca
amplificaram 222 fragmentos, onde aproximadamente 90% foram compostos de bandas
polimorficas com uma média de 9,65 fragmentos por primer. O Conteudo de Informacéo
Polimorfica (PIC) apresentou uma meédia de 0,24. A andlise do Coeficiente de Correlagdo
Cofenética (CCC) apresentou um valor de 0,72317. A partir da andlise pelo método de
agrupamento foi construido um dendrograma, que permitiu a formacdo de seis grupos
heteroticos. Os grupos |, 11, 11l e V, apresentaram etnovariedades Gnicas em termo de perfil
genético, e IV e VI foram compostos por um maior nimero de acessos. Porém, dentro do grupo
VI estdo os dois acessos de mandioca brava (MBTO46 e MBTOA47), que apresentaram maior
valor de similaridade genética. Na caracterizacdo molecular com os isolados de Fusarium spp,
foram gerados 199 fragmentos, sendo 99% compostos de bandas polimérficas. O primer UBC-
808 foi 0 Unico que apresentou um loco monomorfico dos 11 gerados, sendo 90,91% de
polimorfismo. O Contetdo de Informacdo Polimérfica (PIC) de cada primer variou entre 0,20
(UBC-847) a 0,39 (UBC-812). No dendrograma formaram-se trés grupos. O grupo | foi
composto pelo isolado 06sr, o grupo Il foi formado por sete isolados, 30ap, 18ap, 10ap, 11ap,
08sr e 7ap, e o grupo Il composto pelo isolado 06ap. Pode-se perceber que o isolado 06sr
apresentou maior distancia genética, quando comparado aos demais isolados, com uma média
baixa de similaridade, em torno de 0,1630, justificando assim, o fato do mesmo apresentar
morfologicamente, uma coloracdo diferente dos outros isolados. Por meio dos resultados
apresentados, os primers ISSR demonstraram eficacia na deteccdo de polimorfismos,
evidenciando a presenca de diversidade genética entre os individuos de Manihot esculenta e
também de Fusarium spp.

Palavras-chave: Etnovariedades, Similaridade, Fitopatogeno.



ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) has economic and food importance for tropical and
subtropical regions of the world. This crop presents a genetic diversity that allows it to be
cultivated in areas with different characteristics, providing adaptability to the particular biotic
and abiotic conditions of each region. Although cassava has relevant aspects, it is exposed to
diseases caused by phytopathogenic fungi, including Fusarium spp., which affects the crop and
is a frequent problem, causing diseases with high economic and social impact, resulting in a
progressive drop in production. and making planting areas unviable. In view of the above, this
work aimed to: carry out the molecular characterization of accessions of Manihot esculenta
Crantz and isolates of Fusarium spp. through ISSR DNA markers. For cassava analysis, leaves
were collected from 63 accessions and DNA was extracted using the CTAB method.
Amplifications were performed via PCR using 23 ISSR primers. Cluster analysis was
performed by the UPGMA method using the NTSYS-pc program. For analyzes with Fusarium
spp. new isolates were found present in six symptomatic cassava and three cassava varieties.
The fungal isolates had their DNA extracted and then amplified via PCR, using 24 ISSR
primers. To construct the dendrogram, the UPGMA method was used. Amplifications with
cassava DNA amplified 222 fragments, of which approximately 90% were composed of
polymorphic bands with an average of 9.65 fragments per primer. Polymorphic Information
Content (PIC) received an average of 0.24. The analysis of the Cophenetic Correlation
Coefficient (CCC) presented a value of 0.72317. From the analysis of the clustering method, a
dendrogram was constructed, which allowed the formation of six heterotic groups. Groups I, II,
Il and V presented unique ethnovarieties in terms of genetic profile, and 1V and VI were
composed of a greater number of accessions. However, within group VI are the two wild
cassava accessions (MBTO46 and MBTO47), which showed the highest genetic similarity
value. In the molecular characterization with Fusarium spp isolates, 199 fragments were
generated, 99% of which were composed of polymorphic bands. The UBC-808 primer was the
only one that presented a monomorphic locus of the 11 generated, with 90.91% polymorphism.
The Polymorphic Information Content (PIC) of each booklet varied between 0.20 (UBC-847)
and 0.39 (UBC-812). Three groups were formed in the dendrogram. Group | was made up of
isolate 06sr, group 11 was made up of seven isolates, 30ap, 18ap, 10ap, 11ap, 08sr and 7ap, and
group Il was made up of isolate O6ap. It can be seen that isolate 06sr presented greater genetic
distance, when compared to the other isolates, with a low average similarity, around 0.1630,
thus justifying the fact that it morphologically presents a different color than the other isolates.
Through the results presented, the ISSR primers demonstrated effectiveness in detecting
polymorphisms, highlighting the presence of genetic diversity among individuals of Manihot
esculenta and also Fusarium spp.

Keywords: Ethnovarieties, Similarity, Phytopathogen.
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1 INTRODUCAO GERAL

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma planta originaria da América do Sul,
conhecida como mandioca de mesa, macaxeira ou aipim. Seu cultivo é predominante em
regides tropicais e subtropicais, sendo que as raizes tuberosas representam o principal produto
obtido a partir dessa cultura (SILVEIRA et al., 2021). E considerada uma das principais culturas
agricolas do mundo, destacando-se por sua importancia econdmica e pela capacidade de tolerar
condigdes adversas, tais como baixa pluviosidade, solos &cidos e com baixa fertilidade. Sua
relevancia é notadvel em areas onde as praticas agricolas tém baixo indice tecnoldgico
(DARYANTO et al., 2016).

Por ser uma espécie diversificada, representa um incontestavel reservatorio genetico
para 0 mundo. Sua relevancia se estende como um valioso objeto de pesquisa, fonte de recursos
genéticos e estudo das condicBes ecoldgicas, devido a sua ampla cultivacdo por diversas
populacdes (SIVIERO, 2020). Diante disso, ha a necessidade de caracterizacdo de bancos de
germoplasma dessa espécie.

A caracterizacdo do germoplasma é uma abordagem que visa documentar as
caracteristicas hereditéarias de uma planta, possibilitando a identificacdo e a segregacao genética
dos acessos, portanto propiciando ganho na producéo, promovendo melhorias na avaliacdo de
estresses e desenvolvimento de pesquisas (AZEVEDO, 2010; ZUFFO et al. 2019).

Para caracterizar germoplasma, além de avaliar as caracteristicas morfoldgicas, faz-se
necessario escolher técnicas mais avangadas para garantir a qualidade da pesquisa, entre elas,
existe a técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase), que faz uso de marcadores
moleculares, e tem como objetivo revelar polimorfismo nas sequéncias de DNA. Estes
marcadores sdo bastante utilizados pois geram resultados que promovem grande avanco na
genética molecular (TURCHETTO-ZOLET, 2017; NASCIMENTO, 2020).

Além da andlise da variabilidade genética por meio de marcadores moleculares ISSR,
faz-se necessario um estudo focado em fungos que afetam a cultura da mandioca. Isso se
justifica pela composicdo favoravel ao desenvolvimento de fungos e toxinas na espeécie,
decorrente da baixa quantidade de proteinas e alta quantidade de carboidratos. Esses
desenvolvimentos de microrganismos, como o0s fungos, estdo intimamente ligados a praticas
inadequadas no campo, transporte e armazenamento, afetando a produtividade da mandioca.
(ONO et al., 2021).
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Dentre as doengas que acometem a cultura da mandioca, a podriddo radicular causada
por Fusarium spp. € um problema frequente, por se tratar de uma doenca de alto impacto
econémico e social no Brasil, causando queda progressiva na producdo e inviabilizando areas
de plantio (STEFANELLO et al., 2017).

Durante um longo periodo, a identificacdo de Fusarium spp. dependia exclusivamente
de critérios morfoldgicos, resultando frequentemente em conclusfes conflituosas devido a
limitacdo do numero de caracteristicas morfologicas em comparacdo com a diversidade
genética extensa de espécies dentro do género. Portanto, a adocdo de técnicas moleculares
emergiu como uma ferramenta mais precisa para a identificacdo das espécies (BRUNS et al.,
1990; O’ DONNEL, 1997; SUMMERELL et al., 2010).

Devido as limitacGes encontradas em estudos tanto morfologicos quanto moleculares,
utiliza-se as duas abordagens para a caracterizacdo e identificacdo de Fusarium. Essa
abordagem abrange informacgdes bioldgicas, morfoldgicas, bioquimicas e moleculares,
proporcionando uma analise mais abrangente e confiavel (BROWN; PROCTOR; 2013).

Portanto, a caracterizacdo molecular dessa cultura permite uma compreensdo mais
aprofundada da diversidade genética presente nas variedades, o que é crucial para o
desenvolvimento de variedades resistentes a pragas, doencas e condi¢des ambientais adversas.
Esse estudo serve para a selecdo e melhoramentos genético, contribuindo para a preservacao da
diversidade genética existente. Além disso, a caracterizacdo morfoldgica e molecular de fungos
associados a plantas, desempenham um papel central na gestdo eficiente da sanidade e
produtividade das culturas. A capacidade de identificar de maneira precisa e especifica 0s
fungos patogénicos é crucial para o desenvolvimento de estratégias de controle e prevencéo de
doencas que podem afetar plantagdes. Além disso, esse conhecimento contribui para a
conservacdo de culturas, auxiliando na preservacdo da biodiversidade agricola e na
sustentabilidade dos sistemas agricolas. Em suma, a caracterizacdo desses fungos desempenha
um papel crucial no fortalecimento da agricultura e na mitigacdo de impactos negativos nas
plantagdes.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo: realizar a caracterizagdo molecular
de acessos de Manihot esculenta Crantz e de Fusarium spp. através de marcadores de DNA
ISSR.
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CAPITULO |

DIVERSIDADE GENETICA DE Manihot esculenta Crantz UTILIZANDO
MARCADORES MOLECULARES ISSR

RESUMO

O estudo da diversidade genética de espécies vegetais tal como a Manihot esculenta Crantz
proporciona uma base essencial para otimizar a preservacdo do germoplasma, além de
promover avancos significativos associados as caracteristicas de interesse agronémico. O
objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo molecular de etnovariedades de M.
esculenta, por meio de marcadores de DNA ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). Foram
coletadas amostras de folhas de 63 acessos e 0 DNA foi extraido pelo método CTAB. As
amplificacbes foram realizadas via PCR utilizando-se 23 primers ISSR. A analise de
agrupamento foi realiza pelo método UPGMA utilizando o programa NTSYS-pc. Como
resultado foram amplificados 222 fragmentos, onde aproximadamente 90% destes foram
compostos de bandas polimérficas com uma média de 9,65 fragmentos por primer. O Contetido
de Informacéo Polimorfica (PIC) apresentou uma média de 0,24. A analise do Coeficiente de
Correlagdo Cofenética apresentou um valor de 0,72317. A partir da andlise pelo método de
agrupamento foi construido um dendrograma que formou seis grupos heterdéticos. Os grupos
formados apresentaram comportamentos distintos, os grupos I, Il, 1l e V, apresentaram
etnovariedades Unicas em termo de perfil genético, e os grupos IV e VI foram compostos por
maior numero de acessos. Os primers ISSR demonstraram eficdcia na deteccdo de
polimorfismos, evidenciando a presenca de diversidade genética entre os individuos de M.
esculenta. Esses resultados destacam a complexidade da diversidade genética de mandioca
brava e macaxeira estudadas, ressaltando a influéncia de fatores geograficos, historicos e sociais
na estrutura genética dessas plantas.

Palavras-chave: Mandioca. Recursos genéticos. Polimorfismo.
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1. INTRODUCAO

A Manihot esculenta Crantz € uma planta originaria da América do Sul comumente
conhecida como mandioca de mesa, macaxeira ou aipim. Pertence ao filo Magnoliophyta,
classe Magnolipsida, ordem Malpighiales, familia Euphorbiaceae, género Manihot
(GONCALVES, 2021). Seu cultivo predomina em regides tropicais e subtropicais, tendo como
produto principal as raizes tuberosas (SILVEIRA et al., 2021), que podem ser classificadas
como mandioca de “mesa”, mansa ou brava, assim como pelo teor de acido cianidrico (PINTO,
2017). Vale ressaltar que concentragdes elevadas de &cido cianidrico impossibilitam o consumo
humano da raiz tuberosa (ZUFFO et al., 2019).

Existem 100 espécies de mandioca, mas apenas a Manihot esculenta Crantz é
comercializada tanto como mandioca de mesa como para a industria (SILVA et al., 2021). Essa
cultura tem relevancia para dieta alimentar por apresentar alto teor energético, e ser
economicamente acessivel. Com isso, constitui-se em um bom objeto de pesquisas, recursos
genéticos e condicBes ecologicas por ser uma planta bastante cultivada por diferentes
populacgdes (SIVIERO, 2020).

No Brasil, existem bancos de dados onde sdo conservados germoplasmas de mandioca,
como o banco da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Instituto Agronémico em Campinas (IAC),
0s quais conservam aproximadamente quatro mil acessos do género Manihot. Deve-se salientar
que existem outras formas de conservacdo da cultura utilizadas por pequenos produtores e
também germoplasmas conservados em instituicGes académicas para fins educativos (PINTO,
2017).

A caracterizacdo do germoplasma € uma forma de documentar caracteristicas herdaveis
da planta, sendo possivel identificar e separar geneticamente os acessos (AZEVEDO, 2010).
Coletar e preservar o germoplasma; previne erosdo genética dos cultivos e asseguram o acervo
genético. Para que isso aconteca € primordial estabelecer metodologias padronizadas, as quais,
quando utilizadas, revelam o polimorfismo nas sequéncias de DNA em individuos diferentes
(NASCIMENTO, 2020).

A caracterizacdo feita com o uso de marcadores moleculares é bem vantajosa, pois tem
a finalidade de detectar e explorar polimorfismos do DNA, sendo valorizada por sua utilidade
em diversas areas que envolvem a genética e significa grande avango no campo da genética
molecular (TURCHETTO-ZOLET, 2017).

Os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) apresentam alto nivel de

polimorfismo, potencial de reprodutibilidade, além de necessitar de quantidades baixas de DNA



17

na investigacdo genética, mapeamento e selecao de genes especificos (OLIVEIRA et al., 2021).
Sao bastante utilizados pela sua eficiéncia em estudos de diversidade genética de populages,
selecdo de matrizes e bancos de germoplasma e por contribuir na conservacdo e no
melhoramento genético da espécie estudada (FELIX et al., 2021).

A andlise da diversidade genética de uma espécie proporciona uma base essencial para
otimizar a preservacdo do germoplasma. Estas pesquisas téem o potencial de promover avangos
significativos no conhecimento sobre as suas variacdes genéticas e os desafios associados as
caracteristicas de interesse agronémico. Ainda, ao tracar uma compreensdo abrangente da
diversidade genética, esse estudo estabelece uma base sélida para o desenvolvimento de
estratégias mais eficientes de manejo e preservacdo, contribuindo para a seguranca alimentar e
o desenvolvimento sustentavel em regides tropicais e subtropicais.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética de 63 acessos

de mandioca brava e macaxeira por meio dos marcadores ISSR.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de coleta

A coleta dos acessos foi realizada no Campo Experimental da Empresa de Pesquisa
Agropecuéria do Rio Grande do Norte (EMPARN), no municipio de Apodi-RN, nas
coordenadas geograficas -5°37°10,44” S 37°49°11,128” W, Nordeste do Brasil (Figura 1). A
regido apresenta clima muito quente e semiarido, conforme a classificagéo climatica de Koppen,

com temperaturas média, maxima e minima de 27,1; 34,1 3 22,8 °C, respectivamente.

O Oeste (@ Central @ Agreste @ Leste

Touros

!/":’I-\fod:";:
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)/ e Marting 3y ”l’n

Macalbs

¢
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Figura 1- Localizacdo geogréafica da origem dos acessos de mandioca brava e macaxeira,
coletadas no Campo Experimental da Empresa de Pesquisa Agropecudria do Rio Grande do
Norte (EMPARN).

2.2 Coleta do material botanico

Foram coletadas folhas jovens e saudaveis de 63 acessos de mandioca em plantacdes da
Empresa de Pesquisa Agropecuéria do Rio Grande do Norte (EMPARN). As mesmas foram

acondicionadas em sacos pléasticos e transportadas em caixa térmica com gelo para Laboratorio
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de Biotecnologia Vegetal, localizado na Universidade Federal Rural do Semi-Arido, onde
foram armazenadas a -20°C para posterior anélise molecular.
As etnovariedades foram classificadas como macaxeira e mandioca brava e rotuladas

com: cadigo, nimero e nome da cultivar e local de origem (Tabela 1; Tabela 2).
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Tabela 1 — Etnovariedades de macaxeira coletadas no campo experimental da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria, provenientes dos seguintes municipios descritos.

Macaxeira
Cddigo  N°da Cultivar Nome Localizacao
MVC1 01 Branca Vera Cruz
MVC2 07 Pernambucana Vera Cruz
MVC3 59 Nunten Vera Cruz
MVC4 60 Macaxeira Santo Ant6nio Vera Cruz
MIP5 12 Branca Ipanguacu
MIP6 13 Preta Ipanguacu
MAP7 14 Macaxeira Apodi Apodi
MUMS8 20 Umarizal 1 Umarizal
MUM9 21 Umarizal 2 Umarizal
MUM10 22 Umarizal 3 Umarizal
MUM11 23 Umarizal 4 Umarizal
MMT12 24 Branca Martins
MMT13 25 Macaxeiras de Goias Martins
MMT14 26 Manteiga Martins
MBO15 29 Manteiga Bodo
MBO16 30 Mulatinha Bodo
MBO17 31 Pé de Paulo Bodo
MBO18 32 Branca Bodo
MBO19 35 Macaxeira Bodo
MBO20 36 Branca do Agreste Bodod
MMC21 39 BRS jari Macaiba
MMC22 40 Gema de ovo Macaiba
MMC23 41 Dourada Macaiba
MMOQOJ24 47 Jucuri Mossord/Juassi
MMOJ25 48 Vermelha Mossoré/Juassi
MBAZ26 49 Manteiguinha Barauna
MBA27 50 Branca Baralna
MMO28 51 Macaxeira rosinha Mossor6/UFERSA
MMO29 52 Sempre Verde Mossor6/UFERSA
MMO30 53 Tradicional Limoeiro do Norte  Mossor6/UFERSA
MMO31 54 Macaxeira Santo Ant6nio Mossor6/UFERSA
MSI32 55 Macaxeira rosinha *
MUF33 57 Agua Morna UFERSA
MUF34 58 Amarelo 11 UFERSA
MUF35 61 Baixo Acu UFERSA
MUF36 62 Recife UFERSA
MUF37 63 Menina Boazinha UFERSA
MUF38 64 Venancio UFERSA

*Localizacéo ndo identificada
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Tabela 2 — Etnovariedades de mandioca brava coletadas no campo experimental da Empresa
de Pesquisa Agropecuadria, provenientes dos seguintes municipios descritos.
Mandioca Brava

Cddigo N° da Cultivar Nome Localizacao
MBVC39 02 Verdinha Vera Cruz
MBVC40 03 Cariri de Olho Branco Vera Cruz
MBVC41 05 Burjaninha Vera Cruz
MBMAA42 04 Cariri Monte Alegre
MBTO43 06 Alagoana Touros
MBTO44 08 Alagoana Branca Touros
MBTO45 09 Caipira Touros
MBTO46 10 Cariri Touros
MBTO47 11 Boinha Touros
MBTO48 15 Cariri Touros
MBTO49 16 Nove folhas Touros
MBTO50 17 Pitangueira Touros
MBTO51 18 Cacupira Preta Touros
MBTO52 19 Alagoana Branca Touros
MBMT53 27 Preta Martins

MMT54 28 Branca Martins
MBBO55 33 Olho Roxo Bodo
MBBO56 34 Cacupira Preta Bodo
MBMC57 37 BRS Novo Horizonte Macaiba
MBMC58 38 Burjaninha Macaiba
MBMC59 42 BRS Poti Branca Macaiba
MBMC60 43 BRS Mulatinha Macaiba
MBMC61 44 BRS Kiriris Macaiba
MBMC62 45 2017-20-10 Macaiba
MBMC63 46 2017-51-30-06 Macaiba

2.3 Extracdo de DNA

Para extracdo de DNA foi utilizada a metodologia descrita por Doyle e Doyle (1990)
com modifica¢Oes baseadas em Faleiro et al. (2002). O material foi macerado na presenca de
nitrogénio liquido em cadinho e o pd obtido foi transferido para tubos de 2 mL e adicionado
dois tipos de tampdo de extracdo. O tampé&o de extragdo CTAB (Tris-HCI 100 uM, NaCl 1,4M),
EDTA 20mM, CTAB 2%, PVP40, B-mercaptoetanol 0,2% e dgua Milig g.s.p). Os tubos foram
incubados em banho termostatico a 70°C durante 60 minutos com homogeneizagéo a cada 10
minutos. Finalizando essa etapa, foi adicionado solucdo de CIA aos tubos (cloroférmio-alcool-
isoamilico 24:1), agitados por 10 minutos e submetidos a centrifugagdo a 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C. Feito isto, a fase superior foi transferida para outro tubo e adicionado CTAB

7%, homogeneizado e acrescentado mais 700 pl de CIA. Em seguida, foram submetidos a uma
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nova centrifugagdo nas mesmas condigOes descritas anteriormente. Foi transferido o
sobrenadante para tubo novo, e adicionado alcool isopropopanol, levadas ao congelador por 12
horas a -20°C. As amostras entdo foram lavadas com alcool 70% e 90%, respectivamente, e
submetidas a novas centrifugacdes. O pellet obtido foi entdo ressuspenso em solugdo de RNAse
(10ug/mL). A quantidade e qualidade do DNA isolado foi revelado através de eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, visualizados em fotodocumentador
(Proteinsimple, Alphaimager HP) na presenga de luz UV.

2.4 Selecdo de primers ISSR e reacdo de amplificacdo via PCR

Um teste prévio de polimorfismo com 23 marcadores ISSR (Tabela 3) foi realizado
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), para a selecdo dos primers que
apresentaram 6timos padrdes de amplificacdo. Os marcadores ISSR selecionados no teste de

polimorfismo foram utilizados na amplificacdo do DNA para todos 0s acessos.

Tabela 3 — Primers ISSR utilizados para a caracterizagdo molecular nas 63 etnovariedades de
mandioca coletadas no municipio de Apodi, Rio Grande do Norte, Brasil.

Nome do primer  Sequéncia do primer (5’-----3”) TA (°C)
DICA3’YG CACACACACACACACAYC 58
DiCA5°CR CRCACACACACACACACA 58
DiCA5°CY CYCACACACACACACACA 50

DiGA3’C GAGAGAGAGAGAGAGAC 50
DiCA3’RC GAGAGAGAGAGAGAGARC 50
DiGA3’T GAGAGAGAGAGAGAGAT 50
DiGA5’CR CRGAGAGAGAGAGAGAGA 50
TriCAC3’RC CACCACCACCACCACRC 55
TriGTG GTGGTGGTGGTGGTG 55
TriGTG3’YC GTGGTGGTGGTGGTGYC 50
TriGTG5’CY CYGTGGTGGTGGTGGTG 55
TriGTG3’RC TGTTGTTGTTGTTGTRC 50
TriGTGS’CY CYTGTTGTTGTTGTTGT 50
TriAAG3’RC AAGAAGAAGAAGAAGRC 47
TriATG3’RC ATGATGATGATGATGRC 50
TriACA3’RC ACAACAACAACAACARC 47
TriAGG3’RC AGGAGGAGGAGGAGGRC 47
TriTCA3’RC TCATCATCATCATCARC 47
TriTCT3’RC TCTTCTTCTTCTTCTRC 50
TriTCC3’RC TCCTCCTCCTCCTCCRC 50
TriTGA3’RC TGATGATGATGATGARC 50
TriCAT3’RC CATCATCATCATCATRC 50

TriCGA3’RC CGACGACGACGACGARC 47
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As amplificagbes com os ISSR foram realizadas em um volume final de 20 pL,
incluindo Tampéo de Buffer 1x (50 mM de KCL; 200 mM de Tris-HCL, pH 8,4), MgCl 10
mM, primer 10 pmol, dNTP, 10 mM, 1 U de Tag DNA e 20ng de DNA. As amostras foram
submetidas a amplificacbes em termociclador (Nexus, Eppendorf) com a seguinte
programacéo: desnaturacéo inicial de 95°C por 4 min, seguida de 35 ciclos, desnaturacdo por
30s a 94°C, anelamento por 45 s, variando de 47°C a 58°C, a depender do primer, extenséo a
72°C por 2 min e extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os fragmentos amplificados foram
submetidos a eletroforese em tampao TBE 1X (Tris 89 mM, &cido boérico 89 mM, EDTA 2,5
mM, pH 8,3), utilizando gel de agarose 2%, contendo brometo de etidio (0,5 ug.mL -1) e
visualizadas sob luz UV em fotodocumentador (Proteinsimple, Alphaimager HP). Como padréo
de peso molecular foi utilizado o marcador 100 pb “DNA Ladder Plus” (Sinapse

Biotecnologia).

2.5 Andlise Estatistica

A matriz binéria de presenca (1) e auséncia (0) de bandas foi organizada em uma
planilha no Software Microsoft Excel e as andlises de variancia foram realizadas por meio de
AMOVA.

Para analisar a similaridade dentre as variedades de mandioca brava e macaxeira foi
utilizado o software NTSYS-pc 2.1 (Rolfh, 2000), calculando o coeficiente de similaridade de
Jaccard (Jaccard, 1901). Utilizou-se o método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using
Arithmetic Averages) para construgdo do dendrograma, e a partir dessa matriz foi obtido o
coeficiente de correlacdo cofenética.

A avaliacdo da configuracdo genética entre os distintos acessos foi conduzida por meio
do modelo Bayesiano. A inferéncia da estrutura genética foi realizada utilizando o programa
STRUCTURE 2.3.4 (VAISHNAV et al., 2023).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O padrao eletroforético de 28 etnovariedades de mandioca e macaxeira utilizando o primer
TriTCC3’RC pode ser observado na figura 2.

Figura 2 — Gel de agarose 2% demonstrando os produtos da amplificacdo de 28 acessos de
Manihot esculenta com o marcador TriTCC3’RC. M. Marcador 100 pb (DNA Ladder Plus).

Os 23 primers utilizados apresentaram bom padrdo de amplificacdo e geraram um total
de 222 fragmentos, sendo, aproximadamente 90% destes compostas de bandas polimorficas. O
nimero de bandas totais variou de trés (TriTCA3’RC) a 14 _(TriATG3’RC) e o ntimero de
bandas polimorficas variou de dois (TriTCA3’RC) a 12 (TriGTG5’CY) (Tabela 4), percentuais
que confirmam que os marcadores ISSR detém boa capacidade de detectar polimorfismo e
diversidade genética entre as espécies de mandioca e macaxeira estudadas. Resultados
satisfatorios como o apresentado neste estudo puderam ser também observados no trabalho de
Dias (2022), o qual utilizou 23 primers ISSR, em 33 DNAs genémicos de Calotropis procera,
gerando um total de 173 bandas polimorficas, tendo como percentagem média de polimorfismo
(PP%) o valor de 89,60%.

Tabela 4 — Primers ISSR utilizados, nimero total de fragmentos amplificados (NTF), nimero
de fragmentos polimorficos (NFP), porcentagem de polimorfismo (%P), indice de contetdo
polimérfico (PIC), relacdo maltipla efetiva (EMR) e indice do marcador (M1).

Primer NTF NFP %P PIC EMR Ml
DiCA3’YG 9 8 89% 0,32 7,11 2,30
DiCA5°CR 7 4 S571% 0,14 2,29 0,33
DiCAS’CY 9 8 89% 0,06 7,11 0,43

DiGA3’C 11 11 100% 0,26 11,00 2,90
DiCA3’RC 11 10 91% 0,24 9,09 2,20
DiCA3’T 7 7 100% 0,17 7,00 1,19

DiGAS5’CR 10 10 100% 0,48 10,00 4,76
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TriCAC3’RC 9 7 78% 0,06 5,44 0,33
TriGTG 7 6 86% 0,38 5,14 1,93
TriGTG3’YC 10 10 100% 0,21 10,00 2,06
TriGTGS’CY 13 12 92% 0,39 11,08 4,32
TriGTG3’RC 12 12 100% 0,32 12,00 3,88
TriGTGS’CY 9 7 78% 0,22 5,44 1,19
TriAAG3’RC 6 5 83% 0,42 4,17 1,74
TriATG3’RC 14 12 86% 0,23 10,29 2,37
TriACA3’RC 12 12 100% 0,24 12,00 2,88
TriAGG3’RC 8 7 88% 0,26 6,13 1,59
TriTCA3’RC 3 2 67% 0,19 1,33 0,26
TriTCT3’RC 8 8 100% 0,39 8,00 3,10
TriTCC3’RC 11 8 73% 0,12 5,82 0,68
TriTGA3’RC 13 12 92% 0,28 11,08 3,15
TriCAT3’RC 13 13 100% 0,22 13,00 2,84
TriCGA3’RC 10 9 90% 0,16 8,10 1,26
Total 222 200

Media 90% 0,24 8,00 2,06

O conteudo de informacdo polimérfica (PIC) de cada primer variou entre 0,06 (-
DiCA5’RC e TriCAC3’RC) a 0,48 (DiGA5°CR). Os primers DiGA5’CR, TriAAG3’RC,
TriGTGS5’CY, TriTCT3’RC, TriGTG, foram os que apresentaram os maiores valores (0,48,
0,42, 0,39, 0,39, 0,38, respectivamente) (Tabela 4), sendo indicados em futuros trabalhos com
a espécie.

Segundo Botstein et al. (1980), marcadores moleculares com valores de PIC inferiores
a 0,25 sdo considerados de baixa capacidade informativa, aqueles com valores entre 0,25 e 0,50
séo considerados moderadamente informativos e valores acima de 0,50 sdo considerados
altamente informativos. No presente estudo, foram identificados 13 primers com valores de
PIC abaixo de 0,25, portanto classificados como pouco informativos. Por outro lado, dez
primers demonstraram valores entre 0,25 e 0,50, indicando um nivel moderado de
informatividade na deteccdo de polimorfismo (Tabela 4).

Cuchi et al. (2022) também utilizaram em seus experimentos com Manihot esculenta
Crantz, os marcadores ISSR e obtiveram 153 fragmentos. Com estes marcadores foi possivel
observar que houve eficiéncia em detectar polimorfismos entre as etnovariedades estudadas.
Baseando-se no nimero de fragmentos amplificados citados pelo autor, que considera o valor
(153) minimo necessario para transmitir confiabilidade aos resultados, no presente estudo foi

obtido valor superior (222).
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O marcador ISSR, além de possibilitar a analise de locus multiplos em uma Unica reacéo,
promoveu a identificacdo da variacdo genética entre etnovariedades e apresentou eficicia
abrangente na identificacdo de variabilidade genética intra e interespecifica do género Manihot
esculenta Crantz (Tiago et al. 2016).

Os valores de similaridade genética, estimados a partir do coeficiente de Jaccard,
variaram de 0,7456 a 0,7581, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Similaridade genética entre 0s cinco principais pares de etnovariedades com maior
e suas respectivas, distancias genéticas.

MBTO47 MBMT54 MBO020 MBBO56 MUM10
MBTO46 0,7581
MBMTS3 0,7525
MBO18 0,7500
MBBO55 0,7480
MUM9 0,7456

Através do software NTSYS, o método de agrupamento UPGMA revelou um
Coeficiente de Correlacdo Cofenética (CCC) com um valor de 0,72317. Esse CCC foi
empregado para avaliar o nivel de confiabilidade entre a matriz de similaridade genética e 0s
resultados obtidos a partir do processo de agrupamento. O coeficiente de correlacdo cofenética
obtido demonstrou ser satisfatoria, uma vez que coeficientes acima de 0,56 indicam uma
concordancia substancial entre as matrizes (VAZ PATTO et al., 2004). Conforme observado
por Cruz e Carneiro (2003), a medida que o coeficiente de concordancia cofenética aumenta,
ocorre uma diminuicdo da distor¢do induzida ao agrupar os individuos, frequentemente
alcancado por meio da aplicacdo da abordagem de ligagdo média (UPGMA).

O namero de alelos (Na) variou entre 1,50 e 1,78, o nimero efetivo de alelos (Ne) variou
entre 1,30 e 1,41, sendo os maiores valores referentes aos acessos localizados na regido Leste.
A porcentagem de polimorfismo variou de acordo com a localizacdo geografica dos acessos,
sendo a de menor valor da regido Central com 50% e a de maior valor da regido Leste com
77,93% (Tabela 6). O indice de diversidade genética e o indice de Shannon variaram de He=
0,17 e 1= 0,26 para regido Central e He= 0,24 e 1= 0,37 para regido Leste (Tabela 6). Segundo
Reis et al. (2011) o indice de Shannon serve para quantificar a diversidade genética presente
em uma populagdo, sendo que valores mais proximos de zero indicam uma menor diversidade
genética de acordo com essa defini¢do e com os valores padrées do indice de Shannon, justifica-

se o0 fato dos dois acessos proveniente da regido Leste, serem mais similares.
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A porcentagem de loci polimdrficos gerada com a utilizacdo de marcadores ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat) reflete a proporcdo de locais especificos no genoma que exibem
variacdo entre as amostras analisadas (CONNECT GENE, 2024). Ao avaliar a porcentagem de
loci polimdrficos em um conjunto de amostras, € possivel analisar a diversidade genética nesses
locais especificos. Uma alta porcentagem sugere uma maior diversidade genética entre as

amostras, enquanto uma baixa porcentagem indica uma menor diversidade genética.

Tabela 6 — Média dos indices de diversidade genética calculadas pelo programa GenAIEX para
23 primers ISSR em cultivares de mandioca brava e macaxeira.

Na Ne He I NPL %P

Agreste 1,63 1,38 0,23 0,35 140 63,06
Oeste 1,77 1,39 0,23 0,35 172 77,48

Central 1,50 1,30 0,17 0,26 111 50,00
Leste 1,78 1,41 0,24 0,37 173 77,93

Na (nimero de alelos diferentes); Ne (nimero efetivo de alelos); He (heterozigosidade esperada); I (indice
Shannon); NPL (nimero de bandas polimdrficas); %P (porcentagem de locus polimérficos)

Resultados semelhantes foram observados no estudo conduzido por Silva et al. (2023) sobre a
diversidade genética do género Desmanthus. No referido estudo, constatou-se que o numero
médio de alelos (Na) foi de 1,76 e o nimero de alelos observados (Ne) foi de 1,49. No que se
refere aos indices de variabilidade genética, a heterozigosidade esperada (He) e o indice de
Shannon (SI) revelaram valores de 0,28 e 0,42, respectivamente, indicando uma variagdo
moderada a baixa de diversidade genética.

O dendrograma (Figura 3) representa as relacfes genéticas das etnovariedades de
mandioca brava e macaxeira, nas quais foram identificados seis grupos heterdticos

considerando uma distancia média de 0,55 entre 0s grupos.
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Figura 3 — Dendrograma obtido pelo método UPGMA e complemento aritmético do indice de
Jaccard como média de similaridade, em 63 etnovariedades de mandioca com base em 23
primers ISSR. Ponto de corte = 0,55%.

Quatro dos seis grupos foram formados somente com um Unico acesso: Grupo |
(MBTO45), Grupo Il (MAP7), Grupo 111 (MBTO48), Grupo V (MUF36), indicando a presenca
de etnovariedades Unicas em termos de perfil genético, podendo ser resultado de selecao natural
ou artificial feita pelos agricultores ao longo do tempo, levando a fixacdo de caracteristicas
especificas. Além disso, a falta de similaridade genética com outros acessos sugere que essas
variedades podem ser importantes para a preservacao da diversidade genética e para futuras
estratégias de melhoramento. O acesso MBTO45 (Grupo |) representou a maior distancia entre
0s demais acessos, indicando assim uma maior concentracdo de regifes genéticas Unicas
presentes nesse acesso.

O grupo IV foi formado por 20 acessos (MBMC63, MBMC62, MBMC61, MUF34,
MBMC60, MSI32, MUF33, MMO31, MM029, MMJ24, MMO30,MBA27, MVVC4, MMO028,
MBA26, MMJ25, MUF38, MUF37, MUF35, MVVC3) e o grupo VI foi formado por 39 acessos
(MBTO51, MBTO50, MBTO49, MBMC59, MBMT54, MBMT53, MMC23, MMC22,
MMC21, MBMC58, MBMC57, MBBO56, MBBO55, MBO19, MBO20, MBO18, MBOL17,
MBO16, MBO15, MMT13, MMT12, MBTO52, MMT14, MUM11, MUM10, MUMO9,
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MUMS8, MIP5, MBMA42, MBTO47, MBTO46, MIP6, MBTO44, MBVC40, MBVC39,
MBTO43, MBVC41, MVC2, MVC1).

Os grupos IV e VI foram os Unicos a exibirem subgrupos em seus agrupamentos. A
presenca de subgrupos dentro dos grupos maiores pode indicar uma heterogeneidade genética
dentro das regides ou grupos especificos. 1sso pode ser resultado de intera¢cdes complexas entre
fatores ambientais, fluxo génico, selecdo natural e préticas de manejo especificas de cada
comunidade agricola. A existéncia de subgrupos sugere que mesmo etnovariedades
aparentemente semelhantes podem possuir adaptacdes genéticas distintas.

Observando os dados obtidos do dendrograma, é possivel identificar diferentes padrdes
de agrupamento entre as etnovariedades de mandioca brava e macaxeira.

O grupo IV foi composto por 20 acessos incluindo os de macaxeira e mandioca brava,
advindas da regido Leste, Oeste e agreste, formando dois subgrupos. O primeiro subgrupo foi
composto por trés acessos, todos provenientes da regido Leste. O segundo subgrupo foi
composto por 17 acessos provenientes das regides Leste, Oeste e Agreste. Entretanto, 82,4%
desses acessos foram provenientes da regido Oeste, demostrando uma maior sub agrupamento
dos acessos dessa regiao.

O grupo VI contém o maior nimero de acessos, 39 acessos, com quantidades quase
equivalentes aos de macaxeira e mandioca, advindas das regides Leste, Central, Oeste e
Agreste, formando dois subgrupos. O primeiro subgrupo foi composto por 27 acessos
provenientes de todas as regides, entretendo, todos os acessos da regido Central foram
agrupados neste subgrupo. O segundo subgrupo foi composto por 12 acessos provenientes das
regides Leste, Oeste e Agreste, sendo que 67% dos acessos da regido Agreste estdo inseridos
nesse sub agrupamento.

Os dados dos subgrupos dos grupos IV e VI sugerem que a maioria dos acessos das
regibes Oeste e do Agreste foram agrupados em subgrupos especificos, identificando uma
possivel tendéncia desses acessos a serem agrupados por regides devido a suas caracteristicas
genéticas. A tendéncia desses agrupamentos por regides sugere que a estrutura genética pode
ser influenciada pela distancia geografica e pelo fluxo génico limitado entre diferentes areas na
maioria desses acessos subagrupados identificados. Agricultores de uma mesma regido tendem
a compartilhar material genético devido a fatores como proximidade geogréfica, préaticas
agricolas comuns e interagdes sociais. Essa troca frequente de material genético pode levar a
formagéo de agrupamentos regionais distintos. Entretanto, o fato do ndo agrupamento de todos
0s acessos de uma mesma regido pode estar relacionado justamente a esse compartilhamento

de acessos e a movimentacao do fluxo génico entre essas regides.
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Em estudo com feijéo caupi, Araujo et al. (2019), utilizaram marcadores ISSR para a
avaliacdo da diversidade genética, detectaram seis grupos distintos no dendrograma gerado, 0s
quais apresentaram uma distancia média de 0,4366. Para todos os marcadores moleculares; foi
possivel encontrar semelhancas entre 0s genotipos, sendo que quatro destes gendtipos
apresentaram-se agrupados de acordo com as caracteristicas agrondmicas, enquanto que dois
deles, foram separados baseando-se no marcador molecular. Isso pode ser explicado devido ao
fato de que os marcadores ISSR tem grande capacidade de gerar informacdes discriminatorias.

A similaridade genética observada nos acessos dos grupos IV _e VI sustenta a hipdtese
de uma potencial regionalizacdo na diversidade genética de alguns acessos. Esses achados
destacam a relevancia da coleta de acessos provenientes de diversas regides, a fim de enriquecer
a variabilidade genética nas colecdes de trabalho e nos bancos de germoplasma da espécie
(CANDIDO, 2022) e compreender essas interacdes génicas ocorridas nas diversas regides e
acessos avaliados.

No grupo VI estdo presentes dois acessos de mandioca brava (MBTO46 e MBTO47),
provenientes da regido Leste e do municipio de Touros — RN, que apresentaram maior valor de
similaridade genética. Essa similaridade genética entre as etnovariedades, refletida na
proximidade no dendrograma, pode ser resultado de fatores como troca de material genético,
selecéo artificial e pressdes seletivas semelhantes. Quando etnovariedades de diferentes regides
compartilham caracteristicas genéticas semelhantes, isso pode indicar a existéncia de uma rede
de troca de germoplasma, onde agricultores de diferentes areas colaboram na manutencdo da
diversidade. De acordo com Figueredo et al. (2019), em seu estudo utilizando marcadores ISSR
em etnovariedades de mandioca, observaram duas variedades com o maior valor de
similaridade e nos afirmam, baseado nos conceitos de Albuquerque (2009), que as variagdes
podem ter sido fruto de uma fecundacéo intrapopulacional ou selecdo dentro da prépria roca do
agricultor

Por contraste, 0 acesso MBTO45 exibiu uma distancia genética mais significativa em
relacdo aos demais acessos. I1sso sugere que ele pode ser considerado uma etnovariedade de
maior importancia na selecdo de plantas para o desenvolvimento de linhagens segregantes
promissoras. O fato do acesso MBTO45 ser da mesma regido de acessos como MBTO46 e
MBTO47 e esses ndo apresentarem essa distdncia genética pode ser justificada pelo
recebimento no acesso MBTO45 de genes de outras regides, aumentando sua diversidade
genética e resultando em uma maior distancia genética em relagéo a outras variedades locais.

Outra justificativa pode estar relacionada devido a um possivel isolamento reprodutivo.
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Possiveis barreiras reprodutivas podem ter reduzido a troca de genes do MBTO45 com outras
variedades locais, resultando em uma maior distancia genética desse acesso.

Rondon, Tiago e Hoogerheide (2023) em estudo com mandioca, a analise do
dendrograma revelou a divisdo em cinco grupos distintos. A etnovariedade Matrinxad (RC10)
se destacou como a mais distante dos demais grupos, demonstrando a maior divergéncia em
relacdo as outras variedades. Essa observacdo pode ser compreendida considerando as
diferencas nos alelos presentes nas etnovariedades analisadas, possivelmente relacionadas a
caracteristicas morfoagrondémicas, como a coloracdo da polpa das raizes.

Outro achado relevante do presente estudo esta relacionado a presenca de 80% dos
acessos do grupo IV serem de macaxeira e somente 20% de mandioca brava. Isso levanta a
hipdtese de um potencial agrupamento genético entre as duas etnovariedades. Contudo, 0 grupo
VI ndo apresentou esse mesmo resultado, tendo uma proporcdo semelhante de macaxeira e de
mandioca brava.

E importante salientar que a Manihot esculenta Crantz, é um tubérculo, se reproduz de
forma sexuada, o que resulta em uma possibilidade de amplificacdo da diversidade genética.
Esse processo possibilita aos melhoristas a oportunidade de escolher genotipos com maior
relevancia agronomica- (SILVA, 2001). Segundo Fukuda; Silva (2002), a variabilidade
genética apresentada pela cultura é decorrente da selecdo, da domesticacdo, da facilidade de
polinizagdo cruzada, da alta heterozigosidade e da deiscéncia abrupta dos frutos.

Com base no que foi apresentado, é evidente que, apesar do grande numero de
variedades de mandioca brava e macaxeira, demonstraram caracteristicas semelhantes,
especialmente as dos grupos IV e VI. Conforme observado por Pedri et al. (2021), esse
fendbmeno pode ser atribuido a interacdo entre os agricultores, que frequentemente
compartilham material vegetal (como manivas) entre si, gerando um fluxo de troca que abrange

ndo apenas diferentes municipios, mas também regides geogréaficas distintas.
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4. CONCLUSAO

Em sintese, os resultados apresentados neste estudo evidenciam a eficacia dos
marcadores ISSR na diferenciacdo molecular de acessos de mandioca brava e macaxeira. Esses
marcadores revelaram informacgdes consistentes sobre a variabilidade genética entre as
variedades analisadas. Foi possivel estabelecer um conjunto de marcadores que poderdo ser
utilizados para identificacdo de etnovariedades, facilitando a gestdo do germoplasma e
orientando a selecdo de variedades com caracteristicas desejaveis.

Além disso, destaca a importancia da colaboracdo entre comunidades agricolas e
pesquisadores. Essa parceria é essencial para preservar e promover a diversidade genética,

contribuindo para préaticas agricolas mais sustentaveis.
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CAPITULO I

SIMILARIDADE GENETICA DE Fusarium spp. ISOLADOS DE PLANTIOS
COMERCIAS DE MANDIOCA NO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE,
BRASIL

RESUMO

O género Fusarium tem ampla distribuicdo geogréfica, esta presente em solos, plantas, ar e
alimentos. Possui mais de 300 espécies filogeneticamente diferentes e € responsavel por
ocasionar doengas em muitas espécies de plantas de importancia econémica. Diante disso, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar caracterizacdo morfologica e a diversidade genética de
Fusarium spp. por meio de marcadores moleculares ISSR. Amostras de Fusarium spp foram
isoladas de seis variedades de mandioca e trés de macaxeira, no qual 0s mesmos tiveram seus
DNAs extraidos e amplificados via PCR utilizando-se 24 primers ISSR. Para a construcéo do
dendrograma utilizou-se 0 método UPGMA. Na caracterizacdo molecular, foram gerados 199
fragmentos, sendo 99% de bandas polimdrficas. O primer UBC-808 foi o Ginico que apresentou
um loécus monomorfico dos 11 gerados, sendo 90,91% de polimorfismo. O contetdo de
informacdo polimérfica (PIC) de cada primer variou entre 0,20 (UBC-847) a 0,39 (UBC-812).
No dendrograma formaram-se trés grupos. O grupo | foi composto pelo isolado 06sr, 0 grupo
Il foi formado por sete isolados, 30ap, 18ap, 10ap, 11lap, 08sr, 08ap e 7ap, e o grupo Il
composto pelo isolado 06ap. Foi observado que o isolado 06sr apresentou maior distancia
genética quando comparado aos demais isolados, com uma média baixa de similaridade, em
torno de 0,1630, justificando assim, o fato de o mesmo apresentar morfologicamente, uma
coloracdo diferente de todos os outros isolados. Os isolados 06sr, 07sr, 08sr pertencem as
mesmas plantas de macaxeira, porém, morfologicamente e molecularmente comportaram-se de
maneiras distintas, quando comparadas entre si. Os resultados obtidos neste estudo permitiram
observar que ha correlagcdo entre a variabilidade genética apresentada pelos isolados de
Fusarium spp e a regido geografica da qual sdo provenientes. Ainda, foi possivel observar que
os marcadores ISSR foram Uteis em avaliar a diversidade genética da espécie e que, aliada a
caracterizacdo morfoldgica, sdo necessarias e relevantes para o manejo adequado de doencas
de plantas.

Palavras-chave: Fitopatdgeno, Morfologia, Biotecnologia.
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1. INTRODUCAO

O género Fusarium foi inicialmente descrito em 1809 pelo micologista alem&o Link. Em
1935, Wollenweber e Reinkg dividiram o género, que originalmente compreendia mais de 1000
individuos, em 16 se¢des, abrangendo 65 espécies, 55 variedades e 22 formas, baseando-se nas
caracteristicas morfologicas como critério de separagdo (NELSON, 1991). Foram identificadas
diversas espécies, originando Complexos que abrangem um conjunto de organismos
diferenciados geneticamente. Isso inclui 0 Complexo Fusarium solani e Fusarium oxysporum,
que consiste em espécies geneticamente distintas (CROUS et al., 2021).

E um género que pertence ao filo Ascomycota, a subdivisdo Pezizomycotina, a classe
Sordariomycetes, a subclasse Hypocreomycetidae, a ordem Hypocreales e a familia
Nectriaceae (INDEX, FUNGORUM, 2024). Devido as variacBes que existem em sua
morfologia, patogenicidade e variabilidade genética, hd& uma grande quantidade de espécies
(OLIVEIRA & COSTA, 2002). Este género é um dos principais agentes causadores de danos
e doencas, devido a sua acdo patogénica, levando a grandes impactos econdmicos (SAREMI et
al., 1999; SUMMEREL, 2019; HOF, 2020).

Este fungo possui ampla distribuicdo geografica, estd presente em solos, plantas, agua,
ar e alimentos (SILVA, 2023). Segundo Félix (2018), é considerado cosmopolita com ampla
gama de hospedeiro, podendo introduzir substancias toxicas em humanos e animais, conhecidas
por micotoxinas, como tricotocenos, fumoniosinas, zearalenona, monilioformina e o &cido
fusarico. Estas substancias tém um impacto adverso na producéo animal, podendo resultar em
problemas de saude e reducdo da produtividade (SUMMEREL, 2019).

O género possui mais de 300 espécies filogeneticamente diferentes (NUCCI et al.,
2021). As diferentes espécies de Fusarium apresentam morfologia de cores quando cultivadas
em meios de cultura adequados, possuem hifas hialinas, septadas e ramificadas com bifurcacdes
em angulo agudo onde formam-se macroconidios tipicos, podendo variar em forma, tamanho e
ndmero (LESLIE e SUMMERELL, 2006; HOF, 2020).

Embora a maioria das espécies de Fusarium habite o solo, seus conidios podem ser
disseminados pela &gua, através de respingos de chuva e sistemas de irrigacdo. Quando secos,
esses conidios tornam-se suspensos no ar, facilitando sua dispersdo por longas distancias na
atmosfera e contribuindo para sua disseminacdo global. Estes fungos sdo hemibiotroficos com
capacidade de fazer transicdo para necrotroficos, a depender de qual estimulo recebe do

ambiente e de metabdlitos especificos, causam podridao de raiz e caule, murcha vascular e
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podridao em frutas de varias culturas economicamente importantes, levando a grandes perdas
de rendimento (SEPHRA, 2019).

Para identificar as espécies do género é necessario utilizar critérios morfoldgicos e
culturais, que se baseiam nas caracteristicas da col6nia, incluindo cor, forma, textura e
crescimento e por meio de caracteristicas microscopicas (GUARRO e GENE, 1992; LESLIE E
SUMMERELL, 2006). N&o existe dificuldade para a identificacdo do género, porém, quando
se refere a nivel de espécie € importante ter uma abordagem mais profunda, utilizando métodos
moleculares para obter resultados precisos (HOOG et al., 2001; GUARRO, 2013). Os
marcadores moleculares tem sido amplamente utilizados para identificagdo de diversas espécies
fangicas (GURJAR et al., 2009; SANTOS et al., 2011; JEEWON et al., 2013), portanto,
trabalhos com esse intuito, permitem que a variabilidade de isolados se torne conhecida dentro
de um determinado género, gerando informacdes que ajudam na implementacéo de estratégias
de controle e manejo de doencas (TOZZE JUNIOR et al., 2006).

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade genética de

isolados de Fusarium spp. por meio de marcadores moleculares ISSR.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material fangico

A coleta dos isolados nos acessos de mandioca brava e macaxeiras sintomaticas, foi
realizada no Campo Experimental da Empresa de Pesquisa Agropecudria do Rio Grande do
Norte (EMPARN), no municipio de Apodi-RN, nas coordenadas geogréaficas -5°37°10,44”
S37°49°11,128” W, Nordeste do Brasil. A regido apresenta clima muito quente e semiarido,
conforme a classificacdo climética de Koppen, com temperaturas média, maxima e minima de
27,1; 34,1 3 22,8 °C, respectivamente. A segunda coleta foi realizada no Assentamento S&o
Romado, no municipio de Mossord-RN, nas coordenadas geogréaficas -4.907289,-37.442094,
Nordeste do Brasil. A regido apresenta clima quente e seco, conforma a classificacdo de
Koppen, com temperatura media anual de 27,5°C.

Foram coletados isolados de nove acessos, sendo seis variedades de mandioca brava e
trés de macaxeira (Tabela 1). Elas foram acondicionadas em sacos plasticos e transportadas em
caixa térmica com gelo para Laboratdrio de Fitopatologia I, localizado na Universidade Federal

Rural do Semi-Arido, onde foram armazenadas a -20°C para posterior analise molecular.

Tabela 1 — Isolados monospéricos de Fusarium spp. coletados em plantas de mandioca brava
e macaxeira em municipios do Rio Grande Norte para estudos de diversidade genética.

Isolado Municipio Etnovariedade Nome popular das etnovariedades
06ap Touros Mandioca brava Alagoana
06sr Mossoro Macaxeira -
07sr Mossoro Mandioca brava -
08ap Touros Mandioca brava Alagoana Branca
08sr Mossord Macaxeira -
10ap Touros Mandioca brava Cariri
1lap Touros Mandioca brava Boinha
18ap Touros Mandioca brava Cacupira Preta
30ap Bodd Mandioca brava Mulatinha

ap: Apodi; sr: S8 Romao

2.2 Isolamento dos fungos
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Cada amostra consistiu em cinco fragmentos de raizes, os quais foram utilizados para
0s procedimentos de isolamento. Esses fragmentos foram submetidos a um processo de
assepsia, passando por diferentes etapas: imersao em alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de
sodio 1% por 1 minuto, agua destilada esterilizada por 1 minuto e, por fim, colocados em papel
filtro para secagem. Apds o completo processo de secagem, os fragmentos foram dispostos em
placas de Petri contendo meio de cultura composto por Batata-Dextrose-Agar (BDA) +
Tetraciclina (0,05g/L). Posteriormente ao crescimento das colénias dos fungos, estas foram
transferidas para novas placas de Petri contendo meio BDA + Tetraciclina (0,05g/L) por meio
da repicagem.

Os isolados (Tabela 1) foram armazenados no Laboratério de Fitopatologia | da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), utilizando o método de Castellani
(1939).

2.3 Caracterizacdo morfoldgica dos fungos

As coldnias foram transferidas para meio BDA e mantidas em incubacédo por sete dias
a uma temperatura de 25+ 2°C. Em seguida, foram realizadas culturas monosporicas a partir de
uma suspensdo de esporos, utilizando dgua destilada esterilizada. Com o auxilio de uma pipeta,
1 mL da solugdo de esporo foi transferido para placas de Petri contendo o meio Agar-agua
(AA), onde foram incubados por 12 h a 25 + 2°C. As placas foram examinadas sob um
microscopio e com auxilio de agulha hipodérmica, um Gnico esporo germinado foi transferido
para placa contendo meio de cultura BDA. Essas placas foram entdo colocadas em incubadora
BOD, mantendo-se a temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 12 h.

Os isolados monospdricos foram submetidos a analises microscépicas detalhadas e
comparados com descri¢cdes disponiveis na literatura. As caracteristicas morfologicas foram
avaliadas e documentadas por meio de fotografias. Para exame microscopico, foram avaliadas
a presenca de macroconidios, microconidios e clamiddsporos, sob um microscopio confocal
usando ampliacdes de 10x e 40x.

A cor predominante da coldnia foi observada apds um periodo de incubagdo de 14 dias
no meio de cultura BDA, mantido a 25 + 2°C como fotoperiodo de 12h. A coloragdo do verso
e reverso foi comparada as descritas por Nelson et al. (1983).

2.3 Caracterizacdo molecular dos fungos
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Os isolados foram submetidos ao processo de identificagdo molecular no Laboratério
de Biotecnologia Vegetal da Universidade Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA.

2.3.1 Extracao de DNA

Ap06s isolamento e identificacdo morfoldgica dos fungos, o0 DNA dos mesmos foram
extraidos seguindo o protocolo SDS (SMITH et al. 2001). O micélio foi macerado com
nitrogénio liquido em cadinho de porcelana até a obtencdo de po fino, sendo transferido para
microtubos de 2,0 mL. Em seguida, foi adicionado o tampéo de extracdo SDS, [SDS 10%; Tris-
HCL 1 M pH 8,0; NaCl 5 M; EDTA 0,20 M; CTAB 7%; PVP 1%, B-mercaptoetanol 2% e &gua
ultrapura g.s.p] aos tubos nos quais foram incubados em banho termostatico a 65°C por 40
minutos. Ao fim da etapa, foi realizada a separacao de fases com cloroférmio-alcoo-isoamilico
(24:1). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado alcool isopropilico
incubado a -20°C por + 12 horas. Os tubos passaram por um processo de lavagem, com alcool
70% e 90%, respectivamente. O pellet obtido foi ressuspenso em solucdo de RNAse (10ug/mL),
e 0 DNA extraido dos isolados foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% corado com
brometo de etidio e visualizados em fotodocumentador (Proteinsimple, Alphaimager HP) sob
luz UV.

2.3.2 Selecdo de primers ISSR e reacdo de amplificacdo via PCR

Inicialmente foi conduzido um teste preliminar de polimorfismo utilizando 28
marcadores ISSR por meio da técnica de Rea¢do em Cadeia de Polimerase (PCR), com a
finalidade de selecionar os primers que exibiram padrbes ideais de amplificacdo. Os 24
marcadores ISSR (Tabela 2) identificados como adequados durante o teste de polimorfismo

foram posteriormente empregados na amplificagdo do DNA de todos os isolados.

Tabela 2 — Sequéncia de primers ISSR e temperatura de anelamento utilizados para a
caracterizacdo molecular dos nove isolados de Fusarium spp.

Nome do primer Sequéncia do primer (5’-----3°) TA (°C)*
UBC-808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 47,6
UBC-810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 45,2
UBC-811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 47,6

UBC-812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 45,2
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UBC-823 TCTCTCTCTCTCTCTCC 47,6
UBC-825 ACACACACACACACACT 45,2
UBC-826 ACACACACACACACACC 47,6
UBC-828 TGTGTGTGTGTGTGTGA 45,2
UBC-834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 47,3
UBC-835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 49,5
UBC-836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 47,3
UBC-840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 47,3
UBC-841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 49,5
UBC-842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 49,5
UBC-846 GAGAGAGAGAGAGAGAA 45,2
UBC-847 CACACACACACACACARC 49,5
UBC-848 CACACACACACACACARG 49,5
UBC-850 GTGTGTGTGTGTGTGTYC 49,5
UBC-852 TCTCTCTCTCTCTCTCCRA 50,4
UBC-855 ACACACACACACACACYT 47,3
UBC-856 ACACACACACACACACYA 47,3
UBC-857 ACACACACACACACACYG 49,5
UBC-866 CTCCTCCTCCTCCTCCT 52,4
UBC-889 DBDACACACACACACAC 46

*Temperatura de Anelamento

As amplificacbes com os ISSR foram realizadas em um volume final de 20 pL,
incluindo Tampéo de Buffer 1x (50 mM de KCL; 200 mM de Tris-HCL, pH 8,4), MgCl 10
mM, primer 10 pmol, dNTP, 10 mM, 1 U de Tag DNA e 20ng de DNA. As amostras foram
submetidas a amplificacbes em termociclador (Nexus, Eppendorf) com a seguinte
programacdo: desnaturacéo inicial de 95°C por 4 min, seguida de 35 ciclos, desnaturacao por
30s a 94°C, anelamento por 45 s, variando de 47°C a 58°C, a depender do primer, extensdo a
72°C por 2 min e extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os fragmentos amplificados foram
submetidos a eletroforese em tampao TBE 1X (Tris 89 mM, &cido borico 89 mM, EDTA 2,5
mM, pH 8,3), utilizando gel de agarose 2%, contendo brometo de etidio (0,5 pg.mL -1) e
visualizadas sob luz UV em fotodocumentador (Proteinsimple, Alphaimager HP). Como padrao
de peso molecular foi utilizado o marcador 100 pb “DNA Ladder Plus” (Sinapse
Biotecnologia).
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2.4 Andlise Estatistica

Foi organizada em uma planilha utilizando o Software Microsoft Excel, para organizar
a matriz binaria, representando a presenca (1) ou auséncia (0) de bandas. As analises de
variancia foram conduzidas por meio do método AMOVA (Analise Molecular de Variancia).

A similaridade dos isolados de Fusarium spp., foi analisada empregando o software
NTSYS-pc 2.1 (ROLFH, 2000). Este software foi usado para calcular o coeficiente de
similaridade de Jaccard (JACCARD, 1901). Para a construcdo do dendrograma utilizou-se o
método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic
Averages). A partir dessa matriz, foi obtido o coeficiente de correlagéo cofenética.

A andlise da configuragdo genética entre os isolados foi realizada por meio de um
modelo Bayesiano. A inferéncia da estrutura foi conduzida utilizando o programa
STRUCTURE 2.3.4 (VAISHNAV et al., 2023).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo morfoldgica dos isolados de Fusarium spp.

A pigmentacéo das coldnias, bem como estruturas reprodutivas sdo bastante utilizados
na caracterizagdo morfoldgica de Fusarium spp. A caracterizagdo morfoldgica por meio da
coloracdo pode indicar a ocorréncia de diferentes espécies de Fusarium entre os isolados
avaliados. Além disso, os achados obtidos em relacao a coloracéo, sugerem que em uma mesma
planta ha a ocorréncia de diferentes espécies desse fungo, assim como, entre 0s materiais

vegetais utilizados, pode haver a presenga de uma mesma espécie (Figura 1).

Letra maidscula:Verso da placa; Letra mindscula: Reverso da placa.

Figura 1 — Coloracédo do verso e reverso do micélio aéreo dos nove isolados de Fusarium
spp. em meio BDA ap0s 14 dias de incubag&o. Isolados: 1A/1a: 06ap; 1B/1b: 06sr; 1C/1c:
07sr; 1D/1d: 08ap; 1E/1e: 08sr; 1F/1f: 10ap; 1G/1g: 11ap; 1H/1h: 18ap; 11/1i: 30ap.

No Brasil, diversas espécies de Fusarium causam doenga na mandioca, incluindo F.
oxysporum, F. solani, F. graminearum, F. verticillioides e F. proliferatum, conforme relatado
por Vilas Boas et al. (2016). Vérios estudos de caracterizagdo incluem a pigmentacdo das
coldnias como um atributo relevante e sugerem que ha diferencas de espécies baseando-se nas
coloracbes. Ramdial et al. (2016) observaram que, Fusarium incarnatum tem micélio aéreo
bastante denso e coloracéo branca e no reverso da placa coloragao variando de creme a salméo.
Fusarium solani também apresentou micélio &ereo denso, porém com colénias de coloragdo
branca (FU; LIU; LI, 2017). Ja Fusarium Oxysporum, quando cultivado em meio BDA, exibiu

col6nias que variaram de salméo a rosa (TAYLOR et al., 2017).
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Observou-se na figura 1B/2B, que o isolado 06sr apresentou coloragdo rosa com salméo,
obtida de um isolado de uma planta cultivada em Mossor6, pode ser um indicativo de uma
espécie diferente. Portanto, a partir dessas analises que descreveram diversas coloracdes de
Fusarium spp., nota-se que, embora a pigmentacdo das col6nias seja uma caracteristica que
contribui para a caracterizacdo e identificacdo desses patdgenos, é essencial agregar outros
caracteres. Isso ocorre porque espécies diferentes podem apresentar sobreposicdo de cores, e
isolados da mesma espécie podem expressar coloracdes distintas, mesmo quando cultivados em
ambientes com condicGes semelhantes (TAYLOR et al., 2017).

A pigmentacdo faz parte do processo de crescimento do fungo e pode ser utilizada como
ferramenta para estudos de crescimento como alternativa a expansdo de tamanho
(CAMBAZA etal., 2018). As cores da superficie mudam dependendo de diversas variaveis,
como deformacdo, maturidade, nutrientes, temperatura, pH, atividade de 4gua, exposicéo a luz
e aeracdo (ASHLEY etal., 1937, BAKER; ROBERTS, 1966, KIM et al., 2014, CAMBAZA et
al., 2018).

Os macroconidios sdo caracterizados por apresentar forma de foice, com trés a cinco
septos, a maioria com trés septos, enquanto os microconidios sdo elipsoides a fusoides, com

zero a um septo, sendo a maioria com um septo (MA et al., 2023) (Figura 3).

3A 3B

FIGURA 2- Formacdo de estruturas de Fusarium spp. (3A) microconidios e (3B)
macroconidios.

Outra estrutura de extrema importancia nas espécies de Fusarium sdo os clamiddsporos
(Figura 4), estruturas de resisténcia, que desempenham um papel fundamental na sobrevivéncia
do fungo em condigdes adversas (TOFOLI; DOMINGUES, 2022). No presente trabalho,
observou-se que os alguns isolados expressaram a presenca de clamidosporos. Os
clamiddsporos parecem esféricos, intercalares e formados em cadeias com uma exina lisa nas
culturas (MA et al., 2023).
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FIGURA 3 — Clamiddsporos jovens e crescimento da hifa do clamidosporo (4A) e a
clamiddsporos (4B).

3.2 Caracterizacao molecular dos isolados de Fusarium spp.

O padréo eletroforético de nove isolados de Fusarium spp. utilizando o primer UBC-

825 pode ser observado na figura 5.

06ap O06sr O07sr OBap 08sr 10ap 1lap 18ap 30ap M

Figura 4 — Padréo de amplificacdo dos DNAs dos nove isolados de Fusarium spp. com o primer
ISSR UBC-825 em gel de agarose a 2%. DNAs (06ap, 06sr, 07sr, 08ap, 08sr, 10ap, 11ap, 18ap
e 30ap). M: Marcador de peso molecular 100 pb (DNA Ladder Plus).

A partir da caracterizacdo molecular dos isolados foi possivel identificar a presenca de
um total de 199 bandas de DNA, aproximadamente 99% destas, foram compostas de bandas
polimorficas. O numero total de fragmentos amplificados (NTF) e o numero de bandas
polimoérficas (NFP) variou de dois (UBC-847) a treze (UBC-826), respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 — Primers ISSR utilizados em DNAs dos nove isolados de Fusarium spp., numero
total de fragmentos amplificados (NTF), nimero de fragmentos polimérficos (NFP),
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porcentagem de polimorfismo (%P), indice de conteddo polimdrfico (PIC), relagdo mdltipla
efetiva (EMR) e indice do marcador (MI).

Primer NTF NFP %P PIC EMR Ml
UBC-808 11 10 90,91 0,30 9,091 2,69
UBC-810 11 11 100 0,30 11 3,31
UBC-811 8 8 100 0,28 8 2,27
UBC-812 12 12 100 0,39 12 4,64
UBC-823 9 9 100 0,28 9 2,52
UBC-825 6 6 100 0,37 6 2,22
UBC-826 13 13 100 0,32 13 4,20
UBC-828 4 4 100 0,36 4 1,43
UBC-834 12 12 100 0,30 12 3,60
UBC-835 7 7 100 0,31 7 2,17
UBC-836 11 11 100 0,35 11 3,90
UBC-840 6 6 100 0,31 6 1,88
UBC-841 9 9 100 0,26 9 2,37
UBC-842 8 8 100 0,35 8 2,77
UBC-846 2 2 100 0,35 2 0,69
UBC-847 2 2 100 0,20 2 0,40
UBC-848 5 5 100 0,29 5 1,43
UBC-850 7 7 100 0,28 7 1,98
UBC-852 7 7 100 0,32 7 2,22
UBC-855 6 6 100 0,33 6 1,98
UBC-856 12 12 100 0,30 12 3,65
UBC-857 13 13 100 0,26 13 3,41
UBC-866 5 5 100 0,38 5 1,88
UBC-889 13 13 100 0,30 13 3,95

Total 199 198
Media 0,31 8,21 2,56

O primer UBC-808 foi 0 Unico que apresentou um I6cus monomérfico dos 11 gerados

e apresentou 90,91% de polimorfismo. Resultado como este foi encontrado no trabalho de

Souza et al. (2018), dos trés primers utilizados, o primer UBC 842 foi o0 Ginico com um l6cus

polimorfico dos 29 gerados, apresentando 96,5% de polimorfismo.

O contetdo de informac&o polimdrfica (PIC) de cada primer variou entre 0,20 (UBC-
847) a 0,39 (UBC-812). Os primers UBC-812, UBC-866, UBC-825 e UBC-828, apresentaram
valores consideraveis (0,39, 0,38, 0,37 e 0,36, respectivamente) (Tabela 3), sendo indicados

para futuras analises com o género.

Os parametros EMR e M, sdo utilizados para demonstrar a qualidade e capacidade dos

primers em gerar resultados relevantes. Portanto, no presente estudo, os valores de EMR e Ml,
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variaram de 2 (UBC-846) a 13 (UBC-826) e de 0,40 (UBC-847) a 4,64 (UBC-812),
respectivamente.

Divakara et al. (2013), utilizaram em seus experimentos 19 primers ISSR, que
produziram 209 bandas, entre elas as polimorficas, que variaram por primer com valores entre
quatro e oito, mostrando assim a ampla diversidade genética as Fusarium spp. Estes mesmos
autores afirmam ainda, que a identificacdo confidvel e a caracterizagdo genética de patdégenos
sdo necessarias para 0 manejo adequado de doencas de plantas, e que o método ISSR é uma
técnica robusta, auténtica, confiavel, e produz um nivel mais alto de polimorfismo, quando
comparados aos marcadores RAPD.

O dendrograma (Figura 6) mostra as relacdes genéticas do isolados de Fusarium spp.,
na qual foi identificado a formacéao de trés grupos, considerando a distancia média de 0,33 entre

eles.

}—
B

.......

Jaccard como média de similaridade, entre os isolados de Fusarium spp., com base em 24
primers ISSR. Ponto de corte = 0,33%.

O grupo | foi composto por apenas um isolado, o 06sr, o grupo Il foi formado por sete
isolados, sendo eles: 30ap, 18ap, 10ap, 11ap, 08sr, 08ap e 7ap, o grupo |11 foi composto também
por apenas um isolado, o 6ap. O grupo | e Il apresentaram isolados com maior distancia
genética entre si, justamente por terem sido isolados de plantas diferentes e com origem

geografica distintas. O isolado 06sr tem origem de um acesso de mandioca brava do municipio
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de Touros e o isolado 06-ap, tem origem de acesso de macaxeira do Assentamento S&o Roméo,
localizado no municipio de Mossoro.

O grupo Il é composto por isolados provenientes de acessos pertencentes a dois
municipios do Rio Grande do Norte, sdo eles: Bodo e Touros. Este agrupamento permite
mostrar que ha relacdo com a regido geogréfica da qual sdo provenientes, apresentando
correlacdo entre variabilidade genética e origem geogréfica dos isolados de Fusarium spp.
Hamdi et al. (2019) ao realizar um estudo com cucurbitaceas, percebeu em suas investigagdes
que, a analise com ISSR mostrou diferentes niveis de diversidade genética entre os isolados de
Fusarium coletados em diferentes areas geograficas, mostrando que isso pode ser atribuido a
diferencas na frequéncia das sequéncias gendmicas, sendo reflexo da diferenca entre o tamanho
do genoma e o de DNA repetido que foram investigados.

Observou-se pelo dendrograma formado atraves das analises com marcadores ISSR, que
dentro do grupo I, h& subdivisGes entre os isolados, mostrando a aproximacéo de 10ap e 18ap,
com uma média de similaridade de 0,6462, baseando-se em Jaccard. O coeficiente de Jaccard
estimou valores de similaridade genética, que variaram entre 0,5135 e 0,6462. No grupo I,
pode-se perceber que o isolado 06sr, apresentou maior distancia genética, quando comparado
aos demais isolados, com uma média baixa de similaridade, em torno de 0,1630, justificando
assim, o fato do mesmo apresentar morfologicamente, uma coloragdo diferente de todos os
outros isolados, possivelmente demonstrando ser uma espécie distinta, que s6 pode ser
confirmada por meio de sequenciamento.

Os isolados 06sr, 07sr, 08sr pertencem a plantas de macaxeira de uma mesma
localidade, porém morfologicamente e molecularmente comportaram-se de maneiras distintas,
quando comparadas entre si. Portanto, o isolado 06sr, possivelmente venha a ser uma espécie
de Fusarium diferente dos demais, por apresentar-se distinto em termos de coloracéo e distancia
genética, como ja abordado anteriormente. Ja os isolados 07sr e 08sr, apesar de terem sido
isolados de plantas de macaxeira, apresentaram proximidade genética com os isolados de
plantas de mandioca, mostrando assim uma afinidade morfoldgica e molecular entre eles.

Portanto o que poderia confirmar a conclusdo destes agrupamentos seria o
sequenciamento de regides génicas especificas destes isolados. Ao relacionar evolutivamente
sequéncias parciais de DNA de um ou mais genes, as analises moleculares desempenham um
papel crucial na identificacdo de novas espécies (BROWN; PROCTOR, 2013). Para
identificacdo de espécies de Fusarium, diversas regides do DNA podem ser amplificadas tais
como: ITS (Internal Trancribed Spacer), beta-tubulina, fator de elongagéo 1 — alfa, entre outras

(MACIEL, 2012). A sisteméatica molecular, fundamentada nas relagdes filogenéticas, & uma
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ferramenta que proporciona uma seguranca substancial na criagdo de um sistema complementar
de classificacdo para fungos. Isso auxilia na definicdo de grupos taxonémicos e na designacao

mais precisa da posicao desses microrganismos (ONO et al., 2010).
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que, os isolados avaliados
apresentaram coloracdo diferentes. Dessa forma pode-se associar essa caracteristica
morfolégica com a analise molecular para identificagdo de diversidade genética dentro dos
isolados avaliados.

Em relacdo a caracterizacdo morfologica, podemos perceber que os primers ISSR
apresentaram eficacia em detectar polimorfismo nos isolados de Fusarium spp. Diante disso, €
possivel sugerir quais primers ISSR, dentre os que foram utilizados nesse estudo, para futuros
estudos com o género.

Além disso, a caracterizacdo molecular, permitiu uma compreensdo do Fusarium spp.,
mostrando que os isolados mesmo pertencendo ao mesmo local de origem, ainda assim

apresentaram caracteristicas distintas, tanto morfoldgica, quanto molecular.
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