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RESUMO

A atividade de base florestal desempenha um importante papel socioecondmico
no pais. Atualmente, o Brasil € lider no ranque de produtividade em plantios florestais,
entretanto, esta vem sendo afetada pelos ataques constantes de patdgenos que ocasionam
danos econdmicos a esses cultivos. Um exemplo é a ferrugem em Eucalyptus spp.,
causada por Austropuccinia psidii (G. Winter) Beenken, que possui ampla distribuigéo
geogréfica e o patdgeno apresenta grande variabilidade genética entre as suas populacées,
atacando também outras espécies da familia Myrtaceae. Nesse sentido, buscou-se estudar
aspectos genéticos-populacionais e evolucionarios de populacées de A. psidii. A base de
dados foi obtida na plataforma DRYAD sob a licenga CCO 1.0. Esses dados referem-se a
loci microssatélites de isolados de A. psidii, obtidos a partir de isolados fungicos advindos
de amostra de 148 plantas, das quais originaram esses marcadores depositados no
DRYAD. O modelo usado nas estimativas foi de quatro subpopulagdes de A. psidii
agrupadas com base em sete hospedeiros da familia Myrtaceae, sendo SPOP1 (Eucalyptus
spp. +Syzygium jambos), SPOP2 (Psidium guajava + Psidium guineense), SPOP3
(Syzygium cumini) e SPOP4 (Myrciaria cauliflora e Eugenia uniflora). Essas
subpopulac@es foram formadas com coletas feitas pelos autores do deposito dos dados
nos estados da Bahia, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Parana, Santa Catarina, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, além do Uruguai. Também
estimou o tamanho efetivo e fluxo génico entre as subpopulacgdes, por meio do método de
inferéncia bayesiana, baseado na teoria de coalescéncia implementada no software
MIGRATE-N. Além de estatisticas descritivas e graficos dos padrdes alélicos
populacionais, realizou estimativas pareadas de Fst e diferenciacdo intra e intergrupos
por analise de variancia molecular (AMOVA) considerando 0s grupos genéticos de
quatro subpopulacdes e os sete hospedeiros de maneira hierarquica. O fluxo génico (Nm)
entre os pares de populacdes foram baixos (todos < 1 unidade), e variou de 0,04 a 0,67.
As estimativas do tamanho efetivo populacional (Ne) foram 119, 111, 189 e 1315 para
SPOP1, SPOP2, SPOP3 e SPOP4, respectivamente. A AMOVA mostrou que a
porcentagem da variacdo foi de 39,43% entre as subpopulagdes, 16,29% entre 0s
hospedeiros dentro de subpopulacédo e 44,28% dentro dos hospedeiros. Os analogos de
Fst foram de @ct = 0,394 (Entre Subpopulages); @sc = 0,269 (Entre Hospedeiros dentro
de Subpopulacdo); @st = 0,556 (Dentro dos Hospedeiros), além de altos valores pareados
de Fst que variaram entre 0,355 e 0,560. Os resultados obtidos agregam conhecimento
acerca da compreensdo da genética de populacdes de A. psidii, propondo cenarios
plausiveis em relacdo ao passado evolutivo e demografico, bem como os processos que
deram origem a variabilidade observadas. Possivelmente as subpopulacfes de A. psidii
terdo diferentes comportamentos ecoldgicos e representar ameacas invasivas distintas,
sendo indicado estudos que possam mensurar 0S riscos invasivos apresentados pelas
diferentes subpopulag¢Bes. O trabalho ressalta a evidente importancia da conservagao
genética de maneira adequada em espécies florestais comerciais, visando garantir a
existéncia genotipos de plantas resistentes para serem usados em programas de
melhoramento, considerando que a resisténcia sera suplantada ou reduzida pelo
surgimento de novas racas de A. psidii capazes de se adaptarem as defesas presente nos
gendtipos atualmente cultivados.
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ABSTRACT

Forest-based activity plays an important socioeconomic role in the country.
Currently, Brazil is the leader in the rank of forest productivity, however, this high
productivity has been affected by the constant attacks of pathogens that cause economic
damage to these crops, an example is the myrtle rust caused by Austropuccinia psidii (G.
Winter) Beenken, which has a wide geographic distribution and presents great genetic
variability among its populations, attacking several species of the Myrtaceae family. In
this sense, we sought to study population-genetic and evolutionary aspects of A. psidii
populations. These data were about microsatellite loci for obtaining A. psidii isolates in
about 148 populations of plants, from which they originated anddeposited in DRYAD.
The model used in the estimates was of four subpopulations of A. psidii grouped based
on seven hosts of the Myrtaceae family, being SPOP1 (Eucalyptus spp. + S. jambos),
SPOP2 (P. guajava + P. guineense), SPOP3 (S. cumini) and SPOP4 (M. cauliflora and
E. uniflora). These populations were formed from collections carried out by the authors
of the deposits in the states of Bahia, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Parand, Santa Catarina, S&o Paulo, Rio Grande do Sul, in addition to
Uruguay. Effective size and gene flow were estimated using the Bayesian inference
method, based on the coalescence theory implemented in the MIGRATE-N software. In
addition to descriptive statistics and graphs of population allelic patterns, paired estimates
of Fst and intra and intergroup differentiation by analysis of molecular variance
(AMOVA) considering the genetic groups of four subpopulations and the seven hosts in
a hierarchical manner. Gene flow (Nm) between population pairs was low (all < 1 unit),
and ranged from 0.04 to 0.67. Estimates of effective population size (N and) were 119,
111, 189 and 1315 for SPOP1, SPOP2, SPOP3 and SPOP4 respectively. AMOVA
showed that the percentage of variation was 39.43% between subpopulations, 16.29%
between hosts within subpopulations and 44.28% within hosts. Fst analogues were @ crt
= 0.394 (Among Subpopulations); @ sc = 0.269 (Among Hosts within Subpopulation); &
st= 0.556 (Within the Hosts), in addition to high paired Fst values that ranged between
0.355 and 0.560. The results obtained add knowledge about the understanding of A. psidii
population genetics, proposing plausible scenarios in relation to the evolutionary and
demographic past, as well as the processes that gave rise to the observed variability.
Possibly the subpopulations of A. psidii will have different ecological behaviors and
represent different invasive threats, being indicated studies that can measure the invasive
risks presented by the different subpopulations. The work emphasizes the evident
importance of genetic conservation in an adequate way in commercial species, aiming to
guarantee the existence of resistant plant genotypes to be used in breeding programs,
considering that resistance will be supplanted or reduced by the emergence of new races
of A. psidii capable of adapting to the defenses present in the genotypes currently
cultivated.
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1. INTRODUCAO

A silvicultura brasileira € um dos importantes geradores de receita para o PIB
nacional. O setor é responsavel por um significativo nimero de empregos e indiretamente
responde também pela atividade fabril das industrias que processam o0s produtos
madeireiros e ndo-madeireiros. Como reflexo disto, ocorreu entre 2010 e 2020, expanséo
dos plantios florestais, principalmente de eucalipto, com cerca de 6,97 milhdes de
hectares, representando 77 % (IBA, 2020).

Em 2022, o Brasil é lider no ranque de produtividade de plantios florestais
mundiais. Atribui-se em razdo de suas caracteristicas edafoclimaticas e do
desenvolvimento tecnoldgico obtido na area de silvicultura, sendo que produtividade
média dos plantios brasileiros de eucalipto sdo de 35,3 m3.hat.ano™, mais que o dobro
produzido nos anos 70 (IBA, 2020).

As técnicas que permitem a alta produtividade, sobretudo, associado aos plantios
de eucalipto acabam tornando estas florestas suscetiveis a fitopatdgenos. Isto implica na
ocorréncia de epidemias de doencas nos plantios (FERREIRA e MILANI, 2002). Nesse
sentido, a alta produtividade vem sendo afetada por constantes ataques de patdgenos que
ocasionam danos econémicos a esses cultivos, um exemplo é a ferrugem-das-mirtaceas,
causada pelo fungo Austropuccinia psidii (G. Winter) Beenken 2017 (sin. Puccinia psidii)
(ALFENAS et al., 2009).

No Brasil, a ferrugem-das-mirtaceas é uma das doengas mais importantes para a
cultura do eucalipto (FERREIRA, 1989; ALFENAS et al., 2009) ocasionando severos
danos aos plantios (COUTINHO et al., 1998; PEREZ et al., 2011; MIRANDA et al.,
2013). As perdas sdo maiores em localidades com variaveis ambientais favoraveis ao
patégeno como ocorrem em sitios do sul e sudeste brasileiro (GALLI, 1980; PIZA e
RIBEIRO, 1988).

Além de eucalipto, o fungo A. psidii é patogénico a varias espécies botanicas de
importancia econémica da familia Myrtacea, como Eugenia stipitata MacVaugh (araca-
boi), Psidium cattleianum Sabine (aragd), Psidium guajava Linn. (goiaba), Syzygium
jambos L. (jambo), Plinia cauliflora (Mart.) Kausel (jabuticaba), Eugenia uniflora L.
(pitanga), Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel (melaleuca), Plinia edulis
(Vell.) Sobral (cambuca), Eugenia pyriformis Cambess. (uvaia) entre mais de 70 outras

especies documentadas como hospedeiros do fungo (COUTINHO et al. 1998;
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FERREIRA, 1989; GALLI, 1980; JOFFILY, 1944; RAYACHHETRY et al. 2001;
SILVEIRA, 1951; SIMPSON et al. 2006; SOUZA, 1985).

A. psidii € um parasita biotréfico, caracterizando-se como autoécio e microciclica.
Pertence ao filo basideomycota, classe Pucciniomycetes, ordem Pucciniales, subordem
Uredinineae, familia Sphaerophragmiaceae e género Austropuccinia. E originario da
América do Sul, descrito inicialmente no Brasil. Entretanto, vem sendo relatado em
diversas partes do mundo, como Africa, Asia, Oceania, Américas Central e do Norte,
Ilhas do Caribe e do Pacifico (MOON et al., 2012).

O processo de infeccdo € altamente influenciado pelas condi¢bes ambientais
(FURTADO et al., 2009). A penetracdo do patdgeno ocorre em brotacbes novas e/ou
juvenis do hospedeiro, em tecidos jovens e tenros, como folhas, ramos, inflorescéncias e
gemas, sendo observado tanto em plantas adultas no campo, como em mudas no viveiro
(FERREIRA, 1989; FURTADO et al., 2009).

O complexo sintomatoldgico inicia-se com pontuacdes cloréticas que se
transformam em pustulas contendo em seu interior esporulacao de cor amarelo vivo. Estas
pustulas podem coalescer, recobrindo a superficie das brotacGes do ramo, quando o
ataque € intenso. Em consequéncia, os tecidos afetados necrosam, adquirindo coloragéo
que varia de parda a negra. Apo6s infectadas, as plantas ainda podem formar novas folhas
e ramos, substituindo os tecidos necrosados. Todavia, estes também poderdo ser
infectados se esta nova formacao ocorrer em periodo com ambiente favoravel ao patégeno
por meio de reinfeccdo (FERREIRA e MILANI, 2002).

Dependendo da incidéncia e da severidade da epidemia, podera haver reducéo na
produtividade em plantios e aumento dos custos de producédo, quando houver necessidade
de controle (FURTADO et al., 2009). Em areas ambientalmente favoraveis, a ferrugem é
uma condic¢do limitante para a cadeia produtiva, principalmente as atividades de talhadia
e reforma (SILVA et al., 2015).

Atualmente, o controle de A. psidii € feito prioritariamente pela selecéo e plantio
de materiais resistentes (ALFENAS et al., 2009; FURTADO et al., 2009). Também ha o
plantio de materiais suscetiveis, nesse caso o0 controle é pelo escape, com a atividade
realizada em épocas e locais desfavoraveis ao patdgeno. Isto se deve a grande
variabilidade genética intra e interespecifica de Eucalyptus spp., em relacéo a ferrugem
(DIANESE et al. 1984, CARVALHO et al. 1998, TOMMERUP et al., 2003,
BERTONCINI et al. 2017). E possivel o controle quimico eficiente em casos de ataques

intensos em viveiro (FERREIRA e MILANI, 2002), além de ser uma alternativa viavel
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em condicdes de plantio em arvores jovens com idade entre seis meses e um ano de idade
(AUER et al., 2010; MASSON et al., 2011).

No gue concerne a resisténcia, descreve-se uma familia especifica de Eucalyptus
grandis W.Hill ex Maiden, em que a resisténcia a ferrugem é controlada por um Unico
gene, o Ppr-1 (gene de resisténcia 1 de Puccinia psidii), com expressdo variavel
dependendo do background genético do hospedeiro (JUNGHANS et al., 2003).

Tendo-se entdo nesse caso especifico, uma resisténcia raca especifica ou vertical
para a doenca, mudancas na estrutura populacional do patégeno é um risco iminente na
suplantacio dessa resisténcia (GRACA et al., 2011). E uma possibilidade preocupante
para a setor florestal brasileiro, pois os uredinidsporos, esporos reprodutivos e de
dispersdo do patogeno, podem ser dispersos por longas distancias e tém grande
capacidade de formar novas populacdes. Este fato é observado em outros fungos
causadores de ferrugens, como na do cafeeiro em que se assume que 0s uredinidsporos
vieram do continente africano para o Brasil (FERNANDES; EVANS; BARRETO, 2009).
Assim, considerando a possibilidade que A. psidii tenha alta variabilidade genética e
consequentemente alto potencial evolutivo, o que seria um desastre para a silvicultura
nacional.

Diversos estudos mostram a existéncia de variabilidade fisioldgica e genética
entre populacbes de A. psidii (MARLATT; KIMBROUGH, 1980; FERREIRA, 1983;
CASTRO et al., 1983; 1984; COELHO et al., 2001; APARECIDO et al., 2003; ZHONG
etal., 2011). No entanto, a maioria dos métodos utilizados para estudar a diversidade do
fungo, sdo baseados em caracteres fenotipicos ou apenas nas frequéncias dos alelos para
compreender os niveis de diferenciacdo. Considerando que isso possa retratar eventos de
fluxo génico recentes, por vezes, nao considerando 0s eventos migratorios que
aconteceram no passado (WILSON e RANNALA, 2003). Podendo dificultar o
entendimento das rela¢Ges do passado evolutivo das populacdes de A. psidii e mesmo da
coevolucéo destas com as plantas e demais biota associada.

Também deve-se levar em consideracdo que, a partir dessa estimativa torna-se
possivel inferir a magnitude das relagdes historicas entre as populagdes (ROSA, 2016).
Uma visdo genealdgica do fluxo génico e estrutura populacional é de grande valia para
nortear as estratégias de selecdo visando a resisténcia a doencas e do manejo da doenca
em geral. A falta de informacdo sobre a origem e variacdo genética da populacdo de
patdgenos pode ainda prejudicar as medidas de controle adotadas (ZHONG et al., 2011).
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A teoria da coalescéncia usa de modelos retrospectivos que se baseiam nas
genealogias dos alelos, buscando seguir a trilha dos alelos de um gene, que é
compartilhado entre os individuos de uma populagdo no momento atual até uma unica
copia ancestral, conhecida como ancestral ou alelo comum mais recente (ACMR).
Levando em consideracdo processos evolutivos importantes, como mutacdo e fluxo
génico. Esse método é tido por diversos cientistas como mais popular (MARJORAM e
TAVARE, 2006) e moderna (PALCZEWSKI e BEERLI, 2013) abordagem nos estudos
genéticos-populacionais, revolucionado o entendimento sobre os processos do passado
historico-evolutivo envolvidos (HOLSINGER e WEIR, 2009).

Questdes a serem elucidadas com essa pesquisa:
. As amostras de A. psidii estdo estruturadas geograficamente ou de acordo

com o hospedeiro?

. Ocorre fluxos génicos entre as amostras coletadas geograficamente
préximas?
. Quais sdo as magnitudes do fluxo génico? Como isso afeta as

subpopulacbes?

. Quais sdo as implicacGes ligadas a fitopatologia?
Hipotese de trabalho:

o O modelo panmitico € o que melhor estima o fluxo génico e tamanho

efetivo populacional, relacionados a gama de hospedeiros dos isolados de A. psidii.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

o Estudar os aspectos genéticos e evolucionarios de populacdes de A. psidii oriundas
de sete espécies de mirtaceas, usando uma abordagem baseada na teoria da coalescéncia

para estimativa dos parametros.

2.2.  Objetivos Especificos
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o Demonstrar que as populacdes de A. psidii dividem-se em subpopulacfes
estruturadas de acordo com o hospedeiro;

o Estimar indices de diversidade em populacdes de A. psidii e inferir sobre a
estrutura genética nas subpopulacgdes de estudo;

o Estimar tamanho efetivo populacional e fluxo génico entre as subpopulagdes com
base na teoria da coalescéncia;

o Concluir sobre a ocorréncia do fluxo génico entre as subpopulagdes.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nessa revisdo sdo abordados tdpicos relativos a patologia florestal no Brasil,
englobando brevemente os aspectos de historicos e sua importancia; E abordado os
principais assuntos ligados ao estudo da A. psidii, englobando caracteristicas bioldgicas,
taxonémicas, geogréaficas e ecoldgicas, além dos aspectos fitopatoldgicos da doenca no
género Eucalyptus; E discutido brevemente sobre os marcadores genéticos em geral,
havendo énfase nos microssatélites e suas caracteristicas principais; Em seguida é
discorrido sobre diversidade genética no contexto de doengas de plantas, a importancia
do estudo e da compreensdo do tema, bem como as implicacdes; Aborda-se ainda sobre
genética de populacdes e a teoria da coalescéncia, mostrando informacdes referentes ao
surgimento dos estudos, objetivos e o interesses da genética de populacdes como
disciplina, sua importancia, citando metodologias usuais utilizadas nas estimativas dos
parametros, apresentando noc¢bes basicas acerca da teoria da coalescéncia,
particularidades do desenvolvimento e uso da teoria; Por Gltimo, é discutido brevemente
sobre o tamanho efetivo populacional e o fluxo génico, abordando aspectos conceituais,
histéricos e importancia dos parametros, além dos métodos usuais de estimativas de tais

parametros.

3.1 Austropuccinia psidii: Consideracdes no estudo genético-populacional

O agente causal da ferrugem-das-mirtaceas, A. psidii (sin. = Puccinia psidii)

classifica-se no reino Fungi, filo Basidiomycota, classe Pucciniomycetes, ordem
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Pucciniales, familia Sphaerophragmiaceae, género Autropuccinia, especie A. psidii
Sphaerophragmiaceae (BEENKEN, 2017).

A ordem Pucciniales é cosmopolita, possui mais de 7.800 espécies catalogadas e
distribuidas no mundo todo, havendo uma vasta gama de plantas hospedeiras
(AINSWORTH, 2008). Essas espécies causam doencas conhecidas por “ferrugens”,
denominacdo originada da ferrugem do trigo causada por Puccinia graminis f.sp. tritici
Eriksson & Henning, que a sintomatologia apresenta cor muito similar a ferrugem de
metais (SALAZAR e CARVALHO JUNIOR, 2010).

A espécie A. psidii é considerada originada da Ameérica do Sul (GLEN et al.,
2007), sendo descrita pela primeira vez infectando P. guajava (goiaba) no Brasil
(WINTER, 1884).

No Brasil, a ferrugem das mirtaceas € uma das doengas mais importantes para a
cultura do eucalipto (FERREIRA, 1989; ALFENAS et al., 2009) ocasionando severos
danos as plantagdes (COUTINHO et al., 1998; PEREZ et al., 2011; MIRANDA et al.,
2013). Constitui-se um sério problema principalmente quando as condi¢Ges ambientais
sdo favoraveis (GALLI, 1980; PIZA e RIBEIRO, 1988).

Além de eucalipto, A. psidii é patogénica a varias espécies botanicas de
importancia econdémica da familia Myrtacea, como E. stipitata (araca-boi), P. cattleianum
(aracd), P. guajava (goiaba), S. jambos (jambo), P. cauliflora (jabuticaba), E. uniflora
(pitanga), M. alternifolia (melaleuca), P. edulis (cambucd), E. pyriformis (uvaia) entre
mais de 70 outras espécies documentadas como hospedeiros do fungo (COUTINHO et
al. 1998; FERREIRA, 1989; GALLI, 1980; JOFFILY, 1944; RAYACHHETRY et al.
2001; SILVEIRA, 1951; SIMPSON et al. 2006; SOUZA, 1985).

A distribuicdo de A. psidii engloba os continentes da Africa, Asia, Oceania,
Américas Central e do Norte, llhas do Caribe e do Pacifico (MOON et al., 2012), com
diversos ataques registrados na literatura, citando-se os paises da Africa do Sul,
Alemanha, Argentina, Australia, Bélgica, China, Colémbia, Canada, Equador, Estados
Unidos, Franga, Indonésia, Japdo, Jamaica, Nova Caleddnia, Porto Rico, Paraguali,
Portugal, Republica Dominicana, Uruguai, Trindade e Tobago, Venezuela entre outros
(COUTINHO et al., 1998; CARNEGIE et al., 2010; GIBLIN, 2013; ROUX et al., 2013;
MORIN et al., 2014; MACHADO et al., 2015; MCTAGGART et al., 2016).

No Brasil o patogeno tem ampla distribuicdo geogréfica, principalmente nos
estados da Bahia, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro,

Parana, Santa Catarina, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul, podendo causar danos
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consideraveis dependendo manejo silvicultural e dos materiais genéticos utilizados
(SANTOS et al.,2001; ALFENAS et al., 2009; GRACA et al. 2013).

O ciclo parasitéario das ferrugens é subdividido didaticamente em cinco fases,
sendo denominado de uma ferrugem macrociclica (COUTINHO et al., 1998) e quando
uma dessas fases ndo ocorre, € chamada microciclica. Segundo Figueiredo e Passador
(2008), ciclos da ferrugem descrevem-se como (0, espermogonio e espermacias; |, écios
e ecidsporos; Il, uredinios e uredinidsporos; III, télio e telidsporos “probasidio”; IV,
basidio “metabasidios” e basidiésporos). Os ciclos que ocorrem em um Unico hospedeiro
sdo chamados (autoécio) ou se ocorrer através de dois hospedeiros filogenéticamente
distintos (heteroécio). No caso da A. psidii, seu ciclo de vida € atipico comparado as outras
espécies de ferrugens, e vem sendo considerada uma ferrugem autoécia e microciclica
com ciclo incompleto com a auséncia do estagio de espermagbnio (picnio) e sem
hospedeiro alternativo para ocorréncia desse estagio (HENNEN et al., 2005; MORIN et
al., 2014). Porém, ndo se descarta a possibilidade de que ocorra a fase de espermogénio,
mas ateé entdo a mesma nédo foi demonstrada e/ou descrita.

A infeccédo é altamente influenciada pelas condi¢des ambientais (FURTADO et
al., 2009), e ocorre no inicio das brotacdes do hospedeiro, com o patdgeno atacando
tecidos jovens e tenros, como folhas, inflorescéncias e gemas, sendo observado tanto em
plantas adultas no campo, como em mudas na fase de viveiro (FERREIRA, 1989;
FURTADO et al., 2009).

Apbs a infeccdo, 0 quadro sintomatoldgico inicia-se com pontuac@es clordéticas
que se transformam em pustulas contendo em seu interior esporulacdo de cor amarelo
vivo. Estas pUstulas podem coalescer, recobrindo a superficie das brotagdes do ramo,
quando o ataque é intenso. Em consequéncia, os tecidos afetados necrosam, adquirindo
coloracdo negra, como se fossem queimados. Depois de infectadas, as plantas ainda
podem formar novas folhas e ramos apds a seca das pustulas, deste modo, a incidéncia da
doenca resultara na reducdo da produtividade em plantios e aumento dos custos de
producdo, quando houver necessidade do uso de algumas medidas de manejo
(FURTADO et al., 2009). Em &reas ambientalmente favoraveis a doenga, ela apresenta-
se como condicéo limitante para o processo de regeneracgéo e desenvolvimento das plantas
de eucalipto (SILVA et al., 2015).

Em espécies do género Eucalyptus, o controle da A. psidii € feito principalmente

pela selecdo e plantio de materiais genéticos resistentes (ALFENAS et al., 2009;
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FURTADO et al., 2009), além do plantio de materiais suscetiveis em épocas e locais
desfavoraveis a doenca (visando escape).

A grande variabilidade genética intra e interespecifica para resisténcia a ferrugem
de Eucalyptus spp. permitiu em alguns locais o controle da doenca por meio da selecdo
para resisténcia (CARVALHO et al. 1998, DIANESE et al. 1984, TOMMERUP et al.
2003). Entretanto, demonstrou, em uma familia particular de E. grandis, que a resisténcia
a ferrugem é controlada por um Unico gene principal, o Ppr-1 (gene de resisténcia 1 de
Puccinia psidii), com expressdo variavel dependendo do background genético do
hospedeiro (JUNGHANS et al., 2003). Considerando esse padrdo genético, mudangas na
estrutura populacional do patégeno poderiam ser o suficiente para suplantar esse gene de
resisténcia (GRACA et al., 2011), o que é preocupante para a setor florestal brasileiro,
pois os urediniosporos, estrutura dispersiva e reprodutiva do patégeno, sdo facilmente
dispersos por longas distancias e tém grande capacidade de formar populacdes, como
observado com outras ferrugens, considerando possivel que A. psidii tenha alta
variabilidade genética e consequentemente alto potencial evolutivo.

Diversos estudos mostram a existéncia de variabilidade fisioldgica e genética
entre populacbes de A. psidii (MARLATT; KIMBROUGH, 1980; FERREIRA, 1983;
CASTRO et al., 1983; 1984; COELHO et al., 2001; APARECIDO et al., 2003; ZHONG
etal., 2011).

No entanto, a maioria dos métodos utilizados para estudar a diversidade A. psidii
até 0 momento sdo baseados em caracteres fenotipicos, ou apenas nas frequéncias dos
alelos para compreender os niveis de diferenciacdo, considerando que isso possa retratar
eventos de fluxo génico recentes, por vezes, ndo considerando 0s eventos migratérios que
aconteceram no passado (WILSON e RANNALA, 2003). Podendo dificultar o
entendimento das relacGes do passado co-evolutivo e evolutivo das populacdes de A.
psidii.

O passado evolutivo da A. psidii ainda ndo € conclusivo, pesquisadores buscam
explicagBes concretas que possam elucidar como o patdégeno foi capaz de infectar
hospedeiros do género Eucalyptus em tempo evolutivamente curto, visto que se trata de
uma espécie exotica introduzida, com relatos da doenca descritos ja em 1912 e
comprovados em 1944 (JOFFILY, 1944). Uma das hipdteses mais aceitas € a de host
jump, onde partem de um processo onde ha um “salto” do patdogeno entre hospedeiros

taxonomicamente distantes (STUKENBROCK e MCDONALD, 2008). A principio
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achavam ser possivel que a A. psidii se deslocou da P. guajava para o género Eucalyptus,

hipotese rejeitada por Graga et al. (2013).

3.2.  Marcadores genéticos e suas aplicacdes

Os marcadores genéticos podem ser divididos em marcadores morfologicos,
bioquimicos e moleculares (TURCHETTO-ZOLET et al.,, 2017). Os marcadores
morfolégicos sdo baseados em caracteristicas fenotipicas, geralmente de facil
visualizacdo e com mecanismos de heranga mendeliana, que podem ser utilizados para
avaliar diferencas genéticas entre dois ou mais individuos. Foram o primeiro tipo de
marcador genético utilizado, sendo a base para o melhoramento convencional em
caracteres discretos, de modo que as caracteristicas fenotipicas desejaveis sao
selecionadas nos genitores.

Ha diversas aplicacOes para esse tipo de marcador, citando-se a identificacdo de
gendtipos, caracterizacdo da variabilidade, diferenciacdo entre acessos, agrupamentos
(SOUZA e SORRELLS, 1991; ZHONG-HU, 1991), de maneira menos eficiente, em
mapas de ligacdo genética para varias espécies (COE e NEUFFER, 1993; HART et al.,
1993) entre outras aplicacBes. Esses estudos baseiam-se na pressuposicdo de que
similaridade morfolGgica retrata a similaridade genética.

Entretanto, diversas limitagdes sdo associadas a marcadores morfoldgicos
(PATERSON et al., 1991; BOREM e MIRANDA, 2017). O ndmero reduzido de
caracteristicas para se usar; acentuado efeito de genes determinantes pode afetar a analise
genética para caracteres de importancia; um numero reduzido de caracteres pode ser
estudado simultaneamente devido aos efeitos de interagdes génicas; O resultado da
interacdo decorrente dos genes com ambiente ira alterar a expressdo do fenétipo,
refletindo na anélise (HARTL e CLARK, 2010).

Devido aos avangos tecnoldgicos obtidos, por volta da década de 1950, surgiram
outro grupo de marcadores genéticos, os chamados marcadores bioquimicos, citando-se
0s terpenos, as proteinas (isoenzimas e aloenzimas) (TURCHETTO-ZOLET etal., 2017).

As primeiras moléculas a serem empregadas como marcadores genéticos
bioquimicos foram metabdlitos secundarios, como antocianinas e compostos fendlicos,
usados para diferenciar variedades de espécies vegetais (GROVER e SHARMA, 2016).

Logo apos, os marcadores enzimaticos, 0s quais foram muito importantes, entretanto,
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apesar de detectar um baixo grau de polimorfismo, foram utilizados em diversos estudos
como analises filogenéticas, acesso da variabilidade genética, identificacdo de acessos e
de forma mais limita na associacéo de caracteristicas de interesse (BOREM e MIRANDA,
2017), além de servir de base para teorias evolutivas, citando-se principalmente a teoria
neutralista da evolucgéo e a teoria quase neutra da evolucdo (KIMURA, 1968; KIMURA
e OHTA, 1974; OHTA e GILLESPIE, 1996).

E importante ressaltar que a base desse tipo de marcador vem das modificagfes
poOs-traducdo das enzimas, podendo produzir “proteinas conformacionais”, ocasionando
polimorfismos em resposta a condigdes ambientais, diferencas nas atividades
enzimaticas, podendo haver alteracdes associadas a diferentes de desenvolvimento, além
de ter uma reduzida cobertura do genoma (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores bioquimicos perderam popularidade anos depois, devido
surgimento das técnicas de marcadores moleculares, com foco no DNA, com capacidade
de detectar maiores polimorfismos, possibilitando a analise do genotipo, sem a
necessidade de ter ocorrido a expressao fenotipica, excluindo a influéncia do ambiente no
polimorfismo, com uma amostragem mais ampla do genoma, pois 0s marcadores
bioquimicos amostram apenas as regides ativas na expressdo génica (TURCHETTO-
ZOLET etal., 2017).

Nos anos 1980, a tecnologia de marcadores moleculares era rotineiramente usada
nas mais diversas espécies, desde entdo vém sendo aperfeicoados e suas metodologias
evoluindo em conjunto com 0s avancos nas técnicas de sequenciamento em larga escala.
De maneira genérica, os marcadores de DNA podem ser classificados em trés categorias,
sendo os baseados em hibridizacéo, baseados em PCR e baseados em sequenciamento.

Existe um vasto nimero de marcadores disponiveis para serem utilizados, os quais
diferem nos seus principios, métodos e aplicacBes potenciais, bem como 0s recursos
técnicos, financeiros e laboratoriais necessarios. Entre as aplicacbes em ciéncias
florestais, pode-se citar o estudo da diversidade genética, inferéncias acerca estrutura
genética, fluxo génico, sistema reprodutivo, tamanho efetivo, analise de parentesco,
reconstituicdo de pedigrees, resolugdo de problemas taxondémicos, estudos filogenéticos,
mapeamento genético, sinalizacdo de genes e selecdo assistida visando resisténcia a
pragas e doencas, avaliacdo e caracterizacdo de germoplasma, introgressdo de genes,
selecdo gendmica ampla e associagcdo com caracteres quantitativos, estudos de interacdo
genotipos-ambientes, registro e protegdo de materiais genéticos desenvolvidos entre
outros (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; BOREM e CAIXETA, 2009;
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RESENDE et al., 2012; SORK et al., 2013; GRATTAPAGLIA, 2014; BOREM e
MIRANDA, 2017).

No presente estudo utilizou-se marcadores microssatélites, que sdo sequéncias
repetidas constituidas de 1 a 6 nucleotideos que se repetem lado a lado em forma de
tandem (HARTL e CLARK, 2010). Esse tipo de marcador é amplamente usado em
andlises genéticas, em uma vasta gama de seres vivos, sobretudo, devido ao seu elevado
grau de informacdes e transferibilidade entre espécies (BOREM e CAIXETA, 2009).

Deste modo, marcadores microssatélite geralmente sdo usados em estudos
relacionados a testes de parentesco, sistema de reproducéo, diversidade genética e estudos
evolutivos, por se tratarem de sequéncias com alta taxa evolutiva. Isto ocorre mesmo em
comparacGes de germoplasmas com estreita base genética, em que geralmente é possivel
detectar um alto nimero de alelos por loco SSR (SELKOE e TOONEN, 2006). Esses
marcadores tém ainda como vantagem serem codominantes, multialélicos, baseados em
PCR, estarem distribuidos de forma ampla no genoma e necessitarem de pequena
quantidade de DNA coletado dos individuos a serem analisados (BUSO, 2003).

3.3.  Diversidade Genética no contexto de doencas de plantas

A diversidade genética diz respeito a quantidade total de variagdes genéticas,
podendo ser entre populacbes de uma espécie ou entre os individuos de uma populacéo.

As alteracGes direcionais nas frequéncias alélicas, podem influenciar a capacidade
dos individuos de uma espécie de responderem aos estimulos abi6ticos e biéticos do meio.
Podendo haver o comprometimento da capacidade de perpetuacdo da espécie e da sua
biota depende (PRIMACK e RODRIGUES, 2001). Dessa forma, populacdes que figuem
sujeitas a perda de genes e gendtipos presentes, irdo consequentemente restringir a
variabilidade genética e ocasionando a erosdo genética.

Ao pensar na diversidade genética num contexto fitopatolégico, verifica-se que a
resisténcia de plantas a doengas € uma das principais estratégias de manejo, empregadas
nos sistemas de cultivos, sendo eficaz, econémica e segura para o0 ser humano e para o
meio ambiente (CASELA, 2005).

Conseguir manter a durabilidade da resisténcia a doencas é atualmente um dos

principais temas de interesse enfrentados por fitopatologistas e melhoristas, considerando
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que por vezes a resisténcia pode ser suplantada ou reduzida pelo surgimento de novas
racas de patdgenos capazes de se adaptarem as defesas presente nos gendtipos cultivados.

Na outra ponta estdo os patdgenos e diversos s&o 0s mecanismos que propiciam a
variabilidade desse grupo. Para fungos fitopatogénicos destaca-se mutacdo,
recombinacdo sexual, parassexualidade, heterocariose, acdo de transposons, heranca
extranuclear e a prépria reproducdo sexuada. Esses mecanismos podem acabar
influenciando positivamente no potencial adaptativo desses organismos em relacdo aos
genes de resisténcia do hospedeiro (AGRIOS, 2005; CASELA, 2005; HARTL e CLARK,
2010).

Nesse sentido, compreender a dindmica populacional dos fitopatégenos e a
maneira como ocorre a distribuicdo da variabilidade genética nos diferentes niveis
hierarquicos entre e dentro das subpopulac6es, podera contribuir no desenvolvimento de
estratégias mais eficientes de para a durabilidade da resisténcia e assim do controle como

um todo.

3.4.  Genética de Populacdes e Teoria da Coalescéncia

A genetica populacional tem seu interesse na origem, quantificacéo e distribuicéo
da variabilidade genética em populacgdes, bem como o destino dessa variacao ao longo do
tempo e do espaco (HARTL e CLARK, 2010).

De modo geral, a genética biométrica e genética populacional surgiu de duas
visdes do estudo da evolucdo que acabaram sintetizadas. Esses ramos da genética foram
influenciados pelos trabalhos de Charles Darwin, que enfatizavam a continuidade
essencial da variabilidade genética e a extrema minucia dos processos evolutivos
individuais (CROW, 1987).

Além das teorias Darwianas, outros pensadores como Francis Galton, com uma
visdo biometristas, influenciaram o surgimento de duas escolas que dominaram o
pensamento genético evolucionista nos primeiros anos do século XX: os Biometristas, e
0s Mendelistas (PROVINE, 2020). Vale ressaltar que esses pontos de vistas contrastantes,
a principio antecederam a redescoberta das leis de Mendel e foram intensificadas apos a
divulgacédo dos conceitos Mendelianos e pela teoria da mutagéo de DeVries.

Em seus trabalhos, Mendel mostrou que a heterozigosidade é reduzida pela

metade a cada geracdo e demonstrando matematicamente as frequéncias genotipicas em
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geracOes sucessivas. Entretanto, Mendel ndo considerou as consequéncias do
acasalamento aleatorio, provavelmente por causa do habito de cultivar suas ervilhas. A
solucdo proposta veio pelo que conhecemos atualmente como principio de Hardy-
Weiberg (HARDY, 1908; WEINBERG, 1908).

O principio de Hardy-Weiberg é a base de grande parte das inferéncias em
genética de populagdes, e postula que em populag¢bes que ndo houve diferenga de aptidao,
geneticamente determinada, sem migracdo, sem mutacdo e sem flutuacdo aleatoria, a
frequéncia alélica ndo muda de geracdo em geracdo. Com o acasalamento aleatorio, o
arranjo de genotipos com dois alelos é dado pela expansdo binomial do quadrado do
arranjo gamético (FALCONER, 1997). De modo simplificado, a populacdo precisa ser
infinitamente grande, reproduzir-se aleatoriamente, e ndo haver forgas evolutivas atuando
sobre elas.

A sintese e conciliacdo dessas ideias vieram com as analises matematicas de
Sewall Wright, Sir Ronald Fisher e John Burdon Sanderson Haldane, o que ficou
conhecido como sintese moderna da evolucdo. Wright, Fisher e Haldane foram pioneiros,
e dominaram o campo por décadas e o0 converteram em uma nova disciplina cientifica,
usando teoria matematica, amplas generalizacdes e previsdes quantitativas (CROW,
1987).

Tradicionalmente, métodos estatisticos “classicos” de inferéncia sdo
fundamentados quase que exclusivamente na frequéncia dos alelos, e sdo utilizados nas
estimativas de parametros genéticos populacionais, partindo de conjuntos de dados
(ROSA, 2016).

Esses métodos foram aprimoradas e desenvolvidas com o passar do tempo,
decorrente de avancos tecnoldgicos e cientifico se expandiram em diversas variantes
aceitas e debatidas por muitos cientistas, como exemplos as estatisticas F desenvolvidas
por Wright (1951, 1978), as estatisticas de Nei (1973) e suas extensdes e derivacdes para
diversos outros tipos de marcadores (NATH e GRIFFITHS, 1996), métodos de inferéncia
bayesiana para estrutura populacional como o STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000),
agrupamentos hierarquicos classicos (ODONG et al., 2011), componentes principais
(CRUZ et al., 2011), entre diversas outras metodologias.

A maioria desses métodos focam na frequéncia dos alelos para compreender 0s
niveis de diferenciacdo. De modo que resultados obtidos possam retratar eventos de fluxo
génico recentes, por vezes, ndo considerando 0s eventos migratorios que aconteceram no
passado (WILSON e RANNALA, 2003; ROSA, 2016). Ha assim uma perda de
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informacao que tende a dificultar o entendimento das relagdes do passado co-evolutivo e
evolutivo das populagdes.

As estatisticas F de Wright e estatisticas de Nei geralmente s&o o marco inicial da
maioria dos estudos genético-populacional. Porém, algumas limitacbes se tornam
evidentes com o tempo (NEIGEL, 2002). A maioria dos métodos citados pressupdem
suposic¢des restritivas e pouco realistas para certos cenarios, como exemplo, ndo permitem
considerar mutacdo. As estatisticas F de Wright e seus pardmetros anélogos a F, sdo
utilizados frequentemente para populacdes em pares, por vezes ocasionando tendéncias
na estimativa dos parametros (BEERLI, 2004; SLATKIN, 2005) e a reutilizacdo de dados
baseados em pares ndo é ideal do ponto de vista estatistico (BEERLI, 2009).

Sir John Frank Charles Kingman no ano de 1982 desenvolveu ao longo de trés
importantes trabalhos, a teoria da coalescéncia (KINGMAN, 1982 a, b, c). Os frutos das
pesquisas de Kingman comecaram a ter enorme representatividade e importancia nos
estudos evolutivos e de genética de populacbes. Deram oportunidade para novos métodos,
considerando ainda que as estimativas inferenciais baseadas na teoria da coalescéncia néo
eram viaveis na maioria dos casos até metade dos anos 1990, principalmente pelas
restrices computacionais (BEERLI, 2009).

A teoria da coalescéncia se baseia em um modelo retrospectivo que tem como
intuito modelar a genealogia dos alelos amostrados, baseando-se em principio nos
modelos populacionais propostos por Fisher (1930) e Wright (1931). A teoria da
coalescéncia parte do pressuposto de que os alelos amostrados no presente surgiram de
um alelo ancestral Unico, chamado de alelo comum mais recente (NORDBORG, 2001).

Considerando uma populacdo com apenas um locus amostrado e dois alelos,
seguindo o modelo de Fisher-Wright (Fisher, 1930; Wright, 1931). Nesse caso
ancestralidade dessa amostra é inferida partindo-se do presente e caminhando em dire¢édo
ao passado, até o tempo em que os alelos do locus se coalescem em seu ancestral comum
mais recente (ACMR).

Um evento coalescente é basicamente a fusdo de dois alelos presentes no tempo
(t) em um dnico alelo no tempo (t-1). Considerando uma perspectiva historica da
genealogia das populagfes, 0s eventos coalescentes retratam os eventos de divergéncia
dos alelos (FU; LI, 1999).

Partindo de uma amostra com tamanho n, havera n-1 eventos coalescentes indo
em dire¢do passado, quando ocorrer o Ultimo evento coalescente, ele retratard o ancestral
comum mais recente da amostra (NORDBORG, 2001; WAKELEY, 2009). Considerando
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, . n(n—-1) . ~ . . .
uma amostra também de tamanho n, havera — combinacges possiveis para o primeiro

evento coalescente, analogamente esse raciocinio se aplica aos demais eventos
coalescentes (FU; LI, 1999).

A chance de duas amostras quaisquer coalescerem em alguma geracao no passado

1
2N,

é de

, onde N, é o tamanho efetivo populacional. A chance de duas amostras nao

, 1
coalescerem é de 1 — ™

. Dessa maneira, a probabilidade de ocorrer o primeiro evento

e

(n-1)

, n 1 . ~
coalescente € dada por —S ko levando em consideracdo um total de n amostras. 1sso
e

porque em uma amostra com tamanho populacional efetivo constante, havendo 2N,
copias de cada locos, consequentemente terd 2N, "genitores em potencial” na geracao
antecedente (ROSA, 2016). Importante frisar, que a principio, 0 modelo de Fisher-Wright
descreve basicamente uma amostragem binomial de alelos para cada geracao.

Pode-se usar a distribuicdo binomial para modelar os eventos coalescentes, e a
distribuicdo geométrica para modelar o tempo de coalescéncia, o qual retrata os intervalos
em geracOes entre 0s eventos coalescentes sucessivos em cada geragdo anterior. A
probabilidade de ndo ocorrer coalescéncia nas geracdes que antecedem t-1 é multiplicada
pela probabilidade de coalescéncia na geracdo de interesse, essa probabilidade é dada

t—1
por P.(1) = (1 - %) x % (HALLIBURTON et al., 2004).

Quando as amostras de tamanho n sdo muito grandes, e a probabilidade de
coalescer é muito pequena, desse modo os eventos de coalescéncia sdo modelados de
acordo com distribuicdo de Poisson, havendo uma taxa de um evento de coalescéncia (A
= 1) para cada amostra em um intervalo de tempo (t1, to, t3, até tn). Fato explicado em
razdo da distribuicdo binomial se aproximar da distribuicdo de Poisson nos casos em que
probabilidade de sucesso é pequena e ha um tamanho n muito grande. Nestes casos, 0s

tempos de coalescéncia sdo modelados usando a distribuicdo exponencial, e

t—1

probabilidade é dada por P.(¢) = % e 2Ne (HALLIBURTON et al., 2004).

O processo estatistico de inferéncia de determinada genealogia pela teoria da
coalescéncia, é fundamentada em diferentes modelos probabilisticos. As combinagdes
praticaveis de serem obtidas indicam o nimero de configuracdes possiveis (comumente
chamado de numero de genealogias) levando em consideracdo as amostras atuais das

populagdes.
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O tamanho efetivo e amostral das populacGes consideradas nos estudos baseados
na teoria da coalescéncia, é proporcionalmente equivalente ao tempo necessario para que
ocorram 0s eventos coalescentes. Geralmente, isso faz com que o0s primeiros eventos
coalescentes acontecam mais devagar em populagdes com maior diversidade, enquanto
que os eventos coalescentes irdo ocorrem cada vez mais, a medida em que 0 ACMR se
aproxima, e as possibilidades se estreitam (WAKELEY, 2009).

Kingman (1982a; b; c), baseando-se nas observacgdes feitas por Wright, ampliou
as, considerando dois cromossomos escolhidos aleatoriamente em uma populacdo de
tamanho N sobre 2N geracdes até se encontrarem no seu ancestral comum mais recente.
Essas descobertas permitiram usar amostras aleatérias de individuos para inferir
parametros para toda a populacdo, possibilitando estimar as probabilidades de certas
genealogias para qualquer nimero de individuos em uma populacdo (NORDBORG,
2001).

Com o passar dos anos e a popularizacdo e acessibilidade da matematica nos
ultimos anos, surgiram softwares que permitem estimar pardmetros genéticos por meio
de dados de diferentes marcadores moleculares (BEERLI; FELSENSTEIN, 1999, 2001;
BAHLO; GRIFFITHS, 2000; WILSON; RANNALLA, 2003; IORIO; GRIFFITHS,
2004; HEY; NIELSEN 2004; BEERLI, 2006; EWING; RODRIGO, 2006; KUHNER,
2006). A utilizacdo dessas abordagens possibilita estimar parametros relacionados a
genética de populagdes por meio de uma abordagem que considera o passado evolutivo e

as relacdes genealdgicas dos alelos.

3.5.  Tamanho efetivo populacional e Fluxo génico

O tamanho efetivo populacional (Ne) € um conceito importantissimo em estudos
genéticos populacionais, sendo inicialmente proposto por Wright (1930). Tem o objetivo
de proporcionar um método de estimar a deriva genética, que em outros palavras, € taxa
de mudanca evolutiva causada pela amostragem aleatdéria de frequéncias alélicas no
decorrer das geracdes em uma populagdo de tamanho finito.

Quanto maior o tamanho efetivo de uma populagdo, menores séo os efeitos da

deriva genética, como a diminui¢cdo da variancia entre populacfes e aumento da
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diversidade dentro de populagdes. Diminuindo assim a probabilidade de fixacdo ou perda
de alelos em populagdes com maiores tamanhos efetivos (RIDLEY, 2009).

Em termos conceituais, 0o tamanho efetivo é equivalente a uma populacdo
idealizada no modelo genético-populacional de Fisher e Wright. Pressupondo-se a
reducdo da variabilidade genética em uma taxa equivalente a populacdo do estudo
(CABALLERO, 1994; CHARLESWORTH, 2009; SEBBENN; SEOANE, 2005).
Geralmente o tamanho efetivo populacional teorico é diferente do tamanho censitario da
populacdo, na maioria das vezes sendo menor (WRIGHT, 1938).

Ha uma grande variedade de estimadores de tamanho efetivo descritos, partindo
de diferentes pressupostos, além de poderem ser baseados no fendtipo ou em marcadores
moleculares, podendo serem utilizados medida de representatividade genética a partir
certa amostragem (VENCOVSKY; CROSSA, 2003).

O termo fluxo génico, refere-se genericamente a movimentacdo de genes de uma
populacdo em direcdo a outra. Inclui-se todos 0os mecanismos que possibilitam e resultam
na movimentacédo dos alelos entre essas populagdes (NEIGEL, 1997).

O fluxo génico é considerando um processo evolutivo, causando mudangas nas
frequéncias alélicas das populacdes no tempo e no espaco (WILSON e BOSSERT, 1971).
Essas mudancas evolutivas ocorrem em conjunto, sendo que todos 0S mecanismos
evolutivos mutacdo, selecdo, deriva genética e fluxo génico ocorrem com maior ou menor
intensidade, ocasionando a mudanca nas frequéncias alélicas das populac@es ao longo do
tempo.

Um tamanho efetivo populacional reduzido, bem como a endogamia ou a
ocorréncia conjunta desses, reduzem a variabilidade genética dentro de populagdes e
acentuam os efeitos da deriva genética, contribuindo no sentido de aumentar a
diferenciacéo, divergéncia e heterogeneidade genética entre as demais populagdes.

O fluxo génico se contrapGe aos efeitos da deriva genética, possibilitando maior
variabilidade nas populagdes. Isto por fazer com que ocorra disseminagéo de novos alelos
e de suas combinagfes nas populagfes (SLATKIN e MADDISON, 1989).
Simultaneamente, implica na diminuicdo da variabilidade no nivel entre populacGes, em
consequéncia do numero de individuos que vao de uma populacdo para outra a cada
geracdo (WRIGHT, 1951). Caso ndo haja fluxo génico, pode ser que as populagdes
acumulem diferencas genéticas no decorrer das geracdes, levando ao processo de
especiacdo, possivelmente tornando-se espécies distintas (FUTUYAMA, 1992;
RIDLEY, 2009; HARTL e CLARK, 2010).
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Genericamente é descrito na literatura quatro modelos adotados para explicar
como o fluxo génico atua nas metapopulacGes, a partir desses modelos podem surgir
variagoes (FUTUYAMA, 1992), citando-se:

I. Modelo de n-ilhas: Os eventos migratérios ocorrem a0 acaso em pequenas
subpopulac@es agrupadas;
I1. Modelo continente-ilha: Ocorre um movimento no sentido unidirecional de uma
subpopulagdo grande para uma menor, quase que isolada;
I1l. Modelo de “alpondras” (stepping-stone): As subpopulagdes recebem migrantes
apenas das subpopulagdes proximas;
IV. Modelo de isolamento por distancia: Nos individuos espacialmente préximos o
fluxo ocorre de maneira preferencial, em relagdo as demais.

As estimativas de fluxo génico sdo complexas, havendo uma série fatores além
apenas da dispersdo que afetam as estimativas e a interpretacdo das mesmas, tais como o
tamanho efetivo da populacéo que recebe os alelos, sucesso reprodutivo do migrante e
capacidade de se perpetuar (ENNOS, 1994), sistema reprodutivo da espécie, e as relacdes
ecologicas complexas interespecificas e intraespecificas, biologia da espécie e fatores co-
evolutivos (DICK et al., 2003; HARTL e CLARK, 2010; ELLSTRAND, 2014; RIDLEY,
2009).

O fluxo génico pode ser estudado por métodos diretos e indiretos (SLATKIN,
1985; 1987; BEERLI, 1998). Métodos diretos se baseiam em observacdes diretas ou
inferéncias das distancias de dispersdo e de sucesso reprodutivo, sendo todas
fundamentadas em observagdes do movimento dos vetores (LATTA et al., 1998) e na
analise da paternidade (JONES; ARDREN, 2003). Entre as vérias limitacdes do método
direto, é sua inviabilidade na maioria dos estudos envolvendo microrganismos
fitopatogénicos, pois em caso de taxas pequenas de migracdo, seria praticamente
indetectavel, ocasionando baixa precisdo confiabilidade das estimativas, principalmente
se a amostra for pequena (BEERLI, 1998). No caso de estudos sazonais e sem
repetibilidade, seria impossivel inferir se 0s padrdes de fluxo génico observado foram sédo
padrdes gerais da populacdo ou aconteceu devido a fatores ndo controlados, pois as
inferéncias desse método estdo limitadas no tempo e no espaco, sem considerar o fluxo
historico dessas populacbes (BEERLI, 1998).

Métodos indiretos se baseiam em dados genéticos amostrados por meio
marcadores moleculares seletivamente neutros em varias subpopulacées, para realizar as
estimativas de fluxo génico (BEERLI, 1998; GRIFFITHS et al., 2004). As inferéncias
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baseadas nesse metodo revelam padrdes gerais de fluxo génico e podem ser aplicados a
qualquer tipo organismo. Ainda, os marcadores precisam mostrar elevado polimorfismo
para que seja possivel avaliar as diferencas entre subpopulagoes.

Atualmente ha varios métodos indiretos descritos para as estimativas de fluxo
génico baseando-se em dados de marcadores genéticos, tais como os estimadores
baseados em frequéncias alélicas (F de Wright e analogos (MICHALAKIS e
EXCOFFIER, 1996); méxima verossimilnanca (RANNALA e HARTIGAN, 1996;
TUFTO et al. 1996); estimadores baseados na teoria da coalescéncia, que fundamenta-se
genealogias dos individuos amostrados (KINGMAN, 1982), com taxas de migracdo
estimadas usando procedimentos de Bahlo e Griffiths (1998); Beerli e Felsenstein,
(1998); Wakeley (1998).

4. MATERIAL E METODOS

4.1.  Origem dos dados utilizados

Os dados utilizados na presente pesquisa foram obtidos do repositério
internacional de acesso aberto a dados de pesquisa Dryad, sob a licenca CCO 1.0
Universal Public Domain Dedication, publicados por Graca et al. (2013).

No trabalho foram utilizadas subpopulac@es de A. psidii agrupadas de acordo com
sete hospedeiros, de amostras coletadas por Graga et al. (2013) da Bahia, Espirito Santo,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina, Sdo Paulo e
Rio Grande do Sul, além de um individuo do Uruguai (Figura 1).
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Figura 1: Locais de amostragem de isolados Austropuccinia psidii associados a
familia Myrtaceae no Brasil e Uruguai. As espécies sdo Eucalyptus spp., Eugenia
uniflora, Myrciaria cauliflora, Psidium guajava, Psidium guineense, Syzygium jambos,

Syzygium cumini.
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Imagem: O autor

Graca et al. (2013), coletaram de pustulas urediniais oriundas de 148 plantas de
Eucalyptus spp., P. guajava, S. jambos, P. guineense, S. cumini, M. cauliflora e E.
uniflora. onde todos os individuos amostrados foram georreferenciados.

As amostras foram genotipadas usando em 10 loci microssatélites (PpSSR012,
PpSSR014, PpSSR018, PpSSR022, PpSSR087, PpSSR102, PpSSR146, PpSSR161,
PpSSR178 e PpSSR195(Tabela 1).

O numero de amostras coletadas em cada estado e tadxon botanico foram
diferentes, isso ocorreu devido ao fato de A. psidii infectar apenas tecidos jovens e tenros,
além do desenvolvimento ser dependente das condi¢gdes ambientais, microclimaticas, do
estagio fenologico do hospedeiro e dos seus 0rgaos.

As informac0es sobre a extracdo de DNA, bem como a genotipagem, podem ser

acessadas nos trabalhos de Gracga et al. (2013).
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4.2.  Estimativas de Fluxo génico e Tamanho efetivo via coalescéncia

Seis diferentes modelos demograficos e de conectividade entre as populagdes
foram testados (Figura 2). Esses modelos buscaram elucidar se populacGes estdo em
panmixia ou se estas se mostram estruturadas geneticamente e se ha indicios de
isolamento por distancia. A comparacdo dos modelos foi realizada estimando-se a
probabilidade do modelo (equacgéo 1). Tendo-se que os modelos responsaveis pela maior
proporcéo de verossimilhanca sdo 0s mais provaveis, estimada a partir das probabilidades
marginais obtidas pela integracdo termodinamica no software Migrate-N 3.6.11 (BEERLI
e PALCZEWSKI, 2010).

Tabela 1: Descricdo dos loci amplificados pela PCR , com os respectivos primers forward
e reverse, bem como o n° de acesso no GenBank, a indicagdo do motivo da sequéncia e 0
tamanho em pares de base da sequéncia amplificada dos dez microssatélites usados para
estimar o tamanho efetivo e o fluxo génico no presente trabalho adaptado de Zhong et al.,
(2008) e Graga et al. (2013).

Locus GenBank Primer sequence (5' - 3') Repeat motif Size
Nn. acesso range

PpSSROI2 I F: TTCAATCCCCATAAGGCTTTC (a0), I
R: AAATCCTGAGTCTTCTTCCCC

PpSSROI4 Erer3502 F: TTCGACATCCAACGCTCTCAT (ac), rosats
R: AAAGGCTAAGTGAATGGGCA

PpSSROIS Erer3503 F: AGCCTTCTCTCTCCTCCGTTA (Ac), a1
R: TCAGGAAGGACAAGACCAAGT

PpSSR022 e rep3504 F: CCTTTAGGCTGTGGTTTCCA (ac), s
R: GCCCACTCTGTCAAGAGGAA

PpSSROS7 Erep5e7 F: AAGAACGTGAACGGGAATGA (AG)+C+A 1578
R: GAAATGCCAGACGAAGGGTA
F: TGACTTTAATCATCTTCAAAACCAA

PpSSR102 EF23508 R: ACCAATCCCCTTCCTTCATC Tt (A8, * T, 140-178

PpSSRI46 Ere23510 F: TTGGTAAAGAGGAGGGGATTC (ac), 205,240
R: TCAGCACCAACCATTACCTTC

PpSSRIG1 I F: TCGAGGGGTCTCAGTTTTCA (g, 12302
R: GAGATCTATCGGACCAACGAA

PpSSRI78 Erep51s F: TCGTGTGCATGTGTGTATCG (ac), 167203
R: GCCTTGGGTGCACACTTTAT

PpSSR195 Creps1s F: GAACGAACCCAAACTTTCCA (ac), .
R: GGAAAGGAATGAGATTGAACACA
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Figura 2.: Esquema gréaficos dos seis modelos genético-populacionais de fluxo génico

propostos pelo autor e testados no software Migrate-N.

Figura 2.a: Modelo 1

pop EUCA | GUAJ (C:XL,\JAIi
aave | ARAC | TAME
EUCA * " *
JAMB
GUAJ % - -
ARAC
cumi
CAUL * * *
UNIF

em que EUCA, JAMB, GUAJ, ARAC, CUMI, CAUL e UNIF séo respectivamente as subpopulagdes
agrupadas pelas espécies Eucalyptus spp., S. jambos , P. guajava, P. guineense, S. cumini, M. cauliflora e
E. uniflora ; “*” significa que este pardmetro € estimado; “0” significa que este pardmetro ndo é estimado;

“s” significa que o pardmetro de migragdo ¢ simétrico (M;; = M;).

Figura 2.b : Modelo 2

EUCA

JAMB
EUCA | GUAJ CAUL
Pop | jamB ‘ARAC‘ CUM" UNIF
JAMB
ARAC

CAUL * * * *
UNIF

em que EUCA, JAMB, GUAJ, ARAC, CUMI, CAUL e UNIF séo respectivamente as subpopulacdes
agrupadas pelas espécies Eucalyptus spp. , S. jambos , P. guajava, P. guineense, S. cumini, M. cauliflora
e E. uniflora; “*” significa que este parametro ¢ estimado; “0” significa que este parametro ndo é estimado;

[Tt}

s” significa que o pardmetro de migragdo ¢ simétrico (M;; = M;;).
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Figura 2.c : Modelo 3

EUCA| GUAJ
Pop JAMB | ARAC CUMI | UNIF |CAUL
EUCA| % * * * *
JAMB
GUAJ| =« * * * *
ARAC
cumi|l * * * * *
UNIE| * * * * *
CAUL| * * * * *

em que EUCA, JAMB, GUAJ, ARAC, CUMI, CAUL e UNIF séo respectivamente as subpopulagdes

agrupadas pelas espécies Eucalyptus spp. , S. jambos , P. guajava, P. guineense, S. cumini, M. cauliflora

e E. uniflora; “*”significa que este parametro é estimado; “0” significa que este pardmetro ndo ¢é estimado;

[t}

Figura 2.d : Modelo 4

s” significa que o pardmetro de migragdo ¢ simétrico (M;; = Mj;).

Pop |EUCA|JAMB|GUAJ|ARAC|CUMI|CAUL |UNIF
EUCA * * * * * * *
JAMB * * * * * * *
GUAJ * * * * * * *
ARAC * * * * * * *
cumMl * * * * * * *
CAUL * * * * * * *
UNIE * * * * * * *

em que EUCA, JAMB, GUAJ, ARAC, CUMI, CAUL e UNIF sdo respectivamente as subpopulacdes

agrupadas pelas espécies Eucalyptus spp. , S. jambos , P. guajava, P. guineense, S. cumini, M. cauliflora

e E. uniflora; “*”significa que este parametro é estimado; “0” significa que este pardmetro ndo ¢ estimado;

[Tt}

s” significa que o pardmetro de migragdo ¢ simétrico (M;; = Mj;).
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Figura 2.e: Modelo 5

Pop BAIESIMGISPIRJIMS‘SCIPR‘RSIUR
BA * * * * * * * * * O
ES * * * * * * * * * O
MG * * * * * * * * * 0
SP * * * * * * * * * 0
RJ * * * * * * * * * 0
MS * * * * * * * * * 0
sC * * * * * * * * * 0
PR * * * * * * * * * 0
RS * * * * * * * * * O
w|0O 0 0 0 00 0 0 0 *

em que BA, ES, MG, SP, RJ, MS, SC, PR, RS e UR séo respectivamente as subpopulagdes geogréficas da
Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e Uruguai; “*” significa que este parametro ¢ estimado; “0” significa que

[t
S

este parametro ndo € estimado; significa que o parametro de migragdo ¢ simétrico (M;; = M;;).

Figura 2.f: Modelo 6

Pop BA‘ES‘MG‘SP‘RJ‘MS‘SC‘PR‘

BA * * * * * * * * *

ES * * * * * * * * *

MG * * * * * * * * *

SP * * * * * * * * *

RJ * * * * * * * * *

MS * * * * * * * * *

e * * * * * * * * *

PR * * * * * * * * *

RS * * * * * * * * *

UR * * * * * * * * *

em que BA, ES, MG, SP, RJ, MS, SC, PR, RS- UR sao respectivamente as subpopula¢des geogréficas da
Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul + Uruguai em uma mesma subpopulagado; “*” significa que este parametro é estimado;

“0” significa que este pardmetro ndo € estimado; ‘“s” significa que o parametro de migragdo ¢ simétrico

(My; = Mj).
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A probabilidade do modelo é dada pela divisdo da probabilidade marginal pelo
somatdrio das probabilidades marginais de todos os modelos utilizados.

mLmodelo(i) 1)
YmLmodelos(todos)

Prob(modelo;) =

Em que:

a) Prob(modelo;) = a probabilidade do modelo i em relacdo aos demais
modelos;

b) mLmodelo(i) = a probabilidade marginal do modelo (i);

c) YmLmodelos(todos) = somatéria das probabilidades de todos os modelos

utilizados.

Para avaliar o tamanho efetivo e fluxo génico assimétrico entre as populages foi
utilizado o método de inferéncia bayesiana, baseado na teoria da coalescéncia
implementado no software MIGRATE-N (BEERLI e PALCZEWSKI, 2010). Sendo os
parametros tamanho efetivo populacional em escala de mutacdo (©;) e a taxa de
migracao escalonada pela taxa de mutacao (Mi j) sdo estimados simultaneamente:

G)l' = XNe (2)

Em que:
a) x= um multiplicador que depende da ploidia e heranca dos dados (x=4 para
diploides nucleares);
b) N, = o tamanho efetivo da populacéo e;
€) u =ataxade mutacdo.
mij 3
my =" ®)
Em que:
a) mij = taxa de migragdo entre grupo i para grupo je;
b) u = taxa de mutacdo.

A partir desses valores, foi obtido o nimero efetivo de migrantes por geracdo

(xN;m;;), o qual pode ser estimado por:
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xNimﬁ = G)i * MU (4)

A distribuicdo a priori dos parametros escolhida foi a uniforme, com os valores
de minimo, maximo e delta respectivamente de 0, 100 e 10. O processo de estimagao com
5.000.000 iteragcdes, com um periodo de aquecimento (burnin) de 10.000, utilizando o
esquema de aquecimento estatico com quatro cadeias de diferentes temperaturas (1,0; 1,5;
3,0 e 100.000,0) (BEERLI e PALCZEWSKI, 2010). Apds o término de cada andlise, a
area abaixo da curva de verossimilhanca, realizada por meio de integragdo termodindmica
foi calculada utilizando a aproximacédo pela curva de Bezier, a qual possibilita uma
melhor aproximacdo com um pequeno numero de cadeias aquecidas (BEERLI e
PALCZEWSKI, 2010). A taxa de mutagéo utilizada variou apenas entre loci, e assumiu-
se uma taxa de mutacio de 5x107° proximas as descritas por Bhargava e Fuentes (2010).

4.3. Diversidade genética e estrutura populacional

Os grupos genéticos das subpopulacdes nomeadas de acordo com o hospedeiro
foram agrupadas com base nos resultados de modelos feitos no software MIGRATE-N
como SPOP1 (Eucalyptus spp. + S. jambos), SPOP2 (P. guajava + P. guineense), SPOP3
(S. cumini) e SPOP4 (M. cauliflora e E. uniflora).

As frequéncias de alelos nulos foram estimadas utilizando o programa
MicroChecker 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2006), baseado em simulacdes pelo
método de Monte Carlo via procedimento bootstrap, para gerar frequéncias esperadas dos
alelos em homozigose e heterozigose, utilizando um intervalo de confianca de 95% para
cada loco individualmente.

As andlises de diversidade foram feitas em relacdo a cada grupo de subpopulacao,
sendo realizadas as estimativas em diferentes niveis considerando os grupos genéticos e
0s hospedeiros de maneira hierarquica e com quatro populacées, sendo estimado 0 Fst no
software GenAlEx 6.5 (PEAKALL e SMOUSE 2006 e 2012) e a diferenciagéo intra e
intergrupos foi estimada por analise de variancia molecular (AMOVA) considerando 0s
grupos geneticos de quatro subpopulacGes e os hospedeiros de maneira hierarquica
utilizando o programa Arlequin ver. 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). As frequéncias
e estatisticas descritivas da diversidade a nivel total e de hospedeiro ja foram previamente

publicadas por Graga (2013) e desse modo, ndo foram estimadas nesse trabalho.
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5. RESULTADOS

5.1. Estimativas de Fluxo génico e Tamanho efetivo via coalescéncia

O Modelo 2 (Figura 2b) foi o que obteve a maior probabilidade dada pela equagéo
1) usando o critério de escolha a probabilidade do modelo, sendo assim o que melhor se
adequa para realizacdo das inferéncias. Partindo desse modelo, as subpopulacdes
nomeadas de acordo com o hospedeiro foram agrupadas, sendo SPOP1 (Eucalyptus spp.
+ S. jambos), SPOP2 (P. guajava + P. guineense), SPOP3 (S. cumini) e SPOP4 (M.
cauliflora e E. uniflora). Ainda nesse modelo prevé a possibilidade de fluxo génico entre
cada uma dessas subpopulac@es (Figura 2.b).

Foi realizado as estimativas dos parametros Mjj, juntamente com o intervalo de
confianca de 95% para tal parametro (Tabela 2), em que Mi;j representa a taxa de migragéo
dimensionada pela taxa de mutacao (Mij = mj/L).

O Mi;j estimado de ingresso na populacdo SPOP1 vindos das popula¢ées SPOP2,
SPOP3 e SPOP4 foi de 1,060; 1,750 e 2,870, respectivamente. A populacdo SPOP2
recebeu imigrantes das populagdes SPOP1, SPOP3 e SPOP4, com as taxas de 0,790;
1,790 e 1,740, respectivamente. Para a populacdo SPOP3 o Mjj as taxas de migragdo
vindas de SPOP1, SPOP2 e SPOP4 foram 0,760; 0,790 e 1,540, respectivamente. A
populagdo SPOP4, as taxas de imigracdo oriundas das populagdes SPOP1, SPOP2 e
SPOP3 foram de 0.590; 0.690 e 1.030, respectivamente (Tabela 2).

Obteve-se as estimativas do nimero efetivo de migrantes por geragdo (N;m;;) para
cada locus (Figura 3) e para a média de todos os loci (Tabela 3).

As estimativas do numero efetivo de migrantes em cada geragdo (N;my;),
recebidos pela subpopulacdo SPOP1, foram de 0,063; 0,104 e 0,171, oriundos
respectivamente de SPOP2, SPOP3 e SPOP4. Para a subpopulacdo de SPOP2, os
migrantes recebidos foram de 0,044; 0,099 e 0,096 respectivamente de SPOP1, SPOP3 e
SPOP4. A subpopulacdo de SPOP3 recebeu 0,072; 0,075 e 0,075, vindos de SPOP1,
SPOP2 e SPOP4. Na subpopulacédo de SPOP4, os migrantes recebidos foram de 0,388;
0,454 e 0,677, oriundas de SPOP1, SPOP2 e SPOP3 (Tabela 3).
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Tabela 2: Estimativas das taxas de migragéo, escalonadas pela taxa de mutacdo (M;),
considerando isolados A. psidii associados as sete espécies hospedeiras da familia
Myrtaceae no Brasil e Uruguai, para a média dos dez loci microssatélites utilizados.
Sendo na primeira coluna as populacGes migrantes e nas demais colunas as populacdes

de estabelecimento dos migrantes.

Recebem
Valores de M.. SPOP1 SPOP2 SPOP3 SPOP4
y EUCA GUAJ CuMI CAUL
JAMB ARAC UNIF
SPOP1 0.790 0.760 0.590
EUCA *
(0.13-3.27) (0.00-3.00) (0.00-3.47)
JAMB
SPOP2 1.060 0.790 0.690
GUAJ *
ARAC (0.00-3.27) (0.00-2.67) (0.00-3.40)
Doam
SPOP3 1.750 1.790 1.030
cumi *
(0.00-2.07) (0.00-2.60) (0.00-2.93)
POP4
SPO 2.870 1.740 1.540
CAUL %
UNIF (0.00-3.33) (0.06-4.87) (0.00-3.00)

Sendo Mj; = (m;/lL) sendo m;; a taxa de migracdo entre localidade i para j, e | a taxa de mutagdo; EUCA,
JAMB, GUAJ, ARAC, CUMI, CAUL e UNIF séo respectivamente as subpopulacBes DE A. psidii
agrupadas pelas espécies Eucalyptus spp., S. jambos , P. guajava, P. guineense, S. cumini, M. cauliflora e
E. uniflora.

Figura 3: Estimativas do nimero efetivo de migrantes por geracdo (Nimji), obtidas
considerando os isolados de quatro subpopulacdes de A. psidii associados as sete espécies
hospedeiras da familia Myrtaceae no Brasil e Uruguai, para os dez loci microssatélites

utilizados.
Locus 1 Locus 2
SPOP1 | SPOP2 [ SPOP3 [ SPOP4 SPOP1 | SPOP2 [ SPOP3 | SPOP4
SPOP1 * 1,70 2,09 1,86 SPOP1 * 4,53 0,47 2,13
Doa SPOP2|( 0,62 * 1,62 1,01 Do SPOP2| 2,05 * 0,32 2,22
SPOP3| 1,41 3,62 * 7,28 SPOP3| 1,85 6,18 * 0,62
SPOP4 | 1,08 2,61 2,79 * SPOP4 | 2,09 6,44 0,36 *
Recebe Recebe
Continua...
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A Locus 3 Locus 4
SPOP1 | SPOP2 | SPOP3 [ SPOP4 SPOP1 | SPOP2 | SPOP3 | SPOP4
SPOP1 * 0,26 0,15 0,96 SPOP1 * 0,04 20,62 | 64,70
SPOP2| 0,09 * 0,15 1,54 SPOP2| 0,07 * 26,30 | 35,20
Doa Doa
SPOP3| 0,09 0,17 * 0,47 SPOP3| 0,09 0,04 * 5,07
SPOP4| 0,11 0,20 0,30 * SPOP4| 0,11 0,05 0,33 *
Recebe Recebe
Locus 5 Locus 6
SPOP1 | SPOP2 | SPOP3 | SPOP4 SPOP1 | SPOP2 | SPOP3 | SPOP4
SPOP1 * 0,12 16,57 2,60 SPOP1 * 4,85 11,20 | 23,92
SPOP2| 0,97 * 26,79 3,83 SPOP2| 1,30 * 15,60 | 15,42
Doa Doa
SPOP3| 1,50 0,20 * 4,64 SPOP3| 0,36 0,75 * 21,92
SPOP4| 0,97 0,09 3,26 * SPOP4 | 2,00 3,57 5,30 *
Recebe Recebe
Locus 7 Locus 8
SPOP1 | SPOP2 | SPOP3 | SPOP4 SPOP1 | SPOP2 | SPOP3 | SPOP4
SPOP1 * 0,04 2,33 8,56 SPOP1 *
SPOP2| 0,10 * 1,30 3,06 SPOP2| 0,13
Doa Doa
SPOP3| 0,06 0,13 * SPOP3| 0,20
SPOP4 | 0,05 0,14 30,86 * SPOP4| 0,16
Recebe Recebe
Locus 9 Locus 10
SPOP1 | SPOP2 | SPOP3 [ SPOP4 SPOP1 | SPOP2 | SPOP3 | SPOP4
SPOP1 * 0,04 2,02 5,04 SPOP1 * 2,83 0,84 10,61
SPOP2| 0,86 * 3,05 10,29 SPOP2| 5,77 * 0,56 7,49
Doa Doa
SPOP3| 0,72 62,87 * 10,36 SPOP3| 4,27 2,06 * 18,10
spops| 066 [HHNON 190 | * spoP4| 258 | 313 | 049 | *
Recebe Recebe

Sendo: SPOP1 (Eucalyptus spp. + S. jambos), SPOP2 (P. guajava + P. guineense), SPOP3 (S. cumini) e
SPOP4 (M. cauliflora e E. uniflora).

42



Tabela 3: Numero efetivo de migrantes por geragdo (N;mj;), estimado para as

subpopulacBes de A. psidii associada as espécies hospedeiras da familia Myrtaceae no

Brasil e Uruguai, e considerando o intervalo de confianga de 95%.

Recebem
Valores de Na.. SPOP1 SPOP2 SPOP3 SPOP4
ey EUCA GUAJ cuMmi CAUL
JAMB ARAC UNIF
SPOP1 0.044 0.072 0.388
EUCA *
(0.01-3.23) (0.00-2.55) (0.00-2.95)
JAMB
SPOP2 0.063 . 0.075 0.454
GUAJ
ARAC (0.00-2.78) (0.00-2.27) (0.00-2.89)
Doam SPOP3
0.104 0.099 * 0.677
CuMI
(0.00-1.76) (0.00-2.21) (0.00-2.49)
SPOP4 0.171 0.096 0.075 .
CAUL
UNIF (0.00-2.83) (0.04-4.14) (0.00-2.55)

Sendo os valores sdo nimero efetivo de migrantes por geragao (N;m;;), obtida por xN;m;; = ©; * M;; e
abaixo os intervalos de confianga de 95%, as siglas EUCA, JAMB, GUAJ, ARAC, CUMI, CAUL e UNIF
sdo respectivamente as subpopulacdes de A. psidii agrupadas pelas espécies Eucalyptus spp. , S. jambos ,
P. guajava, P. guineense, S. cumini, M. cauliflora e E. uniflora.

Tabela 4: Estimativas de tamanho efetivo populacional e 6; = 4N, u

para as

subpopulacBes de A. psidii associada as espécies hospedeiras da familia Myrtaceae no

Brasil e Uruguai, e considerando o intervalo de confianca de 95%.

Tamanho efetivo

Localidade populacional O;=4N_.u
SPOP1
EUCA 119,26 0,238
JAMB
SPOP2
GUAJ 110,78 0,221
ARAC
SPOP3 189,25 0,378
SPOP4
CAUL 1315,08 2,630
UNIF

Onde N, é o tamanho efetivo populacional; u é a taxa de mutagdo por geracéo; as siglas EUCA, JAMB,
GUAJ, ARAC, CUMI, CAUL e UNIF sao respectivamente as subpopulacdes de A. psidii agrupadas pelas
espécies Eucalyptus spp., S. jambos, P. guajava, P. guineense, S. cumini, M. cauliflora e E. uniflora.
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Os tamanhos efetivos populacionais (N, ) estimados da expressao 0; = 4N, u, S&o
de 119,26; 110,78; 189,25 e 1315,08 para SPOP1, SPOP2, SPOP3 e SPOP4
respectivamente (Tabela 4).

5.2.  Diversidade genética e estrutura populacional

Com base no agrupamento SPOP1 (Eucalyptus spp. + S. jambos), SPOP2 (P.
guajava + P. guineense), SPOP3 (S. cumini) e SPOP4 (M. cauliflora e E. uniflora) foi
realizado a analise de variancia molecular (AMOVA) considerando a estrutura
hierarquica entre subpopulacdes, entre hospedeiros dentro de subpopulacao e dentro de
hospedeiros (Tabela 5).

A porcentagem da variagdo foi respectivamente de 39,43% entre as
subpopulacdes, 16,29% entre os hospedeiros dentro de subpopulacdo e 44,28% dentro
dos hospedeiros.

Foram gerados estimadores analogos ao Fst, chamadas @-statistics, as quais
foram estimadas, sendo @crt = 0,394 (Entre Subpopulagbes); @sc = 0,269 (Entre
Hospedeiros dentro de Subpopulagéo); @st = 0,556 (Dentro dos Hospedeiros).

Tabela 5: Andlise de variancia molecular (AMOVA) obtidas para a espécie A.

psiddi considerando a estrutura hierarquica utilizando dez loci microssatélites utilizados

na pesquisa.
Fonte de Graus de Somade Componenteda  Porcentagem da
Variacao Liberdade Quadrado variancia variacao
S
Entre 3 317,597 1,38833 39,43%
Subpopulacdes
Entre Hospedeiros 3 20,554 0,57338 16,29%
dentro de
Subpopulacéo
Dentro dos 289 450,593 1,55914 44,28%
Hospedeiros
Total 295 788,743 3,52086 100

Estimativas feitas no software Alerquin 3.5 Excoffier e Lischer (2010) com base em Weir e Cockerham
(1984); Excoffier, Smouse e Quattro (1992) e Weir (1996).
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Meédia

Os padrdes alélicos descritivos obtidos para as subpopulacées SPOP1, SPOP2
SPOP3 e SPOP4 estdo postos na figura 4. Os valores estimados de heterozigosidade
esperada foram de He= 0,355; 0,252; 0,350 e 0,612, ambos para SPOP1, SPOP2, SPOP3
e SPOP4.

Figura 4 : Padrbes alélicos entre subpopulacbes de A.psidii com base em 10 loci
microssatelites. Sendo numero médio de alelos diferentes (Na), nimero medio de alelos
efetivos (Ne), numero médio de alelos privados (No. de alelos privados) e
heterozigosidade esperada (He) para os quatro grupos populacionais considerados no
trabalho. Sendo SPOP1 (Eucalyptus spp. + S. jambos), SPOP2 (P. guajava + P.
guineense), SPOP3 (S. cumini) e SPOP4 (M. cauliflora e E. uniflora).

Padroes alélicos nas subpopulacoes

5.000 0.700
4500 -
- - 0,600
4,000 4
3,500 - - 0500 &
]
1 g
3.000 - 0.400 E
2.300 - &
2,000 - 0300 £
= o
1,500 + - 0200 =
1,000 - L Na
- 0,100 P
0.300 - : Ne
0.000 - : . . 0,000 No. de alelos privados
SPOP1 SPOP2 SPOP3 SPOP4 — He

Fonte: O autor

Foram estimados os valores pareados analogos de Fst para cada subpopulacdo
(Tabela 6) Excoffier e Lischer (2010). Os valores obtidos de Fst foram de 0,560 (SPOP1
com SPOP2); 0,468 (SPOP1 com SPOP3; 0,419 (SPOP1 com SPOP4); 0,608 (SPOP2
com SPOP3); 0,565 (SPOP2 com SPOP3) e 0,355 (SPOP3 com SPOP4).

45



Tabela 6: VValores de Fst abaixo da diagonal. VValores de probabilidade com base em 9999

permutacbes € mostrada acima da diagonal.

. SPOP1 SPOP2 SPOP3 SPOP4
Subpopulagdes EUCA GUAJ cuml CAUL
JAMB ARAC UNIF
SPOP1
EUCA p<0,01 p<0,01 p <0,01
JAMB
SPOP2
GUAJ p<0,01 p <0,01
ARAC
SPOP3
CuMI p<0,01
SPOP4
CAUL 0,419 0,355
UNIF

SPOP1 (Eucalyptus spp. + S. jambos), SPOP2 (P. guajava + P. guineense), SPOP3 (S. cumini) e SPOP4
(M. cauliflora e E. uniflora).
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6. DISCUSSAO

6.1. Estimativas de Fluxo génico e tamanho efetivo via coalescéncia

Obteve-se evidéncias importantes em relacdo aos processos evolutivos e genético
populacionais de A. psidii, partindo das estimativas fluxo génico e tamanho efetivo
populacional. Entre diferentes cenarios populacionais propostos nos modelos desse
trabalho, o que teve maior evidéncia foi o modelo 2, cujo as subpopulagdes foram
agrupadas de acordo com o hospedeiro e fundamentado no critério de escolha na
probabilidade do modelo.

A selecdo do modelo foi feita pela comparacéo das verossimilhancas (BEERLI,
2012), em que € somado os cenarios dos modelos e entdo os modelos s&o
proporcionalizados ao todo para comparagdo. Entdo, o modelo com maior propor¢éo de
verossimilhanca € predito como o mais provavel. Desse modo, as subpopula¢des ficaram
agrupadas como SPOP1 (Eucalyptus spp. + S. jambos), SPOP2 (P. guajava + P.
guineense), SPOP3 (S. cumini) e SPOP4 (M. cauliflora e E. uniflora).

Salienta-se que o presente trabalho é o primeiro relato do uso de mercadores SSR
abordando os parametros de fluxo génico e tamanho efetivo total, com foco na teoria da
coalescéncia para estudos populacionais de A. psidii.

Em relacdo a taxa de migracdo escalonada pela taxa de mutacdo (M) os valores
sdo provenientes da relagdo (mij/z). Em que, mjj é a taxa de imigracao da populacéo a qual
é dependente da taxa de mutacdo, em outras palavras, significa razdo do qudo importante
€ 0 processo de migracdo, em relacdo a taxa de mutagédo, no que diz respeito a introducédo
da variabilidade nas populac6es estudadas.

Esses resultados devem ser interpretados com cautela, pois podem de maneira
ambigua indicar fluxo génico elevado ou baixa taxa mutacdo. Podendo gerar dificuldades
para uma interpretacdo realista quando ndo se tem o conhecimento prévio das taxas de
mutacdo. Dependendo dos valores de u nas populagdes estudadas, pois taxas de migracao
diferentes podem ter o0 mesmo impacto na estrutura populacional, e as taxas de migragéo
semelhantes podem ter impacto diferente na estrutura populacional (BEERLI, 1998).
Usualmente o pardmetro mais utilizado para migracdo é o nimero efetivo de migrantes
por geracdo (Nimji), obtido facilmente pela manipulacdo algébrica da expressédo
xNim;i=0ixMij.
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Os valores referentes ao nimero efetivo de migrantes por geracdo (Nm ou Nimy:)
em todas as subpopulacfes foram relativamente baixos (todos < 1 unidade), variando
entre 0,044 (SPOP1— SPOP2) e 0,677 (SPOP3 — SPOP4). Curiosamente, em alguns
casos as espécies de hospedeiros as quais foram coletadas as amostras de A. psidii
utilizadas no presente trabalho ocorrem geograficamente proximas, entretanto, nao
apresentam fluxo génico suficiente, o que indica uma variabilidade genética entre as
cepas. Nas situacdes em que o fluxo génico é superior a uma unidade, o efeito pode ser
suficiente para prevenir parcialmente a diferenciagdo das frequéncias alélicas por deriva
genética e fazer com que as populacdes se mantenham como uma unica unidade
evolutiva.

Algumas hipdteses podem explicar essa diferenciacdo entre as espécies
geograficamente proximas, relacionando isso ao isolamento reprodutivo e a biologia
reprodutiva. O ciclo de reproducdo da A. psidii ainda ndo é totalmente elucidado, a
principio Ruiz et al. (1989) colocou que 0 espermagdnio e aécio ocorrem em um
hospedeiro alternativo e desconhecido, semelhante as ferrugens heteroécias. Isso
implicaria em uma barreira pois cada conjunto de hospedeiros para que o fungo complete
o ciclo, seriam como uma barreira geogréafica, porém, isso ndo € consenso. Coutinho et
al. (1998) sugeriu que ciclo de vida ocorre em um Unico hospedeiro sem producédo de
espermagonio e aécio.

Graga et al. (2013) e Machado et al. (2015), ndo encontraram evidencias que
sustentassem a reproducdo sexuada como principal meio de reproducdo para 0S seus
conjuntos de dados. Para esses autores, A. psidii se reproduz principalmente pela
formacdo de uredinidsporos, por sucessivos ciclos mitoticos, ainda consideram a
diversidade genotipica observada em populagdes de A. psidii como produto de mutacao
e ndo da reproducdo sexual. Entretanto, McTaggart et al. 2018 realizaram experimentos
gue mostraram que A. psidii completa as partes assexuadas e sexuadas de seu ciclo de
vida em um U(nico hospedeiro (autoecio) e aquela recombinacdo meiotica produz
basididsporos que sdo capazes de infectar espécies de Myrtaceae.

McTaggart et al. (2020), testaram a hipoOtese de que a reproducdo por
basidiosporos ocorre em infeccBes de Myrtaceae na Nova Zelandia e Africa do Sul.
Obtiveram fortes evidéncias do papel do ciclo sexual na diversidade, encontrando
presenca de um estagio sexual e alta diversidade genotipica dentro de uma populagéo

invasora.
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Dessa maneira, podemos assumir que as subpopulac@es estdo sujeitas a ambos 0s
tipos de reproducdo (sexuada e assexuada) e supor cenarios em que esteja ocorrendo
processos de especiagdo para explicar o motivo de ndo ocorrer fluxo génico entre os
individuos geograficamente préximos, mesmo sendo possivel.

Outra hipotese, a especiacdo leva a formacdo de novos grupos genéticos
(sinbnimos de linhagem, raca, cepas, estirpes, espécies, etc...), envolvendo o isolamento
reprodutivo entre os grupos de uma populacdo ancestral, os quais vdo acumulando
diferencas genéticas entre si.

E plausivel supor que possa estar ocorrendo especiacdo simpatrica, a qual
acontece sem uma separacdo geografica. Nesta, as popula¢fes da mesma espécie vivem
em um mesmo local, porém, ndo hé cruzamento devido a incompatibilidade resultante de
rearranjos cromossdémicos ou alopoliploidia, ou por meio de mutacdes que favorecam
individuos com certo gendtipo intercruzarem entre si em detrimento os demais (KLEIN,
2017).

Uma possibilidade é que ocorra o sistema de cruzamento tetrapolar (também
chamado de bifatorial), impedindo que ocorra o intercruzamento entre as populacdes néo
compativeis (NIEUWENHUIS et al., 2013). No decorrer do tempo as diferencas irdo se
acumular e causar a especiacdo. No entanto, € importante dizer que a especiacao
simpatrica se trata de uma das especiagdes mais raras. O cruzamento tetrapolar ndo é
necessariamente um isolamento reprodutivo, e sim um mecanismo que consiste em dois
loci de acasalamento diferentes. Nesse mecanismo apenas células com alelos diferentes
nos loci podem acasalar para produzir descendentes viaveis, de modo que possa aumentar
a variabilidade e diminuir o cruzamento entre aparentados (NIEUWENHUIS et al., 2013;
MAIA et al., 2015).

Granados et al. (2017), estudaram a diversidade genotipica de A. psidii associada
a Corymbia spp., Eucalyptus spp., Psidium spp. e Syzygium spp. na Colémbia, juntamente
com colegBes da Australia, Brasil, Indonésia, Paraguai e Africa do Sul. Usaram sete
marcadores microssatélites em 58 amostras em 15 géneros dentro de Myrtaceae. Entre
amostras da Coldmbia detectou duas linhagens de A. psidii, sendo um genotipo
desconhecido em P. guajava, diferente dos amostrados no Brasil e o bi6tipo pandémico
que se encontra espalhado nos paises do pacifico, como Australia, Hawaii e Indonésia.
Para explicar a diferenca entre os genotipos de A. psidii em P. guajava entre o Brasil e

Colbmbia, cita sobre o processo de especiacdo alopatrica. De modo que a floresta
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amazonica funcionaria como uma barreira de 4700 km, a qual evitaria o fluxo génico
entre populagdes.

Os resultados em relacdo aos padrdes de agrupamentos das subpopulagdes
formadas nesse trabalho e as condi¢6es edafoclimaticas geograficas também podem ser
explicados pela possibilidade de especiacdo parapatrica. Nesse modo ha um gradiente
ambiental que seleciona fendtipos divergentes sem que as popula¢fes percam o contato
entre si, pois ha uma extensa &rea de ocorréncia de A. psidii nas amostras utilizadas nesse
trabalho englobando os estados da Bahia, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul, além de
um individuo do Uruguai. A maioria das &reas de ocorréncia estdo situadas dentro do
Bioma Mata Atlantica, entretanto, ha variacdes edafoclimaticas e ecossistémicas na faixa
de ocorréncia, onde consequentemente as espécies hospedeiras e 0s gradientes ambientais
sdo variaveis ao longo de sua distribuicdo geogréafica.

Devido a interacao entre selecdo natural e fluxo génico, se a magnitude da presséo
de selecdo for grande, mesmo em cenarios em que ocorra fluxo génico intenso é possivel
manter populacdes distintas. Caso a pressdo de selecdo diminua, o fluxo génico ira
homogeneizar as frequéncias alélicas rapidamente em populacdes distintas. Porém, em
teoria, uma grande forca seletiva ird manter a heterogeneidade entre duas populacdes,
mesmo ocorrendo fluxo génico (RIDLEY, 2009; HARTL e CLARCK, 2010).

Cenarios com a especiacdo peripatrica também sdo possiveis, nesse processo
ocorre a dispersdo de individuos da populacdo original (KLEIN, 2017). Geralmente
ocorre pelo efeito do fundador, fazendo com que sua composi¢do genotipica e fenotipica
se distancie cada vez mais da original.

Em relacdo ao hospedeiro, sabe-se que ha um processo chamado host jump (salto
de hospedeiro) para alguns fitopatdgenos. Nesse processo 0s patdgenos se estabelecem
em novos grupos de hospedeiros geneticamente distintos, levando ao isolamento do pool
genético original, diferenciacdo genética e a especiacdo (CHOI e THINES, 2015). A
principio achavam ser possivel que a A. psidii tivesse se deslocado de P. guajava para
Eucalyptus spp. o salto de hospedeiro, hipotese rejeitada por Graca et al. (2013).

Contudo McTaggart et al. (2016), ao estudarem a linha do tempo evolutiva de
varias espécies da ordem Pucciniales, inclusive de varias Puccinias spp. afirmam que o
“salto de hospedeiro” moldou a diversidade das espécies de fungos causadores de
ferrugem existentes. Outra evidéncia que ndo corrobora com Graca et al. (2013) e

demonstram a importancia do salto de hospedeiro para A, psidii, é a introdugdo do
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patdgeno na Australia, em que colonizou uma variedade de Myrtaceae endémicas
(CARNEGIE e LIDBERTTER, 2012; CARNEGIE et al., 2016). Inclusive o salto de
hospedeiros € uma forma de sobrevivéncia sem a qual os mesmos seriam eliminados,
devido ao processo coevolutivo com os hospedeiros (THINES, 2019). Sendo esse
processo plausivel para explicar a diversidade genética de A. psidii observada no presente
trabalho.

Essa diversidade genética observada, pode indicar que esteja ocorrendo a
especiacdo deste fungo. Outro ponto que sustenta as hipdteses de que as subpopulacdes
estejam em processos especiacdo, € o surgimento de novas linhagens de A. psidii no Brasil
(GRACA et al. 2011; ALMEIDA et al. 2021). A percepcéo dessa variabilidade néo é fato
novo, todavia creditava-se a fatores fisiologicos do fungo (CASTRO et al., 1983),
atribuindo ser uma variabilidade relacionada apenas a fatores de viruléncia do patdégeno
(XAVIER, 2002).

Possivelmente isso esta atrelado ao aumento consideravel de areas ocupadas por
plantios comerciais de Eucalyptus spp., dos sucessivos ciclos e do tempo em que 0
eucalipto é cultivado em conjunto com a fragmentacao da Mata Atlantica, que pode ter
servido como barreira entre populacbes de A. psidii que ocupam manchas de habitat
vizinhas, hipétese esta baseada nas diferencas genéticas.

No que concerne ao padréo de associacao entre A. psidii e 0os hospedeiros obtidos
nesse trabalho, os resultados reforcam a relacdo dos processos coevolutivos com fatores
de selecdo, deriva genética, migracdo e mutacdo. Os processos evolutivos sao capazes de
afetar a variabilidade e a capacidade de adaptacdo da espécie no ambiente em que ela esta
inserida (RYDLEY, 2007). Entretanto, quando se trata de doencas, as interacOes
ecologicas se tornam multifatoriais e passam a envolver os aspectos do fungo, ambiente,
do hospedeiro e também dos vetores, contemplando todos os aspectos dessa dinamica
(AGRIQS, 2005).

A teoria evolutiva da “hipétese de Rainha Vermelha” (VAN VALEN, 1973)
explica a coevolugdo e a constante “guerra armamentista” entre planta-patdgeno.
SituacBes as quais duas especies competidoras evoluem de maneira que a competicéo se
mantém estavel. O nome vem do livro “Alice através do espelho” de Lewis Carroll que
diz “aqui neste pais Alice, vocé precisa correr 0 maximo que puder para permanecer no
lugar...”.

Mudancas coevolutivas que ocorreram nos pools génicos do hospedeiro e do

patdgeno envolvido, que tenham grande impacto no valor adaptativo, irdo desequilibrar
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essa balanca (BARBIERI e CARVALHO, 2001). Essa situagdo do ponto de vista
fitopatoldgico é preocupante, pensando em um contexto de plantios comerciais. Nesses
plantios a selecdo dos gendtipos € feita de maneira artificial (ndo ha pressdes de sele¢éo
reciprocas), sendo baseada em caracteres de interesse como reducdo do teor de casca,
retidao de fuste, reducdo do teor de lignina, etc... nem sempre considerando a resisténcia
da planta a patdgenos. Pelo fato de A. psidii ser um fungo biotréfico, a coevolugdo tem
maior impacto na interacdo planta-patogeno em relacdo aos fungos que obtém sua
nutricdo de organismos mortos (BARBIERI e CARVALHO, 2001).

Fica evidente a importancia da conservacdo genética de maneira adequada em
espécies comerciais, visando garantir a existéncia genotipos resistentes para serem usados
em programas de melhoramento. Esta estratégia leva em consideracdo a possibilidade de
a resisténcia ser suplantada ou reduzida pelo surgimento de novos genétipos do patdgeno
capazes de se adaptarem as defesas presente nos genétipos cultivados. A manutencéo de
materiais geneticamente dissimilares e interespecificos nos bancos de germoplasma
também podem ajudar no programa de melhoramento. Segundo Schulze-Lefert e
Panstruga (2011), a resisténcia do ndo-hospedeiro a um determinado patdégeno ¢é funcéo
da distancia filogenética ao hospedeiro desse patdgeno. Essa pode ser uma estratégia
interessante para Eucalyptus spp., sabendo-se que hd uma grande variedade de espécies,
algumas compativeis e passiveis de hibridagéo.

Stewart et al. (2018) estudaram a A. psidii por meio de marcadores microssatélites
em mais de duzentas amostras coletadas entre Brasil, Costa Rica, Jamaica, Mexico, Porto
Rico, Uruguai e Estados Unidos, abrangendo 18 espécies de hospedeiros associados a A.
psidii. Dentro do estudo foram obtidos 9 agrupamentos genéticos, sendo cinco desses
agrupamentos feitos com amostras coletadas no Brasil, as quais formaram clusters
semelhantes ao agrupamento das subpopulac@es utilizadas nessa pesquisa.

Entende-se que associacdo fungo-planta observada no presente trabalho, as
semelhancas fisioldgicas e biologicas, seguem essa logica. Assume-se que se torna mais
acessivel para o patégeno interagir com um hospedeiro relacionado em detrimento de um
hospedeiro néo relacionado. Por exemplo o S. jambos tem como centro de origem o sul
da Asia, regides como a india e também a Malésia e ilhas proximas, antes de ser cultivada
no Brasil (LORENZI, 2006). Por ser mais proximo a Australia, centro de origem de
Eucalyptus spp. admite-se maior similaridade a essas plantas que a P. guajava. Dessa

forma justifica-se o agrupamento das populacGes de S. jambos com Eucalayptus spp.
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observados por n6s bem como por Stewart et al. (2018). podendo ser indicio de uma
coevolucéo na regido de ocorréncia.

Isto elucida questbes tratadas no passado, por fitopatologistas como efeitos
fisioldgicos e/ou de variacgdo de viruléncia de isolados de A. psidii (CASTRO et al., 1983;
XAVIER, 2002 e a literatura citada por eles). O que confere na verdade uma questao ndo
evolutiva, mais sim co-evoultiva entre patdgeno e hospedeiro.

Analisando criteriosamente os agrupamentos formadas ratifica-se todo o
raciocinio feito. As amostras de A. psidii coletadas das espécies P. guajava e P. guineense
ficaram agrupadas na mesma subpopulacao, ambos os hospedeiros sdo do mesmo género
botanico, além de serem arvores nativas do América do Sul e com ampla faixa de
dispersdo natural, tendo semelhancas fisioldgicas, anatdmicas e morfoldgicas, além dos
aspectos ecoldgicos e exigéncias climaticas. Eugenia uniflora e Myrciaria cauliflora
apesar de ndo serem do mesmo género, ambas tém relacdes filogenéticas proximas na
familia myrtaceae, com o mesmo local de origem e condi¢des edafoclimaticas, além de
ocorrerem principalmente na mata atlantica.

O tamanho efetivo populacional (N,) estimado nas subpopulacdes foram de
119,26 na SOPO1, 110,78 na SPOP2, 189,25 na SPOP3 e de 1315,08 para SPOP4 (Tabela
4). Devido ao tamanho efetivo reduzido, os efeitos causados pela deriva genética podem
ser mais acentuados nas SPOP1, SPOP2 e SOPO3 se comparados com SOPO4, como
aumento da variancia entre popula¢des, diminuicdo da diversidade dentro de populagdes,
colaborando para fixacdo ou perda de alelos.

Uma das causas para um N, elevado na SPOP4, em relacdo as demais, talvez seja
a subpopulacdo ser formada isolados vindos de espécies hospedeiras de dois géneros
distintos. Entretanto, estudos recentes investigaram a relacdo entre o tamanho efetivo da
populacdo de um patdégeno e o nimero de hospedeiros infectados (ROSENBERG e
NORDBORG 2002; KOELLE et al., 2011; DEARLOVE e WILSON, 2013). N&o existe
uma associacdo direta entre N,e numero de hospedeiros infectados, devido a
complexidade das interagdes (VOLZ et al., 2017).

O tamanho efetivo populacional é uma medida de representatividade genética, e
geralmente vai ser menor que o numero de individuos da populacdo (censo),
principalmente em casos como o da A. psidii, devido as particularidades ecoldgicas,
bioldgicas e ligadas ao sistema de reproducéo. E importante fazer esse adendo, pois as

mutacOes apesar de serem aleatorias, é influenciado pelo nimero de organismos da
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populacéo. Grandes populacdes de patdgenos possuem maior numero de mutantes do que
pequenas populacdes (MCDONALD e LINDE, 2002).

Possivelmente as subpopulagdes de A. psidii irdo ter diferentes comportamentos
ecologicos e representar ameacas invasivas distintas, sendo indicado estudos que possam

mensurar 0s riscos invasivos apresentados pelas diferentes subpopulacdes.

6.2.  Diversidade genética e estrutura populacional

A variabilidade entre as quatro subpopulacgdes de A. psidii que foram amostradas
no Brasil e Uruguai, foram demonstradas pelos resultados apresentados. Em relacéo a
estruturacdo genética, a analise de variancia molecular (AMOVA) utilizando dez loci
revelou que a maioria da porcentagem da variacdo encontra-se dentro das populacoes de
uma mesma espécie de hospedeiros.

Maia (2009) estudou isolados H. vastatrix, agente causal da ferrugem do cafeeiro,
divididos em trés populacGes com base nos hospedeiros, sendo cultivares de Coffea
arabica, Coffea canephora e derivados de Hibrido de Timor (HDT) e Icatu. A AMOVA
demonstrou que a maior variancia genética (99,56%) se encontra dentro de hospedeiros.
Entre os fatores que possam explicar isso, cita-se que mecanismos de variabilidade
genética, concomitantemente com dispersdes de indculo, promovem grande variabilidade
genética dentro da populagdo, no sentido de promover a homogeneizacéo das frequéncias
alélicas nas populac@es do patégeno.

Graca et al. (2013), relatam que a estrutura genética de A. psidii no Brasil é
extremamente influenciada pela espécie de hospedeiro parasitada. Entretanto, Ferrarezi
et al. (2022) partindo de estudos feitos em genes de acasalamento e homeodominios,
levanta a hipotese tedrica de populacdes de A. psidii estruturadas por faixa de hospedeiros
poderiam cruzar com hospedeiros universais, consequentemente gerando implicagoes
para a biosseguranca.

Faradilla et al. (2021), estudaram a variabilidade de A. psidii com 28 amostras
coletadas de trés diferentes hospedeiros (Syzygium polyanthum, Syzygium myrtifolium e
Melaleuca cajuputi), por meio de sete loci SSR em Java, Indonésia obtiveram valores de
que variaram entre He=0,381 em S. polyanthum; He=0,286 em M. cajuputi e He=0,268
para S. myrtifolium. Esses valores se assemelham com os resultados médios obtidos,

exceto para a SPOP4, que teve valores acima dos observados nesse trabalho.
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Um dos fatores que possa estar ligado a isso, € que a A. psidii tem como centro
de origem a América do Sul, e apenas em uma escala cronoldgica relativamente recente
foi introduzida na Indonésia, podendo se especular ainda que tenha ocorrido efeito
fundador, onde a colonizacdo do habitat é iniciada por alguns poucos membros da
populacdo de origem podendo haver uma variacdo geneética reduzida em relacdo a
populagéo original (FUTUYMA, 1992).

Em trés das subpopulagdes consideradas nesse estudo, a diversidade genética ou
heterozigosidade média esperada foi maior que a heterozigosidade observada, exceto na
SPOP4.

As frequéncias proporcionalmente altas de alelos privados associados com
isolados coletados em uma determinada espécie de hospedeiro podem ser indicativos de
auséncia de fluxo génico. Uma possibilidade é que ocorra o sistema de cruzamento
tetrapolar (também chamado de bifatorial), impedindo que ocorra o intercruzamento entre
as populagdes ndo compativeis (NIEUWENHUIS et al., 2013; FERRAREZI et al., 2022).

Stewart et al. (2018) estudando nove grupos genéticos distintos de A. psidii por
meio de seis loci SSR e com amostras oriundas da Costa Rica, Jamaica, México, Porto
Rico e EUA-Havai, EUA-California; Brasil, Jamaica e Uruguai obteve valores de He que
variaram entre 0,17 a 0,51. Em relacdo ao nivel de diferenciacdo entre 0s grupos
considerados, obteve um valor médio de Fst = 0,471, sendo que os valores pareados de
Fst variaram de 0,06 (entre Jamaica, México, Porto Rico, Hawaii amostra C1 e Estados
Unidos Flérida — amostra C4) a 0,46 (entre isolados oriundos Brasil).

Esses valores obtidos corroboram com a hip6tese auséncia de fluxo entre as
subpopulacdes que ocorrem geograficamente proximas, de modo que isso colabora para

uma maior heterogeneidade entre os grupos analisados.
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7. CONCLUSAO

A inferéncia de parametros relativos ao tamanho efetivo, fluxo génico e
diversidade foi fundamental para uma melhor compreensao da genética populacional da
A. psidii.

N&o ocorreu fluxo génico entre as subpopulacdes em valores acima de uma
unidade, mesmo em locais geograficamente préximos, entretanto, foi possivel fazer
inferéncias e propor cenarios em relacdo as histdrias evolutivas e demograficas, bem
como os fatores associados a evolugdo da A. psidii.

As informagdes obtidas podem servir de base e auxiliar no sentido do manejo
integrado da doenca e planejamento, sendo importante a manutencdo melhoramento
genético.

As subpopulacdes de A. psidii poderao ter diferentes comportamentos ecoldgicos
e representar ameacas invasivas distintas, sendo indicado estudos que possam mensurar
0s riscos invasivos apresentados pelas diferentes subpopulacbes. Ficando evidente a
importancia da conservacdo genética de maneira adequada em espécies comerciais,
visando garantir a existéncia gendétipos de plantas resistentes para serem usados em
programas de melhoramento, considerando que a resisténcia seré suplantada ou reduzida
pelo surgimento de novas racas de A. psidii capazes de se adaptarem as defesas presente

nos genotipos atualmente cultivados.
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