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RESUMO

CHITARRA, Gilma Silva. Variabilidade cultural de Colletotrichum associado a sementes de
algodio e sua diversidade genética através de marcadores RAPD sob condi¢des padrdes
do teste de sanidade. Lavras: UFLA, 1996, 56p. (Dissertagdo - Mestrado em
Fitopatologia)’

O presente trabalho objetivou comparar as caracteristicas culturais dos isolados
de Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides em meio BDA, em
relagdo ao habito de crescimento em sementes de algodoeiro artificialmente inoculadas com
ambos os fungos sob condi¢des padrées do teste de sanidade, bem como em relagdo ao grau de
similaridade genética entre os isolados desses fungos procedentes dos Estados do Parana e Sio
Paulo, através de marcadores RAPD. Os resultados mostraram que houve variabilidade
morfolégica entre os isolados de Colletotrichum baseada em morfologia das culturas puras, bem
como quanto ao habito de crescimento sobre as sementes. O polimorfismo de fragmentos
amplificados possibﬂﬁou estimar os valores de similaridade de 55% a 99% entre os isolados,
indicando a ocorréncia de variagGes genéticas. Todavia, ndo houve correlagio entre o

agrupamento baseado em morfologia e o baseado em analise RAPD.

" Orientador: José da Cruz Machado. Membros: Maria das G.G.Carvalho Vieira, Hilario Antonio de Castro.



ABSTRACT

CULTURAL VARIABILITY OF Colletotrichum ASSOCIATED WITH COTTONSEEDS
AND THEIR GENETIC DIVERSITY THROUGH RAPD MARKERS UNDER SEED
HEALTH TEST CONDITION

The presente work was carried out with the objective to compare the cultural
characteristics of Colletotrichum gossypii and Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
on PDA medium, in relation to their growth habit on cottonseeds inoculated artificially under the
seed health test condition, as well as to verify the relationship of genetic similarity degree among
some fungal isolates from Parana and S3o Paulo States through RAPD markers. The results
showed that there were morphologic variability among Colletotrichum isolates based on the
morphology of pure culture and growth habit. The polimorphism of amplified fragments was
able to make an estimative between 55% and 99% of similarity among the isolates, showing the
occurrency of genetic variability. However, there was not correlation between the grouping

based on morphology and RAPD analysis.



1 INTRODUCAO

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) tem grande importincia econdmica na
agricultura brasileira por produzir a mais importante fibra téxtil natural e por fornecer diversos
produtos utilizados pelo homem e pelo animal.

A produtividade média brasileira do algodoeiro em 1994/95 foi de 1.232 kg/ha
(InformagSes Econdmicas, 1995), o que representa um valor bem inferior 4 média potencial
desta cultura que € de 4.000 kg/ha. Varios fatores podem colaborar nesta reducgdo drastica de
produtividade e de qualidade de sementes, destacando-se entre eles a interferéncia de varias
doengas cujos agentes causais podem ser transmitidos por sementes. A antracnose, causada por
Colletotrichum gossypii South. e a ramulose, causada por Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides Costa, s&o duas das mais importantes doencas do algodoeiro e responsaveis
por perdas econdmicas anuais de valor consideravel.

A grande semelhanga morfologica, assim como os sintomas de tombamento
produzidos por ambos organismos, nio tem permitido a identificagio precisa dos mesmos
quando incidem em sementes ou plantulas de algodoeiro (Costa, 1939).

Observagtes microscdpicas éobre o habito de crescimento dos dois fungos em
sementes deslintadas e plantulas de algodoeiro podem possibilitar a diferenciagdo entre os
organismos (Malaguti, 1955; Follin ¢ Mangano, 1983; Tanaka, Menten e Machado, 1995).

Sementes infectadas por Colletotrichum gossypii, durante o teste de sanidade (“Blotter test”™),



apresentam uma coloragio rosada devido a abundante esporulagdo do patdgeno. O crescimento
micelial mais rente ao tegumento das sementes e geralmente ocorrem setas mais curtas. Os
aglomerados de conidios produzidos no apice das setas nesta espécie sdo brilhantes sob a luz.
Em se tratando de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, esses mesmos aglomerados
de conidios sdo produzidos em setas muito mais longas e a colonia apresenta, nas sementes, um
aspecto acinzentado e com micélio uniformemente cobrindo a superficie da semente. As setas
emergem da superficie das sementes ou do micélio aéreo.

Sementes de algodoeiro naturalmente portadoras de Colletotrichum gossypii e/ou
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, observadas pelos métodos rotineiros ao
estereomicroscopio, ndo tem permitido a distingio precisa entre eles, pois as espécies de um
mesmo grupo apresentam formas intermediérias.

A separagdo dos dois fungos baseada em caracteristicas culturais sé tem sido feita
por comparagio e isto torna-se questionavel em razio da existéncia de culturas atipicas de
ambos 0s organismos que muitas vezes se assemelham entre si, dificultando o referencial de
identificagdo (Tanaka, 1995).

Com o advento de técnicas moleculares, a variagio genética dos organismos
passa a ser estudada de maneira a resolver os problemas relacionados a taxonomia e evolugiio
em diversas areas da micologia. O ensaio RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) é uma
técnica vidvel para avaliagio rotineira, devido a sua rapidez e simplicidade na identificagdo de
agrupamentos geneticamente homogéneos (Grajal-Martin, Simon e Muehibauer, 1993);
diferenciagio (Chowhurst et al, 1991; Schafer e Wostemeyer, 1992) e caracterizagdo de
populagSes varidveis de fungos (Vilarinhos et al., 1995). Este teste permite a avaliagio da

similaridade e diversidade genética entre individuos com base no DNA e detecta um elevado



namero de caracteres que ndo estdo sujeitos nem a alteragdes do meio ambiente e nem daqueles
resultantes da diferenciagéo celular (Junghans, 1995).

Considerando-se os pontos anteriormente mencionados, o presente trabalho foi
realizado, primeiramente, visando avaliar a variagdo cultural de isolados de Colletotrichum em
meio BDA, bem como sua variagdo quanto ao habito de crescimento sob condi¢des do teste de
sanidade padrio de Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
em sementes de algodoeiro, tendo-se em mente a aplicaglio dessas técnicas em anilise de
sanidade de rotina. Também foi objetivo deste trabalho determinar o grau de similaridade entre
os isolados de Colletotrichum obtidos de sementes de algodoeiro procedentes dos estados do

Parana e Sdo Paulo, através de marcadores RAPD.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos etiologicos e sintomatologia de antracnose e ramulose em algodoeiro

Colletotrichum é um dos mais importantes géneros de fungos fitopatogénicos em
todo o mundo, especialmente em regides tropicais e subtropicais. Segundo Bailey e Jeger
(1992), existem aproximadamente 900 espécies descritas. O género Colletotrichum envolve
inimeras espécies pertencentes 4 subdivisdo Deuteromycotina, ordem Melanconiales, classe
Coelomycetes e engloba fungos que formam os conidios em acérvulo, estrutura caracteristica
que rompe a epiderme ou cuticula de plantas hospedeiras, quando produzida na natureza.

Espécies do género Colletotrichum produzem tipicamente conidios unicelulares
hialinos e alongados com extremidades redondas. Os conidios podem ser retos ou alantbides; as
setas pontiagudas, coloragiio castanha, podendo ser férteis, encontrados mais comumente nos
acérvulos (Ainsworth, Sparrow e Sussmar, 1973; Alexopoulos e Mims, 1962; Muchovej e
'Muchovej, 1989, Menezes e Oliveira, 1993),

Na literatura fitopatologica, Colletotrichum gossypii e o teleomorfo Glomerella
gossypii ficaram separados de C. gloeosporioides e G. cingulata (Watkins, 1981) mas,
inicialmente, pensava-se tratar de mesma espécie (Von Arx, 1957). Existem mais evidéncias
morfologicas e culturais suportando a manutencdo de Colletotrichum gossypii var.

cephalosporioides como um grupo distinto (Sutton, 1992).



Colletotrichum gossypii South., agente causal da antracnose e Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides Costa, agente causal da ramulose, sdo dois dos mais importantes
patdgenos do algodoeiro. Ambos sdo frequentemente transportados, tanto externa como
internamente, pelas sementes de algoddo que se constituem na principal via de disseminagdo
desses patogenos (Lima et al., 1985; Tanaka, 1995).

Costa (1939), utilizando sementes inoculadas artificialmente com Colletotrichum
gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, observou diferengas na reagio das
plantas a cada um dos patdgenos. Ambos os organismos causam tombamento de pré e pos
emergéncia, atacando o hospedeiro sempre no inicio do seu desenvolvimento, ocasionando
redugdo do estande. Colletotrichum gossypii causa lesdes escuras e deprimidas nas magds do
algodoeiro, envolvendo todo o fruto. O fungo infecta as sementes que, posteriormente, ao
germinarem, originam pléntulas com lesdes avermethadas na regifio do colo e raiz enegrecida. As
pléntulas podem reagir ou morrer, provocando redugdes no estande (Bitancourt, 1935,
Pizzinatto, 1987; Dudienas, 1990; Teixeira, 1995).

Por sua vez, Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides manifesta os sinto-
mas mais rapidamente: em plantas jovens e adultas os sintomas sdo caracterizados por super-
brotamento dos galhos, o que confere a planta um aspecto ramathudo, um porte mais baixo,
gathos contorcidos e dilatados, folhas encarquilhadas e deformadas. As folhas apresentam areas
cloréticas que evoluem para lesdes necréticas arredondadas, alongadas ou angulares, e, as vezes,
acompanhadas de perfuragSes. As lesdes necroticas, deprimidas ou elevadas, algumas vezes
fendilhadas, séio observadas nas hastes e nos peciolos das folhas. O patdgeno causa a morte da
gema apical, estimulando as gemas axilares a formarem niimero excessivo de gathos, reduzindo
consequentemente a frutificagdo. (Abrahdo e Costa, 1949; Abrahdo, 1961; Drummond, 1961,

Kimati, 1980, Costa e Fraga Junior, 1937, Tanaka, 1990; Dudienas, 1990; Tanaka, 1995).



A ramulose reveste de importancia maior, em virtude das perdas que ocasiona &
cultura do algodoeiro (Kimati, 1980; Watkins, 1981; Tanaka, 1991; Santos, Zambolin e Batista,
1993; Pizzinatto, Cia e Fuzato, 1991). Dependendo da susceptibilidade da variedade e das
condigdes climaticas, especialmente o alto indice pluviométrico e temperaturas entre 25 a 30°C
(Kimati, 1980; Carvatho et al., 1984, 1986), a produgao pode se reduzir fortemente ou ser quase
nula (Abrahgio, 1952; Abrahdo e Costa, 1949, Cia, 1977).

Descricbes da sintomatologia das duas doengas, antracnose e ramulose,
apresentadas com base na patogenicidade dos isolados, muitas vezes nfio sio suficientes para a
separagdo dos dois patogenos. Follin ¢ Mangano (1983) relataram resultados divergentes a
Costa (1939), ou seja, Colletotrichum gossypii, agente causal da antracnose, provocou uma
mortalidade mais rapida e mais forte em plantas.

Devido a variagdo em patogenicidade entre isolados de ambos os patdgenos,
Dudienas (1990), Tanaka (1990) e Tanaka ¢ Menten ( 1991) evidenciam que este teste possui
caracteristica varidvel em fungdio do isolado utilizado, podendo-se encontrar isolados de ambas
as doencas com o mesmo nivel de patogenicidade em plantas jovens. Portanto, a patogenicidade
em plantas jovens ndo fornece informagdes seguras para auxiliar na diferenciagdo dos fungos
Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides (Follin e Mangano,
1983; Dudienas, 1990).

Tendo em vista o aumento da importancia da ramulose no cultivo de algodoeiro,
¢ fundamental que o seu agente causador seja identificado nas sementes, durante a analise de
sanidade de rotina em laboratério. Até o momento, em resultados dos testes de rotina de
sementes de algoddo, apenas se relata a presenca de Colletotrichum gossypii, sem que se

considere a presenga de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides.



2.2 Detecgdo em sementes e diferenciagio de C gossypii e C gossypii  var.

cephalosporioides

Os testes de sanidade de sementes tém como fundamento estimular os patogenos
a produzir estruturas tipicas na superficie das sementes, permitindo ao analista a sua
identificagdo rapida e segura e, deste modo, indexando lotes contaminados com patogenos,
permitindo ao produtor tomar a decisio correta em fungio de legislagdo pertinente ou
recomendagdes técnicas aplicaveis (Brasil, 1992; Neergaard, 1977; Machado, 1988; Sobreira,
1988, Lucca Filho, 1987).

Neergaard (1977), Sobreira (1988) e Machado (1988) evidenciam o teste de
Incubagio em Papel de Filtro e em meio agar, como a metodologia mais empregada para
detecgdo de fungos em sementes de algodio.

O método do papel de filtro pode ser utilizado para todos os tipos de sementes,
tendo a vantagem de detectar um grande nimero de fungos associados & amostra. Através deste
método, € possivel avaliar os tipos, a fregiiéncia e o potencial de ocorréncia de agentes
fitopatogénicos presente nas sementes.

Entretanto, o método de incubagio em papel de filtro apresenta certas limitagGes,
entre elas a dificuldade na detecgfio e identificagio de fungos, quando se trata de subespécies,
variedades, ragas e até mesmo espécies morfologicamente proximas, devido a semelhanga da
maioria das caracteristicas morfologicas desses agentes (Tanaka e Menten, 1988; Tanaka, 1991;
Tanaka, 1995; Vieira, 1996).

Machado e Langerak (1993) questionam a utilizagio do método de sanidade por
Incubagdo em Papel de Filtro para sementes de algodoeiro, da forma como é recomendado,

envolvendo o pré-tratamento de sementes com um desinfestante. Neste caso, constata-se a



remogdo de parte do indculo superficial de fungos patogénicos presentes nas sementes. Por
outro lado, ressaltam também que o método favorece a ocorréncia de contaminagSes
secundarias entre sementes adjacentes por fungos como Rhizopus stolonifer e Botryodiplodia
theobromae, dificultando o exame das sementes. Portanto, modificagdo do método convencional
através da incorporagdo de produtos quimicos - dichloram, iprodione € 2,4 D sal de sédio - ao
papel substrato faz com que fungos de crescimento rapido, incluindo patogénicos e saprofiticos,
nZo interfiram na ocorréncia de outros, dispensando o pré-tratamento das sementes e tornando o
método mais realistico.

Naves, Chitarra e Machado (1995), comparando a eficiéncia do “Blotter test”
convencional e o “Blotter test” modificado na detecgdo diferencial de Colletotrichum gossypii e
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides em amostras de sementes de algodoeiro
inoculadas com esses fungos, demonstram que a analise de sementes através de “Blotter test”
modificado apresenta vantagens em relagdo ao “Blotter test” convencional sob vérios aspectos:
maior sensibilidade na detecgdio dos fungos, tempo de anilise e redugdo da interferéncia de
fungos de crescimento rapido. E, ainda, revelam que o “Blotter test” convencional e o “Blotter
test” modificado sdo igualmente eficientes na distingdo entre Colletotrichum gossypii e
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, em analise do habito de crescimento de cada
fungo sob condigGes do teste de sanidade padrio.

No Brasil, varios trabalhos foram conduzidos na tentativa de diferenciar
Colletotrichum gossypii de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, visando fornecer
subsidios 4 taxonomia desses dois fungos.

Dudienas (1990), realizando estudos sobre caracterizagdo morfologica,
auxanografica e patogénica de ambos os organismos, verificou que os mesmos sio semelhantes

quanto a presenca de um micleo, em conidios de Colletotrichum isolados de lesdes de ramulose



e antracnose. Em relagdo as dimensdes dos conidios, todos os isolados de Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides neste trabalho apresentaram um comprimento médio maior que
os isolados de Colletotrichum gossypii, utilizando as classes de medida de 13, 14 e 16 um.
Alguns isolados do fungo da ramulose e da antracnose podem, no entanto, apresentar 0s
mesmos comprimentos médios de conidios, o que dificulta sua distingdo, se comparados com o
seu padrdo. Dudienas (1990) demonstra que apenas o fungo, agente causal da ramulose,
apresentou 18,7% dos conidios com comprimento acima de 16 um. Conforme Follin e Mangano
(1983), os conidios de ambos os fungos apresentaram comprimento médio de 15 a 16 pm, com
variagdo de 10 a 20 pum. Referente a largura dos conidios, esta caracteristica ¢ inviavel para sua
separagdo, pois os dois fungos foram muito semelhantes, variando de 3 a 5 pm.

Em relagio a diferenciagio dos dois fungos, considerando os apressorios,
Dudienas (1990) relata a semelhanga entre ambos. Em estudos com outras espécies de
Colletotrichum, este aspecto morfologico tem auxiliado nos trabathos de diferenciagdo. Sutton
(1968) relata as caracteristicas de Colletotrichum graminicola que sdo: a presen¢a de um grande
nimero de apressorios, coloragdo amarronzada e borda muito irregular medindo 17,5 - 20 (-30)
x 12,5 - 14 um (Mordue citado por Bailey e Jeger, 1992; Sutton, 1980; Baxter, van der
Westhuizen e Eicker, 1983; Baxter e van der Westhuizen (1984), Holliday, 1980, Holliday,
1989).

Segundo relato de Viégas (1946), Costa (1939) observou que Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides produz coldnias com raios curvos e de aparéncia gelatinosa.
Malaguti (1955) cita que, quando trabalhou com isolados do fungo da ramulose, contrariando
os estudos de Viégas (1946), encontrou variagdes morfolégicas como coloragdo das culturas,

tipo de micélio e presenga ou auséncia de anéis circulares, coldnias que apresentavam raios mais
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ou menos diferenciados sem apresentar a forma curva. Follin e Mangano (1983) também n#o
observaram em culturas do agente da ramulose os raios curvos das colbnias.

Caracteristicas da cultura de Colletotrichum gossypii constituem-se de
crescimento geralmente mais uniforme, superficie mais homogénea e colorago rosada devido ao
grande nimero de conidios formados. Culturas de Colletotrichum gossypii  var.
cephalosporioides sio, em geral, mais escuras, tendendo aos tons pardos, acinzentados ou cinza
esverdeado, com aspecto granuloso e menor esporulagio (Malagutti, 1955; Follin e Mangano,
1983). Baseando-se nessas descrigdes, ndo ¢é possivel a separagdo segura de ambos os
patogenos, uma vez que culturas atipicas de um dos organismos, devido a diferencas acentuadas
quanto & esporulagdo, taxa de crescimento, pigmentagdo, forma e relevo das colonias, etc,
podem se assemelhar com culturas do outro fungo (Lima, 1981; Tanaka, 1990).

Diante das dificuldades observadas por diversos autores, Tanaka e Menten
(1988), Tanaka (1991) e Tanaka (1995) evidenciaram que algumas caracteristicas em relagdo ao
habito de crescimento dos dois patogenos podem ser empregadas para distinguir ambos
Colletotrichum sobre sementes deslintadas de algodoeiro, inoculadas artificialmente com
Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides. Tanaka (1991)
observou conidios produzidos nos conidiéforos curtos do acérvulo, formando a massa conidial
gelatinosa como também nos apices de algumas setas. Na superficie das sementes, os acérvulos
raramente sdo visiveis, as setas sdo flexuosas, podendo ser ramificadas, isoladas ou em tufos. Os
conidios podem ser vistos brilhantes sob a luz, nos apices das setas, aderidos uns aos outros, isto
¢, aglomerados em arranjos semelhantes a cachos. Em sementes com Colletotrichum gossypii
var. cephalosporioides, as setas que emergem do tegumento sdo mais altas e menos densas. E
frequente a presenga de setas férteis no micélio, funcionando como conidiéforos, As setas sdo

escuras e numerosas demonstrando, portanto, a tonalidade acinzentada e aspecto menos
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compacto das sementes. Comparativamente, em sementes com Colletotrichum gossypii os
conidios sdo formados, predominantemente, em conidiéforos curtos e hialinos, freqiientemente
ramificados, no topo dos quais ficam aderidos, formando aglomerados. As sementes exibem uma
coloragdo mais rosada em decorréncia da abundante esporulagdo, as setas s@o mais curtas do
que em Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides e o micélio geralmente é escasso,
resultando em um crescimento mais rente ao tegumento.

Segundo Vieira (1996), essas semelhangas estruturais entre os fungos da
antracnose e da ramulose, observadas pelos métodos rotineiros, nfo tém permitido distingui-los

com a seguranca requerida.

2.3 Uso de marcadores moleculares na identificaciio de fungos

Métodos tradicionais para a identificagio de fungos envolvem estudos de sua
morfologia, teste de patogenicidade e mais frequentemente crescimento em cultura. Estes
métodos sdo geralmente lentos e nio tem se mostrado sensiveis na identificag@io e diferenciagdo
de fungos quando se trata de niveis taxondmicos como: subespécies, variedades e ragas.

O estudo genético de qualquer organismo necessita da presenca de caracteres ou
marcadores. Marcadores morfoldgicos, apesar de serem fiteis em estudos de laboratério, sio
raros e pouco observados em popula¢des naturais de fungos, envolvendo numero limitado de
alelos, possuindo efeitos fenotipicos freqiientes e adversos (Junghans, 1995).

Técnicas moleculares tem sido amplamente empregadas visando analisar a diver-
sidade genética entre organismos, tais como os marcadores moleculares de proteinas (isoenzi-
mas) e marcadores de DNA, como RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphisms), PCR

(Polymerase Chain Reaction) e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
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As isoenzimas s&o enzimas com forma molecular diferente que catalizam uma
mesma fun¢do e sdo codificadas por diferentes locos génicos, que podem ser utilizadas como
marcadores codominantes. Baseiam na migragdo de proteinas em um suporte de gel em fungédo
de suas cargas elétricas e das suas estruturas, seguida por processos de coloragio baseados na
atividade especifica de cada enzima (Markert e Moller, 1959; Alfenas et al., 1991). Esta técnica
foi utilizada na disting@o de isolados agressivos ou ragas de patogenos (Bernier, Jeng e Hubbes,
1983; Jeng e Hubbes, 1983; Huettel, Dickson e Kaplan, 1983; Jeng, Bernier e Brasier, 1988).
Pode ser utilizada em estudos genéticos e filogenéticos de organismos superiores e fungos
fitopatogénicos (Alfenas et al, 1991; Micales, Bonde e Peterson, 1986), apresentando
potencialidade na caracterizagdo de ragas de fitopatogenos (Alfenas et al., 1987, Kim, Martens e
Howes, 1984; Kimura e Dianese, 1983), nos estudos genéticos e evolugdo de fungos
fitopatogénicos (Brommonschenkel, Alfenas e Matsuoka, 1987; Burdon et al., 1982; Tooley, Fry
e Gonzalez, 1985).

Em Colletotrichum orbiculare, Rego, Maffia e Alfenas (1994) realizaram estudo
de variabilidade por meio de isoenzimas e de reagio de variedades diferenciadoras.
Desenvolveram eletroforese em gel de amido, empregando diferentes sistema/tampio
gelleletrodo e testaram 11 enzimas, sendo que 9 apresentaram boa resolugdo. Os autores
concluiram que o uso de isoenzimas foi importante, pois confirmou que a variabilidade dos
isolados ocorre devido as diferencas genotipicas e ndo por diferencas nos métodos de
inoculagdo, avaliagio e estidio de desenvolvimento da cultura e das plantas diferenciadoras.
Com o objetivo de identificagdo, caracterizagdio e diferenciagdo, varios estudos foram feitos com
diversas espécies do género Cylindrocladium (Crous, Alfenas e Wingfield, 1993; Crous, Philips,
Wingfield, 1992; El-Gholl et al., 1992; Crous, Wingfield e Alfenas, 1993; Hodges, Alfenas e

Ferreira, 1986; Crous et al., 1993).
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Recentemente, a caracterizagio genética de microrganismos tem sido feita com o
uso de marcadores moleculares baseados em DNA. Como vantagens sobre outros tipos de
técnicas, a anlise do DNA por RFLP, PCR ¢ RAPD apresenta mimero praticamente ilimitado
de marcas a serem detectadas, além de ndo sofrerem variagio em fungio do estadio de
desenvolvimento do organismo e do tipo de tecido utilizado, bem como influéncia das condigGes
ambientais (Neale et al., 1992).

Para estudo mais detathado sobre a variabilidade genética existente em organis-
mos, principalmente naqueles onde a variabilidade n3o é tio aparente ¢ mesmo para aqueles
onde ha dificuldade de classificagdo, autores utilizam nestes estudos, tanto 0 DNA gendmico
(total), como DNA nuclear, ribossomal ou mitocondrial (Braithwaite, Irwin e Manners, 1990;
Guthrie et al., 1992; Forster, Oudemans e Coffey, 1990; Schesser, Luder e Henson, 1991).

A técnica RFLP, que significa polimorfismo de tamanho de fragmento de
restrigdo, vem sendo empregada para investigar relagdes filogenéticas de fungos fitopatogénicos
em varios niveis taxondmicos (Coddington e Gould, 1992). Consiste no uso de enzimas de
restri¢io que cortam o DNA em sitios especificos € uso de sondas marcadas para identificar os
fragmentos.

Um dos primeiros estudos de taxonomia dos fungos foi demonstrado por
Kozlowski e Stepien (1982) utilizando mt DNA, em sete espécies de Aspergillus. Estes autores
encontraram diferengas distintas no padrio de bandas entre os fragmentos de 4. awamori,
A. niger, grupo de A. nidulans (A. nidulans e A. echinulatus), grupo de A. flavus (A. orzyae,
A. tamarii) e A. wentii.

Férster, Oudemans e Coffey (1990), trabalhando com isolados de seis espécies de
Phytophthora originados de varias partes geograficas e plantas hospedeiras, estudaram a extensa

variabilidade subespecifica dos isolados através de analise mt DNA e DNA total. Neste estudo,
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utilizando a técnica de RFLP de mt DNA, foi possivel a distingdo entre todas as espécies de
Phytophthora e a constatagio da existéncia de grupos subespecificos. Um grupo de sete isolados
de Phytophthora citrophthora de citrus da Austrélia, Califérnia e Africa do Sul apresentaram
padrdes de fragmentos de bandas idénticos, que foram distintos de outros isolados
P. citrophothora. Resultados semelhantes foram observados ainda neste estudo com cinco
isolados de Phytophthora de cacau oriundos do Brasil. Segundo os autores, dois grupos de
Phytophthora megakarya foram aparentemente distintos, sendo um grupo procedente da Nigéria
e outro de Camarjes. Este trabalho mostrou também pequena variagdo subespecifica entre
isolados de Phytophthora palmivora ou Phytophthora parasitica, apesar da larga gama de
isolados testados.

O polimorfismo de fragmentos clivados do rDNA de 87 isolados de Rhizoctonia
solani mostrou-se consistente com a classificagdo intra-especifica usual, baseada na anastomose
de hifas (Vilgalys e Gonzalez, 1990). A similaridade dos padrdes de restrigdo, dentro dos grupos
intra-especificos, constitui uma forte evidéncia da homogeneidade genética dos mesmos.

Braithwaite, Irwin e Manners (1990) utilizaram RFLP para estimar a origem dos
tipos A e B da espécie Colletotrichum gloeosporioides e as relacSes genéticas entre eles. Fungo
causador da antracnose em culturas de Stylosanthes Spp, O tipo A ocorre em muitas espécies
desta cultura e caracteriza-se por lesdes nas folhas e caules. O tipo B ocorre somente em
Stylosanthes guianensis e causa necrose generalizada na planta. Oito isolados, quatro de cada
tipo, de origem australiana, foram hibridizados com sonda heter6loga de DNA ribossdmico de
Aspergillus nidulans e sondas homoélogas constituidas de fragmentos de DNA randémicos de
tipos A ¢ B. Com base nos padrdes de bandas, os dois tipos puderam ser distinguidos,
claramente. Paralelamente, com estudos morfoldgicos, bioquimicos e etiologicos, os autores

concluiram que os dois tipos sdo populagdes distintas na regido da Australia.
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Coddington e Gould (1992); Ball e Reeves (1992); Forster et al. (1993), no
entanto, comentam a complexidade desta técnica, que apresenta algumas desvantagens como:
custo elevado, necessidade de radioisétopos e complexa para ser utilizada em rotina.

A amplificagdo de DNA usando a reagio da Polimerase em cadeia (PCR) foi
descrita por Saiki et al. (1985). Um dos primeiros usos do PCR em estudo de fungos foi a
amplificagdo das seqiiéncias do DNA ribossomal (fDNA) e a determinag3o de sua relagdo
evolutiva (White et al., 1989).

O PCR (Polymerase Chain Reation ou Reagdo da polimerase em cadeia), surgiu
como uma técnica alternativa ao uso de radioisotopos. Baseia-se na amplificagdo de fragmentos
especificos de DNA, que s3o visualizados sob luz ultravioleta. Para a utilizagdo dessa técnica é
necessario o conhecimento prévio da seqiéncia nucleotidica dos fragmentos a serem
amplificados para a sintese dos primers, o que a torna dificil de ser utilizada (McPherson, Quirke
e Taylor, 1992).

Em estudos com PCR na identificagdo e detecgdo de fungos, Schesser, Luder e
Henson (1991) trabalharam com todos os fungos Gaeumarmonyces graminis detectados de
plantas cultivadas de solos infestados e sem infestagiio. Sherriff e Bailley (1991) seqiienciaram
DNA ribossomal por PCR de 18 isolados de espécies de Colletotrichum, a maioria de gramineas
tropicais e leguminosas, agrupando os isolados em 3 grupos distintos. Outros autores utilizaram
PCR, como Rollo, Salvir e Torchia (1990), trabalhando com Phoma tracheiphila ¢ Mills,
Sreenivasaprasad e Brown (1992), trabalhando com Colletotrichum gloeosporioides, envolvidos
na identificagdo de fungos por PCR.

Outro tipo de marcador molecular foi desenvolvido concomitantemente por dois
grupos independentes, sendo denominado RAPD (Williams et al., 1990) ou AP-PCR (Welsh-

McClelland, 1990).
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A metodologia RAPD baseia-se na técnica de PCR, porém utiliza
oligonucleotideos com seqiiéncia de nucleotideos unica e arbitréria, de pequeno tamanho (nove
ou dez nucleotideos), composigdo de bases G + C igual ou superior a 50% e menor temperatura
de pareamento. A anilise tem sido til para mapeamento genético e estudos de taxonomia e
evolugdo e trata-se de uma técnica altamente precisa e sensivel. Diferengas de um nucleotideo
entre o primer ¢ 0 DNA molde podem resultar em diferentes fragmentos amplificados (Williams
et al., 1990).

As caracteristicas do ensaio RAPD como simplicidade, rapidez, baixo custo e
seguranga, comparadas com os marcadores RFLP, vem acelerando a aplicagio de marcadores
moleculares em estudos biotecnolégicos.

Em fungos, esta técnica ja foi utilizada para a caracterizagiio genética de isolados
de Fusarium graminearum (Ouellet e Seifert, 1993) e ragas de Fusarium oxysporum f.sp pisi
(Grajal-Martin, Simon e Muehlbauer, 1993), assim como para Cochliobolus carbonum (Jones e
Dunkle, 1993). Schafer e Wostemeyer (1992) utilizaram marcadores RAPD para a separagdo
entre isolados agressivos e nio-agressivos de Phoma lingam. Guthrie et al. (1993) utilizaram-na
para a diferenciagfio de Colletotrichum graminicola, Chowhurst et al. (1991) trabalharam na
diferenciagdo de 2 racas de Fusarium solani f.sp. curcubitae e Vilarinhos et al. (1995) utilizaram
para a caracterizagdo de ragas de Colletotrichum lindemuthianum.

RAPD tem mostrado resultados satisfatorios para a identificagiio e caracteriza¢do
genética e sua utilizagio constitui-se em uma opgio valiosa e viavel aos diferentes tipos de

analise em fungos.



3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes do
Departamento de Fitossanidade e Laboratorio de Biotecnologia de Sementes do Departamento
de Agricultura da Universidade Federal de Lavras-MG (UFLA), no periodo de outubro de 1995

a agosto de 1996.

3.1 Obtenciio dos isolados de Colletotrichum associados a sementes de algodoeiro de

diferentes procedéncias

Em razio da complexidade de se distinguir, no inicio, Colletotrichum gossypii de
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, considerou-se a identidade dos isolados obtidos
como Colletotrichum.

Foram analisadas 27 amostras de sementes procedentes de varias localidades do
pais, através do teste incubagio em papel de filtro (“Blotter test”), obtendo-se diferentes
isolados, conforme Tabela 1.

Na Figura 1 encontra-se a distribuicio geografica das localidades de origem dos

isolados dos Estados do Parana e Sio Paulo.
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TABELA 1. Procedéncia das amostras de sementes de algodoeiro e nimero de isolados de

Colletotrichum obtidos pelo “Blotter test”. UFLA-MG, 1996,

Amostra Procedéncia Cultivar/Linhagens N° de Isolados de
Estado Cidade Colletotrichum sp.

1 PR Andira IAPAR 71-PR3 11
3 PR Andira IAPAR 71-PR3 3
4 PR Andira IAPAR 71-PR3 7
5 PR Cambara IAPAR 71-PR3 4
6 PR Andira IAPAR 71-PR3 9
9 PR Andira IAPAR 71-PR3 1
10 PR Itambaraca IAPAR 71-PR3 6
11 PR Campo Mourdo L 001 IAC20 28
12 PR Campo Mourio L 010 IAC20 21
13 PR Campo Mourao L 016 IAC20 11
15 PR Londrina IAC20 PR 22
16 PR Jataizinho PRO3 8
17 PR Assai PRO3 14
20 PR ftambaraca IAPAR 71-PR3 3
21 PR Cambara IAPAR 71-PR3 11
22 PR Itambaraca IAPAR 71-PR3 5
23 PR Andira IAPAR 71-PR3 1
2 SP Ibitinga 1B 007/95 1AC20-A 30
7 SP Lucélia Lu 012/95 IAC-21 3
8 SP Imibia Paulista Lu 010/95 IAC-20 16
14 SP Ibitinga IB 010/95 IAC-20 21
18 SP Cervalinho IB 013/95 IAC21-A 8
19 SP Ibitinga IB 002/95 IAC-20-A 24
25 SP Ituverava JIAC-20 1
24 MG Capinépolis IAC-21 1
26 PB Bom Sucesso CNPA Precoce 1 1
27 PB Sd0J. do Bonfim CNPA 7H 1
Total 271

200 m! de &cido sulfirico comercial concentrado (96-98° GL) por quilo de sementes, seguido de

Para o isolamento, as amostras foram deslintadas quimicamente pela adi¢io de

agitagdo com bastdo de vidro durante dois minutos e meio e, entdo, lavados em 4gua corrente.

Para neutralizar o acido sulfiirico residual, procedeu-se a imersdo das sementes durante 1 minuto

em solugdo de bicarbonato de calcio 1%, seguido de lavagem em agua corrente, sendo secas a

temperatura ambiente sobre papel de filtro.
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FIGURA 1. Distribuigdo geografica das localidades da origem dos isolados de Colletotrichum

nos Estados do Parané e Sio Paulo. UFLA-MG, 1996.

Cada amostra de trabalho foi representada por 400 sementes, sendo 200
desinfestadas com hipoclorito de s6dio 1%, por um minuto.

Em capela de fluxo laminar, as sementes foram secas em papel absorvente e
transferidas uma a uma para placas de 15 cm de didmetro contendo, cada, 3 discos de papel de
filtro esterilizados e umedecidos em solugio de 2,4 Diclorofenoxiacetato de sodio (5,0 ppm)
também esterilizada. Em cada placa foram semeadas 25 sementes equidistantes entre si,
perfazendo um total de 8 placas contendo sementes nio desinfestadas e 8 placas contendo
sementes desinfestadas, para cada amostra. As placas foram incubadas em cémara, a temperatura

de 21 (+2) °C, em regime alternado de 12 h luz/12 h escuro, sob luz fluorescente N.U.V,, por
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um periodo de 7 dias. Decorrido este periodo, féz-se a avaliagio com o auxilio de
estereomicroscopio (Tanaka, 1995).

Os indculos dos isolados de Colletotrichum encontrados nas sementes de
algodoeiro foram transferidos com o auxilio de uma alga de platina para placas de Petri de vidro
de 9 cm de didmetro, contendo 15 ml de BDA (batata-dextrose-agar). As placas foram
incubadas por um periodo de 7 dias em cimara com temperatura de 21 (£2)°C sob luz
fluorescente N.U.V., em regime alternado de 12 h luz/12 h escuro. Apos este periodo, foram
retirados assepticamente discos de 5 mm de didmetro da periferia das colonias desenvolvidas nas
placas e transferidas para o centro de novas placas de 9 cm de didmetro, contendo meio BDA,
ficando estas incubadas em condigGes idénticas as das primeiras. Esta operagdo foi repetida até a
obtengdo de cultura pura dos fungos.

Apos a obtengdo de culturas puras dos fungos Collefotrichum gossypii e
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, os isolados foram preservados em agua
destilada esterilizada, seguindo o método de Castellani (Figueiredo, 1967) com pequenas
modificagdes. Tal método constitui-se na transferéncia de discos com 5 mm de didmetro,
retirados das extremidades de colonias em crescimento ativo, para vidros com capacidade
aproximada para 10 ml, contendo 4 ml de 4gua destilada esterilizada. Os vidros, apds tampados
com rolha de borracha, foram vedados com filme transparente de PVC (“MAGIPACK”) e
mantidos sob temperatura ambiente.

Outro procedimento utilizado para preservagio dos isolados constituiu-se na
transferéncia de discos 5 mm de didmetro, retirados da periferia de colGnias em crescimento
ativo das culturas puras, para tubos de ensaio contendo meio BDA inclinado. Os tubos foram
incubados em cdmara com temperatura 21 (#2) °C sob luz fluorescente N.U.V., em regime

alternado de 12 h uz/12 h escuro, até a formagdo de coldnias cobrindo 2/3 da superficie do
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meio. Em seguida foram adicionados aos tubos, éleo mineral, permanecendo os mesmos sob

temperatura ambiente (Tanaka, 1987).

3.2 Caracterizaciio morfoligica das colonias dos isolados desenvolvidos em meio BDA, sob

condi¢des do teste de sanidade de sementes

Para este ensaio foram utilizadas as culturas puras de Collefotrichum obtidas
conforme procedimento descrito no item 3.1.

Os isolados armazenados foram repicados para placas de Petri de 9 cm de
didmetro contendo 15 ml de BDA (batata-dextrose-agar) e incubados por um periodo de 7 dias
em camara com temperatura de 21 ( 2) °C sob luz fluorescente N.U.V., em regime alternado
12 h luz/12 h escuro. Decorrido este periodo, foi transferido, assepticamente, um disco de meio
de 5 mm de didmetro, retirado da periferia da colénia do fungo para novas placas de Petri
contendo meio BDA.

Para avaliagGes das caracteristicas culturais das coldnias desenvolvidas no meio
BDA, as placas foram distribuidas em local com iluminago uniforme.

As caracteristicas culturais utilizadas na analise dos isolados foram: (a) presenga e
auséncia de anelamento; (b) coloragdo e tipo de micélio (densidade e homogeneidade das hifas);
(c) posicio do micélio em relagio ao substrato. Essas determinagGes seguiram critérios
utilizados por Arias (1995) em estudos com o complexo Phomopsis em soja.

A coloragdo das culturas foi descrita conforme o sistema de Munsell (1975) de
notacdo de cores. A textura da colonia é classificada como densa quando ocorre uma
aglomeragdo abundante de micélio e pode se apresentar na forma aérea, intermediaria ou

superficial sobre o substrato, ao passo que a escassez de micélio sobre a superficie representa a
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textura rala. Coldnia com textura granulosa corresponde a micélios com fomagdo de floculos

sobre o substrato em topografia intermediaria, isto ¢, com a presenca de micélio tanto aéreo
como superficial. As colonias que apresentam areas de diferentes texturas em uma mesma

colonia, foram classificadas como textura com zoneamento.

3.3 Determinacio da identidade de Colletotrichum, através do habito de crescimento em

sementes de algodoeiro

Foram utilizados neste ensaio, trinta isolados, I-1, I-14, 1-22, 1-24, 1-31, 1-35,
1-42, I-53, 1-69, 1-70, I-87, 1-93, 1-125, I-131, 1-142, I-166, I-177, I-183, 1-184, I-185, I-196,
1-208, 1-219, 1-230, I-235, 1-238, 1-243, 1-258, 1-263, 1-266; tomados aleatoriamente dos
isolados inicialmente obtidos (Tabela 1).

Os isolados foram inoculados em sementes de algodoeiro (Gossypium
hirsutum L.), cultivar IAC-20 da safra 1994/1995, proveniente da regido do Tridngulo Mineiro,
isentas de Colletotrichum, conforme andlise sanitéria (Tabela 2). Foram utilizadas nesta etapa

apenas sementes da fragdo sedimentada em agua.

TABELA 2. Porcentagem de fungos detectados em sementes de algodoeiro, pelo método de

incubagdo em papel de filtro “Blotter test”. UFLA-MG. 1996

Patogenos % de ocorréncia
Aspergillus glaucus 68,5
Aspergillus flavus 9,5
Aspergillus niger 0,5
Penicillium sp. 56,0

Rhizopus stolonifer 3.5
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Para a inoculagdo das sementes foram utilizadas culturas puras de Colletotrichum
obtidas conforme procedimento descrito no item 3.1. Em cada placa foram colocadas 50
sementes em contato com a superficie das colonias e a incubagdo realizada nas mesmas
condi¢des do item 3.1, durante 30 horas, procedendo-se de maneira semelhante ao descrito por

Tanaka, Mariano e Menten (1989).

3.4 Anilise RAPD de isolados de Colletotrichum associados a sementes de algodoeiro

3.4.1 Obtencio de micélio

Para a obten¢do de micélio, o fungo foi cultivado em meio liquido, formulado
com 10 g de glicose;, 1 g NHJH,PO,; 0,2 g KCI; 0,2 g MgSO, . 7 H;0; 5 g de extrato de
levedura; 1 ml de CuSO; . 5H;0 . 5% p/v; 1 ml de ZnSQ, . 7TH,O . 1% p/v para 1.000 ml de
agua destilada e esterilizada (Mills, Sreenivasaprasad e Brown, 1994). Em cada Erlenmeyer de
250 ml, foram vertidos 150 ml do meio que a seguir foram autoclavados a 121°C por 20
minutos. Dois discos de agar com 5 mm de didmetro cada, obtidos da periferia de col6nias do
fungo em BDA com 7 dias de idade, foram transferidos para cada Erlenmeyer. Foram utilizados
2 frascos por isolado, que foram incubados no escuro, i temperatura ambiente, em mesa
agitadora Orbital (Modelo MA 140), a 17 rpm durante 7 dias, conforme previamente
determinado pela curva de crescimento dos fungos. Para extragio do DNA, o micélio foi
coletado em papel de filtro sob vacuo, em capela de fluxo laminar. O micélio coletado foi
colocado em cépsulas de aluminio de 4 cm de didmetro e levado a um liofilizador (Modelo
LAKR EDWARDS) por 48 horas, onde foi submetido a uma temperatura -40°C, pressio

10" mbar, secagem € armazenamento a vacuo.
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Apés liofilizagdo, as capsulas de aluminio contendo micélio foram colocadas em

dessecador e armazenadas em Deep-freezer (-85°C) até sua utilizaggo.

3.4.2 Extracdo do DNA

Por amostra, foram utilizados os mesmos isolados referidos no item 3.3,
perfazendo um total de 30 isolados.

Extraiu-se 0 DNA de 5 g de micélio/amostra mediante trituragio com N liquido,
em almofariz de porcelana. Foram adicionados 10 ml de tampdo de extragio de CTAB 2%
(100 mM TRIS-HC! (pH = 8); 20 mM EDTA; 1,4 M NaCl; 1% PVP), acrescido de 20 pl de
2-B-mercaptoetanol para 10 ml de tampdo, afim de evitar a oxidagdo de metabélitos secundarios.
O homogeinado obtido foi incubado a 65°C por 30 minutos em banho-maria. Ao término da
incubagdo, foram adicionados 10 ml de mistura de cloroférmio-alcool isoamil (24:12) e os tubos
foram gentilmente vertidos por + 20 vezes para a obten¢dio de uma emulsdo, a qual foi
centrifigada a 5.000 rpm, em centrifiga BECKMAN, modelo GS-15 R centrifuge, por 10
minutos. O sobrenadante foi retirado do tubo com o auxilio de uma pipeta e vertido em 30 ml de
alcool 95% - acetato de aménio 7,5 M (6:1), levado ao freezer durante no minimo 1 hora, para a
precipitacdo dos 4cidos nucleicos.

Apbs a precipitagdo, os 4cidos nucleicos foram recolhidos e dissolvidos em TE
(1,0 mM TRIS-HCI, 0,1 mM EDTA) seguindo-se novas precipitagSes em élcool isopropilico e
ressuspens@o em TE para purificagéo.

As amostras de DNA tiveram a concentragio determinada com o auxilio de um

fluorémetro Hoefer Scientific, modelo TKO 100, onde foram empregadas aliquotas de 2ul de
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amostra para cada 2 ml de tampdo TNE 10x (1,3% TRIS base; 0,37% Na, EDTA . 2H,0:;

11,68% NaCl - pH = 7,4).

3.4.3 Amplificagio do DNA

A amplificagio do DNA foi baseada em método descrito por Williams et al.
(1990), utilizando 15 primers de 10 bases (As, As, As, A7, Ao, A, Ass, Ays, By, Bs, Cy, Cyo, D,
G2 e Gg) da marca Operon Technologies.

Na reagdo de amplificacgo, utilizou-se 2 pl de DNA de concentragdo 10 ng/pl, e
mais 8 pl de mix (3,8 pl de dgua pura; 2,2 pl de tampao Promega; 0,4 ul de nucleotideos; 0,1 pl
de taq polimerase Prdmega; 2pl de primer), obtendo-se, ao final, 10 pl de reagdo.

As amplificagdes, efetuadas em termociclador Perkin-Elmer (Gene Amp. PCR
System 2400), seguiram o programa a seguir: 1 primeiro ciclo a 94°C por 5 minutos, 45 ciclos
(desnaturagdo a 94°C, por 15 segundos; anelamento a 36°C, por 30 segundos; alongamento a
72°C, por 1 minuto). Apés os 45 ciclos, seguiram-se 10 minutos & 72°C, com a finalidade de

assegurar a amplificagdo dos segmentos.

3.4.4 Eletroforese

As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%; o tampdo
utilizado foi TBE 1x e a corrida foi de aproximadamente 3 horas a 60 volts. Terminada a

eletroforese, os géis foram corados com brometo de etidio (0,5 pg/ml) por 30 minutos, sob
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agitagdo constante e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta Hoefer. Os géis foram

fotografados sob luz ultravioleta com camera Polaroid, utilizando-se filme Polaroid 667.

3.4.5 Andlise dos dados

Na avaliagdo dos géis, foram utilizados os codigos: um quanto a presenca de uma
banda em um individuo e zero quanto a auséncia em outro individuo, para cada experimento. A
estimativa da similaridade genética (Sgij) entre cada par de isolados foi efetuada pelo coeficiente

“Simple Matching” (Rohlf, 1992), através da seguinte expressio:

Sgij =m/n

onde:

m=a+ d (presenca e auséncia de uma dada banda nos dois genotipos considerados);

n = nimero total de bandas.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacfio cultural dos isolados de Colletotrichum em meio BDA

A classificagdo das col6nias dos isolados estudados encontra-se na Tabela 3. Vale
ressaltar que, em fun¢do do procedimento adotado para a caracterizagdo, foram destacados 22
isolados que representavam a coleg#o inicial de 271. Com base nessa classificagdo, os isolados
dividiram-se em 2 grandes grupos: com e sem anelamento de colonia (Figura 2). Tanto no grupo
que apresentava anéis circulares em colonia quanto no que nio apresentava anéis circulares,
houve ampla variagdo de coloragdo, topografia e textura das colGnias. Maior variagdo de
coloragdo se deu no grupo sem anelamento (branco, rosa claro, acinzentado e rosa pardo), ao
passo que o grupo com anelamento apresentou coloragbes rosa, pardo e rosa pardo,
demonstrando ser impossivel a caracterizagio de Collefotrichum por estas caracteristicas.

Tais resultados demonstraram a grande variabilidade em termos de caracteristicas
culturais dos isolados e a impossibilidade de um tnico padrdo baseado nas caracteristicas
consideradas para Colletotrichum. Esses dados confirmam resultados encontrados por Malaguti
(1955), Follin ¢ Mangano (1983), quando trabalharam com isolados do fungo da ramulose e
encontraram variagSes morfoldgicas em relagio a presen¢a ou auséncia de anéis circulares,

colorag@o e tipo de micélio. Contrariando o relato de Viégas (1946), Costa (1939) observou que
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TABELA 3. Agrupamentos dos isolados de Colletotrichum obtidos de sementes procedentes de

varias localidades do pais, através do teste incubagdio em papel filtro “Blotter test”,

¢ em fungdo de suas caracteristicas culturais em meio BDA sob condi¢Ges do teste

padrdo de sanidade de sementes. UFLA-MG, 1996.

Referéncia  Coldnia Coloragio Topografia Textura
dos Isolados
1-121
I-201 Sem anelamento  Branco Aéreo Denso
I-204
I-019 Sem anelamento ~ Rosa claro Aéreo Denso
1-277
1-073
I-087 Com anelamento  Rosa Aéreo Denso
I-230
I-238
I-266 Com anelamento  Rosa Aéreo Ralo
1-174 Com anelamento  Pardo Aéreo Ralo
I-221
I1-035
I1-150 Com anelamento  Pardo Intermediario Granuloso
1-173
I1-029 Denso
I-203 Sem anelamento  Acinzentado Intermediario Ralo
1-045 Com zoneamento
I-033
I-053 Com anelamento  Rosa pardo Superficial Ralo
I-096
I-237 Sem anelamento  Rosa pardo Superficial Denso

Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides produz colSnias com raios curvos e de aparéncia

gelatinosa.

Os resultados obtidos para as coldnias de coloragdo branca, foram os mesmos

apresentados para as colnias rosa claro quanto a topografia, textura e presen¢a ou auséncia de

anéis circulares para os isolados estudados. As coldnias de coloragdo rosa apresentaram as

mesmas caracteristicas entre si, exceto o isolado I-266 que diferiu em textura. As colénias de cor
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FIGURA 2. Aspectos das colonias de Colletotrichum em meio BDA, (A e B) com anéis

circulares conceéntricos e (C) sem a formagdo de anéis tipicos. UFLA-MG. 1996.
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parda demonstraram ampla variagio quanto a topografia e a textura, apresentando micélio aéreo
e ralo, intermediario e granuloso, respectivamente. Dentro da coloragio rosa pardo, também
foram verificadas variagGes para textura e presenga ou auséncia de anelamento. Para as
col6nias de coloragdo acinzentada, as caracteristicas quanto a topografia e presen¢a ou auséncia
de anéis circulares foram as mesmas para os isolados estudados mas apresentando diferentes
texturas dos mesmos.

Esse trabalho discorda de Tanaka (1995), Malaguti (1955), Follin e Mangano
(1983), que relatam ser possivel caracterizar esses fungos pela coloragiio e tipo de micélio. Por
este estudo constata-se a grande variabilidade das espécies entre as culturas. Através da variagio
em cor, partindo-se do branco até a tonalidade acinzentada, vé-se as diferencas acentuadas que
podem ser indicativas de diferengas em esporulagio, taxa de crescimento, pigmentacdo, forma e
relevo das coldnias, etc. (Lima, 1981; Tanaka, 1990).

Culturas atipicas de um dos organismos que muitas vezes se assemelham com as
culturas do outro, geralmente dificultam a identificagio e diferenciagdo dos dois fungos
conforme observado neste estudo.

Viu-se também neste estudo que as colGnias apresentaram uma topografia do
micélio em forma intermediaria, além de coldnias com presenga e auséncia de anéis circulares,
coloragio parda e acinzentada e textura do tipo granuloso, denso, ralo e com zoneamento,
confirmando os resultados de Malaguti (1955) quanto a dificuldade de diferenciagéo do fungo
Colletotrichum em descrigSes culturais.

Arias (1995), trabalhando com caracterizagio cultural de diferentes isolados do
complexo Phomopsis em diferentes meios de cultura, verificou que, com relagdo ao meio BDA,
os isolados podem apresentar, na sua maioria, caracteristicas miceliais consistentes em

temperaturas de 21°C e 25°C. Entretanto, alguns isolados apresentaram variagio morfologica,
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sendo considerados inconsistentes. Quanto a coloragdo, o autor relatou pequenas variagdes em
tonalidade e/ou intensidade da colénia nos diferentes meios.

Os resultados de coloragiio obtidos pelo sistema Munsell de notagdo de cores
encontram-se na Tabela 4, demonstrando que os isolados puderam ser separados em 5 grupos,

de acordo com a tonalidade e/ou intensidade das coldnias.

TABELA 4. Agrupamento dos isolados de Colletotrichum em fungdo da coloragdo micelial da

colonia em meio BDA pelo sistema Munsell. UFLA-MG. 1996

Coloragdo da Colonia Referéncia dos Isolados
Munsell* Descricdo
3/1 verde vermelho palido escuro 1237,
5/2 vermelho fraco 1-029, I-174
5/6 vermelho 1-173
5R 6/1 verde vermelho palido 1-266, I-203
6/2 vermelho palido 1-019, 1-073, 1-221
6/3 vermetho palido 1-277
75R 3/0 verde muito escuro [-045
4/2 vermelho fraco 1-150
5/6 vermelho I-053
I0R 4/4 vermelho fraco 1-096
5/2 vermelho fraco I-035
6/6 vermelho claro 1-033
7Y 7/1 verde claro 1-204, 1-045
8,0 branco I-121
SYR 6/3 marron vermelho palido claro I-230
7/2 verde palido 1-087
7/4 rosa 1-238
8/2 branco rosa palido

* Sistema Munsell de notagio de cores (tonalidade e intensidade).
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Do ponto de vista de anilise de rotina, a utilizagio de métodos que empreguem
caracteristicas culturais com a finalidade de diferenciagdo de fungos é considerada inviavel, ndo
s6 pela sua morosidade, como pela grande variagéio exibida pelos diferentes isolados em fungio
de fatores circunstanciais que compdem o ambiente e as proprias caracteristicas do hospedeiro e

organismo.

4.2 Determinacio da identidade de Colletotrichum, através do hdbito de crescimento em

sementes de algodoeiro artificialmente inoculadas

Com base no habito de crescimento dos 30 isolados (Tabela 5) sobre as sementes
inoculadas através de observagio ao estereomicroscopio, sem o auxilio de observagdes ao
microscopio biologico composto, viu-se que os isolados de Colletotrichum foram reunidos em 3
grupos (Tabela 6). Os resultados do exame indicaram que 40% dos isolados em estudo se
enquadraram como Colletotrichum gossypii e cerca de 35,0% como Colletotrichum gossypii
var. cephalosporioides. Vinte e cinco por cento dos isolados ndo exibiram habitos de
crescimento tipicos de nenhum dos dois Colletotrichum, de acordo com os critérios descritos
por Tanaka (1995).

O isolado 1-087 e I-238, identificados como Colletotrichum gossypii através do
habito de crescimento, apresentaram as mesmas caracteristicas que o isolado I-230 identificado
como Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides. Vale lembrar que a possibilidade de se
ter ocorréncia natural de um dos Colletotrichum nas sementes utilizadas deve ser descartada,
conforme revelado pelos resultados da anélise de sanidade conduzida para a amostra utilizada

(Tabela 2).
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TABELA 5. Procedéncias das amostras de sementes de algodoeiro, submetidas ao “Blotter

test”. UFLA-MG. 1996.

Amostra Procedéncia Cultivar/Linhagem N° dos Isolados de
Estado Cidade Colletotrichum

1 PR Andira IAPAR 71-PR3 I-1, I-87

4 PR Andira IAPAR 71-PR3 [-22,1-183

6 PR Andira IAPAR 71-PR3 1-24, I-31
10 PR Itambaraca IAPAR 71-PR3 1-69, I-184
11 PR Campo Mourdo L 001 IAC 20 I-14, I-185
12 PR Campo Mourdo L 010IAC 20 1-42, I-131
13 PR Campo Mourdo L 016 IAC 20 I-35,1-166
15 PR Londrina IAC20PR I-53, 1-230
16 PR Jataizinho PR 03 I-70, 1-258
17 PR Assai PR 03 I-196, I-263
22 PR Itambaraca IAPAR 71-PR3 I-125, 1-208

2 SP Ibitinga IB 007/95 IAC 20-A 1-93,1-238

8 SP Intbia Paulista LU 010/95 IAC 20 1-177, 1-235
14 SP Ibitinga IB 010/95 IAC 20 1-142, 1-243
19 SP Ibitinga IB 002/95 IAC 20-1 I-219, I-266

TABELA 6. Identificagdio dos isolados de Colletotrichum ao estereomicroscopio com base no

hébito de crescimento em sementes de algodio (Gossypium  hirsutum L.)

inoculadas artificialmente. UFLA-MG. 1996

Colletotrichum gossypii Colletotrichum gossypii var. Identidade ndo definida”
cephalosporioides

I- 14 I- 1 I- 22
I- 87 I- 24 I- 35
I- 93 [- 31 I- 53
I-125 I- 42 I-166
I-142 I- 69 I-183
I-185 I- 70 I-184
I-196 1-131 I-235
I-208 1-177 I-258
I-219 1-230

I-238 I-243

I-263

I-266

¥ Isolados que apresentaram caracteristicas tanto de Collefofrichum gossypii quanto de
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides em sementes de algodoeiro.
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E preciso considerar que, possivelmente, em um exame mais detalhado desses
isolados de identidade ndo definida, com observagSes da analise de conidios e conidiéforos com
maior resolu¢io conforme recomendado por Tanaka (1995), a identidade dos fungos pudesse ser
revelada com seguranga. Porém, essa possibilidade faz com que a anlise nessas circunstancias
seja questionavel para a utilizagio do método em esquema de rotina.

De modo geral, percebe-se que a identifica¢do e diferenciagio segura dos dois
patogenos através do habito de crescimento ¢ dificultada, principalmente quando se depara com
isolados que apresentam caracteristicas que fogem do padrio descrito para sementes
artificialmente inoculadas. Esses resultados reforgam os de Dudienas (1990) e Malaguti (1955),
0s quais comentam as dificuldades na distingdo de isolados do fungo da antracnose e ramulose
através de caracteristicas morfolégicas. Essas dificuldades sdo também ressaltadas por Tanaka
(1990), Follin e Mangano (1983), Lima (1981).

Vieira (1996) considera os métodos convencionais de identificacdo de fingos
baseados em caracteristicas morfoldgicas, ineficazes, uma vez que caracteristicas como
pigmentagio de micélio, formagdo, forma e tamanho de conidios sdo instiveis e altamente
dependentes da composicdo dos meios, condigdes de ambiente e da prépria variabilidade do
patogeno.

Diante disso, torna-se necessario buscar alternativas mais sensiveis e estaveis que

possam auxiliar na identificac@o e disting@o segura entre os dois agentes em estudo.

4.3 Anilise RAPD de isolados de Colletotrichum associados a sementes de algodoeiro

De 15 oligonucleotideos (primers) testados, 13 mostraram padrdes de bandas

polimérficos para os isolados em estudo (Tabela 7). As bandas foram identificadas com letras do



TABELA 7. Padrdes de bandas de DNA dos trinta isolados de Colletotrichum obtidos através de RAPD, UFLA-MG, 1996.
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alfabeto, sendo que “a” corresponde ao maior fragmento de DNA amplificado e assim por
diante, em ordem decrescente.

As bandas mais intensas e consistentes foram consideradas nos estudos de
similaridade (Figura 3).

Os padrdes de bandas obtidos foram primer-genédtipo dependentes e variaram de
1 a 7. Esses valores concordam com os resultados obtidos por Vieira (1996) trabalhando com
diferenciagdo entre Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
utilizando marcadores RAPD, quando obteve uma variagio de 2 a 7 para padrGes de bandas.

Para um mesmo primer, neste estudo observou-se diferengas no nimero e na
posi¢do de bandas entre isolados, o que indica o alto grau de polimorfismo apresentado pelos
diferentes isolados. Este mesmo alto grau de polimorfismo entre isolados foi verificado também
em estudos com Colletotrichum graminicola por Guthrie (1992) que analisou diferentes
isolados coletados na Africa, Estados Unidos, India e Porto Rico.

Os coeficientes de similaridade obtidos através da analise dos diferentes padroes
de bandas para cada par combinado de isolados, mostraram valores variando de 55% a 99%
(Tabela 8).

O valor de 55% foi obtido para o par de isolados I-125 e 1-238, ambos obtidos
em regiGes distintas, sendo o isolado I-125 procedente de Itambaraci-PR e o isolado I-238 de
Ibitinga-SP (Figura 1). Além disto, os isolados foram obtidos de cultivares diferentes, isto é,
I-125 foi isolado a partir da cultivar IAPAR-71/PR 3 e o I-238 da cultivar IAC 20-A. Este valor
baixo de similaridade genética, ligado ao fato de ter ocorrido entre isolados de origem diferente,
sugere alta capacidade de adaptagdo a diferentes condi¢des ambientais em fun¢do da alta varia-
bilidade (Tanaka, 1990; Lima, 1981). Provavelmente, isto também se deva a alta especificidade

patogeno-hospedeiro em que a transmissio e a consegiiente sobrevivéncia nas sementes faz com



PRIMER G-2

- a."‘“... iy
: 3 LN R R

FIGURA 3. Gel de agarose mostrando padrdo dos produtos amplificados dos isolados de
Colletotrichum procedentes dos Estados do Parana e S3o Paulo, obtidos com o

primer G, da marca Operon.

que o patdgeno, com os cultivos sucessivos, seja selecionado pelo “genotipo” hospedeiro. Esta
especificidade tem sido descrita por varios autores (Arantes et al., 1986; CIA et al., 1988a; CIA
et al,, 1988b; Lima, 1981; CIA, Gridi-Papp e Fuzatto, 1982; Carvalho et al., 1981; Tanaka,
1990; Vilarinhos et al., 1995; Lima et al., 1984; Lima, Carvalho e Carvalho, 1986).

O maior valor de similaridade encontrado foi de 99% para o par de isolados I-184
e I-235, obtidos a partir das variedades IAPAR-71 PR3 e IAC 20 oriundas, respectivamente das
regides de Itambaraca-PR e Intbia Paulista-SP. Essa similaridade dos isolados de diferentes
regides e variedades pode ser explicada pela existéncia de linhagens hospedeiras que provavel-

mente possuem mesma base genética (Prof. A.C. Fraga, DAG/UFLA, comunicado pessoal).



41

oL 807
vL 6L 1€
£ 1L L (11
6L LL € 8L 99T
OL 8L I8 8 6L 961
€L 18 ¢$8 6L T8 V8 €97
P9 L9 1L 1L 6L 8L 8 oL
It ¥, 8L 8 98 6L 06 T8 8sT
¥9 L9 1L 1L ¥L OL 18 8L 8 £$
bL 6L 8L SL 98 6L 88 LL 98 LL 0£T
v. 1L tL €L 98 6L 6L ¥L ¥8 389 98 344
IL 1L sL €L 8L LL S8 L 18 LtL 8L 8L 144
€L BL LL LL S8 68 18 8L 6L OL T8 I8 LL S€
99 89 OL 0L 8. 6L LL ¥L 8L 89 SL SL 18 I8 991
8, #¥8 I8 LL 06 98 T6 I8 88 € S8 I8 8 98 6L 44
€ SL WL W s8 SL 18 €& HL ¥9 TS T8 I8 18 LL 98 1€1
SL 8L tL 6L 06 ¥8 ¥8 8L I8 OL 88 S8 6L 98 6L 68 98 14
SL SL 1L ¥L 88 8L I8 S$L LL ¥9 T8 T8 T8 V8 6L 68 S6 68 311
6L 6L BL I8 s6 <8 ¢8 6L H8 IL 68 68 I8 38 I8 €6 88 €6 06 69
18 18 LL 6L €% 8 98 I8 T OL 88 $8 I8 98 6L $§6 6 6 $6 96 ¥81
6L 6L 8L I8 6 t8 ¢$8 6L I8 B9 98 8 18 88 8L € 06 £6 £6 S6 66 314
18 P8 4L 6L €6 t8 98 BL I8 €L 06 S8 6L 98 LL S6 68 6 6 96 L6 96 Ll
€9 1L 0L 9 SL 39 ¥L €9 OL €9 BL €L ¥9 YL Y9 L wL LL WL 8L L. 8L LL 124
L 6L €L €L ¥8 AL S8 LL BL 8% 18 SL 98 T8 8L 88 € S8 06 98 06 68 38 SL 44
iL I8 18 18 98 ¢8 06 6L 98 vL 8 ¥8 98 I8 SL €6 IS 88 S8 I6 06 68 06 OL 98 €31
¢ 89 OL v9 OL 8 1L €9 0L €9 L9 L9 T9 89 65 LL vL 1L UL OL 1L €L bL V9 €L oL 8¢t
£9 0L €9 89 I8 OL SL EL LL V9 LL 88 6L 8L VL 8L ¥8 13 ¥8 8 H8 I8 I8 89 I8 6L 99 €6
8, OL € 99 6L L9 SL ¥9 VL L9 LL I LL OL €9 8L V8 SL 8L 6L I8 6L I8 1L T8 6L it 18 1
$9 vL ¥9 L9 18 89 PL B9 SL 99 8L 8. 8L LL SL LL T8 6L T8 18 I8 I8 6L €L 98 <L % 8 6L L8
ST B80T 1€ 6IT 99T 961 €9T OL 8BST €5 0T €vT Zhl SE 991 Zv Nel vl S8l 69 VBI SEC LLl #Z 22 &8l 8t €% 1 i3 sodaviosi

ap sopelOsl Of SO

'9661 “ON-V'Td( "AdVY 9P SOPEp Wo SBPEaseq ‘wnyoLij0}a}jo;)

anus (Sumoley ojdung opopw) seonpual sopepuejuuis sep ‘waSeusosod wo ‘seajeunlsy ‘g VIAGV.L



42

A similaridade entre os isolados provenientes do Estado do Parana variou de 63 a
96% (Tabela 9). Os pares combinados de isolados I-1 - I-31, I-1- 1-166, I-24 - 1-53, 1-24 -
I-125, I-70 - 1-24 apresentaram o menor valor de similaridade dentre os isolados provenientes do
Estado do Parand, que foi de 63% (Tabela 9). Os pares de isolados foram obtidos das regiGes de
Andira (amostra 1) - Andira (amostra 6); Andira (amostra 1) - Campo Mourio (amostra 13);
Andird (amostra 6) - Londrina; Andird (amostra 6) - Itambaraca (amostra 22); Jataizinho -
Andira (amostra 6), respectivamente. Apesar da dissimilaridade apresentada por estes isolados,
vale ressaltar que as regiGes das quais foram provenientes apresentam semelhanga quanto
as condigSes ambientais, bem como a mesma cultivar, exceto para os isolados I-53 e I-166,
os quais foram obtidos de sementes da cultivar IAC- 20, mas de linhagens diferentes dos
demais. Este fato sugere uma ampla variabilidade desse organismo, independente do local e
cultivar de origem. O isolado I-166, procedente de Campo Mourdo, municipio situado na regido
noroeste do Estado do Parand, apresentou menor valor de similaridade (63%). Nesse caso, a
distdncia genética coincidiu com a distancia do local de origem.

Em relag@o ao Estado de Sdo Paulo, a similaridade variou de 62% a 96%, sendo
que o maior valor encontrado foi de 96% para o par de isolados I-177 e I-235, ambos
pertencentes a Inubia Paulista-SP. O resultado encontrado sugere que isolados de mesma
procedéncia e de mesmo cultivar-hospedeiro foram semelhantes. O menor valor de similaridade
encontrado, 62%, foi entre isolados 1-238 e 1-142 (Tabela 10). Embora os dois isolados sejam
provenientes de Ibitinga-SP, variedades IAC 20-A e IAC 20, respectivamente, eles confirmam a
variabilidade do patogeno independente do local e a variedade de origem.

Pode-se observar, pelo dendrograma obtido (Figura 4), que os isolados
provenientes do Parana e Sdo Paulo estdo interligados num mesmo grupo, apresentando o valor

de 77% de similaridade genética para cada estado e entre os mesmos, o que diverge dos
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TABELA 10. Estimativas das similaridades genéticas (método Simple Matching) entre 8 isola-

dos de Colletotrichum, provenientes do Estado de Sdo Paulo. UFLA-MG. 1996.

Isolados 93 177 235 142 243 219 266 238
93 81 82 79 88 68 82 66
177 96 79 85 79 93 74
235 81 84 81 92 %3
142 78 3 86 62
243 73 78 67
219 78 64
266 70
238

resultados de Vilarinhos et al. (1995), trabalhando com Colletotrichum lindemuthianum; Guthrie
et al. (1992) identificando e diferenciando Colletotrichum graminicola; Vasconcellos (1993),
trabalhando na diferenciagdo de Colletotrichum truncatum: Vieira (1996), trabalhando com
diferenciagdo de C. gossypii e varios outros utilizando RAPD. Baseados nas distancias genéticas
entre isolados, conseguiram separar os isolados em grupos distintos, podendo ser visualizado
através do dendrograma.

A grande proximidade entre os isolados de estados diferentes é confirmada pela
formagdo de subgrupos no dendrograma. Este fato pode ser atribuido a proximidade geografica
entre os estados e também a adaptagdo dos mesmos ao ambiente, cultivar ou linhagem.

As diferengas morfologicas entre os fungos nem sempre coincidem com as
diferencas genéticas observados ao nivel de marcadores moleculares e, por isso, 0s critérios
morfologicos podem ser questioniveis, dada a similaridade genética dos isolados
morfologicamente diferentes.

Por outro lado, os resultados deste estudo suportam a justificativa de que

Colletorrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides sejam mantidos em
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FIGURA 4. Agrupamentos entre isolados de Colletotrichum, baseados em coeficiente de

similaridade Simple Matching. UFLA-MG. 1996.
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uma mesma espécie, pois hi uma continuidade genética entre os isolados estudados dos Estados
do Parana e S&o Paulo. Para estudos mais conclusivos nesta diregdo seria necessario o estudo de
maior nimero de isolados abrangendo maior variabilidade desses dois Organismos.

A similaridade genética demonstrada no presente estudo comprova que
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides surgiu como um variante patogénico de
Coletotrichum gossypii.

A pequena variagio genética entre isolados de cada organismo e entre os dois
organismos provavelmente decorre da homogeneidade genética do hospedeiro. Em relagdo a
outras culturas, como soja e milho, percebe-se que a variagdo genética do algodoeiro é
relativamente baixa.

Considerando a anilise da similaridade genética com marcadores moleculares
RAPD, observou-se que os padrdes genéticos encontrados e os dados de caracterizagio
morfoldgica apresentam grande proximidade entre os mesmos, dificultando a visualizagio das
distancias entre os isolados.

Diante dos resultados deste estudo, vé-se que a continuidade do mesmo deve ser
norteada levando-se em conta maior niimero de isolados com diferentes procedéncias, buscando,

dessa maneira, utilizar formas dos organismos com maior variagdo genética.



5 CONCLUSOES

- Atraves da caracterizagdo cultural foi constatada grande variabilidade entre os
isolados de Colletotrichum estudados.

- A caracterizagdo cultural, sob condi¢des do teste de sanidade de sementes
padrio, ndo revelou ser um meio seguro de diferenciar Colletotrichum gossypii de
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides.

- A anilise do habito de crescimento de Colletotrichum gossypii e Colletotrichum
8ossypii var. cephalosporioides, através de observagio ao estereomicroscopio, nao foi capaz de
distinguir, com a seguranga requerida, ambos os organismos.

- O agrupamento dos isolados de Colletotrichum, com base nos marcadores
RAPD utilizados, nfio correspondeu a separagio baseada em morfologia das culturas puras e

habito de crescimento sobre as sementes.
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