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RESUMO

CARVALHO, Enia Mara de. Caracterizagio de isolados de Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides associados a sementes do algodoeiro:
aspectos morfologicos e moleculares. 2005. 104 p. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Um dos fatores que contribuem para reduzir a produtividade da cultura do
algodio € a ocorréncia de ramulose, cujo agente etiolégico, Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides, € transmitido por sementes. A identificagio
deste agente em sementes tem sido muito questionada pela sua semelhang¢a com
a espécie C. gossypii, & qual se encontra associada. Além da morfologia, estudos
baseados em caracterizagio cultural e patogénica também geram divida na
diferenciacio entre esses fungos. Dessa forma, os objetivos neste trabalho,
foram avaliar os efeitos de inibidores de germinagao na produgdo de estruturas
que possibilitem a identificagdo destes microrganismos em testes de incubagdo
de sementes e a caracterizar geneticamente isolados de C. gossypii var.
cephalosporioides de virias regies do pais pelas regies do DNA ribossomal.
Pelo estudo dos efeitos de inibidores de germinagio em testes de sanidade foram
observadas caracteristicas intermedidrias entre os isolados de C. gossypii var.
cephalosporioides. Caracteristicas, como densidade de micélio e presenca de
setas ndo encobertas pela massa de conidios, nZo foram uteis para distinguir as
espécies estudadas. Dentre os inibidores de germinagdo, o manitol induziu
menor porcentagem de setas longas em C. gossypii ¢ menor desenvolvimento de
micélio em todos os isolados, permitindo melhor visualizagdo de outras.
estruturas, quando comparado ao 2,4-D. Assim, o uso do manitol como
regulador de germinagdio em teste de sanidade aumenta a confiabilidade na
identificagdo de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides em sementes de
algoddo. Pela andlise das seqiiéncias de nucleotideos, verificou-se que os
isolados do algodoeiro apresentaram identidade genética variando de 96% a
100% na regiio ITS 1, 98% a 100% no gene 5,8 S e 97% a 100% na regidao ITS
2. Pela 4rvore filogenética, C. gossypii var. cephalosporioides e C. gossypii
pertencem ao mesmo grupo, juntamente com isolados de Glomerella cingulata
da mangueira e do mamoeiro, ndo sendo possivel sua distingdo por esse método.

*Comité Orientador: José da Cruz Machado - UFLA (Orientador) € Antdnia dos
Reis Figueira — UFLA (Co-orientadora)



ABSTRACT

CARVALHO, Enia Mara de. Characterization of Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides isolates associated with cotton seeds: morphological and
molecular aspects. 2005. 104 p. Thesis (Doctorate in Agronomy
/Phytopathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil.*

One of the causes that contribute to reduce cotton yield is the occurrence of
ramulosis in which its ethiological agent, Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, is seed tranmitted. The identification of this fungus on cotton
seeds has been questionable because of its similiraty with C. gossypii with is
also associated with cotton seeds. In addition to morphological, identification 6f
the fungus based on auxanographic and pathogenic features is also questionable
in many cases. Because of those conflicts the purpose of this study was to
evaluate the effects of some inhibitors of seed germination on the micelial
growth of C. gossypii var. cephalosporioides and C. gossypii through blotter test
and to characterize isolates collected in different regions in Brasil, based on
comparative analysis of ribosomal DNA. From the inhibitors essay, intermediate
patterns of micelial growth observed on seeds, between isolates of C. gossypii
var. cephalosporioides and C. gossypii were observed. Characteristics such as
mycelium density and setae production with masses of conidia were not useful
to distinguish isolates of both fungi under investigation. Final counts of
incidence of both fungi on tested seeds were similar between mannitol and 2,4-D
treatments; mannitol was the most efficient seed inhibitor for providing better
visualization of morphological structures. From the analysis of nucleotides
sequencing, isolates associated with cotton plants showed genetic identity
ranging 96% to 100% in ITS 1 region, 98% to 100% at gene 5.8 § and 97% to
100% in ITS 2 region. The sequences were analysed using the criteria of
UPGMA and a tree with the relationships among the two species showed that C.
gossypii var. cephalosporioides and C. gossypii belonged to the same group
along with isolates of Glomerella cingulata from mango and papaya, which
makes difficult the separation of the above mentioned species.

*Advising Committee: José da Cruz Machado — UFLA (Adviser) and Antdnia
dos Reis Figueira — UFLA (Co-adviser).
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides ASSOCIADOS A SEMENTES DO ALGODOEIRO:
ASPECTOS MORFOLOGICOS E MOLECULARES



1 INTRODUCAO GERAL

A importancia da cultura do algodoeiro para o Brasil pode ser avaliada
nio s6 pelo aspecto econdmico, como pelo lado social, proporcionando geragao
de renda e a criagdo significativa de empregos.

Para essa cultura, embora alguns avangos, do ponto de vista tecnolégico,
tenham sido alcangados, o desempenho médio nacional ainda continua baixo, em
relagdo a outros paises, havendo, salvo algumas excegdes, grandes dificuldades
para aumento da produtividade.

De modo geral, o desempenho produtivo de qualquer cultura é o
resultado da agdo conjugada de vérios fatores, tais como potencial genético da
cultivar, fertilidade do solo, condi¢Ges climéticas, préticas culturais, época de
semeadura, popula¢do de plantas, ocorréncia de doengas infecciosas, pragas e
plantas daninhas, qualidade das sementes, etc. (Jugenheimer, 1976; Reis & Casa,
1996; Saunders, 1930; Vieira et al., 1998).

A ocorréncia de doengas, em culturas de valor econémico, ¢ um dos
mais sérios obstdculos para o estabelecimento de sistemas de produgdo agricola
sustentdveis em todo o mundo. Para o comércio internacional de produtos
agropecudrios, as barreiras fitossanitdrias, estabelecidas para evitar a
disseminagiio de doengas e pragas, estdo cada vez mais rigorosas. Para paises
como o Brasil, cujo extraordindrio potencial agricola faz com que a agricultura
seja a base da economia, a qualidade dos insumos de produgéo € um fator que
condiciona o sucesso ou o fracasso neste tipo de atividade. Dentre os fatores que
mais pesam na produgdo e sustentabilidade da atividade agricola em geral, a
semente, ou outro material de propagagdo, € o que requer mais ateng@o por parte

dos produtores. Além de veicular todo o componente genético da variedade que



representa, as sementes, como agente biolégico, podem apresentar outros
atributos de qualidade, como germinagio, vigor ¢ sanidade.

A associagio de patégenos com sementes de espécies cultivadas tem
sido uma crescente preocupagio em todo o mundo, devido aos efeitos
desastrosos que esta interagfio pode provocar a um Sistema produtivo.

Por intermédio das sementes, grande nimero de patégenos, considerados
de risco, pode ser disseminado entre regides produtoras dentro de um mesmo
pais e entre paises, determinando danos de dimensdes incalculdveis, além de
quase sempre irreversiveis.

A trajetéria da patologia de sementes no Brasil, nas duas dltimas
décadas, tem evidenciado que a agricultura brasileira apresenta sérios problemas
de qualidade sanitiria de sementes. Fruto de um amplo debate junto a
comunidade sementeira nos ultimos anos, envolvendo todos os segmentos
pertinentes, o aspecto de sanidade de sementes passou a contar com uma
normatizagio especifica e prépria por meio da Portaria n° 71, de 22 de fevereiro
de 1999 do Ministério da Agricultura. Dessa forma, tornou-se possivel visualizar
a coibigdo do uso de sementes fora de padrdes de qualidade sanitéria, havendo
proposi¢ao para os casos julgados de relevincia para o sistema agricola em
geral. De acordo com essa Portaria, toda proposigdo de padrdes de tolerancia
para patégenos transmitidos por sementes deve ser, no entanto, fundamentada
em informagSes de pesquisa orientada, obedecendo a exigéncias dos padrSes
internacionais estabelecidos para pragas (doencas) ndo quarentendrias
regulamentadas.

Especificamente, o foco em C. gossypii var. cephalosporioides neste
estudo se d4 em razio da importincia econdmica atual desse organismo no
Brasil e da sua indicagio como um candidato possivel de estabelecimento de
padrdes de tolerincia em sementes, conforme consta na Portaria anteriormente

referenciada.



Experiéncia em trabalhos de rotina e pesquisa tem revelado que a
diagnose desse patégeno, em teste baseado apenas em cardter morfoldgico, tem
sido limitada pelo nimero de estruturas que devem ser analisadas e pela
semelhanga de C. gossypii var. cephalosporioides com a espécie C. gossypii,
também pode se associar as sementes do algodio. Portanto, o desenvolvimento
de métodos mais especificos ou seletivos e de maior precisdo € uma necessidade
que se impde, tendo em vista a inclusdo desse patGgeno como organismo nio
quarentenério regulamentado pelo Programa Nacional de Cohtrole de Qualidade
Sanitdria de Sementes, cujo propésito é recomendar a andlise de rotina.

. Alguns métodos sdo recomendados para a andlise de patégenos
associados a sementes de algoddo. No entanto, a detecgiio de C. gossypii var.
cephalosporioides tora-se invidvel, de certa forma, em rotina devido aos
aspectos operacionais e aos resultados nem sempre reproduziveis dos métodos
disponiveis.

A diagnose sempre questiondvel de C. gossypii var. cephalosporioides,
relacionada aos diferentes graus de viruléncia e expressdo dos sintomas, tem
sido justificativas para os esforgos dispendidos na caracterizacdo genética das
espécies de Colletotrichum associadas ao algodoeiro. Até o momento, 0s
resultados de estudos j4 conduzidos nfio tém sido suficientes para a solugdo
desses problemas.

Os objetivos neste trabalho foram avaliar os efeitos de inibidores de
germinagiio na morfologia de estruturas que possibilitem a identificagdo de C.
gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides em testes de sanidade de incubagdo
de sementes e fazer a caracterizagio molecular de isolados destes fungos,
coletados em virias regides do pais, com base na seqiiéncia de nucleotideos das
regides ITS do DNA ribossomal. Em ultima anlise, so estudos que visam ao
desenvolvimento de métodos mais seguros e rdpidos de C. gossypii var.

cephalosporioides nas sementes de algoddo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos da etiologia e sintomatologia do complexo Colletotrichum em
algodio

O género Colletotrichum pertence ao Filo Ascomicetos, que contém
muitas espécies que causam doengas na maioria das espécies cultivadas e plantas
ornamentais denominadas de antracnoses (Bailey & Jeger, 1992).

Com base no critério de identificagio de espécies e ragas em fungdo do
formato de tonidios, as espécies de Collerotrichum que colonizam sementes
foram separadas em dois grupos distintos: C. dematium e C. gloeosporioides
(Tiffany & Gilman, 1954, citados por Kulshrestha et al., 1976). A espécie C.
gossypii, descrita por Southworth em 1890 (Viégas, 1946), foi posteriormente
relatada por Arx (1957), como pertencente ao grupo C. gloeosporioides € o
teleomorfo Glomerela cingulata. A variedade cephalosporioides, agente
etiolégico da ramulose, foi relatada por Costa & Fraga (1937) e descrita por
Costa em 1946 (Viégas, 1946), foi identificada primeiramente no estado de Sio
Paulo, associada ao sintoma de superbrotamento do algodoeiro, 0 que ndo era
observado entre os causadores de antracnose.

Sutton (1992) suporta a teoria de que Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides constitui um grupo distinto (Sutton, 1992). Entretanto,
Ottonello (1992) estudando as caracteristicas culturais, patogénicas e
sorolégicas, sugeriram a nomenclatura C. gloeosporioides f. sp. gossypii, raga 1,
para os isolados ndo associados & morte de 4pices e, portanto, causadores de
antracnose e C. gloesporioides f. sp. gossypii, raga 2 para isolados associados ao

sintorna de superbrotamento, ou seja, causadores de ramulose.



C. gossypii South. e C. gossypii var. cephalosporioides A. S. Costa,
agentes causais da antracnose e ramulose, respectivamente, assumem grande
importincia na cultura do algodoeiro, pelos prejuizos causados e por serem
freqiientemente transportados, tanto externa como internamente, pelas sementes,
constituindo, assim, a sua principal via de disseminagdo (Lima et al., 1985;
Tanaka, 1995). O progresso da incidéncia e da severidade da doenga ¢
influenciado pelo nivel de inéculo nas sementes (Aratjo, 2004).

Tanto C. gossypii, como C. gossypii var. cephalosporioides, uma vez
associados s sementes, podem causar tombamento de pré e pés-emergéncia,
atacando o hospedeiro sempre no inicio do seu desenvolvimento, ocasionando
reducdo do estande. Nessa fase, Aratijo (2004), estudando a transmissibilidade
de C. gossypii var. cephalosporioides a partir de sementes inoculadas, verificou
que a temperatura ¢ determinante para a ocorréncia da doenga, e que a incidéncia
e a severidade do tombamento sio maiores com o aumento da temperatura e
com o nivel de inéculo.

Pela sintomatologia apresentada em plantas de algoddo, estes
microrganismos se mostram distintos (Costa & Fraga Junior, 1937). A
sintomatologia descrita para C. gossypii € a de lesGes escuras e deprimidas nas
magis do algodoeiro, envolvendo todo o fruto. Desta forma, o fungo infecta as
sementes que, posteriormente, originam plntulas com lesdes avermelhadas na
regiio do colo e raiz enegrecida. Dependendo das variedades de algodoeiro
empregadas, as plintulas podem reagir ou morrer, provocando redugtes no
estande (Bitancourt, 1935; Dudienas, 1990; Pizzinato, 1987; Teixeira, 1995).

O agente etiolégico da ramulose, C. gossypii var. cephalosporioides, em
plantas jovens mostra sintomas mais rapidamente, caracterizados por
superbrotamento dos galhos, dando a planta um aspecto ramalhudo, de porte
baixo, galhos contorcidos e dilatados, com folhas encarquilhadas e deformadas.

As folhas apresentam 4reas cloréticas que evoluem para lesGes necréticas



arredondadas, alongadas ou angulares, s vezes, acompanhadas de perfuragdes.
As lesGes, principalmente nas nervuras, acarretam o desenvolvimento desigual
dos tecidos foliares, ocasionando o enrugamento da superficie do limbo. Nos
estddios mais avangados, o patégeno causa a morte da gema apical, estimulando
.as' gemas axiliares a formarem nlmero excessivo de galhos, reduzindo
conseqiientemente a frutificagdo (Abrahiio, 1961; Cia & Salgado, 1997; Costa &
Fraga Junior, 1937; Drumond, 1961; Dudienas, 1990; Tanaka, 1995).

Apesar da caracterizacdo patogénica mencionada, observa-se intensa
variagio, em relagio a agressividade de isolados (Dudienas, 1990; Iamamoto,
2002; Silva-Mann, 2002; Tanaka, 1990), sugerindo a presenga de ragas
fisiolégicas. Segundo Chitarra (1996), nem sempre se consegue discernir com
clareza quais sio os patégenos envolvidos na sintomatologia de ramulose e
antracnose. Normalmente, esses_estudos sobre a relagio patégeno e hospedeiro
tém sido realizados com isolados obtidos diretamente de plantas que apresentam
a sintomatologia caracteristica da doenga, garantindo a capacidade dos isolados
induzirem os sintomas em questao.

Apesar da ramulose ocupar um lugar de destaque entre as doencas que
causam perdas em algodoeiro, nos testes de sanidade de sementes, efetuados na
rotina, o relato, em geral, é feito da presenga de C. gossypii, sem que se
especifique qual ¢ a variedade do patégeno (Chitarra, 1996).

2.2 Técnicas empregadas na detecciio de Colletotrichum gossypii South e C.
gossypii var. cephalosporioides A. S. Costa em sementes de algodio.

Os critérios utilizados para a detecgdo de fungos do complexo
Colletotrichum em sementes de algodoeiro sdo baseados em aspectos
morfol6gicos (Machado & Langerak, 2002) e consistem em estimular estes

microrganismos a produzir estruturas que permitam a sua identificag@o, por



meio do teste de incubagdo em substrato de papel de filowo (blorter rest)
(Neergaard, 1979), modificado com adi¢do do sal de 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) (Machado & Langerak, 1993). Estes métodos, apesar de utilizados em
testes de rotina, apresentam limitagGes, pois nem sempre permitem a diagnose
precisa em termos de subespécie, variedades e ragas (Tanaka, 1995; Tanaka &
Menten, 1988; Vieira, 1996).

Para o complexo C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides, outro
fator limitante do teste de incubacdo em substrato de papei de filtro € a grande
variabilidade das caracteristicas morfolégicas desses organismos em testes de
" rotina. Entretanto, alguns isolados apresentam caracteristicas que permitem a
distingdo segura entre as duas espécies. Assim, C. gossypii var.
cephalosporioides ¢é identificado por apresentar setas longas e em menor
densidade, quando comparado com C. gossypii, além de os conidios aderidos no
topo das setas serem menores que os produzidos pela espécie causadora de
antracnose, resultando em crescimento menos compacto. A ocorréncia de setas
férteis no micélio aéreo é freqgiiente, conferindo 2 semente uma aparéncia leve,
de coloragdo acinzentada, enquanto C. gossypii apresenta coloragdo rosa claro,
resultante de esporulagio abundante cobrindo a superficie da semente. C.
gossypii produz micélio aéreo € escasso ou ausente, produzindo setas densas e
curtas, resultando em um crescimento compacto, préximo ao tegumento.
Conidios presentes no topo das setas sio mais longos que os causadores da
ramulose (Machado & Langerak, 2002; Tanaka et al., 1996).

A Diagnose de C. gossypii var. cephalosporioides com base no habito de
crescimento em sementes de algodoeiro nem sempre satisfaz os critérios
recomendados por Tanaka et al. (1996). Chitarra (1996), estudando
caracteristicas de 30 isolados de Colletotrichum baseadas nos critérios descritos

acima, observou que 40% apresentaram caracteristicas tipicas de C. gossypii,



35% como C. gossypii var. cephalosporioides e 25% néo exibiram crescimento
tipico que possibilitasse a caracterizagio dos isolados.

A dificuldade na distingdo das espécies de Colletotrichum em algodoeiro
j4 havia sido observada por Dudienas (1990), utilizando isolados obtidos de
plantas com sintomas tipicos de ramulose e antracnose. Segundo este autor,
ocorreu apenas uma tendéncia em relagdo ao comprimento de conidios nos
isolados causadores de ramulose, nio havendo variagdo quanto a largura,
niimero de nicleos e morfologia de apressérios.

Visando 2 diagnose mais segura de patégenos em sementes, alguns
estudos foram realizados com o cbjetivo de desenvolver novas metodologias de
diagnose. Dentre estas, cita-se a investigagdo sobre a caracterizagdo
morfoldgica, cultural e patogénica de organismos como C. gossypii e C. gossypii
var. cephalosporioides (Dudienas, 1990; Tanaka, 1995; Tanaka & Menten,
1988). Em testes visando a caracterizagio cultural, o agente causador de
ramulose tem se mostrado deficiente nos aminodcidos asparagina e 4cido
aspértico, formecidos por caseina hidrolisada (Dudienas, 1990). No entanto,
nesse trabalho, os dados foram considerados insuficientes para uma
caracterizagio segura, em virtude da grande variabilidade dos isolados.
Ottonello (1992), estudando caracteristicas culturais, concluiu que os dois
grupos sdo fisiologicamente diferentes, porém, relata a presenga de isolados
intermedidrios.

Outro problema encontrado em testes de sanidade de sementes de
espécies como o algodio € a germinagdio rpida. Esse fator dificulta a
identificacdo dos fungos e pode comprometer a validade dos resultados desses
testes pela possibilidade de contaminagdes secunddrias entre sementes € ©
exterior do recipiente (Machado, 1988). Para inibir a germinagio ou reduzir o
comprimento das plantulas de algodoeiro, tem-se utilizado 2.4-D, na

concentragio de 10 ug.mL’ (Machado & Langerak, 1993). No entanto, em



estudos realizados por Sobreira (1988), verificou-se que o 2,4-D, inibiu o
crescimento micelial de C. gossypii var. cephalosporioides. Na tentativa de
substituir o uso do 2,4-D, virios estudos foram realizados utilizando-se a técnica
de restricio hidrica (Coutinho, 2000; Machado, 2002; Magalhdes, 2005).
Especificamente com a espécie C. gossypii var. cephalosporioides, foi
observado que a restricio hidrica induzida pelo soluto manitol no potencial
osmético —1,0 MPa nio interfere no seu desenvolvimento e detec¢ao (Machado,

2002). Porém, nesse estudo, foi avaliado apenas um isolado.
2.3 Emprego de técnicas moleculares para detecgio de fungos em sementes

Fungos de dificil distingdo baseada em marcadores morfol6gicos em
sementes podem ser potencialmente diagnosticados com sucesso por meio do
emprego de técnicas moleculares (Bates et al., 2001; Chiocchetti et al., 2001;
Iacomi-Vasilescu et al., 2002; Konstantinova et al., 2002; Lee et al., 2001; Smith
et al., 1996; Taylor et al., 2001; Vechiato, 2002; Xia & Achar, 2001).

Em lotes de sementes de trigo, a espécie Tilletia indica foi distinguida de
Tilletia barclayana, as quais encontravam associadas as sementes, fazendo-se a
extragio do DNA a partir de teliosporos obtidos em suspensao da lavagem de
sementes e amplificagio por reagio de polimerase em cadeia (PCR). Nessas
amostras, a sensibilidade do teste foi aumentada fazendo-se extragao de DNA de
teliosporos germinados (Smith et al., 1996).

Rynchosporium secalis foi detectado pela PCR em amostras
assintomdticas de sementes de trigo (Lee et al., 2001). Em sementes de
manijericdo, Fusarium oxysporum £. sp. basilici foi distinguida de outras formae
speciales ¢ de outros fungos associados as sementes dessa cultura. Nesse
trabalho, a sensibilidade dos marcadores PCR foi aumentada com uma segunda
etapa de reagdo, denominada NESTED-PCR (Chiocchetti et al., 2001). Esse tipo

10



de PCR em duas etapas chega a ser mil vezes mais sensivel do que a técnica de
etapa tinica, sendo apropriado para detectar a presenca de microrganismos que
ocorrem em baixa freqiiéncia na amostra em investigagao (Fungaro, 2002).

Espécies patogénicas de Alfernaria também foram detectadas em
sementes de cruciferas e a sensibilidade da PCR foi aumentada quando extraiu-
se DNA de sementes com dois dias de incubagdo (lacomi-Vasilescu et al,,
2002). Seguindo o principio de incubagdo das sementes para potencializar a
extragdo de DNA, levou-se ao aumentou a sensibilidade da PCR na detecgao de
Diaporthe phaseolorum var. meridionalis em sementes de soja, apos incubacgdo
em papel de filtro modificado com 2,4-D por 7 dias (Vechiato, 2002).

Marcadores baseados em PCR sio altamente sensiveis, reproduziveis e
podem, apds rigoroso processo de validagdo, ser usados para identificagdo e
detecgdio de fungos em sementes, se primers especificos forem desenvolvidos
(Lee et al., 2001). '

Como existem fungos, a exemplo do Colletotrichum, que possuem
espécies com alta semelhanca morfolégica, hd necessidade de se detectar regides
do DNA que sejam “a expressdo digital” desse organismo (Vieira, 2002). Em
muitos casos, “primers” para esses usos sio baseados na existéncia de
seqiléncias polimérficas de DNA em regides altamente conservadas, como as
regides que codificam para 0 DNA ribossdmico (fDNA) (lacomi-Vasilescu et
al., 2002; Lee et al., 2001; Lovic et al., 1995; Miller et al., 1999; Moricca et al.,
1995; Silva-Hanlin et al., 1999;). Primers desenvolvidos pela seqiiéncia ITS da
regido rtDNA permitiram a detecgiio de A. alternata e A. radicina em sementes
de cenoura em niveis similares aos detectados pelos métodos de papel de filtro e

plaqueamento no meio ARSA (Konstantinova et al., 2002).
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2.4 Técnicas moleculares em estudos de variabilidade genética de fungos

O uso de seqiiéncias de DNA tem sido a maneira mais segura de estudar
a variabilidade de microrganismos (Vieira, 2002; Vieira & Machado, 2002).

Estudos de variabilidade genética de isolados do complexo
Colletotrichum em algodoeiro foram na maioria, baseados apenas em
polimorfismo de fragmentos amplificados tileatoriamente (Chitarra, 1996; Mehta
et al., 200!; Silva-Mann et al, 2002, 2005; Vieira, 1996,) e padrdes
isoenzimiticos (Carvalho et al., 1997; Vieira, 1996), portanto, com informagdes
pouco conclusivas, principalmente quando visa o desenvolvimento de primers.

Comparagdes da seqiiéncia de DNA tém sido usadas para examinar um
grande nimero de espécies do género Colletotrichum. Dentre essas, seqﬁéncias
da regiio espagadora interna do rDNA (ITS1 e ITS2), que flanqueiam o gene
tDNA 5,88, sdo amplamente utilizadas (Bailey et al., 1996; Cano et al., 2004;
Denoyes-Rothan et al., 2003; Hsiang & Goodwin, 2001; Sherriff et al., 1994,
1995; Sreenivasaprasad et al., 1996). Genes do rDNA, altamente conservados e
regides espagadoras, varidveis, aparecem repetidos centenas de vezes no genoma
fingico. A regido espagadora transcrita intemamente (ITS) evolui mais
rapidamente e, por isso, se presta para discriminar espécies relacionadas ou até
mesmo variedades de uma mesma espécie (Miller et al., 1999; Fungaro, 2002;
Silva-Hanlin et al., 1999). Observando padroes gendmicos ¢ técnicas de
amplificagio de DNA (Figura 1), Bruijin et al. (1997), citados por Swift &
Bignell (2001), verificaram que a regido ITS do rDNA, entre outras técnicas,

serve para detectar variagdes dentro de género, espécies, subespécies e isolados.
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RAPD’s APPCR

Rep-PCR

FIGURA 1. Resolugio relativa de virios padroes genomicos e técnicas de DNA.

(Brujin, 1997, citado por Swift & Bignell, 2001).

Entre as espécies de Colletotrichum causadores de antracnose em
Malvaceae, pela regiao ITS2, C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides
apresentaram 98,5% de identidade entre si e entre lodos. os isolados de
Malvaceae, foram observadas diferencas entre 8% e 13,5%. Apesar da
variabilidade entre os isolados do algodoeiro ter sido baixa, nesse trabatho foram
utilizados apenas um isolado de C. gossypii e dois isolados de C. gossypii var.
cephalosporioides. Isolados de C. gloeosporioides de Aeschynomene virginica,
Stylosanthes scabra e Mangifera indica agruparam-s¢ com os isolados de
algodoeiro, formando subgrupos distintos, assim como isolados de C. gossypii
var. cephalosporioides também formaram subgrupos separados de C. gossypii
(Bailey et al., 1996).

Utilizando seqiiéncias ITS2, Sherriff et al. (1995) mostraram que
isolados de Colletotrichum graminicola de milho foram distintos de isolados de
C. graminicola obtidos de sorgo e Rottboellia sp., recomendando que a

classificacdo de Sutton (1980) fosse adotada. Assim, isolados de sorgo e
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Rottboellia sp. seriam considerados C. sublineolum. Sreenivasaprasad et al.
(1996) analisaram a regido ITS1 e também recomendaram que isolados de milho
e sorgo fossem distintos, suportando a classificagéo de Sutton (1980).

Hsiang & Goodwin (2001), em estudo com as seqiiéncias ITS de C.
graminicola isolado de gramados, verificaram a distingdo clara entre isolados de
milho e sorgo. Todavia, seus dados néio suportam a classificagdo de isolados de
grama azul e grama rasteira, como C. graminicola ou C. sublineolum, descritos
por Seenivasaprasad et al. (1996) e Sherriff et al. (1995). Com isso, sugerem que
futuras divisdes de C. graminicola fossem necessdrias para isolados de
gramados.

Resultados baseados na andlise de seqiiéncias da regido ITS2 de isolados
de Colletotrichum acutatum provenientes de morangos mostraram claras
evidéncias da existéncia de dois subgrupos, CA-clonados, formado por isolados
de morango ¢ CA-variable, formado por isolados pertencentes a0 morango e
outros hospedeiros. Isso sugere que pode ter ocorrido uma especializagdo dos
isolados pertencentes ao subgrupo CA-clonados para o morango. Nesse estudo,
nio houve correlagio entre grupos genéticos e patogenicidade (Denoyes-Rothan
et al., 2003).

Konstantinova et al. (2002), em estudo com a regido rDNA de isolados
de Alternaria alternata, A. radicina e A. dauci provenientes de cenoura,
observaram a formagio de grupos com niveis de similaridade de 98,8%, 100% ¢
98,2%, respectivamente. Variabilidade observada de 6,4% a 17,5% permitiu o
desenvolvimento de primers especificos para as espécies estudadas.' ’

Em estudos filogenéticos realizados pelo seqiienciamento das regiGes
ITS] e ITS2 e gene 58S rDNA de isolados de Phytophthora capsici
provenientes do estado de Sdo Paulo detectaram-se variagGes genéticas de 0,1%
a 1,6%, e uma distincia filogenética de 78,5% entre os isolados de P. capsici e
Phytophthora spp. No dendograma obtido pela analise filogenética, observou-se
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demonstrando a existéncia de polimorfismo de diferenciacdo dentro da mesma
espécie oriunda de diferentes regides geogréficas (Rosa et al., 2003).

Pela anilise da regiio ITS1-5,8S-ITS2 do rDNA, amplificada com os
“primers” ITS4 e ITS5, foi possivel diferenciar Fusarium solani f.sp. glycines de
F. solani f.sp. phaseoli (Oliveira & Costa, 2002).

Estudos das regides ITS demonstram sua utilidade para analisar relagGes
filogenéticas, tornando-se uma ferramenta adicional para discutir € propor
mudangas na classificagio de espécies baseadas em agrupamentos gerados pela

analise das seqiiéncias dessas regioes.
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CAPITULO 2

EFEITOS DE INIBIDORES DA GERMINACAO NA DETECCAO DE
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides EM TESTES DE SANIDADE
DE SEMENTES DE ALGODOEIRO.
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1 RESUMO

CARVALHO, Enia Mara de. Efeitos de inibidores da germinagdo na deteccio
de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides em testes de sanidade de
sementes de algodoeiro. In: Caracterizacdo de isolados de
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides associados a sementes do
algodoeiro: aspectos morfolégicos e moleculares. 2005. Cap. 2, p. 24-40. Tese
(Doutorado em Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Em testes de sanidade, realizados por meio do método de incubagao em papel de
filro, o impedimento da germinagdo com a adigdo de 2,4-D tem sido uma
pritica constante para a redugdo do comprimento de plintulas, evitando a
contaminagio secunddria entre sementes. Entretanto, o uso desse herbicida
apresenta limitagSes por ser téxico 2 saide humana e microrganismos. Em sua
substituicio, a técnica de restricdo hidrica apresenta-se eficaz no controle da
germinagio, sem influenciar a incidéncia de fungos nas sementes. Assim, o
objetivo neste estudo foi avaliar os efeitos de inibidores de germinagio na
produgio de estruturas que possibilitem a identificagio das espécies de
Colletotrichum associadas s sementes de algodoeiro pelo método de incubagao
em papel de filtro. Sementes inoculadas foram submetidas ao teste de incubagao
em papel de filtro modificado com 2,4-D na concentragdo de 10ug.mL™ e
manitol no potencial de —IMPa. C. gossypii var. cephalosporioides apresentou
caracteristicas intermedidrias, o que dificulta a sua distingdo de C. gossypii.
Caracteristicas, como densidade de micélio e presenga de setas encobertas pela
massa de conidios, nao foram tteis para distinguir as espécies estudadas. Dentre
os inibidores de germinagdo, o manitol induziu menor porcentagem de setas
longas em C. gossypii e menor desenvolvimento de micélio em todos os
isolados, permitindo melhor visualizagfo de outras estruturas quando comparado
a0 2,4-D. Assim, o uso do manitol como regulador de germinagio em teste de
sanidade aumenta a confiabilidade na identificagdo de C. gossypii e C. gossypii
var. cephalosporioides, em sementes de algodao.

*Comité Orientador: José da Cruz Machado - UFLA (Orientador) e AntSnia dos
Reis Figueira - UFLA (Co-orientadora).
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2 ABSTRACT

Carvalho, Enia Mara de. Effect of seed germination inhibitors in the detection of
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides in cotton seed health tests.
In: . Characterization of Colletotrichum  gossypii  var.
cephalosporioides isolates associated with cotton seeds: morphological and
molecular aspects. 2005. Chap. 2,- p. 26-42. Thesis (Doctorate in
Agronomy/Phytopathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brazil. * ‘

In seed health tests to detect fungi on cotton by using blotter method, inhibition
of germination of seeds and reduction of cross contamination between seeds is
done usually by incorporation of 2.4-D into the filter paper substrate.
Nevertheless, the use of this herbicide presents limitations for being toxic to
human health and to microorganisms. Alternatively, the technique of water
restriction provides conditions to control seed germination without influencing
the incidence of fungi in seeds. Thus, the objective in this work was to evaluate
the effects of germination inhibitors in the production of structures which enable
the identification of Colletotrichum species associated with cotton seeds by
using blotter test. Artificially infected seeds submitted to modified blotter test
with 10 ug. mL-1 of 2.4-D and —1 MPa of mannitol showed C. gossypii var.
cephalosporioides and C. gossypii with intermediary ~morphological
characteristics, making difficult their distinction. Characteristics such as
mycelial density and presence of setae covered with masses of conidia were not
useful to distinguish the species studied. Among the germination inhibitors,
mannitol induced the smallest percentage of long setae in C. gossypii and the
smallest mycelial development in all isolates enabling better visualization of
other typical morphological structures as compared with 2.4-D. Thus, the use of
mannitol as a seed germination inhibitor in health tests provides better
conditions to identify both Colletotrichum on cotton seeds.

* Advising Committee: José da Cruz Machado - UFLA (Adviser) Ant6nia dos
Reis Figueira — UFLA (Co-adviser)
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3 INTRODUCAO

Entre os fungos transmitidos por sementes de algoddo, C. gossypii var.
cephalosporioides, agente etiolégico da ramulose, apresenta limitagoes quanto a
sua identificacio pelo teste de sanidade indicado para a andlise de rotina em
laboratorio. C. gossypii var. cephalosporioides, além de apresentar
caracteristicas morfolégicas semelhantes a C. gossypii, agente etiolgico da
antracnose, apresenta caracteristicas altamente variaveis.

Embora as técnicas baseadas em marcadores moleculares possam
superar alguns problemas comumente encontrados em metodologias
tradicionais, sua aplicacio, por ser de critério qualitativo, ndo fornece
informagdes a respeito de viabilidade dos microrganismos. Portanto, essas
técnicas devem ser empregadas juntamente com testes que requerem incubagao
de sementes.

Em testes tradicionalmente utilizados para a diagnose de fungos em
sementes, o impedimento da germinagio com a adigdo do sal de
diclorofenoxiacetato (2,4-D), tem sido uma prética constante para a reducdo do
comprimento de plantulas, sendo recomendado para as culturas de algoddo, de
brassicas, de beterraba e de feijdo, além de outros (Machado & Langerak, 2002).
Entretanto, o uso desse herbicida, além do aspecto de toxidez a saide humana,
pode inibir o crescimento de C. gossypii var. cephalosporioides (Sobreira,
1988).

Em substitui¢do ao uso de 2,4-D, a técnica de restrigao hidrica apresenta-
se eficaz no controle da germinacdo, sem influenciar a incidéncia de fungos nas
sementes (Coutinho, 2000; Machado, 2002; Magalhdes, 2005), podendo,
inclusive, induzir a producdo de estruturas flngicas que permitem a detecgao

segura de fungos com grande variabilidade morfoldgica.
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Em trabalhos anteriores, comparagdes foram feitas utilizando-se apenas
um isolado de C. gossypii e um isolado de C. gossypii var. cephalosporioides,
permanecendo a divida sobre a viabilidade do método quando outros isolados
sd3o utilizados.

Assim, o objetivo neste estudo, foi comparar os efeitos de inibidores de
germinagdo na produgio de estruturas que possibilitem a identificagdo de C.
gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides em teste de incubagao de sementes

(blotter test).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Patologia de
Sementes do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(DFP/UFLA).

4.1 Procedimento de inoculagiio das sementes

As sementes foram inoculadas, por meio da técnica de restricdo hidrica
desenvolvida por Machado et al. (2004). Dez isolados de C. gossypii var.
cephalosporioides € um de C. gossypii, provenientes de vérias regides (Tabela
1). Os isolados foram transferidos de estoques em silica gel para placas de petri
contendo BDA + manitol no potencial -1 MPa, calculado pelo software SPPM
(Michel & Radcliffe, 1995). Em seguida, as placas foram incubadas em camara
de crescimento com temperatura ajustada a 20 * 2°C e regime de luz de 12
horas, durante quatro dias. Ap6s esse perfodo, as sementes desinfestadas com
hipoclorito de s6dio (NaOCl) a 2% durante um minuto e secas ao ar, foram
distribuidas nas placas e mantidas pelo periodo de 36 horas. Apds a inoculagao,
as sementes foram novamente desinfestadas com hipoclorito de sédio e

submetidas ao teste de sanidade.
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TABELA 1. Origem dos isolados de C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides empregados no estudo. UFLA, Lavras, MG,

2005.
Isolados Cultivares Origem
Cg002.C. gossypii var. cephalosporioides Ipé Acretina, GO
Cg003.C. gossypii var. cephalosporioides . Ipé Acreiina, GO
Cg012.C. gossypii var. cephalosporioides Ipé Acretina, GO
Cg021.C. gossypii var. cephalosporioides ' Ipé Santa Helena, GO
AMB3FC. gossypii var. cephalosporioides NI Alto Taquari, MT
PD-2.C. gossypii var. cephalosporioides Cedro Rondonépolis, MT
PE-1.C. gossypii var. cephalosporioides ITA-90 Pedra Preta, MT
PF-3.C. gossypii var. cephalosporiqides Cedro Pedra Preta, MT
PF-2a.C. gossypii var. cephalosporioides NI Itiquira, MT
Ca24.C. gossypii var. cephalosporioides Hibrido Novo S3o Joaquim, MT

Israelense

LPS1025.C. gossypii NU 15 Campinas, SP
4.2 Teste de sanidade

Utilizou-se 0 método de incubagio em substrato de papel de filtro
(Neergaard, 1979) modificado com a adigdo em separado, de dois inibidores de
germinagdo das sementes, 2,4-D na concentragao de 10 pg.mL’ (Machado &
Langerak, 1993) e manitol no potencial de —1 MPa (Machado, 2002).

Para avaliar o efeito dos inibidores de germinagio no hdbito de
crescimento dos isolados, as sementes foram examinadas aos sete dias de
incubagdo, em microscépio estereoscopico, determinando-se o mimero de

sementes que apresentavam determinada caracteristica que posteriormente foi
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transformado em porcentagem. As caracteristicas avaliadas foram consideradas
tipicas de C. gossypii var. cephalosporioides conforme a descrigdo de Tanaka et
al. (1996) e recomendagao de Machado & Langerak (2002), como presenca de
micélio de coloragio cinza, tipo aéreo, pogo denso, setas longas e visiveis pela
.massa de conidios. '

Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados, com quatro
repeticdes. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa

Sisvar® (Ferreira, 2000) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 5%).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela andlise de varidncia, os isolados estudados diferiram em todas as
caracteristicas avaliadas com 5% de significincia. J4 os produtos inibidores da
germinacio utilizados no blotter test nao interferiram na maioria das varidveis
utilizadas (Tabela 1A).

Observou-se alta variabilidade entre os isolados de C. gossypl‘i var.
- cephalosporioides em todas as caracteristicas de micélio e presenca de setas
visiveis pela massa de conidios (Tabelas 2 e 3). Esse resultado evidencia a
grande variabilidade morfolégica entre os isolados, conforme relatado por
Chitarra (1996), Dudienas (1990) e Ottonello (1992). |

Pela anélise da coloragdo do micélio, presenca de micélio tipo aéreo e
setas longas (Tabelas 2 e 3), foi possivel distinguir C. gossypii var.
cephalosporioides de C. gossypii Entretanto, C. gossypii var. cephalosporioides
apresentou caracteristicas intermedidrias relacionadas ao mic¢lio, o que dificulta
sua identificagao por esta metodologia.

Pela anilise da interagio dos isolados e restritores da germinagdo,
observou-se a presenga de setas longas em 45% das sementes inoculadas com
C. gossypii e incubadas com a presenga de 2,4-D. J4 no mesmo grupo de
sementes incubadas com manitol, observaram-se 10% da mesma caracteristica
(Tabela 3). Assim, a utilizagio de manitol como regulador da germinagdo
aumentou a confiabilidade do teste, uma vez que setas longas sio caracteristicas
em C. gossypii var. cephalosporioides.

Neste trabalho, as avaliagdes das caracteristicas para identificar os

agentes etiol6gicos da ramulose ¢ antracnose foram analisadas em 40 sementes.
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Assim, a separacdo dos microrganismos foi baseada na propor¢ao em que

determinada caracteristica ocorreu.

Ao considerar que, em andlise de rotina, a separagdo de fungos pelo
blotter test é realizada em cada semente a fim de se obter a incidéncia de
determinado fungo na amostra, pelos resultados observados neste estudo,
conclui-se que o teste ndo oferece alta confiabilidade para os dois fungos em
questao.

Dentre as caracteristicas sugeridas por Tanaka et al. (1996), a densidade
de micélio e a presenca de setas visiveis pela massa de conidios nao foram tteis
para distinguir as espécies de Colletorrichum, ocorrendo em propor¢des muito
variadas. Outra caracteristica descrita para C. gossypii var. cephalosporioides € a
baixa densidade de setas. Entretanto, neste estudo, verificou-se a presen¢a de
setas em alta densidade para varios isolados (Figuras 2A ¢ 2B). .

A utilizagio de 2,4-D favoreceu o desenvolvimento do micélio,
tornando-o mais denso em relagio ao manitol (Tabela 2), dificultando a
avaliagdo das outras caracteristicas. Provavelmente, esse maior aesenvolvimemo
ocorreu devido ao aumento no teor da umidade observada quando utiliza-se 2,4-
D, favorecendo a formagdo de goticulas, conforme observado na figura 2E. A
presenca de goticulas impede uma melhor visualizagdo dos caracteres
relacionados a coldnia. Por outro lado, com a restri¢do hidrica, a visualiza¢do do

micélio torna-se mais segura.
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TABELA 2. Teste de média referente 3 porcentagem de sementes com

caracteristicas  morfolégicas de C.

gossypii  var.
cephalosporioides e C. gossypii, descritas por Tanaka et al.
(1996), observadas em teste de sanidade de sementes. UFLA,

Lavras, MG, 2005.

Isolados

Caracteristicas do Micélio (%)  Frutificactes com setas

Cor cinza Tipo aéreo visiveis (%)
Cg002¢gc 92,50 a 95,00 a 82,50a
Cg003 cge 87,50 ab 93,75 ab 78,75 a
Cg012 cpe 93,75a 100 a 68,75 bc
Cg021 ¢ge 61,25b 73,75b 57,50 abc
Am3F g 72,50 ab 98,75 a 26,25 ¢
PD-2 ¢y 82,50 ab 96,75 a 66,25 be
PE-1 cg 63,75b 93,75 ab 62,50 abc
PF-3 ¢, 92,50 a 88,75 ab 76,25 be
PF-2° ¢y 63,75b 96,25a 38,75 bc
Ca-24 ¢ 83,75ab 98,75 a 71,25 be
LPS1025 ¢, 10,00c 7,50 c 85,00 a

Médias com a mesma letra mintiscula s3o estatisticamente iguais, pelo teste

Tukey (P £5 %).
*Cgc - Isolados de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides.

*Cg — Isolado de Colletotrichum gossypii.
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TABELA 3. Teste de média referente a4 porcentagem de sementes com

caracteristicas

morfolégicas

de C. gossypii  var.

cephalosporioides e C. gossypii, descritas por Tanaka et al.

(1996), observadas em teste de sanidade de sementes. UFLA,

Lavras, MG, 2005.

Isolados*

Micélio pouco denso

FrutificacGes com setas longas

2,4-D Manitol 2,4-D Manitol
Cg002c, 70 abc A 775aA 100a A 100a A
Cg003¢,c 325cdA 25bcd A 95aA 95aA
Cg012¢, 92,5aA 50 abc B 925aA 100a A
Cg021cge 60 abc A 20bcdB 95aA 100a A
Am3Fc, 70abc A  47,5abc A 100a A 955aA
PD-2¢,. 25dA 25dA 100a A 100a A
PE-lcg 80aA 15¢dB 100a A ' 875aA
PF-3cgc 60 abc A 15¢dB 92,5aA 100a A
PF-2acg 77.5ab A 55abA 100a A 95aA
Ca-24cg 72ab A 35bcd B 925aA 100a A
LPS1025¢c;  40bcd A 15¢dB 45b A 10bB
Médias com a mesma letra mintiscula na coluna sio estatisticamente iguais, pelo
teste Tukey (P < 5 %).

Médias com a mesma letra maitiscula na linha sdo estatistitamente iguais, pelo
teste Tukey (P <5 %).

*Cgc — Isolados de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides.

*Cg - Isolado de Colletotrichum gossypii.
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FIGURA 1. Estruturas de Colletotrichum em sementes de algoddo. Micélio tipo

aéreo produzido por isolados de C. gossypii var. cephalosporioides
(A, B e C). Auséncia de micélio aéreo, tipico de C. gossypii (D).
Aglomerado de conidios nos apices dos acérvulos em C. gossypii

var. cephalosporioides (E e F) (Resolugdo 40X).
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FIGURA 2. Estruturas de Colletotrichum em sementes de algoddo. Alta
densidade de setas (A e B) e massa de conidios encobrindo as
setas em C. gossypii var. cephalosporioides (C e D). Formagao de
goticulas de d4gua em micélio na presenga de 2,4-D (E) e micélio

seco na presenc¢a de manitol (F) (Resolugdo 40X). -
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6 CONCLUSOES

1. O uso de manitol como regulador de germinagdo no teste de incubagio em
substrato de papel proporciona maior confiabilidade na identificagdo de C.
gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides em sementes de algodio.

2. C. gossypii var. cephalosporioides apresenta alta variabilidade em teste de
sanidade independente dos inibidores da germinagio de sementes

empregados.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE REGIOES DO DNA
RIBOSSOMAL DE ISOLADOS DE Colletotrichum gossypii E
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
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1 RESUMO

CARVALHO, Enia Mara de. Caracterizagdo molecular de regioes do DNA
ribossomal de isolados de Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii
var. cephalosporioides. In:_____. Caracterizagio de isolados de
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides associados a sementes do
algodoeiro: aspectos morfolégicos e moleculares. 2005. Cap. 3, p. 41-71. Tese
(Doutorado em Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Anilises do DNA ribossémico tém sido realizadas para estudos de
variabilidade, filogenia de microrganismos ¢ desenvolvimento de primers
especificos para adetecgao de patégenos. Dessa forma, O objetivo neste trabalho
foi fazer a caracterizagdo molecular de isolados de Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides de virias regides do pais, baseando-se na seqiiéncia de
nucleotideos de regides do rDNA. As regides ITS 1, 5,8 S e ITS 2 do rDNA de
isolados de C. gossypii var. cephalosporioides e C. gossypii, provenientes de
diferentes estados produtores de algoddo, foram seqiienciadas € comparadas
entre si e com isolados de outras espécies, obtidos no banco de genes. Os
isolados do algodoeiro apresentaram identidade genética variando de 96% a
100% na regido ITS 1, 98% a 100% no gene 5,8 S € 97% a 100% na regido ITS
2. Pela édrvore filogenética, C. gossypii var. cephalosporioides e C. gossypii
pertencem ao mesmo grupo, juntamente com isolados de Glomerella cingulata
de mangueira e mamoeiro, ndo sendo possivel sua distin¢do.

*Comité Orientador: José da Cruz Machado - UFLA (Orientador) e Ant6nia dos
Reis Figueira — UFLA (Co-orientadora)
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2 ABSTRACT

Carvalho, Enia Mara de. Molecular characterization of Colletotrichum gossypii
and Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides using ribosomal DNA
regions. In: . Characterization of Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides isolates associated with cotton seeds: morphological and
molecular aspects. 2005. Chap. 3, p. 43-73. Thesis (Doctorate in
Agronomy/Phytopathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brazil. *

Ribosomal DNA has been used to evaluate the genetic variability,
microorganism phylogeny and to develop specific primers for the detection of
plant pathogens. In this study, the aim was to characterize isolates of
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides and C. gossypii, collected in
different regions of Brazil by analyzing the nucleotide sequence of IDNA. ITS 1,
5.8 S and ITS 2 regions were amplified by PCR, sequenced and compared with
each other and with sequences of other species deposited in the gene bank. The
isolates associated with cotton presented genetic identity ranging from 96% to
100% in ITS 1 region, 98% to 100% in 5.8S gene and 97% to 100% in ITS 2
region. The sequences were analysed using the criteria of UPGMA and a tree
with the relationships among the two species showed that C. gossypii var.
cephalosporioides and C. gossypii belonged to the same group along with
isolates of Glomerella cingulata from mango and papaya, which makes difficult
the separation of the above mentioned species.

*Advising Committee: José da Cruz Machado - UFLA (Adviser) Anténia dos
Reis Figueira — UFLA (Co-adviser)
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1 INTRODUCAO

Dentre as vdrias doengas do algodoeiro, cujos patégenos sdo
transmitidos por sementes, a ramulose, causada por Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, é uma das mais importantes. As perdas ocasionadas por ela
podem chegar a 80%, caso as cultivares de algoddo sejam suscetiveis e as
condigbes de temperatura ¢ umidade sejarri favordveis (Carvalho et al., 1984;
Cia, 1977; Cia & Salgado, 1997).

A qualidade sanitiria das sementes de algodoeiro € de fundamental
importincia na produtividade dessa cultura, ¢ a utilizagao de sementes livres de
patégeno € um dos principais métodos de manejo aplicado a esse patossistema.
Isso se deve ao papel desempenhado pelas sementes, tanto na disseminacdo de
doengas quanto no estabelecimento da lavoura, interferindo, assim, nos indices
de produtividade. Dai a importancia da detecgdo e diagnose do patégeno por
meio de testes de sanidade, quando este se encontra associado as sementes.

Entretanto, o agente etiolégico da ramulose apresenta distingd@o duvidosa
nos testes de sanidade de sementes tradicionalmente utilizados como rotina, pela
possibilidade de o agente da antracnose, Colletotrichum gossypii, também estar
associado as sementes. Tanto o causador da antracnose como o da ramulose
apresentam alta variabilidade morfolégica e, muitas vezes, caracteristicas
intermedidrias que nao permitem sua distingao.

Além disso, entre os fungos do complexo Colletotrichum do algodoeiro,
apenas o agente da ramulose foi indicado como patégeno prioritirio para o
estabelecimento de padrdes de tolerdncia nessa cultura (Portaria n® 71 do
Ministério da Agricultura, de 22 de fevereiro de 1999). Portanto, os esforgos em

caracterizar geneticamente esses microrganismos sio fundamentais, podendo se



tomar uma ferramenta Gtil no desenvolvimento de metodologias de diagnose e
de futuros programas de melhoramento.

A seqiiéncia de nucleotideos das regides espagadoras internas do rDNA
(ITS1 e ITS2) tem sido amplamente utilizada para caracterizar géneros e
espécies, podendo inclusive servir como subsfdio para embasar a proposigio de
uma nova classificagdo (Cano et al., 2004; Bailey et al., 1996; Denoyes-Rothan
et al., 2003; Hsiang & Goodwin, 2001; Sheriff et al, 1994, 1995;
Sreenivasaprasad et al., 1996).

Considerando-se essa dificuldade de distingdo entre os agentes
causadores da ramulose e da antracnose em algodoeiro e a falta de dados sobre
as suas regioes ITS1 e ITS2, o objetivo neste trabalho foi realizar a
caracterizacdo - molécular de alguns isolados de C. gossypii, considerados
causadores tipicos da antracnose, de isolados de C. gossypii var.
cephalosporioides, coletados em vdrias regides do pais ¢ comparar os dados
obtidos com os disponiveis no banco intemacionai de genes, para outras espécies

do género Colletotrichum.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios Patologia de
Sementes e Fitovirologia Molecular do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (DFP/UFLA).

2.1 Obtencio e manutenciio dos isolados

Foram utilizados 5 isolados de C. gossypii e 17 isolados de
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides. Partg dos isolados foi obtido de
sementes de algoddo provenientes da regido de Campinas, SP e Lavras, MG ¢
parte foi cedido da coleg@o da Embrapa/CNPA (Tabela 1). Todos os isolados
foram caracterizados pelo teste de patogenicidade e armaienados pelo método

de silica gel, sob temperatura ambiente.



TABELA 1. Origem dos isolados de C. gossypii ¢ C. gossypii var.
cephalosporioides empregados no estudo. UFLA, Lavras, MG,

2005.
Isolados Cultivares Origem
LPS1005.C. gossypii NU 15 Lavras, MG
LPS1015.C. gossypii NU 15 Lavras, MG
LPS1016.C. gossypii NU 15 Campinas, SP
LPS1020.C. gossypii NU 15 Campinas, SP
LPS1025.C. gossypii NU 15 Campinas, SP
AMB3FC. gossypii var. cephalosporioides NI Alto Taquari, MT
PF-2a.C. gossypii var. cephalosporioides NI -Itiquira, MT
AM-1.C. gossypii var. cephalosporioides  Aroeira Chapadio do Céu, GO
PE-1.C. gossypii var. cephalosporioides ITA-90 Pedra Preta, MT -~
Cg021.C. gossypii var. cephalosporioides Ipé Santa Helena, GO
Cg002.C. gossypii var. cephalosporioides Ipé Acretina, GO
Cg012.C. gossypii var. cephalosporioides Ipé Acretina, GO
PF-3.C. gossypii var. cephalosporioides Cedro Pedra Preta, MT

PE-1b.C. gossypii var. cephalosporioides
PF-1a.C. gossypii var. cephalosporioides
PD-2.C. gossypii var. cephalosporioides
Cg027.C. gossypii var. cephalosporioides
PF-2b.C. gossypii var. cephalosporioides
PFE-1c.C. gossypii var. cephalosporioides
Cg003.C. gossypii var. cephalosporioides
Cg015.C. gossypii var. cephalosporioides

Ca24.C. gossypii var. cephalosporioides

Cedro Rondonépolis, MT
Cedro Rondonépolis, MT
Cedro Rondonépolis, MT

Ipé Santa Helena, GO
NI Primavera do Leste, MT
ITA-90 Itiquira, MT
Ipé Acreiina, GO
Ipé Santa Helena, GO
IHibndo Novo Séo Joaquim, MT
sraclense

2.2 Teste de patogenicidade

O inéculo foi produzido em meio BDA (250g de batata, 20g de dextrose

e 20g de 4gar para 1 litro de meio), por 7 dias. Posteriormente, foi preparada

uma suspensio de conidios na concentragio de 10° conidios/mL e pulverizada

em plantas da linhagem NU 15, com 30 dias apds emergéncia. As plantas foram

submetidas a cimara timida durante 72 horas, sob temperatura de 25°C e regime
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de luz de 12 horas. O tratamento testemunha consistiu de plantas pulverizadas
com 4gua destilada e esterilizada e submetidas as mesmas condigbes. As
avaliagoes foram realizadas aos 30 dias ap6s inoculagdo, de acordo com critérios
estabelecidos por Cia (1977), adaptados por Silva Mann (2002) (Tabela 2).
Utilizou-se o delineamento experimental em blocos casualizados, com
quatro repeticdes. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do

programa Sisvar® (Ferreira, 2000) e as médias comparadas pelo teste de Tukey
P £ 5%).

TABELA 2. Escala de notas para avaliagio dos sintomas em plantas de
algodoeiro inoculadas com fungos do complexo Colletotrichum
(Cia, 1977).

Sintomas Notas

Planta sem sintoma (auséncia de lesGes)* 1
Planta com manchas estreladas nas folhas do ponteiro 2
Planta com redug@o no desenvolvimento inferior a 40% 3
Planta com superbrotamento e redugdo no desenvolvimento de 40% a 4
60%

Planta com superbrotamento ¢ com desenvolvimento comprometido 5

2 60%

* Isolados que ndo induziram sintomas em plantas foram caracterizados como

C. gossypii.
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2.3 Extraciio de DNA

O DNA gendmico foi extraido de cultura pura, desenvolvida durante trés
dias em meio de extrato de malte (20g de extrato de maite/1000mL de meio).
Ap6s o periodo de incubagdo, o micélio foi filtrado em bomba a vécuo.
Maceraram-se 150g de micélio em nitrogénio liquido com a presenca de
polivinilpirrolidona aos quais foram adicionados 750pL de tampao de extracdo
(CTAB 3%; 100mM Tris-HCI pH 8,0; 20mM EDTA; 1,4M NaCl; PVP 2%; 2-
mercaptaetanol 0,5%). Em seguida, o material foi incubado a 65°C durante 60
minutos, homogeneizando-se a cada 10 minutos. Ao término, adicionaram-se
600pL de ‘cloroférmio:dlcool isoamilico na proporgao 24:1, agitou-se
gentilmente, e a amostra foi centrifugada a 14.000 rpm durante 5 minutos a 4°C.
Transferiram-se 5501L do sobrenadante para microtubo, acrescentando 143uL
de NaCl 5N e 65uL de CTAB 10%. A amostra foi, enti(;, agitada e incubada a
65°C por 10 minutos. Apés esta etapa, adicionaram-se 600pL de
cloroférmio:dlcool isoamilico, na propor¢do 24:1 e submeteu-se a amostra a
centrifugagdo nas mesmas condigdes descritas na etapa anterior. Aliquota de
550)L foi recuperada em novo microtubo, ao qual adicionou-se NH:Ac SM,
homogeneizando-se gentilmente e incubando-se a amostra em gelo durante 30
minutos. Apés esse periodo, centrifugou-se a amostra a 14.000 rpm durante 5
minutos a 4°C. Transferiu-se o sobrenadante para novo microtubo, ao qual foram
adicionados 600pL de isopropanol absoluto gelado incubado a —20°C durante 30
minutos. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por 10
minutos. Em seguida, descartou-se o sobrenadante e procedeu-se a lavagem do
peller com 600uL de etanol 70% gelado e spin durante 10 segundos. Os pellets
de DNA foram secos em ultracentrifuga durante 4 minutos e, entdo,
ressuspendidos com 100pL de tampdo TE (10mM de Tris-HCI pH 8,0 ¢ ImM
de EDTA).
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As amostras de DNA foram submetidas ao tratamento com RNAse,
adicionando-se SUL de ribonuclease bovina A (0,5mg/mL) e incubadas a 37°C
durante 30 minutos. Em seguida, adicionaram-se 10uL de acetato de sédio 3M e
275uL de etanol absoluto. As amostras foram, entdio, incubadas durante 30
minutos a -20°C e centrifugadas a 14.000 rpm. Novamente, procedeu-se a
lavagem com etanol 70%, secagem do pellet em ultracentrifuga e ressuspensdo
em 60pL de tampio TE. )

A quantidade e a qualidade do DNA foram analisadas por meio de

_eletroforese em gel de agarose (0,7%).
2.4 Amplificagiio dos fragmentos ITS 1,58 Se ITS 2

Os fragmentos de DNA foram amplificados por PCR (polymerase chain
reaction), utilizando-se SuL do tampZo de reagdol0X (0,5M Tris-HCl; 0,7M
KCI; 0,1M MgCl, pH 8,0), 4uL de MgCl, (25mM), SuL do mix ANTP (2mM de
cada ANTP 100mM; 1puL Tris-HC] pH 8,0 IM; 1uL de DTT 100mM; 90uL
4gua ultra pura), 1uL de Taq DNA polimerase (Sun/uL), 29,5pL de 4gua
ultrapura, 2uL de cada oligonucleotidio especifico para a regido de espagadores
transcritos internos (ITS) de rDNA com a concentragdo de 10pmol/uL, ITS 4
(5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') ¢ ITS 5 (5 GGAAGTAAAAGTCG
TAACAAGG 3’) (Figura 1).

Na amplificagdo, foram utilizados 35 ciclos no termociclador PCT-100
(MJ Research, Inc. USA), com o programa 40 segundos a 94°C, 55 segundos a
50°C, 2 minutos a 72°C, seguido de um ciclo final de 5 minutos a 72°C. Os
produtos da PCR, ap6s eletroforese em gel de agarose 0,7% e coloragdo em
brometo de etidio (0,15mg/mL), foram visualizados e fotografados no Image

Master (Pharmacia).
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FIGURA 1. Primers da regido de espagadores transcritos internos (ITS) do
DNA.

2.5 Clonagem e segiienciamento

Os fragmentos de DNAs amplificados dos isolados PF-1c, PF-2be LPS
1005 foram clonados ¢ 0 DNA dos demais isolados foram extraidos do gel,

purificados e submetidos ao seqiienciamento direto.

Clonagem de fragmentos de DNA

Os fragmentos foram clonados no plasmideo vetor PCR 2.1 do kit
“TOPO TA Cloning System” (Invitrogen, San Diego, EUA), de acordo com as
recomendagdes do fabricante e utilizando-se as técnicas convencionais descritas
por Sambrook (1989). Foram utilizados 1uL do produto fresco da PCR, 1uL da
solugiio salina diluida, 1pL do plasmideo PCR TOPO vector e 2uL de dgua
deionizada e esterilizada. A reagdo foi incubada durante 5 minutos a temperatura
ambiente (& 20°C). Ap6s esse periodo, foram transferidos 2uL para microtubos
contendo células competentes de E. coli DH5a (Invitrogen, San Diego, EUA),
para a transformacdio das mesmas. As amostras foram incubadas durante 30

minutos no gelo, submetidas ao choque térmico durante 90 segundos em banho-
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maria a 42°C e novamente no gelo por 5 minutos. Posteriormente, foram
adicionados 280uL do meio SOB (triptona 2%; extrato de levedura 0,5%, NaCl
10mM; KCI 2,5mM; MgCl, 10mM e MgSO, 10mM) e, em seguida, o material
foi incubado, sob agitagdo, a 37°C durante 30 minutos.

Para o crescimento das col6nias, utilizaram-se placas de petri com meio
sélido LB (triptona 1%:; extrato de levedura 0,5%; NaCl 1%; pH 7,0; 4gar 1,5%),
contendo ampicilina (10mg/mL), X-GAL (25uL). Em seguida, foram
adicionados 140puL de suspensio de céiulas bacterianas em cada placa,
espalhadas com alga de Drigalski e incubadas a 37°C por, no miximo, 12 horas.

As col6nias transformadas (brancas) foram individualmente transferidas
para tubos contendo LB liquido. Os tubos foram incubados a 37°C, sob agitagéo,
por 12 horas.

Os plasmideos foram submetidos a clivagem com a enzima de restrigao
EcoR 1, a fim de se comprovar a presenca do fragmento clonado. A concentragio

do DNA foi estimada em gel de agarose (0,7%).
Purificagdo de fragmentos de DNA

Ap6s cada PCR, 100pL dos produtos foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose (0,7%), ao lado de uma aliquota de 2uL de marcador ladder.
A parte do gel em que se encontrava a aliquota de 2pL, foi retirada e corada em
brometo de etidio (0,15mg/mL). Apés a localizagio do fragmento por
comparagdo com o fragmento corado, este foi excisado do gel e purificado
utilizando-se o Kit QiAquick®(Quiagen DNA), seguindo-se as recomendagdes
do fabricante. A qualidade e a concentragio do DNA foram estimadas em gel de
agarose (0,7%).

Os fragmentos de DNA amplificados de nove isolados foram

seqlienciados no Laboratério Bioagro, da Universidade Federal de Vigosa,
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fragmentos de quatro isolados foram segiienciados no Laboratério Central de
Biologia Molecular na Universidade Federal de Lavras e fragmentos de nove
isolados foram seqiiénciados no Laboratério de Biotecnologia da EMBRAPA de
Sete Lagoas.

2.6 Anilises das seqiiéncias

Ap6s as corregdes das seqiiéncias com 0 auxilio dos eletroferogramas ¢
pelo alinhamento dos sentidos forward e reverse, as regices ITS 1,5,8 SIDNA e
ITS 2 foram separadas utilizando-se o programa online  blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). As sequéncias dos isolados foram
comparados entre si e com isolados de outras espécies do género Colletotrichum
ja publicados no Gene Bank (http:/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/) (Tabela 3), pelo
alinhamento miiltiplo, utilizando-se o programa Clustalw
(http://www.ebi.ac.uk/clustaiw/). As drvores ﬁldgenéticas, com bootstrap de
1.000 repetigoes, foram obtidas e visualizadas considerando-se somente 0S
valores superiores a 25%, por meio do programa MEGA
(http://www.megasoftware.net).
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TABELA 3. Isolados do género Colletotrichum disponiveis no Gene Bank.
Lavras, MG, 2005.
Isolados Hospedeiros e origem  N° acesso
PT250 Glomerella acutata Oliveira, Portugal AJ749700
PT248 Glomerella acutata Oliveira, Portugal AJ749698
IM1348499 Glomerella acutata Morango, Franga AJ536220
S3.7 Glomerella acutata Morango, Costa Rica DQ018741
S2.8 Glomerella acutata Morango* DQO018738
IMI348494 Glomerella acutata Morango, Franca AJ536218
CG P1.1 Glomerella cingulata Mamio, Africa do Sul AY18893
BBA71367 Glomerella cingulata Mamao* AJ301979
CgP1 Glomerella cingulata Mamio, Africado Sul AY188935
TSGO003 Glomerella cingulata Mangueira, China AY791894
TSGO06 Glomerella cingulata Mangueira, China AY791891
BBA70072 Glomerella cingulata Mangueira* AJ301909
CG84 Glomerella cingulata lg/[ualnguelra. Africa do AY177313
CBS710.70 Colletotrichum truncatum Tremogo* AJ301945
BBA71528 Colletotrichum truncatum Tremogo* AJ301985
BBA70710 Colletotrichum truncatum Alfafa* AJ301944
MAFF238714 Colletotrichum dematium  Rabanete, Japdo AB196301
MAFF238713 Colletotrichum dematium  Rabanete, Japao AB196300
S1518S Colletotrichum dematium Rabanete, Suécia AF411773
G318S Colletotrichum dematium Azaléia, Suécia AF411770
99003 Glomerella graminicola Grama, Canadi AF289234
97266 Glomerella graminicola Grama, Canadi AF289232
DR1 Glomerella graminicola Poa annua, Ottawa AF059676
B_BA6548§ Colletotrichum Phaseolus sp* AJ301958
lindemuthianum
QBSl32.5? Colletotrichum Phaseolus vulgaris*  AJ301947
lindemuthianum
CBS151.28 Colletotrichum . x -
Vindemuthianum Phaseolus vulgaris AJ301946
MAFF305_390 Colletotrichum Japao** AB087222
lindemuthianum
IMI82269 Colletotrichum gossypii Algodio, Brasil Z74732
IMI80023 C. gossypii var. Algodso, Brasil Z74730
cephalosporioides
IM277775 C. gossypii var. Algodio, Bolivia ~ Z74728
cephalosporioides

**Hospedeiro nao relatado *Local de origem néo relatado
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de patogenicidade

Pelo teste de patogenicidade, os isolados foram divididos em trés grupos
(Tabela 4), considerando-se a escala de notas proposta por Cia (1977). Um dos
grupos foi constituido de cinco isolados (LPS: 1005, 1015,1016, 1020 e 1025)
que receberam nota 1, portanto, nio induziram sintomas nas ‘plantas de algodio,
caracteristica tipica de Colletotrichum gossypii. Outro grupo foi constituido de
cinco isolados (Cg021, AM3F, PE-1, PF-2a e AM-1), com nota média em tomo
de 2,25, caracterizado como C. gossypii var. cephalosporioides. Neste grupo, 0s
isolados induziram sintomas de mancha estrelada nas folhas .do ponteiro e
reducio de internédios inferior a 40%. O maior grupo, representado pelos 12
isolados restantes, receberam nota médias acima de 2,75, também caracterizados
como C. gossypii var. cephalosporioides. Estes induzirani sintomas mais
severos em plantas que apresentaram lesdes estreladas nas folhas do ponteiro e
redugiio de inteddios entre 40% e 60%.

Apesar de ter tomado todos os cuidados mecessirios para se evitar
contamina¢io de plantas e ter padronizado o método de inoculagio, a
concentragio de conidios e o estddio de desenvolvimento da planta, nem sempre
a reagio das plantas com o patégeno foi muito clara. Algumas delas
apresentaram sintomas duvidosos, como encarquilhamento leve das folhas, com
auséncia da mancha estrelada e outras morreram, nio tendo sido avaliadas, Posto
que morte de plantas neste estddio de desenvolvimento pode ser induzida tanto

por C. gossypii como por C. gossypii var. cephalosporioides.
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TABELA 4. Valores médios das notas atribuidas s plantas de algodio, cv. NU-

15, inoculadas com diferentes isolados do género Colletotrichum.
Lavras, MG, 2005.

Isolados Caracterizacio Severidade Sintomas
LPS1005 C. gossypii b PSS
LPS1015 C. gossypii b PSS
LPS1016 C. gossypii 1b PSS
LPS1020 C. gossypii b PSS
LPS1025 C. gossypii . Ib PSS

AM3F C. gossypii var. cephalosporioides 2,25 ab PSS/ RI<40%
PF-2a C. gossypii var. cephalosporioides 2,25 ab ME/ RI<40%
AM-1 C. gossypii var. cephalosporioides 2,25 ab ME/ RI<40%

PE-1 C. gossypii var. cephalosporioides 2,25 ab PSS/ME/ RI<40%
Cg021 C. gossypii var. cephalosporioides 2,25 ab PSS/ ME/RI<40%
Cg002 C. gossypii var. cephalosporioides 2,75 a ME/ Ri<40%
Cg012 C. gossypii var. cephalosporioides 2,15 a ME/ Rk40%

PF-3 C. gossypii var. cephalosporioides 2,75 a ME/ RI<40%
PF-1b C. gossypii var. cephalosporioides 2,75 a ME/ RI<40%
PF-la C. gossypii var. cephalosporioides 2,75 a PSS/RI<40%/SB-RD40-60%
PD-2 C. gossypii var. cephalosporioides 2,75 a MERI<40%/SB-RD 40-60%
Cg027 C. gossypii var. cephalosporioides ~ 3,25a  RI<40%/SB-RD 40-60%
PF-2b C. gossypii var. cephalosporioides 3,5a  RI<40%/SB-RD 40-60%
PF-1c C. gossypii var. cephalosporioides 3 a MERI<40%/SB-RD40-60%
Cg003 C. gossypii var. cephalosporioides 3a RI<40%

Cg015 C. gossypii var. cephalosporioides 3a RI<40%

Ca24 C. gossypii var. cephalosporioides 3a ME/ RI<40%

Test e 1b PSS

Médias com a mesma letra niio diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey

(P<1%)

PSS = planta sem sintoma, ME = mancha estrelada, RI < 40% = redugdo no
desenvolvimento inferior a 40%, SB-RD 40% a 60% = superbrotamento e

redugdo no desenvolvimento de 40% a 60%.

Essa variabilidade da agressividade jd havia sido observada por outros

autores, que trabalharam com a inoculagdo de isolados de Colletotrichum em
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diferentes cultivares de algodoeiro, mostrando que essa interagao patégeno-
hospedeiro parece ser bastante complexa (Dudienas, 1990; Iamamoto, 2002;
Silva-Mann, 2002). Uma outra evidéncia dessa complexidade foi o fato de que
algumas das plantas que receberam nota 1 apresentaram pequena necrose nas
nervuras, sintoma ndo- incluido na escala de notas proposta por Cia (1997).
Apesar desse sintoma ter sido descrito para ramulose, € tipico de antracnose em

outras culturas.
3.2 Anilise das seqiiéncias de nucleotideos

Os primers ITS 4 e ITS 5 permitiram a amplificagdo de fragmentos com
aproximadamente 500pb, obtendo-se as regides ITS 1, 5,85 rDNA e ITS 2
completas, para todos os isolados. As sequéncias apresentaram entre 167 a
168pb na regidio ITS1, 159pb no gene 5,8S e 177pb na regido ITS2.

A identidade obtida pelo alinhamento ‘mliltiplo de nucleotideos da
regido ITS1, dos 22 isolados de Colletotrichum do algodoeiro estudados, variou
entre 96% e 100% (Tabela 3A). A menor identidade foi entre os isolados Cg027
e 0 isolado AM-1, ambos classificados como C. gossypii var. cephalosporioides,
com base nos testes de patogenicidade, contrariando os resultados esperados.
Do mesmo modo, isolados de C. gossypii apresentaram 100% de identidade
entre si, em apenas dois casos, ou seja, entre LP1020 e LP1015, e entre LP1015
¢ LPS1025. Os demais apresentaram entre 98% e 99% de identidade entre si. A
identidade entre os isolados de C. gossypii e os de C. gossypii var.
cephalosporioides variou entre 97% ¢ 100%. Os isolados LPS1015 e LPS1025
apresentaram 100% de identidade com 10 dos 17 isolados de C. gossypii var.
cephalosporioides. O isolado LPS1016 foi o tinico que variou entre 97% e 99%
de identidade com os isolados causadores de ramulose, enquanto que os demais

LPS apresentaram 100% de identidade com cinco dos 17 isolados de C. gossypii
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var. cephalosporioides. Entre os isolados de C. gossypii var. cephalosporioides,
PF1b, PE-1 e PF-3a apresentaram 100% de identidade com 10 dos demais 16
isolados similares ¢ o isolado AM-1 foi o mais divergente, ndo apresentando
similaridade de 100% com nenhum dos outros isolados.

A identidade entre os isolados do género Colletotrichum estudados e a
grande maioria dos pertencentes ao banco de dados variou entre e 80% e 88%,
mostrando uma clara disting@io de espécie (Tabela 4A). As maiores identidades
foram observadas com os isolados de mamoeiro, CGP1 (94%-96%) e CGP1.1
(95% - 97%) ¢ isolados de mangueira, TSG003, TSG006 e CG84 (95% — 97%),
BBA70072 (95%-96%), sugerindo uma possivel similaridade com os isolados
de algodfio. A menor identidade foi observada com um isolado do mamoeiro,
denominado BBA71367, que variou entre 72% a 76%. A identidade desse
isolado com os demais isolados do banco de dados, inclusive com os de
mamoeiro, 0 CGP1(75%) e o CGP1.1 (77%), foi também baixa, variando de
75% a 85% (Tabela 5A).

Examinando a 4rvore filogenética obtida com base nas seqiiéncias de
nucleotideos da regido ITS 1 (Figura 2), verifica-se que tanto os isolados C.
gossypii como os de C. gossypii var. cephalosporioides se localizaram dentro do
mesmo grupo, indicando uma alta proximidade filogenética. Os isolados da
mangueira e os do mamoeiro, com maior identidade, também ficaram reunidos
no mesmo grupo. Os demais isolados localizaram-se em grupos distintos, tendo
os isolados de C. truncatum, o CBS710.70, de tremogo € o BBA70710, de
alfafa, ficado em grupamentos mais préximos, com os demais se ;listaﬁciando
em outros agrupamentos, com tendéncia de separagdo por hospedeiro. Esta
especializagdo dentro e entre grupos de hospedeiros tem sido relatada por alguns
autores (Denoyes-Rothan et al., 2003; Hiang & Goodwin, 2001; Sheriff et al.,

1995).
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Como era de se esperar, o alinhamento dos nucleotideos do gene 5,85
tDNA, dos 22 isolados estudados, mostrou uma alta similaridade (entre 98% ¢
100%) entre todos eles (Tabela 6A). O mesmo foi observado ao se comparar os
isolados estudados com os do banco de dados (97% a 100%) (Tabela 7A),
mostrando uma alta conservagio dessa regido, conforme ji relatado por outros
autores (Fungaro, 2002; Miller et al., 1999; Silva-Hanlin et al., 1999).

Na drvore filogenética obtida pelas seqiiéncias de nucleotideos do gene
5,8S rDNA, os isolados do algodoeiro se dividiram em dois gmpos. Os isolados
de C. gossypii e os de C. gossypii var. cephalosporioides podem ser Vistos

'juntos, tanto no primeiro como no segundo grupo (Figura 3).
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A regido ITS 2 mostrou uma variabilidade ainda menor que a regido ITS
1, nos 22 isolados estudados (Tabela 9A). Os nicos isolados que nio mostraram
100% de identidade com os isolados restantes foram CG021, CG027, PF1b, PF-
3A e AM-1, sendo todos de C. gossypii var. cephalosporioides. Os demais,
incluindo os isolados de C. gossypii, apresentaram 100% de identidade com os
16 demais isolados. i

No alinhamento de nucleotideos dos isolados estudados com os isolados
do banco de dados, observou-se que a ‘maior identidade ocorreu com o
BBA70072 e o CG84, de G. cingulata da mangueira, tendo sido 100% com a
maioria deles. Os outros isolados da mangueira, TG003 e TSG004 ¢ os do
mamoeiro, CGP1 e CGP1.1. do mamoeiro, também apresentaram a maioria das
identidades acima de 95% (Tabela 10A).

Os isolados de C. gossypii e de C. gossypii var. cephalosporioides
provenientes do Brasil e Argentina, estudados por Bailey et al. (1996),
apresentaram identidade entre 96% e 98% com os isolados utilizados neste
estudo, pertencendo a0 mesmo grupo, juntamente com 0s isolados da mangueira
€ mamoeiro.

Na 4rvore filogenética, observou-se, novamente, que os isolados
causadores de antracnose ¢ ramulose se reuniram no mesmo grupo, no qual se
inseriram também os isolados da mangueira e do mamoeiro. A tinica excegdo foi
a do isolado PF 1b de C. gossypii var. cephalosporioides, que se agrupou
separadamente dos demais (Figura 4).

A drvore filogenética mostra, também, que os demais isolados do banco
tenderam a se agrupar de acordo com a espécie do fungo, com excegdo do
isolado BBA 71367 de G. cingulata, proveniente do mamoeiro, que se colocou
entre os C. lindemuthianum. Como comentado anteriormente, esse isolado

realmente apresentou uma menor identidade com os outros isolados do
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mamoeiro, indicando ou a existéncia de um isolado bastante distinto ou a

possibilidade de uma contaminagao no momento do isolamento do fungo.
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Como se pode observar, os isolados de C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides, apesar de terem sido caracterizados com base na sua
patogenicidade na planta de algoddo, néo apresentaram diferengas significativas
nas regides ITS1 e ITS2, que embasassem a sua classificagdo como variedade
distinta. Isso poderia ser devido a duas causas distintas: os isolados sdo iguais €
a diferenca de reagdo da planta hospedeira poderia ser devido a outros fatores,
como variabilidade genética da planta hospedeira, concentragao e inéculo ¢
condigoes ambientais, etc. Os isolados sdo diferentes, porém, existe uma alta
conservagio genética nas regides ITS1 e ITS2, de modo que'a sua seqiiéncia de
nucleotideos nio € adequada para fazer essa distingao. :

No primeiro caso, a variabilidade genética da planta seria a opgdo mais
plausivel, pelo fato de ela ser propagada por meio de sementes, que sao
originadas de cruzamentos de plantas autégamas com alta pbrcentagem de
alogamia. Isso poderia explicar os diferentes tipos de interagdo patégeno
hospedeiro. Por outro lado, as condigdes ambientais poderiam ser praticamente
descartadas se for considerado que, num mesmo cé.mpo, ocorrem,
simultaneamente, antracnose e ramulose. Isso também descartaria a
possibilidade de diferentes concentragdes de inéculo, num ambiente sujeito as
mesmas condigdes de disseminago.

No segundo caso, teria que assumir-se que as regides ITS1 e ITS2 ndo
podem ser empregadas para a separagdo de isolados de Colletotrichum nas
variedades. Como se pode observar pela Figura 4, essa regido tem se mostrado
eficiente para fazer a separagio entre espécies; entretanto, n3o se t€m
informacdes sobre o uso da seqiiéncia nucleotidica dessas regides na disting¢do
de variedades de fungos da mesma espécie. Por outro lado, a falta de
consisténcia na repetibilidade dos sintomas observados nos testes de
patogenicidade, por diferentes autores, pode levar ao questionamento da real

diferenca entre os agentes causais da ramulose e da antracnose em algodoeiro.
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Os estudos normalmente tém sido realizados com isolados obtidos

diretamente de plantas hospedeiras, com sintomas caracteristicos da doenga, o
que deveria garantir a capacidade de reprodutibilidade dos sintomas de ramulose
e antracnose. Entretanto, os trabalhos ja realizados, com o objetivo de separa-
los, com base na sua patogenicidade, nem sem sempre t€ém fornecido resultados
conclusivos. )

Dudienas (1990) desenvolveu trabalhos com a finalidade de fazer
caracterizacoes patolégicas e culturais de isolados de Colletotrichum. Houve
indicacio de que os isolados relacionados a ramulose sdo deficientes em
asparagina e dcido apdrtico. Entretanto, essa ndo foi considerada uma conclusao
definitiva. A autora observou também que a inoculagdo de ambos os isolados
nas magas do algodoeiro induziram o mesmo tipo de sintoma, caracterizado pelo
aparecimento de lesoes necroticas.

Ottonello (1992) utilizou testes de patogenicidade, culturais e
sorolégicos para a caracterizagdo e distingdo dos dois isolados. Os resultados
foram semelhantes aos obtidos por Dudienas (1990), em relacdo a deficiéncia de
aminoéacidos no agente causal de ramulose, mas encontrou também isolados
intermedidrios entre os causadores de ramulose e antracnose. Os de
patogenicidade e os sorolégicos também ndo foram considerados eficientes.
Com base nos resultados obtidos, essa autora defendeu a mudanga da
nomenclatura de C. gossypii para C. gloesporioides f.sp. gossypii raga 1,
causadores de antracnose, menos agressivos, € raga 2, para causadores de
ramulose, mais agressivos.

Chitarra (1996) utilizou polimorfismo de DNA amplificado
aleatoriamente (RAPD) e anilise morfoldgica de estruturas do patégeno. Nio foi
possivel separar os isolados com base nos 15 primers utilizados, assim como as
andlises morfolégicas também ndo foram completamente eficientes. Silva-Mann

(2002), trabalhando com polimorfismo de comprimento de fragmentos

66



amplificados (AFLP), observou polimorfismo apenas em isolados que
apresentavam-se bem tipicos para as caracteristicas morfolégicas e de
patogenicidade. Entretanto, em isolados com caracteristicas intermedidrias, ndo
foram separados utilizando-se marcadores AFLP. Essa mesma dificuldade tem
ocorrido em outros trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Patologia de
Sementes da UFLA (dados ndo mostrados).

Com os avangos da biologia molecular, novas técnicas tém sido
desenvolvidas, permitindo o segiienciamento genético do genoma completo, ou
de parte dele, facilitando, assim, a distingdo entre microrganismos € a sua
classificagfio. Desse modo, com base na caracterizagao molecular dos fungos, a
classificacfo antiga tem sido reformulada em diversos casos (Bailey et al., 1996;
Hsiang & Goodwin, 2001). Sherrif et al. (1995) propuseram a separagio entre
espécies de C. graminicola que infectam o milho das que infectam o sorgo, com
base no seqiienciamento genético da regido ITS2. )

Bailey et al. (1996) compararam a rcgiéo ITS 2 de trés isolados do
complexo Colletotrichum do algodoeiro, sendo dois causadores de ramulose e
um de antracnose. Estes autores observaram uma baixa variabilidade, o que os
levou a concluir que eles eram praticamente idénticos e poderiam ser
considerados como formae especiales de C. gloeo:s'poriaides.

Esses dados, aliados aos obtidos neste trabalho e ao fato de os isolados
de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides pertencerem a0 mesmo
grupo e apresentarem alta similaridade genética e morfolégica, confirmando o
relato de varios autores (Chitarra, 1996; Dudienas, 1990; Ottonello, 1992;
Tanaka, 1995; Tanaka & Menten, 1988; Vieira, 1996), leva a questionar se,
realmente, a variedade cephalosporioides seria um agente distinto, conforme foi
estabelecido por Costa & Fraga (1937), no primeiro estudo da sintomatologia da

ramulose.
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4 CONCLUSOES

1. Com base nas as regides ITS 1 e ITS 2 rDNA de Colletotrichum gossypii e de
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides pertencem a0 mesmo grupo

filogenético.
2. Nio é possivel distinguir isolados causadores de ramulose dos causadores de

antracnose com base nas seqiiéncias das regices ITS 1 e ITS 2.

3. A regido ITS 1 de Colletotrichum gossypii e de Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides apresentou maior variabilidade que a regiao ITS 2.

4. Nio houve correlacdo entre grupos genéticos, origem dos isolados e

viruléncia.

68



5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAILEY, J. A.; NASH, C.; MORGAN, L. W_; O'CONNELL, R. J.; TEBEEST,
D. O. Molecular taxonomy of Colletotrichum species causing anthracnose on the
Malvaceae. Phytopathology, St. Paul, v. 86, n. 10, p. 1076-1083, Oct. 1996.

CANO, I.: GUARRO, J.; GENE, J. Molecular and morphological indetification
of Colletotrichum species of clinical interest. Journal of Clinical
Microbiology, Washington, v. 42, n. 6, p. 2450-2454, June 2004.

CARVALHO, L. P.. CAVALCANTE, F. B.; LIMA, E. P.; SANTOS, E. O.
Influéncia da ramulose nas caracteristicas de fibras e produgio do algodoeiro.
Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 9, n. 3, p. 593-598, out. 1984.

CHITARRA, G. S. Variabilidade cultural de Colletotrichum associado a
sementes de algoddo e sua diversidade genética através de marcadores
RAPD sob condiges padroes do teste de sanidade. 1996. 56 p. Dissertacao
(Mestrado) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

CIA, E. Ocorréncia e conhecimento das doengas do algodoeiro anual Gossypium
hirsutum L. no Brasil. Summa Phytopathologica, Piracicaba, v. 3, n. 3, p. 167-
193, set./dez. 1977.

CIA, E.: SALGADO, C. L. Doengas do algodoeiro (Gossypium spp.). In:
KIMATL H.; AMORIM, L.; BERGAMIN FILHO, A.; CAMARGO, F.E. A;
REZENDE, J. A. M. Manual de fitopatologia: doengas das plantas cultivadas.
3. ed. Sio Paulo: Ceres, 1997. p. 33-48.

COSTA, A. S.; FRAGA JUNIOR, C. G. Superbrotamento ou ramulose do
algodoeiro. Revista de Agricultura, Piracicaba, v. 7, n. 5/6, p. 249-259, 1937.

DENOYES-ROTHAN, B.; GUERIN, G.; CHRISTOPHE, D.; SMITH, B.
MINZ, D.; MAYMON, M.; FREEMAN, S. Genetic diversity and pathogenic
variability among isolates of Colletotrichum species from strawberry.
Phytopathology, St. Paul, v. 93, n. 2, p. 219-228, Feb. 2003.

69



DUDIENAS, C. Caracterizacio morfologica, auxonogrifica e patogénica de
Colletotrichum gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides Costa & Fraga
Jr. 1990. 67 p. Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia) - Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba.

FERREIRA, D. F. Anilises estatisticas por meio do SISVAR para Windows
Versio 4. 0. In: REUNIAO ANUAL DA REGIAO BRASILEIRA DA
SOCIEDADE INTERNACIONAL DE BIOMETRIA, 45. , 2000, Sao Carlos,
SP. Programa e Resumos... Sdo Carlos: UFSCar, 2000. p. 235.

FUNGARO, M. H. P. PCR na micologia diagnéstico e andlise de variabilidade.
Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento, Uberlandia, v. 13, n. 14, p. 12-16,
maio/jun. 2002.

HSIANG, T.; GOODWIN, P. H. ribosomal DNA sequence comparisons of
Colletotrichum graminicola from turfgrasses and other hosts. European
Journal of Plant Pathology, Dordrecht, v. 107, n. 6, p. 593-599, June 2001.

IAMAMOTO, M. M. Ramulose do algodoeiro (Colletotrichum gossypii var.
Cephalosporioides): Reacéo de genétipos e variabilidade do patégeno. 2002.
57 p. Tese (Doutorado em Produgdo Vegetal) — Universidade Estadual de Sao
Paulo, Jaboticabal.

KULSHRESTHA, D. D.; MATHUR, S. B.; NEERGAARD, P. Indentification
of seed-borne species of Colletotrichum. Friesia, Copenhagen, v. 11, n. 56, p.
116-125, 1976.

KUMAR, S.; TAMURA, K.; NEI, M. MEGA3: Integrated software for
molecular evolutionary genetics analysis and sequence alignment briefings in
bioinformatics. Disponivel em: <http:/www. megasoftware. net/>. Acesso em;
2004.

MILLER, R. N. G.; QUEZADO-SOARES, A. M.; LOPES, C. Molecular
comparison of Fusarium populations causing eumartii wilt and dry rot of potato
in Brazil. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 24, n. 2, p. 149-1355, jun. 1999.

OTTONELLO, A. M. P. Caracterizaciio cultural, patogénica e serolégica de
Colletotrichum da antracnose e da ramulose do algodoeiro. 1992. 68 p.
Dissertagao (Mestrado em Fitopatologia) — Escola Superior de Agricultura Luiz
de Queiroz, Piracicaba.

70



SAMBROOCK, I.; FRITSCH, E. F.; MANIATIS, T. Molecular cloning. 2. ed.
New York: Cold Spring Harbor Press, 1989. 1546 p.

SHERRIFF, C.; WHELAN, M. J.; ARNOLD, G. M.; BAILEY, J. A. rDNA
sequence analysis confirms the distinction between Colletotrichum graminicola
and Colletotrichum sublineolum. Mycological Research, New York, v. 99, n. 4,
p. 475-478, Apr. 1995. ’ '

SHERRIFF, C.; WHELAN, M. J.; ARNOLD, G. M.; LAFAY, JM.; BRYGOO,
J.: BAILEY, J. A. Ribossomal DNA sequence analysis reveals new species
groupings in the genus Colletotrichum. Experimental Mycology, San Diego, v.
18, n. 2, p. 121-138, June 1994.

SILVA-HANLIN, D. M. W.; MENEZES, M.; HANLIN, R. T.; RAMALHO-
NETO, C. E. Ribossomal DNA sequencing data reveals low genetic variability
among Fusarioum oxysporum f. sp. cubense isolates. Fitopatologia Brasileira,
Braslia, v. 24, n. 4, p. 534-539, dez. 1999.

SILVA-MANN, R. Diversidade do complexo de Colletotrichum e de
cultivares de algodoeiro por meio de marcadores moleculares. 2002. 146 p.
Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

SREENIVASAPRASAD S.; MILLS, P. R.; MEEHAN, B. M.; BROWN, A. E.
Phylogeny and systematics of 18 Colletotrichum species based on ribosomal
DNA spacer sequences. Genome, Ottawa, v. 39, n. 3, p. 499-512, June 1996.

TANAKA, M. A. S. Problemas da detecgdo do agente causal da ramulose em
sementes de algoddo. In: MENTEN, J. O. M. Patégenos em sementes:
deteccdo, danos e controle quimico. Sio Paulo: Ciba Agro, 1995. p. 93-108.

TANAKA, M. A. S.; MENTEN, J. O. M. Colletotrichum gossypii e
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides em sementes de algoddo.
Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 13, n. 2, p. 125, jun. 1988.

VIEIRA, M. G. G. C. Utiliza¢io de marcadores moleculares no
monitoramento da qualidade sanitéria e nivel de deterioraciio de sementes
de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.). 1996. 114 p. Tese (Doutorado em
Fitotecnia) — Universidade federal de Lavras, Lavras, MG.

71



CONSIDERACOES FINAIS

Na comunidade cientifica, de maneira geral, tem aumentado a
preocupacdo com o desenvolvimento de métodos de manejo de doengas, a fim
de reduzir custos de produgdo e conferir maior protecdodo ambiente. Nesse
aspecto, as medidas baseadas na exclusdo de patégenos s3o as que requerem
menor custo e risco ao produtor. Assim, a utilizagdo de sementes livres de
patégenos é uma das medidas mais eficientes a fim, de se evitar a entrada de
patégenos em novas éreas de produgao. Entretanto, a detecgdo de determinados
patégenos ainda € limitada, seja pelo fato de os testes utilizados apresentarem
limitagio quanto 2 praticidade ou pelos microrganismos apresentarem
caracteristicas intermedidrias, tornando sua identificagdo e distingdo duvidosa.

Neste estudo, evidenciou-se o beneficio da utilizagcdo de restri¢ao hidrica
para controle de germinagio em teste de sanidade para detecgdo de C. gossypii
var. cephalosporioides, uma vez que isso permitiu melhor visualizagdo das
estruturas utilizadas na sua identificagdo. Entretanto, a incorporacdo dessa
tecnologia ao sistema de controle de qualidade de sementes requer a condugio
de testes de aferi¢do, em que o julgamento da eficdcia do método ¢ realizado por
laboratérios ji credenciados para este tipo de andlise.

O estudo molecular aliado ao teste de patogenicidade apresentado neste
trabalho, .levou a um questionamento sobre a categoria intra-especifica da
espécie C. gossypii var. cephalosporioides também insustentdvel por vérios
outros autores. Permanece ainda a diivida quanto a patogenicidade de isolados
de C. gloeosporiodes de mangueira e mamoeiro ao algodoeiro e se em
determinadas condi¢des ou variagdes do hospedeiro, os isolados considerados de
antracnose podem causar sintomas tipicos de ramulose. Assim, € recomendével

que este estudo tenha continuidade, incluindo, outras sequéncias do DNA, como
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exemplo, o fator de elongagdo, gene da B-tubulina, gene gliceraldefdo-3-fosfato

desidrogenase (gpd) ¢ outros.
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TABELA 1A. Resumo da andlise de varidncia dos dados referentes ao blotter
test modificado com 2-4-D e manitol. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Quadrado médio
Fator de
. _ GL Caracteristicas do micélio Acérvulos

variacio

Cinza  Aéreo Poucodenso  Longos Nio encobertos
Isolados 10 4708,40 ** 5780 ** 3746,13 **  3555,68 ** 2663,63 **
Inibidores 1 10,22 ns 55,681 ns 16363,63 ** 137,50 ns 9410,22 *
Blocos 3 43,56ns 73,86ns 39545ns 22,348 ns 804,16 ns
I+1 10 44522ns 78,18ns 926,13 ** 307,50 * 497,72 ns
Erro 63 272,92 154,02 257,35 98,53 504,16
CV (%) 22,61 14,50 34,77 10,93 34,60

** Teste F significativo a 1% de probabilidade
*Teste F significativo a 5% de probabilidade

TABELA 2A. Resumo da anilise de varidncia dos dados referentes ao teste de

patogenicidade dos isolados do complexo colletotrichum em
algodoeiro. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Fator de variaciio GL Quadrado médio
Isolados 22 2,810277 **
Bloco 3 0,996377 *
Residuo 33 0,337286
CV(%) 25,32

** Teste F significativo a 1% de probabilidade
*Teste F significativo a 5% de probabilidade
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TABELA 3A. Porcentagem de similaridade da seqiiéncia de nucleotideos da regido ITS 1 do rDNA entre os isolados
estudados. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
].CgCCgom -- ’
2.Cch8m3 100 --

3 .Cchgou 100 100 --
4.Cgccgms 100 100 100 -
5.Cgccgr 100 100 100 100 --
6.Cgccgor 98 98 98 98 98
7.Cgcamsr 100 100 100 100 100 98 --

8.Cgcpra 99 99 99 99 99 97 99 --

9.Cgcpr, 100 100 100 100 100 98 100 99 --

10.Cgcppz 99 99 99 99 99 97 99 100 99 --

11.Cgcpey 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 --

12.Cgcpr.; 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 --
13.Cgcprac 99 99 99 99 99 97 99 100 99 100 99 99 --
14.CgCpr2s 99 99 99 99 99 97 99 100 99 100 99 99 100 --
15.Cgcpr.3a 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99-100 100 99 99
16.Cgcamr 98 98 98 98 98 96 98 97 98 97 98 98 97 97 98 --

17.Cgcca2s 99 99 99 99 99 97 99 100 99 100 99 99 100 100 99 97 --

18.Cgps.100s 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 99 100 98 99 -
19.Cgpsaois 99 99 99 99 99 97 99 100 99 100 99 99 100 100 99 97 100 99 --
20.Cgesio 99 99 99 99 99 97 99 98 99 98 99 99 98 98 99 97 98 99 98 --
21.Cgres.i00 99 99 99 99 99 97 99 100 99 100 99 99 100 100 99 97 100 99 100 98 --

22.Cgyps.100s 100 100 100 100 100 98 100 99 100 99 100 100 99 99 100 98 99 100 99 99 99 --
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TABELA S5A. Porcentagem de similaridade da seqiiéncia de nucleotideos da regido ITS 1 do rDNA entre os isolados
publicados no banco de dados. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Isolados 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
23Gapnso .o

24Gaprzes 96 .

25Gannyem 93 93 ---

26Ganussem 93 93 100 ---

27Gagy 93 93 99 99 ...

28Gas:s 93 93 99 99 100 --

29Gccem 83 84 84 84 84 84 ---

30Gecceia 83 83 84 84 84 84 100 ---

31Gcegparser 82 82 81 81 82 8 75 77 ---

32Geys600s 84 85 84 84 84 84 98 98 76 ---

33Gerscoos 84 85 84 84 84 84 98 98 76 100 ---

34Gcepsaron 84 84 83 83 84 84 98 98 76 97 97 ---

35Gecess 83 81 83 83 84 B84 98 98 78 96 96 96 ---

36Ctcesmo10 80 81 80 80 81 81 8 89 75 86 86 88 89 ---

37Ctgpansae 80 89 88 88 89 89 84 84 81 86 86 84 84 83 ---

38Ctaparono 80 81 80 80 81 81 8 89 75 86 86 88 89 100 83 ---

39Cdwarrnns 90 90 89 8 90 90 8 85 79 85 85 83 8 83 93 83 ---

40Cdwarrnene 90 90 89 89 90 90 85 85 79 85 85 83 86 83 93 83 100 ---

CdSlsis, 90 90 88 88 88 83 85 84 79 86 86 84 84 8l 100 81 94 94 ---

42Cg99003 87 87 87 87 88 88 83 8 76 83 83 84 86 84 92 84 93 93 89 ---

43Cgynss 87 87 87 87 88 88 83 86 76 83 83 84 86 84 92 84 93 93 89 100 ---

44Cgoni 86 86 84 84 85 85 85 86 77 86 86 84 86 84 92 84 93 93 9l 99 99 ---

45Clupassss 87 87 90 90 90 90 87 87 85 87 87 8 87 85 85 85 88 88 85 83 88 88 --
46Clcpsin s 87 87 90 90 90 90 87 87 85 87 87 86 87 85 85 85 88 88 85 88 88 88 100 ---
47Clcosisise 87 87 90 90 90 90 87 87 85 87 87 86 87 85 85 85 88 88 85 88 88 88 100 100 ---
48Chuerose 88 89 89 89 90 90 87 84 83 88 88 83 84 80 83 80 89 89 86 85 85 87 98 98 98 ---
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TABELA 6A. Porcentagem de similaridade da seqiiéncia de nucleotideos do gene 5,8S do rDNA entre os isolados
estudados. UFLA, Lavras, MG, 20035.

Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

l.Cchgooz -

2.Cchgooj 99 --

3.Cchgo 12 100 99 --

4.Cchgo|5 100 99 100 --

5.Cchgozl 100 99 100 100 --

6.Cgcceo2r 100 99 100 100 100 --

7.Cgcamsr 100 99 100 100 100 100 --

8.Cgcpr.1a 99 100 99 99 99 99 99 --

9.Cgcprib 100 99 100 100 100 100 100 99 --

10.Cgcpp 98 99 98 98 98 98 98 99 98 --

11.Cgepe. 99 100 99 99 99 99 99 100 99 99 --

12.Cgcpr.s 99 100 99 99 99 99 99 100 99 99 100 --

13.Cgcprie 99 100 99 99 99 99 99 100 99 99 100 100 --

14.Cgcpre 99 100 99 99 99 99 99 100 99 99 1060 100 100 --

15.Cgcpr, 100 99 100 100 100 100 100 99 100 98 99 99 99 99 .-

16.Cgcam.r 100 99 100 100 100 100 100 99 100 98 99 99 99 99 100 --

17.Cgccaze 99 100 99 99 99 99 99 100 99 99 100 100 100 100 99 99 --

18.Cgrps.100s 100 99 100 100 100 100 100 99 100 98 99 99 99 99 100 100 99 --
19.Cgipsios 99 100 99 99 99 99 99 100 99 99 100 100 100 100 99 99 100 99 --
20.Cgrps.016 100 99 100 100 100 100 100 99 100 98 99 99 99 99 100 100 99 100 99 --
21.Cgipsao0 99 100 99 99 99 99 99 100 99 99 100 100 100 100 99 99 100 99 100 99 --
22.Cgips.i02s 100 99 100 100 100 100 100 99 100 98 99 99 99 99 100 100 99 100 99 100 99 --
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TABELA 7A. Porcentagem de similaridade da seqiiéncia de nucleotfdeos do gene 5.8S do rDNA entre os isolados

estudados e os isolados Eublicados no banco de dados. UFLA, Lavras, MG, 2005. '

Isolados

23Gapmso
24Gam43
25Ganausn
26Gapuysens
27Gasya
28Gas:5
29Gccor
30Gecee.)
31Gegsaner
32001501))
33Gcersoms
34Gcgparnom
35Gecoss
36Ctcesmi070
37Ctpaansz
38Ctgparono
3I9Cdaarensnas
40Cdwarerseno
CdStsissu
42Cg99003
43Cgomes
44Cgpp
45Clppassass
46Clcpsiz.sr
47Clcasisi.se
48CIyarrros30

98
98
98
98
98
98
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
99
100
100
100
29
100
100
100

99

98
98
98
98
98
98
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
99
100
100
100
99
100
100
100

98

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99

99

100
100
100
99

100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99

99

100
100
100
99

100
100
100

98
98
98
98
98
98
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
99
100
100
100
99
100
100
100

98
98
98
98
98
98
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
99
100
100
100
99
100
100
100

99 98 99 99 99 99 99

98
98
98
98
98
98
99
99
99
99
99

9
99
99
99
98
98
99

99
98
99
99
99
98

100

100
99
100
100
100
99

97
97
97
97
97
97
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98

98
98
98
98
98
98
99
99

99
99
99
99
99
99
99
98
98

99
99
98
99
99
99
98

98
98
98
98
98
98
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
98
98

99
99
98
99
99
99
98

98
08
98
98
98
98
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
99
100
100
100
99
100
100
100
99

98
98
98
98
98
98
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
99
100
100
100
99
100
100
100
99

98
98
98
98
98
98
99
99
99
99
99
99
99
99
929
99
98
98

99
99
98
99
99
99
98

98
98
98
98
98
98-
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
99
100
100
100
99
100
100
100

98
98
98
98
98
98
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99

‘98

98
99

99

99
98
99
99
99

98
98
98
98
98
98
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
99
100
100
100
99
100
100
100

99 98 99

9Cg 204 3.Cg 220
1.Cgc  2.Cge 3.(.‘3 4Cgc SCgc 6Cge 1.Cge 8.Cge 9Cge 10.Cge II.(T.'gc 12.Cgc IJ.(..’gc l4.(;gc ls.f.'gc 16Cgc l?.(;gc 18Cg 19Cg Cg i (]

98
98
98
98
98
98
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
98
98
99
99
99
98
99
99
99
98

98
98
98
98
98
98
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
99
99
100
100
100
99
100
100
100
99
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TABELA 8A. Porcentagem de similaridade da seqiiéncia nucleotideos do gene 5,8S do rDNA entre os isolados
publicados no banco de dados. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Isolados 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

23Gﬂmso ==

24Gamqg 100 ---

25Gamzasav9 100 100 ---

26Gap3asa04 100 100 100 ---

27Gag;3 7 100 100 100 100 ---

28Gagy g 100 100 100 100 100 ---

29Gcegm 98 98 98 98 98 98 ---

3OGCCGPI.I 98 98 98 98 98 98 100 ---

3IGC|;BA1|361 98 98 98 98 98 98 100 100 ---

32Gerscon 98 98 98 98 98 98 100 100 100 ---

33Gerscoos 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 ---

34Gcegpazorz 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 100 ---

35Gccess 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 100 100 ---

36Ctcesmoe 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 100 100 100 ---

37Ctppaniszs 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 100 100 100 100 ---

38Ctpparore 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 100 100 100 100 100 ---

39CdpmarFzie7is 98 98 98 98 98 98 100 99 99 100 100 99 99 99 99 99 ---

40Cdmarr2isnz 98 98 98 98 98 98 100 99 99 100 100 99 99 99 99 99 100 ~--

CdS 1548541 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 ---

42Cgo0003 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99 99 100 ---

43Cgones 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99 99 100 100 ---

44Cgpay 98 98 98 98 98 98 99 99 99 100100 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 ...

45Clgppesess 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99 99 100 100 100 99 ---

46Clcpsyzasy 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99 99 100 100 100 99 100 ---

47Clcpsisiss 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99 99 100 100 100 99 100 100 ---

48Clmarraosio 98 98 98 98 98 98 100 99 99 100100 99 99 99 99 99 100 100 100 99 99 99 99 99 99 -.-
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TABELA 9A. Porcentagem de similaridade da seqiiéncia de nucleotideos do espago ITS 2 do rDNA entre os isolados
estudados.UFLA, Lavras, MG, 2005.

Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1.Cgcogorr -

2.Cchggog 100 ---

3.CchgQ|2 100 100 ---

4.Cch80|5 100 100 100 ---

S.CgCCgou 08 98 98 98 .-

6.Cchsoz7 98 98 98 98 98 ---

7.Cgcamss 100 100 100 100 98 98 ---

8.Cgcprr, 100 100 100 100 98 98 100 ---

9.Cng[:]b 97 97 97 97 9 95 97 97 ---

10Cgepp., 100 100 100 100 98 98 100 100 97 ---

11.Cgcpey 100 100 100 100 98 98 100 100 97 100 ---

12.Cgcpr; 100 100 100 100 98 98 100 100 97 100 100 ---

13.Cgcprac 100 100 100 100 98 98 100 100 97 100 100 100 ---

14.Cgepra 100 100 100 100 98 98 100 100 97 100 100 100 100 ---

15.Cgcpr3a 99 99 99 99 98 97 99 99 96 99 99 99 99 99 ---

16.Cgcams 99 99 99 99 98 98 99 99 96 99 99 99 99 99 98 ---

17.Cgccazs 100 100 100 100 98 98 100 100 97 100 100 100 100 100 99 99 -

18.Cgyps.100s 100 100 100 100 98 98 100 100 97 100 100 100 100 100 99 99 100 ---
19.Cgups.1o1s 100 100 100 100 98 98 100 100 97 100 100 100 100 100 99 99 100 100 ---
20.Cgyps.1016 100 100 100 100 98 98 100 100 97 100 100 100 100 100 99 99 100 100 100 ---
21.Cgyps.1020 100 100 100 100 98 98 100 100 97 100 100 100 100 100 99 99 100 100 100 100 ---
22.Cg1ps.1025 100 100 100 100 98 98 100 100 97 100 100 100 100 100 99 99 100 100 100 100 100 ---
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GaPT250
GaPT248
GaIMI348499
GaIMI348494
GasS3.?
Gas2.8
CgcCg012*
CgLPS-1025*
CgcCg021*
CgcPE-1*
CgLPS-1005*
CgcPF-la*
CgcPD-2*
CgcPF-1c*
CgcPF-2a*
CgcCA-24*
CgLPS-1015*
CgLPS-1020*
CgLPS-1016*
CgcPF1b*
CgcPF-2b*
CgcPF-3*
CgcAM3F*
CagcCg015*
CgcCg003*
CgcCg002*
CgcaM-1*
CgcCg027*

FIGURA 1A. Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da regido ITS1 do rDNA de isolados estudados e de isolados
disponiveis no banco de dados. (*...Continua...”) ' '

CTGAGTTACCGCTC-~TACAACCCTTTGTGAACATACCT--AACCGTTGCTTCGGCGGGC
CTGAGTTACCGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATACCT--AACCGTTGCTTCGGCGGGC
CTGAGTTACCGCTC-~TATAACCCTTTGTGAACGTACCT - -AACCGTTGCTTCGGCGGGC
CTGAGTTACCGCTC--TATAACCCTTTGTGAACGTACCT - ~AACCGTTGCTTCGGCGGGC
CTGAGTTACCGCTC~-TATAACCCTTTGTGAACATACCT--AACCGTTGCTTCGGCGGGC
CTGAGTTACCGCTC--TATAACCCTTTGTGAACATACCT- - AACCGTTGCTTCGGCGGGC
-===GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
«===GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
-=---GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
~===GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
== ==@GTTTACGCTC~~-TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
~ == =GTTTACGCTC-~TACAACCCTTTGTGAACATCCCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
== ==GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATCCCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
-===GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATCCCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
-~ -=GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATCCCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
-===GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATCCCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
~=-=-GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATCCCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
= ===GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATCCCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
== ==GTTTACGCCC--TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
== ==GTTTACGCTC~-~-TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
-=-==GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
----GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
- ===GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
---~GTTTACGCTC - -TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGGTTCGGCGGGT
-=-=-=GTTTACGCTC - ~-TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
-=-~GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGGT
-===GTTTACGCTC--TACTACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCGGCGGTT
--=-GTTTACGCTC--TACAACCCTTTGTGAACATACCTACAACTGTTGCTTCCGCGGGT
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“TABELA 11A. Cont.”

Isolados 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 S| 52
4Tapmes 93 93 93 90 89 90 89 89 90 92 87 93 92 92 94 94 92 92 92 94 94 92 91 100 ---

48g0m1 93 93 93 90 89 90 89 89 90 92 87 93 92 92 94 94 92 92 92 94 94 92 9| 100 100---

49ci1BpAssisy 84 84 84 86 87 86 84 84 86 83 90 85 83 83 85 84 85 81 85 80 80 82 80 &4 84 84 ---

S0cicoszs? 84 84 84 86 87 86 84 84 86 83 90 85 83 83 85 84 85 81 85 80 80 82 80 84 84 84 100 ---
Slcicestsize 84 84 84 86 87 86 84 84 86 83 90 85 83 83 85 84 85 81 85 80 80 82 80 84 84 84 100100 ---
52cnuarronmn 84 84 84 85 85 86 82 82 86 83 89 83 82 82 84 84 83 80 83 83 83 81 79 85 85 83 98 98 98 ---
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“FIGURA 1A. Cont.”
CgcCg021*
CgcPE~-1*
CgLPS-1005*
CgcPF-la*
CgcPD-2*
CgcPF-1c*
CgcPF-2a*
CgcCA-24*
CgLPS-1015*
CgLPS-1020*
CgLPS-1016*
CgcPF1lb*
CgcPF=-2b*
CgcPF-3*
CgcAM3AF*
CgcCg015*
CgeCg003*
CgceCg002*
CgcAM-1*
CgcCg027*
GceCGP1
GeCGP1.1
GeCG84
GCcTSG003
GcTSG006
GcBBA70072
CtCBS710.70
CtBBA70710
CtBBA71528
Cds1518s

AGG----GTCCCC----- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCCCC----- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCCCC--~=~~ GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCCCC-~~~~ GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCCCC----- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCCCC----- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCCCC----- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCCCC----- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG--~--GTCCCC----- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC~CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG~----GTCCCC----- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG--~--GTCCCC-~~--- GTGAC~-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCCCC----- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCCCC----- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCEGGCGGGTCGGLG
AGG----GTCCCC~---~-- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG~--~-GTCCCC-=~=~~ GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGLCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG-~~-GTCCCC--~-~ GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGETCGGCG
AGG----GTCCCC----~- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGECGGGTCGGCG
AGG----GTCCCC----- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AGG~=~~GTCCCC~---~ GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC~-CCCCCGGGCGGGTCGGCG
AAG-~~~GTCCCC----~- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CCCCCCGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCTCC----- GCGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-TC- -CGGGCGGGTCGGCG
AGG~---GTCTCC---~-~ GCGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-TC--CGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCCCC----~ GCGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-TC--CGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCTCC----- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC~-CC~~-CGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCTCC--~--- GTGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CC--~CGGGCGGGTCGGCG
AGG----GTCTCC----- GCGAC-CCTCCCGGCCTCCCGCC-CC--CGGGCGGGTCGGCG

AGGC---GTCCCCTRAAAAGGACGTCTCCCGGCCCTCTCCCGTCCGCGGGTGGG~--GCG

AGGC~---GTCCCCTAAAAAGGACGTCTCCCGGCCCTCTCCCGTCCGCGGGTGGG-~-GCG
AGAG---G-TTCCCTCGCGGAACCCCTCCCGGTGACGCCCT- -~~~ CACGGG-CGTCGCG
AGAG~---G-TTCCCTCGCGGAACCCCTCCCGGTGACGCCCT---~-- CACGGG-CGTCGCG
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“Figura 1A. Cont.”
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GaPT250
GaPT248
GaIMI348499
GaIMI348494
Gas3.?7
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GcIMIB2269
GcIMIB0023
GcIMI277115
CgcPF-3*
CgcPF-2b*
CgcPF-2a*
CgLPS-1015*
CgLPS-1025*
CgceCg021*
CgeCg027*
CgcAM-1*
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CgLPS-1020*
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CgeCA-24+*
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CgcPF-la*
CgCAM3F*
CgcCg015*
CgcCg012*
CgcCg003*
CgcCg002*
GcBBA70072

FIGURA 3A.

TCAACCCTCAAGCACCGCTTCGTTTTGGGGCC-CCACG--GTCGA-CGTGGGCCCTTAAA
TCAACCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCC~-CCACG-~-GCCGA-CGTGGGCCCTTAAA
--AACCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCC-CCACG--GCCGA-CGTGGGCCCTTAAA
- -AARCCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCC-CCACG--GCCGA-CGTGGGCCCTTAAA
-CAACCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCC-CCACG--GCACA-CGTGGGCCCTTAAA
~CAACCCTCAAGCACCGCTTGGTTTTGGGGCC~-CCACG-~GCACA~-CGTGGGCCCTTAAA
- ~AACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGG-CC-CTACACGGCTGA -TGTAGGCCCTCAAR
- -AACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGG-CC-CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
--ARCCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGG-CC-CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC -CTACA~~-GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
~-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA - -GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA~-~-GCTGA~-TGTAGGCCCTCAAA
~-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
~CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC~CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
=CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA--GCTGA~TGTAGGCCCTCAAA
=-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
~CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA - -GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
~CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA~~-GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
~CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC - CTACA-~GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC~CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
~CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA--GCTGA~TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA-~GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA--GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA-~GCTGA~-TGTAGGCCCTCAAA
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Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da regido ITS2 do rDNA de isolados estudados e de isolados
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“FIGURA 3A. “Cont.”

CgcPF1b*
GcTSG003
GcTSG006
GcCgPl
GeCGB4
GeCGP1.1
CtCBS710.70
BBA70710
CtBBA71528
cdG318s
cdsis518s
CAMAFF238714
CAMAFF238713
Gc99003
Gg97266
GgDR1
ClBBA65483
ClCBS132.57
ClcBS151.28
CIMAFF305390
GCcBBA71367

GaPT250
GaPT248
GaIMI348499
GaIMI348494
Gas3.7
GaS2.8
GcIMIB2269
GcIMI80023
GcIMI277115
CgcPF-3*

-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA - -GCTGA-TGTAGGCCCTAARA
~CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC -CTACA - -GCCGA~TGTAGGCCCTCAAR
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACA - -GCCGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC -CTACA - -GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
~CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC -CTACA - -GCTGA-TGTAGGCCCTCARA
~CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC -CTACA- ~GCTGA-TGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCT-CTACG- ~GTTGA-CGTAGGCCCTTAAA
~CAACCCTCAAGCTCTGCTTGCTGTTGGGGCT-CTACG - ~GTTGA-CGTAGGCCCTTAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACG- ~-GTTAAACGTAGGCCCTTAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACG- -GTTAAACGTAGGCCCTTARA
~CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACG - -GTTAAACGTAGGCCCTTAAR
- ~AACCCTCAAGCTCTGCTTGETGTTGGGGCC~CTACG- -GTTGA-CGTAGGCCCTTARA
- -AACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC-CTACG - ~GTTGA-CGTAGGCCCTTAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTCGTGTTGGGGCC-CTACG - ~-GTTGA-CGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTCTTGGGGCC-CTACG - ~-GTTGA-CGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGGCC -CTACG- -GTTGA-CGTAGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCACCGCTTGGCGTTGGGGCTTCCACG - ~-GCTGA-CGTGGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCACCGCTTGGCGTTGGGGCTTCCACG - ~-GCTGA-CGTGGGCCCTCAAA
-CAACCCTCAAGCACCGCTTGGCGTTGGGGCTTCCACG - -GCTGA-CGTGGGCCCTCAAA
- -AACCCTCAAGCACCGCTTGGCGTTGGGGCTTCCACG- -GCTGA-CGTGGGCCCTCARA
-CAACCCTCAAGCACCGCTTGGCETTGGGGCC-CTACG- -GCTTC -CGTAGGCCCCGAAA

Ak bk * khkhkikhk thkhkthk * * %% * k khkhdk x %k %

GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCG - CACTGGG
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC - TAACGTCTCG-CACTGGG
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC -TAACGTCTCG-CACTGGEG
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC -TAACGTCTCG-CACTGGG
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCG-CACTGGG
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAAC-TAACGTCTCG~-CACTGGG
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTTCGTCTCG-CACTGGG
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTTCGTCTCG -CACTGGG
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTTCGTCTCG-CACTGGG
GGTAGTGGCGGACCCTCCCGGAGCCTCCTTTGCGTAGTAACTTTACGTCTCG-CACTGGG
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