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RESUMO

CAMARGO JUNIOR, Osnil Alves. Potencial da reproducio sexual na
diversidade genética em populagoes de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli.
2008. 132 p. Tese (Doutorado em Genética ¢ Melhoramento de Plantas) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

O fungo Glomerella cingulata f. sp. phaseoli, agente causal da
antracnose do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), ¢ um dos fitopatdgenos de maior
ocorréncia e responsavel por prejuizos expressivos a cultura. Contudo, este
patogeno ¢ comumente encontrado na natureza na fase assexuada
(Colletotrichum lindemuthianum), fato que tem intrigado os pesquisadores, pois
¢ relatado na literatura a existéncia de uma ampla diversidade genética e
patogénica. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi verificar o papel da
reproducdo sexual na amplia¢do da variabilidade genética em populagdes de G.
cingulata f. sp. phaseoli. Foram utilizadas cinco populagdes de G. cingulata f.
sp. phaseoli, obtidas pelo isolamento de lesdes em caules, folhas e vagens de
plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L). As amostras foram coletadas nos
estados de Minas Gerais (Lavras e Lambari) e Parand (Guarapuava e Turvo).
Posteriormente os isolados foram repicados para esporulagdo em placa com
meio M; e realizado o isolamento de 40 ascosporos ao acaso em cada populagao.
Para a analise molecular foram utilizados 28 primers de RAPD, que
amplificaram um total de 128 bandas polimérficas, totalizando, em média, 4,57
bandas polimorficas por primer. As estimativas de similaridades de Nei e Li
foram calculadas e, a partir destas, foram feitas analises de agrupamento pelo
método da média das similaridades (UPGMA), gerando um dendrograma geral
envolvendo todas as populagdes e dendrogramas individuais para cada
populagao isoladamente. Foi estimado o indice de Shannon para cada populacao
amostrada e realizada uma analise de varidncia molecular (AMOVA), com o
auxilio do programa ARLEQUIN 2.000, considerando uma estrutura hierarquica
no qual cada isolado oriundo de véarias plantas e de varias lesdes (com 40
ascosporos cada) foi considerado como uma populagdo. Pareamento dois a dois
em placa de Petri contendo meio M3, foram realizados entre algumas linhagens
destas populac¢des, porém nenhum cruzamento fértil foi identificado. Contudo,
as linhagens provenientes destas populagdes quando colocadas para crescer
isoladamente em placas de Petri com meio M; produziram peritécios com ascos
e ascosporos, evidenciando assim, um comportamento homotélico das
populacdes. Por meio do dendrograma geral, foi possivel verificar a formagao de
sete grupos sendo que os grupos formados ndo apresentaram linhagens de
populagdes diferentes, indicando uma tendéncia de adaptagdo local das



populagdes avaliadas. Pela AMOVA, verificou-se que a diferenciagdo genética
existente entre as populagdes amostradas ¢ altamente significativa (@ ¢ = 0,69

p < 0,000), onde 69,03% da variagdo genética estd contida entre populagdes e
30,97% da variagdo existente encontra-se dentro das populagdes. Pela a analise
de desequilibrio de ligagdo verificou-se que as populagdes estudadas,
apresentaram um baixo a moderado indice de desequilibrio gamético,
demonstrando uma estrutura genética consistente com a reproducdo sexual.
Desta maneira, ¢ possivel conjecturar que em algum momento do ciclo do
hospedeiro ocorra o ciclo sexual de G. cingulata f. sp. phaseoli, contribuindo
para a ampliacdo da variabilidade genética do patdgeno.

*Orientadora: Elaine Aparecida de Souza - UFLA
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ABSTRACT

CAMARGO JUNIOR, Osnil Alves. Potential of sexual reproduction to
genetic diversity of Glomerella cingulata f. sp. phaseoli populations. 2008.
132p. Thesis (Doctorate in Plant Genetics and Breeding) — Federal University of
Lavras, Lavras.*

Glomerella cingulata f. sp. phaseoli is the causal agent of anthracnose in
common bean (Phaseolus vulgaris L.), one of the most important pathogen
responsible for expressive damages to the crop. However, this pathogen is
normally found in nature in the asexual form (Colletotrichum lindemuthianum),
fact that has intrigued researches, because data on the literature described a wide
genetic and pathogenic diversity. The purpose of the present study was to verify
the role of sexual reproduction in increasing genetic variability in G. cingulata f.
sp. Phaseoli populations. Five G. cingulata f. sp. phaseoli populations obtained
by isolation of infected stem, leaves and pods of common bean (Phaseolus
vulgaris L) were used. Samples were collected in Minas Gerais state (Lavras and
Lambari) and Parand state (Guarapuava and Turvo). Isolates were inoculated in
M; medium plates for spore production and 40 ascospore were randomly
collected from each population. Twenty-eight RAPD primers were employed
and 128 polymorphic bands amplified, an average of 4.57 polymorphic bands
per primer. Genetic similarities were estimated using the Nei and Li coefficient
and cluster analysis was performed by UPGMA. A general dendrogram
involving all populations and individual dendrogram for each population were
generated. Shannon index was estimated for each population and the analysis of
molecular variance (AMOVA) was performed using the Arlequin 2.000
program. A two-by-two pairing of done in M3 medium plate, but no fertile
crossing was identified. However, the strains from these populations produced
perithecia with ascos and ascospore when plated separately in M3 medium,
showing evidence of homothallic behavior in these populations. In the general
dendrogram seven groups were identified and each group did not have strains
from different populations, indicating a trend of local adaptation of the

populations. AMOVA data showed a highly significant (D i = 0.69 p < 0,000),

genetic differentiation among the populations with 69.03% of the genetic
variation among populations and 30.97% within of the populations. It is possible
that at some time in the host cycle G. cingulata f. sp. phaseoli sexual cycle
occurs which could contribute to enhanced the genetic variability of this
pathogen.

*Advisor: Elaine Aparecida de Souza — UFLA
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1 INTRODUCAO

O fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc & Magn.) Briosi & Cav.,
agente causal da antracnose do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), ¢ um dos
fitopatdgenos de maior ocorréncia e responsavel por prejuizos expressivos a
cultura. Existem varias estratégias visando o controle da doenga, porém uma das
mais utilizadas é o emprego de cultivares portadoras de alelos de resisténcia.
Contudo, o sucesso na adocao de estratégias de controle por meio da resisténcia,
depende do conhecimento dos niveis de variabilidade entre e dentro de
populacdes do patogeno.

Estudos quanto a reprodugdo do género Colletotrichum, mostram que a
maioria das espécies se reproduzem tanto sexuadamente quanto
assexuadamente, o que possivelmente t€ém contribuido para a ampla diversidade
genética e patogénica (Vaillancourt & Hanau, 1999; Cisar & TeBeest, 1999;
Camargo Junior et al., 2007).

O patdgeno C. lindemuthianum é comumente encontrado na natureza na
forma assexual, pois, ainda ndo foi comprovado a ocorréncia da fase sexual
(Glomerella cingulata f. sp. phaseoli) em condigdes naturais, entretanto, esta
tem sido observada espontaneamente com freqii€ncia em isolamentos a partir de
material coletado no campo (Camargo Junior et al. 2007; Damasceno et al.,
2007; Souza et al., 2007). Trabalhos de compatibilidade sexual, realizados em
laboratorio tem revelado tanto um comportamento homotalico quanto
heterotalico de diferentes isolados do género Glomerella (Lucas, 1946; Wheeler
et al., 1948; McGahen & Wheeler, 1951; Wheeler & McGahen, 1952; Wheeler,
1954, 1956; Kimati & Galli, 1970; Batista & Chaves 1982; Bryson 1990;
Mendes Costa, 1996; Camargo Junior et al., 2007).

O uso de marcadores moleculares tem possibilitado avaliar diretamente o



nivel de variabilidade genotipica do patégeno, permitindo realizar comparagdes
entre o fenotipo da patogenicidade e o genotipo. A partir destas analises tem se
observado a existéncia de um maior nivel de variabilidade genética do que
patogénica entre diferentes isolados e estudos em varias regioes evidenciam que
os isolados de uma mesma regido sdo mais relacionados geneticamente quando
comparados com isolados de outras regides (Balardin et al., 1997; Sicard et al.,
1997; Gonzalez et al., 1998; Capelle & Neema, 2005; Damasceno et al., 2007),
caracterizando teoricamente populagdes de reproducdo sexual (Bruce et al.,
2002; Rodriguez-Guerra et al., 2003).

A grande variabilidade genética e patogénica, do fungo G. cingulata f.
sp. phaseoli ¢ evidente, contudo, 0s processos responsaveis por esta ampla
variabilidade ainda ndo sio totalmente compreendidos. E provavel que ndo
somente um mecanismo esteja envolvido neste processo, mas varios processos
atuando separadamente ou simultaneamente. Dentre estes processos destacam-se
a recombinacgdo sexual (Rodriguez-Guerra et al., 2005; Camargo-Junior et al.,
2007), o ciclo parassexual (Roca et al., 2003; Hoenigsberg et al., 2008), o
polimorfismo cromossomico (Arce-Montoya et al., 1998; Ishikawa et al., 2003),
a mutagdo (Tu, 1992) e a possivel ocorréncia de transposons (Kistler & Miao,
1992).

A eventual ocorréncia da reprodu¢do sexual pode explicar grande parte
da ampla variabilidade presente neste patégeno. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi verificar o potencial da reproducdo sexual na diversidade genética
em populagdes de G. cingulata f. sp. phaseoli oriundas dos estados de Minas

Gerais e Parana.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Antracnose, agente causal e sintomatologia

A antracnose ¢ uma das principais doencas fungicas do feijoeiro, sendo
que o agente causal desta doenca ¢é conhecido por Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc & Magn.) Briosi & Cav. (fase assexuada do fungo G.
cingulata f. sp. phaseoli). Esta doenga pode ser altamente devastadora,
proporcionando perdas de até 100% na producdo quando os fatores cultivar
suscetivel, patotipo virulento, ambiente favoravel ao patdgeno e sementes
infectadas estiverem simultaneamente presentes durante o periodo de cultivo
(Rava et al., 1994; Gonzalez et al., 1998; Talamini et al., 2006; Damasceno et
al., 2007). Esta doenca também deprecia a qualidade do produto por provocar
manchas no grao, tornando-o indesejavel para o consumo (Chaves, 1980).

A antracnose tem distribuicdo ampla, ocorrendo em diversos paises do
mundo, onde provoca prejuizos de ordem econdmica, tais como o México
(Crispin-Medina & Campos-AVila, 1976), Costa Rica, Guatemala, Colémbia,
Venezuela (Echandi, 1976), Canada (Tu, 1992) e Nicaragua (Rava et al., 1993).
No Brasi, a doenga ocorre na maioria dos estados produtores, sobretudo em
Minas Gerais (Peloso, 1992), Parand (Menezes et al., 1982), Rio Grande do Sul
(Balardin et al., 1997) e Goias (Damasceno et al., 2007).

O patdgeno sobrevive de uma estagdo a outra, ou de um cultivo a outro,
como micélio dormente no interior do tegumento da semente nas células dos
cotilédones ou em restos culturais, na forma de esporos. Bailey et al. (1992),
comentam que a disseminagdo dos esporos da fase assexuada do fungo G.
cingulata f. sp. phaseoli, produzidos em acérvulos jovens ocorre por respingos
de agua. Porém, o vento pode disseminar massas de esporos de acérvulos mais

velhos e os ascésporos dos peritécios, contudo, esta disseminagdo ocorre a



distancias relativamente curtas, ou seja, de uma planta para outra. Ja em regides
onde o intercambio de sementes contaminadas ¢ grande, o fluxo génico pode ser
considerado alto (Damasceno et al., 2007).

O fungo desenvolve-se principalmente em regides tropicais e sub-
tropicais onde as temperaturas variam entre 13°C e 27°C e alta umidade relativa
(Kimati, 1980) e os sintomas da antracnose aparecem em todos os 6rgaos aéreos
da planta, ¢ raramente nas raizes. O hipocdtilo das plantulas ¢é infectado
geralmente por esporos, provenientes dos cotilédones, trazidos pela lavagem das
chuvas. As lesdes formadas no hipocétilo iniciam-se por pequenas manchas
escuras que gradualmente se estendem por quase toda a planta, atingindo
tamanhos consideraveis. Posteriormente, estas lesdes tornam-se deprimidas e de
coloracdo marrom escura. Em fun¢@o disso o caule pode enfraquecer-se a ponto
de ndo suportar o peso da planta. No peciolo e no caule as manchas sdo
geralmente ovaladas, deprimidas e de coloracdo escura, podendo causar queda
das folhas e tombamento da plantula (Vieira, 1983; Sartorato, 1988). Nas folhas,
as lesdes ocorrem inicialmente na face abaxial, ao longo das nervuras, com
pequenas manchas de cor pardo avermelhada, tornando-se com o tempo de cor
café escura a negra. Essas lesdes podem também ocorrer no mesofilo, formando
manchas de diferentes tamanhos e conformagdes. A maioria das nervuras pode
ser atingida quando o ataque é muito severo, formando-se manchas necrosadas
nos tecidos adjacentes (Vieira, 1983; Sartorato, 1988). Contudo, plantulas de
feijoeiro quando inoculadas com G. cingulata f. sp. phaseoli apresentam
sintomas mais brandos e diferentes dos apresentados quando inoculadas com C.

lindemuthianum (Camargo Junior et al., 2007; Ishikawa et al., 2008).



2.2 A fase sexual de C. lindemuthianum

Desde a primeira descrigdo do fungo C. lindemuthianum (Sacc. And
Magn.) Briosi & Cavara, em 1889, e o reconhecimento deste como um dos
principais patégenos do género Phaseolus, varias pesquisas vem sendo
realizadas quanto a patologia e biologia deste organismo (Camargo Junior et al.,
2007). A partir da identificacdo inicial de patdtipos em cultivares de feijdo do
género Phaseolus por Barrus (1911, 1915 e 1918), o estudo da interagdo
Patégeno-Hospedeiro nos niveis ultraestruturais e bioquimicos (Bailey &
Deverall, 1985; Landes & Hoffmann, 1979; Bailey, 1982), e trabalhos mais
recentes com (forma especiales phaseoli) microscopia (Roca et al., 2003; Souza
et al., 2007; Ishikawa et al., 2008.), levantamento de patotipos (Sartorato, 2002;
Damasceno et al., 2007) e genética (Talamini et al., 2006; Camargo Junior et al.,
2007), observa-se um aumento significativo na quantidade de informagdes que
diz respeito a este patossistema. Entretanto, sdo escassos os relatos que fornecem
evidéncias da ocorréncia da fase sexual de C. lindemuthianum (Shear & Wood,
1913; Kimati & Galli, 1970; Batista & Chaves, 1982; Rodriguez-Guerra et al.,
2005; Camargo Junior et al., 2007). E importante ressaltar que estas escassas
observacdes foram todas feitas “in vitro” sendo que o estidgio sexual nunca foi
registrado “in vivo”. Todavia, Camargo Junior et al. (2007), isolaram o patdégeno
do campo e o estagio sexual se manifestou sem qualquer indugdo artificial, seja
nutritiva ou ambiental, indugdo esta utilizada nos demais trabalhos citados.
Holliday (1980) e Baxter et al. (1985), comentam também a ocorréncia da fase
sexuada de C. lindemuthianum, mas o material citado por estes s3o os mesmos
de Shear & Wood (1913).

Shear & Wood (1913), foram os primeiros a relatar a producdo de
peritécios por C. lindemuthianum, porém poucos foram os detalhes citados
quanto ao numero de culturas e as condi¢des nas quais as mesmas foram

mantidas. H4 comentarios que aqueles diversos isolados foram obtidos a partir



de lesdes de vagens de feijao e que somente estas culturas apresentaram
peritécios. Nenhum comentario foi realizado sobre a possivel origem dos
peritécios da fase sexual e muito menos dos ascosporos filhos. Apds este
trabalho a fase sexual do fungo C. lindemuthianum foi denominada de
Glomerella lindemuthianum Shear.

Surpreendentemente, ndo houve mais relatos na literatura da fase sexual
de C. lindemuthianum por 57 anos até que pesquisadores brasileiros (Kimati &
Galli, 1970) publicaram um trabalho relatando a ocorréncia desta fase.
Trabalhando com dois isolados brasileiros, os quais, formavam peritécios férteis
e viaveis quando se pareavam, desta forma os autores tentaram determinar as
condi¢des ideais para que ocorresse a reproducdo sexual. Portanto, foi
desenvolvido um meio semi-sintético que induzia a formagdo de peritécios, o
qual foi chamado de meio Kimati (KM). Pode-se observar também que a luz
agia de maneira a inibir a reprodugdo sexual sendo que a producao de peritécios
férteis e viaveis ocorria somente em situagdes de escuriddo continua ou quando
o periodo de luz ndo excedia os trés primeiros dias de incubag@o. O pH ideal
para a formagao de peritécios foi de 4.0-6.0, sendo que a alta umidade era de
extrema importancia para a formagdo da parte superior do peritécio e
conseqlientemente para ejecdo dos ascosporos. Ainda neste trabalho foi
concluido que, a morfologia do estagio ascdégeno de C. lindemuthianum era
similar a ampla descrigdo feita para G. cingulata (Shear & Wood, 1913; Lucas,
1946), desta maneira foi proposto que este organismo fosse denominado de

Glomerella cingulata f. sp. phaseoli.



2.3 Sexualidade do género Glomerella

Os sistemas de reprodugdo em fungos podem ser divididos em dois tipos
principais: homotalico (isolados auto-férteis) e heterotalico (auto-estéreis).
Isolados heterotalicos possuem a habilidade de se acasalar somente se os
parentais possuem “mating types” diferentes (genes que regulam os tipos de
acasalamento). O acasalamento de algumas espécies heterotalicas sdo
controladas por um unico loco com dois alelos alternativos ou por multiplos
alelos. Em outras espécies o acasalamento ¢ controlado por dois locos “mating”
onde um loco pode ter dois alelos alternativos e o outro loco pode apresentar
multiplos alelos alternativos (Kronstad & Staben, 1997; Cisar & TeBeest, 1999).
Portanto, de maneira geral o acasalamento de quase todas as espécies de fungos
ascomicetos heterotalicos sdo controlados por um tnico loco “mating type” com
dois alelos alternativos de seqiiéncias de DNA nao relacionadas, descritas como
idiomorfos (Glass & Kuldau, 1992).

As pesquisas com relagdo a sexualidade dos membros do género
Glomerella se iniciaram em 1912 por Edgerton, o qual foi o primeiro a registrar
a diferenciagdo sexual em ascomicetos. Nestas primeiras pesquisas de
Glomerella, Edgerton (1914) descreveu dois tipos de linhagens homotélicas
denominadas “plus” e “minus”, termos adaptados a partir de um trabalho
realizado por Blakeslee (1904) em pesquisas com Mucorineae onde foram
estabelecidos os termos homotalismo e heterotalismo. Nestes trabalhos, as
linhagens “plus” formavam massas aglomeradas de peritécios férteis na cultura e
linhagens “minus” produziam peritécios espalhados e menos férteis.

Segundo Courtice & Ingram (1987), em muitos fungos os gametas e as
estruturas que os produzem sao diferenciados em dois tipos, “macho” e “fémea”.
Em algumas espécies, entretanto, genotipos individuais produzem estruturas
sexuais de ambos os tipos. Desta maneira se estes gendtipos “hermafroditas” sdo

capazes de se auto-fecundar, as mesmas sdo chamadas de homotalicas. Em



outras palavras homotalismo ¢ uma condi¢cdo na qual o processo sexual ¢
completado na auséncia de diferencia¢do genética, ou seja, genotipos individuais
sdo capazes de completar o ciclo sexual isoladamente de outros individuos. Em
uma situag¢do contraria o heterotalismo, pode ser definido como uma condic¢do
que requer a unido de dois nucleos geneticamente diferentes para completar o
processo sexual, ou seja, um unico gendtipo nao pode produzir o estidgio sexual,
a ndo ser que o mesmo interaja com outros individuos da mesma espécie, mas de
diferentes “mating types” (sistema de acasalamento).

Cada tipo de cultura utilizada por Edgerton (1914), possuia baixo grau
de autofertilidade, contudo a fertilidade era altamente herdavel quando os dois
tipos eram misturados. Desta forma os autores fizeram as primeiras inferéncias
quanto aos diferentes tipos de cruzamento (“Mating types”). Estes tipos de
cruzamento foram posteriormente descritos em Neurospora e em varios outros
fungos ascomicetos (Burnett, 1976; Fincham et al., 1979). Edgerton (1914),
acreditava que este sistema de acasalamento em Glomerella era intermediario
entre as condi¢des de homotalismo e heterotalismo registrados por Blakeslee em
Mucorineae (Oliver, 1951).

Com base nos trabalhos de Edgerton (1912, 1914), alguns estudos foram
realizados em isolados de G. cingulata de varios hospedeiros exceto do feijoeiro
(Andes, 1950; Lucas et al., 1944; Edgerton et al., 1945; Chilton et al., 1945).
Embora houvessem evidéncias da existéncia de isolados “plus” e “minus”,
alguns isolados eram altamente autoférteis enquanto outros exibiam variagdo de
auto-esterilidade. Alguns isolados auto-estéreis produziam protoperitécios
enquanto outros ndo possuiam esta caracteristica. Quando determinados pares de
linhagens “plus” e “minus” foram crescidas juntamente em meio de cultura uma
grande quantidade de peritécios foi formada na linha de contato, indicando que
linhagens tinham se acasalado. Esta observacdo levou a uma série de

experimentos descrevendo o desenvolvimento sexual e o controle genético dos



tipos de acasalamento em G. cingulata (Lucas et al., 1944; Edgerton et al., 1945;
Chilton et al., 1945; Lucas, 1946; Wheeler et al., 1948; Chilton & Wheeler,
1949; Wheeler, 1950; McGahen & Wheeler, 1951; Wheeler & McGahen, 1952;
Wheeler, 1954, 1956).

Wheeler et al. (1948), cruzaram quatro diferentes linhagens de G.
cingulata denominadas de “plus” A, “plus” B, “minus” B e “conidial” A. Os
cruzamentos entre as linhagens “plus” e “minus” produziram peritécios férteis
em abundancia em meio de cultura. A linhagem “conidial” A produziu uma
grande quantidade de conidios, porém, ndo foi visualizado nenhum peritécio
fértil. Os peritécios oriundos dos cruzamentos entre “plus” A e “conidial” A e
dentro das linhagens “plus” e “minus” foram estudados em varios estiagios de
desenvolvimento. Contudo, ndo foi identificada nenhuma diferenga entre estes
peritécios.

Quando Wheeler (1954), conduziu estudos detalhados do processo
sexual de Glomerella cingulata ele observou muitos isolados auto-estéreis e
quando realizou pareamentos dois a dois foi observado a formagao de peritécios
férteis. Inicialmente, o autor pensou que estes isolados eram heterotalicos agindo
de forma similar a algumas espécies de Neurospora (Lindegren, 1934; Beadle &
Tatum, 1945). Com a finalidade de investigar com mais detalhes este fenomeno
Wheeler (1954), realizou varios experimentos envolvendo o uso de isolados
mutantes com varios “bloqueios” genéticos em varios passos do estagio sexual.
Quando os isolados mutantes foram dispostos em combina¢des dois a dois,
pode-se observar uma complementaridade dos mesmos, evento este que
restaurou o processo sexual (Wheeler, 1956).

A partir de estudos tedricos e praticos da sexualidade em Glomerella,
Wheeler (1956), propds uma teoria sobre os passos que envolvem o processo
sexual. Esta rota foi dividida em quatro passos: formacgdo do peritécio, a

plasmogamia, cariogamia ¢ meiose. Este mesmo autor propds que, entre estes



varios estagios alelos mutantes poderiam estar atuando como “bloqueios”
genéticos parciais ou completos, desta maneira interrompendo o processo
sexual, fato observado em Neurospora onde alelos mutantes “bloqueiam” a
sintese de fatores de crescimento (Beadle & Tatum, 1945; Fincham et al., 1979).
Foi feita, a partir deste momento, uma analogia entre fungos homotalicos e
organismos que sdo nutricionalmente independentes com relagdo ao crescimento
e desenvolvimento. Alguma mudan¢a quanto ao requerimento de crescimento de
organismos que sdo independentes nutricionalmente sugerem que estes devam
estar na dire¢do da dependéncia nutricional. Da mesma forma pode-se supor que
o mesmo se aplica se alguma mudanga ocorrer no vigor sexual de um fungo
homotalico, o que o levara possivelmente a auto-esterilidade (Wheeler, 1956).
Em Neurospora as diferentes formas de dependéncia nutricional pode ter
surgido como conseqiiéncia da mutacdo em genes que controlam um ou mais
passos essenciais aos fatores de crescimento (Fincham et al., 1979).
Similarmente as formas heterotalicas de Glomerella, podem surgir a partir de
mudancas génicas em algum passo importante do complexo processo sexual. Se
a mudanca génica resultar em um completo “bloqueio” o processo sexual ndo
seria completado a ndo ser que o “bloqueio” fosse reparado por complementagao
por meio do pareamento com outro isolado. Baseado nestes estudos Wheeler
(1956), propds que formas heterotalicas de G. cingulata foram derivadas de
linhagens homotalicas e que o heterotalismo nesta espécie foi causado por
mutagdes em genes envolvidos na reproducdo sexual. Blocos génicos para
“mating” poderiam ser “quebrados” pelo cruzamento de linhagens heterotalicas
com mutagdes em diferentes locos, ou seja, por complementagao.

Na década de 70 e 80, pesquisadores brasileiros examinaram a produgao
de peritécios de varios isolados de feijoeiro, estudando o crescimento e
desenvolvimento isoladamente e em combina¢bes dois a dois. Pode-se verificar

que os peritécios férteis eram produzidos somente em placas com dois isolados
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se confrontando, todavia a maioria destes cruzamentos resultava em poucos
peritécios. Ja os outros cruzamentos apresentavam somente ascos, outros so
protoperitécios € em alguns casos ndo ocorria formagdo de nenhuma estrutura
relacionada a fase sexuada. Utilizando estes mesmos isolados Batista & Chaves
(1982), continuaram estes estudos com maiores detalhes. Estes autores
constataram que das 105 combinagdes de parcamento entre isolados conidiais
apenas 32 produziram peritécios e nenhum isolado produziu peritécio quando
em crescimento isoladamente (Kimati & Galli, 1970; Batista & Chaves 1982). A
partir destes estudos ambos Kimati & Galli (1970) e Batista & Chaves (1982)
concluiram que Glomerella cingulata f. sp. phaseoli é heterotalico. Todavia, o
padrdo das combinagdes férteis nestes resultados ndo sdo consistentes ao sistema
de reproducdo monogénico com dois alelos o que € caracteristico de ascomicetos
heterotalicos (Burnett, 1976).

Bryson (1990), comenta que estas fortes evidéncias apresentadas nestes
estudos mais antigos sugerem que a sexualidade em G. cingulata pode ndo ser
necessariamente correspondente a um sistema de acasalamento simples com a
ocorréncia de isolados homotélicos e heterotalicos. Este aparente heterotalismo
pode ser o resultado de uma estimulagdo mutua de um ou ambos isolados
resultando em um “desbloqueio” genético parcial ou completo do processo
sexual.

Com o objetivo de obter o aumento de producdo isolados com peritécios
em G.cingulata Bryson (1990), avaliou centenas de isolados e verificou que
estas culturas quando se desenvolveram isoladamente em meio de cultura,
nenhum peritécio foi observado, o que sugere a auséncia de homotalismo nesta
espécie.

Portanto, como foi comentado, o heterotalismo ndo é comum em
ascomicetos filamentosos (Neurospora crassa, Podospora anserina,

Pyrenopeziza brassicae, Cochliobolus heterostrophus), e este comportamento ¢é
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caracterizado por possuir 2 “mating types” os quais se comportam como 2 alelos
de um tunico loco (Fincham et al., 1979; Courtice & Ingram, 1987). Todavia
resultados obtidos por Bryson et al. (1992), mostram que o controle da fase
sexuada em G. cingulata ¢ bem mais complexo que o sugerido para outros
ascomicetos filamentosos. Quando tentou-se caracterizar isolados individuais
quanto ao tipo de “mating type” anomalias surgiram. Contudo, pdde-se
identificar algumas progénies de alguns cruzamentos e alguns isolados com
apenas dois “mating types” sendo representados como Mat 1 e Mat 2, e outros
isolados apresentaram comportamento com trés “mating types” sendo que o
mesmo foi observado nos trabalhos realizados por Batista & Chaves (1982).
Outro fato observado foi que uma propor¢ao de isolados testados apresentou
uma mistura de reagdes quando cruzados com isolados Mat 1 e Mat 2 (isolados
Matl/2) (Bryson, 1990).

Os padroes de amostras de interagdes férteis podem ser explicadas por
meio de um sistema multiplo de “mating types”, em que alguns isolados Mat 1/2
quando combinados com outros isolados diferentes observa-se a formagdo de
peritécios. Todavia, multiplos “mating types” sdo comuns em basidiomicetos,
mas em ascomicetos ndo ¢ muito comum (Burnett, 1976). Uma hipdtese que
explicaria este evento seria a ocorréncia ou a participagdo de regioes regulatorias
da expressdo gé€nica para este carater (em inglés “mating type switching”), um
fenémeno que € sugerido para alguns ascomicetos como, Chromocrea spinulosa,
Scleratinia trifoliorum e Glomerella cingulata (Perkins, 1987; Mathieson, 1952;
Uhm & Fujii, 1983; Wheeler, 1950). Esta hipdtese sugere que este organismo
possui 2 “mating types”. Um “mating type” seria estavel e sempre produziria
micélios auto-estéreis, e o outro “mating type” pode ser regulado geneticamente
pelo primeiro “mating” produzindo assim um micélio misto. O principal
problema com esta hipdtese é que isolados diversos utilizados por Bryson

(1990), os quais, foram cruzados com os isolados Mat 1 e Mat 2 (testadores)
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deveriam produzir micélios mistos autoférteis. No entanto nenhum isolado
autofeértil foi identificado.

Mendes-Costa (1996), utilizando trés linhagens de G. cingulata f. sp.
phaseoli realizou o cruzamento entre os oito ascOsporos obtidos de ascos
individuais de cada linhagem em todas as combinagdes possiveis colocando-os
em placa de Petri e verificou que ndo houve a formagao de peritécios na linha de
contato das colonias. Ao contrario, cada cultura desenvolveu seus proprios
peritécios. Isolados de conidios e ascdsporos individuais produziram peritécios
autoférteis. Em um trabalho posterior (ndo publicado) visando explicar a
compatibilidade sexual no mesmo organismo, realizou inimeros cruzamentos
entre linhagens distintas quanto as caracteristicas morfologicas e reprodutivas.
Pdde-se observar que a proporgdo 4:4 (dos ascdsporos) ocorreu naqueles ascos
em que nucleos de linhagens diferentes entraram em contato e se fundiram e que
a propor¢ao 0:8 ocorreu naqueles ascos em que dois nticleos da mesma linhagem
se fundiram. Pode-se inferir entdo que o fungo em questdo se comporta tanto
como homotalico como heterotalico, dependendo das combinagdes realizadas.

Cisar & TeBeest (1999), estudando cinco isolados auto-estéreis de G.
cingulata provenientes de arvores de noz-peca, realizaram cruzamentos em todas
as combinagdes. Os resultados destes cruzamentos mostraram que quatro dos
cinco isolados podiam ser agrupados dentro de dois grupos “mating type”,
porém o quinto isolado foi compativel com todos os outros isolados. Progénies
monoascosporicas foram isoladas a partir dos cruzamentos viaveis e também foi
realizado testes pata auto-fertilidade e retrocruzamentos com ambos parentais.
Os resultados destes experimentos foram consistentes com um sistema de
reproducdo composto por um Unico loco “mating type” com varios alelos
alternativos.

Visando identificar isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli capazes de

desenvolver o estagio sexual, Rodriguez-Guerra et al. (2005), avaliaram o
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possivel cruzamento entre 19 isolados oriundos do México. Trés tipos de
respostas foram observadas neste trabalho, ou seja, uma resposta “negativa”,
onde ocorreu somente crescimento micelial com ou sem acérvulos, uma resposta
“potencial”, onde foram observados estruturas esféricas parecidas com peritécios
e também uma resposta “positiva”, onde pdde-se observar peritécios com ascos e
ascosporos. Todos os isolados foram auto-estéreis e somente uma combinacio
produziu peritécios férteis. Estes autores concluiram que o fungo apresentou um
comportamento heterotalico.

Camargo Junior et al. (2007), na tentativa de identificar recombinantes
em G. cingulata f. sp. phaseoli por meio de marcadores RAPD, efetuaram o
cruzamento entre diferentes isolados onde foi observado que poucas
combinagdes eram férteis quando confrontadas duas a duas. Entdo, através da
combinagdo que produziu maior nimero de peritécios com ascos € ascOSporos
vidveis se procedeu ao isolamento de ascosporos dentro de ascos. As andlises
destes cruzamentos e destes ascosporos permitiram os autores concluirem que o
patégeno em questdo formou recombinantes entre duas linhagens contrastantes
quanto a morfologia e que o comportamento sexual de diferentes isolados ¢
variavel, pois pdde-se observar isolados homotalicos e heterotalicos.

Por meio de alguns estudos tem-se observado que o sistema de
reprodu¢do em G. graminicola é distinto ao sistema de outros ascomicetos
heterotalicos, pois, hd evidéncias experimentais que para esta espécie estdo
envolvidos multiplos “mating types” determinados por mais de um loco génico
(Vaillancourt & Hanau, 1999).

A literatura referente ao género Colletotrichum indica que a maioria das
linhagens ndo formam peritécios na natureza ou em laboratério. Como resultado,
a fase sexual ndo tem sido reconhecida em muitas espécies, as quais sdo
consideradas assexuais. Enquanto este fato pode ocorrer em algumas

circunstancias, parece provavel que a assexualidade tem sido exagerada devido a
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pequena amostra de isolados avaliados, o uso de culturas 'velhas', o fracasso em
testar as combinagdes de linhagens e as condigdes inadequadas da cultura
(Bryson, 1990). A énfase a estes fatores em C. lindemuthianum revelaram que
uma significativa propor¢ao de linhagens podem apresentar reproducdo sexual
(Kimati & Galli, 1970; Batista & Chaves, 1982; Bryson, et al., 1992; Mendes-
Costa, 1996; Rodriguez-Guerra et al., 2005; Camargo Junior et al., 2007) e
pesquisas similares deveriam ser realizadas em outros grupos. Uma vez que uma
combinagdo de linhagens que produz alguma progénie de ascosporos tém sido
encontrada, a selecdo para aumentar a fertilidade deveria ser realizada por meio
do intercruzamento de progénies em diversas geragdes sucessivas, como tem

sido feito para Magnaporthe grisea (Valent et al., 1991; Bryson et al., 1992).

2.4 Variabilidade patogénica na fase assexuada do fungo G. cingulata f. sp.
phaseoli

Barrus em 1911, foi o primeiro a verificar a existéncia da ampla
variabilidade patogénica na fase assexuada do fungo G. cingulata f. sp. phaseoli,
na qual observou que cultivares de feijoeiro quando inoculadas com diversos
isolados, apresentavam sintomas diferenciados, indicando a existéncia de dois
patotipos diferentes do patogeno, os quais foram denominados de Alfa e Beta.
Em 1923, Burkholder identificou outro patotipo chamando-o de Gama (Sartorato
& Rava, 1994). Um quarto patotipo foi descoberto por Andes & Wade em 1942
o qual foi denominado de Delta (Walker et al., 1969). Yerkes & Ortiz (1956),
também registraram mais trés novos patotipos encontrados no México,
denominando-os de México I, México II e México III.

No Brasil o primeiro estudo de identificacdo de patotipos na fase
assexuada do fungo G. cingulata f. sp. phaseoli, foi realizado por Kimati (1966).
Utilizando isolados provenientes do estado de Sdo Paulo e o autor identificou

dois isolados pertencentes aos grupos Alfa Mexicano II e Delta.
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Apos estes estudos iniciais varios outros patdtipos foram identificados
em varias regides brasileiras e em varios outros paises (Augustin & Costa, 1971;
Oliveira, 1973; Oliare et al., 1973; Paradela Filho & Pompeu, 1975; Fouilloux,
1976; Kruger et al., 1977; Hubbeling, 1977; Pio Ribeiro & Chaves, 1975;
Menezes et al., 1982; Dudienas & Pompeu, 1985; Menezes & Dianese, 1988;
Rava et al., 1993; Bolofios, 1984; Rava et al., 1994).

Os resultados destes diversos trabalhos realizados demonstraram que o
patégeno possuia e possui uma ampla variabilidade patogénica. Todavia, muitos
patotipos eram classificados com diferentes nomenclaturas e repetidas vezes,
dependendo do grupo de pesquisadores e da regido onde eram realizados os
isolamentos, por isto se tornou indispensavel a criagdo de uma metodologia que
padronizasse a identificagdo e denominacdo dos diferentes patdtipos existentes
no mundo. Portanto, a partir de 1970, trabalhos foram realizados com o intuito
de padronizar o uso de certas cultivares diferenciadoras, com o objetivo de
comparar resultados de diferentes regioes, facilitar o intercimbio de fontes de
resisténcia e verificar a real dindmica populacional do patogeno. Assim, foi
proposto, um grupo de cultivares diferenciadoras em uma ordem
preestabelecida, utilizando um método binario que é obtida por expansdo
binomial, de tal maneira que o nome do patotipo ¢ um niumero (Habgood, 1970).

Para a fase assexuada do fungo G. cingulata f. sp. phaseoli, foram
recomendadas doze cultivares diferenciadoras (Tabela 3), pelo Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), em 1990. Este sistema,
combinado com as duas classes de resposta “a infeccdo, permite classificar um
total de 2" = 2'% = 4096 patotipos, em que o “n” é o numero de linhagens
diferenciadoras. Assim, em comum acordo todos os pesquisadores do mundo,
passaram a utilizar esta metodologia, estabelecendo entdo uma unica
nomenclatura. Varios outros trabalhos foram realizados com o uso destas

cultivares fornecendo dados mais proximos da real dindmica patogé€nica
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apresentada por este patogeno (Pastor-Corrales et al., 1992; Balardin, 1997;
Sicard et al., 1997; Carbonell et al., 1999; Sartorato, 2002; Talamini et al., 2006
Damasceno et al., 2007).

Contudo, trabalhos recentes mostram que a identificagdo de patotipos
por meio das atuais cultivares diferenciaras ndo ¢ totalmente eficiente, pois,
todos estes materiais ja tiveram sua resisténcia “quebrada” (Mahuku & Riascos,
2004; Damasceno et al., 2007). Outro fato interessante foi observado por Davide
et al., (2008), onde foi estudada a variagdo dentro do patdtipo 65 por meio da
avaliacdo da agressividade entre os diferentes isolados. A partir dos resultados
deste trabalho a autora constatou a existéncia de diferentes niveis de
agressividade dos isolados do patdtipo 65, evidenciando mais uma vez que o
conjunto de cultivares diferenciadoras ¢ ineficiente e que novas cultivares devam

ser acrescentadas as ja utilizadas.

2.5 Processos responsaveis pela evolucio genética em fungos fitopatogénicos

Para que possamos obter um completo conhecimento dos processos que
conduzem a quebra da resisténcia genética em plantas pelos seus patogenos se
torna necessario antes compreender os mecanismos que governam a evolugdo
patogénica. A literatura cita cinco forgas evolutivas (mutacdo, deriva genética,
fluxo génico, sistemas de reproducdo e selecdo) que atuam individualmente e
conjuntamente, afetando assim a estrutura genética populacional dos patégenos
(Mcdonald & Linde, 2002).

A mutagdo provoca alteragdes diretas nas seqiiéncias de DNA de um
gene individual e desta forma cria novos alelos na populacdo. A mutagdo tem
sido considerada um mecanismo que cria novos patotipos virulentos os quais sao
capazes de quebrar a resisténcia de genes de grande efeito. Este mecanismo pode
também aumentar a viruléncia e a agressividade de alguns patoétipos

modificando a interagdo patogeno - hospedeiro (Azevedo, 1998).
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Outra caracteristica importante seria o tamanho da populagdo, pois a
mesma esta relacionada com a probabilidade da ocorréncia de mutantes e pode
influenciar a diversidade de genes em uma populagdo por um processo chamado
de deriva genética. Grandes populacdes possuem maior nimero de mutantes do
que populacdes pequenas, pois as taxas de mutagdo sdo relativamente
constantes. Assim, espera-se que populacdes maiores possuam maior
diversidade génica do que populagdes pequenas. A deriva genética ocorre, por
exemplo, quando um evento catastréfico reduz aleatoriamente o tamanho de
uma grande populagdo (“bottleneck™), ou quando, uma pequena e aleatoria parte
da populacdo original passa a colonizar uma nova populagdo de hospedeiros
(“founder event” ou evento fundador). A freqiiéncia dos alelos mutantes nesta
nova populacdo pode diferir significativamente da freqiiéncia dos alelos
mutantes da populacdo original. Os eventos fundadores ocorrem freqiientemente
em fitopatdogenos quando uma doenca ¢ introduzida em uma nova area por
acidente ou por erros cometidos no processo de quarentena. Desta forma, fica
evidente a importancia de estudos de diversidade genética em populagdes de
fungos fitopatogénicos, pois quanto menor for o tamanho desta populagdo menor
sdo os riscos de que seja quebrada a resisténcia do hospedeiro (Mcdonald &
Linde, 2002).

O fluxo génico é um processo no qual alelos individuais ou até mesmo
genotipos sdo compartilhados entre populagdes separadas geograficamente. Com
relagdo a organismo assexuais, onde nao ha uma recombinagdo alélica com a
populacdo receptora, genotipos inteiros sdo trocados entre populagdes e este
processo € chamado de fluxo genotipico. McDonald & Linde (2002), comentam
que patogenos que exibem um alto grau de fluxo génico ou genotipico
apresentam maior diversidade genética do que aqueles com baixo niveis de fluxo
génico, pois este alto fluxo génico ou genotipico desempenha um importante

efeito no tamanho populacional do patdégeno. Patogenos com propagulos que se
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dispersam a curtas distancias ndo apresentam interagdo com populagdes vizinhas
(“genetic neighborhoods”) ou até mesmo com sec¢des dentro da mesma
populacao. Contudo, a acdo do homem pode alterar este processo, pois ha relatos
da dispersao de propagulos por longas distancias (Stevens, 1933; Bourke, 1964;
Goodwin et al., 1994; Koenig et al., 1997).

Os sistemas de reproducgdo (“reproduction system®) e de acasalamento
(“mating type”) podem afetar a distribui¢do da diversidade génica entre e dentro
de populagdes e conseqiientemente criar varios niveis de diversidade genotipica.
A reproducao pode ser sexual ou assexual e em alguns casos, como em varios
fungos fitopatogénicos a reproducdo pode ser mista, ou seja, a ocorréncia de
uma mistura da fase sexuada e assexuada. Alguns fungos fitopatogénicos
parecem se reproduzir somente de forma assexual em agroecossistemas. Estes
patogenos existem como uma serie de discretos clones ou linhagens clonais onde
ha pouca evidencia de recombinacdo entre os mesmos. As populagdes destes
patdégenos geralmente exibem um baixo nivel de diversidade genotipica ¢ a
variagdo dentro de linhagens clonais ocorre principalmente por meio da
mutagdo. Vale ressaltar que em patdgenos que apresentam somente a fase
assexuada, medidas da diversidade genotipica sdo mais significativas do que
medidas da diversidade alélica, pois a maioria da diversidade genética esta
distribuida entre as linhagens clonais (Azevedo, 1998; Mcdonald & Linde,
2002).

Como ja foi comentado uma grande vantagem do sexo em fungos
fitopatogénicos ¢ que novas combinacdes de alelos podem ser geradas por
recombinagdo a cada geracdo, conduzindo a um alto nivel de diversidade
genética que podera ser importante para a sobrevivéncia da populagdo as
mudangas ambientais. E interessante pensar neste caso que se uma mutagio para
viruléncia ocorrer durante um ciclo do hospedeiro esta alteragdo sera

recombinada com diferentes gendtipos nos proximos ciclos. Uma excecdo para
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este caso seria para patdgenos que passam por um extremo processo de
homotalismo, pois neste caso a estrutura genética da populagdo estara repleta de
series de linhagens clonais o que se assemelharia mais a uma populagdo de
organismos assexuados (Torres-Montalvo, 1998).

Os patogenos com sistema de reproducdo mista possuem vantagens
significativas com relagdo a patdogenos que sdo restritamente sexuais ou
assexuais, pois durante o ciclo sexual algumas novas combinacdes de alelos
podem ser “testadas” em diferentes condi¢des ambientais incluindo a presenca
de novos genes de resisténcia a fungicidas.

Durante a fase de reproducdo assexual combinagdes alélicas que sdo
mais vantajosas sao mantidas juntas por meio da reproducao clonal, assim estes
patogenos podem exibir altos niveis de variabilidade génica e genotipica.
Contudo, a distribuicdo espacial e temporal de linhagens clonais entre e dentro
de populacdes dependerdo principalmente do potencial de dispersdo dos
propagulos assexuais. Se o propagulo assexual é capaz de se dispersar a longas
distancias entdo a linhagem clonal mais adaptada podera ser distribuida em uma
area mais ampla e conseqiientemente uma epidemia serd inevitavel. Todavia se o
propagulo assexual possuir um potencial de dispersdo limitado os clones mais
agressivos ndo se espalhardo e a epidemia sera limitada apenas em alguns locais
(“hot-spot™), ou seja, ocorrera apenas a alguns metros de diametro da fonte de
indculo.

E oportuno comentar que a habilidade dos esporos sexuais persistirem
por longo tempo na natureza provocam um enorme impacto na estrutura
genética de populacdes de fitopatdogenos, pois, se esporos assexuais persistirem
por longos periodos no campo, clones que exibem alto nivel de adaptabilidade
podem caracterizar a populagdo como possuindo uma estrutura de reprodugo
assexual, mesmo que a reproducdo sexual aconteca a cada ano (Anderson &

Kohn, 1995).
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Uma das forcas evolutivas mais estudadas ¢ a selecdo e talvez seja a
mais facil de se controlar em agroecossistemas. A sele¢do ¢ a principal forga que
direciona mudancas na freqiiéncia dos alelos mutantes. A forte selecdo
direcional que ocorre quando genes de resisténcia se tornam amplamente
distribuidos em muitos ambientes provocam o aumento na freqiiéncia de
mutantes virulentos os quais perderam o seu elicitor (alelo de aviruléncia), ¢ que
posteriormente quebrardo a resisténcia genética do hospedeiro. Alguns exemplos
de quebra de resisténcia fornecem varias evidéncias que a sele¢do ¢ muito
eficiente na maioria dos ecossistemas na moderna agricultura, a qual é baseada
no monocultivo e na uniformidade genética. As taxas na mudanga na freqiiéncia
de alguns alelos sob selecdo € geralmente expressa em termos de pardmetros
conhecidos como coeficiente de selecdo que ¢ uma medida da adaptabilidade
relativa para um definido genétipo. Estas medidas sdo bem variadas dependendo
do patossistema considerado, sendo que em vérios estudos este indice variou de
0,025-0,622, sugerindo que a sele¢do pode rapidamente alterar a freqiiéncia dos

alelos de viruléncia sob forte selecdo direcional (Ennos & MaConnell, 1995).

2.6 O uso de marcadores moleculares no estudo da variabilidade genética
de fungos fitopatogénicos

Embora os fundamentos tedricos da analise genética de populacdes
tenham sido estabelecidos ja no inicio do século XX, muito pouco foi realizado
em termos de caracterizacdo genética de populagdes naturais de fungos
fitopatogénicos até cerca de 1970, quando ocorreu um extraordinério avango na
capacidade de se gerar informagdes de natureza genotipica. As novas técnicas
tornaram possivel a caracterizagdo genética de qualquer espécie de interesse, e
ndo apenas das poucas espécies modelo, que eram utilizadas nos primeiros
estudos genéticos. Através do desenvolvimento dos marcadores bioquimicos,

baseados no polimorfismo ao nivel de DNA, muitas questdes, que dificilmente
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poderiam ser respondidas no passado, se tornaram progressivamente rotineiras
nos trabalhos de pesquisa. Grande parte da atengdo foi inicialmente dirigida a
investigacdo da magnitude da variabilidade genética existente, a avaliagdo do
grau de estruturagdo desta variabilidade em populacdes de diversos organismos,
principalmente aquelas relativas ao fluxo génico aparentemente existente entre e
dentro destas populagdes. Estes estudos foram geralmente complementados por
investigagdes acerca da divergéncia genética existente entre as populacdes e
sobre os fatores determinantes desta divergéncia, sendo as medidas de
similaridades/distancias genéticas ja obtidas por dados genotipicos € ndo mais
por diferengas genotipicas inferidas a partir de informagdes fenotipicas (Arriel et
al., 2000).

O marcador genético corresponde a uma caracteristica do organismo que
pode ser facilmente detectada a olho nu ou com a ajuda de algum aparato
tecnoldgico e que co-segrega com genes de interesse. Para ser util como
marcador, a caracteristica deve evidenciar diferencas entre individuos e ser
reproduzida na progénie, esta caracteristica pode ser um fendtipo, uma marca no
cromossomo ou um fragmento de DNA. Em termos praticos, o marcador
genético ¢ uma ferramenta para acompanhar alguma caracteristica de interesse
que nao pode ser analisada facilmente, em uma populacdo (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Com o aprimoramento desta técnica o DNA passou a ser ponto focal no
desenvolvimento de novos marcadores. O grande impacto é, que nesse caso, um
numero quase que ilimitado de marcadores (polimorficos), distribuidos
aleatoriamente no genoma, independente da idade do organismo e do seu
ambiente, poderiam ser encontrados. Inicialmente surgiram aqueles que
dependiam de hibridizagdo, mas com o aparecimento do PCR (Polymerase
Chain Reaction) se tornou possivel o aparecimento de muitos outros, como por

exemplo, o RAPD (Random Aplified Polymorphic DNA) que marca regides
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aleatorias do genoma das espécies por meio da amplificacdo de inumeros
primers (Williams et al., 1990; Carneiro, 2002).

Diversos estudos t€m sido realizados com o objetivo de caracterizar e
estudar o grau de divergéncia genética entre e dentro de patdtipos pertencentes a
fase assexuada do fungo G. cingulata f. sp. phaseoli, por meio de marcadores
moleculares (Correl et al., 1993; Vilarinhos et al., 1995; Pastor-Corrales, 1996;
Alzate-Marin et al.,, 1997; Balardin et al.,, 1997; Balardin & Kelly, 1998;
Gonzalez et a., 1998; Thomazella et al., 2002; Rodriguez-Guerra et al., 2003;
Ansari et al., 2004; Mahuku & Riascos, 2004; Capelle & Neema, 2005;
Ishikawa et al., 2008; Talamini et al., 2006; Damasceno et al., 2007). Contudo,
sdo escassos os trabalhos realizados com a fase sexual deste organismo.

Por meio da técnica RAPD foram pesquisados vinte e quatro isolados de
Colletotrichum orbiculare, dois isolados de Glomerella cingulata var.
orbiculare e trés isolados de C. magna. Através dos resultados obtidos pode-se
verificar grupos de compatibilidade vegetativa e similaridade genética (Correl et
al., 1993).

Estudos de dissimilaridade genética em alguns patotipos da fase
assexuada do fungo G. cingulata f. sp. phaseoli, verificaram baixa
dissimilaridade genética entre os patotipos Alfa-Brasil (grupo Alfa), Delta e
Capa (grupo Delta) e Zeta (grupo Brasileiro I) e os classificaram em um tnico
grupo (grupo II). Todavia, o patotipo 585 formou um grupo separado (grupo I).
Os autores atribuiram a nio correspondéncia entre as marcas moleculares ¢ a
caracterizagdo realizada por meio das cultivares diferenciadoras, a diferenca no
numero de locos amostrados por meio das duas técnicas, ja que a técnica RAPD
permite a compara¢do simultinea de um grande nimero de locos ¢ a outra
técnica amostra poucos locos do genoma (Vilarinhos et al., 1995).

Analisando a diversidade genética de patotipos da fase assexuada do

fungo G. cingulata f. sp. phaseoli, Alzate-Marin et al. (1997), conseguiram
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agrupar 22 pat6tipos em trés grupos distintos. As ragas previamente agrupadas
por testes de viruléncia ndo apresentaram correlagdo com a classificagdo obtida
por marcadores RAPD. Este resultado era esperado, visto que a diversidade
genética medida por marcadores moleculares baseia-se na andlise aleatoria de
todo o genoma do fungo, podendo ndo haver correlagdo entre os locos utilizados
na classificagdo molecular com os locos de patogenicidade. Os autores
acreditam que o fungo tem sofrido um processo de evolugdo convergente, ou
seja, individuos geneticamente divergentes t€ém adquirido o mesmo fendtipo de
viruléncia.

Por meio da técnica de RAPD, Balardin et al. (1997), verificaram que os
patotipos 31, 73, 81 e 89 formaram um sé grupo e o patotipo 2047 permaneceu
em um grupo isolado. Por meio deste estudo ndo foi possivel observar padrdes
geograficos evidentes, além da ndo observagdo de correlacdo entre a
classificagdo obtida por meio de marcadores RAPD e o conjunto das doze
cultivares diferenciadoras. Observaram também variabilidade dentro dos
patdtipos 65 e 73. Balardin & Kelly (1998) também encontraram variabilidade
molecular dentro dos patétipos 7, 17, 31 e 73.

Estudos de divergéncia genética entre e dentro de varios patotipos (7,
31, 65, 69, 73, 81, 87, 89, 95 e 2047) da fase assexuada do fungo G. cingulata f.
sp. phaseoli, por meio de marcadores RAPD, revelaram baixa similaridade
genética entre os patdtipos 7 € 2047. Contudo, os patotipos 73 e 81 apresentaram
a menor distancia genética, cuja magnitude foi de 21,66%. Verificaram também
a formacao de quatro grupos: grupo I, incluindo os patétipos 73, 81, 87, 31, 69,
89 e 65; grupo II, o patdtipo 95; grupo III, o patdtipo 2047 ¢ o grupo IV, o
patodtipo 7. Foi observado também variabilidade molecular dentro dos patotipos
7,31 e 81 (Thomazella et al., 2002). Estes dados sugerem que a fase assexuada
do fungo G. cingulata f. sp. phaseoli poderia estar dividido em dois grupos de

acordo com sua viruléncia, sendo um especializado em hospedeiros do conjunto
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génico Mesoamericano e outro do conjunto génico Andino e corroboram com o0s
resultados apresentados por Pastor-Corrales et al. (1996).

Analises genéticas de isolados da fase assexuada do fungo G. cingulata
f. sp. phaseoli, utilizando marcadores moleculares demonstram existir uma
ampla variabilidade genética a qual ¢ maior do que a variabilidade patogénica e
isolados da mesma regido geografica sdo mais relacionados genotipicamente do
que isolados de regides diferentes (Balardin et al., 1997; Sicard et al., 1997;
Gonzalez et al., 1998; Rodriguez-Guerra et al., 2003).

Por meio de marcadores RAMS (random amplified microsatellites),
Mahuku & Riascos (2004), avaliaram 200 isolados da fase assexuada de
Glomerella cingulata f. sp. phaseoli, oriundos de regides Andinas e
Mesoamericanas. Os autores observaram que a diversidade genética exibida ndo
agrupou com o “pool” génico dos hospedeiros e as altas diversidades
apresentadas pelos isolados Mesoamericanos indicam que esta regido possa ser o
centro de origem do patdgeno.

A diversidade genética de isolados da fase assexual de Glomerella
cingulata f. sp. phaseoli, pertencentes a varios continentes, foram avaliados por
meio de marcadores AFLP (amplified fragment length polymorphism). Estas
analises mostraram que a maioria dos isolados da América do Sul e Central se
dividiram em dois grupos ¢ os isolados da Europa e Africa foram geneticamente
similares aos isolados da América Central. Os resultados deste trabalho
mostraram haver algumas associac¢des entre a diversidade genética dos isolados
e seus paises de origem.

Ishikawa et al. (2008), estudando a variabilidade dentro do patdtipo 65,
por meio de marcadores RAPD, observou a formagdo de 11 grupos diferentes e
as estimativas variaram de 0,54 a 0,82. Desta maneira a autora concluiu existir
ampla variabilidade também dentro de patdtipos da fase assexuada do fungo G.

cingulata f. sp. phaseoli.
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Talamini et al. (2006), estudando a divergéncia genética entre e dentro
de patdtipos da fase assexuada do fungo G. cingulata f. sp. phaseoli por meio de
marcadores RAPD, verificaram que os grupos obtidos pelas marcas de RAPD
relacionaram-se com a regido de origem, na maioria dos isolados avaliados; ndo
houve relagdo entre o agrupamento promovido pelo o RAPD com os patotipos
identificados por meio das cultivares diferenciadoras; os isolados da fase
sexuada, pertenceram ao grupo mais distante geneticamente, ¢ essa maior
divergéncia se deve possivelmente a reproducdo sexuada, onde a troca de
material genético ¢ mais intensa.

Com o objetivo de estudar a distribui¢do de isolados da fase assexuada
do fungo G. cingulata f. sp. phaseoli oriundos de diferentes regides do Brasil e
verificar se a maior variabilidade do patogeno ¢ devido a diferengas entre ou
dentro de patotipos, por meio das cultivares diferenciadoras e de marcadores
RAPD, Damasceno et al. (2007), selecionaram 88 isolados, obtidos em
diferentes regides produtoras de feijdo no Brasil, com excegdo do patdtipo 2047,
obtida da Costa Rica. Os resultados indicaram o aparecimento dos patotipos 337
e 593, até entdo ndo relatados na literatura. A similaridade genética entre os
isolados variou de 0,65 a 0,99, com média de 0,85. As analises descritivas
revelaram uma tendéncia de diferenciagdo dos patotipos por estados de origem.
Os autores comentam também que o estado de Goids apresenta maior
diversidade genética, possivelmente devido a presenca do patotipo 593,
enquanto o estado do Rio Grande do Sul apresentou a menor diversidade
genética. Foi verificado que ndo houve correlacdo entre as distancias geograficas
e as similaridades genéticas obtidas por marcadores RAPD. Igualmente, nio
houve uma clara relagdo entre os locos amostrados por marcadores RAPD e a
caracterizagdo realizada por inoculacdo em cultivares diferenciadoras. Como

conclusdo final os autores citam que 92,45% da variagdo estava contida dentro
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de estados e 7,55% entre estados, demonstrando a existéncia de um grande

intercdmbio de materiais genéticos dentro de estados.

2.7 Estudo de genética de populacdes em fungos fitopatogénicos

A genética de populagdes aplicada a fitopatdgenos detém um potencial
enorme para o entendimento das forgas evolutivas que controlam populacdes de
patogenos, e este conhecimento pode ser utilizado para melhoria do manejo de
doencas (Hamrick & Godt, 1990; Burdon et al., 1993). Miklas et al. (2006),
apontam que o conhecimento da genética de populacdes do patdgeno, seu
sistema reprodutivo e variabilidade genética sdao a chave para o entendimento da
resisténcia duravel.

Grande atencdo tem sido dada ao uso de marcadores moleculares com o
intuito de esclarecer questdes especificas as quais envolvem hipoteses
evolucionarias e ecologicas em fitopatologia (Anderson & Kohn, 1995;
McDonald & McDermott, 1993; Milgroom & Fry, 1997). A visualizagdo dos
relacionamentos entre dois individuos tem sido possibilitada por varias técnicas
de andlise multivariada que t€m o coeficiente de similaridade/dissimilaridade
como ponto de partida (Duarte, 1998). A similaridade ¢ uma medida
estabelecida entre um genoétipo i e um gendtipo j (si) e, geralmente, apresenta
valores entre 0 e 1. A expectativa de um coeficiente de similaridade ¢
representar a regressao linear entre dois itens avaliados por um conjunto comum
de p varidveis. Associada a ela, a dissimilaridade, medida por dj = 1 — s;;, €
simétrica e ndo negativa. Segundo Krzanowski (1988), é grande o niimero de
coeficientes que ja foram propostos para estimar esta medida. Os coeficientes de
similaridade mais simples sdo aqueles relacionados a variaveis dicotdmicas, em
que cada variavel possui apenas dois valores. Marcadores do tipo RAPD e AFLP
sd0 binarios, estando incluidos nesta categoria de variavel. Para estes

marcadores, as quatro possiveis observagoes de comparagdo entre dois gendtipos
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sdo classificadas baseadas na presenga (1) ou auséncia (0) da banda no gel de
eletroforese, conforme Quadro 1.

Com o objetivo de maximizar as medidas de similaridade dentro de
grupos e a dissimilaridade entre grupos, sdo utilizadas analises de agrupamento
(Dias, 1998). Para se ter informagdes relativas a cada par de categorias de
interesse, considerando n individuos, sdo estimadas n(n-1)/2 medidas de
similaridade/dissimilaridade. Assim, se n ¢ um niimero elevado, a identificagdo
de grupos homogéneos pela simples observagdo da matriz de distdncias tornar-
se-4, obviamente, impraticavel. Sob esta Otica, destaca-se a importancia do
agrupamento para sumariar a informagao contida na matriz de distancias (Dias,
1998).

Diversos trabalhos citados na literatura utilizaram estes métodos
apresentados, com a finalidade de se estudar a estrutura genética e o
comportamento reprodutivo de isolados, populagdes e subpopulacdes de fungos
fitopatogénicos (Zhang et al., 1992; Goodwin et al., 1994; Chen & McDonald.
1996; Zhan et al., 1998; McDonald et al., 1999; Cowger et al., 2002; McDonald
& Linde, 2002; Bock et al., 2005; Capelle & Neema, 2005; Cordo et al., 2006;
Hunter et al., 2008. De maneira geral estes trabalhos mostram a ocorréncia da
co-evolugdo patdogeno-hospedeiro geograficamente especifica e uma forte
influéncia do fluxo génico e da reprodugdo sexual na ampliagdo da variabilidade

genética dos fitopatogenos.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido nos Laboratérios de Resisténcia de Plantas a
Doengas, Genética Molecular e em casa de vegetagdo, localizados na area
experimental do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras

(UFLA).

3.1 Obtencao e manutencio dos isolados

Foram utilizadas cinco populagdes de G. cingulata f. sp. phaseoli,
obtidas pelo isolamento de lesdes em caules, folhas e vagens de plantas de feijao
(Phaseolus vulgaris L.), sendo que a coleta de material infectado foi realizada
nas trés épocas de plantio do feijoeiro nos estados de Minas Gerais (Lavras e
Lambari) e Parand (Guarapuava e Turvo). Posteriormente, os isolados foram
repicados para esporulagdo em placa com meio M; (Junqueira et al., 1984).

E importante ressaltar que estes isolados foram obtidos a partir de
campos experimentais e de produgdo comercial (Tabela 1), variando quanto ao
nivel hierarquico de amostragem (Tabela 2).

Outro fato importante a ser comentado ¢ que a obtencdo da fase sexual
do fungo C. lindemuthianum foi realizada de forma espontinea, ou seja, sem

indugdo artificial em condigdes de laboratdrio.
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TABELA 1 Populagdes de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli, estado de
origem, tamanho de cada populagdo e tipo de cultivo.
Tamanho (Ne de

Populagdes  Local (Estado) asCOSpOTOS) Campo
'TUR PR 40 Experimental
’GUA PR 40 Experimental
*VCU MG 40 Experimental
VAL MG 40 Experimental
"MAJ MG 40 Producio

" populagio Turvo-PR; * populagio Guarapuava-PR; ° populagio VCU,
Lambari-MG; * populagdo Valente, Lavras-MG e ° populagio Majestoso,
Lavras-MG.

3.2 Obtencao das culturas monoascosporicas
A obtencdo das culturas monoascosporicas foi realizada segundo a

metodologia descrita por Mendes-Costa (1996), sendo que de cada amostra
populacional pdde-se isolar com sucesso 40 ascosporos ao acaso (Tabela 1). As
culturas se desenvolveram em incubadora (BOD) com controle de temperatura

(21°C) e luz (12 horas de luz e 12 horas de escuro).

TABELA 2 Nivel hierarquico de amostragem dos isolados de G. cingulata f. sp.

phaseoli.
Ne de plantas Ne de lesdes por Ne total de lesdes
Populagdes
amostradas planta
'TUR 5 15 75
‘GUA 5 15 75
*VCU 10 5 50
VAL 10 5 50
"MAJ 5 15 75

" Populagio Turvo-PR; ° populagio Guarapuava-PR; ° populagio VCU,
Lambari-MG; * populagdo Valente, Lavras-MG e ° populagio Majestoso,
Lavras-MG.
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3.3 Caracterizagio dos patotipos de G. cingulata f. sp. phaseoli

Para distinguir os diferentes patotipos de G. cingulata f. sp. phaseoli, foi
utilizado o conjunto de doze cultivares diferenciadoras, proposta pelo CIAT
(1990), cada uma designada pelo numero binario proposto por Habgood (1970)
(Tabela 3).

Foram semeadas 16 sementes de cada cultivar diferenciadora, em
bandeja de isopor contendo substrato plantmax.

O ino6culo foi produzido a partir de vagens esterilizadas, parcialmente
imersas em meio BDA, e mantidas a 22 + 2°C no escuro, por um periodo de oito
a dez dias. A partir destas vagens, foram preparadas sucessivas suspensdes de

esporos contendo 1,2 x 10® esporos/ml.

TABELA 3 Conjunto de cultivares diferenciadoras de feijoeiro para a
caracterizagio de patdtipos de G. cingulata f. sp. phaseoli.

Sistema Valor numérico das
Diferenciadoras Binério cultivares
1-Michelite 2° 1
2-MDKR 2! 2
3-Perry Marrow 2? 4
4-Cornell 49242 23 8
5-Widusa 24 16
6-Kaboon 23 32
7-México 222 26 64
8-PI 207262 27 128
9-TO 28 256
10-TU 2° 512
11-AB 136 210 1024
12-G 2333 2! 2048
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As suspensdes de esporos de cada linhagem (ascosporos isolados de
cada populagdo) foram inoculadas apds a expansdo completa das folhas
primarias das plantulas, aproximadamente sete a dez dias apds a semeadura,
pulverizando-se ambas as faces das folhas e os talos das plantulas com
pulverizador “De Vilbiss” acionado por um compressor, em toda a plantula até o
ponto de escorrimento. Apds a inoculacdo, as bandejas foram incubadas em
camara de nebulizagdo por 48 horas com temperatura em torno de 22 + 2°C e
com fotoperiodo de 12 horas. Posteriormente, as bandejas foram transferidas a
casa de vegetagdo com irrigacdo diaria, local onde permaneceram até a avaliacdo
dos sintomas. A avalia¢do dos sintomas (Tabela 4), foi realizada sete dias apds a
inoculacdo, de acordo com a escala descritiva recomendada por Rava et al.

(1993).

TABELA 4 Escala descritiva utilizada na avaliagdo da incidéncia de antracnose
do feijoeiro (folhas, caules e ramos), segundo Rava et al. (1993).

GRAU DESCRICAO

1 Auséncia de sintomas;

2 Até 1% das nervuras apresentando manchas necréticas, perceptiveis
somente na face inferior da folha;

3 Maior freqiiéncia dos sintomas foliares descritas no grau anterior;

4 Até 1% das nervuras apresentando manchas necréticas, perceptiveis
em ambas as faces da folha;

5 Maior freqiiéncia dos sintomas foliares descritas no grau anterior;

6 Manchas necréticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces da
folha, apresentando algumas lesdes nos caules, ramos e peciolos;

7 Manchas necréticas na maioria das nervuras ¢ em grande parte do

tecido adjacente que se rompe. Presenca de abundantes lesdes nos
caules, ramos e peciolos;

8 Manchas necréticas na quase totalidade das nervuras, ocasionando
numerosas rupturas no mesofilo, desfoliagdo abundante e reducdo do
crescimento das plantas. Lesdes muito abundantes nos caules, ramos
e peciolos;

9 Maioria das plantas mortas.
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Foram consideradas resistentes (reagdo incompativel) as plantas com
notas de 1 a 3,6 e suscetivel (reagdo compativel) de 3,6 a 9. Se a média das notas
das plantulas de uma mesma cultivar for maior ou igual a 3,6, a cultivar era

considerada suscetivel.

3.4 Teste de compatibilidade sexual entre todas as populagdes

Com o proposito de verificar qual o comportamento sexual (homotalico
ou heterotalico) das populagdes avaliadas, realizou-se cruzamentos dois a dois
entre 10 individuos de cada populacdo, totalizando 1000 combinagdes (Tabela
1A). Estes cruzamentos foram realizados em placa de Petri contendo 20 ml do
meio de cultura M;, conforme Camargo Junior et al. (2007).

Apo6s o periodo de 22 a 27 dias de incubagdo a 22°C, no escuro foram

avaliados todos os cruzamentos, como descrito por Camargo Junior et al. (2007).

3.5 Obtencao da massa micelial

Cada um dos 200 ascosporos foi repicado e transferido para erlenmeyer
previamente esterilizado em autoclave, com 150 ml de meio liquido M;S mais o
antibiotico quemicetina®. Posteriormente, foram acondicionados em um agitador
automatico, regulado com uma velocidade de 110 rpm e uma temperatura de
22°C.

Apos aproximadamente 5 dias foram retirados os erlenmeyers do
agitador e procedeu-se a desidratacdo da massa de micélios por meio de uma
bomba a vacuo, almofariz e filtro de papel esterilizado, em seguida foi realizado

a extracdo de DNA.

3.6 Extracao de DNA total
A extragdo de DNA foi efetuada de acordo com a metodologia

desenvolvida por Raeder & Broda (1985) modificada. A massa micelial foi
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transferida para almofariz de porcelana e macerada em 10 ml de tampao de
extracdo com CTAB a 65°C, juntamente com 30 pl de B-mercaptoetanol, com
auxilio de areia esterilizada. O tampao de extracdo continha 2% de CTAB, 100
mM de TRIS (pH = 8,0), 20 mM de EDTA (pH = 8,0), 1,4 M de NaCl e 1% de
PVP (polivinilpirrolidona).

O macerado foi mantido em banho-maria a 65°C, por 30 minutos, sendo
agitado, por suaves inversoes, a cada 10 minutos; logo apds as amostras foram
submetidas a resfriamento durante cinco minutos. Em seguida, foram
adiconados 10 mL da solugdo cloroférmio: alcool isoamil (24:1), seguido da
homogeneizacdo e centrifugacdo durante 10 minutos a 4000 rpm. O
sobrenadante foi misturado a 30 mL da solugdo alcool etilico a 95%:acetato de
amoénio 7,5M (6:1) e levado ao freezer (-20 °C) por seis horas, no minimo. Ao
DNA coletado foram adicionados 300 pL. de TE (Tris 1| mM e EDTA 0,1 mM,
pH 7,7). O DNA dissolvido foi submetido a uma segunda extracdo com
cloroféormio alcool isoamil, sendo o sobrenadante coletado e misturado com o
triplo de seu volume com alcool a 95%:acetato de soédio 3M (20:1) e mantido no
freezer (-20 °C) por seis horas, no minimo. A solugdo de alcool acetato de sodio
foi eliminada e 0 DNA dissolvido em 50-100 pL de TE.

Apos este processo, o material foi quantificado, usando-se o fluorimetro
Hoeffer Scientific TKO100. Para isso, foram utilizados 2 pL da solugdo de DNA
em 2 mL de tampao (Tris 10 mM, EDTA 1,0 mM, NaCl 0,1 M, pH 7,4),
juntamente com 0,1 pL.mL™" do corante H32258. As amostras foram diluidas em

TE para uma concentragio de 10 ng.mL™, para as reagdes RAPD.

3.7 Selecao dos marcadores RAPD
Foram avaliados 300 primers, todavia, nem todos apresentaram

polimorfismo satisfatorio, desta maneira foi realizado uma selecdo daqueles
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marcadores que apresentaram alto nivel de polimorfismo (OP M1, OP M2, OP
M3, OP M4, OP M5, OP M6, OP M7, OP M8, OP M9, OP M9, OP M10, OP
M11, OP M12, OP M13, OP M14, OP L1, OP L2, OP L3, OP L4, OP LS5, OP
L6, OP L7 e OP L8) (Tabela 6).

3.8 Reacdes RAPD

Cada reacdo RAPD foi realizada misturando-se os seguintes ingredientes
com as respectivas concentragdes: 200uM de dNTP’s, 0,6 unidades de Taq DNA
polimerase, 0,4uM de primer, tampao de reagdo pH8,0 (5S0mM Tris; 2,0mM Mg
Clp; 20mM KCL; 250ug/ml de albumina de soro bovino; 1% de ficoll 400; 1mM
de tartrazine), 20ng do DNA gendémico e agua bidestilada até o volume de 15ul.
O dNTP corresponde a uma mistura equitativa de ATP, GTP, CTP ¢ TTP ¢ os
primers utilizados sdo decameros, com diferentes seqiiéncias (Tabela 4).

A reacdo assim preparada foi depositada em tubos eppendorfs, de 200ul,
e colocadas em um termociclador. Os programas usados foram: a) o primeiro
por dois ciclos, sendo a desnaturagio do DNA a 91°C por 60 segundos, o
anelamento do primer a 42°C por 7 segundos e o alongamento da cadeia de
DNA a 72°C por 70 segundos; b) o segundo foi programado por 38 ciclos
diferindo do primeiro apenas no tempo de desnaturagdo que é de apenas um
segundo; ¢) o terceiro foi de quatro minutos a 72°C.

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados em gel de agarose
a 1,0% em tampao de TBE (TRIS, Acido Bérico e EDTA) em corrente elétrica
de 100V, por aproximadamente 2 horas e meia.

Os fragmentos de DNA amplificados foram tratados com Brometo de
etidio (0,5 pg/ml) por 30 minutos e lavado o excesso de corante, por uma hora,

com agua destilada.
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3.9 Estimativa das similaridades genéticas
Ao avaliar os géis, cada banda polimorfica foi tratada como um carater
unico. Foi gerada uma matriz de dados 0 ¢ 1 (Tabela 1A), a partir da codificagdo

da presenca (1) e auséncia (0) das bandas polimorficas, presentes nas 200

amostras. A estimativa da similaridade genética (Sg;;), entre cada par de

linhagens, foi efetuada pelo coeficiente de Nei e Li, conforme a expressdo a

abaixo (Rholf, 1992).

_ 2a
2a+b+c

SQjj
Os significados de @, b e ¢ foram apresentados no Quadro 1.
As andlises de similaridade genética foram realizadas por meio do
programa NTSY S-pc 2.1 (Rohlf, 2000).
Os erros associados a cada similaridade foram estimados de acordo com

a seguinte expressdo modificada de Skroch et al. (1992):

1-sg;

Erro padréo estimado: (Sy;) = 4/S9;; |
n i

em que n ¢ a soma de a, b e ¢ para cada par de linhagens.

A analise de agrupamento das similaridades foi feita pelo método da
média das similaridades (UPGMA), gerando um dendrograma geral, ou seja,
para todas as populagdes simultaneamente e um dendrograma para cada

populagdo isoladamente.
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QUADRO 1 Quadro de -contingéncia, mostrando as quatro possiveis
combinagdes dos tipos concordancia e discordancia de
comparagdes de dois genotipos por marcadores dominantes.

Pat6tipo j Patotipo 1 ;

1 a B
(L1) (0.1)

0 c D
1.0 0,0

As populagdes e as linhagens geneticamente diferentes foram
identificadas no dendrograma a partir da estimativa de valor maximo
significativo de similaridade sgn. O sgn foi estimado por meio do teste de t,

utilizando-se a seguinte expressao:

sg, =1-(t.5,,)

em que t ¢ o valor tabelado da distibuicdo t de Student a 1% de
probabilidade com n-2 graus de liberdade e S, o erro medio das comparagdes
consideradas no dendrograma.

A estimativa da diversidade dentro das cinco populagdes do patdgeno,

foi realizada utilizando-se o indice de Shannon, dado pela seguinte expressao:
H = _Z p;(log, p;)

em que:

pi: € a propor¢ado de individuos que possuem a banda em um determinado loco;
log, p;: ¢ o logaritmo de p; com base 2.

Foram obtidas as seguintes estatisticas descritivas: numero e % de locos

polimérficos (Lin et al., 1997) e heterozigosidade esperada (Nei, 1973). Estas
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analises foram realizadas no programa GDA (Genetic Data Analysis) versdo 1.0
(Lewis & Zaikin, 2001).
Nei (1973) propde a particdo da diversidade genética em seus

componentes entre e dentro de populagdes.

H; =H, + D

em que:
H; : diversidade total, estimada a partir das freqiiéncias alélicas médias de cada
loco.

H : componente da diversidade dentro da populag@o.

D¢ : componente da diversidade entre populagdes, dentro da espécie considerada.

A propor¢do da diversidade genética que ¢ atribuida ao componente entre

populacdes € estimada por:

— DST

T

GST

3.10 Analise de variancia molecular

A analise de varidncia molecular foi realizada com o auxilio do
programa ARLEQUIN 2.000 (Schneider et al., 2000). Esta andlise foi realizada
considerando uma estrutura hierarquica no qual cada isolado oriundo de varias
plantas e de varias lesdes (com 40 ascosporos cada) foi considerado como uma

populagdo. Um resumo desta analise de variancia esta apresentado na Tabela 5.
A s " 2 2 2
A variancia genética total ot correspondea 0“a +0 b .
Os componentes de variancia foram testados a partir do coeficiente @ ,

obtido pela expressdo:
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2
O a

Psr =

2
o1
em que:
Pst — de 2 do d ianci t tegori lagd 1
corresponde a razdo da varidncia entre categorias (populacdes) pela

variancia total; representa o valor de individuos tomados ao acaso dentro das

populagdes, em relagdo a individuos tomados ao acaso em toda a amostra.

TABELA 5 Esquema da analise de variancia molecular (AMOVA).

Fonte de variagdo Graus de liberdade E(QM)
Entre populacdes A-1 o’ +Noc’a
Dentro de populagdes N-A o’
Total N -1 o’r

A : Numero de populagdes amostradas; N : nimero de individuos amostrados;
o *a: componente de varidncia devido as diferengas entre populagdes;

o’y : componente de varidncia devido as diferengas entre amostras dentro de
populagoes;

n: valor ponderado em fung¢do do nimero diferente de individuos para cada

N2,
N-> N

~ 2 , : o7
populagip. N=——————_ em que N“a: ntmero de individuos na

A-1
populagdo A. Fonte: Adaptado de (Schneider et al., 2000).

3.11 Anailise de desequilibrio de ligacao
Na tentativa de esclarecer melhor a estrutura populacional deste
patogeno, foi estimado o desequilibrio de ligagdo dentro das cinco populagdes de

G. cingulata f. sp. phaseoli. As bandas RAPD foram consideradas como locos
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unicos e a presenca ou a auséncia de bandas consideradas como alelos. O
desequilibrio de ligagdo foi calculado utilizando-se o programa Arlequin 2.000
(Schneider et al., 2000).

Para cada associag¢do de locos estudada, a probabilidade foi testada pelo
teste de Fisher ¢ o método da cadeia de Markov. Uma associagdo foi considerada
significativamente diferente de zero se o teste resultou em uma probabilidade

menor que 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao morfolégica dos isolados

Os materiais provenientes destes isolamentos se mostraram de facil
manejo e de grande viabilidade em laboratorio. Peritécios, ascos e ascosporos
foram identificados com facilidade e a descricdo de suas estruturas morfologicas
corresponde as descritas para esta espécie (Bryson, 1992), e também ao
observado em trabalhos similares realizados por Mendes-Costa et al., 1997 e
Camargo Junior et al., 2007.

A morfologia das colonias foi semelhante a descrita por Shear e Wood,
1914; Lucas, 1948; Kimati e Galli, 1978; Bryson et al., 1992; Mendes-Costa et
al., 1997 e Camargo Junior et al., 2007. Os peritécios iniciais foram produzidos
em aglomerados formando grumos escuros e grandes sobre toda a superficie da
placa de Petri. Esta produgdo exuberante de peritécios em grandes aglomerados
s6 aconteceu nas primeiras placas isoladas. Repicagens sucessivas do isolamento
inicial foram perdendo a capacidade de formagdo de peritécios, tanto para as
populagdes como para as culturas monoascosporicas oriundas das mesmas,
resultado diferente ao obtido por Mendes-Costa et al., 2004 (ndo publicado),
sendo que os autores observaram que as culturas monoascospdricas oriundas
(F1) e seus descendentes conservaram a capacidade de produgdo de peritécios
férteis.

Ha registros na literatura que membros do género Glomerella
apresentam uma série de caracteristicas, as quais estdo relacionadas ao
comportamento reprodutivo. Isolados portadores destas caracteristicas sao
denominados de “plus A”, “plus B”, “minus A”, “minus B”, conidial A e
conidial B (Chilton & Wheeler, 1949; Wheeler, 1950). Com base nesta

classificag@o as populagdes avaliadas no presente trabalho se encaixam no grupo
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“plus”, pois apresentaram uma grande producdo de grumos de peritécios como
comentado anteriormente.

Com relacdo a colorag@o das coldnias todos as populagdes apresentaram
coldnias claras que variaram de branco a tons acinzentados, sendo estas colonias
periteciais. E importante também comentar que varias colonias das linhagens

apresentaram setores com coloracdo e aspectos diferentes.

4.2 Cruzamentos entre as linhagens das populacdes avaliadas

Cruzamentos foram realizados entre algumas linhagens destas
populagdes, porém nenhum cruzamento fértil foi identificado, (Tabela 1A).
Contudo, as linhagens provenientes destas popula¢des quando colocadas para
crescer isoladamente em placas de Petri com meio M; produziram peritécios
com ascos e ascoOsporos. Este resultado ndo foi coincidente com trabalhos
realizados por Kimati & Galli (1970) e Batista & Chaves (1982) os quais
concluiram que G. cingulata f. sp. phaseoli se comporta como heterotalico. Ha
estudos (Wheeler, 1950; Mendes-Costa et al., 1997; Camargo Junior et al.,
2007) utilizando marcadores morfologicos e moleculares que evidenciam a
ocorréncia de cruzamentos férteis preferencialmente em colonias de coloragdo
distintas e entre isolados “plus” e “minus”, fato ndo observado no presente
trabalho. Porém, Wheeler (1950), estudando a ocorréncia de mutantes “minus”
em G. cingulata (oriundos de plantas de batata doce) por meio de cruzamentos
entre diferentes isolados observou que isolados “plus” possuem um
comportamento preferencialmente homotalico, fato observado no presente
trabalho.

Com base nos trabalhos de Wheeler ¢ proposto que formas heterotalicas
de G. cingulata sdo derivadas de isolados homotalicos onde o heterotalismo foi
causado por mutagdes em genes responsaveis pela reprodugao sexual (Wheeler,

1954). Cisar & TeBeest (1999), comentam que blocos génicos de “mating”
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poderiam ser quebrados pelo cruzamento de linhagens heterotalicas com
mutagdes em diferentes locos, ou seja, por complementacdo. Na mesma linha de
raciocinio, Robertson et al. (1998), trabalhando com isolados homotalicos e
heterotalicos de Sordaria brevicollis propuseram dois caminhos evolutivos para
a sexualidade em algumas espécies de fungos, ou seja, espécies heterotalicas
podem ter surgido a partir de um ancestral homotalico por meio da geracao de
diferentes idiomorfos e alternativamente o homotalismo pode ter surgido de
espécies heterotalicas adquirindo ambos os idiomorfos.

Até o presente momento t€m se observado na literatura trabalhos que
indicam um comportamento sexual do patégeno homotalico e outros relatam
somente o heterotalismo, porém, € importante lembrar que, o género Glomerella
possui um comportamento sexual atipico, pois trabalhos com G. graminicola
(Vaillancourt & Hanau, 1999) ¢ G. cingulata (Wheeler, 1956; Cisar & TeBeeste,
1999), evidenciaram a ocorréncia tanto de isolados homotéalicos como de
isolados heterotalicos e outros estudos com G. musae revelaram uma natureza
heterotalica (Rodriguez & Owen, 1992).

Recentemente varios estudos de genética molecular vém sendo
realizados, com o intuito de esclarecer a base genética dos mecanismos que
controlam a reprodugdo sexual de diversas espécies de fungos (Poeggeler, 1999;
Yun et al., 1999; Turgeon & Yoder, 2000; Rodriguez-Guerra et al., 2005).

Contudo, a base genética da compatibilidade sexual no género em estudo
se mantém incerta, pois interagdes férteis ndo sdo consistentes com um sistema
de um tnico loco e dois idiomorfos como € descrito para outros ascomicetos
onde “mating types” sdo distinguidos por um unico loco contendo diferentes
informagdes genéticas (idiomorfos MATI1-1 e MATI1-2, Turgeon & Yoder,
2000) em cada parental (Kronstand & Staben, 1997). Os “mating types” de
linhagens parentais de diversos ascomicetos como Neurospora, Podospora e

Magnaporthe freqiientemente sdo determinados pela a presenga ou auséncia do

43



idiomorfo MAT1-2. Para algumas espécies do género Glomerella tem sido
sugerido que a existéncia de um unico loco com multiplos alelos estejam
envolvidos no controle deste carater (Cisar & TeBeest, 1999), ja em G.
graminicola, é proposto por Vaillancourt & Hanau (2000), a existéncia de dois
locos independentes controlando o carater.

Com base nos resultados do presente trabalho e nos resultados obtidos
por Kimati & Galli (1970), Mendes-Costa (1996), Rodriguez-Guerra et al.
(2005) e Camargo Junior et al. (2007), fica evidente a existéncia de linhagens

homotalicas e heterotalicas em G. cingulata f. sp. phaseoli.

4.3 Caracterizacdo dos patotipos das populacdes de G. cingulata f. sp.
phaseoli

Os isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli utilizados neste trabalho
quando inoculados artificialmente nas doze cultivares diferenciadoras foram
classificados como patotipo 0, ou seja, nenhuma das cultivares diferenciadoras
apresentaram reacao de compatibilidade.

Estes resultados estdo em conformidade aos trabalhos de Camargo
Junior et al. (2007) e Ishikawa et al. 2008 (ndo publicado). Porém, estes ultimos
autores utilizaram um isolado da fase assexuada do fungo G. cingulata f. sp.
phaseoli, o qual, foi classificado como pertencente ao patdtipo 65 ¢ um isolado
de G. cingulata f. sp. phaseoli classificado como patétipo 0. Como testemunha
suscetivel foi utilizada a cultivar Pérola, sendo que esta foi a unica a apresentar
sintomas quando inoculada com o isolado de G. cingulata f. sp. phaseoli. Com
base neste trabalho, pdde-se confirmar que os sintomas apresentados por plantas
infectadas com o isolado de G. cingulata f. sp. phaseoli diferem dos sintomas
caracteristicos causados pela fase assexual deste patdgeno, os quais sdo lesdes
necrdticas de coloragdo marrom-escura presente nas nervuras principais, na face

inferior da folha e no hipocétilo podem apresentar lesdes alongadas, superficiais
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ou deprimidas podendo causar o estrangulamento e morte da planta (Kimati et
al. 1995). Todavia, os sintomas provocados por G. cingulata f. sp. phaseoli
foram mais brandos e proximos a nervura primaria da folha e nos hipocotilos e
estes sintomas quase nao foram visiveis, fato semelhante ao observado no atual
trabalho (Figura 1).

A comprovagao dos sintomas da fase sexuada serem mais brandos talvez
justifique os poucos relatos de G. cingulata f. sp. phaseoli. E provavel que a
ocorréncia da fase sexual no campo seja maior do que se imagina, o que poderia
explicar a grande variabilidade genética apresentada por este patdogeno (Mahuku
& Riascos, 2004; Damasceno et al., 2007; Ishikawa et al., 2008). Portanto, sdo
necessarios outros estudos com énfase no monitoramento em campo da
ocorréncia de populagdes de G. cingulata f. sp. phaseoli, para que se possa obter
um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos no desencadeamento da

reproducao sexual.
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FIGURA 1 Sintomas nas folhas de feijoeiro 10 dias apds a inoculagdo com os
isolados (a) Glomerella cingulata f. sp. phaseoli — fase sexual (b)
Colletotrichum lindemuthianum — fase assexual.

4.4 Selecao dos marcadores e reacio RAPD

Neste estudo, foram testados 300 primers, sendo que destes, 28
apresentaram polimorfismo (Tabela 6). A partir destes primers obteve-se um
total de 128 bandas polimorficas, em média 4,57 por primer, valor este
considerado 6timo quando comparado com os valores encontrados por Camargo
Junior et al. (2007) onde a média de polimorfismo por primers foi de 1,87 ¢ em
trabalhos onde foram utilizados diversos isolados de C. lindemuthianum os quais
apresentaram uma média em torno de 4,4 bandas polimoérficas por primer
(Balardin e Kelly, 1998; Mesquita et al., 1998; Vilarinhos et al., 1995; Otoya et
al.,1995; Talamini et al., 2006).
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TABELA 6 Numero de primers utilizados e suas respectivas seqiiéncias de bases
e numero de bandas polimorficas obtidas.

. , A s ms s Ne Bandas
Ne Oligonucleotideos Sequéncia (5’-3°) Polimérficas
1 OP M-1 GTTGGTGGCT 4
2 OP M-2 ACAACGCCTC 3
3 OP M-3 GGGGGATGAG 4
4 OP M-4 GGCGGTTGTC 4
5 OP M-5 GGGAACGTGT 4
6 OP M-6 CTGGGCAACT 3
7 OP M-7 CCGTGACTCA 8
8 OP M-8 TCTGTTCCCC 3
9 OP M-9 GTCTTGCGGA 6
10 OP M-10 TCTGGCGCAC 6
11 OP M-11 GTCCACTGTG 4
12 OP M-12 GGGACGTTGG 4
13 OP M-13 GGTGGTCAAG 5
14 OP M-14 AGGGTCGTTC 10
15 OP M-15 GACCTACCAC 4
16 OP M-16 GTAACCAGCC 5
17 OP M-17 TCAGTCCGGG 4
18 OP M-18 CACCSTCCGT 4
19 OP M-19 CCTTCAGGCA 4
20 OP M-20 AGGTCTTGGG 6
21 OP L-1 GGCATGACCT 5
22 OP L-2 TGGGCGTCAA 4
23 OPL-3 CCAGCAGCTT 3
24 OPL-4 GACTGCACAC 4
25 OP L-5 ACGCAGGCAC 5
26 OP L-6 GAGGGAAGAG 3
27 OP L-7 AGGCGGGAAC 4
28 OP L-8 AGCAGGTGGA 5
TOTAL - 128
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4.5 Estimativa da similaridade genética

Com base nas 128 bandas polimorficas (Tabela 2A), foram obtidas
19900 estimativas de similaridade genética (valores ndo apresentados), entre as
linhagens envolvendo todas as cinco populagdes que variaram de 0,43 a 1,00.
Outros estudos de similaridade genética com a fase assexual de G. cingulata f
sp. phaseoli, realizados por diversos pesquisadores em varias regides do mundo
nos ultimos anos (Tabela 7), apresentaram alta diversidade genética. Porém,
quando se compara estes dados com os obtidos a partir das populagdes sexuais,
percebe-se o efeito da reprodugdo sexual em ampliar a variabilidade genética de

populagdes deste fitopatdgeno.

TABELA 7 Amplitude de similaridade genética entre isolados de C.
lindemuthianum, citados na literatura.

No de Tipo de Origem Amplitude de Referéncia
isolados marcador similaridade bibliografica
24 RAPD  México* 0,60-0,87 (0,27) Gonzf‘;egzet al,
49 AFLP México 0,92-1,00 (0,08) R"iiliue;'o(ggem
América do Ansari et al.,
40 AFLP Sul** 0,55-0,75 (0,20) 2004,
30 RAPD  Brasil** 0,80-0,98 (0,18) Talaglég%et al,
Brgsﬂ Damasceno et al.,
48 RAPD (Minas 0,70-0,99 (0,29) 2007
Gerais) '
Brasil Damasceno et al.,
19 RAPD (Parand) 0,62-0,98 (0,36) 2007,
49 RAPD  Brasil* 0,90-0,99 (0,09) Damazcoe&o etal,

*Dados referentes ao Grupo II, os quais representam a maioria dos isolados
utilizados neste trabalho.** Dados referentes ao Grupo I, os quais representam a

maioria dos isolados utilizados nestes trabalhos.
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Levando em consideragdo isolados da fase assexual de Glomerella
cingulata f. sp. phaseoli provenientes do estado de Minas Gerais (Tabela 7), fica
mais claro o que foi comentado anteriormente, pois, estes materiais
apresentaram uma amplitude de similaridade de 0,70-0,99 ou uma
dissimilaridade maxima de 29% e linhagens de G. cingulata f. sp. phaseoli
também do estado de Minas Gerais (Tabela 8), apresentaram uma amplitude de
0,54-0,97, ou uma dissimilaridade de 43%.

Na Figura 2 estd representado o dendrograma geral construido a partir
dos dados de similaridade genética entre todas as populacdes e posterior
agrupamento realizado pelo método UPGMA. A linha de corte representa o
valor maximo de similaridade (SQn), a direita (acima) da qual as linhagens sdo
consideradas semelhantes. O sgna 1% de probabilidade foi de 0,886.

Por meio do dendrograma geral, foi possivel verificar a formagdo de sete
grupos onde a populacdo Val formou 3 grandes grupos, realgcando a grande
diversidade das linhagens do patégeno derivadas desta cultivar. Os grupos
formados correspondem as cinco populagdes estudadas, mesmo quando as
mesmas se encontravam geograficamente proximas. Estes resultados realgcam o

homotalismo das linhagens nas diferentes populagdes avaliadas (Tabela 1A).

TABELA 8 Amplitude de similaridade genética e grupos formados nas cinco
populagdes de G. cingulata f. sp. phaseoli.

Populagdes Amplitude das similaridades Grupos (Ne)
GUA 0,59-0,97 (0,38) 16
MAJ 0,60-1,00 (0,40) 9
TUR 0,80-1,00 (0,20) 7
VCU 0,77-0,99 (0,22) 7
VAL 0,54-0,97 (0,43) 34
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Damasceno et al. (2007), estudando a distribui¢do de isolados da fase
assexual de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli, oriundos de diferentes regides
do Brasil e verificando se a maior variabilidade do patégeno deveu-se a
diferencas entre ou dentro de patdtipos, por meio de cultivares diferenciadoras e
marcadores RAPD observaram uma correlagdo negativa entre as distancias
geograficas e as similaridades genéticas obtidas por marcadores RAPD.
Contudo, os autores comentam que este fato pode ser explicado pelo livre
intercdmbio de sementes de feijoeiro possivelmente contaminadas, no Brasil.
Outra hipdtese para explicar o ndo agrupamento ¢ o fato de patdtipos estaveis,
estarem presentes em varios locais, dificultando, portanto, o agrupamento.

A adaptagdo local tem sido reconhecida em varias interacdes
fitopatogenos - hospedeiros (Burdon & Thrall, 2000; Bock et al., 2005; Capelle
& Neema, 2005; Hunter et al. 2007). A maioria dos estudos levam em
consideracdo niveis hierarquicos complexos onde inumeras plantas sdo
amostradas em diversas épocas do ano, porém alguns estudos t€m mostrado que
esta co-evolugdo ocorre também em niveis hierarquicos mais simples, ou seja
em populagdes provenientes de poucas plantas, de uma tUnica planta ou até
mesmo de uma unica lesdo sendo que estes eventos ocorrem principalmente em
patoégenos com fluxo génico reduzido (Capelle & Neema, 2005).

Estes dados e outros ja relatados na literatura enfatizam a necessidade da
realizacdo de monitoramento por local ou regido de plantio, para que as
estratégias de melhoramento sejam eficientes. O estudo da variabilidade genética
em fungos fitopatogénicos por meio de marcadores moleculares, refletem
melhor a dindmica populacional, permitindo um estudo mais completo dos seus
genomas (Sartorato et al., 2004; Damasceno et al., 2007).

A partir das analises de similaridade genética descritas anteriormente,
foram construidos também dendrogramas para cada populagcdo separadamente

(Figuras de 3 a 7). Por meio destes resultados podemos observar que G.

50



cingulata f. sp. phaseoli apresenta uma alta diversidade intra-populacional onde
muitos hapldtipos foram detectados isoladamente, ou seja, das 200 linhagens
avaliadas ao todo, 57 genotipos ndo agruparam com nenhum outro, sendo que a
populagdo Val obtida na regido de Lavras no Sul de Minas apresentou a maior
amplitude de similaridade e o maior numero de grupos, pois considerando os 40
individuos desta populacdo, 34 ndo agruparam com nenhum outro (Tabela 8).
Vale lembrar que esta populagdo foi coletada em um campo experimental, onde
varios genotipos do hospedeiro dividem a mesma area, desta maneira, supde-se
que esta populacdo de G. cingulata f. sp. phaseoli, tenha passado por uma ampla
pressdao de sele¢do. Resultados semelhantes foram observados por diversos
pesquisadores em estudos com diferentes espécies de fungos ascomicetos
fitopatogénicos (Zhang et al., 1992; Chen et al. 1996; Zhan et al., 1998;
McDonald et al., 1999; Cowger et al., 2002; Bruce et al., 2002; Bock et al.,
2005; Cordo et al., 2006; Hunter et al., 2007).
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Estes resultados indicam também que mesmo em um nivel hierarquico
considerado baixo a diversidade genética pode ser mantida e até mesmo
aumentada ao longo das geracdes. Estes resultados estdo em conformidade com
trabalhos realizados previamente, os quais mostraram existir também uma ampla
diversidade genética em diferentes niveis geograficos, centros de diversidade do
hospedeiro e em escalas regionais, porém sem o relato da ocorréncia da fase
sexual (Balardin et al., 1997; Sicard et al., 1997; Gonzales et al., 1998;
Rodriguez-Guerra et al., 2003; Capelle & Neema, 2005; Talamini et al, 2006;
Damasceno et al., 2007). Assim, os presentes resultados sdo as primeiras
evidéncias de que a reproducdo sexual seja um importante mecanismo na
ampliagdo da variabilidade genética de G. cingulata f. sp. phaseoli.

Observando novamente a analise de similaridade ¢ o agrupamento de
cada populagdo em separado (Figuras 3 a 7), percebe-se que a estimativa de
similaridade genética entre as linhagens da populacdo Val apresentou maior
amplitude entre todas as populagdes avaliadas e um maior nimero de grupos
dentro da mesma. As demais populagdes apresentaram amplitudes das
estimativas de similaridade genética relativamente menores e conseqiientemente
um nuamero reduzido de grupos (Tabela 8). Estes resultados devem ser
examinados com atenc¢do, pois, como pode ser observado na populacdo Maj a
amplitude das estimativas de similaridade é maior, mas o numero de grupos ¢
pequeno, e este aparente resultado contraditério pode ser explicado pela
ocorréncia de dois ascosporos divergentes (1 e 20), os quais podem ter sofrido
algum tipo de alterag@o genética, justificando a maior amplitude de variabilidade
genética nessa populagdo (Figura 4).

Salienta-se ainda que os varios haplotipos observados em cada
populacdo separadamente, fortalecem a hipdtese de que o patdogeno possui uma
fraca habilidade de migracdo, sendo que hé relatos na literatura que comentam
que mesmo apos fortes tempestades a maxima dispersdo dos esporos de G.

cingulata f. sp. phaseoli ocorre a pouco metros (Tu, 1992). E provavel que a
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dispersdo dos esporos de G. cingulata f. sp. phaseoli ocorra preferencialmente
entre diferentes partes de uma mesma planta e ocasionalmente entre plantas
adjacentes, fato observado por Capelle & Neema (2005) onde grande
diversidade genética foi observada dentro de plantas e entre vagens infectadas
com a fase assexual de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli.

Apesar destas analises evidenciarem uma forte dindmica evolucionaria
na interagdo G. cingulata f. sp. phaseoli - P. vulgaris L. em uma escala reduzida,
a origem de tamanha variabilidade genética ¢ incerta, portanto acredita-se que a
reproducdo sexual e a pressdo de sele¢do por parte do hospedeiro (alelos de
resisténcia) sejam chaves para explicar este fato.

Ruey-Shyang & McDonald (1996), comentam que fungos geralmente
utilizam varias estratégias reprodutivas em populacdes naturais e entre estas
estratégias podem estar envolvidas ciclos alternados de reproducdo sexual e
assexual. Desta maneira, a estrutura genética de populagdes fingicas poderdo ser
afetadas pela relativa contribuicdo da reprodugdo sexual ¢ assexual a cada
geracdo. Populagdes que sdo amplamente assexuais exibirdo um alto nivel de
individuos clonais com poucos genétipos presentes € em uma freqiiéncia
relativamente alta. Contrariamente, popula¢des com reproducgdo sexual freqiiente
apresentardo uma ampla diversidade genotipica. Portanto, pelos resultados
obtidos percebe-se que além da ampla diversidade genética nas populagdes o
numero de linhagens clonais foi baixo, sendo que a populacdo Tur apresentou
maior nimero de linhagens clonais, resultado compativel com a pequena
amplitude de similaridade e o numero pequeno de grupos formados na mesma
(Tabela 8), indicando que nesta populagdo a reproducdo assexual tenha sido
mais freqiiente do que a reproducdo sexual. Com base no que foi comentado
pode-se propor que a reprodugdo sexual possa ter ocorrido em algum momento
do ciclo destas populagdes e tenha sido influenciado pelo gendtipo do

hospedeiro.
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Com o objetivo de se mensurar a contribui¢do média da reprodugdo
sexual apresentada nas populagdes avaliadas, foi realizada uma comparagao
entre as amplitude das estimativas das de similaridade genética de isolados da
fase assexual (Tabela 7) e as amplitudes de similaridade genética das populagdes
da fase sexual (Tabela 8). Os valores da contribuicdo média da fase sexual para a
ampliacdo na diversidade genética do patdgeno estio resumidos na tabela 9.

Os resultados apresentados na tabela 9 mostram que nas populagdes Tur
e VCU a reprodugdo sexual ndo contribuiu para um aumento na diversidade
genética, contrariamente na populagdo Val percebe-se uma elevada contribui¢do
da recombinagao sexual quando comparado com as amplitudes médias de varios
locais de Minas Gerais, Parana e das médias simultaneas dos dois estados

citados.

TABELA 9 Contribuigdo média estimada da reprodugdo sexual na ampliacao da
variabilidade genética em populagdes de G. cingulata f. sp.

phaseoli.
“Populagdes  "Média geral ‘Média MG ‘Média PR °Média MG/PR
GUA 0,17 - 0,02 0,06
MAJ 0,19 0,11 - 0,08
TUR -0,01 - -0,16 -0,13
VCU 0,01 -0,07 - -0,11
VAL 0,22 0,14 - 0,11

* Populagdes de G. cingulata f. sp. phaseoli; ° média obtida pela amplitude total
de similaridade genética (Tabela 8) subtraida da amplitude média da fase

assexual (Tabela 7); ¢ & ¢

contribui¢do média da reproducdo sexual das
populagdes avaliadas nos estados de Minas Gerais, Parand e Minas

Gerais/Parana, respectivamente.
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Em alguns casos especiais (como provavelmente ocorre em G. cingulata
f. sp. phaseoli) o nimero de linhagens clonais observadas ¢ alto, contudo,
suspeita-se que a forte selecdo natural e a deriva genética estejam obscurecendo
a contribuicdo do ciclo sexual na estrutura genética da populacdo (Leung et al.,
1993; McDonald et al., 1999).

E importante enfatizar que o balango entre a reproducio sexual e
assexual pode ser afetado pela compatibilidade entre os diferentes isolados, pela
interacdo com diferentes hospedeiros e/ou por alteragdes climaticas (Leung et
al., 1993). Principalmente, nos campos experimentais, como observado para a
populagdo Val (Tabela 8) onde sdo realizadas avaliagdes nas trés épocas de
plantio (das aguas, seca e inverno) o patdgeno passa por varios estresses, o que
pode favorecer a ocorréncia do ciclo sexual nestas popula¢des com maior
freqliéncia do que em campos de producdo ou até mesmo em campos
experimentais, onde as avaliagdes ndo sdo realizadas nas trés épocas de plantio,
como ¢ o caso da populacdo Tur (Tabela 8). Todavia, a relativa contribui¢ao da
reproducdo sexual e assexual na estrutura genética de populagdes fungicas ¢é
pouco compreendida, principalmente no patossistema G. cingulata f. sp.
phaseoli-P. vulagaris L. Burdon & Silk (1990) ¢ Brown & Wolfe (1999),
verificaram por meio de marcadores moleculares que a reproducdo sexual
desempenha um importante papel na ampliacdo da variabilidade genética de
algumas espécies de fungos e o ciclo assexual desempenha uma funcdo
primordial na propagagdo da espécie.

Os resultados obtidos neste trabalho contradizem a hipotese langada por
Rodriguez-Guerra et al. (2003), dizendo que em populagdes de reprodugio
sexual € possivel que todos os individuos oriundos de amostras coletadas bem
proximas apresentem um unico gendtipo. Todavia, este padrao de diversidade
nao foi observado em nenhuma das populagdes avaliadas, onde foi constatado

variabilidade entre os genotipos dentro de cada populagdo (Figuras 3 a 7).
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FIGURA 3 Analise de agrupamento (dendrograma) referente a populagao Gua e
seus respectivos ascosporos micromanipulados, baseada na
similaridade genética entre os mesmos.
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FIGURA 4 Analise de agrupamento (dendrograma) referente a populagdo Maj e
seus respectivos ascosporos micromanipulados, baseada na
similaridade genética entre os mesmos.
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FIGURA 5 Analise de agrupamento (dendrograma) referente a populagdo Tur e
seus respectivos ascosporos micromanipulados, baseada na
similaridade genética entre os mesmos.
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FIGURA 6 Analise de agrupamento (dendrograma) referente a populagdo Val e
seus respectivos ascosporos micromanipulados, baseada na
similaridade genética entre os mesmos.
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FIGURA 7 Analise de agrupamento (dendrograma) referente a populagdo VCU
€ seus respectivos ascosporos micromanipulados, baseada na
similaridade genética entre os mesmos.

4.6 Diversidade genética

Os indices para cada populagio estio resumidos na Tabela 10. E
importante ressaltar que o indice de Shannon varia de 0 a 1 e considera que,
quanto mais proximo o valor for de zero, menor ¢ a diversidade.

Neste trabalho os indices de diversidade variaram de 0,0827 (populagéo
Tur, isolada na cidade de Turvo - PR) a 0,3171 (populagdo Val, isolada no
municipio de Lavras - MG). Estes valores, quando comparados a estudos
realizados (com a fase assexuada do fungo G. cingulata f. sp. phaseoli) por
Rodriguez-Guerra et al. (2003) e Damasceno et al. (2007), podem ser
considerados altos, pois estes autores apoOs realizarem amostragens em varios
estados mexicanos ¢ brasileiros respectivamente, verificaram um indice de 0,08
(México), 0,1894 (para o estado de Minas Gerais) e de 0,2209 (para o estado do
Parana).

Ja Rodriguez-Guerra et al. (2003), avaliando a variabilidade genética em
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isolados da fase assexuada de G. cingulata f. sp. phaseoli provenientes do
México, observaram que linhagens monospdricas oriundas de uma tnica planta
apresentaram uma baixa diversidade genética. Contudo, os materiais avaliados
foram obtidos apenas de campos de producdo, e provavelmente ndo tenha
ocorrido reprodugdo sexual na populagdo do patogeno.

A menor diversidade (Tabela 10), foi encontrada na populagdo Tur, e
maior diversidade observada na populacdo Val, coincidente com a analise de

similaridade realizada dentro das populagdes.

TABELA 10 Indices de diversidade de Shannon (H), numero de locos
polimérficos, % de locos polimoérficos e heterozigosidade
esperada para cinco populagdes de isolados de G. cingulata.

Populagdes - Ne de locos % de locos Heterozigosidade

polimérficos  polimoérficos esperada
GUA 0,2010 91 0,7109 0,1580
MAIJ 0,1348 85 0,6641 0,1034
TUR 0,0827 70 0,5469 0,0543
VAL 0,3171 93 0,7266 0,2402
VCU 0,1452 80 0,6250 0,0904
Média 0,1762 83.8 0,6547 0,1293

Na Tabela 10, estdo apresentadas também algumas estatisticas
descritivas, estimadas para cada populacdo. Pode-se verificar que a maior
porcentagem de locos polimorficos foi observada para a populagdo Val,
enquanto a menor foi observada para a populacdo Tur. Como esperado, a
heterozigosidade esperada foi também maior na populacdo Val e menor na

populacao Tur. Estes resultados indicam que nesta regido de Minas Gerais,
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provavelmente o patogeno estd utilizando mecanismos  genéticos,
especificamente, neste caso, a recombinagdo sexual, com intuito de “quebrar” a
resisténcia de seu hospedeiro. De acordo com os resultados apresentados nas
tabelas 9 e 10 para a populagdo Tur sugere-se que esta populagdo tenha sido
originada a partir de varias geracdes de reproducdo assexuada e
conseqiientemente tenha obscurecido a contribuicdo da reproducdo sexual
(Ruey-Shyang & McDonald, 1996).

A diversidade genética de Nei (1973) foi decomposta e verificou-se que
a diversidade total entre as populacdes foi de 0,3647 (H1), indicando que 36,47%
dos isolados sdo unicos. Uma andlise da particdo da diversidade genética, para
todos os 128 locos polimoérficos, apresentou uma alta diferenciacdo genética
entre as populagdes estudadas (Gsr = 0,6455). Isso indica que, em média,
64,55% da variagdo genética observada neste estudo foi devido a diferenciacao
entre as populacdes, enquanto que 35,45% foi devido a variagdo dentro das
populagdes. Uma possivel razdo para os diferentes niveis de diversidade
genética observados em cada populag@o avaliada seria a interagdo do patdogeno
com diferentes cultivares do hospedeiro e conseqlientemente com diferentes
“background” genéticos. Portanto, a diversidade de hospedeiros pode ter
influenciado na diversidade dos gendtipos observados (Rodriguez-Guerra et al.,

2003).

4.7 Anilise de varidncia molecular

Para facilitar a discriminagdo da ocorréncia de variagdo genética foram
feitas hierarquizagdes das populacdes em estudo e, posteriormente, realizada
uma analise de varidncia molecular (AMOVA). Na Tabela 11, encontra-se o
resumo da AMOVA dos resultados (5000 permutacdes) obtidos a partir de uma
hierarquizagao feita a nivel populacional.

Pela AMOVA, verificou-se que a diferenciagdo genética existente entre
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as populagdes amostradas ¢ altamente significativa (P4 = 0,69 P < 0,000),

onde 69,03% da variacdo genética estd contida entre populagdes e 30,97% da
variagdo existente encontra-se dentro das populagdes. Estes resultados eram
esperados, pois, como mencionado anteriormente as linhagens das diferentes
populagdes ndo foram compativeis em cruzamentos e¢ desta maneira fica
evidente haver um isolamento reprodutivo (sexual) entre as cinco populagdes,
resultando assim em uma maior variabilidade entre populagdes. O
comportamento reprodutivo destas populagdes € coincidente com espécies que
apresentam varios genes ‘“mating type” distintos, onde a recombinagdo sexual
ocorrerd somente em determinadas combinagdes (Glass et al., 1990; Nelson,
1996; Philley & Staben, 1994; Poggeler, 1999; Randall & Metzenberg, 1998;
Staben & Yanofsky, 1990; Vaillancourt & Hanau, 1999).

Provavelmente, a maior parte da variacdo entre populagdes é devido
também ao baixo nivel de fluxo génico, pela distdncia geografica e pelos
diferentes alelos de resisténcia nas populagdes do hospedeiro. Estes resultados
estdo de acordo com os obtidos na particdo da diversidade de Nei (1973), nos
quais foi observada uma maior variagdo entre (64,55%) em detrimento da

variagdo dentro (35,45%).

TABELA 11 Resumo da andlise de varidncia molecular para as cinco
populagdes de G. cingulata f. sp. phaseoli, analisadas por

marcadores RAPD.
F.V. GL SQ Comp. de varidncia % Total ®g P
Entre populagoes 4 3022,25 18,68 69,03 0,69 0,000
Dentro de pop. 195 1633,90 8,38 30,97
Total 199 4656,15 27,06 100,00
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Sicard et al. (1997), estudando a diversidade genética entre isolados de
C. lindemuthianum oriundos de trés centros de diversidade de Phaseolus
vulgaris, constataram por meio da AMOVA, que 58,46% da diversidade foi
encontrada entre regides. Estes resultados foram explicados pelos autores pelo
fato da amostragem ter diferido para cada pais (México, Equador e Argentina),
além de ndo ocorrer intercdmbio de sementes contaminadas entre estes paises.

Mahuku & Riascos (2004), verificaram por meio da AMOVA que 89%
de toda variagdo genética esta presente entre os isolados dentro de um mesmo
grupo ¢ 11% entre grupos. Estes autores concluiram ainda que toda a
diversidade exibida parece nio agrupar de acordo com o “pool” génico dos
hospedeiros utilizados.

Damasceno et al. (2007), por meio da AMOVA, verificaram que a

diferenciagdo genética existente entre os estados brasileiros amostrados ¢

altamente significativa (®¢; = 0,075, P < 0,000), sendo que 7,55% da variagdo

genética estd contida entre estados e 92,45% da variagdo existente encontra-se
dentro das populagdes (estados). Os autores comentam que a livre troca de
sementes dentro dos estados pode ter contribuido, substancialmente, para o
incremento da variagdo dentro, em detrimento da variagdo entre estados. Ainda
no mesmo trabalho, outra hierarquizacao foi realizada ao nivel de ragas, em que
cada raca foi considerada como uma populagdo. Neste caso, a semelhanca da
analise anterior, a maior parte da variacdo foi encontrada dentro de ragas
(80,85%).

E importante mencionar que os resultados destes trabalhos relatados na
literatura foram realizados a partir de isolados da fase assexual, ou seja, de
linhagens clonais. Portanto, quando se compara (Tabela 9) estes resultados com
os obtidos no presente trabalho fica evidente o grande potencial do ciclo sexual
na ampliacdo da variabilidade genética neste patégeno, pois, cada populagdo

avaliada foi oriunda da ocorréncia de meiose de uma ou poucas linhagens
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clonais e homotalicas.

4.8 Anilise de desequilibrio de liga¢io

Para que se possa obter uma melhor compreensdo da estrutura
populacional deste patdgeno, foi realizada uma comparacdo par a par dos 128
locos polimorficos obtidos, para as cinco populagdes (Tabela 12).

A maior e a menor estimativas de desequilibrio gamético foram
detectadas nas populagdes Maj e Tur, coletadas respectivamente nos estados de
Minas Gerais e do Parana. E importante lembrar que a populagdo Maj é oriunda
de um campo de produgdo, portanto a recombinagdo sexual para esta populacio
talvez ndo tenha sido tdo importante como para as outras populacdes, o que

explicaria em parte este maior desequilibrio gamético.

TABELA 12 Populagdes, numero de linhagens de G. cingulata f. sp. phaseoli e
desequilibrio gamético para os 128 locos polimoérficos estudados.

Populagoes Ne de individuos Desequilibrio (%)
GUA 40 22,85
MAJ 40 27,82
TUR 40 15,20
VAL 40 14,86
VCU 40 21,32
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As estimativas de desequilibrio gamético foram significativamente
diferente de zero (teste de Fisher, P<0,05) e o numero de combinagdes dos locos
foi de 128(128-1)/2 = 8128. Em um trabalho similar, porém com a fase
assexuada, foi observado um alto indice (76,32%) de desequilibrio gamético,
comportamento esperado considerando a ocorréncia de reproducdo assexuada
(Damasceno et al., 2007). No atual trabalho, apesar de existir um nivel de
desequilibrio de ligacdo nas populacdes estudadas, este foi baixo, demonstrando
que este fungo mantém uma estrutura genética que ¢ consistente com a
reproducdo sexual. Esta observagdo, pode ser explicada pela fraca capacidade de
dispersdo dos esporos, pel a ocorréncia de efeito fundador e pela pressdo de
selecdo por meio de diferentes genes de resisténcia do hospedeiro. Deve ser
ressaltado que o feijoeiro € cultivado em trés épocas distintas no Brasil, o que
forca o patogeno a se comportar reprodutivamente diferente de acordo com as
alteracdes ambientais, ou seja, em algum estagio de desenvolvimento da
populagdo do patogeno o ciclo sexual é desencadeado, ampliando a variabilidade
genética, e em seguida varios ciclos de reproducdo assexuada acontecem, cuja
forma anamorfica ¢ responsavel pela fase epidemioldgica da doenca.

Em todos os trabalhos realizados até o momento, 0s quais objetivaram
verificar a diversidade genética em isolados da fase assexuada de G. cingulata f.
sp. phaseoli, pode-se observar altos niveis de diversidade genética o que é uma
caracteristica de patdégenos que se reproduzem sexualmente, onde a
recombinag@o ¢ um importante mecanismo na geragdo de novos genotipos. Por
todos os resultados apresentados fica evidente a possibilidade de que em algum
momento do ciclo do hospedeiro ocorra a reproducdo sexual desse patdogeno

contribuindo na ampliagdo da variabilidade genética deste patdogeno.
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5 CONCLUSOES

Foi constatado que os sintomas da doenca apresentados pelas plantas
inoculadas com a fase sexual de G. cingulata f. sp. phaseoli foram mais brandos
que aqueles apresentados na inoculagdo da fase assexual.

Foi constatada variabilidade entre e dentro das populagdes avaliadas,
sendo que a magnitude foi variavel dentro de cada populagao.

As populagdes estudadas, apresentaram um baixo a moderado indice de
desequilibrio gamético, demonstrando uma estrutura genética consistente com a

reproducdo sexual.
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ANEXO A

TABELA 1A

TABELA 2A

TABELA 3A

TABELA 4A

TABELA 5A

Cruzamento dois a dois entre linhagens
pertencentes as populacdes Guarapuava (Gua) com
as linhagens das populacdes Turvo (Tur), Valente
(Val), Majestoso (Maj) e Valor de Cultivo e Uso

Cruzamento dois a dois entre linhagens
pertencentes a populagdo Tur com as linhagens das
populacdes Val, Maj e VCU.........ccceevieecrienreernne,
Cruzamento dois a dois entre linhagens
pertencentes a populacao Val com as linhagens
das populagdes Maj e VCU.......ccceeeevveeiiennnenns
Cruzamento dois a dois entre linhagens
pertencentes as populagdes Maj e VCU..................
Matriz de 0 e 1 obtido pelas bandas polimoérficas

RAPD provenientes das linhagens pertencentes as
CINCO POPUIAGOES....vvevrierieeieeireeieeeie e eee e

Pagina
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TABELA 1A Cruzamento dois a dois entre linhagens pertencentes as

84

populacdes Guarapuava (Gua) com as linhagens
populagdes Turvo (Tur), Valente (Val), Majestoso (Maj) e

das



Valor de Cultivo e Uso (VCU).

Gual Gua2 Gua3 Gua4 Gua$ Guab Gua7 Gua8 Gua9  Gual0

Turl - - - - - - - - - -
Tur 2 - - - - - - - - - -
Tur3 - - - - - - - - - -
Tur 4 - - - - - - - - - -
Tur 5 - - - - - - - - - -
Tur 6 - - - - - - - - - -
Tur 7 - - - - - - - - - -
Tur 8 - - - - - - - - - -
Tur 9 - - - - - - - - - -
Tur 10 - - - - - - - - - -
Val 1 - - - - - - - - - -
Val 2 - - - - - - - - - -
Val 3 - - - - - - - - - -
Val 4 - - - - - - - - - -
Val 5 - - - - - - - - - -
Val 6 - - - - - - - - - -
Val 7 - - - - - - - - - -
Val 8 - - - - - - - - - -
Val 9 - - - - - - - - - -
Val 10 - - - - - - - - - -
Mal 1 - - - - - - - - - -
MaJ 2 - - - - - - - - - -
Mal 3 - - - - - - - - - -
MaJ 4 - - - - - - - - - -
Mal 5 - - - - - - - - - -
Mal 6 - - - - - - - - - -
Ma] 7 - - - - - - - - - -
Mal 8 - - - - - - - - - -
Mal 9 - - - - - - - - - -
Mal10 - - - - - - - - - -
VCU 1 - - - - - - - - - -
VCU 2 - - - - - - - - - -
VCU 3 - - - - - - - - - -
VCU 4 - - - - - - - - - -
VCU 5 - - - - - - - - - -
VCU 6 - - - - - - - - - -
VCU 7 - - - - - - - - - -
VCU 8 - - - - - - - - - -
VCU 9 - - - - - - - - - -
VCU10 - - - - - - - - - -

" Auséncia de peritécios férteis na linha de contato

TABELA 2A Cruzamento dois a dois entre linhagens pertencentes a populacio
Tur com as linhagens das popula¢des Val, Maj e VCU.
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Turl Tur2 Tur3 Turd Tur5 Tur6 Tur7 Tur8 Tur9 Turl0

Val T E - - E E - - E E -
Val 2 - - - - - - - - - -
Val 3 - - - - - - - - - -
Val 4 - - - - - - - - - -
Val 5 - - - - - - - - - -
Val 6 - - - - - - - - - -
Val 7 - - - - - - - - - -
Val 8 - - - - - - - - - -
Val 9 - - - - - - - - - -
Val 10 - - - - - - - - - -
Mal 1 - - - - - - - - - -
Mal 2 - - - - - - - - - -
Mal 3 - - - - - - - - - -
Mal 4 - - - - - - - - - -
Mal 5 - - - - - - - - - -
Mal 6 - - - - - - - - - -
Mal 7 - - - - - - - - - -
Mal 8 - - - - - - - - - -
Mal 9 - - - - - - - - - -
Mal 10 - - - - - - - - - -
VCU 1 - - - - - - - - - -
VCU2 - - - - - - - - - -
VCU 3 - - - - - - - - - -
VCU 4 - - - - - - - - - -
VCU 5 - - - - - - - - - -
VCU 6 - - - - - - - - - -
VCu 17 - - - - - - - - - -
VCU 8 - - - - - - - - - -
VCU 9 - - - - - - - - - -

VCU10 - - - - - - - - - -

" Auseéncia de peritécios férteis na linha de contato

TABELA 3A Cruzamento dois a dois entre linhagens pertencentes a populacio
Val com as linhagens das popula¢des Maj e VCU.
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Vall Val2 Val3 Val4 Val5 Val6 Val7 Val8 Val9 Vall0

Mal 1 - - - - - - - - - -
Mal 2 - - - - - - - - - -
Mal 3 - - - - - - - - - -
Mal 4 - - - - - - - - - -
Mal § - - - - - - - - - -
Mal 6 - - - - - - - - - -
Mal 7 - - - - - - - - - -
MaJ 8 - - - - - - - - - -
Mal 9 - - - - - - - - - -
MaJ 10 - - - - - - - - - -
VCU 1 - - - - - - - - - -
VCU 2 - - - - - - - - - -
VCU 3 - - - - - - - - - -
VCU 4 - - - - - - - - - -
VCU 5 - - - - - - - - - -
VCU 6 - - - - - - - - - -
VCU 7 - - - - - - - - - -
VCU 8 - - - - - - - - - -
VCU 9 - - - - - - - - - -
VCU10 - - - - - - - - - -

“ Auséncia de peritécios férteis na linha de contato

TABELA 4A Cruzamento dois a dois entre linhagens pertencentes as
populagdes Maj e VCU.

Majl Maj2 Maj3 Maj4 Maj5 Maj6 Maj7 Maj8 Maj9  Majl0

VCU 1 - - - - - - - - - -
VCU 2 - - - - - - - - - -
VCU 3 - - - - - - - - - -
VCU 4 - - - - - - - - - -
VCU 5 - - - - - - - - - -
VCU 6 - - - - - - - - - -
VCU 7 - - - - - - - - - -
VCU 8 - - - - - - - - - -
VCU 9 - - - - - - - - - -
VCU10 - - - - - - - - - -

" Auséncia de peritécios férteis na linha de contato

TABELA 5A Matriz de 1 e 0 obtida pelos padrdes de bandas das 200 linhagens
(Linhag.) pertencentes as populagdes Guarapuava (a), Majestoso
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(b), Turvo (c), Valente (d) e VCU (e) de G.cingulata f. sp.

phaseoli.

Dados binarios
3a 4a 5* 6a 7a 8a 9a 10a 1la 12a 13a 14a 15a

2a

la

1
1

0

0

1

1

0

1

0

0

0

0

Locos*

pla
plb
plc
pld
p2a
p2b
p2c
p3a
p3b
p3c
p3d
pda
p4b
péc
pad
pSa
p5b
pSc
p5d
pba
poéb
pbéc
p7a
p7b
p7c
p7d
p7e

p7f
p7g
p7h
p8Sa
p8b
p8c

p9a
p9b
pO9c
pod
pOe

pof

2

...Continua...

13
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“TABELA 5A, Cont.”

Dados binarios
la 2a 3a 4a 5a 6a 7a 8a 9a 10a 1la 12a 13a 14a 15a

0
0

0

0

1

1
0
0
0

1

1

0

1
1

0

1
1
1
1
0
0

0

0
0
0
0
0
0
0

0

0

1
1
1
0
0

1
1
1

0

0

1
1
1

0

Locos

plOa
pl0b
pl0c
plod
pl0e
plof
plla

pllb
pllc

plld
pl2a

pl2b
pl2c

pl2d
pl3a

pl13b
pl3c

pl3d
pl3e

plda
pl4b
pldc
plad
plde
pl4f
pldg
pl4h
pl4i

pl4;

plsa

pl5b
pl5c

plsd
pléa
pléb
pléc
pled
plée
pl7a

pl7b
pl7c
pl7d
pl8a

p18b
pl8c

...Continua...”

13
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“TABELA 5A, Cont.”

Dados binarios
22 3a 4a 5a 6a 7a 8a 9a 10a 1la 12a 13a 14a 15a

la

1

1

0

1

1

0

1
1
1
1

0

1
1
1
0
0
0
0

1
1
1

0

1

0

1
1
1
1
1
1
1
1
1

Locos

pl8d
pl9a

p19b
pl9c

plod
p20a

p20b
p20c

p20d
p20e

p20f

p2la

p21b

p2lc

p21d

p2le

p22a

p22b

p22c

p22d

p23a

p23b

p23c

p24a

p24b
p24c

p24d
p25a

p25b

p25¢

p25d

p25e

p26a

p26b
p26d
p27a

p27b
p27c

p27d
p28a

p28b
p28c

p28d
p28e

...Continua...”

13
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Dados binarios
17a 18a 19a 20a 2la 22a 23a 24a 25a 26a 27a 28a 29a
1
0

0

16a
1

S —

o —

S —

“TABELA 5A, Cont.”

Loco
pla
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Dados binarios
3le 32¢ 33e 34e 35¢ 36e 37e 38e 39 40e

30e

29¢

0
0

0

0

1

0

1

0

0

0
1
1
1

0

Locos

pla
plb
plc
pld
p2a
p2b
p2c
p3a
p3b
p3c
p3d
p4a
p4b
péc

pad
pSa
p5b
pSc

p5d
poa
p6b
péc

p7a
p7b
p7c

p7d
p7e

p7f
p7g
p7h

p8a
p8b
p8c

p9a
pob
pSc

pod
pOe

pof
plOa
pl10b
plOc
pl10d
pl0e
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Dados binarios
3le 32¢ 33e 34e 35¢ 36e 37e 38e 39 40e

30e

20¢

0

1

0

0

0

0

0

1
0
0
0

0

1
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0
0
1
1
1
1
0
0
1
1
0
1
0
1
0
0
1

0

Locos

plof
plla

pllb
pllc

plld
pl2a
pl12b
pl2c
pl2d
pl3a

pl13b
pl3c

pl3d
pl3e

plda

pl4b
pldc
plad
plde

plaf
plag
pldh
pl4i

pl4j
pl5a

pl5b
pl5c

pl5d
plé6a

pl6b
pléc

pléd
plée

pl7a

pl7b
pl7c

pl7d
pl8a

p18b
pl8c

pl18d
pl9a
p19b
pl9c
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*Cada banda identificada pelo namero (primer 1 ou OPM1, conforme tabela 6)

do primer seguida de uma letra do alfabeto. A letra “a” corresponde a banda de

maior tamanho e as demais letras em ordem alfabética, indicam as bandas de

tamanhos decrescentes.
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