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RESUMO

SOUZA, Breno Oliveira de. Variabilidade genética em isolados de
Colletotrichum lindemuthianum (Glomerella cingulata f. sp. phaseoli) por
meio de marcadores morfologicos. UFLA, 2005. 55p. (Dissertacao - Mestrado
em Agronomia/Genética e Melhoramento de Plantas)*

Colletotrichum lindemuthianum (Glomerella cingulata f. sp. phaseoli)
apresenta ampla variabilidade genética, demonstrada por suas caracteristicas
morfologicas. Este trabalho objetivou caracterizar, por meio de marcadores
morfoloégicos, diferentes isolados (LV4, LV33, LV47, LV51, LV71, LV76,
LV77, LV79, LV80, LV81, LV82, LV83, LV84) de C. lindemuthianum (G.
cingulata f. sp. phaseoli) e identificar marcadores morfologicos com uso
potencial em analises genéticas. Foram avaliados os seguintes caracteres
morfoldgicos e culturais: cor e textura das colonias, compatibilidade vegetativa e
sexual, indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), didmetro colonial
(DC), capacidade de esporulagéo (CE), dimensoes e formas conidiais, dimensdes
dos ascosporos, formacao de estruturas reprodutivas e formacdo de anastomoses
entre hifas e conidios. Todos os isolados de C. lindemuthianum (G. cingulata f.
sp. phaseoli) comportaram-se como incompativeis. Os isolados LV77 ¢ LV76
foram os mais estaveis. Ocorreu a formag¢do de anastomoses entre conidios
dentro dos isolados LV51 e LV77 e anastomoses entre hifas dentro dos demais
isolados de C. lindemuthianum avaliados. Os isolados LV4 e LV76, destacaram-
se devido a passagem de nucleos entre hifas. Os dados obtidos demonstraram
que os isolados de C. lindemuthianum (G. cingulata f. sp. phaseoli) possuem
ampla variabilidade genética para todas as caracteristicas avaliadas e que a
forma do conidio pode ser usada como marcador morfologico em analises
genéticas.

*Comité de Orientagdo: Profa. Dra. Elaine Aparecida de Souza (Orientadora), Profa.
Dra. Maria Cristina Mendes Costa (Co-orientadora)



ABSTRACT

SOUZA, Breno Oliveira de. Genetic variability in isolates of Colletotrichum
lindemuthianum (Glomerella cingulata f. sp. phaseoli) by morphologic
markers. UFLA, 2005. 55p. (Dissertation — Master in Agronomy/Plant Genetics
and Breeding)*

Calletotrichum lindemuthianum (Glomerella cingulata f. sp. phaseoli)
presents wide genetic variability, demonstrated by its morphologic
characteristics. The objective of this study was to characterize morphologic
markers in different isolates (LV4, LV33, LV47, LV51, LV71, LV76, LVT77,
LV79, LV80, LV81, LV82, LV83, and LV84) of C. lindemuthianum (G.
cingulata f. sp. phaseoli) and, to identify morphologic markers with potential
use in genetic analyses. The following morphologic and cultura traits were
evaluated: color and texture of the colonies, vegetative and sexual compatibility,
micelial growth speed index (MGSI), colonia diameter (CD), esporulation
capacity (EC), conidias dimensions and form, ascospores dimensions, formation
of reproductive structures and anastomosis formation between hifas and
conidias. All isolates of C. lindemuthianum (G. cingulata f. sp. phaseoli)
behaved as incompatible. The LV77 and LV 76 isolates were the more stable.
Anastomosi s were observed among conidias within the LV51 and LV 77 isolates
and also among hifas in al isolates of C. lindemuthianum evaluated. The LV4
and LV76 isolates, stood out due to passage of nuclei among hifas. The data
showed that the isolates of C. lindemuthianum (G. cingulata f. sp. phaseoli) own
wide genetic variahility for all characteristics and that the conidial form can be
used as morphologic marker in genetic analysis.

*Guidance Committee: Dra. Elaine Aparecida de Souza (Major Professor), Dra. Maria
Cristina Mendes Costa.
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1 INTRODUCAO

Colletotrichum  lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib. fase
mitosporica, anomorfica ou assexual de Glomerella cingulata (Stonem & V.
Scherenk) f. sp. phaseoli é o agente causal da antracnose no feijoeiro comum,
doenga de maior destaque nesta cultura. Este patogeno causa lesdes inicialmente
nas folhas e ramos de Phaseolus vulgaris. Posteriormente, atinge as vagens desta
planta, causando prejuizos irreparaveis a cultura quando em condig¢des propicias
para o seu desenvolvimento.

C. lindemuthianum apresenta diferentes ragas fisioldgicas. Este fato,
além de outros como as caracteristicas morfologicas e culturais do patdgeno,
permite identificar que a espécie possui ampla variabilidade genética. Vérios
mecanismos s3o responsaveis pela variabilidade genética em fungos. Muitos
destes fendmenos importantes observados em patogenos de plantas nunca foram
explicados adequadamente, tais como as anastomoses entre hifas e conidios.

A fase sexuada Glomerella cingulata f. sp. phaseoli, até o presente
momento, nunca foi encontrada na natureza, sendo obtida facilmente pelo seu
desenvolvimento espontdneo em cultivos de laboratorio. A obtengdo de
linhagens férteis € compativeis ¢ importante em estudos de segregacao.

O estudo das caracteristicas morfologicos em microrganismos ¢
importante, devido a ampla variabilidade genética existente e a falta de
caracteres morfologicos evidentes, necessarios para serem utilizados como
marcadores morfologicos em estudos genéticos. Portanto, o presente trabalho
objetivou estudar a variabilidade genética de C. lindemuthianum (G. cingulata f.
sp. phaseoli) por meio de marcadores morfologicos e, além disso, identificar

marcadores morfologicos com uso potencial em analises genéticas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Colletotrichum lindemuthianum (Glomerella cingulata)

Os fungos do género Colletotrichum pertencem a classe Deuteromycetes
e sdo incapazes de se reproduzirem sexualmente (Alexoupoulos & Mims, 1979).
Eles apresentam micélio hialino, marrom-claro ou escuro, conidioma acervular
com a presenga ou ndo de setas, hialinos a marrons, septados de parede lisa
portando células conidiagenosas produtoras de fidlides de conidios hialinos a
marrons de paredes lisas, variando de alongados a falcados (Sutton, 1980). A
classificacdo dos fungos do Género Colletotrichum baseia-se na sua forma de
reproducdo: forma meiosporica = forma sexual = forma teleomorfica, tendo seu
estadio conidial sido encontrado primeiro, forma mitospdrica = forma assexual =
forma anomorfica, e nessa forma, ele ¢ mais amplamente empregado e
conhecido.

C. linthemuthianum apresenta micélio apocitico e ramificado e se
reproduz de forma assexual (Taber & Taber, 1974). Nesta forma de reprodugdo
ele causa a antracnose no feijoeiro comum, doenca de maior destaque nesta
cultura (Rava & Sartorato, 1994). Sutton (1980; 1992) relatou que seus conidios
formam massa de cor salmdo ou mel, sdo hialinos, unicelulares, oblongos e
cilindricos, apresentando as extremidades arredondadas. Segundo Chaves (1980),
os conidios sdo hialinos, unicelulares, de alongados a cilindricos, apresentando as
extremidades redondas ou uma delas pontiaguda. Os conidios medem,
normalmente, de 4,4 a 5,3um de raio € o seu perimetro varia de 13-22 um com
variagdo no comprimento e largura (Tabela 1). Geralmente, apresenta um vactolo
central; ao germinar pode emitir de 1-4 tubos germinativos, sendo mais freqiiente
dois, formando apressorios por ocasido da infec¢do no hospedeiro. Sobre meio de
cultura, enquanto ocorre a emissdo do tubo germinativo, o nlcleo quase sempre

entra no processo de divisdao (mitose) e o nticleo filho dirige-se para o lado oposto



da célula (conidio) (Alexoupoulos et al., 1996). Geralmente, o tubo germinativo
tem origem lateral no conidio. No surgimento ou durante a emergéncia do tubo
germinativo, desenvolve-se um septo perto da regido mediana do conidio,
dividindo-o em duas células uninucleadas. Sdo formados apressorios maduros
multinucleados, indicando a ocorréncia de divisdo mitdtica durante a
diferenciacdo do apressorio (Mould et al., 1991; Manandhar et al., 1995).

No Brasil, sdo poucos os trabalhos realizados para avaliar o comprimento
e largura dos conidios de fungos do Género Colletotrichum. Na Tabela 1 sdo
apresentados dados referentes a amplitude de variacdo do comprimento e largura

dos conidios de Colletotrichum spp. obtidas por alguns autores.

TABELA 1 Estimativas do comprimento ¢ largura (pum) dos conidios de

Colletotrichum spp.

Espécie Comprimento Largura Fonte

Limite Limite Limite Limite

inferior superior inferior superior

C. lindemuthianum 13,00 22,00 4,40 5,30 Rava &
Sartorato
(1994)
C. lindemuthianum 11,89 14,25 4,80 6,55 Roca et al.
(2003)
C. lindemuthianum 14,27 16,68 5,56 5,75 Ishikawa et
al. (2003)
C. gloesporioides 10,53 20,20 4,08 7,41 Feitosa
(1977)
C. gloesporioides 9,80 12,25 2,00 3,50 Dias (2002)




Ao desenvolverem corpos de frutificagdo do tipo sexual e completarem
este modo de reproducdo culminando na produgdo de esporos sexuais, um fungo
anteriormente pertencente a classe Deuteromycete é transferido simultaneamente
a classe Ascomycete ou Basidiomycete, com mudangas na nomenclatura
cientifica. No caso de Colletotrichum lindemuthianum, sua forma sexual é
chamada de Glomerella cingulata f sp. phaseoli (Kimati & Galli, 1970).

Glomerella cingulata é um patdgeno de plantas economicamente muito
importante, que abrange 115 géneros de angiospermas nesta forma teleomorfica
e 198 na sua forma anomorfica ( Colletotrichum) (Uecker, 1994). G cingulata ¢
bastante citada na literatura; ocorre em muitos diferentes hospedeiros com
variagdo para caracteristicas culturais, temperatura Otima de crescimento,
producdo de estruturas reprodutivas e patogenicidade (Bryson, 1992). Uma
extensa lista de nomes (sindnimos) para as formas teleomoérfica e anomorfica €
citada na literatura de acordo com o hospedeiro. Von Arxs & Muller (1954) e
Von Arxs (1957), citados por Uecker (1994), listaram 117 formas para G.
cingulata e aproximadamente 600 sindnimos para o género Colletotrichum.

G. cingulata é classificado na classe Ascomycete, ordem Diaportales.
Denominado inicialmente de Glomerella lindemuthianum Briosi & Cav.,
apresenta peritécios (corpos de frutificacdo sexuais) inicialmente hialinos e de
pigmentagdo escura com a idade apresentando 120-210 um de didmetro
(predominando 160um). Os rostros, se presentes, medem de 30-80 um. O canal
do peritécio ¢ forrado por parafises hialinas e filiformes. Os peritécios portam,
em média, 30 ascos de 60 x 6 um envolvidos por parafises (células estéreis dos
corpos de frutificagdo) hialinas, filiformes e delicadas que desaparecem no 27°
dia. Sao de formas alantéides (20 x 6,5 um) e elipsoidais (10 x 4 um). Cada asco
porta os ascosporos (esporos sexuais) fusiformes, asseptados e encurvados
apresentando 9-19um de comprimento por 4-5um de largura (Bryson, 1992;
Kimati & Galli, 1970; Lucas, 1946; Mendes-Costa, 1996; Shear & Wood, 1913).



Em cada asco pode haver de 1-8 ascosporos alantdides ou oito ascosporos
elipsoidais (Bailey & Jeger, 1992; Roca et al., 2003).

O ciclo sexual de um fungo ascomiceto ¢ dividido em quatro passos:
iniciagdo do peritécio, plasmogamia (fusdo celular), cariogamia (fusdo nuclear) e
divisdo meidtica (Wheeler, 1954). O processo inicia-se com duas células
uninucleares que se desenvolvem com curtas ramificagdes nas proximidades dos
septos das hifas (gancho de conexdo). Ocorre o crescimento externo das duas
hifas adjacentes, formando duas células, cada uma chamada de hifa de
copulagdo. A hifa de copulagdo interna produz o ascogdnio e a externa a parede
do peritécio. O ascogdnio funde-se com a hifa de copulagdo e seguem-se, entdo,
o desenvolvimento das hifas ascogenas, o desenvolvimento dos primérdios dos
ascos, a cariogamia, a meiose, a mitose poOs-meidtica ¢ a formacdo dos
ascosporos. Este processo completa-se com o desenvolvimento da parede
peritecial (McGahen & Wheeler, 1951; Roca, et al., 2003; Wheeler, 1954).

Lucas (1946) verificou que em G. cingulata ocorre um ntimero haploide
de quatro cromossomos nos ascos jovens antes da fusdo e depois da divisdo
reducional. Posteriormente, este numero foi confirmado por Wheeler et al.
(1948); Roca et al. (2003) e Ishikawa & Souza (2004).

Estudos genéticos e citologicos foram realizados em G. cingulata até a
década de 1950 (Chilton et al., 1945; Chilton & Wheeler, 1949a, 1949b;
Edgerton, 1912; 1914; Lucas et al., 1944; Lucas, 1946; McGahen & Wheeler,
1951; Wheeler & Mcgahen, 1952; Wheeler & Driver, 1953; Wheeler et al.,
1948; Wheeler, 1950, 1954, 1956). Apoés este periodo ndo se encontram relatos
na literatura até 1970, quando Kimati & Galli confirmaram a forma meiosporica
para G. cingulata f. sp. phaseoli. Relatos posteriores de Batista & Chaves
(1982), Bryson et al. (1992) e Mendes-Costa (1996) revelam que a utilizagdo da
forma meiosporica para estudos genéticos tem sido pouco explorada. Mais

recentemente, Uecker (1994) descreveu as etapas do desenvolvimento de



peritécios de G. cingulata e Roca et al. (2003) realizaram estudos citogenético e
morfologico utilizando este fungo.

Edgerton (1912; 1914) foi o primeiro a descrever morfologicamente
coldnias de G. cingulata de acordo com a distribuigdo de peritécios sobre meio
de cultura. Ele observou uma linhagem que produzia peritécios em aglomerados
(“grumos”) denominada “plus” (+) e, a partir de monoascosporicas deste isolado
foi obtida uma linhagem produtora de peritécios dispersos em cultura
denominada “minus” (-). Posteriormente Lucas et al. (1944) realizaram
cruzamentos entre estas duas linhagens obtidas por Edgerton. Estes autores
observaram sete tipos de segregacdes distintas para as seguintes caracteristicas:
fertilidade da colonia, producao, cor e tamanho dos conidios e distribuicdo dos
peritécios sobre o meio de cultura utilizado. Chilton e colaboradores, em 1945,
realizaram cruzamentos entre quatro linhagens de G. cingulata denominadas
‘plus A’, ‘minus A’, ‘minus B’ e ‘conidial A’. Eles obtiveram seis segregantes e
apenas dois diferiram dos genitores, sendo denominados de ‘conidial B’ e
‘conidial C’.

Wheeler et al. (1948) cruzaram quatro diferentes linhagens de G.
cingulata; ‘plus A’, ‘plus B, ‘minus B’ e ‘conidial A’. Os cruzamentos entre as
linhagens ‘plus’ e ‘minus’ produziram peritécios férteis em abundéancia sobre
meio de cultura. A linhagem ‘conidial A’ ndo produziu peritécios férteis, mas
sim um grande numero de conidios. Foram estudados peritécios em varios
estagios de desenvolvimento oriundos do cruzamento entre ‘plus A’ e ‘conidial
A’, bem como das linhagens ‘plus’ e ‘minus’, separadamente. Todavia nenhuma
diferenca entre o desenvolvimento dos peritécios provenientes do cruzamento e
nas diferentes linhagens foi observada.

Chilton & Wheller (1949b) estudaram o efeito da idade da cultura de G.
cingulata na ocorréncia da variante morfologica ‘minus’. Os autores observaram

que, com a idade, aumenta o numero de linhagens ‘minus’ obtidas quando



realizadas monoascosporicas. Wheller (1950) verificou a capacidade de colonias
‘plus’ na produgdo de mutantes ‘minus’, por meio de diluigdes de ascosporos
oriundos do cruzamento das linhagens ‘plus A’ e ‘plus B’ e posterior analise da
ocorréncia de colonias da variante ‘minus’ por area, na placa de petri e por
analise dos ascos descendentes do cruzamento entre estas linhagens.

No ano de 1951, Mcgahen & Wheeler relataram o desenvolvimento
inicial de peritécios oriundos de autofertilizacdo e de fecundagdo cruzada em
diferentes culturas de Glomerella cingulata. Estes autores observaram que,
inicialmente, ocorre a formacdo de duas células ‘enroladas’ (ascogénio em
desenvolvimento inicial). A plasmogamia ocorre em fun¢ao de uma terceira hifa
que se funde com a célula inicial do ascogonio. Este evento marca o inicio da
condi¢do dicaridtica, que ¢ mantida por meio da proliferacdo do cruzamento
(micélio dicariotico) e fusdo nuclear para a formacao dos ascos. Posteriormente,
estes mesmos autores, no ano de 1952, estudaram o efeito de genes na
compatibilidade sexual entre linhagens de G. cingulata. Quatro locos foram
estudados. Cruzamentos entre as linhagens indicaram a existéncia de dois locos,
designados A e B, com trés alelos em cada. Alelos mutantes designados F e st,
encontrados nos outros dois locos, causam completa auto-esterilidade quando
introduzidos em culturas selvagens homotalicas obtidas a partir do cruzamento
entre culturas heterotalicas resultantes da recombinacdo dos genes A e F ou A e
st. Os alelos dos locos A e B aparentemente afetam indiretamente a formagéo
dos tipos sexuais diferentes (matings), modificando o efeito dos genes A ¢ B ou
inibindo a producéo de peritécios.

Wheller & Driver (1953) utilizaram uma variante de G. cingulata obtida
devido ao crescimento em meio de cultura contendo radiocarbono. Esta variante
produzia ascoésporos com, aproximadamente, um terco do tamanho normal
denominado esporo ando e com a curvatura caracteristica dos ascosporos desta

espécie. Os resultados dos estudos citologicos e genéticos indicaram que a



caracteristica esporo ando estava sendo controlada por um alelo mutante
denominado dw' (dwarf). Em cultura monospérica, este gene controla a posi¢io
da fusdo nuclear para a formagdo dos ascosporos nos ascos. Em cruzamento, um
alelo que determinava esporos ndo andes (dw’) foi completamente dominante
em células heterozigdticas, mas sempre parcialmente dominante em células
heterocaridticas. Muitos ascos originados do cruzamento de colonias que
produziam ascosporos andes com coldnias que produziam ascosporos normais
(ndo andes), portavam quatro ascosporos de tamanhos normais, dois andes e dois
de tamanho intermediario. Evidéncias de estudos do arranjo (disposi¢do) de
esporos ¢ do efeito materno exercido no cruzamento sugerem que o produto do
alelo dw" (tipo selvagem) é o responsavel pela ocorréncia destes tipos de
esporos intermediarios.

Wheeller (1956) estabeleceu grupos de ligacdo entre mutantes
auxotroficos de G. cingulata. Muitos dos cruzamentos envolveram quatro ou
cinco pares de genes em heterozigose encontrados nos locos de compatibilidade
A e B. Cruzamentos entre tipos selvagens A" B" com parentes mutantes A' B'
foram realizados. Um total de 1.211 ascos foram completamente caracterizados,
dos 61 cruzamentos analisados. Cada mutagdo caracterizada no estudo pareceu
ser controlada por um Unico gene e em todos os casos ocorreu segregacao
mendeliana regular. Dados de segregacdo indicaram grupos de ligagdo
representados em trés cromossomos, incluindo os /oci A e B que foram inclusos
no Grupo de ligagdo I. Nestes locos, como comentado anteriormente, ¢ onde se
encontram os genes que controlam os tipos sexuais diferentes (matings).

Muitos fungos possuem o ciclo sexual, facilitando, com isso, o seu
estudo genético. Em outros fungos, o ciclo sexual ainda ndo foi descrito ou ¢
inexistente (Azevedo, 1998). Segundo Bryson et al. (1992), a literatura sobre
Colletotrichum indica que ndo ocorre a formacdo de peritécios na natureza ou

em laboratorio. Enquanto este fato parece ocorrer em algumas circunstancias,



parece provavel que a assexualidade tem sido exagerada devido a pequena
amostra de isolados avaliados, o uso de culturas antigas, o fracasso nas tentativas
de cruzamentos entre as linhagens e as condigdes inadequadas de cultura. A
obtengdo de linhagens férteis de laboratdrio facilitara muito os estudos genéticos

e de patogenicidade (Camargo Jr., 2004).

2.2 Variabilidade patogénica deC. lindemuthianum.

O agente causal da antracnose do feijoeiro apresenta muitas ragas
fisiologicas, definidas em fungdo da capacidade dos mesmos de causar doengas
em cultivares diferenciadoras universais de um mesmo hospedeiro (Batista &
Chaves, 1982; Kimati & Galli, 1970; Mahe et al., 1993; Perfect et al., 1999;
Rava et al., 1993; Rava et al., 1994; Roca et al., 2003; Silva, 2004).

O primeiro a verificar a existéncia da ampla variabilidade patogénica em
C. lindemuthianum foi Barrus (1911). Este autor observou que cultivares de
feijoeiro, quando inoculadas com diversos isolados, apresentavam sintomas
diferenciados. Duas ragas diferentes do patdgeno foram identificadas e
chamadas de Alfa e Beta. Burkholder (1923), citado por Sartorato & Rava
(1994), identificou outra raca e denominou-a de Gama. Uma quarta raga foi
descoberta por Andus & Wade (1942) citado por Walker et al. (1991), a qual foi
denominada de Delta. Trés novas ragas foram encontradas no México, por
Yerkes & Ortiz (1956) e foram denominadas de México I, México Il e México
1.

Utilizando-se apenas trés cultivares diferenciadoras (Michelite, Dark
Red Kindney e Perry Morrow) e duas classes de reag@o (suscetivel e resistente)
podia-se determinar um total de oito ragas fisioldgicas. A Gltima raca possivel de
ser identificada por esse método binario foi a Brasileiro I, identificada no Brasil

por (Oliveira et al., 1973).



A ampla variabilidade patogénica de C. lindemuthianum em varias
partes do mundo e as diferentes denominag¢des dadas fizeram com que
pesquisadores da area estabelecessem um conjunto padronizado de cultivares
diferenciadoras para ser usado internacionalmente. Em comum acordo, foi
estabelecida uma nomenclatura que pudesse ser usada por todos os
pesquisadores do mundo. No caso de C. lindemuthianum, foram recomendadas
doze cultivares diferenciadoras pelo Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), utilizando o sistema binario proposto por Habgood (1970).

Este método de identificacdo de ragas fisiologicas consiste na utilizagdo
de um grupo de cultivares diferenciadoras internacionais, dispostas em uma
ordem preestabelecida, utilizando um método binario e obtida por expansdo
binomial de tal forma que o nome da raga ¢ o numero. Este sistema permite
identificar um total de 2" = 2'* = 4096 ragas, em que n é o niimero de cultivares
diferenciadoras (Pastor-Corrales, 1992) . Na Tabela 2 constam as doze cultivares
diferenciadoras (1 a 12), com seus respectivos valores bindrios, exemplificando
como classificar um isolado de determinada raca. Foi exemplificada a
identificagdo de um isolado pertencente a raca 65, identificado devido ao
somatorio dos valores binarios referente as cultivares com as quais o isolado

apresentou reagdo de suscetibilidade (1 + 64).
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TABELA 2 Conjunto de cultivares diferenciadoras utilizadas na classificacdo de
racas fisiologicas de C. [lindemuthianum com seus respectivos

valores binarios.

Cultivares diferenciadoras Série binomial Valor binario  Reacao

1 Michelite 20 1 S*
2 MDRK 2! 2 R
3 Perry Marrow 2’ 4 R
4 Cornell 49-242 23 8 R
5  Widusa 24 16 R
6 Kaboon 2° 32 R
7 México 222 2° 64 S*
8  PI207262 27 128 R
9 TO 28 256 R
10 TU 2° 512 R
11 AB136 210 1024 R
12 (2333 ! 2048 R
*Raca 65 (1+64)

Molano et al. (1995) diferenciaram, por meio deste sistema binario, onze
racas de C. lindemuthianum de isolados coletados em varias regides da
Coldmbia. Os autores concluiram que as ragas identificadas eram geneticamente
relacionadas, pois apresentavam em comum o fendtipo da viruléncia,
diferenciando-se apenas em poucos genes de patogenicidade. Concluiram
também que este tipo de informacdo permite aos pesquisadores monitorar a
diversidade patogénica do fungo, ou seja, se essa variabilidade muda através dos
anos e se a ocorréncia de ragas fisiologicas do fungo ¢ similar em outras regides.

Balardin & Kelly (1998) concluiram que a raca 73 tem se caracterizado

como o isolado de C. lindemuthianum de mais ampla ocorréncia, em paises da
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América do Sul, Central e do Norte. Estudando cinco regides produtoras de
feijdo no México, Gonzalez et al. (1998) observaram a ocorréncia de dez ragas
de C. lindemuthianum (0, 8, 256, 264, 320, 384, 392, 448, 1088, 1472). Foram
encontradas, exclusivamente, em Zacatecas as ragas 320 e 1472; em Durango, a
raca 1088; a raga 384 em Jalisco e as racas 8 e 264 em Michiocan. Elevada
variabilidade foi encontrada na regido de Michiocan (cultivo de pequenas areas
em consorcio), onde foram identificados seis isolados, entre os quais foram
observadas seis racas distintas, enquanto que em Chihuahua (grandes areas e
monocultura), onde apenas uma cultivar é plantada ha varios anos, apenas uma
raca foi encontrada.

Somavilla & Prestes (1999), em um levantamento realizado em oito
regioes produtoras de feijao no Rio Grande do Sul, relataram a ocorréncia de
onze ragas de C. lindemuthianum (5,23, 64, 65, 67, 73, 81, 83, 87, 89, 321). Pela
primeira vez, foi mencionada a ocorréncia da raga 321, sendo 81 e 65 as mais
freqiientes, na propor¢ao de 39% e 23%, respectivamente. As ragas 65 e 83
ainda nao tinham sido identificadas no estado. Um aumento da freqiiéncia da
raca 73 foi evidenciado, comparado ao que foi relatado por Balardin (1997).

Sartorato  (2002) realizaram levantamentos de racas de C.
lindemuthianum em oito Estados do Brasil. Este autor observou a ocorréncia de
26 ragas fisiologicas deste patogeno, dentre as quais onze (77, 85, 93, 96, 105,
109, 111, 123, 125, 127 e 193) ndo haviam sido identificadas até aquele
momento. A raga 73 foi a de maior freqii€ncia e as ragas 65, 69, 73, ¢ 81 foram
as que apresentaram a maior distribui¢do geografica.

Thomazella et al. (2002) realizou trabalhos sobre identificacdo de racas
fisiologicas de C. lindemuthianum no Parana utilizando as doze cultivares
diferenciadoras recomendadas pelo CIAT. Estes autores encontraram um total de
18 isolados oriundos de diferentes regides produtoras de feijao e identificaram

nove ragas: 7, 31, 65, 69, 73, 81, 87, 89, 95.
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O estudo da reacdo em cultivares diferenciadoras aos 17 isolados de C.
lindemuthianum coletados no estado de Minas Gerais por Talamini et al.
(2004b), revelou a ocorréncia de quatro ragas (8, 65, 81, 87), tendo, 65 ¢ 81 sido
as racas de maior freqiiéncia. As cultivares diferenciadoras TO, TU, AB136 ¢
(2333 nao foram suscetiveis a nenhum dos isolados avaliados. J4 Mahuku &
Riascos (2004) identificaram 90 racas entre 200 isolados obtidos de diferentes
paises do mundo. As racas 3481, 3545, 3977 e 3993 foram identificadas. Foi
possivel verificar, por meio deste levantamento, que todas as cultivares
diferenciadoras, inclusive a (G2333, tiveram a sua resisténcia quebrada pelos
isolados de C. lindemuthianum. Este fato evidencia que o uso de cultivares
diferenciadoras ndo estd mais sendo eficiente para a determinacdo da
variabilidade patogénica devido a grande amplitude genética que os isolados de
C. lindemuthianum apresentaram.

Talamini et al. (2004a) identificaram onze ragas fisiologicas diferentes
em 43 isolados brasileiros de C. lindemuthianum e verificaram que aquelas
capazes de infectar germoplasma Mesoamericano foram as mais freqiientes e
somente as cultivares diferenciadoras Kaboon, Pi 207262, AB136 e G2333
foram resistentes aos isolados estudados.

De acordo com os relatos anteriores, percebe-se que ¢é grande a
variabilidade genética de C. lindemuthianum, demonstrada por meio da
amplitude de variagdes morfoldgicas e culturais e da quebra de resisténcia das
cultivares diferenciadoras de patogenicidade ao longo do tempo. Varios
mecanismos sdo responsaveis pela ampliagdo desta variabilidade em fungos
fitopatogenos. O estudo destes mecanismos é necessario para a elaboragdo de
estratégias que possam vir a ser utilizadas no melhoramento de cultivares de

feijoeiros visando a resisténcia a este patogeno.
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2.3 Variabilidade genética em fungos fitopatégenos

A origem de um novo alelo ocorre basicamente por meio de mutagdo. A
heterocariose e a heteroplasmose conduzem a variagdo genética em fungos
selvagens (Hastie, 1981). Novas combinagdes (rearranjos) podem ser formadas a
partir de reproducdo sexuada; esta ¢ a forma mais comum de aumento da
variabilidade genética. Contudo, em fungos filamentosos, tanto a forma
meiosporica quanto a mitosporica sdo altamente variaveis e podem ocorrer
outros tipos de mecanismos de transferéncia de material genético, nas quais
novas formas de arranjo do genoma poderiam culminar no aumento da

variabilidade genética, dentre elas, anastomose entre hifas e conidios.

2.4 Reproducio sexual

Embora no ciclo sexual de cada espécie de fungo ja descrito existam
particularidades proprias, ele se caracteriza, de forma geral, pela existéncia em
um mesmo citoplasma de nucleos haploides com constituicdes genéticas
distintas (dicarions) que se fundem em estruturas apropriadas, produzindo um
nucleo diploide, que, quase imediatamente, sofre meiose, restaurando o estado
hapldide dos nucleos (Azevedo, 1987).

Em células hapléides existem tipos celulares necessarios para que ocorra
cariogamia, meiose ¢ posterior esporulagdo. Em ascomicetos filamentosos este
nivel de complexidade celular é requerido para a formacdo de tipos sexuais
diferentes (matings types). Nos fungos, de forma geral, ocorrem os dois tipos
sexuais necessarios para a fecundagdo cruzada e estes sdo determinados por
alelos alternativos em um unico loco (Kues & Casselton, 1996).

Wheller (1954) comentou sobre o efeito de varios genes que bloqueiam
diferentes passos no processo de reprodugdo sexuada em G. cingulata. O
processo sexual foi arbitrariamente dividido em quatro passos, citados

anteriormente nesta revisdo. O autor afirma que estes passos ndo sdo apenas
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simples eventos; por exemplo, plasmogamia envolve copulagdo, desintegracao
da parede celular que separava as células envolvidas na copula, transferéncia
nuclear e estabelecimento do dicarion.

A reproducdo sexual do género Glomerella foi inicialmente estudada por
Edgerton, (1912; 1914), constituindo-se na primeira descrigdo da diferenciagdo
sexual em ascomiceto (Weller, 1954). Estudos foram realizados em G. cingulata
f. sp. phaseoli por Mendes-Costa (1996), mostrando a natureza homotalica deste
fungo e contradizendo os resultados apresentados por Kimati & Galli (1970);
Bryson (1990) que descreveram o fungo como heterotalico. Camargo Jr. (2004)
realizou cruzamentos entre nove linhagens de G. cingulata f. sp. phaseoli para
posterior analise dos recombinantes por meio de marcadores RAPD e verificou
que este fungo €, ao mesmo tempo, homotalico e heterotalico, classificando-o
como pseudo-homotalico. Os estudos descritivos realizados até agora nesta
espécie foram feitos com microscopia de luz (Kimati & Galli, 1970; Bryson,
1990; Mendes-Costa, 1996; Roca et al., 2003; Ishikawa et al., 2003; Ishikawa &
Souza, 2004), eletronica de transmissdo (Roca, et al., 2000) e utilizando
marcadores moleculares (Camargo Jr., 2004).

Estudos sobre compatibilidade sexual em C. lindemuthianum foram
realizados por meio de cruzamentos em suspensdes conidiais (Kimati & Galli,
1970; Batista & Chaves, 1982) e culturas pareadas duas a duas (Bryson, 1990);
em todos os resultados apresentados, as colonias fingicas foram estéreis, quando
crescidas em separado (ndo homotalicas). No entanto, desenvolveram poucos
peritécios férteis quando combinadas (heterotalicas) (Bryson et al., 1992).
Posteriormente, Mendes-Costa (1996) observou a natureza homotalica de
Glomerella cingulata f. sp. phaseoli em isolados provenientes de Lambari, Patos
de Minas, MG e de Goidnia, GO. Rodriguez-Guerra et al. (1999) verificaram a
formagdo de peritécios estéreis (prototécios) entre isolados de C.

lindemuthianum confrontando-os dois a dois ¢ Camargo Jr. (2004) s6 obteve
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cruzamentos entre colonias claras e escuras de linhagens diferentes, constatando

o que tem sido relatado na literatura (Lucas, 1946; Wheller, 1952).

2.5 Anastomoses entre hifas e conidios

Anastomoses entre hifas ¢ um evento de conexdo celular que ocorre
entre os organismos. Nos fungos, para que ocorram cruzamentos, ¢ necessaria a
fusdo entre tipos sexuais diferentes, um pré-requisito para a reproducdo sexuada.
No entanto, fusdes entre hifas vegetativas sdo observadas em fungos
filamentosos; para tal, o processo de anastomose também ¢ inicialmente
requerido e, conseqiientemente, ocorre troca de material genético, tanto do
nucleo inteiro como apenas de fragmentos. Estas pontes permitem também a
troca de material genético extranuclear, como DNA mitocondrial ou plasmidial e
ainda podem gerar heterocariose (Griffiths, 1995).

A heterocariose em fungos filamentosos ¢ obtida por meio de
anastomoses que permitem a passagem ou troca do nucleo, assim como parte do
citoplasma. Bos (1985) e Mendes-Costa et al. (1998) encontraram anastomoses
entre hifas em C. lindemuthianum; estas podem ser de dois tipos: forma de H e
adjacente, mas ndo foram observadas passagens de nucleo. O processo de
formagdo das anastomoses foi acompanhado detalhadamente e verificou-se que,
nesta espécie, estas conexdes ocorrem freqiientemente ¢ ndo ocasionalmente
(Bos, 1985). Ja Ishikawa et al. (2003) observaram os mesmos tipos de
anastomoses entre hifas, com passagem de ntcleo.

Ocorrem varios tipos de conexdes entre células ou pontes intercelulares.
Um outro tipo de conexd@o celular é anastomose entre conidios. Roca et al.
(2003) realizaram o trabalho mais detalhado sobre este tipo de conexdo celular
em C. lindemuthianum. Nestas células conectadas, o nucleo pode se encontrar
perto do tubo de anastomose, no meio deste ou no conidio conectado, préximo

do outro nucleo, evidenciando fusdo. Em alguns isolados foram encontrados de
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um a trés micronucleos e anastomoses formadas por mais de dois conidios.
Poucas quantificagdes foram realizadas neste trabalho. Embora existam
evidéncias citologicas indicando eventos provavelmente envolvidos com a
variabilidade genética da espécie, ainda ndo se sabe a dinamica destes eventos,
como ocorrem, quando ocorrem e se realmente geram algum tipo de variagdo
(Roca et al., 2003). Os autores ainda citam que as comparagdes com outros
dados bibliograficos foram prejudicadas devido a escassez de publicagbes sobre
este assunto. Foram demonstrados também os eventos citoldgicos envolvidos na
anastomose entre conidios de C. lindemuthianum e comentou-se que a formagao
destas pontes parece ser um processo tardio, uma vez que, para todos os isolados
utilizados pelos autores, estas estruturas s6 foram observadas apo6s o final da
esporulagdo. Depois de quinze dias, a freqii€ncia de anastomoses aumentou, bem
como anastomoses em mais de um conidio. Posteriormente, a mesma autora e
colaboradores, em 2004, observaram, ao utilizarem coloragdo fluorescente
(DAPI), a passagem de nucleo entre conidios, por meio de anastomoses, entre
espécies de Colletotrichum (C. lindemuthianum x C. gossypii ) e verificaram a
formagdo de recombinantes, a partir do cruzamento destas espécies, utilizando
marcador PCR. Os autores concluiram que a formagdo de recombinantes ocorreu
devido as anastomoses entre os conidios das espécies diferentes de
Colletotrichum.

Anastomoses entre conidios podem ser uma forma alternativa para a
ocorréncia de trocas de metabdlitos, organelas e material genético. A passagem
de organelas como mitocondrias e vacuolos foi evidenciada. Foram utilizados
corantes, microscopia de fluorescéncia e confocal, mas ndo foram obtidas
imagens com seqiiéncia de eventos; entretanto, a transferéncia de vacuolos e
mitocOndrias de uma célula para outra foi observada e o registro desta passagem
foi efetuado. Nao foi possivel inferir como ocorre o movimento. Estes eventos,

embora raros, afetariam o comportamento genético e fisiologico do fungo.
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Mesmo que os conidios sejam iguais, do mesmo isolado fungico, a possibilidade
de um incremento de metabdlitos poderia conferir vantagem para a
sobrevivéncia e adaptagdo. A compreensdo destes mecanismos contribuira para
o melhor entendimento sobre a variabilidade genética da espécie (Roca et al.,
2003).
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Todos os procedimentos foram realizados no Departamento de Biologia
da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e no Centro Universitario de Lavras

(UNILAVRAS).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencio e manutencio dos isolados

Os materiais foram provenientes de diferentes localidades de Minas

Gerais (MG), um proveniente do estado de Goids (GO) e um da Costa Rica

(Tabela 3).

TABELA 3 Isolados de Colletotrichum lindemuthianum (G. cingulata f. sp.

phaseoli) avaliados no estudo.

Isolado Raca Cultivar Procedéncia
LV71 65 Pérola do Sul Monte Carmelo
LVs1 73 Carioca Lavras

LV4 81 RosinhaG2 Vigosa
Lv77 89 Carioca Lavras
LV33 337 Talisma Vigosa
Lv47 593 Pérola Cristalina — GO
LV76 2047 - Costa Rica (EUA)
LV79 e e DBI/UFLA
LV80 73 e DBI/UFLA
LVS81 65 OI-NS-331 Tjaci
LV82 81 Valente DBI/UFLA
LV83 89 Michelite DBI/UFLA
LVg&4 2047 Michelite DBI/UFLA
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Os isolados LV4, LV33, LV47, LV51, LV71, LV76 ¢ LV77 sdo da fase
assexual (forma anormorfica ou mitospérica) C. lindemuthianum e os isolados
LV79, LV80, LV81, LV82, LV83 e LV84 sdo da fase sexual (forma
teleomorfica ou meiosporica) G. cingulata f. sp. phaseoli.

Os isolados de C lindemuthianum foram obtidos por isolamento,
segundo Mendes-Costa (1996) e estavam disponiveis na micoteca do
Laboratorio de Resisténcia de Plantas a Doencas da UFLA. Os isolados LVS81 e
LV82 foram obtidos por isolamento a partir de folhas, ramos ¢ ou vagens de
cultivares de Phaseolus vulgaris, os isolados, LV79 ¢ LV80 estavam disponiveis
na micoteca; ja LV83 e LV84 foram reisoladas utilizando os seguintes
procedimentos: os isolados LV77 e LV76 pertencentes as racas 89 e 2047,
respectivamente, foram inoculadas na cultivar Michelite. Ao surgirem lesdes nos
ramos e folhas desta cultivar, estas foram tratadas para a remocao de propagulos
superficialmente aderidos em alcool 70% por um minuto e hipoclorito de sédio a
1% (um minuto). Finalmente, as lesdes foram lavadas em agua destilada e
esterilizada, secas em papel de filtro esterilizado e transferidas para placas de
Petri com meio de cultivo M; (Junqueira et al., 1984). Apds aproximadamente
trés dias ao invés de crescerem micélios, surgiram peritécios. Os isolados
cresceram em BOD (incubadora de crescimento) com controle de temperatura

(21°C) e fotoperiodo de 12 horas.

3.2 Compatibilidades vegetativa entre os isolados deC. lindemuthianum e
sexual entre os isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli

Para verificar a compatibilidade vegetativa e sexual entre os isolados de
C. lindemuthianum ¢ G. cingulata f. sp. phaseoli, estes foram confrontados dois
a dois em todas as combinagdes possiveis nas placas de Petri com meio M ; e
avaliada a area de encontro entre ambos, apds o crescimento (Bryson, 1990;

Rodriguez-Guerra et al., 1999). Um setor branco que surgiu na colonia do
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1solado LV51 foi confrontado com todos os demais isolados de C.

lindemuthianum avaliados no estudo (Tabela 3).

3.3 Anastomoses entre hifas e conidios

Para a observagdo de anastomoses entre conidios dentro de racas
fisiologicas de C lindemuthianum, inicialmente foram produzidas culturas
monospdricas. Estas foram obtidas por meio de uma suspensdo de esporos de
cada raca, a partir de inoculo do fungo crescido e esporulando em vagem de
feijao parcialmente imersa em agar-agua.

As anastomoses foram observadas utilizando 1dminas para microculturas
de células. As laminas foram inoculadas com um filme de dgua e esporos em
alta densidade para favorecer o encontro entre eles. Foram utilizadas
concentragdes de 1.000/5um de esporos obtidos a partir do fungo crescido e
esporulando em vagem por, aproximadamente, quinze dias. As laminas
inoculadas foram monitoradas ao microscopio de contraste de fase Luca DMLS
de seis em seis horas até a formagao de micélio.

Para se verificar a formagao de anastomoses entre hifas foram utilizados
quadrados de papel celofane dispostos em placas de petri sobre meio de cultura
M;, segundo Ishikawa et al. (2003).

Os micélios (hifas) crescidos em membranas de celofane foram corados
na propria membrana onde se desenvolveram. A coleta a e preparagdo foram
realizadas com, no maximo, sete dias apos a inocula¢do do isolado na placa de
petri. Os papéis celofane contendo as hifas fungicas foram fixados por 24 horas
em Carnoy acético, hidrolisados em HCI a 1 N por 10 minutos e corados com
Giemsa por aproximadamente sete horas. Foram montadas laminas

semipermanentes para a observagdo do material corado (Roca et al., 2003).
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As imagens foram capturadas com o auxilio do programa Optronics
DEI-750 Acquire e ou adquiridas, por meio de camara fotografica Olympus PM-
Ce5DX.

3.4 Avaliacao dos caracteres morfologicos

Os seguintes caracteres morfologicos foram avaliados:

1 Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM): indculos dos
isolados de C. lindemuthianum foram transferidos para placas contendo,
aproximadamente, 20ml de meio M ;. Foram realizadas medigdes a cada 24 horas
do didmetro das colonias em posi¢do ortogonal durante doze dias a partir do
momento da inoculacgdo. Os isolados de C. lindemuthianum foram transferidos
para meio M3 e cresceram sob fotoperiodo de doze horas (BOD) a 21 °C. Foram
utilizadas cinco repeti¢des (placas) por isolado. O indice de velocidade de
crescimento micelial foi calculado utilizando-se a féormula adaptada de Oliveira

(1991).

IVCM=2(D-Da)
N—
Sendo:
IVCM=indice de velocidade de crescimento micelial
D=diametro médio atual da colonia
Da=diametro médio da colonia do dia anterior

N=numero de dias apods a inoculagdo
2 Diametro colonial: o diametro das colonias de C. lindemuthianum foi

medido em centimetros, por um periodo de 15 dias. Foram avaliadas cinco

placas por isolado (cinco repeti¢des).
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3 Avaliacdo do crescimento micelial: foi realizada uma analise de
regressdo para o crescimento das colonias dos isolados de C. lindemuthianum.

4 Avaliaciao da capacidade de esporulacao: foram obtidas suspensoes
conidiais, utilizando a mesma quantidade de agua por tubo de ensaio (2ml)
contendo o fungo esporulando sobre vagem de feijdo. Foram preparados quatro
tubos por isolado (quatro repeti¢cdes) avaliado. Posteriormente, procedeu-se a
contagem do numero de esporos em camara de Newbauer.

5 Cor e textura das coldnias: os isolados crescidos em BOD
(fotoperiodo 12h) a 21°C sobre meio Mj solido foram observados com sete,
quinze e trinta dias de idade. Foram utilizados para comparar com as cores das
coldnias, o mapa de cores Munsell ® Soil Color Charts (1979).

6 Presenca de estruturas reprodutivas: apos sete dias de crescimento
dos isolados em laminas de microcultivo, foi observada a presenga de estruturas
reprodutivas, tais como esporodoquios (acérvulos) e peritécios. Para a
observagdo destas estruturas reprodutivas, foram confeccionadas laminas de
microcultivo (Souza & Torres, 2004), que continham fragmentos circulares de
meio de cultura M; obtidos com o auxilio de vasadores. Os fragmentos
circulares de meio de cultura sobre as laminas foram cobertos por laminulas
apos a transferéncia de todos os isolados para os mesmos. As laminas assim
confeccionadas foram mantidas no interior de placas de Petri com chumagos de
algoddo embebidos em agua destilada e esterilizada. As placas contendo as
laminas de microcultivo devidamente preparadas foram depositadas em BOD.
Apos sete dias, as laminulas colonizadas pelos isolados foram transferidas para
outras laminas que continham, cada uma, uma gota de agua destilada e
esterilizada e observadas ao microscopio optico Olympus BX60, com aumentos
de 100x e 400x. As melhores imagens foram capturadas por meio do programa

Optronics DEI-750 Acquire.
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7 Dimensio dos esporos: os caracteres avaliadas foram comprimento e
largura dos conidios e ascosporos em micrometros (um), a relagdo
comprimento/largura ¢ a forma dos conidios, segundo Feitosa et al. (1977). Estes
autores consideram Ccc = cilindrico muito curto, relagdo comprimento/largura
menor que 2,00; Cc = cilindrico curto, relagdo entre 2,00 e 2,50; C = cilindrico,
entre 2,50 e 3,00; f = fusiforme, entre 3,00 e 3,50; ff = fusiforme muito

alongado, relagdo maior que 3,5.

3.5 Avaliacées citologicas

Os esporos foram obtidos de culturas monospodricas desenvolvidas em
meio M; Posteriormente, os mesmos isolados foram transferidos para tubos de
ensaio que continham vagem de feijao fixadas em d&gar-dgua, e apods
esporulagdo, foram realizadas as suspensdes dos esporos em agua destilada e
esterilizada para posterior preparo das laminas. Os conidios € 0s ascOsporos
foram medidos por meio de uma ocular OSM, acoplada ao microscopio de
contraste de fase Luca DMLS na objetiva de 40x. Para isso foram escolhidos 30

conidios e ascosporos aleatoriamente em trés ldminas diferentes.

3.6 Analises estatisticas

A avaliacdo do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM),
diametro colonial, capacidade de esporula¢do, comprimento e largura dos
conidios e ascosporos foram realizadas de acordo com o seguinte modelo
estatistico:

Yi=p+tit+ ey,

em que:

Yi: observagao referente ao isolado i na repeticao j;

1 : média geral;

t;: efeito do isolado 1;
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ejj : erro associado a repeticdo j do isolado i.
A avaliagdo do crescimento micelial dos sete isolados de C.

lindemuthianum foi realizada utilizando-se o modelo estatistico:

Yip=p+ti+eij) + di + tdic + €,

em que:
Yiix : observacdo do dia k dentro da repeti¢do j do isolado i;

1 : média geral;

ti: efeito do isolado i; em que i=1,..., 7;

€i (i) : erro associado a repeti¢do j do isolado i, em que j = 1,...,5;
dk : efeito do dia k, em que k= 1,...,15;

tdi : efeito da interagdo isolados por dias;

€ijx : erro associado a observagao Y .

Os dados obtidos foram analisados segundo a metodologia convencional
da anélise de variancia utilizando o programa SISVAR. A comparagdo entre as
médias foi feita utilizando-se o teste de sinificancia Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.

Foi realizada uma analise de regressdo para o crescimento colonial dos
isolados de C. lindemuthianum por meio da avaliagdo do diametro colonial, em

fun¢do do tempo em dias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Compatibilidade vegetativa entre os isolados deC. lindemuthianum

Os isolados de C. lindemuthianum (Tabela 3), confrontados dois a dois,
apresentaram-se incompativeis, (Figura 1) confirmando os resultados obtidos
por Roca et al. (2003). Estes autores confrontaram isolados de C.
lindemuthianum denominados 1010, 531, 1013, 1003, 1007, 1002 e verificaram
que houve incompatibilidade vegetativa por meio do crescimento helicoidal
destes isolados. Tem sido relatado, na literatura, que isolados de C.
lindemuthianum oriundos do México foram confrontados dois a dois. Destes, um
pequeno numero produziu peritécios na linha de confronto. Muitos isolados
confrontados produziram estruturas arredondadas estéreis denominadas
prototécios (Rodriguez-Guerra et al., 1999).

A colonia de C. lindemuthianum clara oriunda do setor que surgiu no
isolado de colonia escura da raga 73, também ndo foi compativel com os demais
isolados de C. lindemuthianum utilizados no estudo (Figura 2). Relatos na
literatura citam que, normalmente, cruzamentos compativeis envolvem isolados
de coldnias claras com isolados de colonias escuras (Lucas, 1946; Wheller,
1952).
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(b)

FIGURA 1 Incompatibilidade vegetativa entre isolados de C. lindemuthianum;
(a) confronto entre coldnias da raca 2047 e (b) confronto entre

colonias das ragas 65 e 2047.

FIGURA 2 Incompatibilidade vegetativa entre o isolado branco da raca 73

(LV51) com os outros isolados de C. lindemuthianum.
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4.2 Compatibilidade sexual entre os isolados deG. cingulata f. sp. phaseoli

Nao foi observada a compatibilidade sexual entre os isolados de G.
cingulata f. sp. phaseoli (Figuras 3) nos cruzamentos realizados. No entanto,
linhas de confronto foram formadas no limite entre setores que surgiram nos
isolados subculturados (Figura 4).

Deve ser salientado que a incompatibilidade sexual entre os isolados
pode ter ocorrido devido a pequena amostra de isolados avaliada ou as condigdes
inadequadas de cultivo.

E importante comentar que considera-se haver compatibilidade sexual
entre isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli quando estes, ao serem
confrontados, produzem peritécios férteis na linha de confronto e considera-se
compatibilidade vegetativa, quando os isolados de C. [lindemuthianum
confrontados, ap6s o encontro das hifas, também produzirem peritécios férteis
na linha de confronto. Os ascos e ascosporos no interior dos peritécios
produzidos devem apresentar morfologia semelhante a descrita por Shear &

Wood (1913); Lucas, (1946); Kimati & Galli (1970); Bryson (1992).

(@

FIGURA 3 Incompatibilidade sexual entre isolados de G. cingulata f. sp.
phaseoli; (a) LV79 confrontado com LV84 e (b) LV80 com LVS§3.
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FIGURA 4 Linhas de confronto (setas) no limite de setores no isolado LV79 de
G. cingulata f. sp. phaseoli.

4.3 Anastomoses entre hifas e conidios

Todos os isolados estudados apresentaram anastomoses entre hifas e
apenas os isolados LV51 e LV77 (Figura 5) entre conidios. No entanto, Roca et
al. (2003) verificaram que todos os isolados de C. lindemuthianum utilizados em
seu estudo formaram anastomoses entre conidios em qualquer época de
avaliacdo (7 a 40 dias).

As anastomoses entre hifas apresentaram septos em todos os isolados
deste estudo (Figura 6) e foi observada a passagem de nicleo em anastomoses
entre hifas dos isolados LV4 ¢ LV76 (Figura 7). Septos em anastomoses entre
conidios foram encontrados na avaliagdo dos isolados de C. lindemuthianum
utilizados por Roca et al. (2003) e a passagem de nucleo devido a anastomose
entre hifas em isolado da raga 81 foi evidenciada por Ishikawa et al. (2003).

A formacdo de anastomoses entre conidios e entre hifas com passagem
de nicleo ¢ um indicativo da ocorréncia de transferéncia horizontal ( Van

Diepeningen, 1999). No entanto, ndo foi possivel distinguir os conidios de
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isolados diferentes, o que permitiria identificar a formagao de anastomoses entre

conidios de diferentes ragas fisiologicas de C. lindemuthianum.

FIGURA 5 Anastomoses (setas) entre conidios dos isolados das racas 73(a) e
89(b) de C. lindemuthianum. 100x. Barra: 50 pum.

FIGURA 6 Septos (Setas) em anastomoses entre hifas de C. lindemuthianum.
400x. Barra: 10um.
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FIGURA 7 Passagem de nucleo (setas) entre hifas dos isolados das ragas 81 (a)
¢ 2047 (b) de C. lindemuthianum. 400x. Barra: 10pum.

4.4 Avaliacao do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e
capacidade de esporulacio dos isolados deC. lindemuthianum

Para o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), apenas os
isolados LV77 e LV76 diferiram estatisticamente dos demais pelo teste de Scott-
Knott (Tabela 4). O isolado LV47 apresentou a menor média, sendo considerado
o de crescimento mais lento e LV76 a maior média, sendo considerado de
crescimento rapido (Tabela 4). Estudos anteriores obtidos por Feitosa et al.
(1977); Nechet (1999) e Dias (2002) caracterizando coldnias de Colletotrichum
spp., relataram que diferentes isolados também apresentaram diferenga
significativa na velocidade de crescimento micelial em meio de cultura,
classificando-os como de crescimentos lento e rapido.

Os isolados avaliados apresentaram crescimento linear (Figura 8) nos
doze dias de medigdo do diametro colonial, ndo diferindo estatisticamente até o
terceiro dia de desenvolvimento. A partir de entdo, as diferencas tornaram-se
significativas entre os isolados estudados (Tabela 2A). O isolado da raga 2047 se

destacou das demais pelo seu acentuado crescimento micelial (Figura 8).
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Em relag@o a capacidade de esporulagdo em meio de cultura de vagem,
os isolados apresentaram variacdo. O isolado LV47 apresentou esporulagdo
superior em relagdo aos demais, destacando-se em relacdo ao nimero médio de

esporos dos outros isolados (Tabela 4).

Tabela 4 indice de velocidade de crescimento micelial (cm/dia) e capacidade de

esporulacio (10%) dos isolados de C. lindemuthianum.

Isolado IVCM Esporulacao
LV71 0,90b 15,58¢c
LV51 1,03b 5,52d
LV4 0,93b 15,49¢
LV77 1,07a 21,96b
LV33 0,98b 24,10b
LV47 0,88b 50,92a
LV76 I,11a 7,44d

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de
Scott-Knott (1974), a 5% de probabilidade.
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FIGURA 8 Equacdo de regressdo para o crescimento micelial de isolados de C.

lindemuthianum.
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4.5 Caracteres culturais e reprodutivos dos isolados

Os isolados apresentaram alta variabilidade quanto a coloragdo da
colonia. De forma geral, os isolados se reproduziram assexuadamente ( C.
lindemuthianum) por meio de conidios produzidos em esporoddquios
(acérvulos) com a presenca de setas (Figura 9). O isolado LV76 foi o inico que
ndo apresentou corpo de frutificagdo do tipo esporodoquio.

Todas as colonias de C. lindemuthianum apresentaram a coloragdo de
branco a cinza-claro (Figura 10) e, com o passar do tempo de cultivo, desde
cinza-escuro a negra (Figura 11) com superficies delicadamente aveludadas.
Dentre as colonias fungicas avaliadas, os isolados LV51 e LV33 formaram
setores mais claros e de superficies aveludadas, (Figura 12) enquanto que os
isolados LV76 e LV77 foram as mais estdveis e as unicas que produziram a
forma teleomorfica Glomerella cingulata f. sp. phaseoli, produzindo peritécios
arredondados (Figura 9) inicialmente em aglomerados (Figura 13). E valido
comentar que Edgerton (1912; 1914) foi o primeiro a descrever caracteristicas
das colonias de G. cingulata de acordo com a distribui¢do de peritécios sobre
meio de cultura. Este autor observou colonias com peritécios em aglomerados e
as denominou de “’plus’’ e colonias com peritécios dispersos denominando-as de
“minus’’. J4, Roca et al. (2003) comentaram que os isolados de G. cingulata f.
sp. phaseoli avaliados (1010, 531, 1013) formam peritécios de dois tipos: os que
crescem isolados e grandes e os que sdo pequenos formando massas negras.

Lucas et al. (1944); Chilton et al. (1945) ¢ Wheleer et al. (1948)
realizaram cruzamentos entre as linhagens “’plus’” e “’minus’’ de Edgerton e
obtiveram varios tipos de segregantes para fertilidade da colonia, produgdo, cor
¢ tamanho dos ascosporos, além de distribuicdo dos peritécios sobre o meio de
cultura utilizado e Chilton & Wheller (1949) estudaram o efeito da idade da

cultura de G. cingulata na ocorréncia da variante morfologica ‘minus’. Os
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autores observaram que, com o tempo de cultivo, aumenta o numero de
linhagens ‘minus’ obtidas, mesmo se realizadas monoascosporicas.

Davis et al. (1992) encontraram variagdo para a colorag@o da colonia de
hialina a negra em isolados de C. gloesporioides oriundos da América Latina e
da Africa, estes isolados se reproduziram por meio de conidios produzidos em
acérvulos. Alguns acérvulos apresentaram setas, outros eram desprovidos deste
tipo de hifa.

As caracteristicas avaliadas confirmam que os isolados pertencem a
espécie Colletotrichum lindemuthianum (Glomerella cingulata f. sp. phaseoli)
segundo Sutton (1980). E importante comentar que existe uma grande
variabilidade morfoldgica e cultural nos caracteres avaliados, ressaltando ainda
mais a possibilidade da existéncia de mecanismos, além dos mais conhecidos,

que ampliam a variabilidade genética nesta espécie.
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FIGURA 9 Estruturas reprodutivas de C. lindemuthianum (G. cingulata f. sp
phaseoli), esporodoquios (acérvulos) com a presenca de setas (setas
pretas) (a), 400x e (b), 100x; peritécio com a liberagdo de ascos e
ascosporos (seta vermelha) (c), 400x; peritécio estourado(d), 400x.

Barra: 40pm no aumento de 100x e 10 um no aumento de 400x.
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FIGURA 10 Colonias de C. lindemuthianum aos sete dias de idade com
coloracdo de hialina (seta preta) a cinza-claro (seta vermelha); (a)

LV47 e (b) LV71.

(@ (b)) -

FIGURA 11 Colonias de C. lindemuthianum aos trinta dias de idade com
coloragdo de cinza-escuro (a) a negra (b); (a) LV33 e (b) LV76.
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FIGURA 12 Colonias dos isolados da ragas 73(a) e 337(b) de C.
lindemuthianum, que formaram setores mais claros e de

superficies aveludadas (setas).

(@) - (b)

FIGURA 13 Colonias de G. cingulata f. sp. phaseoli produzindo peritécios em
aglomerados(setas), LV83(a) e LV84(b).
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4.6 Dimensdes dos conidios

Houve uma grande variacdo na relagdo comprimento/largura, uma vez
que os isolados apresentaram uma média semelhante em relagdo ao tamanho dos
conidios (Tabela 6). O maior comprimento conidial foi verificado no isolado da
LV71 (18,88um) e os menores nos isolados LV33 e LV47 (12,72 um). Em
relacdo a largura, os isolados LV77, LV33, LV47, LV76 foram semelhantes
(Tabela 5). O isolado LV51 apresentou os conidios mais largos (7,92 um) e o

isolado LV4 os mais estreitos (3,12 pm).

TABELA 5 Dimensdes (um) e forma dos conidios dos isolados de C.

lindemuthianum.
Isolado Dimensoes dos conidios Relacao Forma
Comprimento Largura Comp./larg.

LV71 13,44-18,88 5,28-7,08 2,66 *C
LV51 12,48-17,52 4,80-7,92 2,45 *Cce
LV4 13,02-17,52 3,12-7,20 3,45 *F
LV77 13,92-17,76 3,36-6,24 3,36 *F
LV33 12,72-17,04 3,36-5,76 3,30 *F
LV47 12,72-16,32 3,36-5,16 3,46 *F
LV76 13,80-17,28 3,36-5,76 3,33 *F

*C = cilindrico; *Cc = cilindrico curto; *F = fusiforme.
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O tamanho médio dos conidios de C. lindemuthianum foi préximo do
descrito por Roca et al. (2003); eles apresentaram 12,96 um de comprimento e
5,25um de largura e mais proximos dos descritos por Rava & Sartorato (1944).
Estes autores delimitaram, na sua revisdo, valores de 13-22 x 4,4-5,3 um
relativos a esta espécie. No entanto, estes valores foram superiores aos citados
por Sutton (1992), que descreveu, para C. lindemuthianum, 9,5-11,5 x 3,5-
4,5um.

Os valores encontrados para o comprimento dos conidios foram
superiores ao valor médio descrito por Ishikawa et al. (2003), para a raga 65,
(14,27um) e proximos aos descritos para as racas 81 e 89 com relagdo ao
comprimento médio, que foi de 16,68 um e 16,28 um, respectivamente. Com
relacdo a largura média, Ishikawa et al. (2003) nao verificaram diferenca
significativa entre os isolados de C. lindemuthianum das ragas 65, 81 e 89,
corroborando com os resultados obtidos neste trabalho para as ragas 81 e 89 de
C. lindemuthianum.

Feitosa et al. (1977) observaram variacdes no tamanho médio dos
conidios de C. gloesporioides. Esta variagdo foi de 10,53 a 20,20pum de
comprimento por 4,08 a 7,41 um de largura. A relagdo comprimento/largura
variou de 1,71 a 3,88 um.

Apenas os isolados LV71 e LV51 apresentaram a forma dos conidios
diferente da forma dos demais isolados avaliados (Tabela 5). Os conidios de
acordo com a relacdo comprimento/largura foram cilindricos (Figura 14a),
cilindricos curtos (Figura 14b) e fusiformes (Figura 14c) com as extremidades
arredondadas corroborando com Sutton (1992), este autor observou que os
conidios de C. lindemuthianum apresentavam as extremidades arredondadas.
Resultados semelhantes foram obtidos por Dias (2002), que obteve uma variagao

média de 9,8-12,25um de comprimento por 4,8um de largura. A relagdo
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comprimento e largura variou de 2,0 a 3,5um. As formas dos conidios, de

acordo com esta relacdo, foram classificadas como cilindricos e fusiformes.

TABELA 6 Médias do comprimento e largura (1m) dos conidios das sete

racas de C. lindemuthianum.

Isolados Comprimento Largura
LVT71 16,32a 6,12b
LV51 15,86a 6,48a

LVv4 16,16a 4,68d
LV77 15,74a 4,70d
LV33 15,10b 4,57c
LV47 14,34c¢ 4,14e
LV76 15,41a 4,64d

Meédias seguidas da mesma letra nao diferem, pelo teste de Scott-Knott (1974),
a 5% de probabilidade.
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FIGURA 14 Formas dos conidios de C. lindemuthianum; a) cilindricos (LV71),
b) cilindricos curtos (LV51), ¢) fusiformes (LV77). 100x. Barra:
50pm.

4.7 Dimensoes dos ascosporos

Houve uma grande variacdo nas médias em relagdo ao tamanho dos
ascosporos. A maior média do comprimento dos ascosporos foi verificada no
isolado LV80 e a menor no isolado LV79 (Tabela 7). Em relagdo a largura, os
isolados LV80, LV81 e LV84 apresentaram as maiores estimativas ¢ LV81 ¢
LV84 nido diferiram estatisticamente (Tabela 7), de acordo com Ishikawa et al.
(2003) que encontraram valores de 6,57 um e 6,64pum para as ragas 65 e 2047,
respectivamente. Segundo estes autores, os isolados LV79, LV82 (Figura 15) e
LV83 diferiram estatisticamente pelo teste de Scott-Knott. Vale ressaltar que o

isolado LV80 apresentou os ascOsporos maiores, tanto em comprimento quanto
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em largura (38,85 x 10,40 um). Ao contrario dos isolados LV79 (21,70 um de
comprimento) e LV81 (6,73um de largura), que apresentaram os menores
ascOsporos.

Roca et al. (2003), avaliando as médias do comprimento ¢ largura de trés
isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli (1010, 531, 1013), verificaram que o
isolado 531, que pertence a raga 73, apresentou as maiores dimensdes (21,32 x

7,17um) e o isolado 1013 (raga 1) as menores (18,26 x 4,94 um).

TABELA 7 Médias do comprimento e largura dos ascésporos dos isolados

de G. cingulata f. sp. phaseoli.

Isolados Comprimento Largura
LV79 21,70e 9,00c
LV80 38,85a 10,40a
LV81 23,68d 9,90b
LV82 24,43d 6,73¢
LVS83 25,90c 8,03d
LV84 35,01b 9,96b

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem, pelo teste de Scott-Knott (1974),
a 5% de probabilidade.
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FIGURA 15 Ascos (seta vermelha) liberando ascosporos (seta preta) no isolado

LV82 de G. cingulata f. sp. phaseoli. 400x. Barra: 10 um.

Estudos de avaliacdo do comprimento e largura em C. lindemuthianum
(G. cingulata f. sp. phaseoli) podem ser de extrema importancia, pois isolados
que s@o bem contrastantes em relagdo ao tamanho e forma dos conidios ou
ascosporos podem ser muito Uteis em analises genéticas. Por exemplo, a
demonstracdo da ocorréncia de anastomoses entre conidios de racas diferentes
poderia ser possivel, utilizando-se isolados de diferentes racas que apresentem
dimensdes contrastantes quanto ao comprimento e largura dos conidios. Estas

caracteristicas poderiam ser importantes marcadores morfoldgicos.
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5 CONCLUSOES

Os isolados de C. lindemuthianum (G. cingulata f. sp. phaseoli)
apresentaram ampla variabilidade genética para todos os caracteres avaliados.

A forma do conidio de C. lindemuthianum pode ser usada como
marcador morfologico em estudos genéticos de ragas contrastantes para este
carater.

Todos os isolados de C. lindemuthianum avaliados se comportaram de
forma semelhante em relacdo ao crescimento micelial; apenas o isolado LV76
destacou-se dos demais.

Os isolados de C. lindemuthianum LV83 e LV84 apresentaram
desenvolvimento espontineo, tanto na forma mitosporica ( C. lindemuthianum)

quanto na forma meiosporica ( G. cingulata f. sp. phaseoli).
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TABELA 1A Resumo da ANAVA dos caracteres morfologicos de C.

lindemuthianum.

Fontes de variaciao QM Fc (Pr>Fc)
Comprimento dos conidios 12,6376 8,690%*
Largura dos conidios 23,7599 56,868**
Comprimento dos ascosp. 1442.2933 168,401**
Largura dos ascosp. 58,4602 32,684**
IVCM 0,0260 2,723%
Capacidade de esporulaciao 8,8484 4,210%*
Diametro das colonias 49275 6,030*

*significativo; **altamente significativo

TABELA 2A Efeitos da interagdo tratamento (isolados) por dias das ragas de C.

lindemuthianum .

Efeitos Dias Fc Pr>F
Trat*dias 1 0,35 0,9041 N.S.
Trat*dias 2 1,09 0,3815 N.S.
Trat*dias 3 2,28 0,0535 N.S.
Trat*dias 4 2,93 0,0172%*
Trat*dias 5 3,64 0,0052%*
Trat*dias 6 4,40 0,0015%*
Trat*dias 7 6,71 <.0001*
Trat*dias 8 8,55 <.0001*
Trat*dias 9 7,70 <.0001*
Trat*dias 10 6,49 <.0001*
Trat*dias 11 6,33 <.0001*
Trat*dias 12 7,04 <.0001*
Trat*dias 13 6,66 <.0001*
Trat*dias 14 8,29 <.0001*
Trat*dias 15 9,22 <.0001*

N.S. ndo significativo; *significativo.
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