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RESUMO

Antracnose do feijoeiro, causada pelo patégeno Colletotrichum
lindemuthianum, interfere negativamente na producdo do feijdo no Brasil. A fase
sexual do patégeno, Glomerella cingulata f. sp. phaseoli, tem sido isolada de
lesdes de antracnose em plantas de feijoeiro coletadas do campo no Brasil.
Entretanto, os isolados da fase sexual tém demonstrado caracteristicas que os
diferem dos isolados assexuais. Dessa forma, este estudo foi realizado com o
objetivo de caracterizar populagdes da fase assexual e sexual, obtidas a partir de
lesdes de antracnose do feijoeiro, visando detectar e quantificar a diversidade
dentro e entre as populagdes. Para tanto, foram analisados dados de
patogenicidade, morfologicos, fisiologicos, culturais e moleculares de cada
populacdo, para fomentar as discussdes a respeito da hipotese de mais de uma
espécie estar envolvida neste complexo sistema. Foram avaliados 74 isolados de
C. lindemuthianum e 73 isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli. Os caracteres
avaliados demonstraram alta variabidade dentro e entre as populacdes. Testes de
patogenicidade indicaram que, diferente da populagdo assexual, os isolados da
populacdo sexual ndo causam sintomas quando inoculados na cultivar suscetivel
Pérola, exceto para seis isolados que apresentaram esporulagdo semelhante aos
isolados da fase assexual. O indice de velocidade do crescimento micelial e o
didmetro colonial demonstraram que os isolados sexuais apresentam crescimento
micelial mais rapido que os isolados assexuais. Porcentagem de germinacio da
populagdo sexual, na média, também foi superior a apresentada pelos isolados
assexuais. Na comparag¢do das dimensdes dos esporos, os conidios da populacdo
assexual foram maiores do que os conidios da populacdo sexual. Em ambas as
populagcdes foram observados tubos de anastomose entre conidios (CATs) e septo
nos conidios germinados, em propor¢des variando de acordo com o isolado. Para os
ascosporos ndo se detectaram tubos de anastomose e 100% se mostraram septados
apos a germinacao. Nao foi observada compatibilidade sexual entre os isolados da
populacdo assexual, fato que ocorreu entre os isolados da populagdo sexual. O par
de primers especifico para os isolados de C. lindemthianum amplificou somente
para os isolados assexuais, enquanto o par de primers desenhado para a populagdo
sexual amplificou para os isolados sexuais, exceto para aqueles que apresentaram
sintomas quando inoculados na cultivar Pérola. Estes isolados ndo se agruparam
com nenhum outro isolado na arvore filogenética, a qual também separou os
isolados sexuais do isolado de C. lindemuthianum. Conjuntamente, os resultados
apresentados neste estudo sugerem que mais de uma espécie esta envolvida neste
sistema patdgeno-hospedeiro. Sugerimos, portanto, que os isolados da fase sexual,
descritos na literatura como G. cingulata f sp. phaseoli, os quais sdo provenientes de
colonias monosacospdricas, ndo pertencem a mesma espécie dos isolados da fase



assexual, provenientes de colonas monospdricas, descritos na literatura como C.
lindemuthianum.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum. Glomerella cingulata f. sp.
phaseoli. Variabilidade genética. Compatibilidade sexual. Tubos de anastomose
entre conidios.



ABSTRACT

Common bean anthracnose, caused by Colletotrichum lindemuthianum,
resulting in severe yield losses in Brazil. The sexual phase, Glomerella cingulata f.
sp. phaseoli, have been isolated from anthracnose lesions on common bean
plants in the field in Brazil. However, sexual isolates show several characteristics
not coincident with asexual isolates. The objective of this work was to analyse
asexual and sexual populations from lesions of anthracnose beans to investigate the
variability within and between populations. We evaluated several characteristics like
pathogenicity, morphology, physiology, cultural and molecular data from each
population, to discuss the hypothesis if there is more than one species in this
complex system. We analysed 74 isolates of C. lindemuthianum and 73 isolates of
G. cingulata f. sp. phaseoli. All characteristics showed high variability within and
between populations. Pathogenicity assays indicated, differently of asexual isolates,
sexual isolates do not cause symptoms when inoculated on susceptible cultivar
Perola, excepting for six isolates that present sprorulation similar to asexual isolates.
Indexes of mycelial growth rate and colony diameter assays indicated that sexual
isolates grow faster than asexual isolates. Percentage of germination of sexual
population was higher than the percentage showed by the asexual population.
Conidial cytology indicated that asexual population presents conidial bigger than
sexual population. In both population, sexual and asexual, were observed fusion of
conidial anastomosis tubes (CATs) and septa formation after germination, in
different proportions, depending of strain analysed. We did not observe anastomosis
tubes in ascospores and 100% of them presented septa after germination. Sexual
compatibility was showed only to isolates of sexual population. Specific primers to
C. lindemthianum isolates (HMGCLF ¢ HMGCLR) amplified only to isolates of
asexual population. Whereas primers designated to sexual population (HMGGLOF
e HMGGLOR) amplified to G. cingulata f. sp. phaseoli isolates, excepting for
six isolate that cause symptoms when inoculated on susceptible cultivar Perola.
Those six isolates did not group with another isolate in the phylogenetic tree. In the
phylogenetic tree C. lindemuthianum isolate did not group with the sexual isolates
tested. Those results showed in this study suggest that more than one species can be
found on this pathogen-host system. Therefore, we conclude that isolates of sexual
phase, described in the literature as G. cingulata f sp. phaseoli are not from the same
species that isolates of asexual phase, described in the literature as C.
lindemuthianum.

Keywords: Colletotrichum lindemuthianum. Glomerella cingulata f. sp.
phaseoli. Genetic variability. Sexual compatibility. Conidial anastomosis tubes.
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1 INTRODUCAO

A cultura do feijoeiro comum, no Brasil, ¢ submetida a muitos estresses
bioticos e abiodticos que causam redugdo expressiva na produtividade e afetam a
qualidade do produto. Entre eles destaca-se a acao de fitopatdogenos causadores
de doengas. A antracnose, causada por Colletotrichum lindemuthianum, ¢ uma
das principais doengas fingicas do feijoeiro, especialmente em localidades com
temperaturas de moderadas a frias e alta umidade relativa, com perdas que
podem chegar a ordem de 100% (KIMATI et al., 1997).

Colletotrichum lindemuthianum ¢ um fungo filamentoso que se reproduz
assexualmente (SUTTON, 1992). No entanto, a estrutura populacional e a
diversidade genética e fenotipica deste patdgeno sio semelhantes as de
populacdes originadas de reproducdo sexuada (BRYGOO et al., 1998). A fase
sexual do patogeno ¢ denominada G. cingulata f. sp. phaseoli (KIMATI,
GALLI, 1970). Em algumas regides produtoras de feijao, no Brasil, a fase sexual
tem sido isolada com frequéncia a partir de lesdes tipicas de antracnose do
feijoeiro provenientes do campo, sem nenhum tipo de indu¢do (CAMARGO
JUNIOR et al., 2007; ISHIKAWA et al, 2010b; SOUZA; CAMARGO
JUNIOR; PINTO, 2010).

Além da reproducdo sexual, outros mecanismos que permitem a
transferéncia de material genético tem sido descritos na literatura para C.
lindemuthianum, tais como o ciclo parassexual (CASTRO-PRADO et al., 2007)
e a recombinacdo assexual via fusdo de tubos de anastomose entre conidios
(ISHIKAWA; RAMALHO; SOUZA, 2011). Visto que a maior limita¢do para o
desenvolvimento de cultivares de feijoeiro resistentes a antracnose ¢ a alta
variabilidade patogénica de C. lindemuthianum, estes mecanismos podem
auxiliar consideravelmente o aumento da diversidade genética apresentada por

este patogeno.
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Estudos utilizando isolados pertencentes a fase sexual do patdogeno
demonstram que estas colonias apresentam algumas caracteristicas que as
diferem das colonias da fase assexual (BARCELOS, 2010; BARCELOS;
SOUZA; SILVA, 2011; ISHIKAWA et al., 2010b). Sintomas em plantulas de
feijoeiro, quando inoculadas com G. cingulata f. sp. Phaseoli, sdo mais brandos
e diferentes daqueles induzidos pela fase assexual (CAMARGO JUNIOR et al.,
2007). Barcelos (2010) analisou os eventos pds-infec¢do utilizando linhagens
transformantes expressando a proteina verde fluorescente. Em experimentos de
coinoculagdo do isolado sexual transformante e o isolado assexual selvagem, foi
observada a formacdo de hifas do isolado transformante sobre as lesdes de
antracnose causadas pelo isolado selvagem, sugerindo que ambos os isolados
podem colonizar as mesmas lesdes de antracnose.

Diante do exposto, este trabalho foi realizado com o objetivo de
caracterizar, separadamente, uma popula¢do de 74 isolados da fase assexual do
patogeno e uma populagdo de 73 isolados da fase sexual do patdégeno, visando
detectar e quantificar a diversidade dentro de cada populagdo e entre as
populagdes. Para tanto, foram analisados dados de patogenicidade,
morfologicos, fisioldgicos, culturais e moleculares para fomentar as discussoes a
respeito da hipotese de mais de uma espécie estar envolvida nesse complexo

sistema.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Antracnose do feijoeiro

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é um dos componentes
basicos da dieta alimentar em paises em desenvolvimento das regides
subtropicais, sendo uma importante fonte de proteinas, carboidratos, ferro e fibra
alimentar, especialmente para a populagdo de baixa renda (GONCALVES-
VIDIGAL et al., 2007). O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor mundial dessa
leguminosa, com produ¢do anual de 3,5 milhdes de toneladas (BRASIL, 2011).
No entanto, a produtividade média do feijoeiro em todo o territdério nacional
ainda estd muito aquém de seu potencial produtivo, com rendimento de 950
kg/ha (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA -
IBGE, 2011), devido a uma série de fatores bidticos e abidticos, dentre os quais
se destacam os problemas fitossanitarios, que acarretam perdas para a qualidade
e a produtividade do feijoeiro (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2010).

A antracnose ¢ uma das principais doengas fungicas do feijoeiro comum
em regides subtropicais e temperadas, especialmente em localidades com
temperaturas de moderadas a frias (13-27 °C) e alta umidade relativa (acima de
91%) (KIMATI et al., 1997). As perdas ocasionadas por esta doenga podem ser
da ordem de 100%, principalmente quando sementes contaminadas sdo
utilizadas para plantio e ocorrem periodos prolongados de condi¢des favoraveis
ao seu desenvolvimento (CHAVES, 1980). Além de diminuir o rendimento da
cultura, os sintomas da antracnose depreciam a qualidade do produto, por
ocasionarem manchas nos grios, tornando-os improprios para O consumo

(DALLA PRIA; AMORIM; BERGAMIN FILHO, 2003).
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Os sintomas da antracnose aparecem em todos os estigios de
crescimento, nos orgaos aéreos da planta, a partir de seis dias do contato com o
fungo (CHAVES, 1980; KIMATI et al., 1997). O patdogeno pode afetar as
sementes, produzindo lesdes nos tecidos dos cotilédones logo apds a emergéncia
das plantulas. As sementes infectadas sdo ligeiramente descoloridas, podendo
apresentar cancros, cuja colora¢do varia de amarelo a café-escuro ou negro
(SARTORATO, 1988; SCHWARTZ, 1994). No peciolo e no caule, as lesdes
sdo ovaladas, deprimidas e de colora¢do escura (SARTORATO, 1988). Nas
folhas, as lesdes ocorrem, inicialmente, na face abaxial, ao longo das nervuras,
como pequenas manchas de cor pardo-avermelhada que se tornam café-escuras
a negras. Nas vagens, as lesoes sdo arredondadas, deprimidas e apresentam o
centro claro, delimitado por um anel negro levemente protuberante, rodeado por
um bordo de colorag¢do laranja-avermelhada. Essas lesdes podem coalescer e
cobrir parcialmente as vagens. Sob temperatura e umidade adequadas, observa-
se a esporulacio rosada no centro das lesdes (SARTORATO, 1988S;
SCHWARTZ, 1994).

Diversas estratégias para o controle da doenca tém sido propostas para
este patogeno (PINTO; SOUZA; OLIVEIRA, 2010; WORDELL FILHO, 2004).
Atualmente, a mais comumente utilizada é o emprego de cultivares resistentes
do feijoeiro comum, por apresentar grande potencial para minimizar os custos
de producdo e reduzir os danos causados ao ambiente. Entretanto, devido a
existéncia de muitas ragas fisioldgicas e da alta variabilidade de C.
lindemuthianum, o controle genético ¢ a obtengdo de cultivares resistentes
durdveis se tornam extremamente dificeis (SILVA; SOUZA; ISHIKAWA,
2007). Para o sucesso no desenvolvimento de cultivares resistentes a antracnose,
algumas informagodes sdo necessarias. Entre elas, destacam-se o conhecimento

dos niveis de variabilidade dentro e entre populagdes do patogeno e a
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determinacdo das ragas predominantes nas principais regides de cultivo do

feijoeiro comum (PINTO et al., 2010; RODRIGUEZ-GUERRA et al., 2003).

2.2 Colletotrichum lindemuthianum (Glomerella cingulata f. sp. phaseoli)

O patégeno C. lindemuthianum (Sacc. ¢ Magn.), agente etiologico da
antracnose do feijoeiro (RAVA; PURCHIO; SARTORATO, 1994), é um fungo
hemibiotréfico intracelular e se reproduz assexuadamente, produzindo conidios
hialinos, unicelulares e cilindricos (KIMATI et al., 1997). Na fase perfeita, o
patégeno é conhecido como Glomerella cingulata f. sp. phaseoli, pertencente a
classe dos Ascomicetos. Produz, em estado sexual, peritécio e ascos, dentro dos
quais se originam os conidios denominados ascésporos (KIMATI; GALLI,
1970).

O patogeno apresenta varias estruturas infectivas, dentre as quais se
encontram tubos germinativos, apressorios, hifas primarias e secundarias. Os
conidios de C. lindemuthianum apresentam capa esponjosa, porosa, composta
por uma série de glicoproteinas. Durante o processo infectivo, o conidio adere a
cuticula e germina, emitindo o tubo germinativo que se diferencia, formando o
apressorio. Dos apressorios emergem as hifas de penetragdo, que penetram
diretamente na cuticula (O’CONNELL et al., 2000).

Nas cultivares suscetiveis para o patossistema C. lindemuthianum-P.
vulgaris, as células penetradas se mantém, inicialmente, vivas. Durante a fase
biotrofica, a membrana plasmatica e o protoplasma da célula do vegetal se
expandem e invaginam em torno da vesicula infectiva e da hifa primaria. Apds
24 horas da penetragdo, a membrana plasmatica do hospedeiro perde a
integridade, o que causa a degeneragdo e a consequente morte da célula vegetal.
As hifas intracelulares comecam a retirar nutrientes das células mortas, iniciando

a fase necrotrofica. Sem a indugdo dos mecanismos de defesa por parte da
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planta, a morte das células vegetais acarreta o aparecimento dos sintomas
macroscopicos da doenga. Hifas primarias continuam os processos biotroficos e
as hifas secundarias colonizam o tecido, intra e intercelularmente. Com isso,
iniciam-se a apresentacdo de sintomas e a produgdo de compostos de defesa na
planta, a partir do sexto dia apds o inicio da infec¢do (KIMATI et al., 1997;
O’CONNELL et al., 2000).

Na sua fase sexual, o fungo produz um corpo de frutificagdo
denominado peritécio, com didmetro que varia de 85 a 300 um. A parede do
peritécio ¢ hialina e, a medida que envelhece, torna-se enegrecida a partir do
apice. O canal do peritécio ¢ forrado por parafises (filamentos estéreis dos
corpos de frutificag@o) e os rostros, quando presentes, medem de 30 a 80 um.
Dentro dos peritécios estdo os ascos em formato de bastdo ou cilindricos, com
parede fina contendo de 1 a 8 ascosporos arranjados aleatoriamente. Os ascos
sdo em numero médio de 30 por peritécio, medem 60 x 8 um e sdo envolvidos
por parafises filiformes e delicadas até o 27° dia do seu desenvolvimento. Os
ascosporos ndo possuem septo, sendo hialinos, fusiformes e curvados. Os
mesmos podem ser alantoides (20 x 6,5 um) e elipsoidais (10 x 4 pm)
(BAILEY; JEGER, 1992; KIMATI; GALLI, 1970).

Na literatura, tem sido descrito que os sintomas em plantulas de
feijoeiro, quando inoculadas com G. cingulata f. sp. Phaseoli, sio mais brandos
e diferentes que aqueles induzidos pela fase assexual (CAMARGO JUNIOR et
al., 2007). Ishikawa et al. (2010a) concluiram que essa diferenca de sintomas
apresentada pelas fases do patégeno, sexual e assexual, ndo sdo caracterizadas
por eventos de pré-penetragdo, pois 0s mesmos sdo similares, quando
comparados por meio do uso de microscopia eletronica. Barcelos (2010)
verificou, em estudo posterior utilizando microscopia de luz e de fluorescéncia,
que as estruturas pos-penetragdo, como vesicula de infec¢do e hifas primarias,

ndo foram encontradas para o isolado da fase sexual, 72 horas apos a inoculagao,
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em uma cultivar de feijoeiro suscetivel (Pérola). Em contrapartida, o isolado da
fase assexual, quando inoculado na mesma cultivar, apresentou a formagao
destas estruturas ap6s 72 horas da infecgdo.

Barcelos (2010) também analisou os eventos pos-infecgdo utilizando
linhagens transformantes expressando a proteina verde fluorescente. Em
experimentos de coinoculagdo do isolado sexual transformante e o isolado
assexual selvagem, foi observada a formagdo de hifas do isolado transformante
sobre as lesdes de antracnose causadas pelo isolado selvagem. Os resultados
sugerem que ambos os isolados podem colonizar as mesmas lesdes de
antracnose e, portanto, explicam porque as linhagens sexuais t€m sido isoladas
com frequéncia do campo, a partir de lesdes de antracnose.

A estrutura populacional de C. lindemuthianum tem revelado que,
apesar do modo de reprodugdo ser predominantemente assexual, as populagdes
mantém um padrdo de espécies de acasalamento ao acaso, ou seja, com
equilibrio gamético, sugerindo que, em algum momento do ciclo do hospedeiro,
0 patdgeno se reproduza sexuadamente (BRYGOO et al., 1998; CAMARGO
JUNIOR et al.,, 2007; RODRIGUEZ-GUERRA et al., 2003). A reprodugio
sexual permite que novas combinagdes de alelos sejam geradas a cada ciclo de
recombinagdo, conduzindo a um alto nivel de diversidade genética na populagao
do patdgeno. Portanto, a ocorréncia da reproducdo sexual pode explicar grande

parte da ampla variabilidade presente em C. lindemuthianum.

2.3 Variabilidade patogénica em C. lindemuthianum

O patogeno C. lindemuthianum tem ampla diversidade de viruléncia, o que
justifica o elevado niimero de ragas fisiologicas existentes e a complexidade no
emprego da resisténcia genética (PEREIRA et al.,, 2010; SILVA; SOUZA;
ISHIKAWA, 2007). Esta alta variabilidade torna essencial o monitoramento
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constante deste patogeno para auxiliar os melhoristas de plantas no
desenvolvimento de novas cultivares resistentes de feijdo, como principal
alternativa no controle da doenga (RAVA; PURCHIO; SARTORATO, 1994).
Segundo Pastor-Corrales et al. (1994), essa alta diversidade pode ser explicada
em func¢do da coevolugdo patégeno x hospedeiro.

A primeira comprovacdo da existéncia de variabilidade patogé€nica em
C. lindemuthianum foi obtida por Barrus (1911), ao constatar que cultivares de
feijoeiro inoculadas com isolados de diferentes procedéncias apresentavam
comportamento diferenciado. Nos anos seguintes, diversos trabalhos foram
realizados, indicando a ampla variabilidade patogénica de C. lindemuthianum
em varias partes do mundo (AUGUSTIN; COSTA, 1971; MENEZES, 1985;
OLIVEIRA; ANTUNES; COSTA, 1973; PIO-RIBEIRO; CHAVES, 1975;
SCHREIBER, 1932; YERKES; ORTIZ, 1956).

Até meados da década de 1970, diferentes classificacbes eram
utilizadas, ndo havendo um consenso quanto a nomenclatura das ragas, o que
dificultava a comparagdo de resultados e a troca de informacdes entre os
pesquisadores. Com o objetivo de resolver este problema, o Centro Internacional
de Agricultura Tropical - CIAT (1990) propds um sistema de identificagcdo de
ragas fisiologicas baseado na defini¢do de doze cultivares diferenciadoras ¢ no
uso do sistema binario proposto por Habgood (1970) (Tabela 1).

Nos anos seguintes, diversos estudos de levantamento de ragas foram
sendo realizados, comprovando a alta variabilidade patogénica de C.
lindemuthianum (ISHIKAWA et al., 2005; SARTORATO, 2002; SILVA,;
SOUZA; ISHIKAWA, 2007; TALAMINI et al., 2004). Recentemente, Pereira et
al. (2010), ao estudarem a reagdo das cultivares diferenciadoras, avaliando 33
isolados de C. lindemuthianum oriundos do estado de Minas Gerais, verificaram
a ocorréncia de seis diferentes ragas (1, 64, 65, 66, 73 ¢ 81), sendo as ragas 65 e

81 as mais frequentes neste levantamento. Confrontando estes dados com os
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resultados obtidos por Abreu, Ramalho e Menu (1993), pode-se reafirmar a
importancia da realizagdo de levantamentos periddicos para o direcionamento de
programas de melhoramento genético, considerando que aqueles autores
identificaram a presenca das racas 89 e 119 em Minas Gerais, que ndo mais

foram encontradas na regido, no levantamento realizado por Pereira et al. (2010).

Tabela 1 Conjunto de cultivares diferenciadoras de feijoeiro utilizadas na atual
classificagdo de ragas fisiologicas de C. lindemuthianum

Cultivares Série C A Origem das
. . . . Alelos de resisténcia .
diferenciadoras Binomial cultivares
Michelite 20 Co-11 Mesoamericana
MDRK 2! Co-1* Sul dos Andes
Perry Marrow 2? Co-1° Sul dos Andes
Cornell 49-242 23 Co-2 Mesoamericana
Widusa 2* Co-1° Sul dos Andes
Kaboon 2’ Co-1° Sul dos Andes
México 222 26 Co-3 Mesoamericana
PI 207262 27 Co-4°, Co-9 Mesoamericana
TO 28 Co-4 Mesoamericana
TU 2° Co-5 Mesoamericana
AB 136 210 Co-6, co-8 Mesoamericana
G 2333 2! Co-4?, Co-5, Co-7 Mesoamericana

E possivel observar, por meio do levantamento realizado por Mahuku e
Riascos (2004) com 200 isolados de véarios paises no mundo, que todas as
cultivares diferenciadoras ja tiveram a sua resisténcia quebrada por isolados de
C. lindemuthianum. Este fato demonstra que o uso das doze cultivares
diferenciadoras ndo ¢ totalmente eficiente para a determinagdo da variabilidade
patogénica apresentada pelo patdgeno. Essa deficiéncia da metodologia na
detec¢do da variabilidade apresentada pela espécie foi também evidenciada por
meio dos resultados obtidos por Davide e Souza (2009) e pode mascarar uma
diversidade de racas ainda maior do que a conhecida atualmente. Ishikawa,

Ramalho e Souza (2011) realizaram um estudo visando identificar linhagens de
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feijoeiro comum que, usadas adicionalmente as 12 cultivares diferenciadoras,
seriam capazes de detectar variagdo dentro da raga 65, raga predominante em
levantamentos realizados no estado de Minas Gerais. Eles concluiram que a
inclusdo de seis linhagens (Estilo, Majestoso, Supremo, Unido, Valente,
Madrepérola e Talismd) no teste de patogenicidade dos isolados da raca 65
poderia auxiliar na detec¢do real da variabilidade existente para esta raga e,
consequentemente, para o patégeno.

Atualmente, mais de cem ragas de C. lindemuthianum ja foram
identificadas em todo o mundo (SILVA; SOUZA; ISHIKAWA, 2007). Vérios
mecanismos sdo responsaveis pela ampliacdo desta variabilidade em fungos
fitopatogénicos. O estudo destes mecanismos € necessario para a elaboragdo de
estratégias que possam ser utilizadas em programas de melhoramento de

cultivares de feijoeiro visando a resisténcia a esse patogeno.

2.4 Variabilidade genética de caracteres morfologicos e fisiolégicos em C.

lindemuthianum e suas fontes de variagao

A variabilidade genética de C. lindemuthiuanum é demonstrada tanto
pela presenca de diversas ragas quanto pela ocorréncia de numerosas
caracteristicas morfologicas, fisiologicas e culturais (SOUZA; SOUZA;
MENDES-COSTA, 2007). Algumas caracteristicas deste patdégeno, essenciais
para o desenvolvimento e a disseminagdo do mesmo, apresentam grande
variagdo entre diferentes isolados, inclusive entre isolados de uma mesma raca
patogénica. Entre esses caracteres podem-se destacar o indice de velocidade do
crescimento micelial, o diametro colonial e a porcentagem de germinagdo dos
conidios (SOUZA; SOUZA; MENDES-COSTA, 2007). Outras caracteristicas,
igualmente variaveis, podem ainda ser utilizadas na taxonomia do género

Colletotrichum. Ocorréncia da fase sexual, dimensdo dos esporos e presenga ou
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auséncia de septo em esporos apos a germinagdo sdo exemplos de caracteres que
sdo utilizados para este fim (O’CONNELL; NASH; BAILEY, 1992).

Tanto a forma meiospdrica como a mitosporica sdo altamente variaveis
(SUTTON, 1992). Alguns trabalhos foram realizados para analisar a amplitude
de variagdo do comprimento e da largura dos conidios de espécies do género
Colletotrichum, demonstrando que esta caracteristica pode ser utilizada para a
identificacdo das diferentes espécies do género (O’CONNELL; NASH;
BAILEY, 1992; SOUZA; SOUZA; MENDES-COSTA, 2007). As espécies
desse género, em geral, se caracterizam pela presenca de septos em conidios
germinados. No entanto, dados da literatura afirmam que a espécie C.
lindemuthianum nao apresenta a formagéo de septo nos conidios germinados em
condi¢des de laboratério (O’CONNELL; NASH; BAILEY, 1992). Para a fase
sexual, trabalhos também demonstram ampla variagdo no comprimento e largura
de ascosporos (ROCA et al., 2003; SOUZA; SOUZA; MENDES-COSTA,
2007).

A mutagdo ¢ a fonte basica de variagdo genética e a heterocariose ¢ a
heteroplasmose conduzem a variacdo em fungos selvagens (HASTIE, 1981). A
recombinagdo por meio do ciclo sexual ¢ a forma mais comum de aumento da
variabilidade genética. No entanto, em fungos filamentosos pode haver outros
mecanismos de transferéncia de material genético, como a ocorréncia do ciclo
parassexual (CASTRO-PRADO et al., 2007; ISHIKAWA et al.,, 2012) ¢ a
recombinagdo ndo meidtica via fusdo de CATs (ISHIKAWA et al., 2012; ROCA
et al., 2004) que podem levar, conjuntamente ou separadamente, ao
polimorfismo cromossémico (KISTLER; MIAO, 1992; O’SULLIVAN et al.,
1998) e ao rearranjo do genoma (O’SULLIVAN et al., 1998).
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2.4.1 Ciclo parassexual

Anastomoses entre hifas ¢ um evento de conexdo celular que pode ser de
dois tipos: em forma de H e adjacente. Nos fungos, para que ocorra cruzamento,
¢ 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 inicial de anastomose também ¢
requerido (GRIFFITHS, 1995).

A heterocariose ¢ conseguida em fungos filamentosos, por meio das
anastomoses entre hifas que permitem a troca ou passagem do nucleo, bem
como parte do citoplasma. Anastomoses entre hifas foram encontradas em C.
lindemuthianum, sem verificar a passagem de nucleo, por Ishikawa, Souza e
Davide (2008), Mendes-Costa, Davide e Roca (1998) e Rodriguez-Guerra et al.
(2003). O proximo passo deste processo seria a fusdo de nucleos, obtendo-se
diploides heterozigotos e, em seguida, haveria a producdo dos recombinantes
(AZEVEDO, 1998).

Existem mecanismos genéticos que restringem a formacdo de
heterocarios entre individuos geneticamente diferentes (GLASS; JACOBSEN;
SHIU, 2000). Em fungos filamentosos existem o reconhecimento sexual, que ¢é
controlado pelos locos mat e o reconhecimento vegetativo, que € controlado pelo
loco het (SAUPE, 2000). Quando individuos sofrem a fusdo celular, se estes
tiverem o mesmo genotipo het, ocorre a heterocariose. Se eles diferirem
geneticamente para este loco, apesar da fusdo de hifas, as células
heterocaridticas sdo rapidamente destruidas ou tém o seu crescimento
severamente inibido (SAUPE, 2000).

Acredita-se que a incompatibilidade vegetativa funcione como um
sistema de reconhecimento da fusdo entre diferentes individuos para limitar a

passagem de elementos infecciosos, prevenir a exploragdo por nucleos mal
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adaptados e/ou prevenir que recursos sejam retirados durante a reproducdo
sexual, sendo, portanto, um mecanismo de autodefesa em fungos filamentosos
(GLASS; JACOBSEN; SHIU, 2000). Estes mesmos autores sugerem que a
sele¢do atuaria sobre os locos het para a manutengdo do polimorfismo em
populagdes de fungos. Saupe (2000) comenta que a fun¢do dos genes het é
preservar a individualidade genética.

A compatibilidade vegetativa refere-se a capacidade de uma hifa
vegetativa formar anastomose e heterocario estavel, podendo ser utilizada na
analise da diversidade e da estrutura de populagdes naturais. Isolados que sdo
vegetativamente compativeis sdo descritos como membros de um mesmo grupo de
compatibilidade vegetativa, ou VCG (LESLIE, 1993). Isolados dentro de um
mesmo grupo VCG sdo capazes de trocar informagdes genéticas via ciclo
parassexual.

A classificacdo de isolados em VCGs pode ser uma importante
ferramenta para a analise de populagdes em fungos (SAUPE, 2000). Barcelos,
Souza e Silva (2011) utilizaram 47 isolados pertencentes a diferentes racas de C.
lindemuthianum para analise de grupos de compatibilidade vegetativa (VCG).
Neste trabalho, observou-se a formagdo de 45 grupos de compatibilidade
vegetativa, tendo 44 isolados sido incompativeis e em apenas uma combinagdo
foi observada a formacdo do heterocario. A alta incompatibilidade entre os
isolados utilizados neste estudo pode ser explicada pela autoincompatibilidade,
pois a formagdo de heterocarios foi baixa, evidenciando a grande variabilidade

existente nesta espécie.

2.4.2 Recombinagdo via fusdo de CATs

Outro tipo de conexdo celular ¢ anastomose entre conidios. Roca et al.

(2003) descreveram um tipo de célula especializada encontrada em diferentes
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espécies de Colletotrichum, denominado tubos de anastomoses conidiais
(conidial anastomosis tubes - CATs). A formagdo destas pontes entre conidios
de C. lindemuthianum parece ser um processo tardio, uma vez que estas
estruturas s6 foram observadas apos o final da esporulagao.

Em C. lindemuthianum, foi demonstrado que os CATSs sdo responsaveis
pela fusdo entre conidios em corpos de frutificagdo assexuais e que nucleos e
organelas podem se mover de um conidio para o outro através das anastomoses.
CATs acontecem durante o ciclo assexual de C. lindemuthianum, dando a
oportunidade para genotipos diferentes da espécie encontrarem-se num
complexo comum. Esse fato pode levar ao surgimento de fendtipos diferentes,
com base em outros preexistentes (ROCA et al., 2004).

Anastomose entre conidios pode ser uma forma alternativa para a
ocorréncia de troca de metabdlitos, organelas e material genético. Ainda que os
conidios sejam iguais, do mesmo isolado, os CATs podem ser importantes para
incrementar as chances de estabelecimento da colonia e/ou para transferéncia de
genes (ROCA et al., 2003). Além disso, a porcentagem de formacdo de CATs ¢
influenciada pelo meio utilizado para o crescimento, pela idade da cultura, sendo
mais frequente em coldnias mais velhas, e também varia de acordo com o
isolado analisado (ISHIKAWA et al., 2010b).

Ishikawa et al. (2012) realizaram analises in vivo utilizando isolados
transformados com proteinas fluorescentes vermelha e verde, respectivamente.
Os autores observaram o comportamento nuclear durante a fusdo de CATs. A
incompatibilidade do heterocario foi observada entre as coldnias de isolados
vegetativamente incompativeis, resultando em morte celular. No entanto, a fusao
de CATs entre conidios uninucleados destes isolados incompativeis ndo causou
a reacdo de incompatibilidade. Os nucleos vermelhos e verdes da combinagdo
destes isolados mostraram migrar de um conidio para outro, formando o

heterocario e, posteriormente, ocorreu a mitose. A formacdo de nucleos
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amarelos resultantes desta combinacdo ap6s a fusdo foi observada em 27% dos
heterocarios formados.

Neste mesmo trabalho, os autores confirmaram que a formagdo de
heterocarios como consequéncia da fusdo de CAT pode gerar isolados com
fenotipos distintos, provavelmente devido a gera¢do de novos genoétipos. Eles
realizaram testes de patogenicidade utilizando as cultivares diferenciadoras e a
cultivar suscetivel Pérola. Foram inoculados os isolados selvagens, os isolados
transformantes e quatro isolados derivados de colénias heterocaridticas.
Concluiu-se que os isolados recombinantes ndo foram semelhantes quanto a
patogenicidade aos seus respectivos parentais e, portanto, que a fusdo de CATs ¢
um mecanismo potencial de recombinag¢do ndo meiodtica nesta espécie, gerando

variabilidade por meio da transferéncia horizontal de genes.

2.4.3 Reprodugao sexual

A reproducdo sexual ¢ indicada como a principal fonte de variabilidade
para fungos (VAILLANCOURT; WANG; HANAU, 2000). Edgerton (1914) fez
a primeira descri¢do do sistema sexual em Glomerella cingulata. Neste estudo,
foram caracterizados dois tipos de isolados autoférteis, “plus” e “minus”.
Isolados “plus” formam massas aglomeradas de peritécios férteis em cultura e
isolados “minus” produzem peritécios espalhados por toda a superficie em vez
de grumos, sendo estes ultimos menos férteis. Embora ambos os tipos de
isolados fossem homotalicos, quando certas combinagdes de “plus” e “minus”
foram realizadas, uma ponte preta visivel de peritécios férteis se desenvolvia no
local onde as duas culturas entravam em contato, indicando a presenca de
cruzamento. Posteriormente, Wheeler ¢ McGahen (1952) propuseram as
denominagdes de CP para peritécios agrupados e SP para a descri¢do de peritécios
espalhados. Estas denominagdes seriam equivalentes aos isolados “plus” e “minus”,

respectivamente.
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Os pesquisadores brasileiros Kimati e Galli (1970), observando a
producdo de peritécios em culturas onde foram pareados isolados de C.
lindemuthianum, relataram que os isolados foram estéreis quando crescidos
sozinhos, mas, em certos pareamentos, desenvolveram alguns peritécios férteis.
Eles concluiram que os isolados de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli
analisados eram heterotalicos. No entanto, o padrdo das combinagdes férteis,
nestes resultados, ndo era consistente com o modelo de um loco mating type com
dois alelos, caracteristico dos ascomicetos heterotalicos (BURNETT, 1976).

Anos antes, Wheeler (1954) ja havia proposto que o heterotalismo em
G. cingulata ¢ derivado do homotalismo devido a mutagdes nos genes que
controlam passos na via morfogenética, necessaria para a autofertilidade. Entre
os varios estagios da reprodugdo sexual, alelos mutantes poderiam estar atuando
como “bloqueadores” genéticos parciais ou completos, interrompendo o
processo sexual. Esse tipo especial de heterotalismo foi denominado de ndo
balanceado. Enquanto nos sistemas heterotalicos verdadeiros os genes mating
type ocupam o mesmo loco genético e progénies autoférteis ndo sdo produzidas
(VAILLANCOURT; WANG; HANAU, 2000), no heterotalismo nio balanceado
a progénie derivada de cruzamentos entre linhagens heterotalicas nao
balanceadas é homotalica, devido a recombina¢do entre locos mutantes
(WHEELER, 1956).

Estudos posteriores indicam que o género Glomerella ndo se encaixa
exatamente dentro das categorias homotalica ou heterotalica, apresentando
espécies sexualmente ambiguas (BAILEY; JEGER, 1992). Nas espécies G.
cingulata e G. graminicola alguns isolados apresentam heterotalismo verdadeiro
ou ndo balanceado, enquanto outros sdo homotalicos (VAILLANCOURT;
HANAU, 1991, 1992; WHEELER, 1954). Bryson (1990) ressaltou que a
sexualidade em G. cingulata pode nédo ser necessariamente correspondente a um

sistema de acasalamento simples, devido a ocorréncia de isolados homotalicos e
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heterotalicos. Este aparente heterotalismo pode ser o resultado de um estimulo
mutuo de um ou ambos os isolados, resultando em um “desbloqueio” genético
parcial ou completo do processo sexual.

O patdogeno G. graminicola ndo apresenta o sistema de mating type
padrdo para fungos ascomicetos, nos quais existe um loco com duas formas
alternativas. Para esta espécie acredita-se haver multiplos mating types que sido
determinados, provavelmente, por mais de um loco no genoma. Em cruzamentos
utilizando isolados deficientes em melanina e tipos selvagens, observou-se a
producdo de peritécios pigmentados e sem pigmentacdo. Estes resultados
evidenciam a natureza ndo usual deste sistema mating type, visto que, em
ascomicetos, tanto a parede do peritécio quanto o citoplasma da progénie
possuem heranca uniparental (VAILLANCOURT; WANG; HANAU, 2000).

Alguns trabalhos visando estudar o controle genético da sexualidade em
G. cingulata f. sp. phaseoli foram realizados. Entre eles, pode-se destacar o que
foi realizado por Mendes-Costa (1996), no qual se obtiveram cruzamentos em
todas as combinagdes possiveis entre os oito ascosporos obtidos de ascos
individuais de trés linhagens de G. cingulata f. sp. phaseoli. Neste trabalho, ndo
foi verificada a formagdo de peritécios na linha de contato entre as coldnias e,
desse modo, os isolados foram descritos como homotalicos. No entanto, em
estudo posterior (ndo publicado), realizado com o objetivo de explicar a
compatibilidade sexual, realizaram-se inimeros cruzamentos entre linhangens
distintas e observou-se, na segregagdo dos ascos, a ocorréncia de recombinantes.
Dessa forma, pode-se inferir que o fungo se comporta tanto como homotalico
quanto heterotalico, dependendo das combinagdes realizadas.

Cisar e TeBeest (1999) realizaram cruzamentos entre cinco isolados
autoestéreis de G. cingulata de noz-pecad em todas as combinagdes possiveis. As
progénies de ascosporos foram isoladas de cada cruzamento, testadas para

autofertilidade e retrocruzadas com ambos os parentais. Os resultados obtidos
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foram consistentes com um sistema de cruzamento composto por um Unico loco
mating type apresentando multiplos alelos. Rodriguez-Guerra et al. (2005)
realizaram um estudo com 19 isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli e relataram
que todos os isolados eram autoestéreis, tendo somente uma combinagdo
produzido peritécios férteis. Foram obtidas as culturas monoascospoéricas, as
quais foram analisadas com marcadores AFLP para confirmar o cruzamento
sexual entre os dois isolados, ficando evidente o comportamento heterotalico da
espécie.

Em estudo posterior, Camargo Junior et al. (2007) realizaram
cruzamentos entre isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli e identificaram
recombinantes provenientes de um dos cruzamentos entre dois isolados,
utilizando marcadores RAPD. De acordo com os resultados, foi observado
comportamento pseudo-homotalico para esses isolados. No entanto, Souza,
Camargo Junior e Pinto (2010) verificaram que os isolados de G.cingulata f. sp.
phaseoli apresentaram comportamento homotalico, realizando pareamentos dois
a dois entre os isolados de ascosporos ao acaso de cinco populagdes e analises
moleculares com marcadores RAPD.

Mais recentemente, Garcia-Serrano et al. (2008) realizaram um trabalho
com o objetivo de caracterizar o gene MAT1-2-1 a partir do cruzamento de
isolados de G. cingulata coletados em diversos hospedeiros, utilizando técnicas
de clonagem e sequenciamento. Os resultados obtidos pelos autores sugerem
que, embora este gene seja conservado em ascomicetos, 0S mecanismos que
definem o padrdo de acasalamento no género Glomerella é distinto para o
sistema de dois idiomorfos descritos para outros membros do filo, pois ambos os
parentais compativeis sexualmente apresentaram o idiomorfo MAT1-2.

Nos ultimos anos, vém sendo realizados varios estudos genéticos da fase
sexual utilizando marcadores morfologicos e moleculares, evidenciando a

formagdo de recombinantes (CAMARGO JUNIOR et al., 2007; MENDES-
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COSTA, 1996; RODRIGUEZ-GUERRA et al., 2005; SOUZA; CAMARGO
JUNIOR; PINTO, 2010). A fase teleomorfica tem sido observada em
isolamentos vindos do campo e mantidos em condigoes de laboratdrio
(BARCELOS, 2010; CAMARGO JUNIOR et al., 2007; ISHIKAWA et al.,
2010a). No entanto, o papel da reproducdo sexual em populagdes naturais deste

fitopatogeno ainda ¢ discutido.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento e condig¢des de cultivo

Foram utilizados 147 isolados obtidos a partir de lesdes tipicas de
antracnose em vagens, folhas e peciolos de feijoeiro (Phaseolus vulgaris)
naturalmente infectados, provenientes do campo. As coletas foram realizadas
nos municipios de Lavras e Lambari, no sul do estado de Minas Gerais, no ano
de 2009, sendo amostradas diversas plantas e diferentes cultivares em um
mesmo local. Para os isolamentos, pequenos pedagos de tecidos infectados
foram desinfectados e depositados em placas de Petri contendo meio de cultura
M3 (JUNQUEIRA et al., 1984). A partir dos isolamentos, foram selecionadas,
visualmente, culturas com morfologia caracteristica da fase assexual da espécie,
ou seja, com coloragdo marrom-clara a negra ¢ ampla producdo de conidios
(Figura 1A) e culturas com morfologia caracteristica da fase sexual da espécie,
ou seja, com coloragcdo branca e produgdo de peritécios férteis, sem uso de

indugdo a fase sexual (Figura 1B).

Figura 1 Culturas com morfologia caracteristica da fase assexual C.
lindemuthianum e da fase sexual G. cingulata f. sp. phaseoli. (A)
Colonia com coloragdo marrom-escura e¢ ampla produgdo de
conidios, caracteristicas da fase assexual da espécie e (B) colonia
com coloragdo branca e producdo de peritécios férteis,
caracteristicas da fase sexual da espécie
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Para as culturas assexuais foram obtidas 74 culturas monosporicas,
provenientes de diferentes lesdes. Os codigos utilizados indicam que os isolados
pertencem a micoteca da UFLA, a letra C indica que os isolados selecionados
sdo da espécie C. lindemuthianum e a numeragéo caracteriza a lesdo da qual o
isolado foi proveniente. Os isolados monosporicos foram mantidos em meio de
cultura M3, a 22 °C, no escuro (Tabela 2). Para as culturas sexuais, um ou dois
peritécios por coldnia foram esmagados e, destes, foi obtida uma cultura
monoascosporica. Os codigos utilizados representam que os isolados pertencem
a micoteca da UFLA, a letra G indica que os isolados amostrados sdo da espécie
G. cingulata f. sp. Phaseoli ¢ o primeiro e o segundo niimero indicam,
respectivamente, a lesdo e o peritécio que deram origem ao isolamento. Um total
de 73 culturas puras, conidiais e ascospdricas, foram isoladas e armazenadas a

22 °C, no escuro, em meio de cultura M3 (Tabela 3).

3.2 Testes de patogenicidade

Para a determinagdo das ragas, realizou-se a inoculagdo de cada isolado
monosporico de C. lindemuthianum e de cada isolado conidial de G. cingulata f.
sp. phaseoli no conjunto de doze cultivares diferenciadoras propostas pelo
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT, 1990). Para cada cultivar
diferenciadora mais a cultivar suscetivel Pérola foram utilizadas oito sementes.
A semeadura foi realizada em bandejas de isopor com substrato Plantimax. Para
a obtengdo da suspensdo de conidios, vagens de feijoeiro estéreis foram
inoculadas com cada isolado de C. lindemuthianum e incubadas, a 22 °C, por 10
dias no escuro. Entretanto, os isolados conidiais de G. cingulata f. sp. phaseoli
ndo apresentaram boa esporulagdo quando inoculados em vagens de feijoeiro,
formando somente um micélio aéreo de coloragdo branca, sem nenhuma

producdo de esporos nestas condigdes, com exce¢do dos isolados UFLAGS85-1,
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UFLAGB86-1, UFLAG89-1, UFLAG92-1, UFLAG93-1 ¢ UFLAG99-1, que
apresentaram boa esporulagdo, quando submetidos a esta mesma metodologia.
Alternativamente, para estes isolados que ndo apresentaram esporulacdo em
vagem, cerca de seis placas contendo meio de cultura M3 foram inoculadas e
incubadas, a 22 °C, por 10 dias, no escuro.

A suspensio de conidios (1,2 x 10° conidios/mL) foi pulverizada em
plantulas com dez dias até o ponto de escorrimento. As plantulas de feijoeiro
foram incubadas em cadmara de nevoeiro, a 22 °C, fotoperiodo de 12 horas e
umidade relativa de 95%, por 48 horas. Posteriormente, as bandejas foram
transferidas para casa de vegetagdo e as plantulas de feijoeiro avaliadas quanto a
severidade da antracnose, dez dias apds a inoculacao, utilizando a escala descrita
por Rava et al. (1993). Foram consideradas resistentes as plantulas que
receberam notas de 1 a 3 e aquelas com notas iguais ou maiores que 4 foram
consideradas suscetiveis. A identificacdo da raca foi realizada seguindo o

sistema de nomenclatura proposto por Habgood (1970).



Tabela 2 Cédigo dos isolados, hospedeiro e local de coleta dos 74 isolados de Colletotrichum lindemuthianum analisados

Isolado Hospedeiro Local Isolado Hospedeiro Local Isolado Hospedeiro Local
UFLACI121 Carioca MG Lambari UFLACI156 BRScampeido Lambari UFLACI181 Majestoso Lavras
UFLACI122 Carioca MG Lambari UFLACI157 Valente Lambari UFLACI182 Valente Lambari
UFLAC130 Valente Lambari UFLACI158 CFNP 10773 Lambari UFLAC183 Supremo Lambari
UFLACI131 Magnifico Lambari UFLACI159 Ouro negro Lambari UFLACI184 Majestoso Lavras
UFLACI132 CFNP 9506 Lambari UFLAC160 VCU vp23 Lambari UFLAC185 Supremo Lambari
UFLACI134 Magnifico Lambari UFLACI161 Elite carioca Lambari UFLAC186 Pérola Lambari
UFLACI135 CFNP 9434 Lambari UFLACI162 Supremo Lambari UFLACI187 Majestoso Lavras
UFLACI136 Magnifico Lambari UFLACI163 Majestoso Lavras UFLACI188 CFNP 10773 Lambari
UFLACI137 Talisma Lambari UFLACI164 Majestoso Lavras UFLAC189 VCU BRS 9461  Lambari
UFLACI138 CFNP 9434 Lambari UFLACI165 Valente Lambari UFLAC190 Majestoso Lavras
UFLAC139 CFNP 9506 Lambari UFLACI166 Majestoso Lavras UFLACI191 Majestoso Lavras
UFLAC140 CFNP 9506 Lambari UFLACI167 Majestoso Lavras UFLACI192 Majestoso Lavras
UFLACI141 Pérola Lambari UFLACI168 Pérola Lambari UFLACI193 Majestoso Lavras
UFLACI142 CFNP 9506 Lambari UFLACI169 Pérola Lambari UFLAC19%4 Majestoso Lavras
UFLACI143 CFNP 9434 Lambari UFLACI170 Majestoso Lavras UFLACI195 Majestoso Lavras
UFLAC144 Valente Lambari UFLACI171 Pérola Lambari UFLACI196 Majestoso Lavras
UFLACI145 Pérola Lambari UFLACI172 Majestoso Lavras UFLACI197 Majestoso Lavras
UFLACI146 Valente Lambari UFLACI173 Majestoso Lavras UFLACI198 Majestoso Lavras
UFLAC147 Pérola Lambari UFLAC174 Majestoso Lavras UFLAC199 Pérola Lambari
UFLACI148 Pérola Lambari UFLACI175 Majestoso Lavras UFLAC200 CFNP 9506 Lambari
UFLAC149 Pérola Lambari UFLAC176 Majestoso Lavras UFLAC201 Valente Lambari
UFLACI152 Rpl Lambari UFLAC177 Majestoso Lavras UFLAC202 Supremo Lambari
UFLACI153 Rpl Lambari UFLAC178 Majestoso Lavras UFLAC203 CFNP 10792 Lambari
UFLACI154 Majestoso Lavras UFLAC179 Majestoso Lavras UFLAC204 CVII 1194 Lambari
UFLACIS55 Majestoso Lavras UFLAC180 Majestoso Lavras

143



Tabela 3 Codigo dos isolados, hospedeiro e local de origem dos 73 isolados de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli

analisados

Isolado Hospedeiro Origem Isolado Hospedeiro Origem Isolado Hospedeiro ~ Origem
UFLAGO05-1 Majestoso Lavras UFLAG45-1 Majestoso Lambari  UFLAG91-1 Majestoso Lavras
UFLAGO07-1 Majestoso Lavras UFLAG46-1 Majestoso Lambari  UFLAG92-1 Majestoso Lavras
UFLAGO07-2 Majestoso Lavras UFLAG47-1 Majestoso Lambari  UFLAG93-1 Majestoso Lavras
UFLAGO08-1 Majestoso Lavras UFLAG47-2 Majestoso Lambari  UFLAG97-1 Majestoso Lavras
UFLAGI10-1 11 x-7 Lambari  UFLAG48-1 Majestoso Lambari  UFLAG98-1 Majestoso Lavras
UFLAGI13-1 Majestoso Lambari  UFLAG49-1 Majestoso Lambari  UFLAG99-1 Majestoso Lavras
UFLAGI15-1 Majestoso Lambari  UFLAG54-1 10x-1 Lambari  UFLAGI101-1 Majestoso Lavras
UFLAGI15-2 Majestoso Lambari  UFLAGS54-2 10x-1 Lambari  UFLAG104-1 Majestoso Lavras
UFLAG20-1 Magnifico Lambari  UFLAGS55-1 Magnifico Lambari  UFLAG104-2 Majestoso Lavras
UFLAG21-1 Pérola Lambari  UFLAG60-1 MAII2x-3 Lambari  UFLAG106-1 Majestoso Lavras
UFLAG21-2 Pérola Lambari  UFLAG61-1 MAII2x-3 Lambari  UFLAG106-2 Majestoso Lavras
UFLAG23-1 Pérola Lambari  UFLAG64-1 Magnifico Lambari  UFLAG107-1 Majestoso Lavras
UFLAG25-1 Magnifico Lambari  UFLAG68-1 Pérola Lavras UFLAG108-1 Majestoso Lavras
UFLAG26-1 Magnifico Lambari  UFLAG73-1 10x-1 Lambari  UFLAG109-1 Majestoso Lavras
UFLAG29-1 Magnol2R26 ~ Lambari UFLAG73-2 10x-1 Lambari  UFLAG110-1 Majestoso Lavras
UFLAG30-1 Magnifico Lambari  UFLAG74-1 10x-1 Lambari  UFLAGI111-1 Majestoso Lavras
UFLAG30-2 Magnifico Lambari  UFLAG75-1 10x-1 Lambari  UFLAG112-1 Majestoso Lavras
UFLAG34-1 Magnifico Lambari  UFLAG79-1 6x - 19 Lambari  UFLAG113-1 Majestoso Lavras
UFLAG35-1 Pérola Lambari  UFLAGS82-1 Majestoso Lavras UFLAGI114-1 Majestoso Lavras
UFLAG36-1 Pérola Lambari  UFLAGS83-1 Majestoso Lavras UFLAGI116-1 Majestoso Lavras
UFLAG37-1 Pérola Lambari  UFLAG84-1 Majestoso Lavras UFLAGI117-1 Majestoso Lavras
UFLAG39-1 MATI2x -3 Lambari  UFLAGS85-1 Majestoso Lavras UFLAGI118-1 Majestoso Lavras
UFLAG41-1 MATI2x -3 Lambari  UFLAGS86-1 Majestoso Lavras UFLAGI119-1 Majestoso Lavras
UFLAG43-1 Pérola Lambari  UFLAGS8-1 Majestoso Lavras

UFLAG43-2 Pérola Lambari  UFLAGS89-1 Majestoso Lavras

93
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3.3 Caracterizagdo morfoldgica das colonias sexuais

Para a caracterizagdo morfoldgica das colonias sexuais, os 73 isolados
de G. cingulata f. sp. phaseoli foram analisados em meio de cultura M3,
avaliando-se a coloracdo e a producdo de esporos (ascdsporos e/ou conidios),
seguindo uma adaptagdo da classificagao proposta por Chilton ¢ Wheeler (1949).

No agrupamento proposto pelos autores, os isolados foram agrupados
em quatro classes distintas: 1) conidial A: sdo aqueles isolados ndo periteciais
que apresentam producdo de conidios em massas de esporos; 2) conidial B: sdo
os isolados ndo periteciais que produzem conidios esparsos; 3) plus: sdo os
isolados periteciais com producdo de peritécios em grumos ¢ 4) minus: 0S
isolados periteciais com produg¢do de peritécios espalhados. Na Figura 2,
mostram-se os quatro grupos nos quais os isolados foram distribuidos, segundo
Chilton e Wheeler (1949).

Plus Minus

Conidial A Conidial B

Figura 2 Classificacdo morfologica proposta por Chilton e Wheeler (1949). Os
autores distinguem colonias com producao de peritécios ou de conidios
e, adicionalmente, se eles sdo produzidos em grumos ou de maneira
esparsa
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3.4 indices de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e diametro colonial

Para avaliacdo do IVCM e do diametro colonial foi conduzido um
experimento no delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro
repeticdes. A parcela foi constituida por uma placa de Petri de 80 mm de
didmetro. Discos de micélio de 6 mm de didmetro provenientes de segunda
repicagem foram depositados no centro de placas de Petri contendo meio M3 e
incubadas, no escuro, a 22 °C .

O IVCM foi avaliado por meio da leitura das médias, em milimetros,
entre os dois diametros ortogonais da colonia, em intervalos de 24 horas, durante
15 dias e estimado de acordo com a expressao [IVCM=}(Dc-Dp)/N, em que Dc
¢ a média atual do didmetro colonial, Dp é a média do anterior do diametro
colonial ¢ N ¢ o nimero de dias apds a inoculacdio (OLIVEIRA, 1991). O
didmetro colonial foi determinado medindo-se os diametros ortogonais das
colonias em milimetros, apds 15 dias de incubagdo. Analises de regressdo de
quatro isolados com valores extremos de didmetro colonial foram realizadas para

cada populagdo.

3.5 Avaliagao da porcentagem de germinagao

Para a avaliagdio da porcentagem de germinacdo de conidios e
ascosporos, um experimento em DIC foi conduzido em esquema de parcela
subdividida no tempo, com duas repeticdes. Foram utilizadas suspensdes de
esporos ajustadas para 1,2 x 10° esporos/mL para cada isolado, apos 15 dias da
inoculagdo em vagens de feijoeiro ou em placas contendo meio de cultura M3,
respectivamente para isolados assexuais e sexuais.

Uma aliquota de 500 pL foi espalhada em placas de Petri contendo meio

agua-agar 0,5%. Apos 24 e 48 horas, a 22 °C, no escuro, avaliaram-se 50 esporos
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por repeticdo, por meio de microscopia de luz. Os esporos, conidios ou
ascosporos que apresentaram tubo germinativo de tamanho igual ou maior do

que o menor diametro do esporo foram considerados germinados.

3.6 Caracterizagao citoldgica dos esporos

Foram avaliados os seguintes caracteres: dimensdo de esporos
(comprimento e largura), formacdo de septo apds a germinagdo e formagdo de
tubos de anastomoses entre conidios e entre ascosporos.

Para tanto, suspensdes de conidios ou ascosporos, na concentracdo de
1,2 x 10° esporos/mL, foram obtidas como descrito anteriormente, a partir de
vagens ou placas contendo M3, ap6s 18 dias de incubagao. Foram gotejados 200
pL das suspensdes de esporos em uma célula em ladmina de cultivo de oito
células (Nalge Nunc International, Rochester, NY) e incubadas, a 22 °C, no
escuro, por 24 horas. Amostras foram examinadas ap6s ser adicionado o corante
Calcofluor White, na concentragdo de 0,12 M, por 3 a 4 minutos, em
temperatura ambiente, usando um microscopio de epifluorescéncia invertido
(Zeiss Axio Observer Z1). A fluorescéncia foi detectada a 420/70 nm,
utilizando-se a objetiva de 40x. Imagens do microscopio de epifluorescéncia
foram capturadas por meio do software Axiovision Zeiss e processadas pelo
software Image J.

Para as medigdes citologicas, foram analisados 30 esporos nao
germinados de cada isolado em DIC. A largura e o comprimento dos esporos
(um) foram obtidos utilizando-se o software Image Tool 3.0. Os esporos
germinados de cada isolado foram classificados de acordo com a presenca ou a
auséncia de septo e a formag@o de CATs foi quantificada como a porcentagem
de esporos envolvidos em fusdes (ISHIKAWA et al., 2010b). Para esta analise

foram realizadas duas repetigoes, sendo avaliados 200 esporos por repeticao.
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3.7 Compatibilidade sexual

Para avaliagdo da compatibilidade sexual, os isolados foram
confrontados considerando-se todas as combinacdes possiveis entre os isolados
da populagdo assexual (2775) e entre os isolados da populacdo sexual (2701),
incluindo o pareamento de cada isolado com ele mesmo. Para tanto, discos
miceliais de 6 mm de didmetro foram pareados, a uma distancia de 2 cm um do
outro, em placas contendo meio de cultura M3, utilizando-se duas repetigdes por
tratamento. A avaliagdo foi realizada ap6s 15 dias de incubagdo, a 22 °C, no
escuro.

A formagdo de uma linha de contato negra com presenga de peritécios
entre os isolados confrontados indicou a ocorréncia de compatibilidade sexual.
Para a confirmacao da fertilidade dos cruzamentos foram utilizadas membranas
de dialise, as quais ndo permitem o contato entre os isolados, mas conservam a
troca de moléculas indutoras da produgdo de peritécios por um dos isolados na
linha de contato, caso esse fendmeno esteja ocorrendo. Os isolados foram
classificados como homotalicos, quando autoférteis, ou seja, quando
apresentaram produ¢do de peritécios férteis na auséncia de um parceiro sexual
e/ou heterotélicos, quando apresentaram compatibilidade sexual com produgdo
de peritécios férteis e viaveis em qualquer combinacdo, desde que ndo os

produzissem mais na auséncia de contato entre os isolados.

3.8 Extracao de DNA total



40

Para a obtencdo da massa micelial, pequenos discos de meio de cultura
contendo micélio do fungo foram transferidos para erlenmeyers contendo
aproximadamente 125 mL de meio de cultura liquido M3. Os frascos foram
mantidos, a 22 °C, em incubadora com agitacdo constante de 110 rpm/min, por
cerca de 10 dias, no escuro. O micélio teve sua umidade reduzida com o uso de
bomba a vacuo e, posteriormente, foi liofilizado por 48 horas.

O DNA foi extraido de acordo com a metodologia descrita por Raeder e
Broda (1985), modificada com a metodologia de Kaufman, Richards e Dierig
(1999). O micélio liofilizado foi macerado em almofariz com nitrogénio liquido.
O tecido macerado foi resuspendido em 10 mL de STE (0,25 M sacarose, 0,03
M TRIS e 0,05 M EDTA) e centrifugado a 1000xg, por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado ¢ 10 mL do tampao de extracdo (2% CTAB, 100
mM TRIS pHS8,0, 1,4 M NaCl e 1% de polivinilpirrolidona) foram acrescentados
ao pellet formado. O material foi homogeneizado e incubado em banho-maria, a
65 °C, por 30 minutos. Apo6s o resfriamento, acrescentaram-se 10 mL da mistura
cloroférmio:alcool isoamil (24:1) e o DNA foi precipitado com a adigdo de 30
mL de alcool 95%:acetato de amoénio 7,5M (6:1) e incubagdo, a -20 °C,
overnight. Posteriormente, o0 DNA foi centrifugado, seco e resuspendido em TE
(ImM TRIS ¢ 0,1M EDTA).

A segunda extracdo foi realizada utilizando-se fenol:cloroférmio:alcool
isoamil (25:24:1) e o sobrenadante precipitado em etanol 95%:acetato de sddio
3M (1:20), a -20 °C, overnight. Posteriormente, 0 DNA foi centrifugado, seco e
resuspendido em tampao TE e, por fim, tratado com RNAse A. As aliquotas de
DNA foram quantificadas em gel de agarose 1% e diluidas para a concentragao

de 10 ng/pL, para serem utilizadas como solucdo de trabalho.

3.9 Analises de PCR
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Nas reagdes de PCR foi utilizado um par de primers especifico para C.
lindemuthianum, descrito na literatura por Garcia-Serrano et al. (2008), que
amplifica a regido HMG do gene mating-type MAT1-2-1, sendo eles HMGCLF
(5’-CATGCCGCAGTAAAGCAAAT-3’) e HMGCLR (5°-
ATCATCAGACGTTCTTTGTG-3"). As amplificacbes foram realizadas
utilizando-se o kit de Tag DNA Polymerase (Invitrogen Life Technologies), em
um total de 50 pL de reagcdo contendo 5 puL de 10x PCR buffer, 1,5 puL de
MgCl, (50 mM), 0,5 uL de Taq DNA polymerase (5 U/uL), 1 pl de dNTPs (10
mM) e 2,5 ul de cada primer (100 uM) e 2 ul de DNA (10 ng/uL). As reagdes
de PCR foram realizadas em um termociclador MJ96+/MJ96G (Biocycler
Technology Co.), utilizando-se uma desnaturagdo inicial de 20 minutos, a 94 °C,
seguida de 30 ciclos de 60 segundos, a 94 °C; 30 segundos, a 55 °C e 30
segundos, a 72 °C, além de uma extensdo final de 10 minutos, a 72 °C. Os
produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%,
em tampao TBE (0,45 M Tris-borato, 0,01 M EDTA), por 3h30min, a 80 V,
utilizando-se um marcador de DNA de 100 pb como marcador molecular. Apds
tratamento com brometo de etidio, os produtos da amplificagdio foram
visualizados em luz ultravioletra (Fotodyne Ultraviolet Trans-illuminator) e
fotografados com camera digital Kodak EDA-290.

Em razdo de os isolados pertencentes a populacdo da fase sexual nao
amplificarem bandas quando testados com os primers especificos para C.
lindemuthianum citados anteriormente, um par de primers especificos para os
isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli, HMGGLOF e HMGGLOR,
desenvolvido por Barcelos, Souza e Vaillancourt (2011), também foi utilizado
na caracterizagdo dessa populagdo. Assim como os primers descritos por Garcia-
Serrano et al. (2008), os primers especificos para G. cingulata f. sp. phaseoli
amplificam a regido HMG do gene mating-type MAT1-2-1. As rea¢des de PCR

foram realizadas como descrito anteriormente.
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3.10 Sequenciamento e analise filogenética

Linhagens de G. cingulata f. sp. phaseoli (UFLAG46-1, UFLAGS85-1,
UFLAG93-1, UFLAG99-1, UFLAG104-1, UFLAG112 e UFLAG118-1) foram
selecionadas juntamente com uma linhagem controle de C. lindemuthianum
(LV115 — raga 65) e uma linhagem controle de G. cingulata f. sp. phaseoli
(UFLAGO1), ambas utilizadas na arvore filogenética gerada por Barcelos, Souza
e Vaillancourt (2011). Estes isolados foram utilizados na andlise filogenética
visando o entendimento do relacionamento entre os isolados da fase sexual e
assexual. A analise filogenética foi baseada nas regides ITS do DNA
ribossdmico, utilizando-se os primers universais ITS1/ITS4 descritos por White
et al. (1990).

Os produtos de PCR foram obtidos como descrito no topico anterior e
uma parte da reagdo (1 pL) foi utilizada na visualizagdo em gel de agarose 1%
em luz ultravioletra. Outra parte da reagdo (10 pL) foi submetida a uma
purificacdo utilizando o kit QlAquick PCR Purification. Para a reagdo de
sequenciamento foi utilizado o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing, em um
total de 10 puL de reagdo contendo 1 pL de reagdo de PCR apos a purificagao,
2,0 uL de um dos primers (2 pM), 0,5 uL. do mix de sequenciamento Big Dye e
2,0 uL de tampdo Big Dye. As reagdes de sequenciamento foram realizadas em
um termociclador MJ96+/MJ96G (Biocycler Technology Co.), com as seguintes
condigdes de amplificacdo: 94 °C, por 2 segundos; 30 ciclos de 94 °C, por 10
segundos; 50 °C, por 10 segundos e 60 °C, por 4 minutos.

O produto da reacdo de sequenciamento foi purificado a partir do
protocolo de precipitagdo por Etanol/EDTA, proposto pela Applied Biosystems
(Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit) e a corrida eletroforética das

amostras foi realizada em um sequenciador automatico ABI 310 (Applied
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Biosystems). Todas as amostras foram sequenciadas em duplicata, nas cadeias
senso e antissenso e comparadas entre si e com a amostra de referéncia.
Sequéncias de DNA de outras espécies de Colletotrichum do Genbank
foram incluidas nas andlises filogenéticas, as quais foram realizadas utilizando-
se a plataforma Phylogeny.fr (DEREEPER et al., 2008), seguindo os seguintes
passos: alinhamento das sequéncias com MUSCLE (v3.7); remocao das regides
ambiguas com Gblocks (v0.91b) e constru¢do de uma arvore filogenética,
utilizando-se 0 método de maxima verossimilhanga com PhyML (v3.0 aLRT).
As arvores filogenéticas foram desenhadas e editadas por meio do programa

TreeDyn (v198.3).

3.11 Compatibilidade vegetativa

Para a indicagdo da variabilidade existente na populagdo sexual
analisada, foram obtidos mutantes NIT, seguindo a metodologia descrita por
Vaillancourt ¢ Hanau (1994). Para a obtencdo dos mutantes NIT foram
selecionados cinco isolados (UFLAG21-1, UFLAG46-1, UFLAG47-2,
UFLAG93-1 e UFLAG112-1). Discos miceliais foram retirados das margens das
colonias e transferidos para placas de Petri contendo meio minimo + clorato de
potassio (nas concentragdes de 2,5% e 3,0%). Para cada isolado foram
transferidos 18 discos miceliais e as placas foram incubadas, a 22 °C, no escuro.
As placas foram examinadas diariamente, a fim de verificar a formagdo de
setores, os quais foram repicados para placas contendo meio minimo (Figura 3).
Os isolados que apresentaram desenvolvimento esparso € com pouco
crescimento micelial foram selecionados como mutantes NIT. Para a
classificagdo dos mutantes NIT, os mesmos foram testados em meio basal com a

adi¢do de suplementos, seguindo a metodologia descrita por Coddington (1976).
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Os testes empregaram meio basal com diferentes fontes de nitrogénio:
meio MA com tartarato de amonia (1g/L), MX com hipoxantina (0,25g/L), MM
com nitrato de sdédio (5g/L) e MN com nitrito de soédio (0,01g/L). Foram
utilizadas duas repeti¢des por tratamento e os tratamentos em meio MA e MM
foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente. Os
isolados que apresentaram crescimento robusto em MN e em MX foram
denominados nitl; os mutantes com crescimento robusto em MX foram
classificados como nit3 e aqueles com crescimento robusto, somente em MN
como nitM (CORREL; KLITTICH; LESLIE, 1987).

Para os testes de autocompatibilidade vegetativa foram utilizados os
isolados que apresentaram mutantes de diferentes fenotipos. O pareamento entre
os mutantes NIT provenientes do mesmo parental foi realizado colocando-se
discos miceliais de 6 mm de didmetro a uma distancia de 2 cm um do outro, em
placas contendo meio minimo. Foram realizadas duas repeti¢cdes por tratamento
e a avaliacdo foi realizada apds 15 dias de incubagdo, a 22 °C no escuro,
observando-se a formacdo de um micélio aéreo (tipo selvagem), na zona de
contato entre as duas coldnias.

Os testes de compatibilidade vegetativa foram realizados de acordo com
a metodologia de Leslie ¢ Summerell (2006). Os parcamentos foram feitos em
placas de Petri meio minimo, em um arranjo contendo mutantes nit3 nas
margens da placa e um mutante nitl ou nitM em contato com os demais. Foram
realizadas duas repeti¢des por tratamento e a avaliacdo foi realizada ap6s 15 dias
de incubagdo, a 22 °C, no escuro, observando-se a formagao do heterocario (tipo
selvagem) na zona de contato entre as duas colénias. De acordo com Leslie e
Summerell (2006), isolados pertencentes ao mesmo VCG apresentam
crescimento denso do micélio aéreo na linha de intersec¢do entre mutantes nit3

de um isolado e mutantes nitl ou nitM de outro isolado. Por outro lado, isolados
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de VCGs diferentes apresentam crescimento ralo na linha de intersecgdo entre

mutantes nit3 de um isolado e mutantes nitl ou nitM de outro isolado.

Figura 3 Setores resistentes ao clorato de potassio do isolado UFLAG46-1, na
concentragado de 3,0%

3.12 Analises de RAPD

Adicionalmente, foram selecionados 53 isolados da populacdo da fase
sexual e trés isolados da populagdo da fase assexual para serem analisados
utilizando marcadores de RAPD. A amplificagdo foi feita em um volume total
de 25 pl contendo 2,5 ul de 10xPCR buffer, 1,0 ul de MgCl, (50 mM), 2,0 pl de
dNTPs (10 mM), 3,0 pl de primer (100 uM), 0,5 uL de Tag DNA polimerase (5
U/ul) e 3,0 pul de DNA (10 ng/pl). Foram testados quatro primers: OPAO5
(5°’AGGGGTCTTG3"), OPAO07 (5°GAAACGGGTG3’), OPA12
(5°’TGCGCGATAG3’) e OPA17 (5GACCGCTTGT3’). Cada ciclo de
amplificagdo correspondeu a desnaturagdo, a 94 °C, por 2 minutos; anelamento,

a 37 °C, por 30 segundos e elongagdo, a 72 °C, por 15 segundos. Apos os 45
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ciclos, procedeu-se a extensdo final, a 72 °C, por 2 minutos. Os produtos
amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% com 1x
TBE buffer (0,45 M Tris-borate, 0,01 M EDTA, pH 8,0), por 3h30min a 80 V,
tratados com brometo de etidio e visualisados em luz UV.

A matriz gerada foi utilizada para a obten¢do das estimativas de
similaridade genética usando o programa NTSYS — pc 2.1 (ROHLF, 2000). Foi
gerada uma matriz de dados 0 e 1, a partir da codificacdo da presenga (1) e
auséncia (0) de bandas polimoérficas. As estimativas de similaridade genética
(sgij) entre os isolados foram efetuadas pelo coeficiente de Sorensen-Dice, por
meio da expressdo sgij = 2a/(2a + b + ¢), sendo a presenga de bandas nos dois
genotipos i e j, b presenca de bandas apenas no individuo i e ¢ presenca de
bandas apenas no individuo j. A matriz de similaridade foi empregada para
construir o dendograma e a analise de agrupamento foi realizada pelo método da
média das similaridades (UPGMA) (SCHNEIDER; ROESSLI; EXCOFFIER,
2000). Os erros associados a cada similaridade foram estimados utilizando-se a
expressao Sq, = [sg;i(1- sgij)/(n—l)]o’5 ,em que n é a soma de a, b e ¢ para cada par
de isolados. Os isolados pertencentes a diferentes grupos foram identificados no
dendograma a partir da estimativa do valor méaximo significativo de similaridade
(sgm). O sgm foi estimado por meio do teste de t, utilizando-se a expressdo sgm
= 1- (t x sgs), em que t ¢ o valor tabelado da distribuicdo de t de Student, a 1%
de probabilidade, com n-2 graus de liberdade ¢ o sgs ¢ o erro médio das

comparagodes consideradas.
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3.13 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analises de varidncia (ANAVA) e as
médias obtidas foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (P<0,05), utilizando-

se o pacote estatistico MSTAT-C (MICHIGAN STATE UNIVERSITY, 1991).
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4 RESULTADOS

4.1 Testes de patogenicidade

Os isolados de C. lindemuthianum analisados neste estudo apresentaram
diferentes padrdes de viruléncia, quando inoculados nas 12 cultivares
diferenciadoras (Tabela 4). Seis racas distintas foram encontradas para os 74
isolados estudados. As ragas 65 e 81 foram as mais frequentes, com 58,11% e
18,92%, respectivamente. Em Lavras, houve ampla predominancia da raga 65
(82,15%) e somente outras duas ragas foram identificadas (raca 1 e raca 81),
enquanto, em Lambari, embora ocorra predominéncia da raga 65 (42,2%), outras
cinco racas foram encontradas, caracterizando uma maior variabilidade
patogénica.

Dos 53 isolados conidiais de G. cingulata f. sp. phaseoli, 47 isolados
ndo apresentaram sintoma quando inoculados nas cultivares diferenciadoras e na
testemunha suscetivel. Entretanto, seis isolados apresentaram sintomas nos caule
e nas folhas, quando inoculados na cultivar suscetivel (UFLAG85-1, UFLAG86-
1, UFLAG89-1, UFLAG92-1, UFLAG93-1 e UFLAG99-1). Os isolados
UFLAG86-1, UFLAG89-1 ¢ UFLAG92-1 foram classificados como raga 1, pois
apenas na cultivar diferenciadora Michelite foram detectadas lesdes
caracteristicas de antracnose do feijoeiro, porém, ndo muito severas. Os demais
isolados, UFLAGS85-1, UFLAG93-1 e UFLAG99-1, foram classificados como
isolados pertencentes a raga 65, pois, além das plantas da cultivar Michelite, as
plantas da cultivar Mexico 222 também foram afetadas, com lesdes mais brandas
que as detectadas quando da inoculacao dos isolados da populagdo assexual de

C. lindemuthianum (Figura 4).
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Figura 4 Lesdes de antracnose do feijoeiro indicadas pelas setas brancas (A) na
folha e (B) no caule da cultivar Michelite, quando inoculada com o
isolado de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli UFLAG92-1

Tabela 4 Identificagdo das ragas fisiologicas de acordo com a rea¢do das
cultivares diferenciadoras para os 74 isolados de Colletotrichum
lindemuthianum

Isolado Raga Isolado Raga Isolado Raga Isolado Raga
UFLACI121 64 UFLAC148 65 UFLACI169 65 UFLACI188 65
UFLACI122 64 UFLAC149 81 UFLACI170 81 UFLACI189 65
UFLACI130 81 UFLACI152 64 UFLACI171 66 UFLACI190 65
UFLACI131 65 UFLACI153 81 UFLACI172 65 UFLACI191 65
UFLAC132 81 UFLACI154 1 UFLACI173 65 UFLAC192 65
UFLACI134 65 UFLACI155 81 UFLACI174 65 UFLACI193 65
UFLACI135 81 UFLACI156 73 UFLACI175 65 UFLAC19%4 65
UFLACI136 65 UFLACI157 73 UFLACI176 65 UFLACI195 65
UFLAC137 81 UFLACI158 73 UFLAC177 65 UFLACI196 81
UFLACI138 64 UFLACI159 73 UFLACI178 65 UFLACI197 65
UFLACI139 65 UFLAC160 65 UFLAC179 65 UFLAC198 65
UFLAC140 65 UFLACI161 65 UFLACI180 65 UFLACI199 65
UFLACI141 66 UFLAC162 65 UFLACI181 65 UFLAC200 65
UFLACI142 81 UFLAC163 65 UFLACI182 81 UFLAC201 81
UFLACI143 64 UFLACI164 65 UFLACI183 73 UFLAC202 73
UFLACI144 1 UFLAC165 81 UFLACI184 65 UFLAC203 65
UFLACI145 65 UFLAC166 65 UFLACI185 65 UFLAC204 73
UFLACI146 64 UFLACI167 65 UFLACI186 65
UFLAC147 65 UFLACI168 65 UFLACI187 81

4.2 Caracterizagao morfolégica das col6nias sexuais

A classificagdo considerando a morfologia dos 73 isolados de G.
cingulata f. sp. phaseoli é apresentada na Tabela 5. No agrupamento de acordo

com a classificagdo proposta por Chilton ¢ Wheeler (1949), os isolados
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formaram quatro grupos distintos: 24 foram classificados como conidial A; 29
como conidial B; 11 como plus ¢ 9 como minus. Os isolados plus e minus,
esporadicamente, apresentaram também produgdo de conidios.

Na Figura 5 estdo representados os isolados pertencentes as classes

indicadas.

UFLAG21-2 UFLAG104-1 UFLAG116-1 UFLAGI117-1
Plus Minus Conidial A Conidial B

Figura 5 Isolados pertencentes as quatro classes descritas na classificagdo
proposta por Chilton e Wheeler (1949). As setas em vermelho
indicam as massas de esporos nos isolados plus e conidial A

4.3 indices de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e didmetro colonial

Os 74 isolados analisados de C. lindemuthianum formaram quatro
grupos distintos para o IVCM e para o diametro colonial (Tabela 6). Os isolados
com menor velocidade média de crescimento apresentaram crescimento radial
menor, exceto o isolado LV 157, classificado em grupos distintos, considerando
as duas analises. Para ambos os testes, a variabilidade foi alta, tendo o
crescimento médio variado de 1,76 mm/dia (UFLACI187) a 4,50 mm/dia
(UFLAC186) ¢ o diametro colonial, de 31,50 mm (UFLACI187) a 73,00 mm
(UFLAC186).

Na avaliagdo dos isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli houve
necessidade de realizar algumas adaptagdes na metodologia utilizada para que

estes testes fossem realizados. Apos oito dias do inicio das medigdes, mais de
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80% dos isolados atingiram o crescimento maximo na placa de Petri, ou seja, 80
mm de didmetro. Sendo assim, se as medi¢des continuassem nos sete dias
restantes, até atingir o 15° dia de avaliagdo, os isolados ndo se diferenciariam em
relagcdo ao didmetro colonial. Portanto, as medi¢des para os 73 isolados de G.
cingulata f. sp. phaseoli foram realizadas apenas durante sete dias consecutivos.
As analises ndo apresentaram o mesmo ranqueamento para ambos 0s caracteres
(Tabela 7). Enquanto o IVCM apresentou apenas dois grupos distintos, o
didmetro colonial formou trés grupamentos de isolados (Tabela 7). O
crescimento médio dos isolados variou de 8,79 mm/dia (UFLAG41-1) a 10,50
mm/dia (UFLAG104-1), tendo o grupo de isolados com IVCM maior ou igual a
9,57 mm/dia sido o mais representativo (68,5%). O didmetro colonial dos 73
isolados apresentou variagdo de 67,80 mm (UFLAG41-1) a 80,0 mm
(UFLAGS89-1), tendo o grupo com didmetro colonial maior ou igual a 76,30 mm
(UFLAG106-1) sido o que teve maior nimero de representantes (65,75%).

Os isolados de ambas as populagdes apresentaram relagdo linear entre o
crescimento da coldnia e o tempo nos 15 dias de avaliag@o para os isolados de C.
lindemuthianum e nos 7 dias de avaliagdo para os isolados de G. cingulata f. sp.
phaseoli (Grafico 1). Os valores de by das equagdes de regressdo obtidas
variaram entre ¢ dentro de cada espécie. No entanto, ficou evidente o
crescimento inicial mais rapido dos isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli.
Além disso, a velocidade de crescimento foi de magnitutude superior para esta
espécie, o que pode ser comprovado pelas estimativas de b;. Portanto, os
isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli apresentaram colonias maiores em um
menor intervalo de tempo, quando comparados com os isolados de C.

lindemuthianum.
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Grafico 1 Equacdo de regressdo para o crescimento micelial de quatro isolados
de Colletotrichum lindemuthianum e quatro isolados de Glomerella

cingulata f. sp. phaseoli
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4.4 Avaliagdo da porcentagem de germinagao

Na avaliacdo da porcentagem de germinacdo de esporos, para ambas as
populagdes, a interagdo isolados x tempos foi significativa (P<0,05), indicando
que a porcentagem de germinagdo dos isolados ndo foi coincidente nos dois
tempos analisados. Por exemplo, para a populacdo de C. lindemuthianum, o
isolado UFLACI121, classificado no grupo com menor porcentagem de
germinacdo na avaliagdo com 24 horas, apresentou porcentagem de germinagao
intermediaria na analise com 48 horas. Assim, os testes de média foram
realizados de forma independente para cada tempo utilizado na avaliagdo
(Tabela 6). O isolado UFLAC190 apresentou as maiores porcentagens de
germinacdo, sendo superior a 80% na avaliagdo ap6s 24 horas de incubagdo e
mantendo-se com alta taxa de germinag¢do na avaliacio com 48 horas de
incubacao (Tabela 6).

Na populagdo de G. cingulata f. sp. phaseoli, pode-se exemplificar a
interacdo significativa das fontes de variag@o considerando o isolado UFLAG46-
1, que apresentou taxa de germinacdo baixa (28,5%), em comparacdo com a
média geral (~52%), na avaliagdo de 24 horas e, na avaliacdo apds 48 horas,
exibiu uma das maiores porcentagens de germinagdo entre os isolados da mesma
populagdo (92,0%), conforme apresentado na Tabela 7. Em ambas as analises,
24 e 48 horas, foram formados nove grupos distintos estatisticamente. Um total
de 39 isolados apresentou porcentagem de germinacdo superior a 80% na
avaliacdo ap6s 48 horas de incubacdo e, destes isolados, 15 s@o colonias

ascosporicas (Tabela 7).
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4.5 Caracterizacdo dos esporos e anastomose entre conidios e entre

ascosporos

Variagoes significativas (P<0,05) foram observadas para largura e
comprimento dos esporos, para ambas as popula¢des. Na populacdo de C.
lindemuthianum, a largura dos conidios variou de 4,09 um (UFLAC158) a 6,19
pm (UFLACI159), formando trés grupos de isolados distintos estatisticamente.
Na analise do comprimento dos conidios houve a formagao de quatro grupos de
isolados e o carater apresentou variagdo de 14,46 um (UFLAC136) a 18,98 um
(UFLAC143), conforme apresentado na Tabela 6. Na populagdo de isolados de
G. cingulata f. sp. Phaseoli, a medigdo de conidios e ascOsporos gerou a
formacao de dois grupamentos distintos dentro da anélise, pois estes possuem
uma morfologia totalmente distinta (Figura 6).

Para o carater largura de esporos, foram detectados dez grupos distintos.
Nesta analise, os sete primeiros grupos representam os isolados conidiais, cujos
conidios apresentaram largura variando de 2,88 pm (UFLAGS5-1) a 5,62 pm
(UFLAG26-1) e os trés outros grupos formados pelos isolados ascosporicos
apresentaram variacdo de 6,32 pm (UFLAGI113-1) a 8,7 um (UFLAG21-2),
conforme indicado na Tabela 7. Para o carater comprimento de esporos foram
gerados 16 grupos distintos. Os oito primeiros grupos representam os isolados
conidiais, tendo o comprimento dos conidios variado de 8,46 pm (UFLAG30-2)
a 15,85 um (UFLAG98-1). Os isolados ascospodricos estdo representados nos
outros oito grupos, variando de 20,5 pm (UFLAGI113-1) a 32,78 pm
(UFLAG104-1), conforme apresentado na Tabela 7.
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Figura 6 Micografia de epifluorescéncia de ascosporos e conidios dos isolados
de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli corados com Calcofuor White,
na concentracdo de 0,12 M. (A) Ascosporo do isolado UFLAG15-1 e

(B) conidio do isolado UFLAG15-2. Barra: 10 um
A avaliacdo dos esporos germinados indicou que onze isolados de C.
lindemuthianum nao apresentaram a formacdo de septo (UFLACI22,
UFLACI143, UFLAC155, UFLAC171, UFLAC172, UFLAC182, UFLAC187,
UFLAC195, UFLAC199, UFLAC200, UFLAC203), conforme indicado no
Grafico 2. Por outro lado, para a analise da populagdo sexual, apenas um isolado
conidial de G. cingulata f. sp. phaseoli ndo apresentou septo apds a germinagao
do conidio (UFLAG21-1). Os isolados ascospoéricos apresentaram 100% de
formacao de septo apos a germinacdo dos ascosporos (Grafico 3; Figura 7).
Alguns conidios e ascOsporos se apresentaram septados antes mesmo da

germinagdo (Figura 7).
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Grafico 2 Porcentagem de conidios que apresentaram septo apos a germinacao
para os 74 isolados de Colletotrichum lindemuthianum avaliados apos
24 horas de incubagdo em agua, corados com Calcofuor White na
concentragdo de 0,12 M. As barras representam o desvio padrdo para
os valores médios, considerando as duas repeti¢cdes
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Grafico 3 Porcentagem de conidios e ascdsporos que apresentaram septo apos a
germinagdo, para os 73 isolados de Glomerella cingulata f. sp.
phaseoli avaliados apos 24 horas de incubagdo em agua, corados com
Calcofuor White, na concentracao de 0,12 M. As barras representam o
desvio padrao para os valores médios, considerando as duas repeti¢des

Na avaliacdo da formacdo de anastomose entre conidios e entre
ascosporos, para a populagdo assexual apenas quatro isolados ndo apresentaram
formagdo de CATs e ndo foram incluidos nas andlises de variancia. A andlise
dos 70 isolados foi significativa e indicou a formagdo de cinco grupos distintos,
tendo o isolado UFLACI121 apresentado porcentagem de fusdo de CATs de
aproximadamente 60%, no periodo avaliado (Tabela 6). Longas cadeias
envolvendo vérios conidios podem ser visualizadas na Figura 8. Com relacdo a
populacao sexual, formacdo de CATs ndo foi observada para 22 isolados, que
ndo foram, por esse motivo, incluidos nas analises de varidncia. Nenhum dos
isolados ascosporicos apresentou formagao de CATs. Os demais 51 isolados

conidiais foram agrupados em trés grupos distintos, com destaque para o isolado
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UFLAG7-2, que apresentou um porcentagem de formacdo de CATs de,

aproximadamente, 78% nesta avalia¢do (Tabela 7).

A

Figura 7 Micografia de epifluorescéncia de conidios e ascdsporos septados de
isolados de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli, corados com
Calcofuor White, na concentracdo de 0,12 M. (A) Conidio septado néo
germinado do isolado UFLAG47-1; (B) conidio septado germinado
com producdo de apressorio do isolado UFLAG47-1; (C) ascésporo
septado ndo germinado do isolado UFLAG47-2 e (D) ascosporo
septado germinado do isolado UFLAG47-2. Barra: 10 pum

4.6 Compatibilidade sexual

Para a populacdo de isolados assexuais, os resultados dos pareamentos
de isolados dois a dois permitiram observar que 48 combinacgdes (1,73%)
apresentaram compatibilidade sexual, com presenca de uma linha de contato
escura entre os pares de isolados. No entanto, nenhuma das 48 combinagdes
apresentou peritécios férteis e vidveis na linha de contato, apds 15 dias de

incubagdo. Na analise microscopica, apenas a formacdo de protoperitécios foi
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observada, ndo havendo producdo de ascos e ascosporos. Os isolados
UFLACI195 e UFLACI141 apresentaram-se compativeis em um maior niimero de
combinagdes, respectivamente 12,33% e 10,96% (Tabela 8). Um grupo de 30

isolados apresentou-se incompativel em quaisquer combinagoes.



Tabela 5 Coloragdo observada em meio M3 e agrupamento dos 73 isolados de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli,
segundo o critério de classificacdo estabelecido por Chilton e Wheeler (1949)

Isolado Coloragdo Classificagdo Isolado Coloragdo Classificagdo Isolado Coloragdo  Classificagdo
UFLAGO05-1 preta conidial A UFLAG45-1 preta conidial B UFLAG91-3 preta conidial A
UFLAGO07-1 branca plus UFLAG46-1 marrom conidial A UFLAG92-1 preta conidial B
UFLAGO07-2 preta conidial A UFLAG47-1 preta conidial B UFLAG93-1 marrom conidial A
UFLAGO8-1 branca minus UFLAGA47-2 branca minus UFLAG97-1 marrom conidial A
UFLAG10-1 marrom conidial B UFLAG48-1 preta conidial B UFLAG98-1 marrom conidial A
UFLAG13-1 preta conidial B UFLAG49-1 preta conidial B UFLAG99-1 marrom conidial A
UFLAG15-1 branca plus UFLAG54-1 preta conidial A UFLAG101-1 branca plus
UFLAG15-2 preta conidial A UFLAGS54-2 branca plus UFLAG104-1 branca minus
UFLAG20-1 preta conidial B UFLAGS55-1 preta conidial B UFLAG104-2 preta conidial A
UFLAG21-1 preta conidial A UFLAG60-1 preta conidial B UFLAG106-1 branca plus
UFLAG21-2 branca plus UFLAG61-1 preta conidial B UFLAG106-3 preta conidial B
UFLAG23-1 preta conidial B UFLAG64-1 preta conidial A UFLAG107-2 marrom conidial A
UFLAG25-1 marrom conidial B UFLAG68-1 marrom conidial A UFLAG108-1 preta conidial A
UFLAG26-1 marrom conidial A UFLAG73-1 branca plus UFLAG109-1 preta conidial B
UFLAG29-1 preta conidial B UFLAG73-2 branca minus UFLAGI110-1 preta conidial B
UFLAG30-1 branca plus UFLAG74-1 preta conidial A UFLAGI111-1 preta conidial B
UFLAG30-2 marrom conidial B UFLAG75-1 preta conidial A UFLAG112-1 branca minus
UFLAG34-2 preta conidial B UFLAG79-1 preta conidial B UFLAG113-1 branca minus
UFLAG35-1 marrom conidial B UFLAGS82-1 preta conidial B UFLAGI114-1 preta conidial B
UFLAG36-1 marrom conidial B UFLAGS83-1 preta conidial B UFLAGI116-1 marrom conidial A
UFLAG37-1 marrom conidial B UFLAG84-1 branca plus UFLAG117-1 preta conidial B
UFLAG39-1 branca minus UFLAGS85-1 amarela conidial A UFLAG118-1 branca plus
UFLAG41-1 preta conidial B UFLAGS86-1 marrom conidial A UFLAG119-1 branca minus
UFLAG43-1 branca minus UFLAGS8-1 marrom conidial A
UFLAG43-2 branca plus UFLAGS89-1 marrom conidial A

09



Tabela 6 Estimativas de médias e seus respectivos erros padrdes para o IVCM (mm/dia), didmetro colonial (mm),
germinacdo de conidios (%), anastomose entre conidios (%) e dimensdo dos conidios (um) dos 74 isolados de
Colletotrichum lindemuthianum

% Diametro % germinagio* N * Dimenséo dos conidios*

Isolado IVEM colonial* 24h 48h o de CATs Largura Comprimento
UFLACI21  2,00+0,62a 35,00+9,42 a 140+424a 505+10,61d  59,75+£1520¢ 532+0,58 ¢ 17,12+ 1,39 ¢
UFLACI22  3,55+0,53¢ 58,25+7,93 ¢ 1,5+0,71a 145+3,54a 1,30+ 1,06 a 5,09+0,61b 18,04 +1,68 d
UFLACI30  433+024d  70,00£3,56d 4,0+14la 30,5+4,95b 3,00+ 1,41 a 549+064c  17,73+1,71d
UFLACI31  4,03+0,61d 66,50+9,15d  48,5+495d  79,0+£424f 45,75 13,08 d 5,06+ 0,68 b 16,78 £2,54 b
UFLACI132  3,38+0,62¢ 55,75+9,32¢ 640+141e 835+778¢g 6,75+530a 498 +0,80 b 16,94 +1,82b
UFLACI134  327+027b 54,00+4,08b  345+495c¢  750+283f 16,75 +13,08 a 478 £0,81b 15,24 42,87 a
UFLACI135  3,45£0,29¢ 56,75+4,43 ¢ 37,5+£9,19¢  76,0+2,83 f 1425+8,13 a 545+0,74 ¢ 17,87 +1,82d
UFLACI136 4,43+0,43d 71,50+ 6,45d 37,0£19,7¢c 66,5+20,5¢ 7,75£0,35a 5,04 +0,67b 14,46 +2,88 a
UFLACI137 2,65+0,29b 44,75+ 427b 60+1,41a 22,0+4.24a 2,715+2,47a 524+0,71c¢ 18,26 £1,91 d
UFLACI138 4,63+0,35d 72,00 9,09 d 22,5+2,12b 81,0+£2,83 f 10,25+7,42a 527+0,58¢ 16,20 +2,52 b
UFLACI139  3,07+0,66 b 51,50+£9,29b  4,5+0,71a 54,0 +£7,07d 925+742a 539+0,76 ¢ 17,11+ 1,71 ¢
UFLACI140  2,75+027b 46,25 4,03 b 13,5+636a  42,0+5,66¢ 1,50+0,71 a 521+0,60c 18,40 +1,73 d
UFLACI41  3,90+0,23d 63,50+342d  2,5+0,71a 26,0849 5,50 5,66 a 520+0,61c 18,53 +2,01d
UFLACI142  343£0,65¢ 56,50+£9,75 ¢ 55£0,71a 150£4.24a 3,50£2,12a 5,07+0,76 b 18,05+2,31d
UFLACI43  3,90+0,18d 63,50+2,65d 1,0+14la 29,5+£2,12b 225+1,77a 4,59 +0,40 a 18,78 +1,99 d
UFLAC144  222+024a 38,25+3,59a  555+9,19¢  76,0+424f 6,50+ 1,41a 544+0,48 ¢ 16,44 £2,64b
UFLAC145 337+0,74c  5550+11,12¢ 2,0+14la 375+2,12¢ 57546722 494+0,50b  1743+£2,15¢
UFLAC146  4,41+031d 71,25+4,65d  29,5+1333b 78,0+16,97f  2425+10,25b 5,14+0,54b 16,51+ 1,89b
UFLACI47  3,50+£020c¢  57,50+3,00c  58,0+566e 860+424¢g 750+ 1,41a 547+071c  17,73+2,32d
UFLAC148  3,45+0,73¢ 56,75+10,97¢c  255+7,78b  945+292¢g 9,50+4,96a 488+0,70 b 16,48+ 1,70 b
UFLACI149  3,48+0,39c 53,50+ 1,73b  50,0+£2,83d 81,5+0,71f 8,00 +4,96a 4,50 0,59 a 16,31+ 1,74 b
UFLACI152  2,83+031b 4750 +4,65b  64,0+11,31e 89,5+9,19¢g 9,00 £ 0,94 a 5,84+0,85¢ 17,25+ 1,64 ¢
UFLACI53  3,03+£025b 50,75+3,77b  44,0+5,66d  755+3,54f 2,50+2,12a 5,13£0,59b 16,51+1,70b
UFLACI154 3,18+ 0,48 b 52,75+7,18b 58,5+10,61e 86,5+495¢ 11,00+ 0,71 a 571 £1,05¢ 17,04 +1,99 ¢
UFLACI155 2,41+£0,27a 41,25+4,03 a 25,5+6,36b 40,5+2,32¢ 0,75+0,35a 541+£047c 17,39+ 1,52 ¢
UFLACI156 2,95+£0,55b 49,25+ 8,22 b 47,5+£4,95d 77,0+ 1,44 f 2,00 + 0,00 a 5,09+0,42b 17,78 £ 1,56 d
UFLACI157  3,06+032b 51,00+4,76b  475+2,12d 83,0+5,66¢g nf 5,01 +0,46b 18,41+1,89d
UFLACI58  3,53£0,40¢ 58,00 5,94 ¢ 67,0+424e  89,5+495g 450+2,12a 4,09+0,58 a 17,34 £ 1,57 ¢
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Tabela 6, continuagdo

" Diametro % germinagdo* N " Dimenséo dos conidios*

Isolado IVEM colonial* 24h 48h o de CATs Largura Comprimento
UFLACI59  3,73£0,16¢ 61,00+245¢c  43,5+354d 850+566¢g 1,50+0,71a 6,19+£2,17¢ 16,34 +£221b
UFLACI160  2,90+0,34b 4850+507b  61,5+2,12e¢  90,5+6,12 ¢ 230+1,77a  556+0,78c 16,63 + 1,68 b
UFLACI61  3,10£042b 51,50+ 6,24b  69,0+£849e  86,5+12,02¢ 6,00+ 4,24 a 4,64+0,55a 1556+ 1,62 a
UFLACI162  3,23+024b 53,50+3,70b  77,5+£0,71f  94,5+5,00¢g 3,75+ 1,77 a 525+081c¢ 17,72+£2,27d
UFLACI163  2,03£0,28a 35,50+4,20a  59,0+566¢  855+636¢g 2,00+ 1,41a 5,40+0,68 ¢ 18,31 +£2,54d
UFLACI164  3,37£0,52¢ 55,50+ 7,85¢ 72,0+ 11,31 f  92,0+596¢ 475+3,89a 532+092¢ 17,00 +2,52 ¢
UFLACI165  3,52+0,23¢ 57,75+3,50 ¢ 61,5+736e¢ 86,5+495¢g 5,75+3,89a 5,12+0,41b 18,02+ 1,69d
UFLACI166  3,37+0,27c¢ 55,50 +4,04 ¢ 11,0£1,41a  47,0+19,80d 8,50+7,78 a 548+0,59¢ 17,12£2,05¢
UFLAC167  2,68+036b 4525+538b  4,0+0,00a 82,5+£2,03 ¢ 1,50+0,71 a 538+0,6lc 16,14+ 1,99b
UFLAC168  3,35+0,46¢ 55,25+6,95¢ 30,0£11,31b  46,5+9,19d 2715+247a 527+0,72¢ 17,23 +2,18 ¢
UFLACI169  4,40+0,25d 71,25+4,11d 8,0+7,07a 66,5+ 6,36 ¢ 8,50+3,53a 5,12£0,69b 17,64 2,17 ¢
UFLAC170  4,40+0,30d 71,00 +4,55d 66,5+ 14,85e 83,0+990¢g 6,00 1,41 a 549+0,51 ¢ 17,08+ 1,92 ¢
UFLACI71  3,78+023c  62,00£3,83c  255+336b  53,0+849d 1,50 1,89 a 530+£0,57¢c  16,80+£259b
UFLAC172  3,18+041b 52,75+6,13b 400+1,41a  945£0,71g 2,00+0,71a 499+0,87b 15,84+195a
UFLACI173  430+0,30d 69,50 +4,51d 47,5+£11,92d  85,5£12,02 g 6,50+ 5,66 a 5,20+ 0,64 ¢ 16,85+2,03b
UFLAC174  295+0,87b  4925+13,1b  41,0+14lc  940+136g  22,00+1343b  523+0,70c  17,63+225¢
UFLAC175  2,87+0,53b 48,00 + 8,04 b 28,5+3,54b  53,5+£7,78d 2,00+ 1,41a 531091 ¢ 17,09 +2,24 ¢
UFLACI76  297+047b  4950+705b  255+2,12b 80,0424 f 1,50+ 1,822 525+0,57¢ 16,56+ 1,72b
UFLAC177  4,12+0,55d 66,75+ 8,26 d 44,0+849d  90,5+497¢g 825+530a 5,21+0,68 ¢ 17,44 +2,18 ¢
UFLAC178  3,35£0,50¢ 55,25+7,50¢ 40,0 +4,24 ¢ 84,0 5,68 ¢ nf 524+0,59¢ 16,79 £2,06 b
UFLACI179  2,85+031b 4775+4,57b 61,0+1838¢ 83,0=+1131¢g 3,00+ 1,82a 5,13+£0,84b 17,99 £2,34d
UFLACI80  4,07+0,66d 66,00 £ 9,83 d 45,0+4,24d 77,5+495f 1,50+0,71a 5,11+£0,74b 17,40 £1,38 ¢
UFLACI181 2,17£0,29 a 37,50+ 4,36a 37,0£141c 850+283¢g 1,75+1,14a 4,94+0,78b 16,22 +£2,05b
UFLACI82  4,17+0,24d 67,50 +£3,70d 350+849c¢  585+10,61d 1,50+1,41a 496+0,63b 17,77+ 1,13d
UFLACI83  2,38+0,38a 40,75+ 5,68 a 43,0+£9,90d 80,0 4,24 f 225+1,77a 545+081c¢ 16,74 £2,14b
UFLACI184  3,07+£047b 51,00 £ 6,98 b 42,5+17,48d  77,0+£16,87 f nf 5,04£0,51b 16,28+£2,42b
UFLACI85  3,77£0,53 ¢ 61,50+7,94 ¢ 53,0£849d  89,0+6,18¢g 12,80 £ 8,13 a 5,39+0,90 ¢ 15,19+2,15a
UFLACI86  4,50+027d  73,00+£4,04d 6,0+424a  59,0+536d 3,00+£2,83a 531+£1,05¢ 17,11+1,83¢
UFLACI187  1,76+0,37a 31,50+5,51 a 40+283a 26,0+9,90 a 2,25+1,06a 491+0,39b 16,78+ 1,93 b
UFLACI88  4,08+037d  6625+5,56d 70+2,83a  42,0+£565¢ 1,75 1,06 a 508+0,50b  1564+2,45a
UFLACI89  2,77+042b 46,50 £ 6,35 b 225+106b  47,5+19,09d 450+3,53a 495+0,34b 16,68 + 1,14 b
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Tabela 6, continuagdo

" Diametro % germinagdo* N " Dimenséo dos conidios*

Isolado IVEM colonial* 24h 48h o de CATs Largura Comprimento
UFLACI90  283+045b  47,50+1121b  885+12,02g 945+476¢g 27,20+ 530b 5,06+0,62b 18,25+ 1,84d
UFLACI91  432+039d  69,75+5091d 16,0£849a  42,0+2,97 ¢ 4,00+3,53 a 510£0,55b 16,17+ 1,75b
UFLAC192  3,35£0,75¢ 5525+ 11,24 ¢ 8,0+424a 30,5+2,27b 11,75+ 3,18 a 5,19+0,65¢ 17,01 £2,51 ¢
UFLACI93  2,59+085b  43,75+£12,71b  63,0£1697¢ 90,0+985¢g 1,55+6,36a 5,05+0,57b 1559+ 1,78 a
UFLACI194  3,03+0,39b 50,50 +5,80b 25,5+£3,54b  54,5+9,19d 5,75+£247a 5,05+£096b 17,08 2,79 ¢
UFLAC195  3,53£0,63¢ 58,00 +9,49 ¢ 26,5+3,54b  50,5+£2,49d 51,50+ 0,94 d 444+0,52 a 1593+2,11a
UFLACI96  2,95+025b 49,25+3,77b 72,5+354f  94,0+283¢g 3,50+0,71a 5,17+£0,55b 16,66 £2,05b
UFLAC197  2,60+036b 44,00 £ 5,35 b 85+636a  38,5+12,02¢ 1,75+ 1,06 a 4,76 £0,53 b 17,84 £1,59d
UFLACI198  3,77+0,25¢ 61,50+3,70 ¢ 71,5£495e¢  91,5+£636g  36,25+13,08¢ 5,16£0,52b 15,56 £2,07 a
UFLACI99  4,15+0,26d 67,50+4,12d 1,5+2,12a 26,0+424b 2,00+0,71a 5,76+£094 ¢ 18,08 +1,35d
UFLAC200  3,12+043b 51,75+ 6,40b 40+141a 33,0£2,98b 4,00+4,24a 486+0,59b 16,81 +£2,40b
UFLAC201  3,37£0,40¢ 55,50+592¢ 40+141a 28,5+3,54b nf 5,01£0,58b 16,87 £2,28 b
UFLAC202  3,12+£031b  51,75+4,72¢  275+354b  655+6,78¢ 325+1,77a 506+0,76b  16,86+2,10b
UFLAC203  3,60£0,52¢ 59,00 +7,79 ¢ 10,5+3,56a  355+10,6b 3,58+094a 5,39+0,61lc 17,43 £1,66 ¢
UFLAC204  3,82+0,69¢c 62,25+10,34 ¢ 37,0+ 5,66 ¢ 73,0£849f  24,00£5,66b 537+0,52¢ 16,76 £ 1,71 b

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente (P<0,05), de acordo com o teste de Scott-Knott.
nf'= fusdo de CATs ndo foi observada para este isolado
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Tabela 7 Estimativas de médias e seus respectivos erros padrdes para o IVCM (mm/dia), didmetro colonial (mm),
germinacdo de conidios (%), anastomose entre conidios (%) ¢ dimens@o dos conidios (um), dos 73 isolados de
Glomerella cingulata f. sp. phaseoli

Isolado IVCM* ?;?;E?g: % germinagao* 0% de CATs* Dimenséo dos conidios*

24h 48h Largura Comprimento
UFLAGO05-1  9,14+0,58a  73,75+3,59b  32,0£9,90c  67,5+495e¢  11,75+247a  2,88+065a 10,44+0,83 ¢
UFLAGO07-1  10,11+£024b 78,00+ 1,63¢c  30,0+283c  51,5+7,78¢ nf 767+081i  2538+1,6lm
UFLAG07-2  9,75+047b  77,00+2,08c  30,0+424c  865+495h  78,75+6,0lc 478+0,71f  1543£2,12h
UFLAGO08-1 9,80+0,14b 79,75 £ 0,50 ¢ 34,5+495¢ 75,0+£9,90 f nf 8,20+0,73j 31,59+ 1,56 p
UFLAGI0-1  939+054a  7650+3,70c 38,5+13,44d 58,0+1556d 39,00+3,54b  327+0,64b  9,.88+099b
UFLAGI13-1 9,57+0,51b 76,75 +£2,50 ¢ 20,5+3,54b 51,5+9,19¢ 33,50+ 10,61 b 426+0,54 ¢ 13,43 +1,34 f
UFLAGI15-1 9,89 £0,24 b 79,25+ 1,50 ¢ 80,0 £5,66 h 96,5 +3,541 nf 7,72 +£0,78 1 28,71 +£2,09 o
UFLAGI15-2 10,07 +0,38b 79,25+ 0,96 ¢ 21,5+495b 475+6,36 ¢ 13,75+ 7,42 a 2,93+0,58a 9,05+1,25a
UFLAG20-1 9,86 £0,12b 79,25+ 1,50 ¢ 10,0+ 141 a 68,0+2,83¢ 6,00+495a 4,62 £067 e 12,27+097 ¢
UFLAG21-1 9,68 £0,47b 75,25+3,40b 70+4,24a 31,5+495a 250+2,12a 3,01+0,65a 10,89 £ 0,84 d
UFLAG21-2 9,79 £ 0,58 b 77,75 £4,50 ¢ 74,0+£9,90 g 95,5+ 6,36 1 nf 8,70 +0,81] 27,01 £2,64n
UFLAG23-1 9,50 £ 0,62 a 75,00 £5,29b 14,5+3,54 a 49,5+9,19¢ 10,75 £4,60 a 3,69+0,76 ¢ 10,91 £1,00d
UFLAG25-1 9,78 £ 0,44 b 78,50 £ 3,00 ¢ 32,0+ 5,66¢ 82,0£9,90 g 52,75+£8,13b 3,31+073b 10,54 £1,02 ¢
UFLAG26-1 9,53+049 a 74,75 £4,27b 11,5+495a 28,0+5,66 a nf 5,62+0,63 ¢ 15,33+0,97 h
UFLAG29-1 9,04+0,39a 73,25+£2,22b 80,5+2,12h 95,0+2,831 9,25+5,30a 3,30+ 0,66 b 11,29+ 1,09d
UFLAG30-1  9.85+0,17b  7925+096c  50,0£849e  795+212g nf 77840971  22,92+139]
UFLAG30-2 9,61 +£0,49b 76,50 £4,73 ¢ 33,0+2,83¢ 79,0 5,66 g 325+1,06a 3,51+0,85¢ 8,46+ 1,19a
UFLAG34-1 9,79+ 0,25b 79,00 £1,15¢ 11,5+3,54a 41,5+6,36b 1,75+ 1,06 a 3,82+0,56d 11,42+0,88d
UFLAG35-1 9.25+0,24 a 73,75+2,22b 54,0 £ 5,66 f 86,0+424h 6,75+ 1,77 a 5,02+0,70 f 10,65+ 1,08 ¢
UFLAG36-1 9,68+0,18b 75,75 +£0,96 b 71,0£9,90 g 89,5+9,19h 32,25+4,60b 522+0,64 g 13,63 +1,10 f
UFLAG37-1 9.32+0,41a 73,50 £3,11b 27,0+ 1,41 ¢ 63,0+141d 6,00 4,24 a 326+0,56b 12,59 +2,61¢
UFLAG39-1 10,07+0,65b  76,00+4,24b 27,5+6,36 ¢ 73,5+9,19 f nf 6,82+ 0,87 h 22,80 +2,96 j
UFLAG41-1 8,79+0,59a 67,75+3,95a  57,5+12,02f 89,5+6,36 h 57,715+7,42¢ 538+0,76 g 10,03 +3,45b
UFLAG43-1 8,89+ 0,99 a 68,00+ 8,37 a 47,5+495¢ 80,0849 ¢ nf 8,29+ 0,99 j 26,26+ 1,27 m
UFLAG43-2 9,75+0,39b 77,75+3,30 ¢ 50,5+495¢ 87,5+6,36h nf 7,69 £0,87 1 25,45+ 240 m
UFLAG45-1 9,99 +0,20 b 7825+222¢ 87,0+2,831 96,0+ 1,411 2225+530a 3,92+0,59d 15,25+ 1,16 h
UFLAG46-1 9,85+0,26 b 79,75+0,50c 285+12,02¢ 92,0+1411i 16,25+ 6,01 a 4,48 £0,75¢ 10,62+1,22¢
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Tabela 7, continuagdo

Isolado IVCM* ?;f(ﬁfg: % germinagao* 04 de CATs* Dimensao dos conidios*

24h 48h Largura Comprimento
UFLAG47-1  10,03+0,46b  79,00+£2,00c 39,5+10,61d 71,0+849¢ 225+1,77a 3,95+0,55d 12,76 + 3,44 ¢
UFLAG47-2  9,68+0,29b  7825+2,87¢ 85,5+7,78 1 96,0 + 5,66 i nf 7,86 0,76 i 27,64+2,.83 n
UFLAG48-1 9,82+029b  78,50+1,29¢ 17,0£566b  42,5+£9,19b nf 3,29+ 0,69 b 13,66 + 1,16 f
UFLAG49-1 10,39+0,18b 78,50+ 1,29¢c  66,5+10,61g 87,0+12,73h 2,715+ 1,77 a 436+0,61¢ 14,16+ 1,20 g
UFLAG54-1 9,8540,20 b 79,75£0,50c  29,0+£849¢ 57,0+9,90d 8,50+2,83 a 456+0,59 ¢ 1443+£226 ¢
UFLAG54-2 9,71 +£0,31b 79,00 £2,00 ¢ 88,0+8,491 96,5+2,121 nf 6,66+ 0,84 h 22,27+2,21]
UFLAGS55-1 9,78+0,53b  75,50+3,42b  81,0£5,66h 93,5+3,541 58,50+ 14,85¢  3,30+0,63b 13,48 £1,04 f
UFLAG60-1  10,10+047b  77,75+2,63 ¢ 91,5+2,121 97,5+0,711 35,00+£12,02b  3,60+0,70 ¢ 11,99+ 1,39d
UFLAG61-1  10,03+0,07b  79,25+0,96 ¢ 57,5+495f  88,0+5,66h 23,00+2,83a 4,38 +0,66 ¢ 13,87+ 1,41 f
UFLAG64-1  10,00+£031b  76,75+3,40c  29,0+566c 59,5+10,61d  40,00£6,36b 3,61 +0,63¢ 11,18+ 1,52d
UFLAG68-1 943+035a  76,50+2,38¢ 6,0£424a 39,0+8,49b 10,50+2,12 a 4,04+ 0,60 d 11,41+1,20d
UFLAG73-1  10,03+£032b  7925+096¢  42,5+636d  91,0+424h nf 7,65+ 0,76 1 23,60 +2,351
UFLAG73-2 9,86+031b  79,75+0,50c  38,5+9,19d 72,0424 f nf 831£0,79)  2544+1,53m
UFLAG74-1 946 +047a  7325+435b  48,5+636¢ 68,0+9,90 ¢ 15,00 + 6,36 a 421+0,62¢ 9,59+ 1,08 b
UFLAGT75-1 9,64+0,14b  76,75+222¢c  26,5+6,36b 62,0+849d  49,50+12,02b  434+0,78¢ 12,34+ 1,25 ¢
UFLAG79-1 9,99+020b  78,75+1,89¢ 17,0+£2,83b  42,0£849b 2,50+0,71a 4,90+0,76 f 13,37+ 1,33 f
UFLAGS82-1 9,54+043a  77,75£222¢ 61,0+£424f  70,5+2,12¢ 425+4,60a 3,22+0,67b 12,52+ 1,21 e
UFLAGS83-1 9,18+0,58a  7575+2,99b 41,5+£10,61d 69,0+x14le  62,00+£12,73¢c  430+0,63¢ 1391 +3,37f
UFLAG84-1 9,93+£030b  79,25+1,50¢ 88,5+4,951 96,0 £2,83 i nf 8,36 £ 0,78 ] 29,22+4390
UFLAG85-1 889+0,32a 70,50+ 1,29a  82,5+10,61h 92,0 £+ 5,66 1 67,25+9,55¢ 5,13+£0,69 f 15,06 = 1,10 h
UFLAGS86-1 9,68+0,14b 79,25+£0,96¢c  79,5+12,02h 93,0+4,241i 4,75+ 1,77 a 4,84 +0,65f 15,39+1,27h
UFLAG88-1 9,64£027b  79,75+0,50 ¢ 18,0+4,24b 47,0+ 5,66 ¢ 1,75+ 1,06 a 3,96+0,50d 8,64+1,05a
UFLAGg9-1 9,64+0,18b  80,00+£0,00c  670+424g  86,0+141h 10,00 + 5,66 a 4,14+0,59 ¢ 1521+0,90 h
UFLAG91-1 9,85+0,17b 78,50 1,29 ¢ 72,5+7,78 g 81,0+424 ¢ 425+1,77a 3,46+£0,76 b 11,07£0,96 d
UFLAG92-1 9,890+024b  7850+1,73¢c  21,0+424b 655+2,12¢ 20,00 £4,95a 420+0,72¢ 12,22+094 ¢
UFLAG93-1 9,93+034b  79,50+1,00c 445+495d 680+14le 8,25+ 1,06 a 4,16+0,57 ¢ 10,94+ 1,20d
UFLAG97-1 9,07+0,18a  7325+1,26b 60,5+9,19f  87,0£5,66h 67,75+530¢ 5,07+0,85f 9,57+1,03b
UFLAG98-1 9,96+032b  7850+191c 150+1,41b  44,0+£4.24b 3,00+2,12a 411+0,57 ¢ 1585+1,26 h
UFLAG99-1 9,79+027b  7825+126c  47,0£849e 88,0+5,66h  46,50+11,31b  4,87+0,73f 15,80+ 1,16 h
UFLAGI101-1  9,71£0,26b  79,25+0,96 ¢ 88,0=8,491i 94,5+ 0,711 nf 742+£0931 2554+ 136m
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Tabela 7, continuagdo

Isolado IVCM* ?Olf(ifgg % germinagao* 04 de CATs* Dimensao dos conidios*

24h 48h Largura Comprimento
UFLAG104-1 10,50+0,18b  78,50+129¢c  83,0+5,66h 95,540,711 nf 8,49 £ 0,84 ] 32,78+ 1,34 q
UFLAG104-2 10,03+0,13b 79,25+ 1,50c 59,0+ 11,31 f  75,0+5,66f 0,75+ 1,06 a 3,41£0,62b 10,47+ 1,13 ¢
UFLAG106-1  9,68+0,14b  76,25+1,89¢ 88,5+6,361 98,5+2,121 nf 7,680,691  25,66+1,52m
UFLAG106-2  9,18+0,79a  73,75+4,57b  51,5+495¢ 65,5+2,12¢ 41,50+9,90 b 4,53 +0,78 ¢ 10,31+ 1,37 ¢
UFLAG107-1  9,18+022a  75,00+£0,82b 70,5+12,02g 84,5+495¢ 40,50+ 4,95 b 3,78+ 0,65d 10,56 + 1,29 ¢
UFLAG108-1 9,22+0,19a 73,25+£1,50b 30,0+9,90 ¢ 79,0424 ¢ 34,50 £ 8,49 4,94+0,88 f 14,79+ 1,26 g
UFLAG109-1 9,32+£0,18a 75,75+ 1,50b 81,0£4,24h 93,5+3,541 41,50£7,78 b 3,64+ 0,68 ¢ 9,60+ 1,28 b
UFLAG110-1  9,50+0,18a  74,00+£1,63b  40,0+849d  79,0+14lg  50,75+11,67b  3,61£0,66¢ 10,45+ 1,01 ¢
UFLAGI111-1 9,39+0,31a 73,50 £2,38b 89,5+4951 95,5+2,121i 66,50 £9,19 ¢ 435+£0,65¢ 9,72+ 1,09 b
UFLAG112-1  9,78+038b 79,50+ 1,00c  79,5+6,36h 92,0+4,241 nf 6,73 0,60 h 22,90+ 1,37
UFLAG113-1  9,93+0,08b  77,50+191c  70,5+3,54g  825+0/71g nf 6,32+0,41h 20,50 £2,45 i
UFLAGI114-1  9,57+0,11b  7525+1,26Db 86,0 = 1,411 93,0+ 1,411 4525+ 1,77b 3,55+0,78 ¢ 9,26+1,11b
UFLAG116-1  9,60+021b  7550+1,73b  39,5+2,12d  555+3,54d 11,50+ 1,06 a 3,28+0,73b 10,23+ 1,33 ¢
UFLAGI17-1  9,22+0,25a  7450+1,29Db 86,0 =2,83 i 97,540,711  4485+1281b  3,94+0086d 10,60 +2,79 ¢
UFLAGI118-1 9,89+0,14b 79,50+ 1,00 ¢ 85,5+6,361 96,5+2,121 nf 6,75+ 0,54 h 24,43 +£2,34 1
UFLAG119-1  9,50+0,34a  76,75+2,50¢ 85,0424 97,0 +4,241 nf 7,52+£0,551 26,21+1,37m

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente (P<0,05), de acordo com o teste de Scott-Knott.
nf = fusdo de CATs nio foi observada para este isolado
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Tabela 8 Porcentagem de cruzamentos sexuais compativeis para os 74 isolados de Colletotrichum lindemuthianum

% cruzamentos

Isolado P Isolado % cruzamentos compativeis Isolado % cruzamentos compativeis
compativels

UFLACI21 nc UFLACI156 nc UFLACI181 nc
UFLACI122 nc UFLACI157 1,35 UFLACI182 1,35
UFLACI130 nc UFLACI158 1,35 UFLACI183 1,35
UFLACI131 nc UFLACI159 nc UFLAC184 1,35
UFLACI132 nc UFLACI160 nc UFLACI185 2,70
UFLACI134 1,35 UFLACI161 5,41 UFLACI186 2,70
UFLACI135 1,35 UFLACI162 2,70 UFLACI187 nc
UFLACI136 1,35 UFLACI163 nc UFLACI188 nc
UFLACI137 1,35 UFLAC164 nc UFLAC189 nc
UFLACI138 6,75 UFLACI165 2,70 UFLACI190 nc
UFLACI139 5,41 UFLACI166 nc UFLACI191 nc
UFLAC140 nc UFLAC167 nc UFLAC192 5,41
UFLACI141 10,81 UFLACI168 1,35 UFLACI193 2,70
UFLAC142 nc UFLAC169 2,70 UFLAC19%4 4,11
UFLACI143 nc UFLACI170 nc UFLACI195 12,16
UFLAC144 2,70 UFLACI171 1,35 UFLAC196 2,70
UFLACI145 4,11 UFLACI172 nc UFLACI197 nc
UFLACI146 2,70 UFLACI173 nc UFLACI198 6,75
UFLAC147 1,35 UFLAC174 nc UFLAC199 6,75
UFLAC148 1,35 UFLACI175 5,41 UFLAC200 nc
UFLAC149 1,35 UFLAC176 1,35 UFLAC201 5,41
UFLACI152 1,35 UFLAC177 1,35 UFLAC202 nc
UFLACI53 1,35 UFLACI178 1,35 UFLAC203 1,35
UFLACI154 1,35 UFLACI179 1,35 UFLAC204 1,35
UFLACI55 nc UFLACI80 nc
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Tabela 9 Classificagdo dos 73 isolados de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli como homotalicos e¢/ou heterotalicos e porcentagem de
cruzamentos sexuais compativeis nas modalidades: 1 - para os cruzamentos que produziram apenas protopetitécios, 2 - para
os cruzamentos que produziram peritécios férteis em ambas as situagdes, com e sem o uso da membrana de didlise e 3 - para
os cruzamentos que produziram peritécios férteis apenas quando ndo foi utilizada a membrana de diélise entre os isolados

% cruzamentos

% cruzamentos

% cruzamentos

Isolado Classificagdo sexual compativeis (1) compativeis (2) compativeis (3)
UFLAGO05-1 nc nc 1,37 nc
UFLAGO07-1 homotalico nc nc nc
UFLAGO07-2 heterotalico 1,37 nc 1,37
UFLAGO08-1 homotalico/heterotalico 1,37 2,74 1,37
UFLAG10-1 nc nc nc nc
UFLAG13-1 nc nc nc nc
UFLAGI15-1 homotalico/heterotalico 2,74 nc 1,37
UFLAG15-2 heterotalico 1,37 1,37 1,37
UFLAG20-1 nc ne ne nc
UFLAG21-1 heterotalico 1,37 nc nc
UFLAG21-2 homotalico/heterotalico 2,74 1,37 1,37
UFLAG23-1 nc nc nc 2,74
UFLAG25-1 nc nc nc 2,74
UFLAG26-1 nc nc nc 1,37
UFLAG29-1 nc nc nc nc
UFLAG30-1 homotalico/heterotalico 1,37 2,74 1,37
UFLAG30-2 nc nc nc 2,74
UFLAG34-1 nc nc nc ne
UFLAG35-1 nc ne ne nc
UFLAG36-1 nc nc nc nc
UFLAG37-1 nc nc nc nc
UFLAG39-1 homotalico nc nc 2,74
UFLAG41-1 heterotalico nc nc 1,37
UFLAG43-1 homotalico/heterotalico 1,37 nc 2,74
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Tabela 9, continuagéo

% cruzamentos

% cruzamentos

% cruzamentos

Isolado Classificagdo sexual compativeis (1) compativeis (2) compativeis (3)
UFLAG43-2 homotalico/heterotalico 1,37 nc 2,74
UFLAG45-2 heterotalico 1,37 nc 1,37
UFLAG46-1 heterotalico 1,37 nc 1,37
UFLAG47-1 heterotalico 2,74 nc nc
UFLAG47-2 homotalico/heterotalico 2,74 1,37 nc
UFLAG48-1 heterotalico nc nc 1,37
UFLAG49-1 heterotalico 2,74 1,37 nc
UFLAG54-1 heterotalico 1,37 1,37 1,37
UFLAG54-2 homotalico/heterotalico 1,37 nc 1,37
UFLAGS55-1 nc nc nc 1,37
UFLAG60-1 nc nc 1,37 nc
UFLAG61-1 nc ne ne nc
UFLAG64-1 nc nc nc nc
UFLAG68-1 nc nc nc 1,37
UFLAG73-1 homotalico nc 6,85 1,37
UFLAG73-2 homotalico nc nc nc
UFLAG74-1 nc nc 5,48 1,37
UFLAG75-1 heterotalico 4,11 2,74 1,37
UFLAG79-1 nc nc nc 4,11
UFLAGR82-1 nc nc nc 4,11
UFLAGS83-1 nc nc nc 1,37
UFLAGS84-1 homotalico nc nc nc
UFLAGS85-1 nc nc nc 2,74
UFLAGS86-1 nc nc nc 2,74
UFLAGS8-1 nc ne nc nc
UFLAGS89-1 nc nc nc 1,37
UFLAG91-1 ne ne ne nc
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Tabela 9, continuagéo

% cruzamentos

% cruzamentos

% cruzamentos

Isolado Classificagdo sexual compativeis (1) compativeis (2) compativeis (3)
UFLAG92-1 nc nc nc nc
UFLAG93-1 nc nc nc 1,37
UFLAG97-1 nc ne ne nc
UFLAG98-1 heterotalico 1,37 nc 2,74
UFLAG99-1 nc ne ne nc
UFLAGI101-1 homotalico/heterotalico 8,22 nc nc
UFLAG104-1 homotalico/heterotalico 6,85 nc nc
UFLAG104-2 heterotalico 4,11 2,74 nc
UFLAG106-1 homotalico/heterotalico 1,37 nc nc
UFLAG106-3 heterotalico 1,37 nc nc
UFLAG107-2 heterotalico 1,37 nc nc
UFLAGI108-1 heterotalico 2,74 nc nc
UFLAG109-1 nc nc 1,37 nc
UFLAG110-1 heterotalico 2,74 4,11 nc
UFLAGI111-1 heterotalico 2,74 1,37 nc
UFLAGI112-1 homotalico/heterotalico 2,74 2,74 1,37
UFLAGI113-1 homotalico/heterotalico 2,74 2,74 nc
UFLAG114-1 nc nc 1,37 1,37
UFLAG116-1 heterotalico 1,37 1,37 nc
UFLAG117-1 heterotalico 2,74 1,37 nc
UFLAG118-1 homotalico/heterotalico 1,37 1,37 nc
UFLAGI119-1 homotalico nc 5,48 5,48

nc = ndo se aplica

0L
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Figura 8 Micografia de epifluorescéncia mostrando tubos de anastomose de
conidios em isolados de Colletotrichum lindemuthianum e isolados de
Glomerella cingulata f. sp. phaseoli, corados com Calcofuor White,
na concentragdo de 0,12 M. (A) Cadeia de conidios fundidos do
isolado UFLAC146; (B) fusdo de conidios do isolado UFLAC198; (C)
fusdo de conidios do isolado UFLAGS55-1 e (D) fusdo de conidios do
isolado UFLAG117-1. Barra: 10 pm

Na avaliacdo para a populagdo de isolados sexuais, observou-se que 75
combinagdes (2,78%) apresentaram a formagdo da linha de contato entre os
isolados pareados. Entretanto, para 26 destas combinagdes ndo foram detectados
peritécios férteis e viaveis na linha de contato, com formagdo apenas de
protoperitécios. Outras 49 combinagdes testadas apresentaram a formagao da linha
de contato, sendo observados peritécios férteis com alta producdo de ascos e
ascosporos. Estas combinagdes foram testadas novamente utilizando-se uma
membrana de didlise separando os dois isolados, o que impede o contato direto
entre eles. Das 49 combinagdes testadas, 28 passaram a ndo formar mais a linha de
contato apos o uso da membrana entre os isolados (Figura 9). As outras 21

combinagdes continuaram a produzir a linha de peritécios férteis, mesmo apos a
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auséncia do contato fisico entre elas, indicando que um dos isolados estava
induzindo o parceiro a produzir peritécios férteis. Nestes casos, a linha de peritécios
foi sempre formada no lado do isolado conidial (Figura 9). Apenas 16 isolados nao

foram compativeis em nenhuma das combinagdes testadas (Tabela 9).

Figura 9 Pareamentos dos isolados de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli em
meio de cultura sem e com o uso de membranas de didlise. (A)
Isolados UFLAG47-1 e UFLAG47-2 com formagdo de peritécios
férteis e viaveis na linha de contato; (B e C) isolados UFLAG47-1 e
UFLAG47-2 pareados com a membrana de dialise, sendo que a linha
de peritécios ndo é mais observada; (D) isolados UFLAG21-2 e
UFLAG104-2 com formagao de peritécios férteis e viaveis na linha de
contato; (E) isolados UFLAG21-2 ¢ UFLAG104-2 pareados com a
membrana de dialise, sendo a linha de peritécios ainda observada e (F)
linha de peritécios férteis, formada do lado do isolado conidial
(UFLAG104-2)

Considerando apenas os isolados que produziram peritécios férteis
apenas quando a membrana de dialise ndo impediu o contato entre eles, os
isolados UFLAG101-1 e UFLAG104-1 apresentaram-se compativeis em maior
nimero de combinagdes, 8,22% e 6,85%, respectivamente. Dos 73 isolados

analisados, seis foram classificados apenas como homotalicos, 14 como
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homotalicos/heterotalicos e outros 20 foram classificados apenas como

heterotalicos (Tabela 9).

4.7 Analises de PCR

Todos os isolados assexuais avaliados amplificaram a regido HMG do
gene mating-type MAT1-2-1 (GARCIA-SERRANO et al., 2008), confirmando
que os isolados sdo da espécie C. lindemuthianum (Figura 10). Os isolados
sexuais, quando testados com este mesmo par de primers (HMGCLF e
HMGCLR), ndo geraram produtos de amplificagdo. Entretanto, quando testados
com o par de primers especifico para a regidio HMG do gene mating-type MAT1-2-1
desenvolvido por Barcelos, Souza e Silva (2011), todos os isolados amplificaram a
banda correspondente, com excessdo dos isolados UFLAGS85-1, UFLAG86-1,
UFLAGS89-1, UFLAG92-1, UFLAG93-1 e UFLAG99-1 (Figura 10).

4.8 Sequenciamento e andlise filogenética

A arvore filogenética gerada pelos dados de sequenciamento e por
sequéncias extraidas do GenBank permitiu o agrupamento dos isolados similares
para a regido analisada (regido ITS do DNA ribossomico). Foram formados trés
grupos, considerando os isolados analisados da populagdo sexual (Figura 11). Os
isolados UFLAGS85-1, UFLAG93-1 e UFLAG99-1 agruparam-se em um bloco
unico, o qual esta relacionado com o grupo formado pelos isolados UFLAG46-1
e UFLAG104-1. O outro grupo gerado, formado pelos isolados UFLAG112-1 e
UFLAGI118-1, relacionou-se mais intimamente com os isolados de
Colletotrichum gloeosporioides, cujas sequéncias foram extraidas do GenBank.
O isolado controle de C. lindemuthianum agrupou-se com a sequéncia da mesma
espécie retirada do GenBank e o isolado controle de G. cingulata f. sp. phaseoli

agrupou-se com a sequéncia de C. gloeosporioides extraida do GenBank.
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Figura 10 Produtos da amplificacdo de reagdo de polimerase em cadeia (PCR)
para isolados representativos de Colletotrichum lindemuthianum e
Glomerella cingulata f. sp. phaseoli, o controle da reagdo (P) e o
marcador molecular de 100-pb (M), utilizando os primers especificos
para a populagdo assexual e para a populacdo sexual. (A) Produtos da
amplificagdo obtidos usando os primers HMGCLF e HMGCLR para
os isolados de C. lindemuthianum indicados; (B) produtos da
amplifica¢do obtidos usando os primers HMGGLOF ¢ HMGGLOR
para os isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli indicados e (C)
produtos da amplificagdo obtidos usando os primers HMGCLF e
HMGCLR, para os isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli ¢ C.
lindemuthianum indicados
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4.9 Compatibilidade vegetativa

Nos testes de selecdo de mutantes nit, foi observada a formacgido de
setores para todos os isolados analisados em meio minimo + clorato de potassio,
na concentragdo de 3,0%. Nos testes com concentracdo de clorato de potassio
menor (2,5%), ndo houve inibi¢do do crescimento das colénias, sendo esta
concentragdo considerada insuficiente para a obtengdo dos setores resistentes ao
clorato de potassio. Ap0s a sele¢do dos setores que apresentaram hifas aéreas e
crescimento esparso em meio minimo, obteve-se um total de cinco coldnias para
o isolado UFLAG21-1 (M1-M5), quatro para o isolado UFLAG46-1 (M6-M9),
duas para o isolado UFLAG47-2 (M10-M11), trés para o isolado UFLAG93-1
(M12-M14) e trés para o isolado UFLAGI112-1 (M15-M17). Os setores
selecionados dos isolados periteciais, UFLAG47-2 e UFLAGI112-1, ndo
produziram mais peritécios apos crescimento no meio seletivo com clorato de
potassio. Os setores provevientes do isolado UFLAG112-1 passaram a produzir
conidios e os setores provenientes do isolado UFLAGA47-2 nao produziram
nenhum tipo de esporo. Culturas monosporicas foram obtidas, com excegdo dos
setores do isolado UFLAG47-2, que ndo apresentou producdo de esporos, sendo
estes mutantes descartados pela impossibilidade de se obter, a partir destes,
culturas puras geneticamente.

O fendtipo dos mutantes nit foi identicado por meio do teste em
diferente meios de cultura, assim como apresentado na Figura 12. Dos 15
mutantes recuperados, 10 foram classificados como nit3 (M2, M3, M4, M5, M7,
M8, M9, M12, M13, M14, M15), 3 como nitl (M1, M6 e M16) e 1 como nitM
M17).
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Figura 11 Arvore filogenética baseada na sequéncia ITS do DNA ribossomico
para isolados de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli indicados pelos
quadrados vermelhos, para um isolado controle de Colletotrichum
lindemuthianum (LV115) e para um isolado controle de Glomerella
cingulata f. sp. phaseoli (GOl1). As demais sequéncias foram

extraidas do Genbank, para fins comparativos

Para trés dos quatro isolados avaliados (UFLAG21-1, UFLAG46-1 e

UFLAGI112-1) foram obtidos tanto mutantes nitl quanto mutantes nit3.

Portanto, para estes trés isolados, a autocompatibilidade foi testada. Dois

isolados (UFLAG46-1 ¢ UFLAG112-1) se mostraram autoincompativeis, ndo

ocorrendo a formagdo de heterocario e crescimento de micélio aéreo na linha de

interse¢do entre mutantes Nitl e nit3 do mesmo isolado. Entretanto, quando os

mutantes nitl e nit3 obtidos a partir do isolado UFLAG21-1 foram pareados em

meio minimo, pode-se notar a formagdo de um micélio aéreo na zona de contato

entre as colonias (Figura 13).
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G46-1
mutante

Figura 12 Crescimento do tipo selvagem e do mutante (MS8) do isolado
UFLAG46-1 em meio completo (MC), meio basal + tartarato de
amonia (MA), hipoxantina (MX), nitrito de sodio (MN) e nitrato de
sodio (MM). O crescimento robusto em MC, MA e MX indica que o
mutante ¢ classificado como nit3

Os resultados dos testes de compatibilidade vegetativa permitiram
classificar os quatro isolados analisados em trés VCGs distintos. Os isolados
UFLAG93-1 ¢ UFLAG112-1 foram incompativeis em todas as combinagdes
testadas, sendo classificados em diferentes VCGs. No entanto, os isolados
UFLAG21-1 e UFLA46-1 demonstraram forte complementagdo, sendo
classificados dentro de um mesmo VCG. O heterocério, ou seja, uma densa linha
de crescimento foi formada na area de contato entre o mutante nitl (Ml)
proveniente do isolado UFLAG21-1 e os mutantes nit3 (M7, M8 e M9),
conforme demonstrado na Figura 13. Nao foi observada nenhuma
complementagdo entre os mutantes nit3 e nitM. O micélio do heterocario foi
transferido para uma placa de Petri contendo meio minimo + clorato de potassio
(3,0%). A coldnia apresentou crescimento no meio seletivo contendo o clorato
de potassio, indicando que o fendtipo (resisténcia a esse composto quimico) ¢

mantido pelo heterocario.
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Figura 13 Heterocario formado entre mutantes hit complementares. (A)
Autocompatibilidade: formagdo de heterocario entre o mutante nitl
(1) e os mutantes nit3 (2, 3, 4 ¢ 5), obtidos a partir do isolado
UFLAG21-1 e (B) compatibilidade vegetativa: formagdo de
heterocario entre o mutante nitl (1), obtido a partir do isolado
UFLAG21-1 ¢ os mutantes nit3 (2, 3 ¢ 4), obtidos a partir do
isolado UFLAG46-1

4.10 Analises de RAPD

Dos quatro primers testados, trés exibiram polimorfismo, amplificando
um total de 32 bandas polimorficas, gerando, em média, 10,6 bandas
polimorficas por primer. Com base nas 32 bandas polimorficas, foi construida
uma matriz de similaridade genética e, utilizando o coeficiente de Sorensen-
Dice, foram obtidas as estimativas das similaridades genéticas, que variaram de
0,17 a 1,0. Para melhor visualizagdo foi construido um dendograma (Figura 14).
A linha de corte dada pela estimativa de sgm, a 1% de probabilidade pelo teste
de t, foi de 0,72. Pela analise do dendograma foi possivel observar a formagao
de 16 grupos de similaridade. Os isolados de C. lindemuthianum foram
agrupados, formando o grupo denominado XII e os isolados de G. cingulata f.

sp. phaseoli formaram 15 grupos distintos.
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Figura 14 Dendrograma de similaridade genética de 52 isolados de Glomerella cingulata f. sp. phaeoli e 3 isolados de
Colletotrichum lindemuthianum
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5 DISCUSSAO

Ambos os tipos de colonia, com caracteristicas tipicas de C.
lindemuthianum (fase assexual) e com caracteristicas da fase sexual do
patogeno, t€m sido isolados a partir de lesdes de antracnose do feijoeiro
provenientes do campo sem nenhum tipo de indugdo, tais como meio ou
nutriente especifico. Apds estudos utilizando isolados pertencentes a fase sexual
do patogeno, notou-se claramente que estas colonias apresentam algumas
caracteristicas que as diferem das coldnias da fase assexual (ISHIKAWA et al.,
2010a; BARCELOS, 2010; BARCELOS; SOUZA; VAILLANCOURT, 2011).
Neste estudo, analisando a populagdo proveniente de colonias tipicas de C.
lindemuthianum separadamente da populagdo de isolados provenientes de
colonias tipicas de G. cingulata f. sp. phaseoli, todos os caracteres avaliados
demonstraram grande variabilidade dentro de cada populagdo. Ademais, estes
caracteres demonstraram variabilidade também entre as populagdes analisadas.

A avaliagdo da patogenicidade dos fitopatogenos ¢ uma analise essencial
para monitorar a variabilidade de uma espécie e determinar a importancia da
mesma para a cultura afetada pela doenca. Os testes de patogenicidade para a
populagdo assexual de C. lindemuthianum sio importantes e bem estabelecidos
na literatura (SILVA; SOUZA; ISHIKAWA, 2007). Os 74 isolados da
populacdo assexual foram patogénicos a cultivar suscetivel Pérola e revelaram
seis padroes distintos de viruléncia, quando inoculados nas cultivares
diferenciadoras (Tabela 4). Estes resultados demonstram que o patdogeno
apresenta alta variabilidade, considerando que a amostragem foi feita em
somente dois locais (Lavras e Lambari, MG), no ano de 2009. A raga 65 foi a
mais frequente (62,16%), correspondendo a 82,14% dos isolados coletados em
Lavras. Embora esta alta frequéncia da raca 65 no Brasil seja confirmada em

trabalhos prévios (SILVA; SOUZA; ISHIKAWA, 2007, TALAMINI et al.,
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2004), a coleta de material na regido de Lavras em um unico hospedeiro
(cultivar BRS Majestoso) pode ter contribuido para a alta porcentagem desta
raca neste local (Tabela 2).

Por outro lado, apesar de terem sido isolados a partir de lesdes tipicas de
antracnose do feijoeiro, apenas 6 dos 53 isolados conidiais de G. cingulata f. sp.
phaseoli inoculados na cultivar suscetivel Pérola apresentaram sintomas tipicos
de antracnose, muito embora estes sintomas tenham sido mais brandos que os
apresentados pela cultivar, quando inoculada com os isolados da fase assexual.
Ishikawa et al. (2010a) concluiram que essa diferenca de sintomas apresentada
pelas fases sexual e assexual do patdogeno ndo é caracterizada por eventos de
pré-penetragao, pois ambos os tipos de isolados germinam e formam apressorios
na superficie de plantas de feijoeiro, apresentando apenas diferencas temporais
no desenvolvimento de tais estruturas.

Barcelos (2010) verificou que as estruturas pds-penetracdo, como vesicula
de infeccdo e hifas primdrias, ndo foram encontradas para o isolado da fase
sexual apos inoculacdo na cultivar suscetivel Pérola. Em contrapartida, o isolado
da fase assexual, quando inoculado na mesma cultivar, apresentou a formagéo
destas estruturas 72 horas apos a infeccdo. Quando esta mesma autora realizou
experimentos de coinoculagdo do isolado sexual transformante expressando a
proteina verde fluorescente, foi dectada a formacdo de hifas do isolado
transformante sobre as lesdes de antracnose causadas pelo isolado selvagem.
Estes resultados sugerem que ambos os isolados podem colonizar as mesmas
lesdes de antracnose e, portanto, podem explicar por que as linhagens sexuais
tém sido isoladas com frequéncia do campo a partir de lesdes de antracnose. Os
isolados patogénicos (UFLAGS85-1, UFLAG86-1, UFLAG89-1, UFLAG92-1,
UFLAG93-1 e UFLAGY9-1) revelaram dois padrdes de viruléncia (raca 1 ¢ 65)

e apresentaram esporulacdo semelhante a dos isolados da fase assexual em
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vagens de feijoeiro, fato que ndo ocorreu para os demais isolados conidiais da
populagdo sexual.

Como mencionado anteriormente, os testes de patogenicidade para os
isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli foram realizados utilizando-se as
cultivares diferenciadoras padronizadas para a determinagdo de raca de isolados
da espécie C. lindemuthianum. Além disso, as doze cultivares diferenciadoras
ndo sdo utilizadas comercialmente e ndo sdo bem adaptadas as condigdes
ambientais do Brasil. Visto que o isolamento da fase sexual tem sido constante
em coletas realizadas no Brasil, seria coerente que estes isolados sexuais, que
possivelmente coevoluiram com cultivares desenvolvidas no Brasil, fossem
inoculados ¢ testados nestas cultivares, tais como a cultivar Majestoso, da qual
originaram-se aproximadamente 60% dos isolados de G. cingulata f. sp.
phaseoli utilizados neste estudo. A proposta de utilizagdo de cultivares
diferenciadoras bem adaptadas as nossas condigdes ja foi sugerida por Ishikawa,
Ramalho e Souza (2011), para a deteccdo da variabilidade existente nas racga 65.
Estes autores comprovaram que existe variabilidade dentro desta raca de C.
lindemuthianum e que essa variabilidade ndo pode ser detectada por meio da
inoculagdo no conjunto de diferenciadoras proposta pelo CIAT.

Com relagdo as caracteristicas fisiologicas, diferencas significativas
(P<0.05) nas médias do IVCM e do didmetro colonial entre os isolados dentro
cada populagdo foram caracterizadas. Para a populag¢do de C. lindemuthianum,
essa variabilidade ja havia sido relatada por Souza, Souza e Mendes-Costa
(2007). No entanto, nao ha relatos, na literatura, de comparacao destes caracteres
entre isolados assexuais e sexuais.

Analisando-se os resultados apresentados neste estudo, pode-se notar
que a diferenca entre o IVCM médio das populagdes assexual (2,92 mm/dia) e
sexual (9,67 mm/dia) foi muito discrepante. Essa diferenca foi observada mesmo

quando os isolados das diferentes populagdes foram coletados em um mesmo



83

local e em uma mesma cultivar. Por exemplo, as linhagens UFLACI187 e
UFLAG104-1 foram coletadas em Lavras e isoladas da cultivar Majestoso.
Entretanto, o isolado da populagdo assexual (UFLACI187) apresentou
crescimento médio de 2,03 mm/dia e o isolado de G. cingulata f. sp. phaseoli
(UFLAG104-1) exibiu crescimento médio de 10,50 mm/dia, valor cinco vezes
maior que o apresentado pelo isolado de C. lindemuthianum. Além disso,
enquanto na populacdo assexual a avaliacdo do didmetro colonial foi realizada
apos 15 dias do inicio do experimento, na populacdo sexual, apds oito dias de
crescimento mais de 80% dos isolados ja haviam atingido o didmetro méaximo da
placa de Petri. Foi constatado, portanto, que o crescimento micelial dos isolados
da populacdo sexual ocorre em uma velocidade superior ao crescimento micelial
dos isolados da populacao assexual (Grafico 1). Diferencgas significativas entre o
IVCM e o diametro colonial, comparando-se os isolados conidiais e os isolados
periteciais da populacdo sexual, ndo foram detectadas (Tabela 7).

Caracteres fisiologicos podem também auxiliar diretamente na
classificagdao dos isolados que possuem maior facilidade no estabelecimento na
superficie do seu hospedeiro. No desenvolvimento inicial dos fitopatdogenos no
hospedeiro é necessaria a formagao de hifas germinativas e, posteriormente, as
estruturas infectivas (WOOD; JELLIS, 1984). Estas etapas tém papel importante
na interag@o entre os patogenos e as células do hospedeiro, atuando em varios
processos, tais como adesdo, sinalizagdo celular, manuten¢do da viabilidade do
fungo e mecanismos de reconhecimento (PERFECT; GREEN; O’CONNELL,
2001). Neste estudo, altos niveis de diversidade foram detectados na analise da
germinagdo de conidios e ascosporos da populacdo sexual e conidios da
populagdo assexual, inclusive entre os dois tempos avaliados (24 horas e 48
horas), para ambas as populagdes. Na avaliagdo apo6s 48 horas de incubag@o, os
isolados de C. lindemuthianum apresentaram porcentagem de germinagéo média

(66,2%) inferior a porcentagem de germinacdo média encontrada para os
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isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli (76,3%). As porcentagens de germinagdo
apresentadas por 75% dos isolados periteciais foi superior a 80%, na avaliagdo
ap6s 48 horas de incubag@o (Tabela 8). Essa porcentagem de germinagdo
superior para os isolados teleomorficos, em relagdo aos isolados anamérficos, ja
havia sido relatada por Barcelos (2010), com um menor nimero de isolados
sendo comparados em experimentos in vitro e in vivo.

A anélise de caracteres morfologicos ¢ util para auxiliar na confirmacao
da variabilidade da espécie, em analises genéticas (identificagdo de isolados
contrastantes) e na diferenciagdo de espécies do género Colletotrichum
(O’CONNELL; NASH; BAILEY, 1992; SOUZA; SOUZA; MENDES-COSTA,
2007). As andlises citoldgicas, neste estudo, envolveram o comprimento ¢ a
largura de conidios e ascosporos ndo germinados e a presenga de septo em
conidios e ascosporos germinados. A amplitude de variagdo encontrada para os
isolados assexuais nas analises de comprimento (14,46-18,98 um) e largura
(4,09-6,19 um) de conidios estd em concordancia com outros dados descritos na
literatura para a espécie (O’CONNELL; NASH; BAILEY, 1992; ROCA et al.,
2003). Nas analises da populagdo sexual, dois grupos distintos foram formados,
tanto para o comprimento quanto para a largura, separando os isolados conidiais
dos isolados periteciais, devido a morfologia distinta destes esporos (Figura 6).
Nessa populacdo, os conidios apresentaram comprimento variando de 8,46 pm a
15,85 um e largura de 2,88 um a 5,62 um, demonstrando que, de maneira geral,
os conidios da populacdo sexual sdo menores que os conidios da populagdo
assexual. A amplitude de variagdo para ambos os caracteres, largura e
comprimento de ascosporos, também estd de acordo com os descritos
anteriormente na literatura (CASTRO; MENDES-COSTA; SOUZA, 2006;
SOUZA; SOUZA; MENDES-COSTA, 2007).

Entretanto, essa concordancia com a literatura nao foi observada quando

a presenca de septos em esporos germinados foi avaliada. O’Connell, Nash e
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Bailey (1992) afirmam que os conidios de C. lindemuthianum permanecem ndo
septados, apds a germinagdo. Com base nos resultados deste estudo, pode-se
inferir que os conidios e os ascosporos germinados nesta espécie podem
apresentar septo em porcentagens variaveis, tanto para a fase assexual como a
sexual (Figura 7). Essa contradi¢do pode ser atribuida ao fato de os autores
avaliarem apenas dois isolados, ndo abrangendo toda a variabilidade do carater
analisado. Portanto, os dados deste trabalho suportam a afirmacdo de que a
caracteristica auséncia de septos em conidios germinados ndo pode ser utilizada
para a classificagdo de um isolado como C. lindemuthianum, nem para
diferenciar os conidios da populacdo assexual e sexual. Nestas avaliagdes in
vitro por meio de microscopia de fluorescéncia, 100% dos ascdsporos
apresentaram septo apds a germinac¢do, ndo havendo variagdo para essa
caracteristica considerando apenas os isolados periteciais (Grafico 3).

Alguns dos mecanismos estudados que poderiam auxiliar na geracao da
variabilidade observada neste estudo sdo a recombinag¢do sexual (CAMARGO
JUNIOR et al., 2007; SOUZA; CAMARGO JUNIOR; PINTO, 2010), o ciclo
parassexual (CASTRO-PRADO et al., 2007) e a recombinagdo assexual via
fusdo de CATs (ISHIKAWA et al., 2012; ROCA et al., 1994). Na avaliagdo da
recombinagdo sexual dos isolados da populagdo assexual, apenas 1,73% das
combinagdes apresentou compatibilidade sexual. No entanto, essas combinagdes
nao apresentaram produ¢do de ascos e ascosporos. A producdo de
protoperitécios entre os isolados compativeis indica que a informacdo genética
para a ocorréncia do ciclo sexual completo ndo ocorre nestes individuos, embora
a fase inicial da reproducdo tenha sido demonstrada. Outra hipdtese que
justificaria estes resultados seria a auséncia de algum estimulo ambiental, como
nutrientes, temperatura ou iluminago, que induziria o ciclo sexual completo no
patdégeno. Ainda de acordo com Reynolds (1993), muitos fungos perdem a

habidade de se reproduzir sexualmente e ndo produzem esporos.
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Estudos com a fase sexual do género Colletotrichum indicam que o
controle genético da reproducdo neste patdgeno ndo corresponde a um sistema
de acasalamento simples e, provavelmente, mais de um loco no genoma esta
envolvido nesse controle (BAILEY; JEGER, 1992; VAILLANCOURT;
WANG; HANAU, 2000). Analisando-se os isolados da populagdo sexual,
constatou-se que a formacao da linha de peritécios foi observada para 2,78% das
combinagdes avaliadas. Entretanto, 34,7% destas combinagdes apresentaram
apenas producdo de protoperitécios, assim como relatado para os isolados da
populagdo assexual. Para as demais combinagdes, ainda que ocorra produgdo de
peritécios férteis na linha de contato, ndo se pode afirmar que esteja ocorrendo
cruzamento entre estes isolados. Existe a possibilidade que esses peritécios
estejam sendo produzidos por um dos isolados, devido a indugdo por meio de
moléculas produzidas pelo outro isolado usado no pareamento, havendo a
ativacdo de alguma rota metabolica anteriormente bloqueada (WEBER,;
WEBSTER, 1998). Assim, apds a insercdo da membrana de didlise entre os
isolados, a fim de evitar o contato entre eles, porém, permitindo a passagem de
possiveis moléculas indutoras, apenas 28 combinagdes passaram a ndo produzir
a linha de peritécios férteis (Tabela 9). Esse evento refor¢a a afirmagdo de que
estes isolados sdo compativeis sexualmente, sendo caracterizados como
heterotalicos. No entanto, as outras 21 combinag¢des que continuaram a produzir
a linha de peritécios férteis, mesmo apods a auséncia do contato fisico entre elas,
indicam que estes peritécios sdo provenientes de indu¢do e ndo de cruzamento.
A linha de peritécios ndo foi formada no lado do isolado homotalico em
nenhuma destas combinagdes, indicando que o isolado conidial ¢ induzido pelo
isolado homotalico a produzir a linha de peritécios (Figura 9).

A variabilidade morfologica dentro da populagdo pertencente a fase
sexual do patdgeno ¢ evidente. Chilton e Wheeler (1949) propuseram uma

classificacdo que permite o agrupamento dos isolados em quatro classes
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distintas. Na populag@o sexual analisada, foram encontrados representantes das
quatro classes propostas. No entanto, além desta classificagdo pela morfologia
das coldnias, os autores verificaram, para estas classes, determinados padroes de
compatibidade sexual que ndo foram observados para a populagio de G.
cingulata f. sp. phaseoli. Neste estudo, os padrdes observados, considerando as
2.701 combinacgdes testadas, foram: i) isolados periteciais ndo sdo compativeis
entre si em nenhuma das combinacdes analisadas, fato que foi evidenciado no
trabalho realizado por Chilton e Wheeler (1949); ii) peritécios férteis na linha de
contato ocorrem somente entre um isolado peritecial e um isolado conidial; iii)
isolados minus e plus formam linha de contato com peritécios férteis com ambos
os tipos de coldnias conidiais (A e/ou B), ndo seguindo os padrdes descritos por
Chilton e Wheeler (1949); iv) a formagdo da linha de contato entre os isolados
nao tem relagdo com a origem dos isolados e v) os isolados que foram obtidos a
partir da mesma lesdo e de peritécios diferentes foram sempre compativeis, com
excessdo dos isolados UFLAGO07-1 e UFLAGO07-2.

O conhecimento de grupos de compatibilidade vegetativa (VCG) entre
diferentes linhagens demonstra que grupos de isolados podem trocar informagéo
genética via heterocariose (BROOKER; VESLIE; DICKMAN, 1991). A
formagdo de heterocarios entre essas diferentes linhagens pode servir como
primeiro passo para o ciclo parassexual (LESLIE, 1993). A ocorréncia de um
elevado niimero de VCGs em C. lindemuthianum ¢ descrita na literatura.
Barcelos, Souza e Silva (2011), analisando uma populacdo de 47 isolados
assexuais, observaram a formagdo de 45 grupos de compatibilidade vegetativa,
tendo 44 isolados sido incompativeis e em apenas uma combinacdo foi
observada a formacdo do heterocario, evidenciando a grande variabilidade
existente nessa espécie para este carater.

Neste estudo, os quatro isolados da populagdo sexual analisados

formaram trés diferentes grupos de compatibilidade vegetativa. Os isolados
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UFLAG21-1 ¢ UFLAG46-1 foram compativeis e, portanto, pertencem a um
mesmo VCG, o que indica que estas linhagens possuem os mesmos gendtipos
para os genes que controlam a compatibilidade vegetativa. Entretanto, os
resultados da analise por meio de marcadores RAPD ndo evidenciaram nenhuma
associagdo com a compatibilidade vegetativa, indicando que o gendtipo
semelhante para esse carater ndo tem reflexo significativo na similaridade
genética entre os isolados. Ainda assim, os mutantes Nit provenientes dos
isolados UFLAG21-1, UFLAG46-1 e UFLAG112-1 poderdo ser muito uteis em
analises genéticas, se mantiverem a compatibilidade sexual, exibida neste
estudo, por seus parentais selvagens.

Uma via alternativa de recombinacdo assexual na geragcdo de
variabilidade da espécie, a fusdo de CATs, foi sugerida por Ishikawa et al.
(2012), em cujo estudo foi observado que a fusdo de CATs é comum para a
maioria dos isolados conidiais assexuais (94,6%) e sexuais (96,2%). Uma vez
que os CATs tém papel importante na dinamica populacional deste fitopatdgeno,
a alta frequéncia pode estar influenciando significativamente a variabilidade do
patdégeno nas populagdes analisadas (Figura 8).

Trabalho prévio demonstrou que a fusdo de CATs em isolados
anamorficos ocorre apenas em agua e ¢ dependente da idade da cultura
(frequéncia maior em coldnias mais velhas) e do isolado utilizado (maior
porcentagem de fusdo de conidios encontrada pelos autores foi 25,8%)
(ISHIKAWA et al.,, 2010b). Uma das vantagens de se utilizar populacdes
numerosas em estudos de caracterizagdo ¢ a possibilidade de se encontrar
fenotipos extremos. Neste estudo, os isolados UFLACI121, UFLAG7-2,
UFLAG25-1, UFLAG41-1, UFLAGS55-1, UFLAG83-1, UFLAGS85-1,
UFLAGY97-1, UFLAG110-1 ¢ UFLAGI111-1 apresentaram porcentagens de
formagdo de CATs superior a 50%, semelhante aos valores encontrados na

literatura para Neurospora crassa (ROCA et al., 2010). Estes isolados podem
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ser utilizados em estudos futuros, visando elucidar a fungdo dos CATs. Por outro
lado, nenhuma fusdo entre ascésporos foi observada para os isolados
homotélicos analisados. Uma hipdtese para esta auséncia de recombinagdo
assexual pode ser o fato de esses isolados gerarem variabilidade, utilizando-se
outro eficiente mecanismo ja discutido anteriormente, a recombinacdo sexual.

Essa variabilidade entre as popula¢des assexual e sexual encontrada
neste estudo fomenta discussodes a respeito da hipdtese de mais de uma espécie
estar envolvida nesse sistema. Dados moleculares foram obtidos para tentar
esclarecer essa relagdo. Garcia-Serrano et al. (2008) desenvolveram um par de
primers especifico para C. lindemuthianum, que amplifica a regido HMG do
gene mating-type MAT1-2-1 do patégeno. Assim como era esperado, os 74
isolados da populacdo assexual, que causaram sintomas tipicos de antracnose do
feijoeiro, amplificaram quando testados com este par de primers, confirmando
que sdo realmente da espécie C. lindemuthianum. No entanto, os isolados da
populacao sexual, incluindo os seis que causaram sintomas de antracnose, nao
amplificaram, quando testados com os mesmos primers.

Barcelos, Souza e Vaillancourt (2011), apés trabalhar com isolados
teleomorficos da espécie que também ndo amplificaram para o par de primers
descrito por Garcia-Serrano et al. (2008), desenvolveram um segundo par de
primers que amplificou para a regido HMG do gene mating-type MAT1-2-1 dos
isolados periteciais analisados pelos autores. Os isolados da populaciao sexual,
com excecdo dos que causaram sintomas na cultivar suscetivel Pérola,
amplificaram a banda correspondente, quando testados com os primers
desenhados por Barcelos, Souza e Vaillancourt (2011), corroborando a hipdtese
de que estes isolados da populagdo sexual ndo sdo relacionados com os isolados
da populacdo assexual, quando se consideram estas analise da regido HMG do

gene mating-type MAT1-2-1.
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Isolados patogénicos da populagido sexual que ndo amplificaram quando
testados com ambos os pares de primers se mostraram flutuantes entre as duas
populagdes, considerando as avaliagdes de patogenicidade e dos caracteres
morfoldgicos e fisioldogicos. Embora estes isolados causem sintomas quando
inoculados na cultivar suscetivel de feijoeiro e apresentem esporulagdo
semelhante aos isolados da fase assexual, nas avaliagdes da taxa de crescimento
micelial e do tamanho dos conidios, eles foram agrupados juntamente com a
populagdo sexual. Além disso, ndo apresentaram compatibilidade sexual em
nenhuma das combinacdes testadas e apenas a formacdo de protoperitécios
ocorreu em algumas combinagdes na presenga dos isolados UFLAGS85-1 e
UFLAGS86-1. Na arvore filogenética, baseada nas regides ITS do DNA
ribossomico, os isolados patogénicos (UFLAG85-1, UFLAG93-1 ¢ UFLAG99-
1) agruparam-se em um bloco unico. Os outros isolados da populagdo sexual
analisados formaram dois grupos distintos. O grupo formado pelos isolados
UFLA G46-1 e UFLAG104-1 se relacionou mais proximamente com o bloco
dos isolados patogénicos ¢ o segundo grupo, formado pelos isolados
UFLAG112-1 ¢ UFLAGI118-1, se relacionou com as sequéncias retiradas do
GenBank para fins comparativos. O isolado de C. lindemuthianum nédo se
agrupou com os isolados da populagdo sexual analisados.

Os isolados de C. lindemuthianum também foram agrupados
separadamente dos isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli, no dendrograma
gerado pelas analises de RAPD. Além do grupo constituido pelos trés isolados
de C. lindemuthianum, outros 15 grupos de similaridade foram formados para os
53 isolados de G. cingulata f. sp. phaseoli analisados. A analise de RAPD néo
detectou grande variabilidade para os isolados testados, pois um grupo contendo
32 isolados (60%) foi gerado no dendrograma. Entretanto, deve-se considerar

que, nessas analises, somente trés primers foram utilizados para a geragdo das
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bandas polimorficas, nimero insuficiente para detectar a variabilidade genética

da populacdo. Para tanto, anélises de AFLP posteriores sdo sugeridas.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

¢)

d)

g)

h)

7

k)

Variagdo fenotipica ocorre dentro e entre as populagdes para todos
os caracteres avaliados.

Isolados da populagdo sexual ndo causam sintomas ou causam
sintomas mais brandos que os isolados da fase assexual, quando
inoculados na cultivar de feijoeiro suscetivel Pérola.

O indice de crescimento micelial dos isolados da populagdo sexual é
superior ao dos isolados da fase assexual.

A porcentagem de germinagdo dos isolados sexuais é, em média,
superior a porcentagem de germina¢do dos isolados assexuais.
Conidios dos isolados assexuais sao maiores do que os conidios dos
isolados sexuais.

Tubos de anastomose ocorrem somente entre conidios nas
populagdes de isolados assexuais e sexuais, em diferentes
porcentagens, dependendo do isolado.

Conidios germinados de isolados da fase assexual e sexual formam
septo em porcentagens que variam de acordo com o isolado.
Ascésporos de G. cingulata f. sp. phaseoli necessariamente
apresentam septo depois de germinados.

Compatibilidade sexual ocorre somente entre isolados sexuais,
sendo sempre um parceiro peritecial e um conidial.

Isolados sexuais ndo amplificam para o par de primers especifico
para C. lindemuthianum que amplificam a regiio HMG do gene
mating-type MAT1-2-1.

Isolados sexuais ndo sdo filogeneticamente semelhantes ao isolado
de C. lindemuthianum testado, considerando a regido ITS do DNA

ribossoémico.
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1) Os isolados das popula¢des analisadas ndo pertencem a mesma

espécie.
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